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INTRODUCTION

L’histoire de l'industrie pharmaceutique a connu plusieurs incidents plus ou moins
dramatiques liés a la contamination des médicaments et qui ont causé des problemes de santé
publique, ces incidents ont fait prendre conscience aux industriels et aux autorités de
I'importance du nettoyage des équipements de production. Aujourd’hui, le médicament est
I'un des produits les plus contrdlés et les plus sécurisés dans un secteur industriel ou la
réglementation est de plus en plus exigeante [1].

Le personnel et les équipements de production sont en contact direct avec les produits
en cours de leur fabrication, ils sont les sources potentielles de la contamination.

Le risque de contamination des produits pharmaceutiques doit étre connu et maitrisé,
et inscrit dans une approche globale de gestion des risques. Le nettoyage est le processus qui
fiabilise I’élimination des contaminations d’origine diverses et garantit ainsi la qualité des
médicaments fabriqués.

Le nettoyage des équipements, fait donc partie intégrante du procédé de fabrication et
comme toute opération pharmaceutique, il doit faire objet de validation et ce, conformément
aux exigences réglementaires ainsi qu’aux directives des bonnes pratiques de fabrication [2].

Appliquée au domaine pharmaceutique, la validation du nettoyage contribue a la
sécurité, a I'efficacité et a 'acceptabilité des médicaments. Chaque entreprise pharmaceutique
se doit donc de concevoir et de mettre en ceuvre une politique visant a garantir que les
médicaments fabriqués aient la qualité requise.

Dans les industries ou les équipements ne sont pas dédiés, Il est exigé a 1'entreprise
pharmaceutique de valider le nettoyage pour chaque produit. Il en résulte un nombre
important de validations du nettoyage a réaliser, ce qui engendre des charges
supplémentaires au colit du médicament et une perte de temps non négligeable. Afin de
palier a ces inconvénients, la stratégie des « pires cas » devient un choix incontournable.

De point de vue réglementaire, la validation du nettoyage est devenue une exigence
primordiale pour toutes les installations pharmaceutiques. De nombreux textes a portées
nationales, régionales et internationales ont été édictés par des autorités de santé. Les récentes
versions des guides des bonnes pratiques de fabrication exigent aux industriels d’axer leur
démarche de validation du nettoyage sur la sécurité du patient en évaluant le risque de la
contamination sur la santé humaine [2].

Au mois de novembre 2014, I’Agence Européenne des Médicaments (EMA) a publié
une ligne directrice relative a I'établissement des limites d’exposition, basée sur le risque
santé, en définissant une dose journaliere de contaminant a laquelle peut-étre exposée un étre
humain pendant toute sa vie et cela sans entrainer des effets néfastes sur sa santé, cette dose
est appelée “Exposition Journaliere Admissible’”” ou “Permitted Daily Exposure” abrégée par

I’acronyme PDE.
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L’approche PDE décrite dans cette ligne directrice, est un nouveau paradigme qui est
entrain de révolutionner la pratique actuelle de la validation du nettoyage et remodele celle
de I'avenir. Cette ligne directrice place la sécurité du patient au centre de la validation du
nettoyage en intégrant I’ensemble des données pharmacologiques et toxicologiques issues des
différentes phases des études précliniques et cliniques de développement du médicament. En
Europe, cette nouvelle approche est entrée en application a partir du mois de juin 2015.

En Algérie, ce sujet d’actualité est d’introduction récente pour les industries
pharmaceutiques, l'autorité de santé, en l'occurrence, le Ministere de la Santé, de la
Population et de la Réforme Hospitaliere, exige aux industriels que le nettoyage de leurs
équipements de production soit valide. Des travaux ont été réalisés par des entreprises mais
nécessitent des efforts supplémentaires pour acquérir plus de savoir-faire et de mettre en
ceuvre la nouvelle approche de validation du nettoyage telle qu’exigée par les BPF
européennes.

La démarche de validation du nettoyage basée sur le concept de la PDE, requiert une
parfaite connaissance des propriétés physicochimiques, pharmacologiques et toxicologiques
des substances actives. L’exploitation des données qui en découlent releve du domaine de
I'expertise et est réservée aux professionnels les plus expérimentés. Ceci rend la maitrise de
cette approche peu accessible aux acteurs de la validation du nettoyage, ce qui constitue toute
la problématique dans la pratique courante.

L’objectif principal de cette theése, est d’appliquer la stratégie des pires cas a la
validation du nettoyage des équipements dans un site multiproduits en introduisant le
nouveau concept de la PDE, telle qu’est recommandé par la ligne directrice de 'EMA et les
récentes versions des guides des bonnes pratiques de fabrication. Cette initiative concerne
dans un premier temps en la maitrise de 'approche PDE, et dans un second temps a sa
généralisation en analyse de routine pour qu’elle soit a la portée des utilisateurs en industrie
pharmaceutique.

Outre cet objectif principal, nous étudierons la validation du nettoyage des
équipements de fabrication des différentes formes pharmaceutiques (cremes, gels,
pommades, suppositoires et comprimés), de la centrale de pesée des matieres premieres tout
en développant des méthodologies pour le choix des traceurs physicochimiques et
microbiologiques.

Enfin, nous appliquerons la démarche harmonisée de la validation analytique pour
une méthode de dosage des traces de contaminant telle que préconisée par la commission de
la Société Frangaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques — (SFSTP) et le guide ICH
relatif a la validation des procédures analytiques.

Afin d’atteindre ces objectifs, Ce travail est structuré en deux parties :

La premiere partie est bibliographique, elle documente la maitrise de la contamination

et les différentes stratégies de validation du nettoyage en industrie pharmaceutique.
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Ce travail étant focalisé sur les stratégies de validation du nettoyage des équipements
de fabrication pharmaceutique dans un site multiproduits en se conformant aux nouvelles
exigences réglementaires. Afin de cerner la thématique dans toutes ses dimensions, nous

avons décomposé la partie bibliographique en quatre chapitres ;

- Le premier chapitre traite la contamination, ses enjeux et les moyens de lutte. Dans ce
chapitre nous évoquerons les notions de base et les facteurs régissant la contamination en

industrie pharmaceutique ainsi que les moyens de lutte préventifs et curatifs mis en place.

- Le deuxieme chapitre documente la validation du nettoyage dans ses aspects
réglementaire et méthodologique. Nous passerons en revue l’ensemble des
réglementations relatives a la validation du nettoyage et nous donnerons ensuite un

apergu sur I’évolution de ces réglementations.

- Le troisieme chapitre définit 'ensemble des approches pires cas décrites dans la
littérature scientifique, il détaille les méthodologies et les démarches pratiques a suivre
pour valider le nettoyage d’une ligne de fabrication. Une attention remarquable sera
accordée a la nouvelle approche basée sur le risque santé et le calcul de la PDE. Un cas
particulier de surfaces sans équipements sera traité a savoir ; la validation du nettoyage

d’une centrale de pesée de matieres premieres.

- Enfin, et compte tenu de I'importance des méthodes analytiques pour le dosage des traces
de contaminants au cours de la validation du nettoyage, la validation des méthodes
analytiques conformément a la démarche harmonisée sera développée dans le quatrieme
chapitre. Nous traiterons dans un premier lieu les définitions et les criteres de validation,
et dans un deuxieme lieu, nous aborderons les protocoles et 1'étude statistique de la

validation analytique.

La seconde partie expérimentale est consacrée a la validation du nettoyage des
différentes lignes de fabrication par la méthode des pires cas, selon I'approche traditionnelle
et celle basée sur la valeur de la PDE. Une étude comparative sera réalisée pour chaque ligne
de fabrication et I'approche la plus stricte sera retenue. La validation du nettoyage de la
centrale de pesée sera aussi évoquée étant donné qu’elle constitue le premier siege de

contamination des matieres premieres utilisées dans la fabrication des médicaments.

Nous finaliserons ce manuscrit en discutant nos résultats, suivis des conclusions qui en
découlent et en présentant nos propositions en matiere de démarche pratique quant a
I'application de l'approche PDE a la validation du nettoyage. Enfin, nous exposerons les

perspectives émanant de la présente these.
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CHAPITREI: LA CONTAMINATION EN INDUSTRIE PHARMACEUTIQUE : LES
ENJEUX ET LES MOYENS DE LUTTE

Au cours d'un procédé de fabrication,un médicament est sujet a diverses
contaminations volontaires ou involontaires, de sources et de natures différentes. Pour cette
raison, des moyens de lutte sont aujourd’hui mis en place en industrie pharmaceutique afin
de maitriser la contamination et de garantir en conséquence la qualité des médicaments
commercialisés [1].

1. Définition de la contamination

Selon le guide des bonnes pratiques de fabrication (BPF), la contamination est définie
comme « lintroduction non intentionnelle d'impuretés de nature chimique ou
microbiologique, ou de matiere étrangere, a l'intérieur ou a la surface d’une matiere premiere,
d’un intermédiaire, ou d'une substance active, pendant la production, 1'échantillonnage, le
conditionnement ou le reconditionnement, le stockage ou le transport » [2].

La contamination entraine donc un défaut dans la qualité du produit fini, ainsi, le
médicament ne répond plus aux exigences essentielles du dossier d’autorisation de mise sur le
marché (AMM), a savoir : la qualité, la sécurité et I'efficacité.

2. Différents types de contamination
Il existe plusieurs types de contamination :
2.1. Contamination particulaire

La contamination particulaire représente toutes les substances qui n’entrent pas dans la
composition des produits fabriqués (toute substance différente des principes actifs ou des
excipients) [3].

Ces contaminations ont plusieurs origines : tellurique, usure des équipements et des

machines, le personnel, les vétements et I'environnement de fagon générale.

Les particules sont caractérisées par leur diametre exprimé en micrometre (um). La
contamination particulaire est caractérisée par le nombre de particules par unité de volume.
Cette mesure est réalisée a 'aide d’un compteur de particules, il en résulte une classification
des zones et des dispositifs d’atmospheres contrdlées (ZAC) telle qu’est décrite par les bonnes
pratiques de fabrication (BPF) et qui, fait référence, pour cette classification a la norme ISO

14644-1 qui spécifie la classification de la propreté de l'air des salles et des zones propres.

Tableau I : Classification particulaire des zones et des dispositifs d’atmosphére contrdlée
selon les BPF [2].

Au repos | En activité
Classe Nombre maximal autorisé de particules par m® de taille égale ou
supérieure aux tailles précisées.

0.5 um 5 um 0.5 um 5 um
A 3520 20 3520 20
B 3520 29 352000 2900
C 352000 2900 3520000 29000
D 3520000 29000 Non défini Non défini
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Classe A : Les points ou sont réalisées des opérations a haut risque, tels que le point de
remplissage, les ampoules et flacons ouverts et les points de raccordements aseptiques. Les
postes de travail sous flux d'air laminaire doivent normalement garantir les conditions

requises pour ce type d'opérations.

Un flux d’air unidirectionnel et des vitesses inférieures peuvent étre utilisés dans les isolateurs

clos et dans les systemes clos type « boite a gants ».

Classe B : Pour les opérations de préparation et de remplissage aseptiques, cette classe

constitue I'environnement immédiat d’une zone de travail de classe A.

Classes C et D : Zones a atmosphere controlée destinées aux étapes moins critiques de la

fabrication des médicaments stériles [2]. .
2.2. Contamination microbiologique ou biocontamination

La contamination microbiologique a pour origine les organismes vivants tels que les
levures, les moisissures, les bactéries et les virus qui dans des conditions qui leur sont
favorables (température, humidité, pH, apport nutritif ...) se développent et se multiplient
pour coloniser les surfaces des équipements. Ces microorganismes peuvent étre détectés et

quantifiés par des techniques de microbiologie [1].

La contamination microbiologique est mesurée en nombre d’unités formant colonies
(ufc). Cette mesure permet une classification des zones et des dispositifs d’atmospheres
contrdlées (ZAC) selon les BPF.

Le tableau II présente les limites recommandées de la contamination microbiologique
pour chaque type de classe de zone a atmosphere controlée.

Tableau II : Recommandations pour la surveillance microbiologique des zones a
atmospheére contrélée durant la production selon les BPF [2].

Limites recommandées de contamination microbiologique (a)
Echantillon B.01te‘de pétrie B.01te‘de pétrie Empremte? de
Classe L. (diametre 90 cm) (diametre 55 cm) gant (5doits)
d’air (ufc/m?)
ufc/4heures (b) ufc/plaque ufc/gant
A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 1
C 100 50 25 Non défini
D 200 100 50 Non défini
Notes :

(a) 1l s’agit de valeurs moyennes.

(b) Certaines boites de Pétri peuvent étre exposées pendant moins de quatre heures.

2.3. Contamination chimique

La contamination chimique se fait par les principes actifs, les excipients, les produits

de dégradation et les agents de nettoyage. Ce sont des contaminants qui font 1’objet de suivis
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(identification et quantification) car il est possible de calculer des limites d’acceptation pour
chaque type de contaminant chimique. La majorité des contaminations chimiques ont pour
origine une contamination croisée [1, 4].
2.4. Contamination croisée
La contamination croisée, encore appelée «cross contamination » correspond au
transfert des contaminants par un produit (substance active, excipient, article de
conditionnement, produit semi-fini, etc.) vers un autre produit au moyen d’un ou plusieurs

vecteurs. Ce type de contamination est la plus redoutée en industrie pharmaceutique [1, 4].

Selon les bonnes pratiques de fabrication, la contamination croisée est définie
comme la « contamination d'un produit par un autre » ou encore la « contamination d'une
matiere ou d"un produit par une autre matiere ou par un autre produit » [2].

Deux types de contamination croisée peuvent étre distingués :

— La contamination successive : Cette contamination est rencontrée lorsque les
équipements ne sont pas dédiés, plusieurs produits sont fabriqués sur les mémes
équipements et dans les mémes locaux. Un résidu du produit précédent reste dans
I'équipement et constituera une source de contamination pour la fabrication dun
produit suivant [5].

— La contamination simultanée : Lorsque plusieurs produits sont fabriqués sur des
équipements différents en méme temps et dans des zones proches. Le personnel et le
matériel peuvent étre a l'origine d’une telle contamination en transportant le produit
d’une zone vers une autre. Ceci impose la mise en place d’un systeme de gestion des flux
des personnes et des matieres [5].

La notion de contamination croisée telle que définie précédemment, concerne
essentiellement I'étape de fabrication, cette définition peut étre élargie pour englober d’autres
étapes comme le conditionnement primaire et secondaire, certains incidents attribués a ce
mode de contamination surviennent parfois, on cite par exemple la présence d’une notice
jointe a un produit ne lui correspondant pas, ou encore un étui renfermant un blister
inadéquat.

La contamination croisée concerne aussi la partie documentation d'un produit
pharmaceutique. Le dossier de lot est le document maitre de la production d'un lot de
médicament. Il retrace I'historique des étapes de fabrication et de conditionnement ainsi que
celles de controle. La substitution ou le mélange d’une feuille de dossier de lot du médicament
A avec une autre feuille de dossier de lot du médicament B est considéré comme une

contamination croisée. [5].
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3. Triangle de contamination: Relation Sources - Vecteurs — Récepteurs de la
contamination
La contamination croisée résulte de la relation directe ou indirecte entre trois éléments

qui forment un triangle de contamination [5]. Ces éléments sont : les sources, les vecteurs et

les récepteurs de la contamination, ils sont schématisés dans la figure 01.

@ L

< (]

& e
& %
%) ®

Récepteurs

Figure 01 : Triangle de contamination [5].

3.1. Sources et vecteurs de la contamination : Approche des 5 M

L’approche des 5 M ou encore appelée digramme de poisson ou d’Ishikawa peut étre
adaptée au processus de contamination afin d’identifier ses sources et de connaitre en
conséquence ses vecteurs [4]. Les différents éléments constituant ces sources et ces vecteurs

sont présentés dans la figure 02.

Main d’ceuvre Mateériel Matiere
-De production

- De Contréle

- De maintenance
- De securité

- De nettoyage
- De transfert

-Permanent N .
-Matiéres premieéres

- Fluides Produit
- Produits de nettoyage Propre

- Occasionnel

- Entreprise extérieur

- De production Activite
- De Nettoyage
- De maintenance PI‘OPI‘E
- De Contréle
- De transfert

Milieu Méthodes

Figure 02 : Diagramme des 5 M représentant les sources de la contamination [4].

3.1.1. Milieu
L’environnement de travail peut étre le vecteur de nombreux contaminants. L’air
ambiant peut véhiculer des poussieres, des gaz et des microorganismes en provenance des
matieres premieres, des produits en cours de fabrication, du personnel ou du matériel utilisé

dans la zone de travail mais aussi du sol, des plafonds et des surfaces des équipements [4, 6].
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3.1.2. Matieére

Les matieres premieres utilisées pour la fabrication des médicaments peuvent étre
elles-mémes une source de contamination particulaire ou microbiologique. L’eau utilisée au
cours du procédé de fabrication ou du nettoyage peut apporter des contaminants dans
I'équipement et dans le lot de fabrication. Les emballages des matieres premieres, des
mauvaises conditions de stockage, des manipulations sans protection sont autant de sources
de contamination des matieres. Les produits utilisés pour le nettoyage ne doivent pas non

plus étre source de contamination [4].
3.1.3. Main d’ceuvre

Le personnel est une source trés importante de contamination. Une personne émet
environ 100 000 particules par minute au repos, et jusqu'a 30 millions en activité. Ces
particules peuvent étre inertes (cheveux, particules telluriques des vétements) mais aussi des

microorganismes notamment ceux de la flore cutanée et buccale (levures et bactéries) [4].
3.1.4. Matériel

L'usure des équipements dans le temps ou les dommages occasionnés pendant leur
fonctionnement peut apporter des contaminants au fur et a mesure de l'utilisation. Les
opérations de maintenance des équipements peuvent favoriser la contamination, notamment
pour les soudures qui génerent des endroits a surface rugueuse facilitant ainsi I’adhésion des

salissures.

Le matériel utilisé pour le nettoyage des équipements et des locaux peut de méme
constituer une source de contamination, leur choix est donc trés important pour garantir
I'efficacité du nettoyage [4].

3.1.5. Méthode

La gestion des flux dans les zones de production est tres importante pour limiter la
contamination des produits et des locaux. Le flux des personnes, des matieres et du matériel
doit étre rigoureusement défini. La pression dans chaque local est réglée de fagon a orienter le
mouvement d’aire dans les zones de communication (SAS, vestiaires....). Cela permettra de

réduire le risque de contamination.

Enfin, et en conformité avec les nouvelles exigences de qualité, une approche globale
d’analyse des risques de contamination doit étre mise en place dans le cadre de politique
qualité de l'entreprise en définissant et en évaluant tous les facteurs intervenant dans le

processus général de la contamination [4].
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3.2.  Récepteurs de la contamination
Les récepteurs, selon les BPF, sont «essentiellement constitués par les composants et
les différentes présentations pharmaceutiques en cours de préparation, en vue d’en faire un
médicament administrable » [6]. Il s’agit donc;
— Des matieres premieres.
— Des articles de conditionnement primaire.
— Des produits intermédiaires semi-finis.

— Des produits fini ou produit vrac.

N\ L

SOURCES
de contamination
Chimique
Microbiologique
Particulaire

>
(o) (=]

Figure 03 : Processus de la contamination [6].

Articles de

conditionnement

| [ VECTEURS >

Source elle-meme
ou aukres vecteurs

4. TFacteurs aggravant la contamination
Quelques facteurs comme 1’électricité statique et le vide interviennent dans caertains
processus de contamination, dans ces cas ils sont traités de la méme maniere que les

contaminants eux-mémes [7].

5. [Enjeux de santé et économique de la contamination en industrie pharmaceutique

5.1. Conséquences sur la santé publique

Les conséquences d'une contamination prennent effet lorsque le médicament est libéré
dans son circuit de distribution (hdpitaux, pharmacies d’officine, patients). La gravité des
conséquences dépend alors du moment auquel cette contamination est détectée [1].

5.1.1. Conséquences sur la santé

Pour le patient, un médicament doit répondre aux exigences décrites dans le dossier
d’AMM a savoir; la qualité, la sécurité et l'efficacité. La contamination d'un produit
pharmaceutique entraine une modification de niveau de qualité, il peut avoir aussi un impact

sur la sécurité du patient. Ce défaut peut se traduire selon le degré de contamination par ;

— L’apparition d"un effet pharmacologique ou toxique indésirable.

— Une hypersensibilité (allergie)
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— Une modification de l’effet pharmacologique prévu (diminution ou augmentation de
Ieffet).

—  Une modification de la stabilité du médicament.

Aucun de ces effets n’est acceptable car les conséquences peuvent aller jusqu'a la mort

du patient (exemple d"un choc anaphylactique, réaction allergique grave) [5].

5.1.2. Criteres de gravité

Les conséquences sur la santé des patients peuvent étre désastreuses selon la nature
des produits, la voie d’administration et la durée du traitement. L’industrie pharmaceutique
doit prendre en compte ces facteurs dans son analyse de risque de la contamination.

Les médicaments a risque majeur en cas de contamination croisée sont les
médicaments injectables et les médicaments administrés a fortes doses ou pendant une
longue période [5].

5.2. Conséquences sur I’entreprise

La contamination croisée est la plus redoutée par les industriels. Les retombées d"une
telle contamination sont essentiellement de type sanitaire. Sans oublier le discrédit qui est jeté
sur la qualité des produits de I'entreprise concernée aux yeux des autorités de santé publique
et des patients. A ces retombées, s'ajoutent des impacts négatifs et des préjudices sur
I'entreprise [5].

5.2.1. Défaut de qualité du médicament

Un médicament objet d'une contamination croisée représente une non-conformité aux
spécifications décrites dans le dossier d’autorisation de mise sur le marché. L’opérateur

pharmaceutique peut recevoir une réclamation de la part des utilisateurs [5].
5.2.2. Rappels de lots

Les contaminations, en général, occupent une grande place dans les rappels de lots.
Lorsquun médicament est mis sur le marché et qu’il a été I'objet d'une contamination,
I'entreprise pharmaceutique concernée, en accord avec l'autorité chargée du médicament,

retire immédiatement le lot du marché afin de ne pas propager le risque a grande échelle [5].
5.2.3. Pertes économiques

Plus une contamination est détectée a la fin d'un processus de fabrication, plus elle
cotite cher. A l'inverse, une détection précoce limite le cotit de la non-qualité. C’est ainsi qu’a
chaque étape de fabrication d’un médicament, des controles sont mis en place afin de détecter
toute anomalie. Une non-conformité d'un médicament pour cause de contamination entraine
obligatoirement sa non commercialisation, ce qui représente une perte de gain pour
I'entreprise sans oublier les charges occasionnées par la destruction (incinération) de ce

médicament [5].
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6. Maitrise préventive de la contamination
6.1. Approche de management et d’organisation

Le model d’iceberg (figure 04) explique l’enchainement des causes et des effets

entrainant la contamination [6].

Contanunation catastrophique

Contanmunation émergente

S i Contanunation diffuse

Facteurs et situations hors contréle

Jugements et décisions

Figure 04 : Le model iceberg illustrant le processus de la contamination [6].

— La contamination émergente « Correspond a la partie visible de I'iceberg, les effets ou le
niveau sont facilement détectés par les acteurs (fournisseur/client, malade, service de
controle, autorités de santé publique...) » [6].
— La contamination catastrophique «Se situe au sommet de cette partie visible, elle
représente les effets majeurs (perte importante de rendement d'un produit fabriqué
mettant en péril les revenus d’une entreprise, maladie étendue ou déces,...)» [6].
— La contamination diffuse « Constitue le niveau accepté pour lequel les actions correctives
ne sont pas envisagées, du moins a court terme » [6].
— Les facteurs et situations hors controle: Ce sont les éléments matériels qui peuvent
contribuer a entraliner une contamination. Ils peuvent étre actifs ou latents. Ces facteurs
résultent de deux grands groupes de jugements et de décisions ;
> Les jugements et décisions de réflexion : Ils interviennent lors de la conception des
locaux et des méthodes [6].

> Les jugements et décisions d’exécutions, qui concernent le personnel d’exploitation.
Parmi, on y retrouve, les opérateurs qui sont tenus de suivre les procédures établies [6].
Les deux principes d’approches de la maitrise de la contamination sont donc les

suivants :

— Approche par prévention: « En agissant sur les parties les plus importantes du
«ventre» de l'iceberg, qui sont les situations hors controle et les jugements et décisions.
L’objectif dans ce cas est de diminuer la probabilité d’évoluer vers des problemes plus

importants» [6].
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— Approche par correction : Lors de I'apparition des conséquences de la contamination
émergente, la correction intervient en général sur les causes immédiates, cela revient a
supprimer le sommet de l'iceberg sans affecter la masse qui fera a nouveau émerger
une partie aussi importante qu’avant, la probabilit¢ d’observer une nouvelle
contamination émergente reste au méme niveau [6].

6.2. Approche des 5M

A partir du diagramme d’Ishikawa illustrant les sources et les vecteurs de la
contamination (figure 02), il est possible de concevoir des moyens de prévention pouvant étre

mis en place pour lutter contre la contamination croisée.
6.2.1. Main d’ceuvre (Personnel)

Une grande partie de la contamination en industrie pharmaceutique est due au
personnel, par leur formation, leur tenue et leur comportement, les opérateurs participent a la
diminution des risques de contaminations. C’est pourquoi une formation des opérateurs est
indispensable [6].

Les BPF ont consacré plusieurs paragraphes dans la partie formation en vue de
minimiser la contamination liée au personnel, sans étre limitatif, on cite ci-dessous les

paragraphes suivants ;

«2.10 Le fabricant doit assurer la formation de tout le personnel appelé a pénétrer dans les
zones de production et de stockage, ou dans les laboratoires de controle (personnel technique,
d'entretien et de nettoyage inclus), de méme que de toute autre personne dont les activités

pourraient présenter une influence sur la qualité des produits » [2].

«2.11 A coté de cette formation de base sur la théorie et la pratique du systeme de gestion de
la qualité et des bonnes pratiques de fabrication, les membres du personnel nouvellement
recrutés doivent recevoir une formation appropriée aux taches qui leurs sont attribuées. Leur

formation continue doit étre assurée et son efficacité pratique périodiquement évaluée » [2].

«2.12 1l convient d'assurer une formation spéciale aux personnes travaillant dans les zones
ou les contaminations peuvent constituer un risque particulier, par exemple les zones a
atmosphere controlée ou les zones ou sont manipulés des produits hautement actifs, toxiques,

infectieux ou sensibilisants » [2].

Il convient de donner par cette formation, des notions d’hygiene individuelle (lavage
des mains, visite médicale, port de tenues adaptées au poste de travail, pas de bijoux) et

collective (maintien en bon état de propreté des endroits de rassemblements et de passage).
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6.2.2. Milieu
6.2.2.1. Les Locaux

Les BPF préconisent l'utilisation de locaux congus pour éviter les contaminations
croisées et permettre un nettoyage et un entretien efficaces. Seront privilégiés des surfaces de

sols, cloisons et plafonds lisses, non poreuses et présentant le moins de rugosités possibles.
Les principales exigences des BPF en termes de conception des locaux sont :
— Limiter I’entrée des contaminants

Il s’agit d’établir des barriéres anticontamination autour des zones de production. La
contamination particulaire étant essentiellement véhiculée par l'air ambiant, il faut veiller a
une circulation et un traitement de l'air suffisant. Les cascades de pressions permettent

d’éviter I'entrée des contaminants.

Il faudra en outre mettre en place, un sas personnel permettant a I'opérateur de revétir
une tenue spécifique de fagon a limiter la contamination microbienne et particulaire. D’une
maniere générale, I'organisation et I'implantation des locaux doit permettre le respect et la

gestion des flux des matieres et du personnel. [8, 9]
— Laséparation des différentes zones de productions

La séparation peut étre faite dans le temps, c’est-a-dire selon le principe du travail par
campagnes pour les lignes multiproduits, ou dans 'espace. Les BPF exigent de dédier les
équipements pour la production de certains types de médicaments (pénicillines, vaccins

vivants, autres produits biologiques) [2, 6].
— Empécher la sortie des contaminants

Ceci est assuré par la mise en place de SAS pour le personnel ainsi que pour les
produits finis et les déchets. Il ne doit pas y avoir d’ouverture directe de la zone a atmosphere

contrdlée vers des zones a atmosphere non controlée (air extérieur) [6].
6.2.2.2. Le traitement de I’eau

L’eau entrant en contact avec les produits et les équipements doit répondre aux
exigences de qualité décrite dans les pharmacopées en vigueur. Les BPF précisent que I'eau
doit étre stockée le moins longtemps possible, et distribuée de préférence par une circulation
constante (boucle) maintenue a plus de 70°C, pour éviter la prolifération des micro-
organismes [2, 6].

6.2.2.3. La température

Elle doit étre contrdlée et restée confortable afin de ne pas incommoder les opérateurs
dans la réalisation de leurs taches. La température des zones de production ne doit pas

favoriser aussi la prolifération des micro-organismes.
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6.2.3. Matériel

Le matériel de production est congu en fonction de son utilisation mais aussi de fagon
a faciliter son nettoyage. Les matériaux a partir desquels sont fabriqués les équipements

doivent répondre dans les meilleurs des cas aux criteres suivants ;

— Etre chimiquement inerte : Afin d’éviter toute réaction avec les produits et les agents
de nettoyage.

— Avoir une surface lisse : Permettant une meilleure action des agents désinfectants et
ne pas favoriser la rétention des résidus des produits et des microorganismes.

— Avoir une bonne résistance mécanique : Certains procédés de fabrication et/ou de
nettoyage préconisent des températures et des pressions élevées. Ces conditions
doivent étre supportées par les matériaux.

Parmi les matériaux le plus utilisé dans la construction des équipements de production
pharmaceutique, des outils de nettoyage et de prélevements, 1'inox dit pharmaceutique qui
répond aux critéres suscités.

Concernant le matériel de maintenance, les BPF stipulent qu’il « ne doit présenter

aucun risque pour les produits ».

Enfin, le matériel de nettoyage ne doit pas étre une source supplémentaire de

contamination. Il devra étre qualifié au méme titre que le matériel de production [2, 6].

6.2.4. Matieres

Les matieres premieres, les produits semi-finis, produis finis ou les articles de
conditionnement, doivent étre identifiées de maniére a éviter toute erreur d’utilisation et
stockés dans leurs conditions de stabilité dans des récipients hermétiques de facon a éviter

leur dégradation et leur contamination [2, 6].
6.2.5. Méthodes

Les méthodes de travail, soient elles s’agissent de celles de production, de
prélevement, de nettoyage, de controle ou encore celles de maintenance, elles doivent étre
validées et rédigées sous forme de procédures suffisamment détaillées. L’objectif est d’éviter
toute confusion ou erreur de manipulation. L’'impact de chaque étape d"une opération sur la
contamination du produit, de I'équipement ou méme de l'opérateur doit étre étudié et les

précautions nécessaires doivent étre préconisées [2, 6].

7. Maitrise curative de la contamination : Le nettoyage
En industrie pharmaceutique, le nettoyage des équipements de production fait partie
intégrante des procédés de fabrication. C’est une opération pharmaceutique et en tant que

telle nécessite une validation.
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7.1. Définitions
La définition du nettoyage est donnée par plusieurs référentiels.

— Selon la définition de ’AFNOR (Norme 50-109), « Le nettoyage est une opération qui
consiste a éliminer d'une surface donnée toute souillure visible ou invisible pouvant sy
trouver. » [10].

— Selon un rapport d'une commission technique de la SFSTP, le nettoyage est « L’action de
séparer est d’éliminer des souillures généralement visibles d"une surface. L’objectif a
atteindre est du domaine de propreté (visuelle) » [11].

7.2. Objectifs

L’objectif principal du nettoyage est d’éliminer toute trace de souillures ou de

contaminants afin de maitriser du mieux possible le risque de contamination croisée.

Outre cet objectif principal, le nettoyage des équipements permet de ;
— Garantir la qualité et la sécurité des médicaments.
— Répondre aux exigences réglementaires en matiére de validation de nettoyage.
— Garder un rendement de production optimal en évitant les rappels de lots dus a la
contamination croisée [7].
7.3. Méthodes de nettoyage
Pour s’assurer de l’élimination totale des souillures dues aux différents agents de
contamination apres fabrication, il est obligatoire de disposer des méthodes efficaces pour le
nettoyage des équipements. Ces méthodes sont décrites dans des procédures de nettoyage et
adaptées pour chaque produit si nécessaire ou applicables a un groupe de produits.
En industrie pharmaceutique, trois types de nettoyage sont rencontrés. Ces méthodes
de nettoyage ont chacune leurs avantages et inconvénients. Il existe une forte tendance a
réduire l'intervention du facteur humain (personnel) lors des nettoyages et ce, afin de
minimiser le contact avec les produits et de pallier au manque de reproductibilité des

nettoyages manuels.
7.3.1. Nettoyage manuel
Ce type de nettoyage est complétement réalisé par un opérateur a 1'aide des agents de
nettoyage et des outils variés tels que ;

— Le nettoyeur a haute pression.
— Les tétes de nettoyage rotatives.
— Les brosses mécaniques ou manuelles.

— Les appareils a ultrasons.

Le principal avantage de ce type de nettoyage est le ciblage des zones critiques du
matériel difficilement atteignables avec d’autres types de nettoyage. L'inconvénient majeur de

ce nettoyage et sa non reproductibilité [3, 6].
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7.3.2. Nettoyage automatique

Ce type de nettoyage ne requiert aucune intervention d’un opérateur Il est entierement
automatisé. Tres souvent, ce type de nettoyage est assimilé au nettoyage en place (NEP) ou

CIP (Clean In Place) car il ne nécessite pas le démontage préalable des équipements.

Le nettoyage automatique est réalisé soit par aspersion, soit par circulation des fluides
ou solvants. Les fluides proviennent d'une station de nettoyage en place, pilotée par un

automate programmable. Ceci permet d’assurer la reproductibilité du nettoyage.

Bien que l'intervention de l'opérateur soit réduite, il est primordial de superviser le
bon déroulement du nettoyage notamment en contrélant les enregistrements séquentiels. Le
développement et la conception d'un systeme de NEP sont particulierement adaptés aux

formes liquides ou semi-liquides.

Ce type de nettoyage, nécessite cependant, des installations lourdes et cofiteuses et

n’est pas forcément adapté pour les industries ou ateliers multi-produits [3].

Le nettoyage en place est réalisé a 1'aide d'une téte rotative fixée sur 1'équipement
(Figure 05). C’est un avantage notable par rapport a d’autres méthodes car il n’exige pas le

démontage du matériel. Il est réalisé selon le mécanisme suivant :

— Toutes les surfaces intérieures de 1'équipement, y compris tous les accessoires, sont
humidifiées.
— La vitesse d’écoulement doit toujours étre suffisante pour mener a déloger les particules

de la surface.

— Une fois la température est réglée, par un échangeur de chaleur installé dans le systeme, la
solution de détergent est distribuée a travers les surfaces des équipements en continu
pendant le temps requis motionné dans la procédure de nettoyage.

— Un ringage est réalisé par I'eau adoucie chaude pour éliminer le reste de détergent apres
vidange. Cette opération est répétée plusieurs fois.

— Finalement, I'eau purifiée passe par le systeme [12].

Figure 05 : Téte rotative utilisée pour le NEP [12].
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7.3.3. Nettoyage semi-automatique

Ce type de nettoyage est défini comme étant I'enchainement des opérations manuelles
et automatique.

L’intervention du personnel est tres réduite mais indispensable au bon déroulement de
la procédure de nettoyage. L’opérateur peut étre amené a exécuter certaines taches telles que
'activation du systeme ou les différentes étapes d’un nettoyage en place (NEP ou CIP), ou
bien encore la préparation des solutions de détergent [3].

Le tableau III compare entre les différents types de nettoyage énumérés ci-dessus.

Tableau III : Comparaison des différents types de nettoyage [3]

Paramétres Nettoyage Manuel Nettoyage Automatique
— Temps faible quelque soit la . o
P . quelq — Temps relativement élevé.
surface a nettoyer.
— Temps de latence entre les
Temps — Temps de latence entre les o, ) )
o , . différentes étapes mieux
différentes étapes peut varier r s
iy controlé.
considérablement.
Force ou — Force relativement élevée. — Force relativement faible.
Action — Tres difficile a quantifier. — Difficile a quantifier.
mécanique — Non uniforme. — Plus uniforme.
— Concentration et composition
— Faibles concentrations dues aux chimique beaucoup plus
Concentration risques du personnel. agressives.
— Détergent faiblement toxique. — Formules acides ou alcalines
faiblement moussantes.
— Typiquement faible. — Température plus élevée.
Température [~ Variations avec les conditions |- Meilleurs controles et
ambiantes. régulations.

7.4.  Meécanisme du nettoyage

Le nettoyage est un processus durant lequel les salissures ou souillures sont séparées
d’une surface solide a 'aide d’une solution de nettoyage ou d’un détergent, ce qui permet
leurs mises en dispersion, en suspension ou en solution. On parle plus précisément de
détergence.

Cette détergence englobe tous les phénomeénes physiques et chimiques qui visent a
éliminer les souillures par leur mise en suspension ou en dispersion dans la solution de
nettoyage [4, 14].

Cette action de détergence, combinée aux facteurs physiques de température, de temps
de contact et d’action mécanique permet d’obtenir un nettoyage efficace.

Au cours d'un nettoyage, trois interactions (équilibres) sont rencontrées, elles sont

présentées dans la figure 06.
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Détergent

BT oI

Figure 06 : Interactions au cours du nettoyage [5].

— Equilibre 1 : Interaction surface — souillure.
— Equilibre 2 : Interaction surface — Détergent.

— Equilibre 3 : Interaction détergent — surface.
Dans tout type de nettoyage, il existe trois phases :

— Une phase solide présentée par la surface a nettoyer.
— Une phase liquide ou solide correspond a la souillure.

— Une phase liquide correspond a la solution de nettoyage.

Les trois phénomenes essentiels du nettoyage sont le mouillage, le déplacement de la

souillure et son anti-redéposition.

o @ ~ o et ®
e L]
:o 7'7 99l ? O.ﬂ'”?.'.. >

Mouillage Découlement de Anti-redeposition
la souillure

Figure 07 : Schématisation de I'action du détergent sur une souillure [4].

7.4.1. Le Mouillage

Le mouillage est la premiere étape de l'action d'un détergent. Cette propriété de
solubilisation ou de dispersion des salissures provient de l'action des tensio-actifs présents
dans la formule des détergents.

Entre la souillure et la surface, il existe des interactions de type forces électrostatiques
de faible intensité, liaisons hydrogenes, interactions de Van der Waals et interactions
hydrophobes, ces forces assurent I’adhésion de la souillure a la surface de I'équipement.

Les tensio-actifs migrent aux niveaux des interfaces eau/souillure en contact de la
salissure. Ainsi, les tensions inter faciales souillure — surface sont réduites ce qui entraine le

décollement de la souillure [4].
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7.4.2. Déplacement de la salissure : Mécanisme d’émulsifiassions, de dispersion,

de solubilisation

Le tensioactif possede une forte affinité pour les souillures organiques grace a ses
propriétés physicochimiques. La souillure est fractionnée puis émulsionnée et/ou solubilisée.
Cela permet la formation de micelles qui emprisonnent les souillures dans la solution de
lavage (figure 08).

Plus la concentration en tensioactif augmente, plus le phénomene d’émulsion des
souillures est important jusqu’a atteindre la concentration micellaire critique (CMC). Au
dessus cette concentration, les micelles se forment spontanément et se solubilisent ou se

dispersent dans la solution de lavage [4].
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Figure 08 : Mécanisme de déplacement de la souillure [4].
7.4.3. Anti-redeposition

Une fois la souillure est écartée de la surface, le role du produit détergent est d’éviter dans
un deuxieme temps que cette salissure ne se redépose sur le support, c’est le mécanisme
d’anti-redépostition. Cette action est assuré par l'utilisation des dispersants qui évitent la

formation d’agrégats et la sédimentation, ceci soit par :

— Répulsion électrostatique par les agents ioniques en milieu aqueux.
— Répulsion stérique par les agents polymériques non ionique [4].
7.5.  Facteurs influencant le nettoyage
Le nettoyage est le résultat de 'interaction de 4 facteurs qui permettent d’obtenir un
équipement visuellement propre et répondant aux limites fixées pour les résidus de principe
actif, agent de nettoyage et en termes de contamination microbienne. Les 4 facteurs clés du
nettoyage sont [4, 14] :
7.5.1. Le temps durant lequel le nettoyage est effectué : Les réactions chimiques
aboutissant au nettoyage ne sont jamais instantanées. Rappelons que la quantité de souillure

résiduelle lors du nettoyage est fonction du temps.
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L’opération de nettoyage suit la cinétique d’une réaction de premier ordre et obéit a

une loi décroissante de type exponentielle [4] :

Q = Qe "t

Avec:
Q : la quantité de souillure par unité de surface.

Q,: la quantite de souillure initiale par unité de surface.

k : constante de nettoyage.
t : temps durant lequel le nettoyage est effectué.

7.5.2. La température : Comme toute réaction chimique, une augmentation de la
température a pour conséquence une augmentation de la vitesse de réaction (loi d”Arrhenius).
L’élévation de la température a également un role dans l'abaissement de la tension
superficielle, la solubilisation des substances (loi de VAN T"HOFF) et la diminution de leur
viscosité, I’augmentation de la turbulence (agitation thermique) qui atteint son maximum a

ébullition. L’augmentation de la température permet aussi de ;
— Ramollir les huiles, graisses, cires et faciliter la pénétration du détergent.
— Faciliter I'action séquestrant de certains adjuvants notamment les phosphates.

— La température d’opération de nettoyage se situe de fagon typique, selon les procédés
utilisés entre 40 et 80 °C [4, 12].

7.5.3. L’action mécanique : Elle joue un role primordial dans l'efficacité du
nettoyage. L’action mécanique est différente si le lavage est manuel ou automatique. En effet,
le nettoyage manuel dépendra des actions de frottements réalisés par les opérateurs.

7.5.4. L’action physicochimique : Tout détergent posseéde une concentration optimale
d’utilisation, déterminée lors d’essais par le fournisseur. L’efficacité du nettoyage n’est pas
proportionnelle a la concentration du détergent pour toutes ses valeurs. En effet au dessus
d’une certaine concentration, des difficultés de rincage peuvent étre observées, des traces de
détergent peuvent subsister et une toxicité tant pour I'opérateur que pour l'environnement
peut apparaitre. En regle générale, les détergents sont utilisés a une concentration de 2 a 5%
[4].

Ces quatre parametres sont réunis dans le cercle de SINNER (figure 09). Ils sont
interdépendants et sont la clé d’un nettoyage réussi. Il faut donc trouver le meilleur équilibre
possible entre ces quatre facteurs en déterminant la valeur optimale de chacun d’eux. Ceci

peut se faire soit par tatonnement ou encore par la réalisation d’un plan d’expérience factoriel.
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Figure 09 : Cercle de SINNER [4].

7.6.  Les agents de nettoyage

7.6.1.

Définitions

— Un détergent est un « produit dont la composition est spécialement étudiée pour le

nettoyage selon un processus mettant en ceuvre le phénomene de détergence » [15].

— La détergence est un « processus selon lequel les salissures (souillures) sont détachées

de leur substrat et mises en solution ou en dispersion » [15].

7.6.2. Différents types de détergents: Le tableau IV résume les différents types de

détergents utilisés dans le nettoyage des équipements de production pharmaceutique.

Tableau IV : Différents types de détergents [4]

Phosphonates

formation des dépdts
minéraux

Type de . . i o .
’yp Composition Type de souillure Mécanisme d’action
détergent
Bases et sels minéraux | Souillures .
) Augmentation de la
ayantun pH> 10: organiques : e
. . solubilisation de la
] Hydroxyde de sodium, | Huile, ] .
Alcalins . . souillure ce qui
Hydroxyde de potassium, Graisse, .
. . 9 facilite son
Phosphate tri  sodique, | Protéine .
e . élimination
Métasilicate sodique Carbohydrates
Acides ayant un pH <4: Souillures
solutions diluées d’acide | inorganique
Acides nitrique, phosphorique, | (carbonates et Solubilisation des
chlorhydrique citrique ou | bicarbonates de dépots minéraux.
mélanges de ces acides Calcium et de
magnésium)
L .. Pas d’action directe Diminution de la
Tensioactifs anioniques, . . . ..
.. \ sur la souillure mais tension superficielle
. . cationiques et amphoteres , , ,
Tensioactifs . apporte au détergent | del’eau en créant des
et les tensioactifs non iy . .
.. des propriétés structures micellaires
ioniques , .
détergentes autour de la souillure
Ajoutés dans les
Agents compléxants et solutions détergentes .
i ,g P . & Complexation des
Chélatants séquestrant : EDTA, pour éviter la

ions métalliques.
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7.6.3. Critéres de choix d'un détergent

Un détergent est choisi de fagon a éliminer les souillures sans altérer les surfaces des
équipements et ne pas étre ni une source, ni un vecteur de contamination. La méthode de
nettoyage doit permettre d’obtenir une propreté visuelle et une conformité aux criteres
d’acceptation résiduelle pour les contaminants chimiques et microbiologiques [4].

Les criteres de choix d"un détergent sont ;
7.6.3.1. Nature de la souillure : La figure 10 décrit le type de détergent a utiliser

en fonction de la nature de la souillure.

Types de souillures

Graisses
Minérales ou :
métalliques Hydrosolubles Hu11e.5
3 Protéines

‘Désincrustant « Universel » D:E'@Eaissaut ﬁécapitant |
Détartrant
Acide Neutre Alcalin
Types de détergents

Figure 10 : Choix du détergent en fonction de type de la souillure [4, 16].

7.6.3.2. Nature du support a nettoyer : La compatibilité du détergent avec les
surfaces a nettoyer doit étre observée afin d’assurer la non agressivité du détergent vis-a-vis
des surfaces a nettoyer.

7.6.3.3. Caractéristiques de 1’eau : L’eau joue un double rdle dans le nettoyage,
d’une part, il sert comme agent de dilution et d’autre part, pour le ringage. Le détergent doit
étre soluble dans I’eau et facilement éliminé par ringage.

7.6.3.4. Conditions de nettoyage (manuel ou automatique) : Pour le nettoyage
automatique, il est préférable d’utiliser un détergent non moussant car il sera plus facile de
I’éliminer pendant la phase de rincage.

7.6.3.5. Efficacité du détergent : Si l'installation est multi-produits, on cherche
le produit ayant la plus grande efficacité pour nettoyer la souillure la plus difficile a
éliminer.

7.6.3.6. Impact écologique : Il est préférable que le détergent soit biodégradable
et qu’il soit conforme a la législation relative aux rejets des déchets.

7.6.3.7. Cotts du détergent : La concentration du détergent dans la solution de

lavage doit étre optimale afin de rationaliser sa consommation.
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7.6.4. Les désinfectants

e Désinfection « Opération, au résultat momentan€é, permettant d’éliminer ou de tuer les
microorganismes et/ou d’inactiver les virus indésirables portés par des milieux inertes
contaminés » (norme NF T72-101).

e Stérilisation « Opération permettant d’éliminer ou de tuer les microorganismes portés par
des milieux inertes contaminés, le résultat de cette opération étant la stérilité » (norme NF
T72-101).

e Stérilité : Etat de ce qui est exempt de microorganismes viables (Pharmacopée
Européenne).

Les désinfectants les plus utilisés sont : le chlore, les alcools, les phénols, les

aldéhydes, les ammoniums quaternaires, les alkylamines et les biguanides.

Les criteres de choix d'un désinfectant sont les mémes que pour un détergent. S’y
ajoutent ceux spécifiques aux désinfectants a savoir I'activité bactéricide, fongicide, virucide,

sporicide et la qualification du produit.

Les BPF recommandent de mettre en place une alternance entre plusieurs
désinfectants de formulations différentes afin d’éviter les phénomenes de résistance dans
les zones a atmosphere controlée. Tous les désinfectants retenus devront alors étre qualifiés
[11, 17].

7.7.  Les dix (10) principes du nettoyage

Il existe 10 principes a respecter pour garantir la bonne efficacité du procédé de
nettoyage [18].

1. Le processus de nettoyage doit étre compatible avec les activités de production et avec
la classe d’air de la zone de production.

2. Le processus de nettoyage doit respecter les surfaces a nettoyer (limiter 1’abrasivité du

procédé de nettoyage, compatibilité des détergents avec les matériaux a nettoyer).
3. Le nettoyage ne doit pas étaler la souillure sur les surfaces des équipements.

4. Le nettoyage ne doit pas apporter des contaminations supplémentaires.

5. Le nettoyage ne doit pas transférer la contamination d’"une zone vers une autre.

6. Le procédé de nettoyage doit commencer dans la zone la plus critique (qui est la plus

sensible a la contamination) pour se terminer dans la zone la moins critique.

7. Le procédé de nettoyage doit se dérouler de la zone la plus sale vers la zone la moins
sale (cependant, si ce principe est en contradiction avec le principe 6, le principe 6 est
prioritaire).

8. Le nettoyage d'une zone doit étre réalisé dans le sens des flux dair.
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9. Le personnel doit étre formé et habilité a réaliser les opérations de nettoyage et les
équipements doivent étre qualifiés. L’opérateur chargé du nettoyage est tenu de respecter
le mode opératoire.
10.Les regles de sécurité lors des opérations de nettoyage doivent étre respectées afin de
limiter les risques pour les opérateurs, les médicaments et I'environnement.
7.8.  Tracabilité du nettoyage

L’opération de nettoyage étant considérée comme une des étapes du processus de

fabrication d’un médicament, elle est aussi soumise aux mémes regles de tragabilité.
Cette tragabilité est assurée par tout document rédigé et renseigné dans le cadre du

nettoyage des équipements (protocoles, rapports, procédures, modes opératoires, fiches

techniques, fiches de suivi, enregistrements ... etc.) [4].
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En industrie pharmaceutique, le nettoyage des équipements fait partie intégrante d'un
procédé de fabrication, un nettoyage efficace d'un équipement complete le procédé de
fabrication d’un produit pharmaceutique.

Le nettoyage engendre des coflits supplémentaires a la production, l'arrét de cette
derniere en vue du nettoyage des équipements, 1'usage des détergents, l'intervention des
opérateurs et les contrdles qualités effectués par le laboratoire sont tous des facteurs qui
s’additionnent et augmentent les charges de la fabrication. Il est bien évident que la répétition
des opérations de nettoyage notamment dans les sites multiproduits multiplie et ce, de fagon
proportionnelle ces charges et augmente le cotit de revient d’'un médicament.

La nécessité de validation de ce nettoyage s'impose alors pour rationaliser 'impact de
chaque facteur cité précédemment et pour minimiser le plus possible la répétition du
nettoyage sans autant diminuer de son efficacité.

Cette dualité - minimiser la répétition du nettoyage et maintenir son efficacité -
représente toute la problématique du nettoyage en industrie pharmaceutique. L’opérateur se
trouve dans 'obligation de mettre au point des procédures communes pour le nettoyage d'un

groupe de produits ou de la totalité des produits fabriqués sur les mémes équipements.

1. Historique

Historiquement, la validation du nettoyage est née dans le domaine de l'industrie
chimique dans un souci de sécurité et afin de minimiser les risques toxicologiques qui
peuvent survenir lors du passage d'un produit dans un autre. Par la suite, elle s'est étendue a

l'industrie pharmaceutique.

En industrie pharmaceutique, les guides des BPF publiés dans toutes les régions du
monde (Etats Unis, Europe, Japon ou bien celui de I'lCH « GMP ») traitent le nettoyage et sa
validation dans leurs aspects, documentation, technique et méthodologique et émettent

continuellement des exigences et des recommandations.

Il est important de noter qu’aux prémices de la validation du nettoyage, le terme
validation n’a pas été clairement cité. Des allusions ont été souvent faites a «1’état propre »
des équipements, mais compte tenu de nombreux retraits de lots de médicaments pour des
raisons de contamination, le concept de nettoyage a vite évolué et I'approche validation est

devenue inévitable [3].

Parmi les retraits de lots de médicaments et sans doute, ceux enregistrés aux Etats Unis
dans les années 70 demeurent les plus marqués dans l'histoire de la validation du nettoyage.
L’exemple le plus probant est celui du rappel de lot de Cholesteramine Resin USP en 1988
(résine chélatrice des sels biliaires utilisée pour le traitement de ’hypercholestérolémie et de
I'ictere choléstatique), contaminé par des produits de dégradation des pesticides alors que le
site ne fabriquait pas le médicament au méme moment. « L’administration BUSH aurait

conclu a I'époque au terrorisme chimique » [3].
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La contamination croisée dans cette affaire semble avoir été liée a I'utilisation des fits
qui avaient été utilisés pour stocker les solvants récupérés a partir d'un processus de
production de pesticides, ces futs ont ensuite été utilisés pour stocker des solvants récupérés

rentrant dans le procédé de fabrication de la résine [3].

En 1992, la FDA a bloqué 'importation de lots de certains médicaments présentant un
risque de contamination par des composés stéroidiens car ces médicaments étaient fabriqués

sur des équipements communs.

Non loin de nos jours, 'exemple de «laffaire du furosémide TEVA » (laboratoire
génériqueur) est un fait d’actualité. En fait, en 2013, une patiente cardiaque traitée par
Furosémide TEVA se plaint a son pharmacien de somnolences. L’alerte est lancée : des
comprimés de Furosémide pourraient étre remplacés dans les blisters par des comprimés de
Zoplicone (somnifere). Les sources de cette contamination croisée peuvent étre multiples :
erreur de conditionnement de la part du laboratoire, erreur de prise du patient, introduction
volontaire par un tiers. L’alerte fiit cl6turée, mettant en cause la négligence de la patiente [5,
19].

2. Définitions

— Selon les BPF «La validation du nettoyage est une information documentée qu’une
procédure de nettoyage approuvée élimine le produit ou les agents utilisés préalablement
pour nettoyer l'équipement, de maniére reproductible, en dessous du niveau de
contamination résiduelle maximale autorisée déterminé scientifiquement » [2].

— Selon la commission de la SESTP « Valider un procédés de nettoyage, c’est de démontrer
scientifiquement, de maniere documentée, que les différentes étapes d'un procédé de
nettoyage, conduisent a obtenir une surface ne comportant pas de contamination
résiduelle supérieure a une limite préalablement fixée et ceci d'une maniere
reproductible » [16].

3. Contextes réglementaires et normatifs

Les réglementations en industrie pharmaceutique sont de plus en plus rigoureuses et
exigeantes, compte tenu de nombreux incidents survenus et ayant causé plusieurs atteintes a
la santé des patients. En matiere de validation du nettoyage, les autorités réglementaires de
chaque pays exigent aux producteurs pharmaceutiques d’apporter des preuves documentées
que les équipements de fabrication soient maintenus dans un niveau de propreté satisfaisant

apres usage, de sorte a éviter toute contamination microbienne ou chimique des médicaments.

Parmi ces guides, on cite ;
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3.1. Guides nationaux des bonnes pratiques de fabrication « BPF »
3.1.1. BPF francaises

L’Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé francaise
(ANSM) a publié en décembre 2016 une nouvelle version du guide de bonnes pratiques de
fabrication [2], ce guide évoque le nettoyage d'une fagon générale dans le chapitre 3 relatif au
locaux et précisément la validation du nettoyage dans les lignes directrices particulieres —

LD.15 qualification et validation, titre 10, validation du nettoyage.
LOCAUX ET MATERIEL

« PRINCIPE : Les locaux et le matériel doivent étre situés, congus, construits, adaptés et
entretenus de facon a convenir au mieux aux opérations a effectuer. Leur plan, leur
agencement, leur conception et leur utilisation doivent tendre a minimiser les risques
d'erreurs et a permettre un nettoyage et un entretien efficaces en vue d'éviter les
contaminations, dont les contaminations croisées, le dépot de poussieres ou de saletés et, de

facon générale, toute atteinte a la qualité des produits » [2].
LD. 15 : VALIDATION ET QUALIFICATION
« Titre 10 : Validation du nettoyage

10.1. La validation du nettoyage doit étre effectuée pour confirmer 1'efficacité des procédures
de nettoyage pour chaque équipement en contact avec le produit. Des agents factices peuvent
étre utilisés sous réserve d'une justification scientifique appropriée. Le regroupement
d’équipements du méme type appelle une justification de 1'équipement choisi pour la

validation du nettoyage » [2].
3.1.2. BPF britanniques

Le guide britannique traite aussi le nettoyage et lui consacre plusieurs paragraphes

dans des chapitres différents [3] :

— Chapitre 4, relatif aux équipements et aux locaux et exige la nécessité de maintenir les
équipements dans un état propre.
— Chapitre 5, consacré a la production, évoque les équipements de fabrication et le
matériel de prélevement, qui doit étre propre avant de démarrer la production.
— Chapitre 8, consacré au controle, la propreté des locaux et du matériel est exigée.
L’annexe 2 est consacrée aux mesures a prendre contre les contaminations croisées.
3.1.3. BPF canadiennes

Les Lignes directrices des bonnes pratiques de fabrication canadiennes traitent d’une
facon générale le nettoyage des équipements. Le Reglement C.02.005 sous chapitre

Equipement de ce guide préconise que :
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« L'équipement servant a manufacturer, emballer-étiqueter ou analyser un lot de fabrication

d'une drogue doit étre congu, fabriqué, entretenu, utilisé et disposé de fagon :
a) a permettre le nettoyage efficace de toutes les surfaces qui s'y trouvent ;

b) a empécher la contamination de la drogue et l'introduction de toute matiére étrangere

a la drogue. » [20].

Les BPF canadiennes ne détaillent pas 1’aspect technique de la validation du nettoyage,
elles renvoient au guide 0028 relatif a la directive sur la validation des procédés de nettoyage.
Ce guide décrit les principes et les étapes de la validation du nettoyage notamment le
choix du traceur, 1'établissement des limites d’acceptation, les méthodes de prélevement et de

contrdle ainsi que les considérations microbiologiques [21].

3.2. Guides régionaux

3.2.1. Guides Européens

Les BPF européennes considerent le nettoyage comme faisant partie du processus de
fabrication. La notion de nettoyage se retrouve assez fréquemment dans le guide. On peut

citer :

— Les principes du chapitre 3 demandant que les locaux et le matériel soient congus de
facon a permettre un nettoyage efficace soit en rédigeant des procédures de nettoyage

soit pour 'ensemble des mesures a prendre pour éviter la contamination croisée.

— L’annexe 18 qui reprend les principaux points des ICH et qui traite de la validation du
nettoyage [1].

Le 20 novembre 2014, ’Agence Européenne des Médicaments (EMA pour European
Medecines Agency) a publié une ligne directrice référencée
EMA/CHMP/CVMP/SWP/169430/2012 et intitulée « Guideline on setting health based
exposure limits for use in risk identification in the manufacture of different medicinal
products in shared facilities » qui définit une nouvelle approche pour la validation du
nettoyage. Cette approche repose sur 1'établissement des limites d’exposition, basée sur le
risque santé, en définissant une dose journaliere de contaminant a laquelle peut-étre exposée
un étre humain pendant toute sa vie et cela sans entrainer des effets néfastes sur sa santé. Elle
exploite toutes les données pharmacologiques et toxicologiques issues des différentes phases
des études précliniques et cliniques de développement du médicament. Nous détaillerons ce

concept dans la partie relative a 'approche PDE et validation du nettoyage.

I est a noter que 1’évolution des chapitres 3 et 5 des BPF dans sa récente version, qui
recommande une approche scientifique basée sur une analyse du risque et une évaluation

toxicologique de la contamination, est en parfaite harmonie avec la ligne directrice suscitée.
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3.2.2. Guides américains

Les guides américains étaient les premiers documents a avoir traité le nettoyage en

industrie pharmaceutique.

La FDA « Food and Drug Administration » a publié en 1993 un guide pour inspection
de validation des procédés de nettoyage [22], ce guide fut I'un des premiers guides mis a
disposition des industries pharmaceutiques en vue de documenter la validation du nettoyage.

Actuellement, c’est le plus cité dans la littérature comme référence bibliographique.
Les points a considérer pour la validation du nettoyage décrits dans ce guide sont ;

— La rédaction des procédures de nettoyages: Ces procédures décrivent en détail les
méthodes de nettoyage pour chaque équipement, la nature et la concentration du

détergent ... etc.

— La rédaction d'un protocole et d'un rapport de validation et leur approbation: Un
protocole de validation est rédigé préalablement a la validation du nettoyage, il décrit les
outils et les normes relatives a la validation du nettoyage. Un rapport de validation
documente les résultats de la validation du nettoyage avec leurs interprétations et les

conclusions retenues.
— L’établissement des limites d’acceptation : Les limites doivent étre en adéquation avec les
quantités résiduelles de principes actifs apres nettoyage. Selon la FDA ces limites doivent

étre logiques et pratiques.

Il est de méme exigé aux industriels et ce, dans le cadre de validation du nettoyage de
disposer des méthodes analytiques pour le dosage des résidus de principes actifs, les

méthodes peuvent étre spécifiques a un composé ou non spécifiques, mais elles doivent étre

suffisamment sensibles pour détecter et quantifier les traces de contaminants.

Un autre aspect de grande importance est celui relatif aux techniques
d’échantillonnage. L’opérateur doit mettre ceuvre des méthodes de prélevement ayant un
rendement suffisamment élevé pour pouvoir récupérer la majorité des résidus a partir des

surfaces des équipements.

Les endroits ou sont effectués les prélevements doivent étre déterminés et justifiés,

I'opérateur doit mettre en place un plan de prélevement.
3.3. Guides internationaux — Contexte d’harmonisation

Inscrite dans une démarche d’harmonisation mondiale des réglementations et des
normes régissant l'industrie pharmaceutique, la Conférence Internationale d’Harmonisation
« ICH en anglais qui signifie International Conference on Harmonisation » traite la validation
du nettoyage dans la ligne directrice ICH Q7 relative au Bonnes Pratiques de Fabrication [23]
dans le paragraphe 12.7 intitulé « Cleaning Validation — Validation du nettoyage » sous

chapitre 12 dédié aux validations.
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Les points recommandés dans ce texte sont similaires a ceux traités dans le document
élaboré par la FDA en 1993, avec prise en considération de I’aspect microbiologique dans la

validation du nettoyage.

Vu son caractere « harmonisé », ce texte de 'ICH constitue un référentiel standard

dans la validation du nettoyage.

3.4. Autres guides : Des organismes des sociétés savantes tels que la Société Francaise des
Sciences Techniques et Pharmaceutiques, le Pharmaceutical Inspection Convention and
Pharmaceutical Inspection Co-operation Scheme (PIC/S) ont publié plusieurs
documents qui traitent la pratique de la validation du nettoyage d'une maniere

générale.
Guides SFSTP :
— Validation des procédés de nettoyage [25] publié I’an 2000.

— Méthodes de prélevement et méthodes analytiques pour le controle et/ou la validation du

nettoyage. [25, 26] publiés respectivement en 2005 et 2006.

PIC/S : Validation master plan installation and operational qualification non-sterile process
validation cleaning validation publié en septembre 2007 [27] et le guide 009-13 relatif aux BPF

sous formes d’annexes [28].

3.5. Synthése des évolutions réglementaires

Les différentes évolutions des textes reglementaires concernant la contamination
croisée sont concordantes et varient dans le méme sens. La maitrise du risque de la

contamination croisée repose sur trois étapes [29] :

— L’évaluation par analyse des risques pour chaque produit.

— La prise en compte de la nature du produit, de sa toxicité et la détermination des PDE
utilisées dans 1'établissement des criteres d’acceptation des validations du nettoyage.

— La mise en place de mesures techniques et organisationnelles adaptées pour prévenir
le risque.

Tableau V : Récapitulatif des évolutions réglementaires aux niveaux
Européen et Francais [29].

Entré licati Entré licati
aboneatemeii ntrée en application en ntrée en application en
Europe France
BPF - Chapitre 3 Mars 2015 Mars 2016
BPF - Chapitre 5 Mars 2015 Mars 2016
BPF - Annexe 15 Octobre 2015 En cours
EMA — “Cuideli .
M Guideline on s'etfmg Juin 2015 i cours
health based exposure limits
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4. Différents types de validation
Selon le guide des BPF [2], Il existe trois (03) types de validations du nettoyage :
4.1. Validation prospective

Cette validation est celle préconisée en industrie pharmaceutique. Elle est réalisée sur
un procédé de fabrication d’un médicament avant que celui-ci ne soit commercialisé [3]. En

pratique cette validation est réalisée apres fabrication des lots de validation.
4.2.Validation concomitante (appelée aussi simultanée ou concurrentielle)
Cette validation est rencontrée soit [3] :

— Quand l'ensemble des données et des parametres de production ne sont pas
disponibles, car un nombre limité de lots est produit.

— Quand des lots de principes actifs ou médicaments sont produits rarement.

4.3. Validation rétrospective
Ce type de validation est observé pour les médicaments déja commercialisés, elle est
réalisée sur la base d'un historique des données relatives a la fabrication, aux essais et aux
contrdles.
5. Pré-requis a la validation du nettoyage
Avant d’envisager une validation du nettoyage, il est indispensable d’assurer un
environnement adéquat pour la réussite de celle-ci. Seuls les facteurs propres aux procédés
de nettoyage doivent étre déterminants de son efficacité, d’autres facteurs qui ne font pas
partie de ce procédé doivent étre connus et maitrisés au préalable. On parle des pré-requis a
la validation du nettoyage.
5.1. Analyse des risques
Selon les récentes recommandations des bonnes pratiques de fabrications, une
approche globale d’analyse des risques doit étre envisagée au sein de l'entreprise pour une
meilleure maitrise de la contamination. La démarche fait appel aux méthodes d’analyse des
risques et repose sur les regles des 5 M décrites dans le chapitre I définissant les sources et les
vecteurs de la contamination.
L’analyse des risques concerne aussi les équipements et tout composant d"un systeme
a valider, I'objectif étant d’évaluer les fonctions critiques de chaque équipement ou d’une
étape d'un procédé et de les inclure dans la validation du nettoyage.
Une fois le risque est identifié, il sera évalué a I'aide des outils appropriés. En fonction
des résultats obtenus, ce risque soit est accepté ou non. Si le risque est accepté, il est estimé
sous controle. S'il n'est pas accepté, des actions (préventives et/ou correctives) obligatoires

seront prises afin de réduire ce risque [6].
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5.2.  Rédaction des procédures de nettoyage

Le procédé de nettoyage faisant objet de validation est 'ensemble des étapes a suivre
apreés fabrication d'un médicament, permettant d’éliminer les résidus de contaminants
(chimique, microbiologique et particulaire) et évitant par conséquent la contamination du
produit dit suivant. Ces étapes doivent étre clairement décrites sous forme de procédures.

Les BPF indiquent que les procédures de nettoyage doivent comporter « les opérations
a effectuer, les précautions a prendre, ou les mesures a prendre, dans un domaine directement
ou indirectement en rapport avec la fabrication des médicaments » [2].

Ces procédures de nettoyage sont rédigées par I'utilisateur en 1’occurrence la structure
chargée de production et approuvées par 'assurance qualité. Les points principaux que doit
décrire une procédure de nettoyage sont les suivants [6] ;

— Leslocaux et le matériel faisant objet du nettoyage.

— Niveaux de propreté a atteindre : visuelle, chimique, microbiologique et particulaire.

— Agents de nettoyage utilisés : nature, préparation et mode d’emploi.

— Mode opératoire du nettoyage.

— Qualification du personnel chargé du nettoyage et la responsabilité de chacun.

— Les précautions particulieres a prendre notamment celles liées a la sécurité des
opérateurs, des équipements et des installations.

— Conduites a tenir devant les écarts et les anomalies du nettoyage.

Pour assurer la tragabilité des opérations de nettoyage, des fiches de suivi et des
enregistrements sont renseignés a chaque étape et comportent I'ensemble des résultats, des
observations ainsi que les actions correctives prises en cas d’anomalies.

5.3. Qualification du matériel et des agents de nettoyage

Le matériel et le consommable utilisés dans la validation du nettoyage doivent aussi
faire objet d’une qualification. Cette qualification a pour objet de s’assurer que ce matériel ne
sera pas lui-méme une source de contamination ou un véhicule de celle-ci. Pour répondre a
cet objectif, le matériel de nettoyage doit répondre aux criteres suivants [6] ;

— Facilité a étre nettoyé, désinfecté, stérilisé et séché.

— Résistance aux produits chimiques et aux agents de nettoyage.

— Résistance a ’abrasion des surfaces a nettoyer.

— Résistance aux conditions particulieres de température.

— Absence de relargage de contaminants particulaires, chimiques, microbiologiques.
— Correspondance aux exigences réglementaires de sécurité et d’environnement.

En ce qui concerne les agents de nettoyage (détergents, désinfectants ...), ceux-ci
doivent de méme étre qualifiés. Cette qualification repose sur la connaissance préalable de la
détergence de ces agents et de leur action sur les micro-organismes (bactéricide,
bactériostatique, fongicide et virucide). Ces informations sont renseignées dans la fiche

technique du fournisseur [2].
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5.4. Qualification des équipements
La qualification des équipements est un processus global qui démontre qu'un
instrument est adapté pour son utilisation prévue et qu'il est maintenu dans un état de

calibrage et de maintenance conformes a son utilisation.

Qualifier un équipement, c’est apporter des preuves documentées que celui-ci est

installé et fonctionne de maniere reproductible, conformément a des spécifications préétablies.
Etapes de la qualification [2].

La qualification d'un équipement doit prendre en compte l'ensemble des étapes,
depuis la conception des spécifications et 1’établissement du cahier des charges de I'utilisateur
jusqu’a l'utilisation en routine de I'équipement.

5.4.1. Etablissement du Cahier des charges de 1’Utilisateur (CCU)

Les spécifications concernant les équipements de fabrication doivent étre définies dans
un CCU. Ce cahier de charge constitue un point de référence tout au long du cycle de
validation.

5.4.2. Qualification de Conception (QC)

Les spécifications définies dans le cahier des charges doivent étre vérifiées pendant la
qualification de la conception et la conformité aux exigences des BPF doit étre démontrée et

documentée.

Deux tests sont décrits dans le cadre de la qualification de la conception, le test
d’acceptation en usine (TAU) réalisé chez le fournisseur avant la livraison et le test

d’acceptation sur site (TAS) réalisé chez I'utilisateur a la livraison de I’équipement.
5.4.3. Qualification d’installation (QI)

La qualification d’installation (QI) doit étre effectuée sur les équipements des leur

réception, elle a pour objet de s’assurer d"une installation correcte de ces équipements.
Sans étre limitatif, la QI doit comporter les éléments suivants ;

— « Vérification de linstallation correcte des composants, de linstrumentation, des
équipements, des canalisations et des utilités par rapport aux schémas techniques et
aux spécifications ;

—  Vérification de la conformité de I'installation par rapport aux criteres prédéfinis ;

— Collecte et regroupement des instructions de fonctionnement, de mise en ceuvre, et des
exigences de maintenance du fournisseur ;

- Etalonnage des instruments » [2].
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5.4.4. Qualification opérationnelle (QO)

La qualification opérationnelle a pour objet de s’assurer du bon fonctionnement de
I'équipement partie par partie, chacun des composants ou des éléments d’un équipement doit
étre vérifié de maniere individuelle et qu’ils répondent aux spécifications préétablies.

Durant la QO, il est important de réaliser les tests confirmant les limites supérieures et
inférieure d’utilisation, et/ou les conditions définissant le pire cas (« worst case ») [2].

5.4.5. Qualification des performances (QP)

La qualification des performances a pour objet de s’assurer du bon fonctionnement de
I’équipement dans son ensemble. La QP est une démarche globale, elle permet de démontrer
que I'équipement fonctionne conformément aux spécifications appropriées a son utilisation en
routine.

5.4.6. Qualification périodique (requalification)

Les équipements, les installations, les wutilités et les systemes sont soumis
régulierement a des requalifications.

Les requalifications sont nécessaires dans les situations suivantes ;
— Opération de maintenance effectuée sur un équipement (panne, changement d'une
piece) et dont le fonctionnement peut étre affecté.
— Déplacement de I'équipement.
— Périodiquement, cette périodicité doit étre justifiée et les criteres d’évaluation doivent
étre définis.
5.5. Habilitation du personnel

Les opérateurs chargés d’exécuter les procédures de nettoyage doivent étre
suffisamment formés et habilités a leur poste de travail. Deux types de formations doivent
étre assurées au personnel, celles qui sont générales et concernent les BPF et celles qui sont
spécifiques au poste occupé par chaque opérateur [2, 6].

5.6. Méthodes d’analyse et méthodes de prélévement
Des méthodes d’analyse et de prélevement, adaptées au dosage de traces de

contaminants doivent étre mise au point et validées par le laboratoire de controle qualité.
6. Acteurs de la validation du nettoyage
La validation du nettoyage s’inscrit dans un contexte global de validation au sein
d’une entreprise pharmaceutique. L’ensemble des structures concernées doit étre mobilisé
depuis la conception du procédé de nettoyage jusqu’a sa validation.
6.1. Structures chargées du Développement (analytique et de formulation) : Elles
déterminent pour le produit en développement ;
— Les solvants de nettoyage et les solubilités des contaminants potentiels dans ces

solvants, ainsi que la nettoyabilité des produits finis.
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Le protocole de nettoyage.

Les limites et les criteres d’acceptation de la validation du nettoyage.

Les méthodes analytiques pour le dosage des traces des contaminants et leurs
validations.

Les méthodes de prélevement.

6.2. Structure chargée de la production

Définit la méthode d'échantillonnage en tenant compte de la nature des équipements,
des points critiques et de la précision des analyses.
Etudie la faisabilité et assure la logistique liée a la validation du nettoyage.

Rédige et exécute les procédures de nettoyage.

6.3. Le laboratoire de Controle qualité : Le Laboratoire de controle qualité est une

structure pivot dans la validation du nettoyage. Ces taches sont multiples, les
principales sont les suivantes ;

Mise au point et validation des méthodes de dosage des contaminants a 1'état de
traces.

Mise au point des méthodes de prélevement et leur validation.

Réalisation des prélevements dans le cadre de la validation du nettoyage.

Analyse les prélevements au cours de la validation du nettoyage et contribution a

I'interprétation des résultats.

6.4. Structure chargée de 1’Assurance Qualité :

Définit les criteres d’acceptation avec les différents acteurs concernés

Valide les modes opératoires de nettoyage, d'échantillonnage et de controle ainsi que
les documents de suivi.

Coordonne la validation du nettoyage entre la structure chargée de la production et
celle chargée de contrdle qualité.

Interprete les résultats de la validation du nettoyage et statue sur leur conformité.

6.5. Le service Hygiéne, Sécurité et Environnement (HSE) : Est également impliqué pour

vérifier que toutes les précautions de sécurité sont prises afin de ne pas exposer les
opérateurs de nettoyage aux risques lors des démontages et lavages des pieces des
équipements, I'ergonomie du poste de travail doit étre adaptée. De méme, ils sont en
charge de s’assurer de la disponibilité des équipements de protection individuelle

nécessaires [6].

A cela, il faut rajouter la structure chargée de la maintenance qui apporte son soutien a la

production en s’occupant du maintien en bon état des équipements de production et du

nettoyage.

6.6. La Direction Technique

Veille a I'application de la réglementation en matiere de validation du nettoyage et sa
mise a jour de maniére continue.

Approuve les protocoles et les rapports de validation du nettoyage.
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7. Stratégies de validation du nettoyage

En industrie pharmaceutique et en fonction de l'usage des équipements de production,
deux (02) types de sites peuvent étre rencontrés, les sites mono-produits qui fabriquent un
seul produit et les sites multiproduits, pour lesquels plusieurs produits sont fabriqués sur le

méme site.

Parmi les sites multiproduits, nous pouvons distinguer ceux dont les équipements sont
dédiés, assimilables a plusieurs sites mono-produits, et les sites multiproduits dont les
équipements ne sont pas dédiés [3].

Dans le cas de sites mono-produits ou des entreprises ayant dédié des équipements
pour chaque produit, le risque de contamination chimique entre les produits n’est pas élucidé
étant donné qu’il s’agit des mémes matieres qui sont en contact avec les mémes équipements,
seule la contamination microbiologique est envisagée. Dans ce cas la validation du nettoyage
est résumée a une seule pour chaque équipement ou un groupe d’équipement. La pratique de

la validation du nettoyage revient moins cotiteuse et plus simple a mettre en ceuvre.

Cependant, dans les sites multiproduits ou les équipements ne sont pas dédiés,
plusieurs produits se trouvent fabriqués sur le méme équipement et ce dernier est le siege de
contamination entre les produits. Il est donc exigé a I'entreprise pharmaceutique de valider le
nettoyage pour chaque produit, voir pour chaque équipement. Il en résulte un nombre
important de validation du nettoyage a réaliser. Cette approche s’appelle validation cas par

cas.
Les inconvénients de cette démarche sont tres nombreux, parmi ;

1. Perte de temps et pertes économiques par immobilisation des équipements pour leur

nettoyage et attente des résultats de contrdle des prélevements.
2. Consommation accrue des détergents de nettoyage et des réactifs pour contrdle.

3. Réquisition d"un nombre important de personnel (opérateur, préleveurs et analystes)

pour assurer la validation du nettoyage durant toutes ses étapes.

Une approche simplifiée pour la validation du nettoyage repose sur le groupage des

produits et des équipements. Une analyse matricielle est proposée afin de rendre plus facile et

plus pratique la validation du nettoyage, c’est 'approche pires cas ou « worst case » [1, 3-4, 6].
L’approche “pires cas” consiste a choisir ;

— L’équipement le plus difficile a nettoyer « équipement pire cas ».

— Le produit le plus difficile a éliminer « produit pire cas »

* Si le nettoyage est validé pour I’équipement pire cas aprés fabrication du produit pire cas,

il sera considéré comme étant valide pour les autres équipements apres fabrication de tous

les produits”’.
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La méthode des « pires cas » permet donc de diminuer considérablement le nombre de

validation du nettoyage et d’en résumer toutes ces validations en une seule validation.

Le tableau VI compare entre les approches cas par cas et pire cas de la validation du

nettoyage.

Tableau VI : Comparaison entre I’approche pire cas et I’approche cas par cas [3].

Approche « cas par cas »

Approche « pire cas »

de
nouveaux

- Minimiser le
I’ajout de
produits en
validation

risque

réalisant la

pour chaque

- Réduction du nombre d’essais a mettre en
ceuvre lors de la validation du nettoyage.
- Diminuer le nombre de prélevements.

de
produits en évaluant les risques qu’ils

- Facilité  l'introduction nouveaux

Avantages produit introduit. .
(1 st entrainent.
- prélevements réalisés sur . R . .
.. - le produit peut étre introduit dans le
tous les  équipements s e .
. procédé sans aucune modification, a
intervenant dans la . . A
.. . condition que son nettoyage suive la méme
fabrication du produit , .
procédure que les autres produits.
- Nombre  important de
validations - Nécessité d’évaluer le nouveau produit et
- Contraintes relatives aux| de déterminer s’il constitue un nouveau «
. ressources physiques et| pire cas » ou bien s’il est couvert par le «
Inconvénients , . . . 1
économiques. pire cas » choisi lors de la validation
- Difficulté de l'ajout de| nettoyage.
nouveaux produits dans

une ligne de fabrication.
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Dans le domaine de I'industrie pharmaceutique, la majorité des entreprises sont des
sites multiproduits. La méthode des pires cas en validation du nettoyage devient un choix

incontournable du fait de ces nombreux avantages.

Dans ce chapitre, nous passerons en revue l'ensemble des approches pires cas
rencontrées dans la validation du nettoyage, nous évoquerons dans un premier lieu
I'approche basée sur des données physicochimiques et toxicologiques que nous qualifions
d’ancienne ou de traditionnelle et nous détaillerons dans un second lieu la nouvelle
approche basée sur le risque santé et la détermination de la PDE (Permitted Dailly Exposure)
exigée par les BPF [2] et conformément a la méthodologie décrite par la ligne directrice de
I"'EMA [36].

1. Validation du nettoyage des équipements de fabrication pharmaceutique :

Ancienne approche ou approche traditionnelle

Traditionnellement, La stratégie des pires cas est basée d'une part, sur des données
physicochimiques et toxicologiques et d’autre part, sur le groupage des produits et des
équipements. Il s’agit de choisir un produit le plus défavorable en matiere de nettoyage.

Cette approche repose sur le principe suivant ;

”’Si une procédure de nettoyage élimine le produit le plus critique d’une gamme de

roduction au dessous d’une certaine valeur acceptable, le nettoyage des autres produits
p dessous

par la méme procédure sera aussi efficace” [1-3, 6].

La stratégie des pires cas selon I'approche traditionnelle s’articule principalement sur

les éléments suivants :

— Choix du contaminant pire cas, appelé aussi traceur de la validation du nettoyage.

— Choix des équipements pires cas par la méthode de groupage.

— Détermination des criteres d’acceptation permettant de statuer sur l'efficacité du
nettoyage.

— Mise au point et validation des méthodes d’analyses adaptées aux dosages des
contaminants a I’état de traces.

— Mise au point et validation des méthodes de prélevement et détermination des taux
de recouvrement.

— Reproductibilité des procédés du nettoyage.

— Validation du temps écoulé entre la fabrication et le nettoyage (Durée maximale de
I’état sale de I'équipement).

— Validation du temps écoulé entre le nettoyage et l'utilisation de I'équipement (Durée
maximale de I'état propre de I'équipement).

— Revalidation et maitrise des changements.
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1.1. Choix du traceur

Le traceur est le contaminant a rechercher au cours de la validation du nettoyage. Ce
contaminant peut étre un agent chimique ou un microorganisme. De ce fait, deux types de
traceurs sont distingués ; traceur physicochimique et traceur microbiologique. Les criteres de
sélection sont propres a chaque type [1, 3].

1.1.1. Choix du traceur physicochimique

En analyse physicochimique, le traceur peut étre un principe actif, un excipient, un
agent de nettoyage ou bien un produit de dégradation.

Compte tenu de l’absence d’activité pharmacologique, de toxicité et des méthodes de
dosage spécifique pour la majorité des excipients. Le plus souvent, le traceur
physicochimique est un principe actif, son identification est basée sur I'établissement des
criteres de sélection. Ainsi, pour tout médicament fabriqué, il est nécessaire de connaitre [3] ;

— La solubilité des principes actifs dans le solvant de nettoyage (eau).
— La nettoyabilité du produit fini.
— La toxicité des principes actifs.

A ces criteres, peut s’ajouter dans le cas des antibiotiques, le pouvoir allergisant ou
sensibilisant.

Afin de déterminer le produit pire cas, chacun des criteres précédemment cités est
coté d'un coefficient, une échelle est dégagée par la suite pour chaque critere.

1.1.1.1. Critére - Solubilité

La solubilité est la quantité maximale d’une substance qui peut étre dissoute dans un
volume d’un solvant. C’est un rapport numérique qui exprime une quantité de matiere par
rapport a un volume d’un solvant.

La pharmacopée européenne [30], décrit une méthodologie pour l'estimation de la
solubilité. « Toute indication de solubilité est a exprimer dans les termes définis dans les
Prescriptions Générales ». Le tableau VII défini les termes descriptifs de la solubilité d'un

composé.

Tableau VII : Termes descriptifs de la solubilité selon la pharmacopée européenne [30].

.. Volumes approximatifs de solvants en millilitres par
Termes descriptifs
grammes de solvants
Tres soluble inférieur a 1
Facilement soluble de a 10
Soluble de 10 a 30
Assez soluble de 30 a 100
Peu Soluble de 100 a 1000
Tres peu soluble de 1000 a 10000
Pratiquement insoluble plus de 10000

Pour chaque terme, un coefficient peut étre attribué et une 1'échelle de solubilité est

établie.
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1.1.1.2. Critére — Nettoyabilité
La nettoyabilité d’'un médicament est I'aptitude d'un procédé a ne pas laisser des

traces visibles apres nettoyage d'un équipement et a I'issue de sa fabrication [2].

L’évaluation de ce critere repose sur un historique de nettoyage des équipements
apres fabrication de chaque produit. Un opérateur qualifié et expérimenté dans le nettoyage

est souvent consulté pour noter ce critere.

1.1.1.3. Critere — Toxicité

En termes de validation du nettoyage, la toxicité évalue le risque de la contamination
sur la santé humaine, elle est chiffrée par la dose létale 50 (DL 50), « c’est la quantité d’une
substance qui cause la mort de 50% d’une population d’animal, soumise a I'étude de toxicité
aigue par une voie d’administration. Elle est exprimée en quantité de la substance (en mg ou
en g) par unité de poids corporel de I'animal (en Kg) » [31].

L’échelle de toxicité choisie est celle établie par Hodge et Sterner [31]. Elle est
présentée dans le tableau VIIL.

Tableau VIII : Echelle de toxicité établie par Hodge et Sterner [31].

Termes descriptifs de la toxicité DL 50 par voie orale
Relativement inoffensif >15g/Kg
Presque pas toxique 5-15g/Kg
Légerement toxique 05-5g/Kg
Modérément toxique 50 - 500 mg / Kg
Hautement toxique 1-50 mg/Kg
Extrémement toxique <1mg/Kg

1.1.1.4. Critéres de décision
Le choix d'un produit pire cas (appelé aussi worst case) est fait en fonction des
données de solubilité, de nettoyabilité et de toxicité. Le traceur est défini comme étant ; Le
composé le plus insoluble, le plus difficile a nettoyer et le plus toxique [1-3, 6].
1.1.2. Choix du traceur microbiologique
1.1.2.1. Aper¢cu sur les micro-organismes rencontrés dans la contamination
microbienne
En industrie pharmaceutique, les ateliers de fabrication ainsi que le laboratoire de
controle qualité sont des zones a atmospheres contrdlées, les flux d’air, des matieres et des
personnes sont rigoureusement définis par les BPF de sorte a minimiser le contact des
équipements et des produits fabriqués avec I'environnement extérieur et les personnes. Il en
résulte de cette organisation, un nombre tres restreint de micro-organismes responsables de
la contamination microbienne, I’origine de ces micro-organismes peut étre ;

— Le personnel (opérateurs de production, analystes de laboratoire) : Essentiellement
des micro-organismes de la flore cutanée ou buccale (Staphylocoques, candida) ou
ceux liés au non respect des regles d’hygiéne (germes fécaux tels que les
entérobactéries (Escherichia coli) et les clostridies) [2].

Page | 40



CHAPITRE III : APPROCHES PIRES CAS ET VALIDATION DU NETTOYAGE

L’eau : L’eau alimentant 'entreprise (eau de forage, eau de ville) peut étre une source
de contamination en cas de défaillance des systéemes de purification de 1'eau utilisée
dans la fabrication et le nettoyage des équipements.

Les germes les plus fréquents sont : le Pseudomonas aeruginosa et les salmonelles [32].
L’environnement : En cas de défaillance ou du non respect des regles de gestion des
flux citées précédemment, une contamination par des moisissures peut étre
rencontrée.

Les moisissures les plus recherchées sont du genre Aspergillus [32].

1.1.2.2. Notions de dénombrement microbien et de la recherche des germes spécifiés

Pour les médicaments non obligatoirement stériles (médicaments a usage par voies

orales, rectales ou a application cutanée), deux types de tests microbiologiques sont exigés

par la pharmacopée européenne, a savoir, le dénombrement microbien et la recherche des

germes spécifiés [32].

A. Dénombrement microbien

Les tests microbiologiques regroupés sous ce titre permettent le dénombrement des

bactéries mésophiles et les moisissures et levures capables de croitre en aérobiose [32].

Dénombrement des Germes Aérobie Totaux (DGAT): Ce test permet le

dénombrement des bactéries qui poussent en aérobiose sur un milieu gélosé aux

peptones de soja et de caséine a 30 — 35°C pendant 3 — 5 Jours. A la fin du test, le

nombre d’unité formant colonie (ufc) est calculé.

Dénombrement des Moisissures et des Levures Totales (DMLT) : Ce test permet le

dénombrement des levures et des moisissures sur un milieu sabouraud dextrosé —

gélosé a 20 —25°C pendant 5 — 7 Jours. A la fin du test, le nombre d'unité formant

colonie (ufc) est calculé.

Interprétation des résultats: Les résultats sont interprétés selon la pharmacopée

européenne comme suit ;

> «Le nombre de germes aérobies totaux (DGAT) est considéré comme égal au
nombre d’ufc obtenues avec le milieu gélosé aux peptones de caséine et de soja ; si
des colonies de moisissures ou levures sont détectées sur ce milieu, elles sont
comptabilisées dans le DGAT »

> «Le nombre total de moisissures et de levures (DMLT) est considéré comme égal
au nombre d’ufc obtenues avec le milieu Sabouraud dextrosé-gélosé ; si des
colonies de bactéries sont détectées sur ce milieu, elles sont comptabilisées dans le
DMLT. Si I'on prévoit que le DMLT risque de dépasser le critere d’acceptation du
fait de la croissance bactérienne » [32].

Pour la majorité des médicaments, les valeurs de DGAT varient entre 10! et 104 et les

valeurs de la DMLT varient entre 10! et 103 unités de mesure.
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B. Recherche des germes spécifiés
Les tests microbiologiques regroupés sous ce titre ont pour objet de contrdler
I’absence ou la présence limitée des microorganismes spécifiés pouvant étre décelés dans des
conditions appropriées [32].
Les microorganismes recherchés dans le cadre des essais microbiologique des produits
pharmaceutiques et qui peuvent étre a I'origine de la contamination lors de la validation
du nettoyage sont [33] ;
» Microorganismes aerobies :
—  Staphyloccocus aureus.
—  Pseudomonas aeruginosa.
—  Escherichia coli.
—  Salmonella enterica.
— Candida albicans.
> Microorganismes anaérobies : Clostridium sporogenes
Le tableau IX résume les limites d’acceptation pour les deux tests microbiologiques pour

chaque forme pharmaceutique.
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Tableau IX — Critéres d’acceptation de la qualité microbiologique des formes
pharmaceutiques non stériles (Pharmacopée européenne 6 éd, Tableau 5.1.4.-1)

DGAT DMLT
Voies d’administration (ufc/g ou | (ufc/gou Microorganismes spécifiés
ufc/ml) | ufc/ml)
Voie orale : préparations non 10° 102 Absence d’Escherichia coli (1 g ou
aqueuses 1 ml)
Voie orale : préparations aqueuses 102 101 f?;le)nce d'Escherichia coli (1 g ou
Voie rectale 10° 102 /
Voie buccale
N Absence de Staphylococcus aureus
Voie gingivale
. . (Igoulml)
Voie cutanee 102 10t
. Absence de Pseudomonas
Voie nasale aeruginosa (1 g ou 1 ml)
Voie auriculaire g &
Absence de Pseudomonas
aeruginosa (1 g ou 1 ml)
A
Voie vaginale 102 101 bsence de Staphylococcus aureus
(1 goulml)
Absence de Candida albicans (1 g
ou 1 ml)
Voie transdermique (limites pour Abs‘ence ‘d‘e Staphylococcus aureus
un dispositif transdermique, film 102 10t (1 dispositif)
rotectle)ur et support cornq ris,) Absence de Pseudomonas
P PP P aeruginosa (1 dispositif)
Absence de Staphylococcus aureus
Inhalation (des exigences (1 goulml)
spécifiques Absence de Pseudomonas
s‘appliquent aux préparations aeruginosa (1 g ou 1 ml)
o 102 10 (o
liquides Absence de bactéries gram-
dispensées au  moyen  de négatives résistantes
nébuliseurs) aux sels biliaires (E. coli et P.
aeruginosa et (1 g ou 1 ml)
Disposition spec1,a1e df? la Ph. Eur. Au maximum 102 UFC de
Pour les préparations pour .. ..
.. . bactéries gram-négatives
administration orale contenant des (. e
.\ .\ L. résistantes aux sels biliaires (1 g
matieres  premieres  d’origine
. (. ou 1 ml)
naturelle (animale, végétale ou
. , oo Absence de salmonelles (10 g ou
minérale), lorsqu'un prétraitement 10* 107

antimicrobien est impossible et
que l’Autorité compétente admet
une DGAT des matieres premieres
supérieure a 103 UFC par gramme
ou par millilitre.

10 ml)

Absence d’Escherichia coli (1 g ou
1 ml)

Absence de Staphylococcus aureus
(1 goulml)
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1.1.2.3. Criteres de sélection d’un produit pire cas en vue de l’analyse
microbiologique
Le choix du traceur microbiologique tient compte de plusieurs criteres. Généralement
les criteres suivants sont considérés comme criteres de sélection ;
— Limites d’acceptation.
— Présence ou absence d'une activité anti microbienne.
—  Echelle de nettoyabilité.
1.1.2.4. Criteres de décision
Le traceur microbiologique est défini comme étant le produit ayant la limite
d’acceptation adéquate, le plus difficile a nettoyer et celui dépourvu d’activité
antimicrobienne.
1.2. Groupage des équipements et détermination des équipements pires cas
Pour un produit pire cas, les équipements de fabrication peuvent étre regroupés en
fonction de leur qualité (design), leur capacité et la présence des parties difficilement
accessibles au nettoyage [3].
Un équipement pire cas d'un groupe d’équipements correspond a celui ayant ;
— Des surfaces moins lisses auxquelles peuvent s’adhérer les produits et les
microorganismes ;
— Des zones difficilement accessibles au nettoyage ;
— La plus grande capacité [3].
La validation du nettoyage de I'équipement pires cas d'un groupe entraine celle de

I'ensemble des équipements de ce groupe.

1.3. Etablissement des criteres d’acceptation
Les critéres d’acceptation permettant de statuer sur la conformité de nettoyage doivent
étre établis en amont de la validation du nettoyage.
De point de vue réglementaire, il n’existe pas d’exigences relatives aux criteres
d’acceptation, compte tenu de la multitude des produits fabriqués et des différentes formes
existantes.

Cependant, le guide de la FDA précise que les limites doivent étre logiques, pratiques,

réalisables et vérifiables [22].

La contamination maximale résiduelle tolérable doit étre déterminée de maniere
scientifique et documentée.
Les parametres a considérer dans 1’établissement des criteres d’acceptation sont ;
— Le contaminant : Sa nature, son potentiel pharmacologique, toxique et allergique.
— L’équipement : Sa capacité, ses points critiques.
— Le produit contaminé : Taille du lot, posologie du traitement.

Il appartient a chaque entreprise de fixer et de justifier ses criteres d’acceptation.
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1.3.1. Criteres d’acceptation en vue de I’analyse physicochimique
1.3.1.1. Critéres visuels : Apres nettoyage d'un équipement, I'opérateur chargé du
nettoyage doit vérifier 'absence des taches visibles des produits a 1'ceil nu.
Généralement, on admet que les résidus du produit sont visibles a une teneur
de1 a4 ug/cm?[3].

Un autre point a prendre en considération, est l'aspect des prélevements pour
controle. Il est demandé de vérifier que les outils de prélevement ne changent pas d’aspect
(exemple, écouvillons ne présentant pas de taches de produits, les eaux de ringage restent
claires et ne contiennent pas de particules étrangeres visibles a I'ceil nu).

1.3.1.2. Critére des 10 ppm : Au maximum, 10 mg de produit précédent peuvent
contaminer 1kg de produit suivant [3].
— Pour le prélevement par écouvillonnage : La limite résiduelle du produit contaminant A
par unité de surface prélevée est donnée par la formule suivante ;

10 X Lg X Ag X 103
Ws

Limite résiduelle gcoupitionage = enug/surface prélevée

Ls : Taille minimale du lot de produit suivant B en Kg.
As : surface prélevée en m? (souvent As =100 cm? = 0,01 m?).
Ws : Surface commune (de contamination) entre le produit A et le produit B en m?2

— Pour le prélévement par les eaux de rincage: La limite résiduelle du produit

contaminant A par volume d’eau de ringage est donnée par la formule suivante ;

10 X Ly

Limite résiduelle pqyx de rincage = —y en ng/ml

V : Volume d’eau de ringage utilisé pour le ringage final (en litre).

1.3.1.3. Critére du 1/1000°™¢ : Au plus, 1/1000cm de la dose minimale journaliere du
produit précédent A peut contaminer la dose maximale journaliere du produit
suivant B [3].
— Pour le prélévement par écouvillonnage: La limite résiduelle du produit
contaminant A par unité de surface prélevée est donnée par la formule suivante ;
Ty X Lg X Ag x 108
Ty X Wy

Limite résiduelle pcoyvitionage = enug/surface prélevée

Avec;
— Ta: Dose thérapeutique journaliere minimale du produit précédent A (contaminant) en
mg/jour.
— Ts: Dose thérapeutique journaliere maximale du produit suivant B (contaminé) en

mg/jour.
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— Ls: Taille minimale du lot de produit suivant B en Kg.
— As: surface prélevée en m? (souvent As =100 cm? = 0,01 m?).
—  Ws: Surface commune (de contamination) entre le produit A et le produit B en m?.
— Pour le prélévement par les eaux de rincage: La limite résiduelle du produit
contaminant A par volume d’eau de ringage est donnée par la formule suivante ;
TaxLpgx103

Ty XV enug/ml

Limite résiduelle gayx e rincage =

V : Volume d’eau de ringage utilisé pour le ringage final (en litre).

Note : D’apres une étude publiée dans la revue Pharmaceutical Technology par
CREVOISIER. M et al [35], il a été recommandé d’abandonner les deux limites (10 ppm et le

millieme de la dose thérapeutique).

1.3.1.4. MACO (Maximal Allowable Carry Over) : La contamination croisée maximale
acceptable prend en compte les données toxicologiques, les posologies, la forme

pharmaceutique et les tailles du lot des produits [3].
Deux approches sont rencontrées :

> Approche faisant appel aux doses thérapeutiques

Cette méthode est utilisée lorsque le traceur est un principe actif.
— Pour le prélévement par écouvillonnage : La limite résiduelle du produit
contaminant A par unité de surface prélevée est donnée par la formule suivante ;

Ty X Lp X Ag X Fg x 10° o
MACOgcowvitionage = Tox W enpug/surface prélevée
B s

v" MACO : Est le seuil maximal de produit résiduel en pg/surface prélevée.

v' Sr: Est un facteur de sécurité, dont la valeur dépend de la forme galénique du produit
[3]:
e Pour les formes parentérales (orales et rectales) : Sr = 0,001.
e Pour les formes ophtalmiques : SF = 0,0002.
e Pour les formes injectables : Se = 0.0001.
e Pour les formes topiques (pommades, cremes gels, ...) : Sr =0,01.

Ta : Dose thérapeutique journaliere minimale du produit précédent A en mg.
Ts : Dose thérapeutique journaliere maximale du produit suivant B en mg.
Ls : Taille minimale du lot de produit suivant B en Kg.

As : Surface prélevée en m? (souvent As=100 cm? = 0,01 m?).

Ws : Surface commune entre le produit A et le produit B en m?2.

NN NN

10° : Facteur de conversion du Kg au pug.
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— Pour le prélévement par les eaux de rincage : La limite résiduelle du produit

contaminant A par volume d’eau de ringage est donnée par la formule suivante ;

T, x Lg x 10°
MACOgqyx de rincage = W en ,ug/ml

V : Volume d’eau de ringage en litre utilisé pour le ringage final (en litre).

> Approche faisant appel a la dose 1étale 50

Les calculs préliminaires sont les suivants [4] ;
NOEL = DLso x 0,0005
ADI = NOEL x Sr

v" NOEL est la No Observed Effect Level, soit le niveau ou aucun effet n’est observé (en
mg/kg de poids corporel/jour).

v DLso est la dose létale pour 50% d’une population d’animaux, exprimée en mg/kg de
poids corporel.

v ADI est I’Acceptable Daily Intake, soit le niveau acceptable administré par jour (en
mg/kg de poids corporel/ jour).

v" Sr:Facteur de sécurité.

— Pour le prélévement par écouvillonnage : La limite résiduelle du produit

contaminant A par unité de surface prélevée est donnée par la formule suivante ;

DL5y5 X 0,0005 X 70 X Fg X Lg X Ag X 10°
MACOEcouvillonage = To X W
B S

enug/surface prélevée

v 70 (kg) représente le poids corporel moyen d'un étre humain.
v" 10° : Facteur de conversion du Kg au ug.

— Pour le prélévement par les eaux de ringage: La limite résiduelle du produit

contaminant A par volume d’eau de ringage est donnée par la formule suivante ;

DLgo X 0,0005 X 70 X Fg X Lg X 10
MACOgqyx de rincage — Tg XV en yg/ml

V : Volume d’eau de ringage en litre utilisé pour le rincage final.
1.3.1.5. ARL (Acceptable Residuel Level) [34].

La limite résiduelle acceptable (ARL) est obtenue par combinaison du critere 10 ppm et
les données utilisées pour le calcul du MACO.
— Pour le prélévement par écouvillonnage : La limite résiduelle du produit

contaminant A par unité de surface prélevée est donnée par la formule suivante ;

ToxFsx10° LpxAg x103 o
ARLEcouvillonage = Ty X W en yg/surface prelevee
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T, X Fg X 10°
MAR = ——— enppm
Tg
MAR x Lp x Ag x 103 o
ARLEcowvilionage = W, enug/surface prélevée

— ARL : Acceptable Residuel Level (Limite résiduelle acceptable).
- MAR (Maximum Allowable Residual) : Chiffre la contamination du produit B par un
produit A en tenant compte de la voie d’administration (Facteur de sécurité Fs associ€),
il est exprimé en partie par million (multiplication par 10°). Si MAR > 10 sa valeur est
arrondie a 10 (limite de 10 ppm).
— Ta: dose journaliere minimale du produit précédent (contaminant) A en mg/jour.
La dose journaliere minimale d'un médicament dépend de la forme et du dosage de produit ;
> Médicaments uni-doses (comprimé, gélule, suppositoire, injectable...) : dose
unitaire ou sa fraction (comprimés sécables).
»> Médicaments multi-doses (sirops, gouttes buvables, pommades, gels, cremes...)
: dépend du dosage et de la pathologie traité et de son ampleur.
— Ts:Dose thérapeutique journaliere maximale du produit suivant B en mg.
— Ls: Taille minimale du produit suivant B en Kg.
— As:surface prélevée en m? (souvent As=100 cm? = 0,01 m?).

—  Ws: Surface commune entre le produit A et le produit B en m2.
— 10°%: Facteur de conversion du mg au ug.
— Pour le prélévement par les eaux de rincage: La limite résiduelle du produit

contaminant A par volume d’eau de rincage est donnée par la formule suivante ;

MAR X Lg
ARLEpgyx de rincage = T enug/ml

V : Volume d’eau de ringage en litre utilisé pour le ringage final.
Remarque importante

La FDA stipule que les limites d’acceptation doivent étre logiques [22]. Lorsqu’une
limite est jugée trop élevée pour exprimer la teneur résiduelle d’une contamination, il est
possible de la réduire a des valeurs relevant de I'état de traces.

1.3.2. Limites d’acceptation en vue de I’analyse microbiologique

Pour déterminer les limites d’acceptation en analyse microbiologique, sont consultées
les limites (spécifications en ufc) décrites dans les pharmacopées pour les essais concernant

la qualité microbiologique des produits pharmaceutiques [30].

Par exemple pour le dénombrement microbien, la limite retenue par la pharmacopée

européenne pour le contrdle microbiologique de I'eau est de 10* ufc/100 ml.
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1.4.Méthodes d’analyse

Dans le cadre de la validation du nettoyage, des outils analytiques puissants qui
permettent de détecter les traces de contaminants (chimiques ou microbiologiques) sont
exigées. Chaque méthode doit faire objet de validation préalable conformément aux

exigences réglementaires en vigueur.

La méthode analytique utilisée lors de la validation du nettoyage doit étre spécifique

au produit choisi comme « pire cas ». Les principales propriétés de telle méthode sont ;

— Une sensibilité suffisante pour pouvoir détecter la substance cible et la quantifier a

des niveaux compatibles avec les limites d’acceptation.

— La capacité de détecter la substance cible en présence d’autres substances dans
I"échantillon (sélectivité) [3, 6].

1.4.1. Méthodes d’analyses physicochimiques

En analyse physicochimique, plusieurs types de méthodes analytiques sont
rencontrés dans le cadre de la validation du nettoyage pour quantifier la contamination, en

fonction de la spécificité de la méthode au produit pire cas, deux classes sont distinguées
[3]:

1.4.1.1. Méthodes spécifiques : Permettent de doser directement le principe actif dans
les prélevements (écouvillonnage et eaux de ringage), parmi ces méthodes, la
Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC) demeure la méthode
de choix compte tenu de sa sélectivité (méthode séparative). La validation de

ces méthodes est abordée dans le chapitre IV.

1.4.1.2. Méthodes non spécifiques: Ces méthodes permettent de déceler le
changement d’une propriété physique ou physicochimique d'un prélevement
(eaux de ringcage) par rapport a un témoin (eau purifiée). L’écart mesuré dépend

de la quantité du contaminant.

Parmi ces méthodes, on cite : la pH-métrie, la conductimétrie, mais la méthode la plus

utilisée est la mesure du carbone organique total (Total Organic Charbon en anglais).

Cette méthode mérite un breve rappel tant pour son principe que pour ces avantages

et inconvénients.

Principe de la méthode TOC: L’échantillon de contaminants contenant des composés
carbonés est introduit dans un tube et chauffé a une température appropriée en présence
d’un catalyseur agissant comme oxydant. Les composés d’oxydation et de dégradation sont
libérés sous forme de CO:. Le volume dégagé est quantifié par comparaison a une courbe
d’étalonnage. La quantité de CO: trouvée est proportionnelle a la concentration de

contaminants résiduels dans 1’échantillon [1, 6].
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— Avantage : La méthode TOC permet de détecter toute sorte de contamination organique

(principe actifs, excipient, agent de nettoyage et une contamination étrangere) de

maniere non spécifique.

— Inconvénient : Cette méthode nécessite un équipement relativement cher, en plus, les

étalons ont souvent une courte durée de validité et un prix exorbitant. Ceci confere a la

méthode un cout de revient tres élevée.

Les principales techniques analytiques rencontrées dans le cadre de la validation du

nettoyage sont citées dans le tableau X.

Tableau X : Principales techniques analytiques utilisées au cours de la validation du

nettoyage [3].

Avantages

| Inconvénients

| Applications

Inspection visuelle / caractéres organoleptiques

Simple, résultat immédiat

Résidus chimiques

ualitatif
Non invasif Q ‘e Excipients
. . iy ) Non spécifique
Pas de préparation d’échantillon Agent de nettoyage
pH-métrie
Rapide Non spécifique Agent de nettoyage
Peu cotiteux Se limite aux composés | Contaminants acides ou
Peut étre adapté a la solubles dans1’eau. basiques
surveillance en ligne Peut sensible
Conductimétrie
Rapide g Agent de nettoyage
p N . Non spécifique & . Y .g .
Peut étre adapté a la . Contaminants ionisés (sels,
. . Peut sensible ,
surveillance en ligne MP chargée)
Dosages acido-basiques
e - Agent de nettoyage

Quantification précise Non spécifique & ) yage

. , . L. . Contaminants acides ou
Seuil de détection satisfaisant Peut sensible .

basiques

CCM (Chromatographie sur Couche Mince)

Sensibilité insuffisante
dans certains cas.

Résidus chimiques
Excipients.

ographie Liquide a Haute Performance)

Spécifique
Peu cotiteux

CLHP (Chromat
Spécifique
Suffisamment sensible et
spécifique

Quantification précise

Appareillage et
personnel

qualifiés nécessaires
Meéthode plus cotliteuse

Résidus chimiques
Excipients
Agents de nettoyage

COT (Carbone Organique Total)

Applicable aux produits
organiques et hydrosolubles
Haute sensibilité

Non spécifique
Appareillage et réactifs
étalon tres cotiteux

Résidus chimiques
Excipients, Agent nettoyage
Contaminants

biologiques (Protéines)
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1.4.1.3. Avantages et inconvénients des méthodes analytiques

Toutes les méthodes analytiques, spécifiques ou non spécifiques, présentent des

avantages et des inconvénients a prendre en considération.
Le tableau XI résume les avantages et inconvénients de chaque méthode d’analyse.

Tableau XI : Avantages et inconvénients des méthodes analytiques [3].

Méthodes spécifiques Méthodes non spécifiques

Facile a mettre en ceuvre
Détection d’'un mélange de
Avantages Dosage précis du traceur contaminants résiduels

Peu Cofiteuses.

Temps de développement long.
Temps d’analyse important.

(. N Pas de séparation des
Inconvénients Cotiteuses.

. s composés dosés.
Sous estimer la quantité totale de P

souillures

1.4.2. Méthodes d’analyses microbiologiques

En industrie pharmaceutique et a I’exception des médicaments stériles, le contrdle
microbiologique des produits non stériles est réalisé le plus souvent par la méthode de
filtration sur membrane ou par la méthode de dénombrement sur plaque. La méthode du
nombre le plus probable (NPB) est recommandé lorsque le dénombrement microbien ne peut
étre réalisé par 'une des deux premieres, en raison de la nature du produit (corps gras) ou

du nombre de micro-organismes présumé [32].
1.4.2.1. Méthode de filtration sur membrane

L’isolement des micro-organismes est réalisé par la filtration sur des membranes
filtrantes de porosité nominale inférieure ou égale a 0,45 um, pour lesquelles I'efficacité de
rétention microbienne a été démontrée au préalable. Une attention toute particuliere doit étre
apportée au matériau constituant la membrane. En effet, le produit a examiner ou I'un de ses

constituants ne doit pas modifier I'efficacité de rétention bactérienne.

En générale, Les membranes a base de nitrate de cellulose sont utilisées lorsqu’il
s’agit des solutions aqueuses, huileuses ou faiblement alcooliques et des membranes
d’acétate de cellulose pour des solutions fortement alcooliques.

Pour le dénombrement des germes aérobies totaux (DGAT), La membrane est
transférée sur un milieu gélosé aux peptones de caséine et de soja, pour le dénombrement
des moisissures et des levures totales (DMLT), transférer la membrane sur un milieu

sabouraud dextrosé gélosé [32].
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1.4.2.2. Méthode de dénombrement sur plaques
Deux fagons sont envisageables pour la réalisation de cette technique ;
— Technique par ensemencement en profondeur
L’échantillon (de 'ordre de 1 ml) est introduit dans une boite de pétri puis mélangé a
un milieu gélosé liquéfié adapté soit a la culture des bactéries, soit a la culture des
moisissures et des levures a une température ne dépassant pas 45 °C pendant 5 jours [32].
— Technique par étalement en surface
L’échantillon de 0,1 ml au moins est étalé a la surface de boites de pétri dans
lesquelles sont été coulés puis solidifiés des milieux gélosés appropriés a la culture des
bactéries ou des moisissures et levures. Le test est de méme réalisé en double, les conditions
d’incubation sont effectués comme précédemment [32].
1.4.2.3. Autres méthodes d’analyses microbiologiques
— Test de I'essai des endotoxines bactériennes (Test LAL)
L’essai des endotoxines bactériennes est destiné a la détection ou la quantification des

endotoxines produites par des bactéries gram-négatives, au moyen d’un lysat d’amoebocytes

de limule (Limulus polyphemus ou Tachypleus tridentatus) [10].
— Cytométrie a flux: Permet un dénombrement des cellules (microorganisme) en
milieu liquide.
— Bioluminescence et EPI fluorescence : Ces deux techniques sont considérées comme
des tests rapides.

Tableau XII : Comparaison des différentes méthodes microbiologiques [10].

Avantages Inconvénients
Filtration sur membrane

Méthode décrite par la pharmacopée

, Temps d’analyse relativement long, les
européenne. . . .

. résultats sont obtenus dans 7 jours environ.
Permet une concentration des , ., .
. . o Méthode utilisée uniquement pour les
échantillons dilués.

, e, échantillons liquides.
Présente une bonne sensibilité. !

Ensemencement direct

Méthode décrite par la pharmacopée

, ) Temps d’analyse relativement long, les
européenne en vigueur.

. . . - résultats sont obtenus dans 14 jours
Convient aux échantillons liquides et

solides environ.
Test LAL
Meéthode décrite par la pharmacopée | S’applique uniquement aux préparations
européenne. stériles (parentérales)
Bioluminescence / EPI fluorescence
Treés rapide Peu sensible,
Méthode quantitative Peu spécifique
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1.5.Méthodes de préléevements
1.5.1. Prélévements en vue de I’analyse physicochimique
1.5.1.1. Prélévement direct

Le prélevement direct est pratiqué sur une surface définie de 1'équipement, elle
permet de recueillir la contamination résiduelle du contaminant (principe actif, excipient,
produit de dégradation ou détergent). Le prélevement est réalisé soit par contact, par
essuyage ou par écouvillonnage [25].

La méthode par écouvillonnage (swabing en anglais) reste la méthode la plus utilisée
en raison de son rendement tres élevé. Ce rendement est le résultat de I'usage concomitant le

I’action physique et chimique par imprégnation dans des solvants appropriés.

L’emploi du solvant a pour objet de solubiliser le contaminant s’il est présent et
d’entrainer son déplacement de la surface de 1'équipement vers I’écouvillon. Cependant, ce
solvant (ou un mélange de solvants) doit répondre a un certain nombre de propriétés

assurant son innocuité et sa sécurité d’utilisation ;
— Un bon pouvoir solubilisant du contaminant.
— Inertie chimique vis-a-vis de la contamination et non dégradation de celle-ci.

— Dénué de toxicité de sorte a ce qu’il ne soit pas source de contamination pour

I'équipement, le personnel et pour le produit.

En pratique, et pour les raisons suscitées, les deux solvants qui sont utilisés pour le
prélevement sont 1’éthanol et I’eau.

L’éthanol est un solvant mixte, il solubilise les substances organiques (apolaires) et
inorganiques (polaires).

L’eau est rarement utilisée seule comme solvant en raison de la non solubilité d'un
grand nombre de principes actifs, cependant, les solutions aqueuses acides ou basiques
peuvent étre utilisées, la solubilité de certains principes actifs dépend de pH.

Le prélevement direct est le seule préconisé par la FDA, il possede l'avantage

d’associer une action chimique et une action mécanique.

Le prélevement par écouvillonnage utilise des écouvillons spéciaux, fabriqués a I'aide
des matériaux chimiquement et physiquement inertes et qui ne relarguent pas de particules,

parmi ces matériaux, on rencontre les polymeres de styrenes.

En outre, ce type de prélevement nécessite la définition des points a prélever, le

nombre de ces derniers dépend de la qualité (design) et de la taille de I'équipement.

Les points critiques difficilement accessibles par la solution de nettoyage sont ceux
ciblés par ce type de prélevement. En terme de surface, il faut couvrir I'ensemble de

I'équipement afin d’éviter les zones d’ombre [25].
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Technique de prélevement

— Prélever la totalité de la surface délimitée a 1'aide d'un pochoir, en utilisant un
écouvillon imbibé d’"un solvant de prélevement adéquat puis retourner I"écouvillon.

— Recommencer le prélevement avec I'autre face en utilisant le sens vertical.

— Répéter 'opération avec un second écouvillon humide sur la méme surface.

— Ecouvillonner cette méme surface avec un troisieme écouvillon sec.

— Réunir les trois (03) écouvillons dans un tube a vis.

La figure 11 explicite la technique de prélevement par écouvillonnage en vue d’analyse

physicochimique.

Retourner

v

L’écouvillon

100 cm? 100 cm?
Figure 11 : Technique de prélévement physicochimique par écouvillonnage [25].

1.5.1.2. Prélévement indirect ou par solutions de rincage

Ce mode de prélevement consiste a rincer ou a pulvériser une quantité déterminée de

solvant, le plus souvent I’eau, sur I'ensemble ou les parties critiques de I'équipement.

L’avantage de cette méthode est qu’elle permet d’échantillonner une surface plus
large et donc plus représentative de la propreté de I'ensemble des équipements. Le seul point
négatif de cette méthode est sa tres faible action mécanique, donc de son faible rendement de

prélevement.

En pratique plusieurs cycles de rincage peuvent étre pratiqués, I'eau du dernier
ringage (appelé aussi rincage final) est prélevé pour analyse physicochimique et
microbiologique [25].

1.5.1.3. Prélevement par placébo

Cette méthode consiste a fabriquer un lot placebo (médicament sans principe actif) du
méme produit et de rechercher les traces de ce principe actif dans ce placebo. Le cout de
revient de ce mode de prélevent est assez élevé, de ce fait, il est rarement utilisé. Il permet de

compléter une validation du nettoyage au cas d’un mauvais nettoyage [25].
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Tableau XIII : Comparaison des différents types de prélevements [25].

Type de -
, )fp Avantages Inconveénients
prélévement

— Conformité aux exigences de la FDA et
recommandation des BPF Européennes.

— Meilleure connaissance de la répartition [ — Validation de  méthode
dans l'équipement (cartographie de la | analytique plus lourde.
contamination)

Préléevement | — Possibilité =~ de  modélisation  au | — Probleme de représentativité

direct laboratoire du taux de récupération. du plan d’échantillonnage.

— Taux de récupération tres élevé du fait
des actions mécanique et chimique. — Difficulté de réalisation sur

— Concentration plus importante de [ le terrain  (accessibilité,
I'échantillon permettant une détection | reproductibilité)
analytique plus facile que dans les eaux
de rincage.

. . -C i t

— Représentatif de 'ensemble des surfaces ”e o reste Sut

< I"équipement est inconnu.
. a évaluer e .

Prélévement s . . — Dilution  important  du
o — Prélévement des surfaces inaccessibles. ) o
indirect . s . contaminant se qui laisse sa

. — Bon complément du prélevement direct o o
« rincage . . . détection difficile.

) pour pouvoir une représentation globale. i

final » o . — Insuffisant seul pour la FDA
— Automatisation (NEP), ce qui permet une i

. o eTee — Connaitre le volume exact

meilleure reproductibilité. ) )
du fluide de ringage.

—Pas de nouveau développement | - Cofit tres élevé.
analytique, la méthode étant déja | -Non accepté seul pour les

Préléevement connue. technologies classiques.

par placebo | — Intérét pour les contaminations | -Risque important de 1la

hétérogenes des équipements (exemple : | dilution de la contamination
formes seches) dans le placebo.

1.5.2. Prélévements en vue de I’analyse microbiologique
Les mémes méthodes pour les prélevements physicochimiques sont rencontrées pour

les prélevements microbiologiques avec une précaution de veiller aux conditions de
stérilité au moment de prélévement et de transport de ces prélevements. Les avantages et
les inconvénients sont identiques. Parmi les prélevements en vue d'une analyse
microbiologique, on distingue [24] ;

— Prélevement direct par écouvillonnage : Intéressant pour des zones a acces difficile

tels que les coins, les racleurs et les joints.
— Prélevement par boite de contact.

— Prélevement indirect par les eaux de ringage.
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1.6. Mise au point de la méthodologie de préléevement et de 1a méthode analytique

Les méthodes de prélevement et les méthodes analytiques dans le cadre de la
validation du nettoyage doivent étre mises au point conjointement afin de concilier

I’ensemble des facteurs influencant la fiabilité des résultats.
Les conditions a observer dans le cadre de la validation du nettoyage sont ;

— La limite de quantification de la méthode analytique (LOQ) doit étre suffisamment
basse pour quantifier les traces de contaminant au dessous de la limite d’acceptation.
En d’autres termes la LOQ doit étre inférieur a la limite d’acceptation (exprimée en
unité de concentration).

— Le rendement de prélevement doit étre suffisamment élevé pour s’assurer du
déplacement total du contaminant de la surface de I'équipement vers les solutions a
analyser. Selon la FDA, ce rendement doit étre au minimum de 50% et selon la SESTP
doit étre supérieur ou égal a 70% [25].

Le logigramme de la figure 12 résume les étapes de la mise au point des méthodologies

de prélevement et d’analyse.

Meéthodes analytiques
Evaluation de laLOD -LOQ

Choix du support
de prélevément/ Solvant
d'extraction et de
récupeération
Support ':'.-'mp port d.e prélevement humide :oh’nn_ t Support
. d'impregnation = ou 3 du solvant d'extraction d'essuyage
d'essuvage sec A ; A
et compatibilité avec le support d'essuyage humide + sec
Analyse aprés Analyse aprés évaporation Analyse directe
évaporation partielle si probléme de B R
compléte sensibilité

I |

Extraction, analyse, rendement de récupération > 70%

Figure 12 : Etapes de mise au point de la méthodologie de préléevement par écouvillonnage
[25].
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1.6.1. Détermination des rendements d’extraction et de récupération
L’étape de prélevement est d’'une importance cruciale dans la validation du nettoyage,
les quantités résiduelles des contaminants recherchés doivent étre effectivement quantifiées
par la méthode analytique. La teneur en traceur dans les solutions finales analysées tient
compte de deux opérations ;
— La premiere opération est la «récupération du principe actif de la surface de
I’équipement vers 1’écouvillon utilisé pour le prélevement ». Si la quantité résiduelle du

traceur par unité de surface a prélever est notée Qo, la quantité récupérée par I'écouvillon

est notée Q1, on définit un rendement de récupération noté pP1 et calculé comme suit ;

p1=&x100

Qo

— La seconde opération est le transfert du principe actif de 1’écouvillon vers la solution a

analyser, on parle de I'extraction du traceur. Si la quantité extraite est notée Q2 on

définit un rendement d’extraction noté P2 et calculé selon la formule ci-dessous ;

p2=&x100

Q1

Pour tenir compte des deux opérations, on définit un rendement total appelé le taux de
recouvrement qui est le produit des deux rendements précédents.

Le taux de recouvrement représente la fraction de la quantité résiduelle effectivement
quantifiée par la méthode analytique.

Taux de recouvrement = Rendement de récupération X Rendement d’extraction
Taux de recouvrement = p; X p, = % x 100
0

Au laboratoire de controle qualité, ces rendements peuvent étre déterminés par
simulation de la contamination d"un matériau ayant le méme design que les équipements de
production (inox de qualité pharmaceutique). Une surface définie de ce matériau est
contaminée par une qualité connue du traceur, puis prélevée selon la méthode décrite.

D’autre part, la méme quantité est mise en contact avec I'écouvillon afin de déduire le
rendement d’extraction.

I est recommandé de réaliser I'expérience sur une gamme renfermant au minimum 3
niveaux de concentration régulierement espacées et positionnées au tour de la limite
d’acceptation résiduelle. Chaque niveau de concentration est répété au minimum trois fois.

A partir des résultats obtenus, ils sont calculés : les rendements d’extraction et de
recouvrement, le coefficient de variation (CV) intra niveau, inter niveau et total.

Selon le rapport d'une commission de la SESTP [25].

—Le rendement moyen des recouvrements doit étre au minimum de 70%

—Si le CV total est inférieur a 10%, le taux de recouvrement est la moyenne des rendements
obtenus par niveau de concentration.

—Sile CV total est supérieur a 10%, le taux de recouvrement est celui le plus faible de la série.
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Tableau XIV : Calcul du rendement d’extraction et du taux de recouvrement par
écouvillonnage [25].

Validation de la méthode de préléevement /
contamination des écouvillons

Validation de la méthode de préléevement /
contamination des plaques

. Rendement d'extraction . taux de
Niveaux de o Niveaux de o
concentration en % en % concentration en % recouvrement en %
Rendements obtenus Rendements obtenus
Essai 1 Essai 1
Niveau 1 Essai 2 Niveau 1 Essai 2
Essai 3 Essai 3
Moyenne Moyenne
Ecart type Ecart type
% RSD % RSD
Essai 1 Essai 1
Niveau 2 Essai 2 Niveau 2 Essai 2
Essai 3 Essai 3
Moyenne Moyenne
Ecart type Ecart type
% RSD % RSD
Essai 1 Essai 1
Niveau N Essai 2 Niveau N Essai 2
Essai 3 Essai 3
Moyenne Moyenne
Ecart type Ecart type
% RSD % RSD
Moyenne des N essais Moyenne des N essais

% RSD : (Relatif Standard Deviation) ou écart type relatif exprimé en %.

1.6.2. Validation analytique de la méthode du dosage des traces de contaminants

Les méthodes d’analyse utilisées doivent faire 1'objet de validation en amont de la

validation du nettoyage.

En validation du nettoyage, les quantités de contaminants recherchés sont a I’état de

traces, les méthodes d’analyse doivent étre en conséquence adaptées aux niveaux tres faibles

des concentrations.

Les parametres de validation a considérer sont au minimum les suivants :

— Spécificité
— Linéarité

— Exactitude

— Fidélité : répétabilité et fidélité intermédiaire

— Limite de détection

— Limite de quantification

La méthodologie de validation analytique est développée dans chapitre IV.
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1.7.Reproductibilité des procédés de nettoyage

La validation du nettoyage des équipements de fabrication doit étre démontrée au
minimum a trois reprises apres fabrication et nettoyage du produit pire cas. Tous les
résultats d’analyses (physicochimiques et microbiologiques) doivent étre conformes aux

criteres d’acceptation préalablement établis.

Un plan d’échantillonnage définissant le nombre et les points de prélevement,
couvrant I'ensemble des équipements doit étre établie conjointement entre la structure

chargée du nettoyage et celle chargée du contrdle qualité [2].

1.8. Validation du temps écoulé entre la fabrication et le nettoyage (Durée maximale de

I’état sale de I’équipement)

Cette durée est aussi appelée DEHT (Dirty Equipement Hold Time), elle doit étre

définie et validée.

En effet, plus la durée de I'état de saleté est longue, plus les salissures s’adhérent aux
surfaces, d'une part le nettoyage devient plus difficile et d’autre part ces salissures peuvent
subir des réactions de dégradation et générer des composés qui peuvent étre néfastes pour la
santé humaine. En outre ces, équipements non nettoyés constituent un milieu de culture

pour les microorganismes.

Il est recommandé de nettoyer les équipements a la fin de production d’une compagne

du méme médicament [2].

1.9. Validation du temps écoulé entre le nettoyage et l'utilisation de l’équipement

(Durée maximale de I’état propre de I’équipement).

Il s’agit du CEHT ou Cleaned Equipment Hold Time, c’est-a-dire le temps écoulé entre
le nettoyage et la réutilisation de I'équipement. Ce temps correspond au temps du maintien
de I'équipement en I'état propre.

Pendant cette période, Il faut vérifier 'absence de dépot de poussiere ainsi que

I’absence de contamination microbiologique de I'équipement [2].
1.10. Revalidation et maitrise des changements
Un procédé de nettoyage valide fait objet de modifications continues en fonction de

I'évolution de l’activité de production de l'entreprise. La revalidation du nettoyage est
envisageable dans les situations suivantes [2] ;

— Modifications de la gamme de production.

— Modifications concernant les équipements.

— Modifications concernant les procédures de nettoyage.

- Revalidation périodique.

Page | 59



CHAPITRE III : APPROCHES PIRES CAS ET VALIDATION DU NETTOYAGE

2. Validation du nettoyage des équipements de fabrication pharmaceutique :
Nouvelle approche basée sur le risque santé et la détermination de

I’Exposition Journaliére Admissible — PDE (Permitted Daily Exposure)

Le 20 Novembre 2014, l'agence Européenne des Médicaments (EMA : European
Medecines Agency) a publié une ligne directrice intitulée « Guideline on setting health based
exposure limits for use in risk identification in the manufacture of different medicinal
products in shared facilities » ou bien « Ligne directrice pour 1'établissement et la définition
des limites d’exposition a utiliser pour lidentification des risques sanitaires dans la

fabrication de différents médicaments dans des installations communes».

L’approche PDE décrite dans cette ligne directrice est un nouveau paradigme qui est
en train de révolutionner la pratique actuelle de la validation du nettoyage et remodele celle
de I'avenir, cette ligne directrice place la sécurité du patient au centre de 'approche PDE en
intégrant I'ensemble des données pharmacologiques et toxicologiques issues des différentes
phases des études précliniques et cliniques de développement du médicament.

Cette nouvelle approche, repose sur l'évaluation du danger d'une substance
contaminant et fait référence aux données toxicologiques issues des études de toxicité a
doses répétées (subaigiie et chronique), de génotoxicité, de reprotoxicité et de

carcinogénocité. Il tient compte aussi du pouvoir allergisant de la substance.

2.1. Exigences des PBF et approche PDE

Dans sa récente version, le guide des bonnes pratiques de fabrication européennes a
révisé les chapitres 3 et 5 relatifs aux locaux — matériel et a la production ainsi que 1’annexe

15 traitant la qualification et la validation [2].

En matiere de validation du nettoyage, 'approche pire cas est décrite dans I’annexe
15 suscitée pour les étapes du choix du traceur et de I’établissement des limites

d’acceptation. Les paragraphes 10.6 et 10.10 stipulent ce qui suit ;

«10.6: Les limites de contamination résiduelle du produit doivent reposer sur une
évaluation toxicologique!. La justification des limites sélectionnées doit étre documentée

dans le cadre d'une évaluation du risque incluant toutes les données support.» [2].

«10.10 : En cas d’utilisation d’une approche par le pire cas comme modele de validation du
nettoyage, une justification scientifique doit étre fournie pour la sélection du pire cas, et
I'incidence des nouveaux produits sur le site doit étre évaluée. Les criteres pour définir le

pire cas doivent inclure la solubilité, la nettoyabilité, la toxicité et I’activité thérapeutique »

[2].

1: Voir la ligne directrice de 'EMA sur la définition des limites d’exposition a utiliser pour I'identification des

risques sanitaires dans la fabrication de différents médicaments dans des installations communes.
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2.2. Définition de la PDE

Selon la ligne directrice de ’'EMA : « La PDE représente une dose spécifique a la
substance qui est peu susceptible de provoquer un effet néfaste si un individu est exposé a

cette dose ou en dessous de cette dose tous les jours pendant toute une durée de vie » [36].

2.3. Justification du recours a l'usage de la PDE en validation du nettoyage
Les entreprises pharmaceutiques sont tenues d’établir des limites d’exposition basées
sur l’évaluation du risque sur la santé humaine pour toute substance contaminant

considérée comme étant ““hautement dangereuse”’[37].

Les substances hautement dangereuses sont celles qui peuvent causer des effets
néfastes a des faibles doses pour un étre humain et qui, par conséquent, bénéficieraient
d'une évaluation toxicologique compléte durant les études de sécurité cliniques et
précliniques.

Les substances hautement dangereuses sont identifiées en fonction de leurs
caractéristiques toxicologiques et pharmacologiques inhérentes et comprennent les groupes

ci-dessous [37] ;

— Composés génotoxiques (spécifiquement mutagenes) connus pour étre, ou hautement
susceptibles d'étre, cancérogenes pour 'Homme.

— Composés susceptibles de produire des effets sur la reproduction et / ou le
développement a faible dose, par exemple lorsqu'il existe des preuves que ces effets
sont provoqués par une dose clinique < 10 mg / jour ou études animales de < 1
mg/kg/jour.

— Composés pouvant entrainer une toxicité grave pour les organes cibles ou d'autres
effets nocifs significatifs a faibles doses, par exemple lorsqu'il existe des preuves que
de tels effets sont provoqués par une dose clinique <10 mg /jour ou des dosages dans
des études animales de < 1 mg/kg/jour.

— Composés ayant une activité pharmacologique élevée, c'est-a-dire une dose
journaliere recommandée de <1 mg.

— Composés a fort potentiel sensibilisant ou allergisant.

Note : Cette liste n'est pas exhaustive et si des preuves indiquent que le produit peut causer
des effets nocifs a de faibles doses par d'autres mécanismes, cela doit étre considéré comme
tres dangereux
2.4.Détermination de I’Exposition Journaliere Admissible (PDE)
La détermination de la valeur de PDE d"une substance pharmaceutique qui peut étre
recherchée au cours de la validation du nettoyage implique les étapes suivantes [36] ;

— Identification des dangers liés a l'utilisation de la substance en tenant compte de

toutes les données disponibles.

— Identification des effets critiques.
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— Détermination des valeurs toxicologiques avec ou sans effets néfastes, établies durant

les études de sécurité précliniques.

— Utilisation des facteurs d’ajustement qui considérent l’extrapolation des données

obtenues chez les animaux vers les données estimées chez 1’étre humain en tenant

compte de toutes les incertitudes.

2.4.1. Identification des dangers liés a I'utilisation de la substance

Afin d’identifier les dangers liés a 1'utilisation d’une substance pharmaceutique,

I'ensemble des données disponibles durant les essais précliniques et cliniques doivent étre

examinées et exploitées. Ces données comprennent les ;

— Données pharmacodynamiques chez des modeles animaux qui élucident les

mécanismes d’action de la molécule.

—  Données des études de toxicité ;

>
>
>
>

Aigue (DL 50).
A doses répétées (NOEL, NOAEL, LOAEL).

Sur la reproduction (reprotoxicité) et le développement fcetal (foetotoxicité).

Sur le géndme (génotoxicité) in vivo et in vitro.

— Données des études de carcinogenocité.

— Données sur le pouvoir sensibilisant (allergisant) de la substance.

Un tableau sommaire identifiant le danger de chaque substance est établi, si I'un des

parametres de jugement est présent, la substance est considérée comme étant dangereuse et

le calcul de la PDE est obligatoire.

Tableau XV : Classification d'une substance pharmaceutique selon sa dangerosité [36].

Effets Oui Non Inconnu

Dangerosité de la
substance (oui / non)

Génotoxique

Reprotoxique / foetotoxique

Carcinogene

Pouvoir sensibilisant

2.4.2. Identification des effets critiques

Toutes les observations et les données obtenues au cours des essais précliniques et

cliniques doivent étre exploitées afin de définir les effets néfastes d'une substance

médicamenteuse.

Au cours des essais précliniques un ensemble d’observations et d’examens doit étre

évalué pour les animaux soumis aux différentes études [36], a savoir ;

— Consommation des aliments et suivi du poids corporel.

— Modifications du comportement et de la morphologie de ’animal.

— Examens cliniques des différents systémes et organes (reins, foie, estomac, systeme

nerveux, systeme cardiovasculaire, organes génitaux ... etc.)
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— Suivi des parametres hématologiques et biochimiques.

A la fin de chaque étude, les animaux sont sacrifiés et des examens histologiques et

anatomopathologiques complets sont effectuées et ce, afin d’identifier la toxicité des

organes si elle a lieu et de quantifier les effets néfastes observés [36, 37].

2.4.3. Détermination des valeurs toxicologiques (NOEL, NOAEL et LOAEL)

Ces valeurs toxicologiques sont déterminées a l'issue des divers essais de toxicité,

effectués sur des especes animales plus sensibles et plus pertinentes. Certains tests

examinent des types spécifiques et d’autres sont de nature plus générale, allant d’une étude a

une exposition unique (toxicité aigue) a des expositions répétées (toxicité a doses répétées)

dans lesquelles les animaux de laboratoire regoivent des doses quotidiennes de la substance

soit pendant 1 mois (subaigiie), 3 mois (subchronique) et / ou 2 ans (chronique) [38].

NOEL : Correspond au niveau d'exposition le plus élevé auquel il n'y a pas d'effets
(nocifs ou non) observés. La population exposée est comparée a son controle approprié.
NOAEL: Correspond au niveau d'exposition le plus élevé auquel il n'y a pas
d'augmentation statistiquement ou biologiquement significative de la fréquence ou de la
gravité des effets indésirables entre la population exposée et son controle approprié.
Certains effets peuvent étre produits a ce niveau, mais ils ne sont pas considérés comme
indésirables ou précurseurs aux effets indésirables.

LOAEL : Correspond au niveau d'exposition le plus bas auquel il y a des augmentations
statistiquement ou biologiquement significatives de la fréquence ou de la gravité des

effets indésirables entre la population exposée et son contrdle approprié.

La figure 13 illustre sur la courbe dose-réponse les valeurs de la NOEL, NOAEL et

LOAEL.

ResponseR‘

Dose-response curve

adverse
effect

v
4

Non-adevrse
effect

T T T Dose
Measured Measured Measured
NOEL NOAEL LOAEL

Figure 13 : Courbe dose — réponse et détermination des valeurs de NOEL, NOAEL et
LOAEL [38].
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2.4.4. Utilisation des facteurs d’ajustement
Ces facteurs d’ajustement tiennent compte de 1’extrapolation des données obtenues a

partir de I'expérimentation animale vers des données estimées chez 1’étre humain [39].

Formule de calcul de 1a PDE
VTR X By,

PDE =
Fy X Fy X F3 X Fy X Fg

— VTR: Valeur Toxicologique de Référence, elle peut étre ;
» NOEL : No Observed Effect Level (Dose sans éffet observable) ou ;
» NOAEL : No Observed Adverse Effect Level(Dose sans éffets néfastes observables) ou ;
» LAOEL: Lowest Observed Adverse Effect Level (Dose minimale donnant un effet
néfaste observable).

Sources des VIR : Etudes de toxicité a doses répétées (repeated doses toxicité) ; toxicités

subaigiie, chronique et reprotoxicité.

— Bw:Body weight : Poids corporel (50 Kg pour un adulte). Pour les médicaments a usage
pédiatrique des valeurs inférieures peuvent étre utilisées (poids moyen d’un enfant ou
d’un nourisson).

Pour les valeurs des facteurs F1, F2, F3, F4 et F5, 1a ligne directrice de 'EMA fait référence

au document de I'ICH relatif aux solvants résiduels [39].

— F1: Facteur tenant compte de I’extrapolation des données entre espéces différentes.

F1 =5 pour l'extrapolation des données sur le rat aux humains.

F1 =12 pour I'extrapolation des données sur la souris aux humains.

F1 =2 pour I'extrapolation des données sur le chien aux humains.

F1=2,5 pour I'extrapolation des données sur le lapin aux humains.

F1 =3 pour I'extrapolation des données sur le singe aux humains.

F1 =10 pour I'extrapolation des données sur d’autres espéces animales aux humains.

— F2=Facteur de 10 pour tenir compte de la variabilité entre les individus.

Un facteur de 10 est conventionnellement utilisé pour tenir compte de la différence entre les

individus dans la population humaine.

— F3 = Facteur variable pour tenir compte des études de toxicité avec exposition a court
terme.

F3 =1 pour les études qui durent au moins une demi-vie (1 an pour les rongeurs ou les
lapins; 7 ans pour les chats, les chiens et les singes).

F3 =1 pour les études de reproduction s’étendant sur toute la période d’organogénese.
F3 = 2 pour les études de 6 mois chez des rongeurs, ou les études de 3,5 ans chez
d’autres especes animales.

F3 =5 pour les études de 3 mois chez des rongeurs, ou les études de 2 ans chez d’autres
espéces animales.

F3 =10 pour les études de plus courte durée.
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— F4 = Facteur a appliquer dans les cas de toxicité élevée, par exemple, cancérogénicité,
neurotoxicité ou tératogénicité non génotoxique.
> Dans les études de toxicité sur la reproduction, les facteurs suivants sont utilisés ;
F4 =1 pour une toxicité feetale associée a une toxicité maternelle.
F4 =5 pour une toxicité feetale non associée a une toxicité maternelle.
F4 =5 pour un effet tératogene avec toxicité maternelle.
F4 =10 pour un effet tératogeéne sans toxicité maternelle.
> Dans les autres études de toxicité, les valeurs du facteur F4 peuvent étre estimées
en fonction de la toxicité observée comme suit [40].
F4 =1 pour les Effets toxiques doux :
v' Effets pharmacodynamiques primaires et secondaires
v" Diarrhées causées par les antibiotiques
v' Augmentation du poids des organes sans pathologie tissulaire corrélée
v' Effets de stress (Involution du thymus)
F4 =5 pour des Effets toxiques non létaux :
v" Inhibitions du cycle cellulaire
v" Hypertrophies
v Myelotoxicité
v' Hypertension
v'  Effets inotropiques
F4 =10 pour des Effets potentiellement létaux
v' Lésions dégénératives et nécrotiques des organes
v Tumeurs
v' Arrét de fonctionnement d’un organe
— F5: Facteur tenant compte de la nature de la valeur toxicologique utilisée [40].
F5=1:5i NOEL est utilisée.
F5=3:5i NOAEL est utilisée.
F5=10:5i LOAEL est utilisé.

2.4.5. Extrapolation aux autres voies d’administration

La voie d’administration conditionne la biodisponibilité d’un médicament et par
conséquence, I'importance de I'exposition a une contamination résiduelle. La PDE d’une
substance doit donc tenir compte de sa voie d’administration.

Lorsque le changement de voie d’administration entraine une différence de
biodisponibilité importante (supérieure a 40%), un facteur d’ajustement doit étre appliqué
[36].

— Lorsque le changement de la voie d’administration entralnera une diminution de
I’exposition systémique et que les données de biodisponibilité de la nouvelle voie ne sont

pas disponibles, il n’est pas nécessaire d’appliquer un facteur de correction pour le calcul
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de la PDE, car la valeur de PDE obtenue avec la premiere voie est plus stricte de celle
obtenue avec la seconde voie [29].

— Lorsque le changement de la voie d’administration entrainera une augmentation de
I'exposition systémique au contaminant et que les données de biodisponibilité ne sont
pas disponibles pour d’autres voies, une extrapolation prudente sera faite en supposant
que la biodisponibilité de la nouvelle voie est de 100% [29].

L’extrapolation d'une voie d’administration a 1’autre est faite au cas par cas.

Exemples [29].

Exemple 1: Passage d'une voie d’administration orale a une voie cutanée.
Cas ot les données pour la biodisponibilité sont connues.

BDorale (biodisponibilité) : 50%

BDcutanée : 10%

BD orale 50

BD cutanée - 10 =5

Facteur de correction =

PDEcutanée = PDEorate X Facteur de correction = PDEorale x5

Exemple 2 : Passage d'une voie d’administration orale a une voie par inhalation.

Cas ou les données pour la biodisponibilité par voie inhalée sont inconnues,
cependant, il est attendu que la biodisponibilité par voie inhalée soit supérieure a celle par
voie orale (la voie inhalée permet d’éviter I'effet de premier passage hépatique) [29].

BDorale (biodisponibilité) : 50%
BDinhalation : inconnue
BD orale 50

BD inhalée 100
PDEinhaiée= PDEorale x Facteur de correction = PDEorate x 0,5

Facteur de correction = =0,5

Exemple 3 : Passage d'une voie d’administration IV (intraveineuse) a une autre voie.
Dans ce cas, il est attendu que la biodisponibilité par voie IV soit supérieure a la
biodisponibilité par I'autre voie. La PDE intraveineuse peut étre utilisée toute en prenant une

marge de sécurité que les valeurs des limites d”acceptation calculée soient plus faibles [29].

2.4.6. Cas particuliers
— Lorsqu'une substance n’est pas classée « potentiellement dangereuse », il est possible de
calculer la valeur de la PDE a partir des valeurs limites d’exposition professionnelle
“VLEP” (en anglais OEL qui signifie Occapational Exposure Limite) a 1'aide de la
formule suivante [37] ;
PDE (ug/jour) =10 * OEL (ug/m?)
La valeur limite d’exposition d’'un composé chimique représente la concentration
dans l'air que peut respirer une personne pendant un temps déterminé sans risque

d’altération pour sa santé [41].
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— Pour les substances dont le pouvoir mutagéne est démontré durant les essais
précliniques, la ligne directrice de I'EMA introduit la notion de Threshold of
Toxicological Concern (TTC) ou bien le seuil de préoccupation toxicologique. La valeur

de TTC pour ces substances est 1,5 pg/jour/personne [36].

2.5. Stratégie des pires cas en validation du nettoyage basée sur 1'utilisation de la PDE
Dans la nouvelle approche de la validation du nettoyage basée sur le risque santé, la
PDE trouve sa place dans les deux premieres étapes de la stratégie des pires cas a savoir ;
— Le choix du traceur physicochimique.
— La détermination des limites d’acceptation en vue de I’analyse physicochimique.
Les autres étapes de la stratégie et la partie microbiologique restent inchangées dans
cette nouvelle approche.
2.5.1. Choix du traceur en analyse physicochimique basé sur la valeur de PDE
Dans cette nouvelle approche fondée sur I'utilisation de la PDE, le choix d'un produit
pire cas repose sur les mémes criteres que ceux de l'approche traditionnelle a savoir, la
solubilité, la nettoyabilité et la toxicité. L’échelle de toxicité est établie en fonction des valeurs
des PDE au lieu de celles des DL 50, on parle aussi d'une échelle de dangerosité.
De facon analogue a I'approche traditionnelle, le choix d'un produit pire cas repose

sur les données de solubilité, de nettoyabilité et de toxicité (dangerosité).

Le traceur correspond au composant le plus dangereux (ayant la PDE la plus faible), le

plus insoluble dans I’eau et le plus difficile a nettoyer.

2.5.2. Etablissement des limites d’acceptation basées sur la valeur de PDE
Une nouvelle limite basée sur les valeurs de PDE est établie pour une production
industrielle, la méthodologie repose sur I'hypothése que le contaminant le plus dangereux
(PDE la plus faible) se trouve a des quantités égales a 'exposition journaliere admissible
dans un produit B pris par un patient a sa dose journaliere maximale et ce, pendant toute la

durée de sa vie.

2.6. Approche PDE et maitrise des changements en validation du nettoyage
L’introduction de l'approche PDE en validation du nettoyage d’une ligne de
fabrication multiproduits implique une étude d’impact sur le choix du traceur et
I'établissement des limites d’acceptation en analyse physicochimique déterminés dans

I"approche traditionnelle.

— Impact sur le choix du traceur : Si le traceur d’une gamme de production change avec
I'approche PDE, un nettoyage d’une ligne déja validé doit étre revalidé et ce, quelque
soit la nouvelle limite d’acceptation. Si le traceur reste le méme, il faudra tenir compte

de la nouvelle limite d’acceptation.
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— Impact sur la limite d’acceptation : Lorsque le traceur ne change pas avec 1'approche

PDE, deux situations sont distinguées ;

> Augmentation de limite d’acceptation: C’est la situation la plus rencontrée, la
limite d’acceptation obtenue avec l'approche traditionnelle est plus stricte, le
nettoyage de la ligne demeure valide et la revalidation du nettoyage n’est pas
nécessaire. Il s’agit donc de documenter uniquement la nouvelle approche et
lI'inclure dans la stratégie de validation du nettoyage de I’entreprise.

> Diminution de la limite d’acceptation : Dans ce cas, les résultats de la validation
du nettoyage de la ligne de fabrication considérée seront réexaminés et confrontés a
nouvelle limite d’acceptation.

v" Dans le cas ou les résultats de la validation sont conformes a la nouvelle limite,
la revalidation du nettoyage n’est pas nécessaire. Le protocole et le rapport de
validation du nettoyage seront révisés afin de considérer 'approche PDE.

v" Dans le cas ol un ou plusieurs résultats ne sont pas conformes a la nouvelle
limite, la revalidation du nettoyage de la ligne de production est obligatoire.

Le logigramme de la figure 14 explique la démarche a suivre dans I'application de ’approche

PDE pour un nettoyage déja valide.

| Nettoyage validé parl “approchetraditionnelle |

¥
| Introductiondel’approche PDE |
1
| Changement du traceur |

Oui Non
¥ ¥
Revalidation du Diminution de la
nettoyage | limite d"acceptation ‘
Non Oui
{ ¢
Pas de revalidation Résultats de la validation sont-ils
denettoyage conformes a la nouvelle limite?
| I |
Oui Non
¥ ¥
Pas de revalidation Revalidation du
de nettoyage nettoyage

Figure 14 : Démarche a suivre dans I'application de I’approche PDE pour un nettoyage
déja valide
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3. Cas particulier de la validation du nettoyage : Surfaces sans équipements —
Validation du nettoyage d’une centrale de pesée

En matiere de gestion de la contamination, la centrale de pesée d'une entreprise
pharmaceutique est le premier siege de cette contamination du fait que toutes les matieres
premieres (principes actifs et excipients) ainsi que les produits semi-finis (premix) sont pesés
dans cet endroit. La validation du nettoyage d’une centrale de pesée est de méme importance
que celle des équipements de fabrication. Il s’agit d’'une surface sans équipements
proprement dit.

La démarche suivie pour la validation du nettoyage d'une centrale de pesée est
similaire a celle observée pour les équipements de fabrication, la différence réside dans les
étapes du choix des traceurs et dans I'établissement des limites d’acceptation.

Méthodologie de la validation du nettoyage : La validation du nettoyage d’une centrale de
pesée repose sur les éléments suivants ;
—  Choisir un traceur correspondant a la substance pire cas.
— Définir les teneurs limites de contaminants.
— Déterminer les taux de recouvrements des prélevements par écouvillonnage.
— Valider la méthode analytique de dosage du traceur a 1'état de traces.
— Valider la reproductibilité du procédé de nettoyage par sa mise en ceuvre a trois
reprises consécutives et donnant des résultats favorables.
— Valider la durée du nettoyage : Les intervalles entre le nettoyage et la réutilisation
des balances doivent étre validées.
3.1.Choix du traceur physicochimique

Le traceur correspond a la matiere premiere ayant la probabilité la plus élevée de
laisser des résidus apres nettoyage, on parle de substance pire cas « worst case ».

Le traceur ou la substance pire cas est le contaminant a rechercher au cours de la
validation du nettoyage. Il peut étre un principe actif, un excipient, un agent de nettoyage ou

bien un produit de dégradation.

Son identification est basée sur 1’établissement des facteurs de sélection, chaque facteur
est coté d’un coefficient. Le traceur correspond a la substance ayant obtenu le produit des
coefficients (score) le plus élevé.

— Facteurs de sélection : [6].

3.1.1. Nature de la matiére premieére (principe actif ou excipient) : Une contamination
croisée par un principe actif peut entrainer des effets néfastes pour la santé
humaine, alors que les excipients sont pharmacologiquement inactifs, a I'exception
des excipients a effets notoires qui peuvent entrainer certaines intolérances

individuelles.
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3.1.2.

3.1.3.

3.1.4.

3.1.5.
3.1.6.

3.1.7.

Etat physique de la matiére premiére : L’état physique d'une matiere premiere
(solide ou liquide) est directement lié a la difficulté de nettoyage des composantes
de la centrale de pesée et a leur pulvérulence. Les matieres a 1'état solide sont
généralement pulvérulentes et plus difficiles a nettoyer par rapport aux matieres a
I’état liquide.

Solubilité dans I’eau et dans I'alcool : S’agissant d'une centrale de pesée, les seuls
solvants qui peuvent étre utilisés sont I'eau et I'alcool (I'eau pour nettoyage de
certaines surfaces et 1’alcool pour essuyage final des surfaces des balances), une
matiere a plus de chance d’étre présente apres nettoyage si elle est peu soluble ou

insoluble dans I'un ou des deux solvants.

Nettoyabilité : Il s’agit de la facilité ou de la difficulté a nettoyer les surfaces de la
CDP. Ces données sont recueillies aupres d'un opérateur qualifié et ayant une
expérience suffisante en matiére de nettoyage des surfaces de la CDP.

Toxicité : L’échelle de toxicité retenue est celle établie par Hodge et Sterner [31].
Volatilité et pulvérulence : Une matiére premiere volatile peu se propager dans le
box de pesée et déposer sur des surfaces difficilement accessibles au nettoyage
(angles, joints...). Ces surfaces constituent une source de contamination pour tout
le box y compris les matieres a peser. Au méme titre que la nettoyabilité, les
données de volatilité d"une MP sont recueillies aupres d’un opérateur qualifié.
Résultats : Le produit P (score) des coefficients des criteres de sélection le plus

élevée correspond a la matiere premiere pire cas.

Score = Indice de la nature x indice de 1’état physique x indice de solubilité x indice

de Nettoyabilité x indice de toxicité x indice de volatilité.

Le pire cas correspond a la matiére premiere ayant obtenue le score le plus élevé.

Note :

Les criteres de nettoyabilité et de toxicité, sont d"une grande importance dans le choix
d’un traceur, ils peuvent étre pondérés (multipliés par un coefficient) afin de les
distinguer des autres criteres.

En cas d’égalité de plusieurs valeurs de P (plus élevée), I'hiérarchie des criteres est

fixée comme suit ;

Nettoyabilité > Toxicité > Solubilité > Nature > Etat physique > Volatilité

3.2. Choix du traceur microbiologique

Le choix du traceur microbiologique suit la méme démarche que celle observée pour la

validation du nettoyage des équipements de fabrication.
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3.3. Criteres d’acceptation en vue de I’analyse physicochimique
S’agissant des matieres premieres et non pas des produits finis, les limites
d’acceptation ne peuvent pas étre reposées sur des données pharmacologiques et
thérapeutiques mais plutot sur des données toxicologiques. La limite choisie est le MACO
(Maximum Allowable Carry Over), calculée a partir de la NOEL de la substance [6].
Pour le prélevement par écouvillonnage ;

NOEL xFgXxLgx70x1000

MACOFQ/sz = TB < S

Avec;

Fs : Facteur de sécurité (0,01 pour les formes topiques, 0,001 pour les formes parentérales et
0,0001 pour les collyres et les formes injectables.

Ts : Dose thérapeutique (g/jour) la plus élevée des produits fabriqués dans 'entreprise.

Ls : plus petite taille du lot fabriqué dans I'entreprise (exprimée en g).

S : surface totale des surfaces de contamination dans la centrale de pesée.

70 : poids corporel d'un individu moyen.

NOEL : No Observed Effet Level ou dose sans effet observé de la substance contaminant
(NOEL = DL50 x 0,0005) et DL50 en mg/Kg.

3.4. Criteres d’acceptation en vue de I’analyse microbiologique
Pour la détermination des limites d’acceptation en vue de I’analyse microbiologique, la
méme démarche que celle suivie pour I’approche traditionnelle de la validation du nettoyage

des équipements peut étre appliquée.

3.5. Plan de préléevements
Une centrale de pesée est généralement organisée en plusieurs zones, les principales sont ;
— Zone d’acces au magasin ou se trouvent les matieres premieres a peser pour la
fabrication d’un nombre de lots précis pour une journée.
— Le(s) box de pesée(s) : Chaque box contient une ou plusieurs balances :
— La zone de stockage intermédiaire : ou sont regroupées les matieres pesées dans des
sacs alimentaires étiquetés.
Généralement, seul le prélevement par écouvillonnage est recommandé,
Le choix des points de prélevement pour l’analyse physicochimique et
microbiologique est porté sur les surfaces suivantes ;
e Plateaux des balances.
e  Tables ou paillasses sur lesquelles sont déposées les balances.
e  Murs proches des balances.
e Parois internes des hottes abritant les balances.
e  Plafond proche du point d’aération.

e  Les points d’aération.
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La validation des méthodes analytiques est une composante essentielle qu’un
laboratoire doit mettre en ceuvre pour lui permettre de fournir des données analytiques
fiables.

En industrie pharmaceutique, la validation des méthodes d’analyse figure parmi les
mesures universellement reconnues comme faisant partie d’un systeme exhaustif d’assurance
qualité.

1. Contexte réglementaire de la validation analytique

Historiquement, le concept de la validation des méthodes analytiques en industrie
pharmaceutique est le résultat de deux démarches quasi concomitantes entreprises a I'origine
aux FEtats-Unis d’Amérique. D’une part, par les fabricants des médicaments et les
représentants de I'USP et d’autre part, par les autorités d’enregistrement.

Ces travaux initiés en 1985, sont concrétisés par un texte inclus a 'USP XXI et repris par
I"USP XXII pour application officielle en 1990.

En Europe, a partir de 1987 une démarche similaire a été entreprise et a permis
I'élaboration d’une note explicative référencée CEE I11/844/87-FR.

Par la suite, de nombreux textes réglementaires a portées régionales et internationales
ont été édictés et constituent des références légales ;

e Aux Etats Unis d’Amérique (USA)
— Chapitre 1225 publié dans 'USP depuis la XXI*™e édition (1989) intitulé « Validation of
compendial methodes »
— Documents publiés par le CDER (Centre for Drug Evaluation and Research) ;
> Centre for Drug Evaluation and Research (CDER) - Validation of
chromatographics methods [42].
» CDER. Draff- analytical procedure and - method validation [43].
> FDA. CDER-CBER. Guidance for Industry Analytical Procedures and Methods
Validation for Drugs and Biologics [44].
e En Europe

Au niveau européen, un groupe de travail du comité des spécialités pharmaceutiques et
de qualité du médicament de la commission des communautés européennes a publié une note
explicative relative a la validation analytique et référencée : CEE (III-844-87/ 1989) [45].

¢ Auniveau international

> Un comité d’experts de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a publié en
1992 un document intitulé « Validation of analytical procedures used in the
examination for pharmaceutical materials » [46].

> La conférence internationale d’harmonisation (ICH) a publié de nombreux textes
dont trois (03) concernent la validation des procédures analytiques, a savoir ;
* ICH Q2A: Text on Validation of Analytical Procedures "Definitions and

Terminology " [47].

Page | 72



CHAPITRE IV : VALIDATION DES PROCEDURES ANALYTIQUES

» ICH Q2B : Text on Validation of Analytical Procedures "Methodology” [48].
= ICH Q2(R1) : validation of analytical procedures ’text and methodology’” [49].

Dans le but d’aider les industriels pharmaceutiques a valider leurs procédures
analytiques, des groupes d’experts de la Société Frangaise des Sciences et Techniques
Pharmaceutiques (SFSTP) ont engagé des réflexions qui se sont concrétisées par la publication
de plusieurs guides techniques de validation, suivis par des exemples d’application. Ces
guides constituent des véritables supports, permettant a toute analyse une démarche pratique
sur les méthodes statistiques applicables a la validation. Dans l'ordre chronologique de leur

parution, ces guides sont listés ci-dessous ;

» Guide de validation analytique-Rapport d'une commission SFSTP ;
Partie I : Méthodologie [50].
Partie II : Exemples d’application [51].

» Méthodes chromatographiques de dosage dans les milieux biologiques : stratégie de
validation [52].

» Meéthodes chromatographiques de dosage dans les milieux biologiques : Exemple
d’application de la stratégie de validation [53].

» Validation des procédures analytiques quantitatives : Harmonisation des démarches
[54].

» Validation des procédures analytiques quantitatives : Harmonisation des démarches.
Partie II : Statistiques [55].

» Validation des procédures analytiques quantitatives : Harmonisation des démarches.

Partie III : Exemples d’application [56].

Cette approche harmonisée basée sur le profil d’exactitude et le calcul de l'erreur totale,
est celle qui est actuellement la plus recommandée pour la validation des méthodes d’analyse

quantitative en industrie pharmaceutique.

2. Définition et objectifs de la validation

2.1. Définition

Selon la norme NF en ISO / CEI 17025, la validation analytique correspond a la
«confirmation par examen et lI'apport de preuves objectives du fait que les exigences
particulieres en vue d’une utilisation prévue déterminée sont remplies» [57].
Le laboratoire d’analyse doit valider :

- Toute méthode qu’il congoit et / ou qu’il développe.

- Toute méthode normalisée, modifiée ou employée en dehors de son domaine

d'application prévu.
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2.2. Objectifs de la validation analytique

Selon la ligne directrice ICH Q2(R1) «L’objectif de la validation dune procédure
analytique est de démontrer qu’elle est appropriée a 1'usage auquel elle est destinée» [49].

Une méthode d’analyse a pour but la quantification le plus exactement possible de
chacune des quantités inconnues dans un échantillon que le laboratoire aura a déterminer.
Clest-a-dire que I'écart du résultat d’analyse et de la valeur vraie inconnue soit inférieur a une
limite d’acceptation préétablie.

La validation permet donc de garantir que chaque mesure fournie par la procédure
analytique et qui doit étre réalisée en routine est comprise dans une limite d’acceptation
appropriée.

3. Criteéres de validation analytique

La démarche de validation passe en pratique par la mise en place d'un certain nombre de
criteres dits “’criteres de validation”.
De fagon exhaustive, ces criteres sont listés ci-dessous [50-54] ;

—  Spécificité-Sélectivité.

— Fonction de réponse (courbe d’étalonnage).

— Linéarité.

— Fidélité (répétabilité et fidélité intermédiaire).

— Justesse;

— Exactitude et profil d’exactitude.

— Limite de détection (LD) et Limite de quantification (LQ).

— Intervalle de dosage.

— Sensibilité.

— Robustesse.

— Stabilité des solutions.

3.1. Définitions des criteres de validation

Les définitions retenues dans ce manuscrit sont celles décrites dans le guide de validation
de la SFSTP (démarche harmonisée). Le tableau XVI reprend les définitions des criteres de
validation analytique ;

Tableau XVI : Définitions des critéres de validation analytique [54].

Critéres Définitions [54]

« La spécificité d’une procédure analytique est sa capacité a établir de maniere
univoque l'existence de la substance a analyser en présence d’autres composants
potentiellement présents »

Spécificité/ | Tres souvent la spécificité/sélectivité se fonde sur une absence d’interférences. Elle
Sélectivité peut étre démontrée par différents moyens. C’est ainsi qu’elle peut étre inhérente
a la technique (par exemple : identification par spectrométrie infrarouge ou
spectrométrie de masse), elle peut étre obtenue par séparation préalable (par
exemple : chromatographie)
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Fonction de
réponse

«La fonction de réponse d'une procédure d’analyse traduit, a l'intérieur de
I'intervalle de dosage, la relation existant entre la réponse (signal) et la
concentration (quantité) en substance a examiner dans 1’échantillon. La fonction
de réponse monotone la plus simple qui exprime cette relation est appelée courbe
d’étalonnage »

Linéarité

« La linéarité d'une procédure d’analyse est sa capacité a l'intérieur d'un certain
intervalle de dosage d’obtenir des résultats directement proportionnels a la
quantité (exemple : concentration) en analyte dans 1’échantillon ».

Justesse
(biais)

« La justesse exprime 1'étroitesse de 'accord entre la valeur moyenne obtenue a
partir d’une série de résultats d’essais et une valeur qui est acceptée soit comme
une valeur conventionnellement vraie, soit comme une valeur de référence
acceptée ».

Fidélité

« Conditions ot les résultats d’essai indépendants sont obtenus
par la méme méthode sur des échantillons d’essai identiques
dans le méme laboratoire, par le méme opérateur, utilisant le
méme équipement et pendant un court intervalle de temps »

Répétabilité

« Conditions ou les résultats d’essai indépendants sont obtenus
par la méme méthode sur des échantillons d’essai identiques

Fidélité R ) ey .
dans le méme laboratoire, avec différents opérateurs et

intermédiaire . . .
utilisant des équipements différents et pendant un intervalle

de temps donné ».

« Conditions ou les résultats d’essai sont obtenus par la méme
méthode sur des échantillons d’essais identiques dans
différents laboratoires, avec différents opérateurs et utilisant
des équipements différents ».

Reproductibilité

Exactitude

« L’exactitude exprime l'étroitesse de 1’accord entre le résultat d’essai et la valeur
de référence acceptée, aussi appelée « valeur conventionnellement vraie ».
L’étroitesse de I'accord ainsi observée est la résultante de la somme des erreurs
systématique et aléatoire, en d’autres termes l'erreur totale liée au résultat. Par
conséquent, l'exactitude est l'expression de la somme de la justesse et de la
fidélité.

Limite de
détection

« La limite de détection d'une procédure d’analyse est la plus petite quantité de
I’analyte dans un échantillon pouvant étre détectée, mais non quantifiée comme
une valeur exacte dans les conditions expérimentales décrites de la procédure ».

Limite de
quantification

« La limite de quantification est la plus petite quantité de l’analyte dans un
échantillon pouvant étre dosée dans les conditions expérimentales décrites avec
une exactitude définie »

Intervalle de

« L’intervalle de dosage d'une procédure d’analyse est la région entre les niveaux
supérieur et inférieur (ces valeurs incluses) pour laquelle il a été démontré que la

dosage procédure est appropriée quant a son exactitude (justesse + fidélité) et sa linéarité,
en utilisant la méthode décrite ».

« La sensibilit¢é d'une procédure d’analyse peut étre définie comme étant le

Sensibilité | rapport de la variation de la réponse de la méthode d’analyse a la variation de la

quantité d’analyte ».
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3.2.Choix des critéres de validation

Les caractéristiques a valider sont étroitement liées a la nature de la méthode
analytique, le tableau XVII donne les criteres a valider pour chaque type de méthode. Il est a
noter que les criteres listés dans ce tableau sont au minimum requis pour une caractérisation
complete de la méthode. Toutefois, selon les référentiels applicables au domaine concerné,

d’autres caractéristiques pourront étre exigées (exemple : robustesse).

Tableau XVII : Caractéristiques a valider en fonction de la procédure analytique [49]

Type d’analyse Identification Impuretés Dosage
Caractéristique — Dissolution (mesure
Quantitat. Teneur seulement)
limite — Teneur/activité
Exactitude - + - +
Précision - + - +

- Répétabilité -

- Précis Interméd - +(1) - +(1)
Spécificité (2) + + + +
Limite de détection - - (3 + -
Limite de dosage - + - -
Linéarité - + - +
Ecart d’utilisation - + - +

- : Caractéristique qui n'est normalement pas évaluée

+: Caractéristique normalement évaluée

(1) Si la reproductibilité est évaluée, il n'est pas nécessaire de déterminer la précision
intermédiaire.

(2) Si la méthode est insuffisamment spécifique, cette déficience peut étre compensée par la
spécificité d'une ou de plusieurs autres épreuves complémentaires auxquelles 1'échantillon est
soumis.

(3) Parfois nécessaire.

3.3. Protocoles de validation

La démarche de validation harmonisée décrite dans le guide de la SFSTP [54-56]
propose plusieurs protocoles en fonction de la connaissance préalable de la méthode a valider

(absence ou présence d’'un effet matrice).

Apres avoir vérifié la spécificité de la méthode analytique, deux gammes de solutions
sont préparées ;

- Standards d’étalonnage (SE) : Solutions de concentrations connues, préparées a partir de
la substance a doser dans un milieu renfermant ou pas la matrice et ce, en fonction de
I'absence ou de la présence de cet effet matrice. Ces solutions servent a tester les
différentes fonctions de réponse : Signal de 1'équipement en fonction de la concentration

(quantité) de la substance.
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- Standards de validation (SV): Solutions de concentrations connues, préparées
obligatoirement avec la matrice. Elles ont pour but la détermination de I'erreur totale de
chaque niveau de concentration, le calcul de l'intervalle de tolérance et 1'établissement le
profil d’exactitude avec la détermination des limites inférieure et supérieure de

quantification (intervalle de dosage).

En ce qui concerne les préparations des SE et SV (niveaux de concentrations, nombres
de séries et de répétitions), celles-ci dépendent du protocole de validation retenu. Le
logigramme de la figure 15 présente la démarche proposée dans le guide SESTP [54] pour

sélectionner un plan expérimental de la validation.

Construira ot analvsor las nrofiis d'axactitude chtanus
Construire ot analysar lo e d'exactitude cbienus

€ proft aCcTLs

v

Sélectionner le crofil répondant 2 I'objectif de la procédure

Figure 15 : Choix d"un protocole de validation [54].
SE : standard d’étalonnage. SV : standard de validation

Le tableau XVIII présente, le nombre minimal d’essais a réaliser pour valider une

procédure analytique en fonction du protocole choisi.
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Tableau XVIII : Choix de nombre des standards d’étalonnage et de validation en fonction
du protocole retenu [54].

Standard Niveau de Protocole
andar
S concentration Vi1 V2 V3 iz V5
SE. Etal Bas 2 2
- = aronnage Médian 2 20 2 20
Sans la matrice
Haut 2m 2 2 2
Bas 2 2
SE. Etalonnage Médian 2 20 20
Avec la matrice Haut 20 2 2
Additif 26
SV. Validati Bas 3 3 3 3 3
- vaudaton Médian 3 3 3 3 3
Avec la matrice
Haut 3 3 3 3 3
Nombre minimum de séries 3 3 3 3 3
Nombre total d’essais 33 45 39 63 45

L. Sélection d’un niveau de concentration supérieure a la concentration cible pour 1’étalonnage (exemple : 120% de la
concentration cible).

2, Suppression possible du niveau de concentration médian pour I’étalonnage sur la base du modéle de régression
retenu pour exprimer la fonction de réponse (exemple : modéle plus simple comme le modéle mathématique des
moindres carrés). Dans ce cas, le nombre total est de 39 essais pour les protocoles V2 (sans matrice) et V5 (avec la
matrice). Le nombre d’essais est de 51 pour le protocole V4.

3. Addition d’un niveau de concentration supplémentaire pour une fonction de réponse nécessitant un modéle plus

complexe (exemple : fonction logistique a quatre parameétres).
Note :

En ce qui concerne la validation analytique des méthodes de dosage de traces de
contaminants dans le cadre de la validation du nettoyage, une démarche allégée peut étre
observée, elle consiste essentiellement a démontrer la spécificité de la méthode vis-a-vis des
outils de nettoyage et de prélevement ainsi que des surfaces a nettoyer et de calculer les
limites de détection et de quantification qui doivent étre inférieures aux limites d’acceptation

(exprimées en unités de concentration).

4. Etude statistique de la validation analytique
4.1. Spécificité
La spécificité peut étre démontrée de deux manieres :

- Soit par comparaison des réponses instrumentales obtenues a partir des solutions de
placebo, de standard d’étalonnage et de standard de validation. La réponse de la solution
placebo doit étre statistiquement nulle, celles des solutions standards (SE et SV) doivent

étre statistiquement comparables.
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- Soit par comparaison de la droite de régression linéaire (réponse ; concentrations) obtenue
a partir des standards de validation (avec matrice) avec celle obtenue a partir des
standards d’étalonnage.

La comparaison des droites est basée sur le test t de Student selon une stratégie statistique
qui permet la recherche d’effet matrice et/ou des erreurs systématiques en vérifiant la
spécificité de la méthode [50].

4.2. Fonction de réponse
Apres obtention des données brutes des mesures effectuées sur les standards
d’étalonnage, il convient d’établir une fonction de réponse qui relie les réponses

instrumentales (Y) a la concentration (ou la quantité de la substance a doser) (X).

Y=f(X)+¢e

Avec g lerreur résiduelle associée a la fonction de réponse. Cette fonction n’est pas

nécessairement linéaire mais elle doit étre strictement monotone sur l'intervalle de dosage

envisagé [55].

La fonction de réponse choisie doit fournir une erreur résiduelle la plus faible
possible.

Différentes fonctions de réponse peuvent étre envisagées lors de la validation d'une
méthode analytique. Comme illustré au tableau XIX, le choix dépend du type de méthode

(méthode physicochimique, bio analytique, immuno-dosage, etc.).

Tableau XIX : Exemples de fonction de réponse [55].

Type Equation Parameétres Linéaire
]’)rqltfe passant par Y =X Pente B Oui
I'origine
et g Ordonnée a I'origine o .
Fonction linéaire Y =a+pX Oui
Pente 8
Fonction quadratique Y =a+BX+yX? a, B,y Oui
d—a
Fonctiort logistique a Y=a+ o F By, Non
4 parametres 1+ (?)
Yeat—2"C
. I A =g+ —
Fonctlort logistique a ¥ gY a, B, v, 5, W Non
5 parametres 1+ (?)

En industrie pharmaceutique et s’agissant des méthodes physicochimiques, la fonction
de réponse la plus utilisée est une droite (passant par 0 ou non). Pour les méthodes bio-
analytiques, la fonction quadratique peut étre envisagée dans certains cas.

Des transformations mathématiques sont également envisageables. Par exemple, le
logarithme népérien ou la racine carrée peuvent étre appliquées a la concentration X ainsi qu’a
la réponse Y. Il est cependant recommandé de n’appliquer ce type de transformation qu’avec

les modeéles linéaires [54].
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4. 3. Alignement des observations

Si, pour un niveau de concentration, les quantités introduites ne sont pas identiques
pour toutes les séries (souvent pour de raisons de pesées qui doivent étre indépendantes), il
est indispensable de procéder a un alignement des réponses sur la concentration moyenne.
Cela consiste a transformer les réponses observées yijk en réponses alignées sur la moyenne
des concentrations yijk,c [55].
Ou;
— 1€ [l, p] lindice de série,
— j € [l, m] I'indice de concentration,
— k€ [l, n] I'indice de répétition.
En validation, I'alighement s’applique aux réponses obtenues avec les standards de
validation en utilisant les équations ou fonction de réponse obtenues avec les standards de
d’étalonnage. Ainsi l'alignement des nj répétitions du niveau de concentration j de la série i

s’effectue comme suit :
Yijke= Yij+ f (Xif)— f (xijic)
Avec:

— xiik: Concentration introduite du niveau j de la série i répétition k.
— xij:Moyenne des concentrations introduites du niveau j de la série i.
—  Vike: Réponse instrumentale obtenue pour la concentration xij

—  Vike: Réponse instrumentale alignée sur la concentration moyenne X

Le tableau XX illustre les regles d’alignement pour les différentes fonctions de réponses.

Tableau XX : Régles d’alignement pour différentes fonctions de réponse [55].

Fonction de réponse

Régle d’alignement

Droite (passant ou pas par 0)

Yijie = Yije + Bil%ij —

xijk]

Fonction quadratique

YVijke = Yije + Bil%ij — i) + Vil %ij — x|

L

A~

Yijie = Yijk + (8 — &

Fonction logistique

4.4. Prédictions inverses

Apres avoir choisi le modele mathématique adéquat, les concentrations en analyte sont
estimées a partir de 1'équation de la fonction et les réponses (alignées ou pas), on parle des
prédictions inverses.

Les prédictions inverses pour les différents modeles de régression sont obtenues pour

chaque fonction de réponse selon les équations décrites dans le tableau XXI.
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Tableau XXI : Calcul des prédictions inverses pour différentes fonctions de réponse [55].

Type de la fonction de réponse Equation
) Yijk
Droite passant par 0 Xijk,calc = G_
i
_ Viik — 0
Droite (ne passant pas par 0) Xijk,cale = %
i

Fonction quadratique

—Bi+ \/Biz —49:(8; — Yiji)

Fonction logistique a 4 paramétres

Fonction logistique a 5 parametres

xijk,calc G
i

o 6
Xijk,calc = Yi =

. 6 —

Xijk,calc = Yi =
7 Yijie = &

Note;

— Si les observations ont été alignées, il convient de remplacer les valeurs de yijk par celles

de yijk,c dans le tableau précédent.

— Si une transformation a été utilisée il est demandé de réaliser les transformations inverses

apres ce calcul en retour [55, 58].

4. 5. Calcul de la justesse et de la fidélité

4.5.1. Modéle

« L’estimation de la justesse et de la fidélité de la méthode s’effectue a partir des

concentrations calculées provenant des standards de validation. Cette estimation est réalisée a

chacun des j niveaux de concentrations considérés a 1'aide du modele statistique suivant »

[55]:

Avec:

Xijk= Uit Qijt Eijk

xijk est la k-iéme concentration calculée du niveau j de la i-eme série.

— W est la moyenne des concentrations calculées du niveau de concentration j.

— i est au niveau j I'écart entre la moyenne de la i-eme série et la moyenne p; ; aij est

considéré comme une variable aléatoire ayant une distribution normale de moyenne 0

et de variance o7%;.

— &jk est l'erreur expérimentale, considérée comme une variable aléatoire ayant une

distribution normale de moyenne 0 et de variance o?w,,.

Les variances o%,; et o?w; représentent les variances inter-série et intra-série,

respectivement.

La méthode du maximum de vraisemblance restreint est utilisée pour estimer a chaque

niveau de concentration j les parametres i j, 0%, et 0?w,; du modele [55].
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~ 1 P Znij
= - X
u Zg;lnij i=14&k=1""ijkcalc

1 yp = = 2
MSM = p—14i=1 n;; (xij,calc - xj,calc)

=1 Py 2
MSE; = 3P i=1 Zkzl(xijk,calc - xij,calc)

i=1"j ~P
Ou : MSMjjet MSE; : maximum de vraisemblances pour chaque niveau de concentration j.

— Xijcalc: moyenne des concentrations calculées du niveau j de la série i.
—  Xjeae: moyenne des concentrations calculées du niveau j.
—  Xijkeale: cOncentration calculée du niveau j de la série i répétition k.
— n:nombre de répétition.
— p:nombre de série.
Dans le cas d'un schéma équilibré (le nombre de répétitions n est identique pour tout

niveau de concentration dans chaque série), les composantes de la variance du niveau sont

estimées comme suit [55] ;

— SiMSEj<MSMj;
o4y = MSE;
2 _ MSM; - MSE;
B,j~ n
—  Si MSEj>MSMj;
1 P k
~ _ 2
O'%V,j = pn — 1 Z Z(xijk,calc - xj,calc)
i=1j=1

4.5. 2. Justesse

« La justesse (ou le biais) de la méthode a un niveau de concentration est obtenue en
calculant la différence entre la moyenne arithmétique des concentrations introduites et la

moyenne des concentrations calculées » [55].

Le biais peut s’exprimer en termes absolu, relatif ou de recouvrement par rapport aux

quantités introduites, comme suit :

i — X
biais(%); = 100 x %
Jj

Recouvrement(%); = 100 X ?

J
Avec:

— fii: moyenne des concentrations calculées du niveau j

— Xj: moyenne des concentrations introduites du niveau j.
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4.5. 3. Fidélité

« L’estimation de la variance intra-série donne une estimation de la variance de
répétabilité tandis que la somme des estimations des variances intra- et inter-série donne une
estimation de la variance de fidélité intermédiaire » [55] :

Fidélité intermédiaire : 67p; = 0, + 0%
CVrepetavitite = 100 0y j/ Xj caic
CV ridéité intermédiaire = 100 G p / Xj calc
4, 6. Calcul de I'’exactitude

L’exactitude exprime l'étroitesse de 1'accord entre le résultat d’essai et la valeur de

référence acceptée, elle est déterminée pour chaque mesure :
Exactitude=x-p
Avec

— x:concentration prédite

— M :concentration introduite

Pour chaque modele et chaque observation 'exactitude de la mesure en valeur relative

est donnée comme suit :

Exactitude(%) = XM;" x 100

4.6.1. Erreur totale et profil d’erreur totale :
Chaque mesure obtenue est le reflet de la vraie valeur, du biais de la méthode et de sa
fidélité, ce qui s’exprime comme suit ;
X = + IBiaislproceaure+ Fidélité Intermédiaire procédure
X - p = |Biaislprocéiure + Fidélité Intermédiaire procedure
X — n = Erreur Totale procédure

ET+ = |Biaisls + CV %

L’erreur totale d'une procédure analytique évalue son aptitude a produire des
résultats exacts. Donc I'estimation de I'erreur totale d’une procédure est fondamentale pour
juger de la validité d’une méthode.

Cette erreur totale, comme indiqué ci-dessus, est la somme de la justesse (biais) et de la

fidélité [55].
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4.6.2. Calcul de I'intervalle de tolérance

L’importance dans une validation analytique n’est pas uniquement la validité des
résultats obtenus avec I’erreur totale, mais plutot la garantie ou une représentation de ce que
la méme procédure analytique donnera comme résultats dans le futur, C’est le role de

I'intervalle de tolérance et du profil d’exactitude [55].

L’estimation des parametres y;,65 ; et 6, ; a chaque niveau de concentration j a pour
but d’estimer la proportion attendue d’observations dans les limites d’acceptation prédéfinies
[-A, +A].

L’intervalle de tolérance est calculé pour chaque niveau de concentration envisagé
avec les standards de validation.

Pratiquement, l'intervalle de tolérance est calculé (en valeur absolue) selon les
formules ci-dessous [55] ;

Avec;
Ej, o, Pxliy — kOy <X <fiy + kGylfiy, o]} = B
0%1; = O, + Op;

3 (R+ 1)
B (R+1/n)2+1—1/n
P-1 Pn
1+8
)

v

Q. (vi
n : nombre de répétitions
p : nombre de séries
v: Degré de libérté
B (B — expectation tolerance interval) : représente le pourcentage des résultats dont la différence
entre la valeur déterminée X et la valeur vraie V est inférieure, en valeur absolue a A

Q; : quantile S de la distribution t de Student a v degrés de liberté

Le méme intervalle en échelle relative devient :

o 1+ 1 - 1+ 1
biais(%); — Q; (v; > ) 1+ PnB]? CVi1j; biais(%); + Q; (v; > ) 1+ WCVFJJ

J

La méthode est considérée comme étant exacte au niveau de chance [3 pour le niveau
de concentration concerné, si l'intervalle de tolérance est inclus dans les limites [-A, + A]

préalablement définies [55].
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4.6.3. Etablissement du profil d’exactitude
Le profil d’exactitude est obtenu en reliant entre elles les bornes supérieures puis les
bornes inférieures de I'intervalle de tolérance [55] :

1+
2

h
I

j = biais(%); — Q; (v;

1+
2

<
I

j = biais(%); + Q; (v;

Si le profil d’exactitude est totalement inclus dans les limites d’acceptation [-A, +A], on
peut déduire qu’en analyse de routine, le pourcentage des résultats dont la différence entre la
valeur déterminée X et la valeur vrais V est inférieur, en valeur absolue a A sera au moins
égale a .

prob([X—-V|<A) =

4.6.4. Choix de la fonction de réponse

Parmi les fonctions de réponse testées, seules sont retenues celles dont les profils
d’exactitude sont compris dans l'intervalle de tolérance. Outre ce critere de sélection, la
fonction de réponse la plus simple est choisie (Exemple : fonction linéaire simple ou passant
par zéro).

Il est a noter, qu’en plus de ces criteres de choix, le modele retenu doit donner une
linéarité avec une droite ayant un coefficient de détermination satisfaisant (R? > 0,99 est
souhaitable).

4. 7. Linéarité

La linéarité d'une procédure d’analyse est sa capacité a l'intérieur d'un certain
intervalle de dosage d’obtenir des résultats directement proportionnels a la quantité de
I'analyte dans l’échantillon. Rappelons que l'exigence de linéarité s’applique aux résultats
(concentration calculée = f (concentrations introduites)), pas aux réponses (signal = f

(concentrations introduites)) [55].

4.8. Limites de quantifications

A partir du profil d’exactitude, l'intersection entre les tracés (inférieur et supérieur) et
les limites d’acceptation définissent les limites de quantification basse et haute de la
procédure.

« Entre ces deux limites, on définit Iintervalle de dosage. De la sorte que, les limites de
quantification sont bien les valeurs extrémes qui peuvent étre quantifiées avec une exactitude
définie » [55].
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4.9. Robustesse

4.9.1. Définition

« Capacité d'une méthode d’analyse a rendre des résultats exacts en présence de
faibles changements des conditions expérimentales, susceptibles de se produire dans
l"utilisation de cette procédure » [50].

Pour la détermination pratique de la robustesse, on applique la procédure d’analyse en
faisant varier les parametres retenus. Afin de diminuer le nombre d’essais a réaliser, un plan
d’expérience factoriel sera utilisé.

Ce changement consiste en tout écart pouvant se produire pour un parametre donné
par rapport a sa valeur nominale définie dans la procédure d’analyse.

4.9.2. Parameétres opératoires :

Les parametres opératoires a considérer pour une étude de robustesse sont ;

— Parametre A : Teneur en principe actif.

— Parametres B, C, D... : Parametres liés aux conditions analytiques de la méthode (débit
et pH de la phase mobile, longueur d’onde de détection... etc.).

La valeur donnée a un facteur pour réaliser un essai est appelée niveau.

Un facteur varie entre deux limites
La limite inférieure dite niveau bas noté -1
La limite supérieure dite niveau haut noté +1
4.9.3. Constitution d'un plan d’expérience : Exemple d’un plan a 3 facteurs

Le nombre d’essais a réaliser est de 23 = 8 (nombre de niveaux de variation d'un

parametre élevé a la puissance de nombre de parametres étudiés).

La matrice des essais des facteurs est construite sous forme d’un tableau de la fagon suivante :
- Colonne du premier facteur : alternance -1 et +1 (de 1 en 1)
- Colonne du deuxieme facteur : alternance —1 et +1 (de 2 en 2)
- Colonne du troisieme facteur : alternance -1 et +1 (de 4 en 4)

Tableau XXII : Plan d’expérience pour I’étude robustesse [50].

Numéro de Parameétres Interactions Réponses
I'essai A (teneur) B C AB | AC | BC | ABC
1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 y1
2 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1 y2
3 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 ys3
4 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 y4
5 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 ys
6 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1 ye
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 y7
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 ys
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Le signe contenu dans les colonnes A, B et C est celui de la déviation des parametres
par rapport a sa valeur nominale.
Les notations AB, AC, BC désignent une interaction éventuelle a deux parametres sur

la réponse yi. La notation ABC désigne une interaction a 3 parametres.

Les signes des colonnes AB, AC ; BC et ABC est le produit algébrique des colonnes A,
B et C [50].

Chaque line du tableau XXII représente un essai.
4.9.5. Détermination de I’effet d’un parametre

Afin d’évaluer la robustesse d’une méthode analytique, on évaluera l'effet de chacun des
03 parametres décrits dans le tableau XXII et leurs interactions éventuelles sur la teneur en

principe actif dans la solution échantillon [50].
> Notations [50] :
a, b et c : respectivement, effet du parametre A, B et C
ab : effet de I'interaction des deux parametres A et B
ac : effet de I'interaction des deux parametres A et C
bc : effet de 'interaction des deux parametres B et C
abc : effet de I'interaction des trois parametres A, B et C.
> Calcul de la réponse yi

Dans le tableau XXII, la réponse obtenue dans un essai est la somme des effets des

parametres multipliés par leurs signes dans la ligne considérée + la moyenne yo

: Parameétres Interactions
Numéro de A Réponse
Iessai B | c|AB | Ac | BCc | aBC 5
(Teneur)
1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 y1
Effet a b C ab Ac bc abc
Effet x signe -a -b -c | ab Ac bc -abc somme
y1=yo+somme

yi1=yo—a-b-c+ab+ac+bc-abc
y2=yo+a-b-c-ab-ac+bc+abc

ys=yo+a+b+c+ab+ac+bc+abc
> Calcul de I'effet d'un parametre (ou d'une interaction des paramétres)
Les effets seront calculés pour chaque parametre somme suit :
- Multiplier chaque réponse par le signe correspondant de la colonne du facteur
- Additionner les produits obtenus.

- Diviser la somme par le nombre d’essais.
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> Calcul de l'intervalle de confiance d’un parametre : Pour chaque parametre ou

interaction de parametres, l'intervalle de confiance est calculé selon la formule

suivante [50] ;

o Xt
Intervalle de confiance = Effet + exp \/sﬁtudent

Cexp : écart type expérimental des réponses expérimentales

tstudent : coefficient de Student pour une probabilité 1-a/2 et un degré de liberté (ddl) =n- 1

Pour un plan d’expérience a 3 parametres, N = 8 et t student (a0 = 0.05 dd1=7) = 2.365 ;

Intervalle de confiance = Effet + 0.836 Gexp

Tableau XXIII : Calcul de I’effet et de l'intervalle de confiance des paramétres A, B, C et de
leurs interactions.

, ign Signe Signe Signe Signe Signe Signe
Essai Repo?ses jegAi degB X degC x | de iB x | de iC x | de gC x | de ngBC
Yi yi yi yi yi yi yi X yi
1 y1 -y1 -y1 -y1 +y1 +y1 +y1 -y1
2 y2 +y2 -y2 -y2 -y2 -y2 +y2 +y2
3 y3 -ys3 +ys3 -ys3 -ys3 +ys3 -ys +ys
4 y4 +y4 +y4 -y +y4 -y -ya L
5 ys -ys -ys ys +ys -ys -ys +ys
6 NG +Ys -ys NG -ys +ye -ye -y
7 y7 -y7 +y7 y7 -y7 -y7 +y7 -y7
8 ys +ys +ys ys +ys +ys +ys +ys
Sommes So S1 S2 Ss S Ss Se Ss
Effets | yo=Su8 | a=S/8 | b=Sy8 | c=Su/8 ";IZ/; ;‘5’ /Z 1;: /Z a;‘/";
Lim inf IC = Effet —
0,836 Gexp
Lim inf IC = Effet +
0,836 Gexp

Lim inf IC : Limite inferieur de l'intervalle de confiance

Lim sup IC : Limite supérieur de l'intervalle de confiance

4.9.5. Interprétation :

- Si la valeur 0 est comprise dans l'intervalle de confiance d’un parametre, l'effet de ce

parametre pour les variations admises est non significatif sur la réponse obtenue. La

méthode sera jugée robuste pour la variation du ce parametre [50].

- Sila valeur 0 n’est pas comprise dans l'intervalle de confiance d'un parametre, 1'effet de

ce parametre pour les variations admises est significatif sur la réponse obtenue. La

méthode sera jugée non robuste pour la variation du ce parametre (pour le parametre A

et étant donnée la sensibilité de la méthode a la teneur du principe actif, I'intervalle de

confiance de ce parametre doit obligatoirement contenir la valeur 0) [50].
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4.10. Stabilité des solutions

La stabilité des solutions n’est pas un parametre propre de la validation, mais il est
nécessaire de 1’évaluer durant la phase de validation car elle permet de définir les conditions
et la durée de stabilité des différentes solutions analysées.
Les solutions concernées par I'étude sont ;
— Solution standard : SE 100 %.
— Solution échantillon : SV 100%.

La stabilité de ces solutions est étudiée pour une durée bien déterminée (généralement
de 3 a 7 jours, correspondant a la durée moyenne d’une validation analytique) et dans
différentes conditions. A titre d’exemple et sans étre limitatif, les conditions suivantes
peuvent étre appliquées pour une analyse par HPLC.

— Stabilité dans le passeur échantillon.
— Stabilité a température ambiante.

— Stabilité au réfrigérateur (2 — 8 °C) au dans les conditions de congélation.
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PARTIE EXPERIMENTALE - CHAPITRE 1: VALIDATION DU NETTOYAGE DE
LA CENTRALE DE PESEE

Le présent chapitre a pour objet de documenter la méthodologie et les résultats de la
validation du nettoyage des balances et des surfaces de la centrale de pesée (CDP) de
Biopharm industrie. Le protocole de validation proposé fait référence aux exigences
réglementaires et de qualité des BPF, a la littérature scientifique et a la politique qualité de

I'entreprise.
1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel
1.1.1. Description de la CDP de Biopharm industrie
La CDP de BIOPHARM industrie est organisée en plusieurs zones ;
— Zone d’acces au magasin ou se trouvent les matieres premieres a peser pour la
fabrication d"un nombre de lots précis durant une journée.
— Les box de pesée : deux box identiques ou1 sont pesé€es les matieres premieres sous un
flux d’air laminaire. Chaque box contient 3 balances :
> Balance 1 : capacité de 300 Kg
> Balance 2 : capacité de 64 Kg
> Balance 3 : capacité de 420 g
— La zone de stockage intermédiaire : ou sont regroupées les matieres pesées dans des
sacs alimentaires étiquetés.

Le schéma de la CDP est présenté dans la figure 16.

i
*STOCKAGE” toxe pesEE"

MATEDIE]

LLLLLLLLL

PROPRE- ) )
iy L i
7 +:<.“E._=:EZEE’

_]:LD_EI:___

TAVERIE

CENTRALE DE PESEE!

—

LEGENDE

- WARQUAGE AU SOL ZONE STOCKAGE AVANT PESEE]
mm  POSTE INCENDIE

% “RINCE OEIL

mmmp  SENS DEVACUATION

Figure 16 : Schéma de la centrale de pesée de Biopharm industrie
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1.1.2. Matériel de controle
Tableau XXIV : Liste du matériel de controle utilisé — Validation du nettoyage de la CDP

Désignation Marque Usage

SHIMADZU LC20 (1)

Waters, Alliance 2695 — Détecteur UV (2) Dosage (obtention des
HPLC Waters, Alliance 2695 — Détecteur Barrette chromatogrammes)
de diodes (2)
Dionex (2)
Purificateur Human corporation (1) Eau purifiée
d’eau p p
Distillateur Lab-Tech (1) Eau distillée
Pompe i vide Fisher Bioblock Scientific Filtration de la phase
omp Pax=4 bar (1) mobile
Sonicateur Advantage-LAB Solubilisation

: T tnéisation d
Aglta,te-urs NAHITA ModeL.690-1 (1) omogenel'sa ion des
magnétique solutions
KERN, Précision 10°g (1)

Balalzlces Sartorius précision 10° g (2) Pesée

analytiques
METLER TOLEDO Précision 10 g (1)
pH-meétre METLER TOLEDO (1), (2) Mesure de pH

(1) : Matériel du laboratoire de Chimie Analytique — Département de Pharmacie de Tizi
Ouzou.
(2) Matériel du Laboratoire de Contrdle Qualité — Biopharm Industrie.

Tableau XXV : Liste de la verrerie utilisée— Validation du nettoyage de la CDP

Verreries Autres

— Fioles jaugées : 50 mL, 100 mL, 250 mL,

1000 mL, 2000 mL. — Poires.
— Béchers. — Pissettes.
— Eprouvettes : 1000 mL, 2000 mL. — Spatules.
— DPipettes graduées de 20 ml. — Les filtres seringues millipores.
— DPipettesjaugées: 1 mL, 2 mL, 5mL, 10 mL | — Barreaux magnétiques.

et 20 mL.
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Tableau XXVI : Liste des réactifs utilisés— Validation du nettoyage de la CDP

Réactifs

Provenance

Données physicochimique

Phosphate
Mono-potassique

SIGMA ALDRICH

Formule brute : KH2PO4
N° CAS :7778-77-0
Mr : 136,09 g/mol

Acide chlorhydrique

SIGMA ALDRICH

Formule brute : HCI
N° CAS : 7647-01-0
Mr:36,46 g/mol
p: 1,19g/cm?

Acide phosphorique

SIGMA ALDRICH

Formule brute : HsPOs
N° CAS : 7664-38-2
Mr: 98,00 g/mol
p:183¢g/cm?3

Meéthanol grade
HPLC

BIOCHEM Chemopharma

Formule brute : CHsO
N° CAS : 67-56-1
Mr: 32,04 g/mol

p:079g/cm?

Acétonitrile grade
HPLC

BIOCHEM Chemopharma

Formule brute : C2HsN
N° CAS : 75-05-8
Mr: 41,05 g/mol
p:0,8g/cm?

Eau distillée

Préparée avec le distillateur
LAB-TECH

Formule brute : H2O
N° CAS : 7732-18-5
Mr: 18 g/mol
p:l1g/cm3

Tableau XXVII : Liste des matiéres premiéres utilisées— Validation du nettoyage de la CDP

Matieres premiéres

Provenance

Principes actifs

Kétoprofene

Biopharm industrie

Tableau XXVIII : Caractéristiques des écouvillons utilisés. — Validation du nettoyage de la

CDP
Ecouvillons Dimensions Provenance
CleanTips® Swabs TX | Largeur de la téte: 12,7 mm
714A, model Large | Largeur du manche: 52 mm .
A ITW Texwipe
Alpha® Swab. Longueur de la téte : 25,7 mm Philippines
Matériaux : polyester Longueur du manche : 101,8 mm
Longueur totale : 127,5 mm
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1.2. Méthodes
La méthodologie de validation du nettoyage de la centrale de pesée selon l’approche
pires cas repose sur les éléments suivants ;
—  Choix du traceur ;
— Détermination des criteres d’acceptation.
— Validation de la méthode de dosage du contaminant a I’état de traces.
— Validation de la méthode de prélevement par écouvillonnage.
— Reproductibilité du procédé de nettoyage.
1.2.1. Choix du traceur
1.2.1.1. Choix du traceur physicochimique
Les criteres de sélection et les échelles associées pour chaque critere retenu pour le
choix du traceur physicochimique sont ;
A. Nature de la matiére premiere : Dans le cadre de la présente étude, quatre types de
matieres premieres sont distingués ; principes actifs, conservateurs, excipients a effet
notoire et excipients sans effet notoire. La nature de la matiere premiere est cotée de 1 a

4 comme indiqué dans le tableau XXIX.

Tableau XXIX : Echelle de la nature d'une matiére premiére pour le choix du traceur
physicochimique. Validation du nettoyage de la CDP

Nature de la matiére premiere (N) Coefficient attribué
Excipient sans effet notoire N=1
Excipient a effet notoire N=2
Conservateurs (antimicrobiens et antioxydants) N=3
Principe actif N=4

B. Etat physique de la matiére premiére : Les matieres premieres objet d’étude ont des
états physiques différents, la majorité sont a I'état de poudre (solide), certaines a 1'état
liquide et d’autres sont sous forme de semi-solides.

L’état physique de la matiere premiere est coté de 1 a 3 comme l'indique le tableau XXX.

Tableau XXX : Echelle de 1’état physique d’une matiere premiére pour le choix du traceur
physicochimique. Validation du nettoyage de la CDP

Etat physique de la matiere premieére (E) Coefficient attribué
Liquide E=1
semi solide (pateux) E=2
Solide E=3

C. Solubilité dans I’eau et dans 1’alcool : Les termes descriptifs retenus sont ceux décrits
par la pharmacopée européenne et énoncés dans le tableau VII. La solubilité d'une
matiere premiere est cotée d’un coefficient noté de 1 a 3 tel qu’est décrit dans le tableau

XXXI.
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Tableau XXXI : Echelle de solubilité d’'une matiere premiére pour le choix du traceur
physicochimique. Validation du nettoyage de la CDP

Solubilité dans 1’alcool (S) Coefficient attribué
Treés soluble, facilement soluble et soluble S=1
assez soluble et peu soluble S=2
trés peu soluble et pratiquement insoluble. $=3

Comme référence pour ce parametre, sont consultés les documents suivants ;
Pharmacopées (européenne et américaine), fiches des données de sécurité et tout autre
document scientifique.

Pour tenir compte de la solubilité d’une substance dans les deux solvants, la somme des
deux coefficients est utilisée pour le parametre solubilité afin de calculer le score final.

D. Nettoyabilité :

L’échelle de nettoyabilité est présentée dans le tableau XXXII, elle est notée de 1 a 5.
L’attribution des coefficients suit la méme méthode que l'approche traditionnelle de
validation du nettoyage des équipements de fabrication.

Tableau XXXII : Echelle de nettoyabilité

Termes descriptifs de la nettoyabilité Coefficient attribué
Facile a nettoyer Net=1
Moyennement facile a nettoyer Net=2
Difficile nettoyer a nettoyer Net=3
Tres difficile a nettoyer Net=4
Enormément difficile Net=5

Note: Les matieres premieres pour lesquelles les données nettoyabilité ne sont pas
suffisamment disponibles sont considérées comme difficiles a nettoyer, ce qui correspond a
une situation défavorable. Une révision de la matrice sera effectuée continuellement et a fur et
a mesure de la disponibilité de ces données de nettoyabilité.

E. Toxicité : L’échelle de toxicité choisie est celle établie par Hodge et Sterner [31].

Afin d’attribuer un indice proportionnel a la toxicité d"une substance, la numérotation est

volontairement inversée (le chiffre le plus grand est donné a la toxicité la plus élevée donc

a la DL 50 la plus basse) et ce, pour rendre proportionnelle la toxicité a I'indice attribué.
L’échelle de toxicité est notée de 1 a 6 comme l'indique le tableau XXXIIL

Tableau XXXIII : Echelle de toxicité

Termes descriptifs de la toxicité DL 50 par voie orale Coefficient attribué
Relativement inoffensif >15g/Kg T=1
Presque pas toxique 5-15g/Kg T=2
Légerement toxique 05-5g/Kg T=3
Modérément toxique 50 -500 mg / Kg T=4
Hautement toxique 1-50mg/Kg T=5
Extrémement toxique <1mg/Kg T=6

Les valeurs des DL50 sont décrites dans les fiches des données de sécurités (FDS) ou
SDS (pour Safety Data Sheet en anglais) des substances et dans la littérature scientifique.
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F. Volatilité et pulvérulence : Coté d’un coefficient noté de 1 a 2 comme décrit dans le
tableau XXXIV. Les données de volatilité sont recueillies aupres d’un opérateur qualifié
et expérimenté dans le nettoyage de la centrale de pesée.

Tableau XXXIV: Echelle de volatilité d'une matiére premiére pour le choix du
traceur physicochimique. Validation du nettoyage de la CDP

Volatilité (V) Coefficient attribué
Non volatile V=1
Volatile V=2

Note : Les matieres premieres pour lesquelles les données de volatilité ne sont pas disponibles

sont considérées comme étant volatiles.

Dans la présente étude, a I'exception du carbomeres (polymere de l’acide acrylique) et de
la silice colloidale qui présentent une grande volatilité et une forte irritabilité des voies
respiratoires, ne sont pas tenus en compte les excipients sans effets notoires (vu leur nombre
tres important). Car d’une part, ils possedent des faibles coefficients pour les criteres nature et
toxicité, donc leur score final serait faiblement coté et d’autre part, de la non disponibilité

d’outil analytique pour leur dosage comparativement aux principes actifs.

Résultats : Le produit P (score final) des coefficients des criteres est calculé, le pire cas
correspond a matiere premiere ayant obtenu le score le plus élevé.
P=NxExSx(2xNet) x 2xT) x V
Avec;
— N :Indice de la nature de la matiére premiere.
— E:Indice de I'état physique.
— S:Indice de solubilité.
Net : Indice de Nettoyabilité.

T : Indice de toxicité.
— V:Indice de volatilité.

Compte tenu de leur importance, et en vue de les distinguer des autres criteres, les
criteres, toxicité et nettoyabilité sont pondérés d’un coefficient de deux (02).
Les résultats sont présentés sous forme d’un tableau regroupant les criteres de chaque
matiere premiere.
Tableau XXXV : Choix du traceur physicochimique pour la validation du nettoyage de la
centrale de pesée

s E 1 .1. 4 1 .1. A P 1
Matiere |\ ture | Ftat | Solubilite | Solubilite |\ o 1irits Wolatilité | Toxicite| TrO™t
premiére physique (eau) (alcool) P

MP 001

MP 002

MP N
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Note:
— Au cas d’égalité des valeurs de P (plus élevée), 'hiérarchie des criteres est donnée
comme suit ;

Nettoyabilité > Toxicité > Solubilité > Nature > Volatilité > Etat physique

D’apres les tableaux LII et LIII de la partie résultats et discussion, kétoproféne
matiére premiére est choisie comme traceur physicochimique pour la validation du
nettoyage de la centrale de pesée.

1.2.1.2. Choix du traceur microbiologique

Le choix du traceur microbiologique pour la validation du nettoyage de la centrale de
pesée est basé sur les criteres suivants :
— Limite d’acceptation.
— Présence ou absence d’une activité antimicrobienne.
— Echelle de nettoyabilité.
A chacun de ces criteres est attribuée une échelle.
A. Echelle des limites d’acceptation
Dans cette échelle que nous proposons, nous faisons référence aux criteres
d’acceptation décrits dans le tableau 5.1.4.-1 de la Pharmacopée européenne 9e édition —

Criteres d’acceptation de la qualité microbiologique des formes pharmaceutiques non stériles,

a chaque test microbiologique nous attribuons un coefficient pour le résultat obtenu.

— DGAT : Echelle notée de 1 a 4 en raison d’existence de 4 limites (les plus fréquentes) pour
ce parametre (107, 10?, 10° et 10%), pour la limite inférieure on attribue le coefficient le plus
bas et inversement pour la limite la plus large on attribue le coefficient le plus élevé car une
matiére premiére peut apporter une grande charge bactérienne aux surfaces lorsque ses
limites de DGAT sont tres élevées. Le tableau XXXVI présente I'échelle de la DGAT.

Tableau XXXVI: Echelle de DGAT

Norme de la DGAT Coefficient attribué
DGAT <10! 1
10'< DGAT £10? 2
102< DGAT £103 3
DGAT > 103 4

— DMLT : Echelle notée de 1 a 3 en raison d’existence de 3 limites les plus fréquentes pour ce
parametre (10, 102, 10%), pour la limite inférieure on attribue le coefficient le plus faible et
inversement pour la limite la plus large on attribue le coefficient le élevé. Le tableau
XXXVII présente I"échelle de la DMLT.

Tableau XXXVII : Echelle de DMLT

Norme de la DMLT Coefficient attribué
DMLT < 10! 1
10'< DMLT <102 2
DMLT > 102 3
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Pour 1'établissement du score final, il sera tenu compte de la somme des deux coefficients
(DGAT + DMLT) pour le critere « limite d’acceptation ».

B. Echelle de l'activité antimicrobienne : un agent antimicrobien lutte contre la
prolifération microbienne, sa présence dans une formulation d’un médicament peut
inhiber la croissance des microorganismes qui se trouvent sur les surfaces de la CDP.

—  Si Absence d'une activité antimicrobienne : un coefficient 2 est attribué.
— Si présence d'une activité antimicrobienne (conservateur, antibiotique ou
antifongique) : un coefficient 1 est attribué.

C. Echelle de nettoyabilité: L’échelle de nettoyabilit¢é dans le cadre de lanalyse
microbiologique est la méme que celle retenue pour la détermination du traceur
physicochimique.

D. Criteres de décision
Le produit des différents indices est calculé, le pire cas correspond a la matiere premiere

ayant obtenu le score le plus élevé.

La formule de calcul utilisée s’exprime comme suit :

Score = (indice DGAT + Indice) x Indice de nettoyabilité x indice de I’activité

antimicrobienne

Les résultats sont présentés sous forme d’un tableau regroupant les criteres de chaque
matiere premiere.

Tableau XXXVIII : Choix du traceur microbiologique pour la validation du nettoyage de la
centrale de pesée

Somme des indices des Absence ou présence
MP Limites d’acceptation Nettoyabilité d’une activité Score
(DGAT + DMLT) antimicrobienne
001
002
N

Note : En cas d’égalité de scores entre deux ou plus de matieres premieres, la priorité aux

criteres de sélection est donnée selon I'’ordre décroissant suivant ;

Limite d’acceptation > Nettoyabilité > Présence ou non d’une activité antimicrobienne.

Page | 97



PARTIE EXPERIMENTALE - CHAPITRE I: VALIDATION DU NETTOYAGE DE
LA CENTRALE DE PESEE

1.2.2. Etablissement des critéres d’acceptation
1.2.2.1. Critéres d’acceptation en vue de I’analyse physicochimique
A. Approche traditionnelle
La limite d’acceptation selon I’approche traditionnelle repose sur la valeur de la DL 50.
La limite la plus stricte est obtenue avec le principe actif ayant la valeur de la DL50 la plus
faible.

_ NOEL xFg xLg x70x1000
pg/cmZ - TB X S

MACO

Fs : Facteur de sécurité (0,01 pour les formes topiques, 0,001 pour les formes parentérales et

0,0001 pour les collyres et les formes injectables.

Ts : Dose thérapeutique (g/jour) la plus élevée des produits fabriqués dans 'entreprise.
Ls : plus petite taille du lot fabriqué dans 'entreprise (exprimée en g).

S : surface totale des surfaces de contamination dans la centrale de pesée.

70 : poids corporel d'un individu moyen.

NOEL : No Observed Effet Level ou dose sans effet observé de la substance contaminant
(NOEL = DL50 x 0,0005) et DL50 en mg/Kg.

B. Nouvelle approche basée sur la valeur de 1a PDE
La limite d’acceptation faisant appel a 'approche PDE, repose sur I'hypothese que la
contamination maximale tolérée n’entrainant aucun effet néfaste peut-étre retrouvée dans la
dose journaliére maximale du produit contaminé soit a une dose journaliere maximale Ts.
La quantité résiduelle contaminant un lot industriel de taille Ls est calculée comme suit ;
PDE minimale — Ts

m — Ls
PDE, X Lg
= —
m — S (surface de la centrale de pesée)

MACO pg/100 cm? — As =100 cm?

m

PDE,;, X Lg X As x 1000

MACOEcouvillonage = TB X S

MACO : Maximum Allowable Carry Over exprimé en ug de contaminant par 100 cm? de la
surface prélevée.

PDE : Permitted Daily Exposure minimal de la gamme des produits fabriqués par l'entreprise.
Ls : Taille minimale du produit suivant B (exprimée en g).

Ts : Dose thérapeutique journaliere maximale du produit suivant B (exprimé en g).

1000 : Facteur de conversion du mg en ug.
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1.2.2.2. Critéres d’acceptation en vue de I’analyse microbiologique.

La détermination des limites d’acceptation fait référence aux limites (spécifications en
ufc) les plus strictes décrites dans les pharmacopées pour les essais pour la qualité

microbiologique des produits pharmaceutiques.

1.2.3. Méthodes d’analyse
1.2.3.1. Méthode d’analyse physicochimique: Mise au point et validation de la
méthode de dosage des traces du kétoproféne.

Le traceur retenu en analyse physicochimique est le kétoproféne. Les taux résiduels
tolérés dans le cadre de la validation du nettoyage de la centrale de pesée doivent étre
inférieurs a la limite d’acceptation (exprimée en unité de concentration).

Il en résulte que la méthode d’analyse de dosage des traces du kétoprofene dans les
prélevements par écouvillonnage doit étre tres sensible avec une limite de quantification
suffisamment basse pour quantifier les taux résiduels du contaminant. Il est donc nécessaire

de mettre au point une méthode analytique qui répond a cet objectif.

La présente partie consiste a établir un protocole de validation analytique de la méthode
de dosage du kétoprofene a 1'état de traces. Le dosage est réalisé dans les prélevements par

écouvillonnage.

Note : Le kétoprofene est un traceur commun pour la validation du nettoyage de la
CDP, la ligne creme et gels et la ligne suppositoires. Un intérét particulier est accordé a la
validation analytique de ce principe actif en raison de la limite d’acceptation tres faible de la
CDP. Une fois validée, la méthode d’analyse peut étre appliquée a la validation du nettoyage

des deux lignes suscitées.

La validation analytique a été réalisée au sein du Laboratoire de Chimie Analytique du
Département de Pharmacie de Tizi-Ouzou en collaboration avec le Laboratoire de Contrdle
Qualité de Biopharm industrie, selon le guide élaboré par une commission de la SFSTP ayant
décrit un protocole de validation harmonisé, publié dans la revue STP Pharma pratique en

janvier 2006.

A. Mise au point d'une procédure analytique
Le kétoprofene a l'état de traces est dosé par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) a détection UV.

A.1. Description de la méthode
» Préparation des solutions
— Phase mobile : Acétonitrile /Eau/ Tampon pH = 3,5 (430 : 550 : 20).
— Solution tampon pH 3,5: Peser 3,4 g de dihydrogénophosphate de potassium

(KH2PO4) dans une fiole de 50 ml, compléter au trait de jauge avec de I’eau. Ajuster le

pH a 3,5 avec de I'acide phosphorique dilué.
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— Diluant (milieu de dilution) : Eau / Acétonitrile (60/40 Volume / Volume)
— Solvant de récupération : Ethanol absolu.
— Solution standard 100% : (concentration de kétoproféne a 0,81 pg/ml) correspondant

au MACO de la centrale de pesée exprimé en unité de concentration.

Dans une fiole de 100 ml, peser 40,5 mg du kétoprofene standard. Dissoudre dans un
volume suffisant du diluant et compléter au trait de jauge avec le méme solvant. Diluer cette

solution au 1/500em¢ dans le diluant.

A.2. Conditions chromatographiques :

— Colonne : C18 : longueur =150 mm, diametre interne = 4.6 mm, taille des particules =
Sum.

— Débit : 1.5 ml/min.

— Longueur d’onde de détection : 254 nm

— Volume d’injection : 50 pl

— Durée de I'analyse : 8 min

— Température : 30°C

B. Protocole de validation analytique

B.1. Choix du Protocol de validation

Selon le logigramme de la figure 15 qui permet de sélectionner un protocole de
validation et le tableau XVIII définissant les niveaux de concentrations et sachant que Ia
procédure de dosage est connue (absence d’effet matrice), le protocole adopté dans notre

étude est le V2 en utilisant 5 niveaux de concentrations pour les SE et les SV.
B.2. Choix des parametres de validation
> Domaine d’application et niveaux de concentrations

Le choix des niveaux de concentrations pour le dosage des traces du contaminant dans
le cadre de la validation du nettoyage est fait de facon a couvrir une gamme comprenant la
limite d’acceptation et des niveaux supplémentaires, régulierement espacés et positionnés au

tour de cette limite.

Pour le dosage du kétoprofene a l'état de traces dans le cadre de la validation du
nettoyage de la centrale de pesée, la limite d’acceptation exprimée en unité de concentration
est de 0,81ug/ml. Pour la validation analytique, 5 niveaux de concentrations a savoir ; 25%,
50%, 100%, 150% et 250% de cette limite ont été définis, ce qui correspond a des concentrations
de ; 0,2025 pug/ml, 0,405 pg/ml, 0,81 pg/ml, 1,215 pg/ml et 2,025 pg/ml.

Le tableau XXXIX et la figure 17 décrivent les préparations des niveaux de

concentrations pour la validation de la méthode de dosage de traces du kétoproféne.
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Tableau XXXIX : Préparation de la gamme de concentrations du kétoproféne
luti
S(;tzzllgn Prise d'essai de kétoprofene : 40,5 mg dans 100 ml du diluant.
Préparation de la gamme
oL Préparations des Niveau | Niveau | Niveau | Niveau | Niveau
Dilutions .
niveaux 1 2 3 4 5
Premis Volume prélevé (ml) 5 5 10 15 25
remiére 5
dilution (dans le \Cfolumetfn:.al (1(1;11) 100 50 50 50 50
diluant) oneentiation 2025 | 405 81 1215 | 2025
(g/ml)
Deuxii Volume prélevé (ml) 2 2 2 2 2
O CIXIRE Ty o lume final (ml) 20 20 20 20 20
dilution (dans C e ation (2
I'éthanol) oneentration 2,025 | 4,05 81 | 1215 | 2025
(1g/ml)
Troisiéme Volume prélevé (ml) 5 5 5 5 5
dilution (dans le | Volume final (ml) 50 50 50 50 50
diluant) = i
: Concentration C3 02025 | 0405 | 081 | 162 | 324
Gamme des SE | (ug/ml)
. 0 Y
Conc?ntratlons ./o Par rapport a.la 25,00 50,00 100,00 150,00 250,00
finales limite d’acceptation

Solution stock

40,5 mg de ketoproféne dans 100

Dilution 5
dans 100

Dilution 5
dans 50

Dilution 10
dans 50

Dilution 15
dans 50

Dilution 25
dans 50

Premiére
dilution

Dilution 2

Dilution 2 Dilution 2 Dilution 2
dans 20 dans 20 dans 20 dans 20 dans 20

(Ethanol) (Ethanol) (Ethanol) (Ethanol) (Ethanol)
| | | | | |

Dilution 5

.. Dhilution 2
Deuxiéme

dilution

Dilution 5 Dilution 5 Dilution 5 Dilution 5

Troisieme dans 50 dans 50 dans 50 dans 50 dans 50
dilution (solvant (solvant (solvant (solvant (solvant
d'extraction) | d'extraction) | d'extraction) | d'extraction) | d'extraction) |

Concentration

finale

= Solution a 25
% de la limute

d'acceptation

= Solution a 50
% de la linte
d'acceptation

= Solution a
100 % de la
limite

d'acceptation |

= Solution a
150 % de la
limite

d'acceptation |

= Solution a
250% de la
limite

d'acceptation |

Figure 17 : Etapes de préparation de la gamme d’étalonnage du kétoproféne
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» B.3. Choix des limites d’acceptabilité (A)

S’agissant d'un dosage a l'état de traces (concentrations trés faibles), la limite
d’acceptabilité A est retenue a + 10 % (limite intermédiaire entre le domaine pharmaceutique

et biologique).
» Choix de la probabilité de confiance (B)

B = 90%, ceci signifie que dans l'application en routine de la méthode, plus de 90% des

résultats futurs seront compris dans l'intervalle d’acceptabilité + 10%.

B.3. Criteéres de validation ;
B.3.1. Spécificité :

La spécificité de la méthode analytique vis-a-vis du kétoproféne est démontrée en

étudiant l'interférence des éléments ci-apres :
— Solvant de dilution : Eau : Acétonitrile (60 : 40)
— Le support de prélevement : écouvillons.

— Le support a prélever : plaque en inox (pharmaceutique) de méme qualité que celui

avec lequel sont fabriquées les surfaces de la centrale de pesée (balances).

— La comparaison sera faite par rapport a une solution standard de kétoprofene a 100%

de la limite d’acceptation.
L’interférence est étudiée en préparant et analysant les solutions suivantes ;

— Blanc solvant : Correspondant au diluant.

— Blanc écouvillon : Dans un tube a vis, mettre 10 ml du diluant. Plonger les tétes de 03
écouvillons (deux humectés avec le solvant de récupération éthanol et le troisieme est
sec). Agiter au vortex pendant une minute, mettre aux ultrasons pendant 5 minutes,
laisser pendant 1 heure a I'’abri de la lumiere.

— Blanc plaque: Sur une plaque en inox de 10 cm x 10 cm. Déposer 1 ml d’éthanol.

Sécher a ’aide d’un séchoir.

Prélever la surface de la plaque a l'aide de deux écouvillons mouillés avec le solvant
récupération suivi d'un écouvillon sec. Récupérer les tétes des 03 écouvillons dans le méme
tube a vis rempli de 10 ml de diluant. Agiter au vortex pendant une minute, mettre aux

ultrasons pendant 5 minutes et laisser reposer pendant 1 heure a I'abri de la lumiere.

— Solution standard a 100% de la limite d’acceptation : Dans une fiole de 100 ml, peser
40,5 mg de kétoprofene. Dissoudre dans un volume suffisant de diluant et compléter au

trait de jauge avec le méme solvant. Diluer cette solution au 1/500 dans le diluant.

Ces échantillons seront analysés et observés pour la présence d’interférence au méme

temps de rétention que celui du kétoprofene obtenue avec la solution standard 100%.
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Criteres d’acceptation :

Sur les chromatogrammes obtenus a partir du blanc solvant, blanc écouvillon et blanc

plaque : absence d’un pic au temps de rétention du kétoprofene.

S’il n’existe pas d’interférence au temps de rétention de I'analyte, la méthode sera dite

spécifique pour le dosage du kétoprofene.

B.3.2. Fonction de réponse
Dans le but de valider une méthode analytique, deux types d’échantillons ont été
préparés de fagon indépendante : les standards d’étalonnage et les standards de validation. Le
protocole adapté est le V2.

— Trois séries du standard d’étalonnage (SE) : Comprenant chacune 05 niveaux de
concentrations et deux répétitions par niveau. Les standards d’étalonnage sont
préparés dans le diluant. Ces SE servent a étudier les différentes fonctions de
réponse reliant la réponse instrumentale (aire du pic) a la concentration du

kétoprofene.

— Trois séries du standard de validation (SV) : Comprenant chacune 05 niveaux de
concentrations et trois répétitions par niveau. Les standards de validation sont
préparés dans le diluant en présence des écouvillons. Les écouvillons ont été utilisés
au préalable dans I'écouvillonnage a blanc des surfaces en inox (100 cm?) et ce, pour
reconstituer la matrice de validation, puis mis en contact avec des volumes de 10 ml

des standard d’étalonnage pour chaque niveau de concentration.

Le tableau XL résume la préparation des gammes standards et les valeurs de chaque

concentration en pg/ml et en % par rapport a la concentration théorique de 0,81 pg/ml.
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Le tableau XL : Préparation des gammes standards

Séries [ répétitions Série 01 répétition 01 Série 01 répétition 02 Série 01 répétition 03
Prise d'essai (mg) dans 100 ml 41,68 41,93 41,27
% Théorique Nivl | Niv2 | Niv3 | Niv4 | Niv5 | Nivl | Niv2 | Niv3 | Nivd | Niv5 | Nivl | Niv2 | Niv3 | Niv4d | Niv5
V prélevée en ml 5 5 10 15 25 5 5 10 15 25 5 5 10 15 25
V final en ml 100 50 50 50 50 100 50 50 50 50 100 50 50 50 50
Concentration Premiére dilution | 20,84 | 41,68 | 83,36 | 125,04 | 2084 | 20,965 | 41,93 | 83,86 | 125,79 | 209,656 | 20,635 | 41,27 | 82,54 | 123,81 | 206,35
Deuxiéme dilution| 2,084 | 4,168 | 8,336 | 12,504 | 20,84 | 2,0965 | 4,193 | 8,386 | 12,579 ( 20,965 | 2,0635 | 4,127 | 8,254 | 12,381 | 20,635
en pg/ml Troisiéme dilution| 0,2084 | 04168 | 0,8336 | 1,2504 | 2,084 | 0,20965 | 0,4193 | 0,8386 | 1,2579 | 2,0965 | 0,20635 | 0,4127 | 0,8254 | 1,2381 | 2,0635
% Réel 25,73 51,46 | 102,91 | 154,37 | 257,28 | 25,88 | 51,77 | 103,53 | 155,30 | 258,83 | 2548 50,95 | 101,90 | 152,85 | 254,75
Séries [ répétitions Série 02 répétition 01 Série 02 répétition 02 Série 02 répétition 03
Prise d'essai (mg) dans 100 ml 42,06 41,41 41,78
% Théorique Nivl | Niv2 | Niv3 | Niv4d | Niv5 | Nivl | Niv2 | Niv3 | Niv4 | Niv5 | Nivl | Niv2 | Niv3 | Niv4 | Niv5
V prélevée en ml 5 5 10 15 25 5 5 10 15 25 5 5 10 15 25
V final en ml 100 50 50 50 50 100 50 50 50 50 100 50 50 50 50
Concentration Premiére dilution | 21,03 4206 | 84,12 | 126,18 | 2103 | 20,705 | 4141 | 82,82 | 12423 | 207,05 | 20,89 4178 | 8356 | 12534 | 2089
Deuxiéme dilution| 2,103 4206 | 5412 | 12618 | 21,03 | 2,0705 | 4,141 | 8,282 | 12,423 | 20,705 | 2,089 4178 | 8,356 | 12,534 | 20,89
en pg/ml Troisiéme dilution| 0,2103 | 0,4206 | 0,8412 | 1,2618 | 2,103 | 0,20705 | 0,4141 | 0,8282 | 1,2423 | 2,0705 | 0,2089 | 04178 | 0,8356 | 1,2534 | 2,089
% Réel 25,96 51,93 | 103,85 | 155,78 | 259,63 | 25,56 | 51,12 | 102,25 | 153,37 | 255,62 | 25,79 51,58 | 103,16 | 154,74 | 257,90
Séries / répétitions Série 03 répétition 01 Série 03 répétition 02 Série 03 répétition 03
Prise d'essai (mg) dans 100 ml 41,07 40,95 40,64
% Théorique Niv 1 Niv2 | Niv3 | Nivd | Niv5 | Nivl | Niv2 | Niv3 | Niv4d | Nivh | Niv1l Niv2 | Niv3 | Niv4d | Niv5
V prélevée en ml 5 B 10 15 25 5 5 10 15 25 5 5 10 15 25
V final en ml 100 50 50 50 50 100 50 50 50 50 100 50 50 50 50
Concentration Premiére dilution | 20,535 | 41,07 | 82,14 | 123,21 | 205,35 | 20475 | 40,95 81,9 | 12285 | 204,75| 20,32 | 40,64 | 81,28 | 121,92 | 203,2
Deuxiéme dilution| 2,0535 | 4,107 | 8,214 | 12,321 | 20,535 | 2,0475 | 4,095 8,19 | 12,285 | 20475 | 2,032 | 4,064 | 8,128 | 12,192 | 20,32
en pg/ml Troisiéme dilution| 0,20535 | 0,4107 | 0,8214 | 1,2321 | 2,0535 | 0,20475 | 04095 | 0,819 | 1,2285 | 2,0475 | 0,2032 | 04064 | 0,8128 | 1,2192 | 2,032
% Réel 25,35 50,70 | 101,41 | 152,11 | 253,52 | 25,28 | 50,56 | 101,11 | 151,67 | 252,78 | 25,09 50,17 | 100,35 | 150,52 | 250,86
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Le Tableau XLI reprend le nombre des standards d’étalonnage par niveau de

concentration, les niveaux de concentrations envisagés et les différentes séries réalisées

Tableau XLI : Nombre de standards d’étalonnage par niveau de concentration

Solutions Séries Niveaux .de % de i
concentrations concentrations

SE 25% répétition 1 1 25,73
SE 25% répétition 2 1 1 25,88
SE 50% répétition 1 1 2 51,46
SE 50 % répétition 2 1 2 51,77
SE 100% répétition 1 1 3 102,91
SE 100 % répétition 2 1 3 103,53
SE 150% répétition 1 1 4 154,37
SE 150 % répétition 2 1 4 155,30
SE 250% répétition 1 1 5 257,28
SE 250 % répétition 2 1 5 258,83
SE 25% répétition 1 2 1 25,96
SE 25% répétition 2 2 1 25,56
SE 50% répétition 1 2 2 51,93
SE 50 % répétition 2 2 2 51,12
SE 100% répétition 1 2 3 103,85
SE 100 % répétition 2 2 3 102,25
SE 150% répétition 1 2 4 155,78
SE 150 % répétition 2 2 4 153,37
SE 250% répétition 1 2 5 259,63
SE 250 % répétition 2 2 5 255,62
SE 25% répétition 1 3 1 25,35
SE 25% répétition 2 3 1 25,28
SE 50% répétition 1 3 2 50,70
SE 50 % répétition 2 3 2 50,56
SE 100% répétition 1 3 3 101,41
SE 100 % répétition 2 3 3 101,11
SE 150% répétition 1 3 4 152,11
SE 150 % répétition 2 3 4 151,67
SE 250% répétition 1 3 5 253,52
SE 250 % répétition 2 3 5 252,78

Le Tableau XLII reprend le nombre des standards de validation par niveau de

concentration, les niveaux de concentrations envisagés et les différentes séries réalisées.
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Tableau XLII : Nombre de standards de validation par niveau de concentration
Solutions Séries Niveaux d € % de concentrations
concentrations
SV 25% répétition 1 1 1 25,73
SV 25% répétition 2 1 1 25,88
SV 25% répétition 3 1 1 25,48
SV 50% répétition 1 1 2 51,46
SV 50 % répétition 2 1 2 51,77
SV 50 % répétition 3 1 2 50,95
SV 100% répétition 1 1 3 102,91
SV 100 % répétition 2 1 3 103,53
SV 100 % répétition 3 1 3 101,90
SV 150% répétition 1 1 4 154,37
SV 150 % répétition 2 1 4 155,30
SV 150 % répétition 3 1 4 152,85
SV 250% répétition 1 1 5 257,28
SV 250 % répétition 2 1 5 258,83
SV 250 % répétition 3 1 5 254,75
SV 25% répétition 1 2 1 25,96
SV 25% répétition 2 2 1 25,56
SV 25% répétition 3 2 1 25,79
SV 50% répétition 1 2 2 51,93
SV 50 % répétition 2 2 2 51,12
SV 50 % répétition 3 2 2 51,58
SV 100% répétition 1 2 3 103,85
SV 100 % répétition 2 2 3 102,25
SV 100 % répétition 3 2 3 103,16
SV 150% répétition 1 2 4 155,78
SV 150 % répétition 2 2 4 153,37
SV 150 % répétition 3 2 4 154,74
SV 250% répétition 1 2 5 259,63
SV 250 % répétition 2 2 5 255,62
SV 250 % répétition 3 2 5 257,90
SV 25% répétition 1 3 1 25,35
SV 25% répétition 2 3 1 25,28
SV 25% répétition 3 3 1 25,09
SV 50% répétition 1 3 2 50,70
SV 50 % répétition 2 3 2 50,56
SV 50 % répétition 3 3 2 50,17
SV 100% répétition 1 3 3 101,41
SV 100 % répétition 2 3 3 101,11
SV 100 % répétition 3 3 3 100,35
SV 150% répétition 1 3 4 152,11
SV 150 % répétition 2 3 4 151,67
SV 150 % répétition 3 3 4 150,52
SV 250% répétition 1 3 5 253,52
SV 250 % répétition 2 3 5 252,78
SV 250 % répétition 3 3 5 250,86
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A partir des résultats obtenus pour I'analyse des standards d’étalonnage, les fonctions
de réponse suivantes sont étudiées ;
— Fonction linéaire simple : y =ax + b
— Fonction linéaire passant par 0 : y = ax
— Régression linéaire apres transformation racine-racine
— Régression linéaire apres transformation racine-racine

— Autres fonction (quadratique, pondération 1/x... etc.).

L’étude statistique et 'établissement des profils d’exactitude sont réalisés par le

logiciel ENOVAL version 4.0 on line.
B.3.3. Etablissement du profil d’exactitude

A partir des standards de validation et apres alignement des réponses sur les valeurs
moyennes de chaque niveau de concentration, les prédictions inverses sont calculées. Le

biais et la justesse sont établis.

Le profil d’exactitude est obtenu en calculant I'erreur totale (absolue et relative) et

I'intervalle de tolérance pour chaque niveau de concentration.

Le choix de la fonction de réponse repose sur le profil d’exactitude le plus rétrécit
(ayant l'intervalle de dosage le plus large), l'erreur résultant est plus faible, ce qui

correspond au meilleur model.
B.3.4. Linéarité

La linéarité de la méthode est démontrée en établissant une régression linéaire simple

entre les concentrations estimées (prédictions inverses) et les concentrations introduites.
B.3.5. Robustesse

La robustesse d’une méthode est sa capacité a rendre des résultats exacts en présence
de faibles changements des conditions expérimentales susceptibles de se produire dans

l"utilisation de cette technique.

Ce changement consiste en tout écart pouvant se produire pour un parametre donné

par rapport a sa valeur nominale définie dans la procédure d’analyse.

e Parameétres opératoires :

Les parametres opératoires a considérer pour I'étude de la robustesse sont ;
— parametre A : Teneur en principe actif de kétoprofene.
— Débit de la phase mobile, noté parametre B.
— Longueur d’onde de détection, notée parametre C.

La valeur nominale ainsi que les changements a apporter pour chaque parametre sont

explicités dans le tableau XLIIL
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Tableau XLIII : Changement des parametres pour 1’étude de la robustesse
Parametre A Parametre B Parametre C
Concentration en Débit de la phase Longueur d’onde de
kétoproféne en % mobile détection
Valeur nominale 100 % 1,5 ml/min 254 nm
Variation +10 % +0,3 ml/mn +2nm
Niveau bas (-) 90% 1,2 ml/min 252 nm
Niveau haut (+) 110% 1,8 ml/min 256 nm

Les solutions a préparer pour constituer le tableau XLIII sont les suivantes ;
— Solutions échantillons (SV) : au nombre de 02
» Echantillon 01 : SV 90%
» Echantillon 02 : SV 110%
» Une solution standard (SE) 100% pour la quantification des échantillons.

Les échantillons 01 et 02 sont analysés pour chacune des débits de la phase mobile a

deux longueurs d’onde différentes ; 252 nm et 256 nm.
Le nombre d’essais par HPLC a réaliser est de 8 réparties selon le tableau XLIV.

Tableau XLIV: Plan d’expérience pour I’étude de la robustesse du dosage de kétoproféne

par HPLC
, . . 1es Longueur d’onde
N° de I’essai Echantillon Débit (ml/mn) (nm)
Essai N° 01 Echantillon 01 1,2 252
Essai N° 02 Echantillon 02 1,2 252
Essai N° 03 Echantillon 01 1,2 256
Essai N° 04 Echantillon 02 1,2 256
Essai N° 05 Echantillon 01 1,8 252
Essai N° 06 Echantillon 02 1,8 252
Essai N° 07 Echantillon 01 1,8 256
Essai N° 08 Echantillon 02 1,8 256

Pour chaque essai, la solution standard 100% est injectée pour quantifier le
kétoproféne dans la solution échantillon.
e Calcul de l'intervalle de confiance d'un parametre : Pour chaque parametre ou leurs

interactions, on calcule I'intervalle de confiance donné par la formule suivante ;

Cexp *Lsud
Intervalle de confiance = Effet + Student
f 4 JN

Gexp : €cart type expérimental des réponses expérimentales
tstudent : coefficient de Student pour une probabilité 1-o/2 et un degré de liberté (ddl) =n- 1
Pour un plan d’expérience a 3 parametres, N = 8 et tstudent (a0 = 0.05 dd1=7) = 2.365 ;

Intervalle de confiance = Effet + 0.836 Gexp.
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e Interprétation :

- Si la valeur 0 est comprise dans l'intervalle de confiance d'un parametre, I'effet de ce

parametre pour les variations admises est dit non significatif sur la réponse obtenue. La

méthode sera jugée robuste pour la variation étudiée de ce parametre.

B.3.6. Stabilité des solutions

Dans la présente étude, la stabilité des solutions est réalisée dans les conditions

suivantes : stabilité dans le passeur échantillon, stabilité a température ambiante et stabilité

en température de réfrigération.

Protocole expérimental :

La solution 100% du standard de validation est fractionnée en 07 aliquotes notés de

01 a 07 et injectés selon le diagramme présenté dans la figure 18.

Aliquotes 1,2, 3,4, 5,
6.et7

Aliquole 1 (dans une
fiole de 10 ml) :
Stabilite dans le
passeur échantillon

Viale 01:
Injecleral=1h

Viale 02 :

Injecterat=2h

Viale 03 :

Injecterat=3h

Viale 04 :
Injeclerat=4h

iquote 2,3 el 4 (fioles]
de 10 ml) : Stabilité a
tempé ralure ambiante

Aliquote 2

Injeclera | =6 heures

Aliquole 3 :
njecteri | = 12 he ures

Aliquole 4 :

njecteri | = 24 heures

Aliquole 5,6, et 7
{fioles de 10 ml) :
Stabilité au
réfrigérateur

Aliquote 5:

njeclera | = 24 he ure

Aliquote 6:

njectera t =72 heures

Aliquote 7:

njecterat= 7 jours

Figure 18 : Protocole d’étude de la stabilité des solutions au cours de la validation
analytique du dosage de kétoproféne
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Note : Les aliquotes ainsi que les viales contenant les solutions a analyser doivent étre
hermétiquement fermés et conservées a 'abri de la lumiere (pour ne pas tenir compte de la
photo-dégradation des composés étudiés).

— Expression des résultats :

La dégradation ou I'évaporation éventuelle des solutions est évaluée par la variation
de la concentration du kétoprofene. Une diminution de la concentration témoigne de la
dégradation du principe actif et une augmentation de celle-ci renseigne sur une
concentration des solutions par évaporation.

La comparaison sera faite par rapport a des solutions standards fraichement préparées.

Le standard de quantification doit étre préparé en double, le facteur de similarité doit
étre compris entre 0.990 — 1.010, cette exigence a pour but l'attribution de la différence de
concentrations a la dégradation réelle des composés (ou a une évaporation des solutions) et
non pas aux variations tolérées dans la préparation des solutions.

Note

— La durée de stabilité dans le passeur échantillon peut varier de 4 de 24 heures, et ce en
fonction de la durée d’analyse d’un principe actif. L’analyse se déroule dans le jour
méme, par suite, la comparaison est faite par rapport aux conditions initiales (sans
préparer les standards de quantification).

— Les durées de stabilité a température ambiante et au réfrigérateur dépassent
généralement 24 heures, les analyses ne sont pas réalisées dans le méme jour, donc pour

chaque analyse il est impératif de préparer un standard de quantification (en double).

> Stabilité des solutions dans le passeur échantillon : Pour chaque temps d’analyse, on

définit le pourcentage de variation x, exprimé par la formule ci-dessous ;

_ Ao_At

X x 100

Avec; 0
Ao: Aire de pic de I'analyte au temps initial.
A:: Aire de pic de I'analyte au temps t
Si x <0: Dégradation du composé.
Si x> 0: Evaporation de la solution dans la viale.
> Stabilité des solutions a température ambiante et au réfrigérateur : Pour ces conditions
de stabilité, I’évaporation des solutions n’est pas envisageable car les fioles contenant les
solutions soumises a l'étude sont hermétiquement fermées. Le pourcentage de

dégradation Dt est exprimé par la formule suivante :

c,-C
D, =—'""tx100

0

Avec : Co: Concentration de I’analyte au temps initial.
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C:: Concentration de I’analyte au temps t. Elle est calculée a partir de I'aire du pic le I’analyte
au temps t, les concentrations et les aires du pic de I'analyte dans les solutions standards

C — A(CSTDI + CSTDZ j

fraichement préparées.

"2\ A,, A

STD1 STD2

Cso1 et Cstoz : Concentration de 1’analyte dans les solutions standards 1 et 2.
Asm1 et Asmz: Air du pic de l'analyte dans les chromatogrammes obtenus a partir des
solutions standards 1 et 2.
At : Aire du pic de I'analyte dans la solution analysée a un temps t.
Ct : Concentration de I’analyte dans la solution analysée a un temps t (moyenne calculée a
partir de 02 standards).
> Criteres d’acceptation : Les criteres d’acceptation sont fixés en interne par le laboratoire
de controle qualité.
- Pour I'étude de stabilité dans le passeur échantillon ; -0.02 < x < 0.02
- Pour l'étude de stabilité a température ambiante ou au réfrigérateur la dégradation
de I’analyte ne doit ne pas étre supérieure a 5.0% soit D < 0.05.
Note :
— Dans le cas ou ces criteres d’acceptation ne sont pas satisfaits pour les résultats obtenus,
retenir uniquement les résultats pour lesquelles les criteres d’acceptation sont satisfaits
et dégager les conditions de stabilité des solutions analysées.
1.2.1.2. Méthodes d’analyses microbiologiques

Les méthodes d’analyse microbiologiques retenues dans cette partie sont celles décrites
dans la pharmacopée européenne en vigueur (9™ édition), elles sont communes pour I'étude
de la validation du nettoyage de la centrale de pesée et des lignes de fabrication des
médicaments.

A. Préparation des échantillons

Le choix de la méthode de préparation des échantillons préconisée dans la
pharmacopée Européenne dépend des caractéristiques physiques du produit a examiner.

A.1. Produits hydrosolubles

Dissoudre ou diluer 10 g ou 10 ml de la matiere a examiner (généralement une dilution
au 1/10 est préparée) dans de la solution tampon peptonée au chlorure de sodium a pH 7, de
la solution tampon phosphate pH 7,2 ou du milieu liquide aux peptones de caséine et de
soja.

A.2. Produits de nature non lipidique insolubles dans I’eau

Mettre 10 g ou 10 ml du produit ou de la matiere a examiner en suspension
(généralement une dilution au 1/10 est préparée) dans de la solution tampon peptonée au

chlorure de sodium pH 7, de la solution tampon phosphate pH 7,2 ou du milieu liquide aux
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peptones de caséine et de soja. Un agent tensioactif tel que du polysorbate 80 peut étre
ajouté pour faciliter la mise en suspension des substances difficilement mouillables.
A.3. Produits de nature lipidique.

Mélanger 10 g ou 10 ml du produit ou de la matiere a examiner avec la quantité
minimum requise de polysorbate 80 stérile ou d’un autre agent tensioactif non inhibiteur
stérile, chauffer si nécessaire a une température ne dépassant pas 40 °C ou dans certains cas
exceptionnels a 45 °C. Mélanger soigneusement et maintenir si nécessaire dans un bain-
marie a la température voulue. Ajouter le diluant choisi, préalablement chauffé, en quantité

requise pour obtenir une dilution au 1/10 du produit initial.

B. Dénombrement des microorganismes (DGAT et DMLT)

Comme décrit dans la partie dénombrement microbien du titre 1.1.2.2 de la partie
bibliographique, le dénombrement microbien des produits et matiéres premieres, 02
méthodes sont essentiellement utilisées :

— Meéthodes de filtration sur membrane.

— Méthodes de dénombrement sur plaque.

Le choix de la méthode est déterminé durant la validation par des facteurs tels que la
nature du produit, la limite spécifiée pour le nombre de microorganismes et I'exigence de
fournisseur ou le dossier pharmaceutique.

Des témoins négatifs pour vérifier les conditions opératoires et la qualité
microbiologique des milieux de culture utilisés sont réalisés, un test de stérilité est vérifié
pour chaque analyse.

Témoin 01 : Ensemencer quelques gouttes de la solution de travail stérile, (test de
stérilité de la solution de travail en flacons et en tubes).

Témoins 02: Dans 02 boites de pétri, couler la gélose avec laquelle I'analyse sera
réalisée.

Témoin 03 : Est spécifique a la méthode par filtration, faire passer 100ml d'eau purifiée
stérile a travers la membrane filtrante « test de stérilité de la rampe de filtration).

L’obtention d’un résultat non-conforme dans 1'une des boites de pétri utilisées comme
témoins invalide le test microbiologique.

Interprétation des résultats

Les témoins négatifs sont d’abord examinés, s’il n'y a pas de croissance le test est
considéré valide.

Le nombre de germes aérobies totaux (DGAT) est considéré comme égal au nombre
d’ufc obtenues avec le milieu gélosé aux peptones de caséine et de soja ; si des colonies de

moisissures ou levures sont détectées sur ce milieu, elles sont comptabilisées dans le DGAT.
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Le nombre total de moisissures et levures (DMLT) est considéré comme égal au
nombre d'ufc obtenues avec le milieu Sabouraud dextrosé-gélosé; si des colonies de
bactéries sont détectées sur ce milieu, elles sont comptabilisées dans le DMLT.

C. Recherche des germes spécifiés
C.1. Escherichia coli

Préparation de I’échantillon et pré-incubation.

Préparer un échantillon comme décrit dans le paragraphe préparation de I’échantillon,
ensemencer une quantité égale a 90 ml du milieu liquide aux peptones de caséine et de soja
avec 10 ml d’échantillon ou la quantité correspondant a 1 g ou a 1 ml de produit ou de la
matiere. Mélanger, puis incuber a 30-35 °C pendant 18-24 heures.

Sélection et subculture. Agiter le récipient, puis transférer 1 ml du milieu liquide aux
peptones de caséine et de soja dans 100 ml de milieu liquide de Mac Conkey et incuber a 42-
44 °C pendant 24-48 heures. Repiquer sur du milieu gélosé de Mac Conkey et incuber a 30-
35 °C pendant 18-72 heures.

Interprétation. La croissance de colonies rouges indique la présence possible
d’Escherichia coli, a confirmer par des essais d’identification (galerie biochimique).

C.2. Pseudomonas aeruginosa

Préparation de I’échantillon et pré-incubation.

Préparer un échantillon comme décrit dans le paragraphe préparation de l’échantillon.
Ensemencer une quantité de 90 ml du milieu liquide aux peptones de caséine et de soja avec
10 ml d’échantillon ou la quantité correspondant a 1 g ou a 1 ml de produit ou de la matiere
premiere. Mélanger et incuber a 30-35°C pendant 18-24 heures.

Sélection et subculture. Repiquer sur du milieu gélosé-cétrimide et incuber a 30-
35 °C pendant 18-72 heures.

Interprétation. La croissance de colonies verdatre et aromatique indique la présence
possible de Pseudomonas aeruginosa, a confirmer par des essais d’identification appropriés.
C.3. Candida albicans

Préparation de I’échantillon et pré-incubation. Préparer le produit a examiner comme
décrit dans le paragraphe préparation de I"échantillon et ensemencer 90 ml du milieu liquide
Sabouraud dextrosé avec 10 ml d’échantillon ou la quantité correspondanta 1 gou a1 ml de
produit. Mélanger, puis incuber a 30-35 °C pendant 3-5 jours.

Sélection et subculture. Repiquer sur du milieu Sabouraud dextrosé-gélosé et incuber
a 30-35 °C pendant 24-48 heures.

Interprétation : La croissance de colonies blanches indique la présence possible de

C. albicans, a confirmer par des essais d’identification appropriés.
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1.2.4. Détermination du taux de recouvrement du kétoproféne dans Iles
prélévements par écouvillonnage
1.2.4.1. Principe
La contamination des plaques en inox par des quantités connues du kétoprofene est
suivie d'un prélevement a l'aide d’écouvillons Textwipe. La détermination de la quantité du
kétoprofene récupérée en analysant les prélevements permettra de déterminer le taux de
recouvrement.
1.2.4.2. Méthode
Préparation des solutions :
e Solvant d’extraction : Eau / Acétonitrile (60 / 40 volume/volume).
e Solvant de récupération : Ethanol absolu.
e Gamme des solutions standards :
— Blanc solvant : Correspond au solvant d’extraction (le diluant).
— Solution stock : Dans une fiole de 100 ml, peser 40,5 mg du kétoprofene standard,
dissoudre et compléter au trait de jauge avec le diluant.
Premiére dilution : solutions meres 1.

> Solution meére 1 a 2500 % du MACO : Dans une fiole de 100 ml, prélever 5 ml de la

solution stock. Compléter au trait de jauge avec le diluant.

> Solution mére 1 a 5000 % du MACO : Dans une fiole de 50 ml, prélever 5 ml de la
solution stock. Compléter au trait de jauge avec le diluant.

> Solution mére 1 a 10000 % du MACO : Dans une fiole de 50 ml, prélever 10 ml de la
solution stock. Compléter au trait de jauge avec le diluant.

> Solution mére 1 a 15000 % du MACO : Dans une fiole de 50 ml, prélever 15 ml de la
solution stock. Compléter au trait de jauge avec le diluant.

> Solution meére 1 a 25000 % du MACO : Dans une fiole de 50 ml, prélever 25 ml de la

solution stock. Compléter au trait de jauge avec le diluant.
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Deuxiéme dilution : Solutions meres 2.

>

Solution meére 2 a 250 % du MACO : Dans une fiole de 20 ml, prélever 2 ml de la
solution mere 1 a 2500 % du MACO. Compléter au trait de jauge avec 1’éthanol
absolu.

Solution meére 2 a 500 % du MACO : Dans une fiole de 20 ml, prélever 2 ml de la
solution mere 1 a 5000 % du MACO. Compléter au trait de jauge avec I’éthanol
absolu.

Solution mere 2 a 1000 % du MACO : Dans une fiole de 20 ml, prélever 2 ml de la
solution mere 1 a 10000 % du MACO. Compléter au trait de jauge avec I’éthanol
absolu.

Solution mere 2 a 1500 % du MACO : Dans une fiole de 20 ml, prélever 2 ml de la
solution mere 1 a 15000 % du MACO. Compléter au trait de jauge avec I’éthanol
absolu.

Solution mere 2 a 2500 % du MACO : Dans une fiole de 20 ml, prélever 2 ml de la
solution mere 1 a 25000 % du MACO. Compléter au trait de jauge avec I’éthanol

absolu.

Troisieme dilution : Gamme des solutions standards (standard d’étalonnage).

>

Solution standard a 25 % du MACO : Dans une fiole de 50 ml, prélever 5 ml de la
solution mere 2 a 250% du MACO. Compléter au trait de jauge avec le diluant.
Solution standard a 50 % du MACO : Dans une fiole de 50 ml, prélever 5 ml de la
solution mere 2 a 500% du MACO. Compléter au trait de jauge avec le diluant.
Solution standard a 100 % du MACO : Dans une fiole de 50 ml, prélever 5 ml de la
solution mere 2 a 1000% du MACO. Compléter au trait de jauge avec le diluant.
Solution standard a 150 % du MACO : Dans une fiole de 50 ml, prélever 5 ml de la
solution mere 2 a 1500% du MACO. Compléter au trait de jauge avec le diluant.
Solution standard a 250 % du MACO : Dans une fiole de 50 ml, prélever 5 ml de la
solution mere 2 a 2500% du MACO. Compléter au trait de jauge avec le diluant.
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— Contamination des écouvillons :

> Blanc écouvillon : Dans un tube a vis, mettre 10 ml de diluant. Plonger les tétes de 3
écouvillons (deux humectés avec le solvant de récupération et le troisieme est sec). Agiter
au vortex pendant une minute, mettre aux ultrasons pendant 5 minutes, laisser reposer
pendant 1 heure a I’abri de la lumiere.

» Solution écouvillon a 25 % du MACO : Dans un tube a vis, mettre 10 ml de la solution
standard a 25 % du MACO, plonger les tétes de 3 écouvillons (deux humectés avec le
solvant de récupération et le troisieme est sec). Agiter au vortex pendant une minute,
mettre aux ultrasons pendant 5 minutes, laisser pendant 1 heure a l’abri de la lumiere.

» Solution écouvillon a 50 % du MACO : Dans un tube a vis, mettre 10 ml de la solution
standard a 50 % du MACO, plonger les tétes de 3 écouvillons (deux humectés avec le
solvant de récupération et le troisieme est sec). Agiter au vortex pendant une minute,
mettre aux ultrasons pendant 5 minutes, laisser pendant 1 heure a l’abri de la lumiere.

» Solution écouvillon a 100 % du MACO : Dans un tube a vis, mettre 10 ml de la solution
standard a 100 % du MACO, plonger les tétes de 3 écouvillons (deux humectés avec le
solvant de récupération et le troisieme est sec). Agiter au vortex pendant une minute,
mettre aux ultrasons pendant 5 minutes et laisser pendant 1 heure a I’abri de la lumiere.

» Solution écouvillon a 150 % du MACO : Dans un tube a vis, mettre 10 ml de la solution
standard a 150 % du MACO, plonger les tétes de 3 écouvillons (deux humectés avec le
solvant de récupération et le troisieme est sec). Agiter au vortex pendant une minute,
mettre aux ultrasons pendant 5 minutes et laisser pendant 1 heure a I’abri de la lumiere.

» Solution écouvillon a 250 % du MACO : Dans un tube a vis, mettre 10 ml de la solution
standard a 250 % du MACO, plonger les tétes de 3 écouvillons (deux humectés avec le
solvant de récupération et le troisieme est sec). Agiter au vortex pendant une minute,
mettre aux ultrasons pendant 5 minutes et laisser pendant 1 heure a I’abri de la lumiere.

— Contamination des plaques

> Blanc plaque: Sur une plaque en inox de 10 cm x 10 cm. Déposer 1 ml de 1'éthanol
absolu. Sécher a l'aide d'un séchoir. Prélever la surface de la plaque a l'aide de deux
écouvillons mouillés avec le solvant récupération suivi d'un écouvillon sec. Récupérer les
tetes des 3 écouvillons dans le méme tube a vis rempli de 10 ml de diluant. Agiter au
vortex pendant une minute, mettre aux ultrasons pendant 5 minutes et laisser pendant 1
heure a l’abri de la lumiere.

> Solution Plaque a 25% du MACO : Sur une plaque en inox de 10 cm x 10 cm. Déposer
sur toute la surface 1 ml de la solution mere 2 a 250% du MACO. Sécher a I'aide d'un
séchoir. Prélever la surface de la plaque a l'aide de deux écouvillons mouillés avec le
solvant récupération suivi d'un écouvillon sec. Récupérer les tétes des 3 écouvillons dans
le méme tube a vis rempli de 10 ml de diluant. Agiter au vortex pendant une minute,

mettre aux ultrasons pendant 5 minutes et laisser pendant 1 heure a I'’abri de la lumiere.
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> Solution Plaque a 50% du MACO : Sur une plaque en inox de 10 cm x 10 cm. Déposer
sur toute la surface 1 ml de la solution mere 2 a 500% du MACO. Sécher a I'aide d'un
séchoir. Prélever la surface de la plaque a l'aide de deux écouvillons mouillés avec le
solvant récupération suivi d"un écouvillon sec. Récupérer les tétes des 3 écouvillons dans
le méme tube a vis rempli de 10 ml de diluant. Agiter au vortex pendant une minute,
mettre aux ultrasons pendant 5 minutes et laisser pendant 1 heure a I'abri de la lumiére.
> Solution Plaque a 100% du MACO : Sur une plaque en inox de 10 cm x 10 cm. Déposer
sur toute la surface 1 ml de la solution mere 2 a 1000% du MACO. Sécher a I'aide d'un
séchoir. Prélever la surface de la plaque a l'aide de deux écouvillons mouillés avec le
solvant récupération suivi d'un écouvillon sec. Récupérer les tétes des 3 écouvillons dans
le méme tube a vis rempli de 10 ml de diluant. Agiter au vortex pendant une minute,
mettre aux ultrasons pendant 5 minutes et laisser pendant 1 heure a I’abri de la lumiere.
> Solution Plaque a 150% du MACO : Sur une plaque en inox de 10 cm x 10 cm. Déposer
sur toute la surface 1 ml de la solution mere 2 a 1500% du MACO. Sécher a l'aide d'un
séchoir. Prélever la surface de la plaque a l'aide de deux écouvillons mouillés avec le
solvant récupération suivi d'un écouvillon sec. Récupérer les tétes des 3 écouvillons dans
le méme tube a vis rempli de 10 ml de diluant. Agiter au vortex pendant une minute,
mettre aux ultrasons pendant 5 minutes et laisser pendant 1 heure a I’abri de la lumiere.
> Solution Plaque a 250% du MACO : Sur une plaque en inox de 10 cm x 10 cm. Déposer
sur toute la surface 1 ml de la solution mere 2 a 2500% du MACO. Sécher a l'aide d'un
séchoir. Prélever la surface de la plaque a l'aide de deux écouvillons mouillés avec le
solvant récupération suivi d'un écouvillon sec. Récupérer les tétes des 3 écouvillons dans
le méme tube a vis rempli de 10 ml de diluant. Agiter au vortex pendant une minute,
mettre aux ultrasons pendant 5 minutes et laisser pendant 1 heure a I’abri de la lumiere.
Calcul :
¢ Rendement d’extraction : Correspond a la quantité du kétoproféne relarguée par
les écouvillons dans le diluant. Il est calculé pour chaque niveau de concentration
a l’aide des aires du pic de kétoprofene des chromatogrammes obtenus a partir des
solutions standards et des solutions écouvillons comme suit ;

Aire du PiCsolution écouvillon
Aire du PlCsolution standard

Rendement d'extraction(en%) =

e Taux de recouvrement : Correspond a la quantité du kétoproféne récupérée par les
trois écouvillons. Il est calculé pour chaque niveau de concentration a l'aide des
aires du pic de kétoproféne des chromatogrammes obtenus a partir des solutions
standards et solutions plaques comme suit ;

Aire du picSolution plaque

Aire du picsotion standard

Taux de recouvrement (en%) =
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1.2.4.3. Criteres d’acceptation
Le taux de recouvrement doit étre 270 % (recommandation SFSTP).
— Si le coefficient de variation (RSD) pour chaque niveau de concentration est <10% : le
taux de recouvrement correspond a la moyenne des rendements individuels.
— Si le coefficient de variation (RSD) pour chaque niveau de concentration est > 10% : le
taux de recouvrement le plus faible est retenu.
1.2.5. Reproductibilité du procédé de nettoyage
1.2.5.1. Méthode de nettoyage
— Le nettoyage des balances se fait par essuyage avec 1’alcool 96°.
— Le nettoyage des surfaces (paillasses, mures et parterre) se fait a 'aide d’une solution
aqueuse d'un détergent a base d’'un ammonium quaternaire dosé a 2% (volume/volume).
1.2.5.2. Plan de prélevements
Le choix des points de prélevement pour lanalyse physicochimique et
microbiologique est porté sur les surfaces suivantes ;
e  Plateaux des balances.
e  Capot de protection des balances.
e DPaillasse et murs proches des balances.
e  Parois interne des hottes abritant la balance.
e  Plafond proche du point d’aération.

e Les points de soufflage et de reprise d’aération.

Le tableau XLV présente le plan de prélevements de la centrale de pesée.

Tableau XLV: Plan de prélévements au cours de la validation du nettoyage de la centrale

de pesées
oy Prélevement Prélevement
Prélevements . . ) : :
physicochimique microbiologique
Eaud Boite d
Surfaces .au ¢ Ecouvillonnage otte ¢ Ecouvillonnage
rincage contacte
Plateaux des balances NA \/ NA v
Tallbles,(sur lesquelles sont NA N N NA
déposées les balances)
Murs (proches des balances) NA \/ \ NA
Parois internes des hottes NA y \ NA
Point de soufflage NA \/ NA v
Points de reprise NA v NA v

NA : Non applicable
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1.2.5.3. Critéres d’acceptation

A. Résultats d’analyse physicochimiques: Apres pesée du kétoprofene matiere
premiere et nettoyage de la centrale de pesée, les taux résiduels dans les
prélevements par écouvillonnage doivent étre inférieurs a 8,1 ug/100 cm? pour
chaque point de prélevement et ce, a trois reprises.

B. Résultats d’analyse microbiologique : Apres pesée de l'alginate de sodium
matiere premiere et nettoyage de la centrale de pesée, le nombre d’ufc par unité
de surface (pour la DGAT et la DMLT) dans les prélevements par écouvillonnage
et boites de contact doit étre inférieur a 200 ufc/100 cm? pour chaque point de
prélevement et ce, a trois reprises (norme interne).

2. Résultats et discussion
2.1. Choix du traceur
2.1.1. Choix du traceur physicochimique
La base de données et la cotation des criteres pour le choix du traceur

physicochimique sont présentées dans les tableaux XLVI et XLVII.

Les résultats obtenus donnent pour le kétoproféne le score (produit des coefficients) le

plus élevé (valeur = 6144). Le kétoprofene matiére premieére est choisie comme traceur

physicochimique pour la validation du nettoyage de la centrale de pesée.
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Tableau XLVI : Critéres de sélection du traceur physicochimique pour la validation du nettoyage de la centrale de pesée - Base de données

Toxicité DL50 | Toxicité DL50 | DL 50
- . Solubilité dans Solubilité c1ees ..., | chez les souris chez le rat retenue
N | Désignation Forme Nature l'eau dans I'alcool Volatilité [Nettoyabilité (mg/Ke) (mg/Ke) ol
Valeur | Réf | Valeur | Réf | faible)
1 | Acarbose Poudre API Tres soluble Soluble ND Facile 24000 [59] | 24000 | [59] 24000
Acébutolol Facilement Facilement Non .
2 hydrochloride Poudre APL soluble soluble volatile Facile 4050 160] 6620 | 160] 4050
3 | Acctyl salicylique Poudre | API | Peusoluble | Tocilement |y o tile Facile 250 | (611 | 200 | 611 | 200
acide soluble
g |Alendronate de Poudre | API Soluble Tres peu ND Facile 966 | [62] | 552 | (621 | 552
sodium soluble
. . Soluble Pratiquement , .
5 [Alginate de sodium Poudre API . Volatile Facile / / >5000 | [63] 5000
(lentement) insoluble
6 [Amlodépine bésilate Poudre API Peu soluble Assez soluble vcl)\ll;)trille Facile 37 [64] 393 [64] 37
. Pratiquement Tres peu Non .
7 | Aripiprazole Poudre API insoluble soluble volatile Facile / / 950 [65] 950
EX Ef Non .
8 [Aspartam Poudre Assez soluble Peu soluble . Facile >10000 | [66] | >10000 | [66] 10000
Not volatile
g |Benzalkonium Poudre | S| Trassoluble | Tréssoluble | Volatile Facile 64(SC) | 1671 | 240 | [67] 64
chlorure vateur
10 | Benzoate de sodium Poudre | COMServ| Facilement | ) coluble | NOR Facile 1600 | [68] | 2100 | [68] | 1600
ateur soluble volatile
. . EX Ef . Non .
11 | Benzylique alcool Liquide Not Soluble Miscible volatile Facile / / 1230 | [69] 1230
12 | Betaméthasone Poudre API Préthuement Assez soluble | Volatile Facile > 4500 [70] / / 4500
insoluble
Betaméthasone Pratiquement . .
13 | . . Poudre API . Assez soluble | Volatile Facile / / >4000 | [71] 4000
dipropionate insoluble
14 | Betasistestérol Poudre API Peu soluble Soluble Volatile | Tres difficile / / >2000 | [72] 2000
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15 | Bicarbonate de Poudre | API Soluble Pratiquement | ;) e Facile 3360 | 731 |/ / 3360
sodium insoluble
16 | Bisoprolol fumarate | Poudre | API | Tréssoluble | aciement Non Moyenne 678 | [74] | 940 | [74] | 678
soluble volatile
17 | Caféine Poudre | API | Assezsoluble | Peu soluble Vg;’;‘le Facile 127 | 751 | 247 | (751 | 127
18 | Calcium carbonate Poudre API Prfathuement Prfathuement Nor.l Facile / / 6450 [76] 6450
insoluble insoluble volatile
19 [ Candesartan célixétil Poudre API Pri:ls?)llfg;:nt Peu soluble NA NA > 2000 [77] | >2000 | [77] 2000
20 | Carbamazépine Poudre | API Tres peu Assez soluble | O Facile 50 | (78] | 1957 | 78] 529
soluble volatile
21 | Carbocisteine Poudre | Apr | Tratiquement | Pratiquement | o\ o | novenne | 8400 | [79] | 15000 | s8] | 8400
insoluble insoluble
22 | Carbomere Poudre Ex Soluble Soluble Tres Facile / /| >5000 | [81] | 5000
(pratique) (pratique) volatile
. EXEf [ Pratiquement Facilement Non
23 | Cetylique alcool Poudre Not insoluble soluble volatile Moyenne 3200 [82] 5000 [82] 3200
24 | Chlorocrésol Poudre Conser Peu soluble Tres soluble Nor.l Facile 600 [83] 1830 [84] 600
vateur volatile
25 | Chlorpromazine Poudre | API | Tressoluble | ToCHement |y itile |  Difficile 135 | (851 | 145 | [85] | 135
chlorhydrate soluble
26 | Citicoline sodique Poudre | API Soluble Soluble Non Facile 27142 | 86] | 18501 | [86] | 18501
(pratique) (pratique) volatile
27 | Clobétasol propionate | Poudre | Apr | Tratiquement | . . coluble | Nom Moyenne | >3000 | [87] | >3000 | [87] | 3000
insoluble volatile
28 chlof(?nac de Poudre API Assez soluble Soluble Volatile Facile / / 62,5 [88] 62,5
potassium
29 | Diclofenac de sodium Poudre API Assez soluble Soluble Volatile Facile 95 [89] 53 [89] 53
50 | Diclofenac Poudre | App | !ratiquement Soluble Volatile | Difficile 200 | [90] / / 200
diéthylamine insoluble (pratique)
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31 zle};-‘iyl‘iigergommme Poudre | API | Peusoluble | Peusoluble | Volatile Facile >2000 | [91] | >2000 | (911 | 2000
32 | Dompéridone Poudre | apr | Tratiquement | oo luble Non Facile / /| 5243 | 921 | 5243
insoluble volatile
Donepezil Non
33 chlorhydrate Poudre API Soluble Peu soluble volatile Moyenne 45,2 [93] 32,6 [93] 32,6
34 | Ethanol Liquide EliI(OEt:f Miscible Solvant Volatile Facile 3450 [94] 7060 [94] 3450
35 | Ezetimibe Poudre | App | Fratiquement | Facilement ND ND >5000 | [95] | >2000 | [95] | 2000
insoluble soluble
36 | Furosémide Poudre | API Prfrtlls?)‘fsgz“t Assez soluble | Volatile | Moyenne 2200 | [96] | 2700 | (961 | 2200
37 | Fusidate de sodium Poudre API Facilement Facilement Volatile Facile 975 [97] 2700 [97] 975
soluble soluble
38 | Fusidique acide Poudre | App | ratiquement | Facilement | .\ Facile 5400 | [97] | 2263 | (971 | 2263
insoluble soluble
39 | Gliclazide Poudre | Apr |lrafiquement | o luble | Volatile | Moyenne / / 1750 | [98] | 1750
insoluble
40 | Glycérol Liquide EXEf Miscible Miscible Nor.l Facile 4090 [99] | 12600 | [99] 4090
Not volatile
41 |Haloperidol Poudre | Apr |lratiquement | . i luble | Volatile Facile 71 |01 | 128 |[o11| 71
insoluble
. Tres peu .
42 | Hydrochlorothiazide Poudre API soluble Assez soluble | Volatile Moyenne 1175 [102] / / 1175
43 | Hydroxyanisole Poudre | Conser | Pratiquement | Facilement |y, )\ Facile 1100 | [103] | 2000 |[103]| 1100
butyle vateur insoluble soluble
m Hydroxytoluene Poudre Conser Préthuement Facilement Volatile Facile 650 [104] / / 650
butyle vateur insoluble soluble
45 | Irbesartan Poudre | App | [Pratiquement | Assezsoluble | g 1o | Trog difficile | >2000 | [105] | 2000 | (o5 | 2000
insoluble (méthanol)
46 | Kétoprofene Poudre | apr | Fratiquement | Faclement | o\ 0| rog difficile | 360 | [106] | 624 |[106]| 624
insoluble soluble
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EX Ef Facilement Pratiquement Non .
47 | Lactose Poudre Not soluble insoluble volatile Facile / / >10000 | [107] 10000
48 | Lanoline (graisse de Semi- | EXEf | Pratiquement | p ) bl Non Difficile / /| >16000 | [108] | 16000
laine) solide Not insoluble volatile
49 | Lévomenthol Poudre | Apr | Trafiquement | p.  oluble Non Facile 3400 | (1091 | 3300 |[1091| 3300
insoluble volatile
Lévomépromazine Facilement Facilement Non .
>0 Chlorhydrate Poudre APL soluble soluble volatile Facile / / 300 | [110] 380
51 | Magnésium carbonate Poudre API Préthuement 'Prathuement NOI.l Facile >2000 [111] / / 2000
insoluble insoluble (eau) | volatile
. . EX Ef Facilement Tres peu Non .
52 [ Mannitol Liquide Not soluble soluble volatile Facile 22000 | [112] [ 13500 | [132] [ 13500
53 | Mépivérine HCI Poudre | app | Facilement | Facilement | g 0| bicie / /| 1540 | [13y| 1540
soluble soluble
54 | Métoclopramide Poudre | Apr |lratiquement | 5o o luble Non Facile 280 | [114] | 647 |[114]| 270
insoluble volatile
55 | Metronidazole Poudre API Peu soluble Peu soluble V(l)\ll;)trille Difficile 3800 [115] | 3000 | [115] 3000
56 | Meétronidazole Poudre | Apr | lratiquement | .. luble Non Difficile / /| >2000 | [116] | 2000
benzoate insoluble volatile
Soluble Tres peu
57 | Mixture herbal zecuf Poudre API (pratique) soluble Volatile Facile NA NA NA NA NA
pratq (pratique)
58 | Olanzapine Poudre | apr | Tratiquement | oo luble NA NA 210 |7y | 17 |mzy| 177
insoluble
Tres peu
59 | Omeprazole Poudre API soluble Peu soluble NA NA >4000 | [118] | 2210 | [118] 2210
60 | Paracétamol Poudre | API | Assezsoluble Fﬁ}iﬁ‘lﬁm Volatile Facile 338 [ [119] | 1944 |[1191| 338
Parahydroxybenzoate Conser Treés peu Facilement Non .
61 de methyle Poudre vateur soluble soluble volatile Facile 8000 [120] | 2100 | [120] 2100
62 | Parahydroxybenzoate | Poudre | Conser Tres peu Facilement Non Facile 6332 [121] / / 6332
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de propyle vateur soluble soluble volatile
Parahydroxybenzoate Conser Tres peu Facilement Non .
63 d'Ethyle Poudre vateur soluble soluble volatile Facile 3000 [122] | 4300 | [122] 3000
64 Paroxitine Poudre API Peu soluble Assez soluble Facile ND 374 [123] / / 374
chlorhydrate
65 | Pheniramine maleate Poudre API Treés soluble Fasiiir;e;nt Volatile Moyenne 268 [124] / / 268
. . Tres peu Facilement Non .
66 | Phénobarbital Poudre API . Facile 137 [125] 162 [125] 137
soluble soluble volatile
Phenylephrine Facilement Facilement .
67 chlorhydrate Poudre API soluble soluble Volatile Moyenne 120 [126] 350 [126] 120
68 | Piroxicam Poudre | Apr |Tratiquement | n . oluble | Volatile | Moyenne 250 | 271| 216 |pe7p| 216
insoluble
69 | Polysorbate 20 Liquide EXEf Soluble Soluble NOI"I Facile 33000 | [128] [ 36700 | [128] | 33000
Not volatile
Tres peu
70 | Pregabalin Poudre API Soluble soluble Volatile Moyenne >5000 | [129] | >5000 | [129] 5000
(Méthanol)
71 | Propyléne glycole Liquide EXEf Miscible Miscible Non Facile 23900 | [130] | 30000 | [130] [ 23900
Py &Y q Not volatile
Pseudo ephedrine Facilement Facilement .
72 chlorhydrate Poudre API soluble soluble Volatile Moyenne 371 [131] / / 371
Pratiquement Facilement
73 | Rececadotril Poudre API atd soluble ND ND >77 (IV) | [132] / / 77
insoluble .
(méthanol)
74 | Resorcinol Poudre API Treés soluble Treés soluble Vcl)\lle(:trille Facile / / 202 [133] 202
75 | Rispéridone Poudre API Prilsilllsgsnt Assez soluble | Volatile Moyenne 63.1 [134] 56,6 [134] 56,6
76 | Rivastigmine Poudre | API Soluble Soluble ND ND / / 13 | (35| 13
hydrogen tartrate
77 | Ruscogenines Poudre API Pratiquement | Pratiquement Non Facile 300 [136 / / 300
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insoluble insoluble volatile
78 | Saccharose Poudre EXEf Trés soluble Peu soluble NOI"I Facile / / 29700 | [137] 29700
Not volatile
79 | Salicylique acide Poudre | API | Peu soluble Fe‘s‘ziﬁeent Volatile Facile 480 | 38| 891 |[1391| 480
80 | Sertaconazole nitrate Poudre API Prfat1quement Assez soluble Volatile Facile 8000 [140] / / 8000
insoluble
81 | Sildenafil citrate Poudre API Peu soluble Peu soluble Volatile Facile >1000 | [141] 500 [141] 500
- .. EXEf | Pratiquement | Pratiquement Tres
82 | Silice colloidale Poudre Not insoluble insoluble volatile Moyenne / / >10000 | [142] 10000
83 | Sorbate de potassium Poudre 52,:1;5; Trés soluble Peu soluble Volatile Facile / / 3200 [143] 3200
84 | Sorbitol Liquide | "XEf | Tressoluble | Fratiquement | Non Facile 17800 | [144] | 15900 | [144] | 15900
Not insoluble volatile
85 | Spiramycine Poudre | API | Peu soluble F"‘sﬁiﬁ?t Volatile | Difficile 2900 | [145] | 3550 |[146]| 2900
g | Terbinafine Poudre | APl | Peusoluble | racilement | g . le | Moyenne / /| >2000 | (1471 | 2000
chlorhydrate © 1 50 soluble © oy
87 | Tétrazepam Poudre | apr | Pratiquement Soluble Volatile | Moyenne | 2000 |[148]| / / 2000
insoluble
Tramadol Facilement Facilement Non .
88 chlorhydrate Poudre AP soluble soluble volatile Facile 270 [149] 228 [149] 228
80 | Trimebutine maleate | Poudre | ApPI | Tratauement | n . luble Non Facile 3230 | [150] | >5000 | [150] | 3230
insoluble volatile
90 | Trimipramine maléate | Poudre API Peu soluble Peu soluble vcl)\ll;)trille Facile 425 [151] 800 [152] 425
91 | Vératrole Poudre | API | Peu soluble Soluble Non Facile 700 | [153]| / / 700
(pratique) volatile
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Tableau XLVII : Criteres de sélection du traceur physicochimique pour la validation du nettoyage de la centrale de pesée — Cotation des

critéres
N |Désignation Forme Nature Solubilité | Solubilite dans Volatilité | Nettoyabilité | Toxicité Score
dans l'eau I'alcool
1 | Acarbose 3 4 1 1 2 3 1 576
2 | Acebutolol hydrochloride 3 4 1 1 1 1 3 288
3 | Acétyl salicylique acide 3 4 2 1 2 1 4 1152
4 | Alendronate de sodium 3 4 1 3 2 3 3 3456
5 [Alginate de sodium 3 4 1 3 2 1 2 768
6 [Amlodépine bésilate 3 4 2 2 1 1 5 960
7 | Aripiprazole 3 4 3 3 2 1 3 1728
8 | Aspartam 3 2 2 2 1 1 2 192
9 |Benzalkonium chlorure 3 3 1 1 2 1 4 576
10 | Benzoate de sodium 3 3 1 2 1 1 3 324
11 | Benzylique alcool 1 2 1 1 1 1 3 48
12 | Betaméthasone 3 4 3 2 2 1 3 1440
13 | Betaméthasone dipropionte 3 4 3 2 2 1 3 1440
14 | Betasistestérol 3 4 3 1 2 4 3 4608
15 | Bicarbonate de sodium 3 4 1 3 2 1 3 1152
16 |Bisoprolol fumarate 3 4 1 1 1 2 3 576
17 | Caféine 3 4 2 2 1 1 4 768
18 | Calcium carbonate 3 4 3 3 1 1 2 576
19 | Candesartan célixétil 3 4 3 2 1 1 3 720
20 | Carbamazépine 3 4 3 2 1 1 3 720
21 | Carbocisteine 3 4 3 3 2 2 2 2304
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22 | Carbomere 3 1 1 1 3 1 2 144
23 | Cetylique alcool 3 2 3 1 1 2 3 576
24 | Chlorocrésol 3 3 2 1 1 1 3 324
25 | Chlorpromazine chlorhydrate 3 4 1 1 2 3 4 2304
26 | Citicoline sodique 3 4 1 1 1 1 1 96

27 | Clobétasol propionate 3 4 3 2 1 2 3 1440
28 | Diclofenac de potassium 3 4 2 1 2 3 4 3456
29 | Diclofenac de sodium 3 4 2 1 2 1 4 1152
30 | Diclofenac diéthylamine 3 4 3 1 2 3 4 4608
31 | Dihydroergotamine mesilate 3 4 2 2 2 1 3 1152
32 | Dompéridone 3 4 3 2 1 1 2 480
33 | Donepezil chlorhydrate 3 4 1 2 1 2 5 1440
34 | Ethanol 1 2 1 1 2 1 4 128
35 | Ezetimibe 3 4 3 1 2 3 3 3456
36 |Furosémide 3 4 3 2 2 2 3 2880
37 | Fusidate de sodium 3 4 1 1 2 1 3 576
38 | Fusidique acide 3 4 3 1 2 1 3 1152
39 | Gliclazide 3 4 3 2 2 2 3 2880
40 [Glycérol 1 2 1 1 1 1 3 48

41 [Haloperidol 3 4 3 2 2 1 4 1920
42 |Hydrochlorothiazide 3 4 3 2 2 2 3 2880
43 | Hydroxyanisole butyle 3 3 3 1 2 1 3 864
44 | Hydroxytoluene butyle 3 3 3 1 2 1 3 864
45 |Irbesartan 3 4 3 2 2 4 3 5760
46 |Kétoprofene 3 4 3 1 2 4 4 6144
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47 |Lactose 1 2 192
48 [Lanoline (graisse de laine) 1 3 240
49 |Lévomenthol 4 1 3 576
50 Lévomépromazine 3 4 1 ; ; 1 4 384
Chlorhydrate
51 |Magnésium carbonate 3 4 3 3 1 1 3 864
52 | Mannitol 1 2 1 3 1 1 2 64
53 | Mépivérine HClI 3 4 1 1 2 2 3 1152
54 | Métoclopramide 3 4 3 2 1 1 4 960
55 | Metronidazole 3 4 2 2 1 3 3 1728
56 [Meétronidazole benzoate 3 4 3 2 1 3 3 2160
57 | Mixture herbal zecuf 3 4 1 3 2 1 1 384
58 | Olanzapine 3 4 3 2 1 1 1 240
59 | Omeprazole 3 4 3 2 1 1 1 240
60 [Paracétamol 3 4 2 1 2 1 4 1152
61 Parahydroxybenzoate de 3 3 3 ; ; 1 3 13
methyle
. Parahydroxybenzoate de 3 3 3 1 1 , ) 288
propyle
63 | Parahydroxybenzoate d'Ethyle 3 3 3 1 1 1 3 432
64 | Paroxitine chlorhydrate 3 4 2 2 2 3 4 4608
65 | Pheniramine maleate 3 4 1 1 2 2 4 1536
66 [Phénobarbital 3 4 3 1 1 1 4 768
67 | Phenylephrine chlorhydrate 3 4 1 1 2 2 4 1536
68 | Piroxicam 3 4 3 2 2 2 4 3840
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69 | Polysorbate 20 1 2 1 1 1 1 1 16

70 | Pregabalin 3 4 1 3 2 2 2 1536
71 | Propylene glycole 1 2 1 1 1 1 1 16

72 | Pseudo ephedrine chlorhydrate 3 4 1 1 2 2 4 1536
73 |Rececadotril 3 4 2 1 2 3 4 3456
74 |Resorcinol 3 4 1 1 1 1 4 384
75 |Rispéridone 3 4 3 2 2 2 4 3840
76 |Rivastigmine hydrogen tartrate 3 4 1 1 2 3 5 2880
77 [Ruscogenines 3 4 2 2 1 1 4 768
78 | Saccharose 3 2 1 2 1 1 1 72

79 |Salicylique acide 3 4 2 1 2 1 4 1152
80 | Sertaconazole nitrate 3 4 3 2 2 1 2 960
81 |Sildenafil citrate 3 4 2 2 2 1 3 1152
82 | Silice colloidale 3 2 3 3 3 2 2 1728
83 | Sorbate de potassium 3 3 1 2 2 1 3 648
84 | Sorbitol 1 2 1 3 1 1 1 32

85 [Spiramycine 3 4 2 1 2 3 3 2592
86 | Terbinafine chlorhydrate 3 4 2 1 2 2 3 1728
87 [Tetrazepam 3 4 3 1 2 2 3 2304
88 | Tramadol chlorhydrate 3 4 1 1 1 1 4 384
80 | Trimebutine maleate 3 4 3 2 1 1 3 720
90 | Trimipramine maléate 3 4 2 2 1 1 4 768
91 | Vératrole 3 4 2 1 1 1 3 432
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2.1.1. Choix du traceur microbiologique
La base de données et la cotation des criteres pour le choix du traceur

microbiologique sont présentées dans les tableaux XLVIII et XLIX.

Les résultats obtenus donnent pour I’alginate de sodium le score le plus élevé (valeur
= 30). L’alginate de sodium matiere premiere est choisie comme traceur microbiologique
pour la validation du nettoyage de la centrale de pesée.

Tableau XLVIII : Critéres de sélection du traceur microbiologique pour la validation du
nettoyage de la centrale de pesée - Base de données

N | Désignation _ Controle DGAT | DMLT | Nettoyabilité|  Crret
microbiologique conservateur
1 | Acarbose NON NA NA Difficile Non
2 | Acébutolol hydrochloride NON NA NA Facile Non
3 | Acetyl salicylique acide NON NA NA Facile Non
4 | Alcool cetylique Oul 10 10 Facile Oul
5 | Alendronate de sodium NON NA NA Difficile Non
6 | Alginate de sodium OUI 1000 100 Facile Non
8 | Amidon de blé OUI 1000 100 Facile Non
9 | Amidon de mais OUI 1000 100 Facile Non
10 | Amidon de mais prégélatiné OUI 1000 100 Facile Non
jp | Amidon de pomme de terre ouI 1000 | 100 Facile Non
prégélatiné
12 | Amidon de riz OUI 1000 100 Facile Non
13 | Amlodepine bésilate NON NA NA Facile Non
14 | Aripiprazole NON NA NA Facile Non
15 | Arome caramel OUI 1000 200 Facile Non
16 | Aspartam NON NA NA Facile Non
17 | Benzalkonium chlorure NON NA NA Facile OUI
18 | Benzoate de sodium NON NA NA Facile OUI
19 | Benzylique alcool NON NA NA Facile OUI
20 |Betamethasone base NON NA NA Facile Non
21 | Betamethasone NON NA | NA Facile Non
dipropionate
22 | Betasistesterol NON NA NA Moyenne Non
23 | Bicarbonate de sodium NON NA NA Facile our*
24 | Bisoprolol fumarate NON NA NA Moyenne Non
25 | Caféine NON NA NA Facile Non
26 | Calcium carbonate NON NA NA Facile Non
27 | Candesartan célixetil NON NA NA NA Non
28 | Capsule gélatine lomac OUI 500 Facile Non
29 | Carbamazepine NON NA NA Facile Non
30 | Carbocisteine NON NA NA Moyenne Non
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31 | Carbomeres NON NA NA Facile Non
32 | Cellulose microcristalline OUI 1000 100 Facile Non
33 Cellulose .microcristalline et OUI 1000 100 Facile Non

CMC sodique
34 | Cétomacrogol OUI 100 100 Facile Non
35 | Cétylique alcool NON NA NA Moyenne OUI
36 | Chlorocrésol NON NA NA Facile Non
37 |Chlorpromazine NON NA | NA | Difficle Non

chlorhydrate
38 | Citicoline sodique NON NA NA Facile Non
39 | Clobétasol propionate NON NA NA Moyenne Non
40 | CMC sodique OUI NA NA Facile Non
41 | Colorant caramel OUI 1000 100 Facile Non
42 | Colorant glucosique OUI 100 100 Facile Non
43 | Croscaramellose sodique OUI 1000 100 Facile Non
44 | Cysti stop (vrac) Oul 500000 | 50000 Facile Non
45 | Diclofenac de potassium NON NA NA Difficile Non
46 | Diclofenac de sodium NON NA NA Facile Non
47 | Diclofenac diéthylamine NON NA NA Difficile Non
48 | Dihydroergotamine oul 1000 | 100 Facile Non

mésilate
49 | Domperidone NON NA NA Facile Non
50 | Donepezil chlorhydrate NON NA NA Moyenne Non
51 | Dromax granule OUI 1000 100 Facile Non
52 | Duspatalin granule OUI 1000 100 Facile Non
53 | Ethanol NON NA NA Facile OUI
54 | Eudragit OUI 1000 100 Facile Non
55 | Extrait avyle adried OUI 10000 100 Facile Non
56 | Extrait herbal ready OUI 100 10 Facile Non
57 | Fusidate de sodium OUI 100 NA Facile our*
58 | Fusidique acide OUI 100 NA Facile Oour+*
59 | Gélatine Oul 1000 100 Facile Non
60 | Gliclazide NON NA NA Moyenne Non
61 | Glycérol NON NA NA Facile Non
62 | gomme de xanthane OUI 1000 100 Facile Non
63 | Graisse de laine OUI 100 10 Difficile Non
64 | Granule Atacand OUI 1000 100 Facile Non
65 | Granule hytacand OUI 1000 100 Facile Non
66 | Haloperidol NON NA NA Facile Non
67 | HPMC (Hypromellose) OUI 1000 100 Facile Non
68 | Hydrochlorothiazide NON NA NA Moyenne Non
69 | Hydroxyanisole butyle NON NA NA Facile OUI
70 | Hydroxytoluene butyle NON NA NA Facile OUI
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71 |Ibuprofene NON NA NA Difficile Non
72 | Irbesartan NON NA NA Tres difficile Non
73 |Iso valérianique acide OUI 500 50 Facile Non
74 |Ispagula husk oul 100000 | 10000 Facile Non
75 | Kétoprofene NON NA NA Tres difficile Non
76 | Lactose NON NA NA Facile Non
77 | Lactose anhydre OUI 100 NA Facile Non
78 | Lactose monohydrate OUI 100 50 Facile Non
79 | Lanoline (graisse de laine) NON NA NA Difficile Non
80 | Lévomenthol NON NA NA Facile Non
g1 |Levomépromazine NON NA | NA Facile Non
chlorhydrate
82 | Magnésium carbonate NON NA NA Facile Non
83 | Maltodextrine oul 1000 100 Facile Non
84 | Mannitol OUI 1000 100 Facile Non
85 | Mepiverine HCl NON NA NA Moyenne Non
86 | Metoclopramide NON NA NA Facile Non
87 | Metronidazole NON NA NA Difficile Non
88 | Metronidazole benzoate NON NA NA Difficile Non
89 | Mexture herbal OUI 500 100 Facile Non
90 | Miconazol NON NA NA Moyenne Non
91 | Microgranule lomac OUI 1000 100 Facile Non
92 | Mixture herbal zecuf NON NA NA Facile Non
93 | NAAGA de magnésium OUI 300 100 Facile Non
94 | NAAGA de sodium OUI 100 100 Facile Non
95 | Olanzapine NON NA NA NA Non
96 | Oméprazole NON NA NA NA Non
97 | Opadry white OUI 1000 100 Facile Non
98 | Paracetamol NON NA NA Facile Non
99 | Paraffine liquide OUI 10 NA Facile Non
100 | Paraffine mole blanche OUI 10 NA Moyenne Non
101 | Parahydroxybenzoate de NON NA | NA Facile oul
methyle
102 | Parahydroxybenzoate de NON NA | NA Facile oul
propyle
103 | Farahydroxybenzoate NON NA | NA Facile oul
d'ethyle
104 | Paroxitine chlorhydrate NON NA NA Difficile Non
105 | Pheniramine maleate NON NA NA Moyenne Non
106 | Phenobarbital oul 1000 100 Facile Non
107 | Phenylephrine chlorhydrate NON NA NA Moyenne Non
108 | Piroxicam NON NA NA Moyenne Non
109 | Polysorbate 20 NON NA NA Facile Non
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10| Poudre de Farome OuI 50000 | 100 Facile Non
mandarine
111 | Povidone k30 oul 1000 100 Facile Non
112 | Pregabalin NON NA NA Moyenne Non
113 | Propylene glycole NON NA NA Facile Non
114 | Pseudo ephedrine NON NA | NA | Moyenne Non
chlorhydrate
115 | Rececadotril NON NA NA Difficile Non
116 | Résorcinol NON NA NA Facile Non
117 | Risperidone NON NA NA Moyenne Non
11g| Rivastigmine hydrogen NON NA | NA Difficile Non
tartrate
119 | Ruscogenines OUI 1000 100 Facile Non
120 | Saccharine sodique OUI 1000 100 Facile Non
121 | Saccharose NON NA NA Facile Non
122 | Salicylique acide NON NA NA Facile Non
123 | Sepifilm OUI 1000 100 Facile Non
124 | Sertaconazole nitrate NON NA NA Facile Non
125 | Sildenafil citrate NON NA NA Facile Non
16| Silicate daluminium et de OUI 1000 | 100 Facile Non
magnesium
127 | Silice coloidale NON NA NA Moyenne Non
128 | Solution de saccharose OUI 100 10 Facile Non
129 | Sorbate de potassium NON NA NA Facile OUI
130 | sorbitol loquide OUI 100 10 Facile Non
131 | sorbitol poudre OUI 1000 100 Facile Non
132 | Spiramycine NON NA NA Facile our
133 | stéarate de magnésium Ooul 1000 100 Facile Non
134 | Tablettose oul 100 NA Facile Non
135 | Talc OUI 1000 100 Facile Non
136 | Terbinafine chlorhydrate NON NA NA Moyenne Our*
137 | Tetrazepam NON NA NA Moyenne Non
138 | Tramadol chlorhydrate NON NA NA Facile Non
139 | Trimebutine maleate NON NA NA Facile Non
140 | Trimipramine maleate NON NA NA Facile Non
141 | Trimipramine mesilate NON NA NA Facile Non
142 | Vanilline OUI 1000 100 Facile Non
143 | Veratrole NON NA NA Facile Non
144 | Zolify granule Oul 1000 100 Facile Non

Note : Les valeurs limites de DGAT et DMLT sont décrites dans les procédures d’analyse des

matieres premieres.
NA : Non Applicable.
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: signifie que les matieéres premieéres en question sont concernées par l’analyse
OuUl f I t t t I’analy

microbiologique d’apres leurs monographies.

Seules ces matieres seront considérées dans la cotation des criteres en vue de sélection du

traceur microbiologique.

NON : Signifie que ces matiéres premiéres ne sont pas concernées par l'analyse

microbiologique d’apres leurs monographies (pharmacopée, dossier fournisseur).

Tableau XLIX : Critéres de sélection du traceur microbiologique pour la validation du
nettoyage de la centrale de pesée — Cotation des critéres

Désignation DGAT | DMLT | Nettoyabilité|  EHet  Igcore
conservateur

Alcool cétylique 1 1 1 1 2
Alginate de sodium 3 2 3 2 30
Amidon de blé 3 2 1 2 10
Amidon de mais 3 2 1 2 10
Amidon de mais prégilatine 3 2 1 2 10
Amidon de pomme de terre

prégilatine " 5 2 ! 2 10
Amidon de riz 3 2 1 2 10
Ardome caramel 3 3 1 2 12
Capsule gélatine Lomac 3 1 2 6
Cellulose microcristalline (CMC) 3 2 1 2 10
CMC et CMC sodique 3 2 1 2 10
Cetomacrogol 2 2 1 2 8
Colorant caramel 3 2 1 2 10
Colorant glucosique 2 2 1 2 8
Croscaramellose sodique 3 2 1 2 10
Cysti stop (Vrac) 4 3 1 2 14
Dihydroergotamine mesilate 3 2 1 2 10
Dromax (granulé) 3 2 1 2 10
Duspatalin (granulé) 3 2 1 2 10
Eudragit 3 2 1 2 10
Extrait Leavy dried 4 2 1 2 12
Exrait herbal ready 2 1 1 2 6
Fusidate de sodium 2 NA 1 1 2
Fusidique acide 2 NA 1 1 2
Gélatine 3 2 1 2 10
Gomme xanthane 3 2 1 2 10
Graisse de laine 2 1 3 3 27
Granulé Atacant 3 2 1 2 10
Granulé Hytacand 3 2 1 2 10
HPMC (Hypromellose) 3 2 1 2 10
Iso valerianique 3 2 1 2 10
Ispaghula husk 4 3 1 2 14
Lactose anhydre 2 NA 1 2 4
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Lactose monohydraté 2 2 1 2 8
Maltodextrine 3 2 1 2 10
Mannitol 3 2 1 2 10
Mexture herbal 3 2 1 2 10
Microganulé LOMAC 3 2 1 2 10
NAAGA de magnésium 3 2 1 2 10
NAAGA de sodium 2 2 1 2 8
Opadray white 3 2 1 2 10
Paraffine liquide 1 NA 1 2 2
Paraffine mole blanche 1 NA 2 2 4
Phenobarbital 3 2 1 2 10
Poudre de 'ardbme mandarine 4 2 1 2 12
Povidone K3 3 2 1 2 10
Ruscogenines 3 2 1 2 10
Saccharine sodique 3 2 1 2 10
Sepifilm 3 2 1 2 10
Silicate d'aluminium et de magénsium 3 2 1 2 10
Solution de saccharose 2 1 1 2 6
Sorbitol liquide 2 1 1 2 6
Sorbitol poudre 3 2 1 2 10
Stéarate de magnésium 3 2 1 2 10
Tabtellose 2 NA 1 2 4
Talc 3 2 1 2 10
Vanniline 3 2 1 2 10
Zolify (granulé) 3 2 1 2 10

2.2. Etablissement des critéres d’acceptation
2.2.1. Criteres d’acceptation en vue de I’analyse physicochimique
2.2.1.1. Approche traditionnelle
Parmi les matieres premieres faisant objet de I'étude, la Rivastigmine hydrogen

tartrate posséde la DL50 la plus faible, elle est égale a 13 mg/Kg chez le rat. La limite

d’acceptation la plus stricte est obtenue pour cette valeur.

DL50 x 0,0005 x Fg x Lg x70 x 1000

MACO”g/sz = TB <S

Avec;

Fs : Facteur de sécurité = 0,001 (formes parentérales).

Ts : Dose thérapeutique (mg/jour) la plus élevée correspondant au paracétamol soit 3 g/jour.
Ls : plus petite taille du lot fabriqué dans l'entreprise (Ls = 80 Kg = 80000 g).

S : surface totale des surfaces de contamination dans la centrale de pesée = 15 m? =150000 cm?

Aco — 13 % 0,0005 X 0,001 x80000x70 1000 _ )
= 3 x 150000 = 0,081 pg/cm

MACO = 8,1 ;g/100 cm?
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Etant donné que cette quantité résiduelle est extraite par 10 ml du solvant
d’extraction. La limite d’acceptation exprimée en unité de concentration est égale a (8,1/10)
ug/ml=0,81 ug/ml.

MACO =0,81 pg/ml

2.2.1.2. Nouvelle approche basée sur la valeur de PDE
Dans le cas de la gamme des matiéres premieres faisant objet de 1'étude, la substance
ayant la PDE la plus faible est la risperidone avec une valeur de 0,0013 mg/jour.

La limite d’acceptation calculée a I’aide de cette valeur correspond a ;

0,0013 x80000x 0,01 x1000
ug/100cm? = 3% 15

MACO = 23,19/100cm?

2.2.1.3. Comparaison entre les valeurs obtenues avec les deux approches
La limite d’acceptation obtenue avec I’approche traditionnelle est plus faible que celle
obtenue avec la nouvelle approche basée sur le calcul de la PDE.
Il en résulte que dans le présent travail et en vue d’établir des limites plus strictes, la

valeur retenue pour la validation du nettoyage de la centrale de pesée est celle calculée a

partir de I’approche traditionnelle.

La limite d’acceptation pour la validation du nettoyage de la centrale de
pesée en vue de I’analyse physicochimique est de 8,1 ug/100 cm? correspondant a

0,81 pg/ml (exprimée en unité de concentration).

2.2.2. Criteres d’acceptation en vue de I’analyse microbiologique
Le dénombrement microbien DGAT et DMLT doit répondre aux normes
suivantes (limites internes) ;
— Prélevement par écouvillonnage : DGAT + DMLT < 200 ufc/100 cm?
Pour la recherche des germes spécifiés : deux germes sont concernés, Escherichia coli et

Pseudomonas aeruginosa. Aucune colonie ne doit étre retrouvée dans les préléevements.

2.3. Résultats de la validation analytique du dosage de kétoproféne a I’état de traces

Le kétoprofene est un traceur physicochimique commun pour la validation du
nettoyage de la centrale de pesée, de la ligne de fabrication des formes cremes, gels,
pommades et de la ligne de fabrication des suppositoires.

Etant donnée que la limite d’acceptation est tres faible pour la validation du nettoyage
de la centrale de pesée (8,1 ug/100 cm? comparativement a 14,7 pug/100 cm? de la ligne cremes
et gels et 250 ug/100 cm? de la ligne suppositoire). La méthode de dosage du kétoprofene
ainsi validée est applicable pour la validation du nettoyage de la CDP et des lignes suscitées.

Les données brutes de la validation sont présentées dans I’annexe I du manuscrit.
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2.3.1. Spécificité
Les chromatogrammes obtenus a partir des solutions : blanc solvant, blanc écouvillon,

blanc plaque et standard d’étalonnage 100% sont présentés dans la figure 19.

- Blanc solvant s Elanc plague
1 T T T T T T T T
L S—— = - [

— Blanc écouvillon SE100% !
b [

Lo — !

=L o I il

" T T T T T T T fl"“ - = - ="

Figure 19 : Chromatogrammes du parametre spécificité
Discussion :
> Sur le chromatogramme obtenu a partir de la solution standard, présence d'un pic
du kétoproféne a un temps de rétention de 4,78 mn.
> Sur les chromatogrammes obtenus a partir des solutions blanc solvant, blanc
écouvillon et blanc plaque, absence du pic de kétoproféne a un temps de rétention
de 4,78 mn. Ce qui témoigne de l'absence d’interférence des écouvillons et des

plaques dans le dosage du kétoprofene par HPLC.
La méthode est jugée spécifique.

2.3.2. Fonction réponse

Les aires du pic de kétoprofene obtenus pour chacune des solutions analysées (SE et

SV) sont présentées dans le tableau L.
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Tableau L : Aires de pic du kétoprofene obtenus a partir des SE et SV

Standards d'étalonnage (SE)

Niveaux é Série 01 Série 02 Série 03
de % Concentration Aire du pic Concentration Aire du pic Concentration Aire du pic
concen - | "8 o de o de o de
tration | & en % kétoproféne en % kétoproféne en % kétoproféne
1 1 25,73 30115 25,96 31214 25,35 28869
2 25,88 30950 25,56 29408 25,28 28890
9 1 51,46 56684 51,93 54844 50,70 55814
2 51,77 56246 51,12 55699 50,56 54700
3 1 102,91 106212 103,85 106595 101,41 106675
2 103,53 106934 102,25 105658 101,11 107521
1 1 154,37 159463 155,78 156674 152,11 161558
2 155,30 163189 153,37 160339 151,67 159445
1 257,28 268574 259,63 267325 253,52 268931
> 2 258,83 267365 255,62 266269 252,78 267938
Standards de validation (SV)
Niveaux g Série 01 Série 02 Série 03
de % Concentration Aire du pic Concentration Aire du pic Concentration Aire du pic
concen - | "8 o de o de o de
tration | en % kétoproféne en % kétoproféne en % kétoproféne
1 25,73 28405 25,96 30412 25,35 28811
1 2 25,88 28888 25,56 28659 25,28 28436
3 25,48 28554 25,79 29104 25,09 27188
1 51,46 52898 51,93 54789 50,70 53457
2 2 51,77 53086 51,12 53815 50,56 53086
3 50,95 53457 51,58 54212 50,17 52898
1 102,91 108298 103,85 102213 101,41 103479
3 2 103,53 103778 102,25 102888 101,11 102059
3 101,90 100034 103,16 104746 100,35 101910
1 154,37 161738 155,78 155213 152,11 150742
4 2 155,30 155029 153,37 153371 151,67 151582
3 152,85 150457 154,74 153828 150,52 149255
1 257,28 253396 259,63 268976 253,52 251596
5 2 258,83 251403 255,62 260396 252,78 252603
3 254,75 244857 257,90 252633 250,86 262208

La fonction de réponse d’une méthode analytique est, a l'intérieur de l'intervalle
de dosage, la relation existant entre la réponse instrumentale (aire du pic) et la
concentration de la substance a examiner dans l'échantillon. La fonction de réponse
monotone la plus simple qui exprime cette relation est appelée “courbe d’étalonnage”.

Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux LI, LII, LIII, LIV et les figures

20, 21, 22 et 23. Le choix de la fonction de réponse est documenté dans le tableau LV.
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Tableau LI : Résultats obtenus pour la fonction y = ax + b

Fonction de réponse : Modéle y = ax +b
Seérie 01 Série 02 Série 03
Niveaux de - - Ta: ) T : T :
. |Repetitions| Concentration | Aire du pic de | Concentration | Aire du pic de|Concentration |Aire du pic de
concentration i . , . i .
en % kétoproféne en % ketoproféne en % kétoproféne
1 1 25,73 30115 25,96 31214 25,35 28869
2 25,88 30950 25,56 29408 25,28 28890
» 1 51,46 56684 51,93 54844 50,70 55814
2 51,77 56246 31,12 35699 50,56 54700
3 1 102,91 106212 103,85 106595 101,41 106675
2 103,53 106934 102,25 105658 101,11 107521
s 1 154,37 159463 155,78 156674 152,11 161558
2 155,30 163189 153,37 160339 151,67 155445
5 1 257,28 268574 239,63 267325 253,52 268931
2 258,83 267365 233,62 266269 252,78 267938
Pente 1023,4324 1020,3176 1051,1091
Ordonneée a l'origine 3086,0829 2487,9327 1634,3949
Coetficient de correlation 0,9998 0,9997 0,9999
agopop < re du pic
Série 01 Serie 2 Série 03
y=10234x+30861  y=10203x+24579 - 10511x+16344
230000 - R = 0,9997 R =09994 R?= 10,9999
150000 -
130000 -
50000 -
30000 - Concentration en %
200002100 70,00 120,00 170,00 220,00

Figure 20 : Courbe d’étalonnage obtenue pour la fonction y = ax +b
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Tableau LII : Résultats obtenus pour la fonction y = ax

Fonction de réponse : Modéle y = ax
) Série 01 Série 02 Série 03
Niveaux de - —T . —T . —T -
. |Repetitions| Concentration| Aire du pic de | Concentration | Aire du pic de|Concentration |Aire du pic de
concentration
en % kétoproféne en % kétoproféne en % kétoproféne
1 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000
2 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000
] 1 25,73 30115 25,96 31214 25,35 25869
2 25,88 30950 25,56 29408 25,28 25890
’ 1 51,46 56664 51,93 54844 50,70 55814
2 51,77 56246 51,12 55699 50,56 54700
3 1 102,91 106212 103,85 106595 101,41 106675
2 103,53 106934 102,25 105658 101,11 107521
4 1 154,37 159463 155,78 156674 152,11 161558
2 155,30 163189 153,37 160339 151,67 159445
5 1 257,28 268574 258,63 267325 253,52 268931
2 258,83 267365 235,62 266269 252,78 267938
Pente 1034,5 1041,0 1060,6000
Ordonnée a l'origine 0,0000 0,0000 0,0000
Coefficient de corrélation 0,9995 0,9996 0,9999
Adre du pic
250000 -
Senelll Serie 02 Série 03
230000 - v = 1034 5x v =1041x v = 1060 Gx
i1 =10,9991 R =10,9003 -'13 =0 0008
150000 -
130000 —
50000 -
30000 -
J ! ! Coricentrafion en %o
2000200 70,00 120,00 170,00 220,00

Figure 21: Courbe d’étalonnage obtenue pour la fonction y = ax
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Tableau LIII : Résultats obtenus pour la fonction \/; = fVx

Fonction de réponse - Modéle : racine (y) =fonction racine (x)

) Serie 01 Seérie 02 Serie 03
Niveaux de
. |Repetitions| Concentration | Aire du pic de |Concentration [Aire du pic de|Concentration | Aire du pic de
concentration
en % kétoproféne en % kétoproféne en % kétoproféne
1 1 5,0723 173,5367 5,0954 176,6748 5,0351 169,9088
2 5,0875 175,9261 5,0559 171,4876 5,0277 169,9706
) 1 71733 238,0840 7,2080 234,1880 7,1207 236,2499
2 7,1948 2371624 7,1501 236,0064 7,1102 233,8803
3 1 10,1446 325,9018 10,1908 326,4889 10,0701 326,6114
2 10,1750 327,0078 10,1117 325,0508 10,0554 327,9039
s 1 12,4246 399,3282 12,4511 395,8207 12,3333 401,9428
2 12,4618 403,9666 12,3543 400,4235 12,3153 399,3056
1 16,0401 518,2413 16,1130 517,0348 15,9223 518,5856
. 2 16,0851 517,0735 15,9880 516,0126 15,8990 5176273
Pente 31,2454 31,2181 31,9853
Ordonneée i l'origine 13,3508 12,1926 7,5014
Coefficient de corrélation 0,9997 0,9996 0,9999
A30,0000 - Azre dupic (racine) Série 03
y=31,985% + 7,501
500.0000 Serie0l Seéried2 R* = 10,9999
y=31245x+13351 y=31215x+12193
450,0000 R:=0.9995 R:=09901
400,0000
3500000
3000000
250.0000
200.0000
Concentration en®s (racine)
1500000 -

4,0000 6,0000 50000 10,0000 12,0000 14,0000 16,0000 15,0000

Figure 22 : Courbe d’étalonnage obtenue pour la fonction ﬁ = fVx
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Tableau LIV : Résultats obtenus pour la fonction Iny = f(In x)

Fonction de réponse - Modéle : In(y) =fonction In(x)

. Serie 01 Serie 02 Serie 03
Niveaux de
. |Repetitions| Concentration| Aire du pic de [Concentration |Aire du pic de|Concentration|Aire du pic de
concentration
en % kétoproféne en % kétoproféne en % kétoproféne
1 1 1,6238 5,1564 1,6283 51743 1,6164 51353
2 1,6268 5,1701 1,6205 5,1445 1,6150 51356
) 1 1,9704 54726 1,9749 5,4561 1,9630 5,4649
2 1,9734 5,4687 1,9671 5,4639 1,9615 54548
3 1 2,3169 5,7666 2,3215 5,7664 2,3096 5,7688
2 2,3199 5,7900 2,3137 5,7840 2,3081 57927
4 1 2,5197 5,9698 2,5242 5,9810 2,5123 5,9963
2 2,5227 6,0013 2,5164 5,9925 2,5108 5,9897
5 1 2,7751 6,2504 2,7796 6,2481 2,7677 6,2511
2 2,7781 6,2482 2,7718 6,2461 2,7663 6,2493
Pente 0,9428 0,9445 0,9671
Ordonnée 3 l'origine 3,6190 3,6104 3,5662
Coefficient de corrélation 0,9995 0,9993 0,9998
Aire du pic (log)
64000
Série 02 Série03
Série 01 y= 0,9445 x+ 3,6104 y= 0.9671x+ 35662
A y=09428x+361%0 R = 09993 R2= 09998
R =0,9995
6,0000
55000
56000
54000
2000
Concentration en % (lo g]
5,0000
15000 1,7000 1,9000 2,1000 23000 2,5000 2,7000 2,9000

Figure 23 : Courbe d’étalonnage obtenue pour la fonction Iny = f(In x)
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Tableau LV : Choix de la fonction de réponse [153]
. Limite inférieure et Indice .
] 2 Indice . Indice de
Fonction de réponse d’Exactitude supérieure de de Justesse
quantification (en %) | Fidélité
Régression linéaire apres transfor 0.7150 [25.57  228.9] 04899 | 0.8446
tion racine carrée ) R ) )
Régression linéaire pondérée (1/X) 0.7065 [ 25.57,224.0] 0.4850 | 0.8429
Régression linéaire (y = ax + b) 0.7045 [25.57,216.7] 0.4849 | 0.8681
Régression quadratique 0.7003 [ 34.32,230.1] 0.4774 | 0.8454
Régression lincaire ponderce 0.6890 [36.41,229.8] | 0.4620 | 0.8426
1/X?) ’
Régression quadratique 0.6846 [39.59,227.2] | 0.4663 | 0.8439
pondérée (1/X)
Regression quadratique 0.6839 [39.73,228.1] | 0.4628 | 0.8445
pondérée (1/X?)
Régression linéaire passant par 0 .
Ajustée en utilisant uniquement le 0.6839 [37.07,222.5] 0.5026 | 0.7897
plus haut niveau (5)
Regression lin€aire apres 0.6680 [76.02,255.71 | 0.4646 | 0.8215
transformation logarithmique

— Discussion

Le choix de la fonction de réponse porte sur le modele mathématique correspondant a
I'intervalle de mesure le plus large, contenu dans l'intervalle d’acceptabilité ou bien a celui
ayant un indice d’exactitude le plus élevé.

D’apres le tableau LV, la fonction racine-racine correspond au modéle ayant
I'intervalle de mesure le plus large. Or et compte tenu de sa complexité d’application en
routine par rapport au modele linéaire simple y = ax+b, ce dernier est retenu comme
fonction de réponse dans notre étude.

L’inconvénient étant de rétrécir l'intervalle de mesure de [25.57 — 228.9]% a [25.57 -

216.7]. Cette restriction concerne la limite supérieure de quantification et non pas la limite

inférieure. Du fait que notre méthode concerne un dosage a l'état de traces, nous nous
intéressons plus aux concentrations faibles qu’aux concentrations élevées. Cette restriction

de l'intervalle du dosage n’impactera pas donc la fiabilité de notre méthode.
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2.3.3. Justesse — Fidélité — Exactitude

2.3.3.1. Alignement des réponses

L’alignement appliqué aux réponses obtenues avec les trois séries des standards de

validation, sur la moyenne des masses introduites pour chaque niveau de concentration

théorique est résumé dans les tableaux LVI.

Tableau LVI-A : Alignement des réponses des SV — Moyenne des concentrations

§ Niveaux de Moyenne des Moyenne des Moyenne des
Y [ concentrations en | concentrations xi concentrations xi concentrations xi
Z % (Série 01) (Série 02) (Série 03)
1 25,00% 25,7 25,77 25,24
2 50,00% 51,39 51,54 50,48
3 100,00% 102,78 103,09 100,95
4 150,00% 154,17 154,63 151,43
5 250,00% 256,95 257,72 252,39
Tableau LVI-B : Alignement des réponses des SV — Série 01
(92} 7.
é Niveaux de _5 = - Ser’les ol —
$ | concentrations E“?,‘ oncentrations des Reponstes : Aire e
= en % k3 standards de du pic de S —
= validation kétoprofene
1 25,73 28405 28371
1 25,00% 2 25,88 28888 28696
3 25,48 28554 28779
1 51,46 52898 52831
2 50,00% 2 51,77 53086 52703
3 50,95 53457 53908
1 102,91 108298 108163
3 100,00% 2 103,53 103778 103011
3 101,90 100034 100935
1 154,37 161738 161536
4 150,00% 2 155,30 155029 153879
3 152,85 150457 151809
1 257,28 253396 253059
5 250,00% 2 258,83 251403 249487
3 254,75 244857 247110
Pente a (SE) 1023,432446
Ordonnée a I'origine (SE) 3086,082946
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Tableau LVI-C : Alignement des réponses des SV — Série 02
é Niveaux de E Seniesl02
‘°‘_>" concentrations z Concentrations des | Réponses : Aire du [ Alignement
Z en % \é“ standards de validation | pic de kétoproféne | des réponses
1 25,96 30412 30217
1 25,00% 2 25,56 28659 28873
3 25,79 29104 29085
1 51,93 54789 54399
2 50,00% 2 51,12 53815 54243
3 51,58 54212 54174
1 103,85 102213 101432
3 100,00% 2 102,25 102888 103745
3 103,16 104746 104670
1 155,78 155213 154042
4 150,00% 2 153,37 153371 154656
3 154,74 153828 153715
1 259,63 268976 267024
5 250,00% 2 255,62 260396 262537
3 257,90 252633 252444
Pente a (SE) 1020,317631
Ordonnée a I'origine (SE) 2487,932666
Tableau LVI-D : Alignement des réponses des SV — Série 03
é Niveaux de E Séries 03
E concentrations = Concentrations des | Réponses : Aire du | Alignement
Z en % ~§‘ standards de validation | pic de kétoproféne | des réponses
1 25,35 28811 28692
1 25,00% 2 25,28 28436 28395
3 25,09 27188 27348
1 50,70 53457 53219
2 50,00% 2 50,56 53086 53004
3 50,17 52898 53218
1 101,41 103479 103003
3 100,00% 2 101,11 102059 101895
3 100,35 101910 102550
1 152,11 150742 150028
4 150,00% 2 151,67 151582 151335
3 150,52 149255 150215
1 253,52 251596 250406
5 250,00% 2 252,78 252603 252192
3 250,86 262208 263808
Pente a (SE) 1051,109074
Ordonnée a I'origine (SE) 1634,394886
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2.3.3.2. Calcul des prédictions inverses : Les résultats obtenus sont présentés dans
les tableaux LVIIL
Tableau LVII-A : Calcul des prédictions inverses — Série 01
é Niveaux de é Séries 01
S | concentrations £ e liend Réponses Prédictions
z en % ) eponses alighees instrumentales inverses
1 28371,31 28405 24,71
1 25,00% 2 28696,37 28888 25,02
3 28779,32 28554 25,10
1 52830,61 52898 48,61
2 50,00% 2 52702,74 53086 48,48
3 53907,65 53457 49,66
1 108163,23 108298 102,67
3 100,00% 2 103011,48 103778 97,64
3 100935,29 100034 95,61
1 161535,84 161738 154,82
4 150,00% 2 153879,22 155029 147,34
3 151808,94 150457 145,32
1 253059,07 253396 244,25
5 250,00% 2 249486,70 251403 240,76
3 247110,24 244857 238,44
Pente a (SE) 1023,432446
Ordonnée a l'origine (SE) 3086,082946
Tableau LVII-B : Calcul des prédictions inverses — Série 02
E Niveaux de -é Séries 02
2 | concentrations z Ré lioné Réponses Prédictions
z en % ) eponses alignees instrumentales inverses
1 30216,75 30412 27,18
1 25,00% 2 28873,14 28659 25,86
3 29085,11 29104 26,07
1 54398,51 54789 50,88
2 50,00% 2 54243,28 53815 50,72
3 54174,21 54212 50,66
1 101432,02 102213 96,97
3 100,00% 2 103744,56 102888 99,24
3 104670,42 104746 100,15
1 154041,52 155213 148,54
4 150,00% 2 154655,84 153371 149,14
3 153714,63 153828 148,22
1 267023,54 268976 259,27
5 250,00% 2 26253741 260396 254,87
3 252444,05 252633 244,98
Pente a (SE) 1020,317631
Ordonnée a l'origine (SE) 2487,932666
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Tableau LVII-C : Calcul des prédictions inverses — Série 03
é Niveaux de é Séries 03
E concentrations = R& liend Réponses Prédictions
z en % @ eponses alghees instrumentales inverses
1 28692,05 28811 25,74
1 25,00% 2 28394,91 28436 25,46
3 27348,05 27188 24,46
1 53219,09 53457 49,08
2 50,00% 2 53003,81 53086 48,87
3 53218,09 52898 49,08
1 103003,19 103479 96,44
3 100,00% 2 101894,63 102059 95,39
3 102550,18 101910 96,01
1 150028,28 150742 141,18
4 150,00% 2 151335,44 151582 142,42
3 150215,27 149255 141,36
1 250406,47 251596 236,68
5 250,00% 2 252192,07 252603 238,37
3 263808,45 262208 249,43
Pente a (SE) 1051,109074
Ordonnée a I'origine (SE) 1634,394886

Tableau LVIII : Résumé, concentrations introduites — concentrations prédites

8| Conc E Concentrations introduites Concentrations prédites
§ théorique ::g . . - Moyenne |Moyenne| . - Moyenne|Moyenne
> en % % Série 01 | Série 02 | Série 03 e niveau Série 01 | Série 02 | Série 03 || s
1 2573 | 2596 | 25,35 25,68 24,71 27,18 | 2574 25,88
25,00% 2 2588 | 2556 | 2528 25,57 25,57 25,02 2586 | 2546 2545 25,51
1 3 2548 | 25,79 25,09 2545 25,10 26,07 | 2446 25,21
1 5146 | 51,93 50,70 51,36 48,61 50,88 | 49,08 49,52
50,00% 2 51,77 | 51,12 | 50,56 51,15 51,14 48,48 50,73 | 48,87 49,36 49,56
2 3 5095 | 5158 | 50,17 50,90 49,66 50,66 | 49,07 49,79
1 | 102,91 | 103,85 | 101,41 102,72 102,67 | 96,97 | 9645 98,70
100,00% | 2 | 103,53 | 102,25 | 101,11 102,30 102,27 97,64 99,24 | 95,39 97 42 97,79
3 3 101,90 | 103,16 | 100,35 101,80 9561 | 100,15 | 95,99 97,25
1 | 154,37 | 155,78 | 152,11 154,09 154,82 | 148,53 | 141,20 | 148,18
150,00% | 2 | 155,30 | 153,37 | 151,67 153,44 153,41 147,34 | 149,14 | 14243 | 146,30 | 14648
4 3 152,85 | 154,74 | 150,52 152,70 145,32 | 145,21 | 141,33 | 14495
1 | 257,28 | 259,63 | 253,52 256,81 24425 | 259,26 | 236,71 | 246,74
250,00% | 2 | 258,83 | 255,62 | 252,78 255,74 255,69 240,76 | 254,88 | 238,38 | 24467 | 24523
5 3 254,75 | 257,90 | 250,86 254,51 23844 | 244,98 | 249,39 | 24427
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2.3.3.3. Justesse : Calcul du biais absolu, biais relatif et les recouvrements

Tableau LIX : Calcul du biais absolu, biais relatifs et des recouvrements

g Conc .E Exactitude 5jk Exactitude|% de Recouvrement Biais
S |théorique |5 2] ] ] ij Par ]
2 - & Série 01| Série 02| Série 03 ) Moyenne(Absolu |Relatif
Z | en% |E (moyenne)| niveau
1 | 397 | 467 1,55 0,75 96,03
2500% | 2 | -332 | 117 | o072 -0,48 96,68 | 97,09 | -006 | -022
1 3 | 145 1,08 | -2,50 -0,96 98,55
1 | 554 | -202 | -3,20 -3,59 94,46
5000% | 2 | -635 | -078 | -3,33 -3,48 93,65 95,19 | -1,58 | -3,09
2 3 | 254 | -1,79 | 220 2,18 97,46
1| -024 | -663 | -4,89 -3,02 99,76
100,00% 2 -5,69 -294 -5,66 -4.76 04 31 95,97 -4.48 -4,38
3 3 | 617 | -292 | -434 -4,48 93,83
1 029 | -465 | -718 -3,84 100,29
150,00% | 2 | 512 | -2,76 | -6,09 -4,66 94,88 9,75 | -693 | -452
4 3 | -493 | 422 | -610 -5,08 95,07
1 | 507 | -014 | -663 -3,95 94,93
250,00% | 2 | -698 | -029 | -5,69 432 93,02 93,85 | -1046 | -4,09
5 3 -6,40 -5,01 -0,59 -4.00 03,60
2.3.3.4. Fidélité : Calcul des coefficients de variation de répétabilité et de fidélité
intermédiaire
Tableau LX : Calcul des écarts types de répétabilité et de fidélité inter-séries
Niveaux Ecart type de | Ecart type | Ecart type
s MSM | MSE: | MSE arttype ¢e | meartyp yP
Théoriques répetabilité | inter-série de F.I
25 1,708 0,332 0,676 0,576 0,677 0,889
50 3,216 0,148 0,915 0,385 1,011 1,082
100 7,682 5,392 5,964 2,322 0,874 2,481
150 52,666 8,579 19,601 2,929 3,834 2,824
250 137,421 | 36,685 61,869 6,057 5,795 8,382

Tableau LXI : Calcul des CV de répétabilité et de fidélité intermédiaire

Ni"ea“’; I}(}/f"ﬂq“es CV de répétabilité CV de Fidélité intermédiaire (F.I)
25 2,254 3,478
50 0,753 2,116
100 2,270 2,426
150 1,909 3,145
250 2,369 3,278
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2.3.3.5. Exactitude : Erreur totale et profil d’exactitude

Les résultats du calcul des erreurs totales et relatives ainsi que les limites de

I'intervalle de tolérance sont présentés dans les tableaux LXII.

Tableau LXII-A : Calcul de I'erreur total absolue et de I’erreur totale relative.

Niveaux Théoriques Erreur totale absolue Erreur totale relative
25% 0,946 3,701
50% 2,661 5,203
100% 6,965 6,810
150% 11,755 7,663
250% 18,842 7,369

Tableau LXII-B : Calcul des intervalles de tolérance par niveau de concentration [153]

. Limites Limites
Niveaux de Moyenne des . . s ‘.
concentrations concentrations Biais inférieur de supcrieure de
] ) relatif (%) I'intervalle de I'intervalle de
(en %) introduites i i
tolérance tolérance
25% 25.57 -0.2231 -7.756 ,7.310
50% 51.14 -3.087 -8.161 1.987
100% 102.3 -4.384 -8.333 -0.4356
150% 153.4 -4.518 -9.330 0.2946
250% 255.7 -4.091 -10.41 2.232

2.3.3.6. Etablissement du profil d’exactitude : Le profil d’exactitude correspondant

au model ax + b est présenté dans la figure 24.

Erreur relative (%)

Profil d'exactitude

)
!

150
Quantité (Unit)

[Series 1 e > e 3|

Figure 24 : Profil d’exactitude en considérant la régression linéaire y = ax +b [153].
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2.34.

Intervalle de dosage

Par intersection entre le profil d’exactitude et les limites d’acceptabilité + 10%, les

limites inférieure et supérieure de quantification sont définies comme suit ;

— Limite

inférieure

de quantification =

25 ,57%*0,81ug/ml = 0,207 pg/ml.

— Limite

supérieure

de quantification =

216,7%*0,81ug/ml = 1,755 pug/ml.

25 ,57%

216,7%

soit une

soit une

concentration de

concentration de

L’intervalle de dosage de la méthode de dosage du kétoproféne est de [25,57 % -

216,7%] correspondant a un intervalle de concentrations de [0,207 pug/ml - 1,755 pg/ml]

2.3.5.

Linéarité

La linéarité de la méthode est sa capacité de fournir des résultats (concentration

prédite ou calculée) proportionnels a la concentration (introduite) de la substance analysée.

La droite de régression linéaire: Concentrations prédites en fonction des

concentrations introduites est présentée dans la figure 25.

Les caractéristiques de cette droite de régression sont présentées dans le tableau

LXIII.
Tableau LXIII : Caractéristiques de la droite de régression linéaire — linéarité de la
méthode
Parametre Pente Or’do.n I,Iee 2 Différence avec 0
I'origine
Valeur B = 0,95368 A =0,60747 Pente Ord. orig
Erreur os = 0,00673 oa =0,96265 el £ tealculé < t°
Comparaison avec de | tcalculé =B/cs t calculé = A/ca ca c1/1 © différence
1 différence
a pente avec 0 =1417 =0,63 L non
’ 4 significative | . | ficati
t° (0,05, 44) = t° (0,05, 44) = sighiticative
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Dosage du kétoprofene par HPLC - Linearité de la méthode :

Concentrations prédites = f(concentrations introduites)

300 4
7 Droite de régression linéaire
= Y=A+B"X
s 230 4 Parameter Value Ermror
:"'\-\.
: T A 0,60747  0,96265
@ 200 B 095368  0,00673
b —1
- i R 5D N P
i
=1
B 450 0,99894 369213 45  <0.0001
[# /]
-
° -
e
=
w100 —
-
Y
U -
-
=
o 50 4
T Concentrations introduites en %
0 T T J T T T T T T T |
0 50 100 150 200 250 300

Figure 25 : Droite de régression linéaire : Concentration prédites = f(concentrations
introduites).

Discussion du parametre linéarité :

La méthode est linéaire dans l'intervalle de concentration de 0,207 ug/ml — 1,755

ug/ml avec une droite : Concentration prédite = 0,95368 Concentration introduite + 0,60747 et

une régression satisfaisante (coefficient de corrélation R = 0,99894).

2.3.6. Robustesse

Le plan d’expérience réalisé pour 1'étude de la robustesse de la méthode est présenté

dans le tableau LXIV.
Tableau LXIV : Plan d’expérience 2*pour I’étude de la robustesse
Essai Facteurs interactions
A (teneur) B (débit) C (A en nm) AB AC BC ABC

1 -1 -1 -1 1 1 1 -1
2 1 -1 -1 -1 -1 1 1
3 -1 1 -1 -1 -1 -1
4 1 -1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 1 -1 1
6 1 -1 -1 -1 -1 -1
7 -1 1 -1 -1 1 -1
8 1 1 1 1 1

Niveau bas 90% 1,2 ml/mn 252

Niveau haut 110% 1,8 ml/mn 256
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Les données brutes et les calculs des réponses du parametre robustesse sont présentés
dans le tableau LXV. Le Calcul de l'intervalle de confiance des effets des parametres est
présenté dans le tableau LXVI.

Tableau LXV : Données brutes et les calculs des réponses du parameétre robustesse

No de |FActeurA|FactewrB| | Conc- | | Comc | .. |Airedu| Conc. |Reponse
I'essai (ten:ur (Déb-it (. en nm) introduite SE (%) introduite pic (SV) pic (oSE Est:née (CD:C. en
en %) ml/min) 5V 100%) (%) Yo)

1 90% 1,2 252 91,71 (100,00 91,71 | 111716 |128136| 87,19 | 87,19
2 110% 1,2 252 112,09 |100,00| 112,09 | 134701 | 128136 | 105,12 | 105,12

3 90% 1,8 252 91,71 |100,00| 91,71 74518 | 85593 | 87,06 | 87,06
4 110% 1,8 252 112,09 |100,00| 112,09 | 90223 | 85593 | 105,41 | 105,41

5 90% 1,2 256 91,71 (100,00 91,71 | 117387 | 135078 | 86,90 | 86,90
6 110% 1,2 256 112,09 |100,00| 112,09 | 141884 | 135078 | 105,04 | 105,04

7 90% 1,8 256 91,71 |100,00{ 91,71 93894 | 105669 | 88,86 | 88,86
8 110% 1,8 256 112,09 |100,00| 112,09 | 113405 | 105669 | 107,32 | 107,32

Ecartype| 9,78

20,057 | 2,36

Tableau LXVI : Calcul de I'intervalle de confiance des effets des parameétres

Eesai Facteurs Interactions
A B C AB AC BC ABC
1 -87,19 | -87,19 | -87,19 | 87,19 | 87,19 | 87,19 | -87,19
2 105,12 | -105,12 | -105,12 | -105,12 |-105,12| 105,12 | 105,12
3 -87,06 | 87,06 | -87,06 | -87,06 | -87,06| -87,06 | 87,06
4 105,41 | 105,41 | -105,41 | 105,41 | 105,41 | -105,41 | -105,41
5 -86,90 | -86,90 | 86,90 | 86,90 | 86,90 | -86,90 | 86,90
6 105,04 | -105,04 | 105,04 | -105,04 |-105,04| -105,04 | -105,04
7 -88,86 | 88,86 | 88,86 | -88,86 |-88,86| 88,86 | -88,86
8 107,32 | 107,32 | 107,32 | 107,32 | 107,32 | 107,32 | 107,32
Somme 72,89 | 4,40 3,34 0,74 0,74 | 4,07 -0,08
Effet 9,11 0,55 0,42 0,09 0,09 0,51 -0,01
Intervalle da| Limite infetieur| 0,93 7,63 | -7,76 809 | -809 | -7,67 | -8,19
confiance |[imite superieur| 17,29 | 8,73 8,60 8,27 827 | 8,69 8,17
Facteur :srig?i-fica-ﬁf (5) ou Non S NS NS NS NS NS NS
significatif (NS)

Discussion :

— Pour le parametre A : L'intervalle de confiance de son effet ne contient pas la valeur

0, la méthode n’est pas robuste pour le parametre A. Ceci est prévisible, car la

méthode est jugée linéaire donc sensible a la concentration en principe actif.

— DPour les parametres B et C et leurs interactions : Les intervalles de confiances de

leurs effets contiennent la valeur 0. La méthode est jugée robuste pour les

changements des parametres: débit de la phase mobile et longueur d’onde de

détection dans les limites étudiées.
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2.3.7. Stabilité des solutions
2.3.7.1. Stabilité des solutions du kétoproféne dans le passeur échantillon et a
température ambiante.
Les résultats de I'étude de la stabilité des solutions du kétoprofene dans le passeur
échantillon et a température ambiante sont présentées dans le tableau LXVIIL.

Tableau LXVII-A : Résultats de 1’étude de stabilité des solutions de kétoprofene dans le
passeur échantillon et a température ambiante

Stabilité des solutions dans le passeur échantillon

Variation de

. Aire du pic de , . . Résultats
Solution Temps e I'aire du pic (norme < 2,0%)
x=AA/Ao
t=0h 106272 NA NA
) t=1 heure 106205 -0,06 Conforme
Solution t =2 heures 105923 -0,33 Conforme
SV 100%
t =3 heures 105525 -0,70 Conforme
t =4 heures 105868 -0,38 Conforme
Stabilité des solutions a température ambiante
Solution Temps Ail:e du pi‘c de Varia’fion de l'aire Résultats
kétoproféne du pic x = AA/Ao (norme < 5,0%)
t=0h 111009 NA NA
Solution [t=6h 108506 -2,25 Conforme
SV 100% | t =12 heures 107309 -3,33 Conforme
t =24 heures 105750 -4,74 Conforme

2.3.7.2. Stabilité des solutions du kétoproféne a température de réfrigération.
— Calcul du facteur de similarité des deux solutions standards

Standard 1: prise d’essai = 42,6 mg, concentration Ci = 0,852 pg/ml, Aire de pic du
kétoprofene = 125318
Standard 2 : prise d’essai = mg, 42,4 mg, concentration Cz = 0,844, Aire de pic du kétoprofene
=124254.
C; A, 0,852 124254
4, \C, 125318 * 0,848
Norme : Le facteur de similarité doit étre compris entre 0,98 et 1,02
Résultats : Le facteur de similarité est compris dans I'intervalle d’acceptation

Tableau LXVII-B : Résultats de I’étude de stabilité des solutions de kétoprofene a

température de réfrigération

Facteur de similarité = = 0,996

Stabilité des solutions a la température de réfrigération
. A Gl dle Con,centrati‘on Variation .de Résultats
Solution | Temps e de kétoprofénel  concentration (norme < 5,0%)
(pg/ml) x =AC/Co

t=0h 111009 0,756 NA NA
Solution | t=24h 108226 0,737 -2,51 Conforme
SV 100% | t =3 jours 107914 0,735 -2,79 Conforme

t=7jours 101812 0,694 -8,28 Non Conforme
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Discussion
— L’étude de stabilité des solutions a révélé une bonne stabilité du kétoprofene dans le
passeur échantillon de 'HPLC, a température ambiante pendant 24 heures et a la

température de réfrigération pendant 3 jours.

2.4. Validation de la méthode de prélevement par écouvillonnage

Les rendements d’extraction sont calculés a partir des solutions des standards de
validation pour chaque série et pour chaque répétition d’un niveau de concentration. Les
résultats sont présentés dans le tableau LXVIIIL.

Les taux de recouvrement sont calculés par analyse des solutions plaques préparées
par contamination d’une surface en inox de 100 cm? et écouvillonnée selon la méthode
décrite préalablement. Les résultats sont présentés dans le tableau LXIX.

Le tableau LXX présente les moyennes et les pourcentages des coefficients de
variation (CV) pour chaque niveau de concentration, la moyenne globale et le CV total (pour

le rendement d’extraction et le taux de recouvrement).
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Tableau LXVIII : Calcul des rendements d’extraction pour les prévement par écouvillonage

Calcul des rendements d'extraction
g Solutions standards Solutions écouvillons
. o RENDEMENT D'EXTRACTION
Niveau |2 Série 01 Série 02 Série 03 Série 01 Série 02 Série 03
Théorique| "2, . Aire .| Aire . Aire | % Réel |Aire du| % Réel |Aire du| % Réel |Aire du| Série | Série | Série
-3 | % Reel .| % Reel . | %% Reéel . . . i . i . Moyenne
= du pic du pic du pic| (Xi) pic (Xi) pic (Xi) pic 01 02 03
1 25,73 30115 | 25,96 | 31214| 25,35 28869 | 25,73 28405 25,96 30412 | 25,35 28811 | 96,16 |105,41)101,99 101,18
25 2 25,88 30950 | 25,56 |[29408| 25,28 28890 | 25,88 78888 2R,56 286R9 25,28 28436 | 97,41 |100,34| 100,87 99,54
3 2548 | pgs5q | 2579 | 29104 | 25,09 | 27188 | 97,68 [101,15| 96,91 [ og 55
1 51,46 56684 | 51,93 | 54844| 50,70 55814 | 51,46 | goggg 51,93 54789 50,70 53457 | 94,59 | 98,72 | 97,24 96,85
50 2 51,77 56246 | 51,12 | 55699| 50,56 54700 | 51,77 | 53086 51,12 53815 50,56 53086 | 94,38 | 98,40 | 96,582 96,53
3 50,95 | 53457 | 51,58 | 54212 | 50,17 | 52898 | 96,60 | 98,28 | 97,21 | g7 36
1 102,91 | 106212) 103,85 | 1E+05| 101,41 | 106675| 102,91 108298 103,85 | 102213 | 101,41 | 103479 | 99,89 | 94,11 | 95,55 96,52
100 2| 103,53 | 106934 102,25 | 1E+05| 101,11 | 107521] 103,53 103778 102,25 | 102888 | 101,11 | 102059 | 95,03 | 96,24 | 94,49 95,25
3 101,90 | 100034 | 103,16 | 104746 | 100,35 | 101910 92,96 | 97,15 | 95,07 [ 95 g6
1| 154,37 |159463| 155,78 | 2E+05| 152,11 | 161558| 154,37 | 11738 | 155,78 | 155213 | 152,11 | 150742 | 100,42 96,09 | 93,26 96,59
150 2| 155,30 | 163189| 153,37 | 2E+05| 151,67 | 159445| 155,30 155029 153,37 | 183371 | 151,67 | 151582 | 95,60 | 96,42 | 94,06 95,36
3 152,85 | 150457 | 154,74 | 153828 [ 150,52 | 149255 | 94,21 | 95,85 | 93,31 | g4 46
1| 257,28 | 268574 259,63 | 3E+05| 253,52 | 268931 | 257,258 253396 259,63 | 268976 | 253,52 | 251596 | 95,06 |100,60| 93,80 96,49
250 2| 258,83 |267365| 255,62 | 3E+05| 252,78 | 267938 258,83 | o51403 | 255,62 | 260396 | 252,78 | 252603 | 93,74 | 98,89 | 94,46 95,70
3 254,75 | p44857 | 257,90 | 252633 | 250,86 | 262208 | 92,73 | 95,06 | 98,82 | 95,54
Pente | 1023,4| Pente | 1020 | Pente | 1051,1
Moyennes 95,76 | 95,18 | 96,26 96,73
Ordonée| 3086,1 Drdonee| 2488 |Ordonée| 1634,4
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Tableau LXIX: Calcul des taux de recouvrements pour la méthode de prélévement par écouvillonnage

Calcul des taux de récouvrement

Standard d'étalonnage Solutions plagues
Niveai E Aire du pic Niveat E Aire du pic i::;j:. Taux de
L. = % Reéel de Lo = | % Reéel de Recouvrement
Theoriques ~§" kétoproféne Theoriques ~§a" kétoproféne estimée

= = (en %)
1 25,35 28869 1 25,35 27435 24,55 96,82
25 2 25,28 28890 25 2 25,35 26959 24,09 95,04
3 3 25,35 27666 24,77 97,69
1 50,70 55814 1 50,70 53094 48,96 96,56
50 2 50,56 54700 50 2 50,70 51911 47,83 94,34
3 3 50,70 50432 46,42 91,56
1 101,41 106675 1 101,41 105598 98,91 97,54
100 2 101,11 107521 100 2 101,41 104618 97,98 96,62
3 3 101,41 100403 93,97 92,66
1 152,11 161558 1 152,11 151954 143,01 94,02
150 2 151,67 159445 200 2 152,11 148004 139,25 91,55
3 3 152,11 151954 143,01 94,02
1 253,52 268931 1 253,52 253255 239,39 04,43
250 2 252,78 267938 400 2 253,52 251019 237,26 93,59
3 3 253,52 251333 237,56 93,70

Pente 1051,109074
. Moyenne 04,67
Ordoneée | 1634,394886
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Tableau LXX : Moyennes des rendements d’extraction et des taux de recouvrements

Laboratoire de Chimie Analytique Laboratoire de Chimie Analytique
Validation du prélévement de kétoproféne /| Validation du prélévement de kétoproféne
contamination des écouvillons [ contamination des plaques
Concentration | Rendements d'extraction en %| Concentration |Taux de recouvrementen %
en %o Rendements obtenus en %o Rendements obtenus
Répétion 1 101,18 Répétion 1 96,82
Reépetion 2 99,54 25% Reépéetion 2 95,04
259% Reépetion 3 98,58 Reépetion 3 97,69
Movenne 99,77 Movenne Movenne 96,52
Ecart type 1,32 Ecart type Ecart type 1,35
% RSD 1,32 % RSD % RSD 1,40
Répétion 1 96,85 Répétion 1 96,56
Reépetion 2 36,53 50% Repetion 2 9434
50% Répétion 3 97,36 Répétion 3 9L.56
Movenne 96,91 Movenne Movenne 94,15
Ecart type 0,42 Ecart type Ecart type 2,50
% RSD 0,43 % RSD % RSD 2,66
Reépeétion 1 F6.52 Repetion 1 3754
Reépétion 2 85,25 100% Répétion 2 96,62
100% Répétion 3 85,06 Répétion 3 92,66
Movenne 95,61 Movenne Movenne 95,60
Ecart type 0,79 Ecart type Ecart type 2,59
% RSD 0,83 % RSD % RSD 2,71
Répétion 1 26,59 Répétion 1 94,02
Répétion 2 95,36 150% Répétion 2 91,55
150% Répétion 3 3446 Reépétion 3 94,02
Movenne 95,47 Movenne Movenne 93,19
Ecart type 1,07 Ecart type Ecart type 1,43
%% RSD %% RSD %% RSD
Répétion 1 6,49 Répétion 1 9443
Répétion 2 95,70 150% Répétion 2 93,59
5509 Répétion 3 25,54 Répétion 3 93,70
Moyenne 95,91 Moyenne Moyenne 93,91
Ecart type 0,51 Ecart type Ecart type 0,45
% RSD 0,53 % RSD % RSD 0,48
Total des trois [Moyenne 915"'? ?; Total des trois |Moyenne E:ii:
. Ecart type - . Ecart type
19U | RSD 1,85 . % RSD 1,43
Discussion :

— Les coefficients de variation des rendements d’extraction et des taux de recouvrement

sont inférieurs a 10%, les rendements retenus sont les moyennes des rendements par

répétition.

— Le rendement d’extraction moyen = 96,73 % avec un RSD de 1,85%.

— Le taux de recouvrement moyen = 94,67% avec un RSD 1,43%

— Le taux de recouvrement est > 70% recommandé par la SESTP et a 50% exigé par la FDA.
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2.5. Reproductibilité du procédé de nettoyage de la centrale de pesée

La centrale de pesée est nettoyée apres pesée de chaque traceur (physicochimique et
microbiologique) et ce, a trois reprises.

Les prélevements ont été effectués selon le plan défini et le dosage du kétoprofene
dans les prélevements par écouvillonnage et le dénombrement des microorganismes dans les
prélevements par écouvillonnage et dans boite de contacte ont été effectuées. Les résultats

obtenus ont été comparés aux limites spécifiées pour chaque traceur.
2.5.1. Inspection visuelle des équipements

Les résultats de l'inspection visuelle des balances et des surfaces de la centrale de
pesée sont présentés dans le tableau LXXI.
Tableau LXXI : Résultats de l'inspection visuelle des balances et des surfaces de la

centrale de pesée (Séries : 1, 2 et 3) apres pesée du kétoproféne et de I’alginate de sodium
matiéres premiéres et nettoyage de la centrale de pesée

Séries . 1 Présence de résidus
. Points prélevés . . . Norme Statut
(jours) visibles du produit
Plateaux des balances (centre) Non Conforme
Plateaux des balances (coté) Non Absence Conforme
Séries 1 de taches
5 ot 3 " | Table Non et de Conforme
Murs (proches des balances) Non r?s.ldus Conforme
visibles
Points de reprise Non Conforme

2.5.2. Inspection visuelle des préléevements
L’aspect des écouvillons est vérifié pour absence des taches ou de particules
étrangeres.
Les résultats sont présentés dans le tableau LXXII.
Tableau LXXII : Résultats de 1'inspection visuelle des écouvillons (Séries : 1, 2 et 3) apres

pesée du kétoproféne et de 1’alginate de sodium matiéres premiéres et nettoyages de la
centrale de pesée

ori Pré h

S.erles Points prélevés resenc{e de t.a ches Norme Statut

(jours) sur les écouvillons
Plateaux des balances (centre) Non Conforme
Plateaux des balances (coté) Non Absence de Conforme

Séries | Table Non i t.aches Conforme

visibles sur

1,2et3 | ppurs (proches des balances) Non les Conforme
Points de reprise Non écouvillons | Conforme
Point de soufflage Non Conforme
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2.5.3.

Analyse physicochimique :

prélevements par écouvillonnage.

Dosage du kétoprofene dans les

2.5.3.1. Préparation de la gamme d’étalonnage : Une gamme d’étalonnage comprenant

trois niveaux de concentrations a été préparée pour quantifier le kétoproféne dans

les échantillons des trois séries. La droite d’étalonnage obtenue est présentée dans

la figure 26.
Concentration| Aire du PiC de || Airedu pic Droite d'étalonnage : Aire = f(concentration)

en pug/ml kétoprofene 47000

01405 14559 42000 1 38 463,374x -1 248,111
¥= ¥ - r
0,405 14666 37000 | R?= 0,998
0,405 14748
0,81 29799 320007
0,81 28836 27000 4
0,81 29136 22000
1,215 46208 17000 -
Concetration du kétoproféne en 'ml

1,215 46095 12000 . . . . pr . Hg/ .
1,215 45127 0,35 0,5 0,65 0,8 0,95 1,1 1,25

Figure 26 : Droite d’étalonnage- Aire du pic de kétoprofene = f(concentration), sériesl, 2 et 3

Note importante : L’analyse des solutions par HPLC est faite sur une chaine HPLC de

marque Waters.

2.5.3.2. Dosage du kétoproféne dans les prélevements par écouvillonnage

Les prélevements par écouvillonnage sont repris a l'intérieur des tubes a vis par 10 ml

du solvant d’extraction. Les solutions ainsi obtenues sont injectées dans le chromatographe.

Les concentrations en kétoprofene sont calculées a l'aide de la droite d’étalonnage en

tenant compte du taux de recouvrement de 94,67 %.

La quantité résiduelle du kétoprofene par unité de surface au niveau des points de

prélevement est donnée par la formule suivante :

Quantité résiduelle =

10 X (Agey + 1248,111)

ng/100cm?

0,9467 x 38463,374

Avec : Aenest la surface du pic de kétoprofene dans la solution échantillon.

Les résultats obtenus pour les 3 séries sont présentés dans le tableau LXXIIL

Les données brutes sont présentées dans 1’annexe 1.
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Tableau LXXIII : Résultats de dosage du kétoproféne dans les prélévements par

écouvillonnage. Validation du nettoyage de la CDP (séries : 1, 2 et 3)

Aire du pic Quantité
L. , , P résiduelle du Norme Statut du
Séries Surfaces prélevées de e fo .
Ky étoproféne en | (ug/100cm?) | nettoyage
ug/100 cm?
Plateaux  des  balances 1885 0,860 Conforme
(centre)
Série 01 | Plateaux des balances (coté) 560 0,497 Conforme
(1% Table 2592 1,055 <81 ug/100 | Conforme
ise d )
I:ei:(l)s;ag: Murs (proches des balances) 18352 5,383 e Conforme
Points de reprise NA NA Conforme
Point de soufflage 9540 2,963 Conforme
Plateaux des balances 19906 5,809 Conforme
(centre)
Série 02 | Plateaux des balances (coté) 28226 8,094 Conforme
@2*™ | Taple 588 0,504 <81 ug/100| Conforme
e d )
TEPTISE TE T\ furs (proches des balances) 15265 4,535 cm Conforme
nettoyage
Points de reprise 6917 2,242 Conforme
Point de soufflage 4873 1,681 Conforme
Plateaux des balances 4042 1453 Conforme
(centre)
Série 03 | Plateaux des balances (coté) 27454 7,882 Conforme
(3¢me Table 18889 5,530 <81 ug/100| Cconforme
ise d )
TEPHISE G€ Iy rurs (proches des balances) 17343 5,106 e Conforme
nettoyage
Points de reprise 1557 0,770 Conforme
Point de soufflage 7730 2,466 Conforme

2.5.4. Analyse microbiologique

Les résultats des analyses microbiologiques (DGAT, DMLT et recherche des germes

spécifiés) dans les prélevements par écouvillonnage sont présentés dans le tableau LXXIV.
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Tableau LXXIV : Dénombrement microbien et recherche des germes spécifiés dans les
prélevements par écouvillonnage et boites de contact aprés pesée de I’alginate de sodium
et nettoyage des balances et des surfaces de la centrale de pesée

Points prélevés DGAT | DMLT | E.coli aeru;nosa g
Normes (ufc /100cm?) <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence

_ Plateaux des balances (centre) <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme
“_15 Plateaux des balances (coté) <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme
2| Table <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme
§ Murs (proches des balances) 200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme
:§ Points de reprise <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme

Point de soufflage <200 ufc/100 cm? [ Absence | Absence | Conforme
_ | Plateaux des balances (centre) <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme
(’;‘ Plateaux des balances (cot€) <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme
2| Table <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme
% Murs (proches des balances) <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme
g Points de reprise <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme

Point de soufflage <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme
_ | _Plateaux des balances (centre) <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme
(g Plateaux des balances (coté) <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme
2| Table <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme
§ Murs (proches des balances) <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme
‘E Points de reprise <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme

Point de soufflage <200 ufc/100 cm? | Absence | Absence | Conforme

2.5.5. Discussion

L’aspect des balances et des surfaces de la centrale de pesée ainsi que celui des
prélevements ne révelent aucune trace de produits visibles, ce qui atteste de la
conformité de ces criteres aux spécifications préétablies.

Les taux résiduels retrouvés dans les

du kétoprofene prélevements

par
écouvillonnage apres pesée a trois reprises de la matiere premiere kétoprofene sont
inférieurs a la limite d’acceptation et ce, pour chaque point prélevé de la centrale de
pesée, ce qui atteste de la validité du nettoyage de la centrale de pesée de point de
vue physicochimique.

Apres pesée a trois reprises de la matiere premiere alginate de sodium, le nombre de
microorganismes (DGAT + DMLT et recherche des germes spécifiés) retrouvés dans

les prélevements sont conformes aux limites préétablies. Le nettoyage de la centrale

de pesée est donc valide de point de vue microbiologique.
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3. Conclusion

La centrale de pesée est le premier endroit ou peut étre contaminée une matiere
premiere pharmaceutique, du fait que I'ensemble des matieres premieres utilisées par une
entreprise pharmaceutique pour la fabrication des médicaments sont pesées dans cet endroit.
La validation du nettoyage d’une centrale de pesée se révele donc d’une importance capitale
car il participe a la lutte contre la contamination croisée.

Dans ce travail, nous avons développé une approche pour le choix des traceurs
physicochimiques e et microbiologiques en se basant sur des travaux scientifiques antérieurs.
Cette approche repose sur des criteres physicochimiques et toxicologiques pour le premier
type et en tenant compte des limites spécifiées pour le second type. Une échelle pour la
cotation de chaque critere est établie et un score final est calculé. Un traceur correspond a la
matieére premiére ayant obtenu le score le plus élevé.

Pour le dosage du kétoprofene a 1'état de traces, une méthode par HPLC est
optimisée au Laboratoire de Chimie Analytique du Département de Pharmacie de Tizi
Ouzou en collaboration avec le Laboratoire de Controle qualité de Biopharm industrie, la
méthode est validée en second lieu selon la méthodologie harmonisée proposée par une
commission de la Société Frangaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques, publié dans
la revue pharmaceutique STP pharmaceutique parue en janvier 2006. La limite inférieure de
quantification de cette méthode est de 0,207 pg/ml, valeur largement inférieure a la limite
d’acceptation correspondant a 0,81 pg/ml. La méthode ainsi proposée et pour des raisons de
conformité avec les normes qualité de I'industrie pharmaceutique est aussi validée au niveau
du LCQ de Biopharm industrie selon la procédure interne de validation des méthodes
analytiques.

Les rendements d’extraction et les taux de recouvrements du prélevement par
écouvillonnage en vue de I’analyse physicochimique sont déterminés sur une gamme de cinq

(05) niveaux de concentrations ;
Le rendement d’extraction moyen est égal a 96,73 % avec un RSD de 1,85%.
Le taux de recouvrement moyen est égal a 94,67% avec un RSD de 1,43%.

Le taux de recouvrement moyen est supérieur a 70% recommandé par la SESTP et a
50% exigé par la FDA.

Un plan de prélevements a été établi et les points critiques de la centrale de pesée
ont été définis. Deux modes de prélevement ont été utilisés a savoir, le prélevement par
écouvillonnage (pour analyse physicochimique et microbiologique) et par boite de contact

(pour analyse microbiologique).
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La reproductibilité de l'efficacité du procédé de nettoyage a été démontrée a trois
reprises, apres pesées du kétoprofene et de I'alginate de sodium matieres premieres. Tous les
résultats obtenus pour les analyses physicochimiques et microbiologiques ont été conformes

aux limites d’acceptation.

Le nettoyage de la centrale de pesée de Biopharm industrie est donc valide selon

la stratégie des pires cas.
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PARTIE EXPERIMENTALE - CHAPITRE II : VALIDATION DU NETTOYAGE DES
EQUIPEMENTS DE LA LIGNE CREME ET GEL

Le présent chapitre a pour objet de documenter la méthodologie et les résultats de la
validation du nettoyage des équipements de la ligne creme et gel de Biopharm industrie. Le
protocole de validation proposé fait référence aux exigences réglementaires et de qualité des
BPF, a la littérature scientifique et a la politique qualité de I’entreprise.

1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel
1.1.1. Description de la ligne créme et gel
La ligne creme et gel de Biopharm industrie est composée de deux ateliers ;
— Atelier de préparation comprenant les équipements suivants :
> Une cuve aqueuse (dans laquelle sont préparées les phases aqueuses des gels et
des cremes).
» Une cuve huileuse (dans laquelle sont préparées les phases huileuses des
pommades et des crémes).
> Une cuve de préparation (de mélange) d'une capacité allant jusqu’a 600 Kg.
— Un atelier de conditionnement primaire comprenant les équipements suivants :
> Une cuve de stockage (ou de transfert).
> Une remplisseuse (trémie + Kit de dosage).
Le produit semi-fini est transféré de 1’atelier de préparation vers la cuve de stockage
puis de la cuve de stockage vers la remplisseuse a l'aide des pompes et des canalisations
(flexibles).

. Point de prélevement

e e

A

-4 L el 7
lad : 1
i | 4 ' 5 A ! Cuve de stockage

l
g Trem el
cuve
1 l?‘:“'t"e

Cuve de
Cuve huﬂ'euse preparar.-on WATER

Kit de
dosage

' Iy

- -

=y i

Pompe de transfert
(& piston)
transfert
(piston)

Pompe de
transfert

Remplisseuse

Atelierde préparation

Atelier de conditionnement primaire

Figure 27 : Schéma de la ligne créme et gel
1.1.2. Gamme de production de la ligne créme et gel
Sur la ligne de fabrication objet d’étude, sont fabriqués des médicaments de diverses
classes thérapeutiques sous formes de pommades, de cremes et de gels.
Le tableau LXXV énumere les différents produits fabriqués sur la ligne creme et gel et

leurs classes thérapeutiques.
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Tableau LXXV : Gamme de production de la ligne créme et gel

Nom Nom du principe Forme Classe
N ) : . Dosage .
commercial actif (DCI) galénique thérapeutique
. i i Anti-inflammatoire
1 Biofenac® | Diclofenac de sodium Gel 1% o
Non Stéroidien
Betamethasone . Anti-inflammatoire
2 | Celetasone® ] i créeme 0,05% o
dipropionate Stéroidien
) . Anti-inflammatoire
3 Clotasol ® | Clobetasol propionate créme 0,05% L
Stéroidien
) Anti-inflammatoire
4 Clotasol ® | Clobetasol propionate Gel 0,05% o
Stéroidien
Anti-inflammatoire
6 Fenoxam ® | Piroxicam Gel 0,50% , )
Non Stéroidien
7 | Fucidine ® | Acide fusidique créme 2% Antibiotique
Fucidine ® | Fusidate de sodium pommade 2% Antibiotique
) , . Anti-inflammatoire
9 Profenid® | Kétoprofene Gel 2,50% o
Non Stéroidien
10 Terbinan® | Terbinafine HCI créme 1% Fongicide

Remarque : Nous avons listé dans le tableau LXXV uniquement les produits
commercialisés, les autres qui sont en cours de développement ne sont pas cités pour des
raisons de confidentialité. Cette restriction n’a pas eu d'impact ni sur le choix des traceurs ni

sur la détermination des limites d’acceptation.

1.1.3. Matériel de contrdle
Etant donné que le traceur physicochimique pour la validation du nettoyage de la
ligne creme et gel est le kétoproféne, le matériel de controle utilisé dans le présent chapitre
est le méme que celui utilisé pour la validation du nettoyage de la centrale de pesée.
1.2. Méthodes
Les étapes de validation du nettoyage de la ligne creme et gel selon 1'approche pires
cas sont identiques a celles observées pour la validation du nettoyage de la centrale de
pesée a savoir ;
—  Choix du traceur.
— Détermination des criteres d’acceptation.
— Validation de la méthode de dosage du contaminant a 1’état de traces.
— Validation de la méthode de prélevement par écouvillonnage.

— Reproductibilité du procédé de nettoyage.
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1.2.1. Choix du traceur
1.2.1.1. Choix du traceur physicochimique
Dans le présent travail, le choix du traceur physicochimique est fait selon les deux
approches, traditionnelle et la nouvelle reposant sur la PDE.
A. Approche traditionnelle
Selon l'approche traditionnelle, le choix du produit pire cas repose sur les criteres de
solubilité, de nettoyabilité et de toxicité tel qu’est recommandé par les BPF européennes.
Afin de déterminer le produit pire cas, chacun des criteres précédents est coté d'un
coefficient, une échelle est définie pour chaque critere.
A.1. Echelle de solubilité
Pour chaque terme retenu par la pharmacopée européenne pour le critére solubilité
défini dans le tableau VII, un coefficient est attribué et une échelle de nettoyabilité est établie
suivant le tableau LXXVI.
Tableau LXXVI : Echelle de solubilité pour le choix du traceur physicochimique

Termes descriptifs de la solubilité Coefficient
Tres soluble 1
Facilement soluble 2
Soluble 3
Assez soluble 4
Peu Soluble 5
Tres peu soluble 6
Pratiquement insoluble 7

A.2. Echelle de nettoyabilité

L’échelle de nettoyabilité retenue est celle décrite dans le tableau XXXII du présent
manuscrit.

Note : Au niveau du laboratoire de contrdle qualité, des simulations de nettoyage
peuvent étre effectuées en contaminant un récipient du méme design que celui des
équipements par une quantité bien déterminée du médicament (En respectant le ratio taille
du lot/ dimensions de I'équipement), une procédure miniaturisée du nettoyage est appliquée
a un (01) ou a plusieurs cycles jusqu” a I’absence des traces visibles du produit en question.
En fonction du nombre de cycles appliqués pour obtenir la propreté de 1'équipement, on
décrit les criteres de nettoyabilité définis dans le tableau XXXII (nombre de cycles = indice de

nettoyabilité).

A.3. Echelle de toxicité

L’échelle de toxicité choisie est celle définie dans le tableau XXXIII du présent
manuscrit.
A.4. Critéres de décision

Le choix d'un produit pire cas (appelé aussi worst case) en fonction des données de

solubilité, de nettoyabilité et de toxicité peut se faire suivant deux (02) démarches ;
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> Démarche qualitative : La priorité aux criteres de sélection est attribuée selon l'ordre
décroissant : Solubilité > Nettoyabilité > Toxicité. Parmi tous les produits d'une gamme,
fabriqués sur une ligne de production, nous nous intéressons d’abord aux produits les
plus insolubles, puis les plus difficiles a nettoyer et en fin le plus toxique. Le logigramme

de la figure 28 illustre cette démarche.

Substance avec la
solubilité la plus
faible dans Feau

Substance avec la
nettovabiité la
plus faible

Substance mom
Worst-Case

Substance avec la
toxicité la plus

elevee

1— Non

Substance Worst-Case
1™ catégorie

Ohui

|

Substance Worst-Case
1 catégorie

Figure 28 : Démarche qualitative pour le choix du traceur (produit pire cas)

physicochimique selon I’approche traditionnelle

> Démarche quantitative : Le produit des différents indices est calculé, le produit pire cas
correspond au produit ayant obtenu le score le plus élevé. Le tableau LXXVII résume la

démarche quantitative pour le choix d'un traceur physicochimique.
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Tableau LXXVII : Démarche quantitative pour le choix du traceur physicochimique

Produits Solubilité Nettoyabilité Toxicité Score
001
002

Note :
- En cas d’égalité des scores entre deux ou plusieurs produits, la priorité des criteres

observée pour la démarche qualitative sera suivie.

- Dans le présent travail, c’est la démarche quantitative qui est utilisée pour le choix

du traceur physicochimique.

Le traceur physicochimique selon 1’approche traditionnelle retenu pour la validation
du nettoyage des équipements de la ligne creme et gel est le kétoproféne, principe actif du
produit fini Profenid® gel 2,5%. Les résultats sont présentés dans les tableaux LXXXIV et
LXXXV de la partie résultats et discussion.

B. Nouvelle approche basée sur la valeur de la PDE
Dans la nouvelle approche basée sur le risque santé du patient et 1'établissement des
doses journalieres admissibles (Permitted Daily Exposure - PDE), les criteres de sélections
d’un traceur sont identiques a ceux de l'approche traditionnelle, la différence réside dans
I’évaluation de la toxicité d’une substance. La notion de toxicité est remplacé par celle de “la
dangerosité”.

Le tableau LXXVIII donne une échelle de toxicité (dangerosité) en fonction des
valeurs de PDE.

Tableau LXXVIII : Echelle de toxicité (dangerosité) basée sur les valeurs de PDE

PDE par voie orale (ug/jour) Coefficient attribué
<15 6
11,5-10[ 5
[10-100 [ 4
[100 — 1000 [ 3
[1000 — 10000 [ 2
>10000 1

De facon analogue a l'approche traditionnelle, le choix d’un produit pire cas repose
sur les données de solubilité, nettoyabilité et de toxicité (dangerosité) selon les deux
démarches qualitative et quantitative ;
> Démarche qualitative : La priorité aux criteres de sélection est donnée selon l'ordre

décroissant ; Toxicité (dangerosité) > Solubilité > Nettoyabilité. Nous nous
s’intéressons donc dans un premier lieu aux substances ayant la PDE la plus faibles,
puis les plus insolubles, et en fin les plus difficiles a nettoyer. Le logigramme de la figure

29 illustre cette démarche.
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|

Substance la
plus difficile a
nettoyer

-
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|
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1% catégorie

Figure 29 : Démarche qualitative pour choix du traceur (produit pires cas)
physicochimique selon I’approche PDE
> Démarche quantitative : Le produit des différents indices est calculé, le produit pire cas
correspond au a celui ayant obtenu le score le plus élevé. Le tableau LXXIX résume la
démarche quantitative du choix du physicochimique.

Tableau LXXIX : Démarche quantitative pour choix d'un traceur en vue d’une analyse
physicochimique selon I’approche PDE
Produits Toxicité (PDE) Solubilité Nettoyabilité Score
001
002

Note : En cas d’égalité des scores entre deux ou plusieurs produits, la priorité des criteres est

donnée a la toxicité (dangerosité) du produit, puis la solubilité et en fin a la nettoyabilité.
D’apres Le tableau LXXIX et en tenant compte des valeurs des PDE calculées (données

internes établies dans le cadre de la présente these), les principes actifs des produits

fabriqués sur la ligne creme et gel ont les coefficients suivants ;
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— Valeur de PDE comprise entre 1,5 — 10 pg/jour (coefficient = 5): on retrouve le
clobetasol propionate.
— Valeurs de PDE comprises entre 10 — 100 pg/jour (coefficient = 4) : on retrouve; le
kétoprofene, le piroxicam, le diclofenac de sodium, et la betaméthasone dipropionate.
— Valeur de PDE comprise entre 100 — 1000 ug/jour (coefficient = 3) : on retrouve ; la
terbinafine chlorhydrate.
— Valeurs de PDE > 10 g/jour (coefficient = 1): on retrouve l’acide fusidique et le
fusidate de sodium.
D’apres les résultats présentés dans le tableau LXXXVI, le kétoproféne est choisi
comme traceur physicochimique.
1.2.1.2. Choix du traceur microbiologique
Les criteres de sélection retenus pour le choix du traceur en vue d’une analyse
microbiologique sont les suivants ;

» Dénombrement microbien (indice de DGAT + indice de DMLT),

Pour le dénombrement microbien, les échelles de DGAT et de DMLT retenues sont
celles décrites dans les tableaux XXXVI et XXXVIII du chapitre I relatif a la validation du

nettoyage de la centrale de pesée.
> Présence ou absence des agents antimicrobiens

Un agent antimicrobien (conservateur) lutte contre la prolifération microbienne d’une
contamination, sa présence dans une formulation d'un médicament peut inhiber Ia

croissance des microorganismes.

— Siabsence d’agent antimicrobien : un coefficient 3 est attribué
— Si présence d'un seul agent antimicrobien : un coefficient 2 est attribué
— Si présence de deux agents antimicrobiens ou plus : un coefficient 1 est attribué

> Nettoyabilité.

» L’échelle de nettoyabilité dans le cadre de 1’analyse microbiologique est la méme
que celle retenue pour la détermination du traceur en vue d’une analyse
physicochimique.

> Critéres de décision

De facon similaire aux démarches suivies pour la sélection d'un produit pire cas en
vue d’une analyse physicochimique, deux démarches peuvent étre adoptées pour I'analyse
microbiologique.

D.a. Démarche qualitative : La priorité aux criteres de sélection est donnée selon

I'ordre décroissant, Limite d’acceptation > Nettoyabilité > Présence ou non d’un

agent antimicrobien. Parmi tous les produits d'une gamme fabriqués sur une ligne
de production, nous nous intéressons d’abord aux produits ayant I'indice des limites

d’acceptation les plus élevées, puis les plus difficiles a nettoyer et en fin ceux
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dépourvues d’'une activité antimicrobienne. Le logigramme de la figure 30 illustre

cette démarche.

Substance aver
indice de la limite
d"acceptation la
plus élevée

— Nop -—

Substance avec la

— 0D nettovabiité ka
plus faible
L
Substance non
Worst-Case

Absence d'un
agent
antimi robien

Oui

|

Substance Worst-Case
1" catégorie

Figure 30 : Démarche qualitative pour le choix du traceur (produit pires cas)

microbiologique

D.b. Démarche quantitative : Le produit des différents indices est calculé, le produit
pire cas correspond a celui ayant obtenu le score le plus élevé.

La formule de calcul utilisée s’exprime comme suit :

Score = (indice de DGAT + Indice de DMLT) x Indice de nettoyabilité x indice

de présence ou de I’absence d’un agent antimicrobien

Le tableau LXXX résume la démarche quantitative pour le choix du traceur

microbiologique.
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Tableau LXXX : Démarche quantitative pour le choix du traceur microbiologique

Somme des indices Absence ou
Produits des Limites Nettoyabilité | présence d’'un agent | Score
d’acceptation antimicrobien
001
002
N

Note : En cas d’égalité des scores entre deux ou plusieurs produits, la priorité des criteres

observée pour la démarche qualitative est suivie.

Etant donnée que les limites pour le dénombrement microbien sont les mémes
(DGAT =100 et DMLT = 10 ufc/100cm?) pour tous les produits fabriqués sur la méme ligne
(car ils sont destinés a la méme voie d’administration (cutanée)) et aucun produit ne
contient un agent antimicrobien. Le seul critére de sélection qui varie entre les produits

est la nettoyabilité.

Le traceur retenu est le Profenid® gel 2,5% car c’est le produit ayant le coefficient de

nettoyabilité le plus élevé (tres difficile a nettoyer).

1.2.2. Etablissement des critéres d’acceptation
1.2.2.1. Criteres d’acceptation en vue de I’analyse physicochimique
A. Approche traditionnelle
La limite d’acceptation selon I'approche traditionnelle est I’ARL (Acceptable Residual
Level) ou Limite résiduelle acceptée, elle est calculée pour chaque type de prélevement.
— Pour le prélévement par écouvillonnage: La limite résiduelle du produit
contaminant A par unité de surface prélevée est donnée par la formule suivante ;

MAR x Lp x Ag X 103 o
ARLEcouvillonage = W en ug/surface prélevée

MAR = —TA X Fs x 10° enppm
Tp

— MAR (Maximum Allowable Residual) : Chiffre la contamination du produit B par un
produit A en tenant compte de la voie d’administration (Facteur de sécurité Fs associ€),
il est exprimé en partie par million (multiplication par 10°). Si MAR > 10, sa valeur est
arrondie a 10.

— Ta: dose journaliere minimale du produit précédent (contaminant) A en mg/jour.

— Ts: dose journaliere maximale du produit suivant (contaminé) B en mg/jour.

— As:surface prélevée en m? (souvent As=100 cm? = 0,01 m?).

—  Ws: Surface de contact commune entre le produit A et le produit B en m2.

— Fs: Facteur de sécurité.
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— Pour le prélévement par les eaux de ringage: La limite résiduelle du produit

contaminant A par volume d’eau de ringage est donnée par la formule suivante ;

MAR X Lg
ARLgqyx de rincage = — v en ug/ml

V : Volume d’eau de ringage en litre utilisé pour le rincage final.

B. Nouvelle approche basée sur la valeur de 1a PDE
La limite d’acceptation faisant appel a I’approche PDE, repose sur I'hypothese que
la contamination maximale tolérée n’entrainant aucun effet néfaste a la santé humaine
peut étre retrouvée dans la dose journaliére maximale du produit contaminé soit une dose
Ts en mg.
La quantité résiduelle par unité de surface est calculée comme suit ;
— Pour le prélévement par écouvillonnage

PDE, x Lg X Ag x 108 . .
ARLEcouvillonnage = Ly X Wy ug/écouvillon

PDEa: La plus faible valeur des PDE calculées pour les produits fabriqués sur la ligne
creme et gel.
— Pour le prélévement par les eaux de ringage

PDE, x Lg x 103
ARLEpayx de rincage = v pug/ml

V : Volume des eaux de ringage en litre, utilisé pour le ringage final.

La limite la plus faible calculée par les deux approches sera retenue pour la

validation du nettoyage de la ligne créme et gel.

1.2.2.2. Critéres d’acceptation en vue de 1’analyse microbiologique
Le dénombrement microbien DGAT et DMLT doit répondre aux normes
suivantes (normes internes) ;
— Prélevement par écouvillonnage : DGAT + DMLT < 200 ufc/100 cm?.
— Prélevement par les eaux de ringage : DGAT + DMLT < 10* ufc / 100 ml.
Pour la recherche des germes spécifiés, deux germes sont concernés : Escherichia coli
et Pseudomonas aeruginosa. Aucune colonie ne doit étre retrouvée dans les prélevements.
1.3. Méthodes d’analyse
1.3.1. Méthode d’analyse physicochimique du kétoprofene
Le kétoprofene est un traceur physicochimique commun pour la validation du
nettoyage de la centrale de pesée et de la ligne de fabrication des formes creme et gel.
La méthode de dosage du kétoprofene a I’état de traces est validée au laboratoire de
contrdle qualité, le protocole de validation est établie selon la procédure de validation des

méthodes d’analyse. Ce protocole est adapté a la limite d’acceptation de la ligne creme et gel.
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1.3.2. Méthodes d’analyses microbiologiques

Les méthodes d’analyse microbiologique rencontrées dans le cadre de la validation
du nettoyage de la ligne creme et gel sont les mémes que celles utilisées dans la validation du
nettoyage de la centrale de pesée.

1.3.3. Méthode de recherche des traces du détergent

La recherche des traces du détergent dans les eaux de ringage se fait selon une
méthode validée par le fournisseur.

Le détergent utilisé dans le nettoyage de la ligne creme et gel contient un agent
tensioactif, des agents bactéricides et fongicides. La recherche de traces du détergent se fait
par méthode colorimétrique.

1.3.3.1. Principe : Recherche de traces d’amine tertiaire en milieu biphasique et en
présence d'une solution de bleu de bromophénol tamponnée, utilisée comme indicateur. Il
s’agit d'une extraction par formation de paires d’ions (ion bromophénol + Ammonium
tertiaire), le pH 5,6 est requiert pour la stabilité de la paire d’ions.

1.3.3.2. Réactifs:

— Indicateur coloré : solution de bleu de bromophénol tamponnée a pH 5,6.
— Chloroforme pour analyse
1.3.3.3. Mode et conditions opératoires

Tableau LXXXI : Mode et conditions opératoires de la recherche des traces de détergent
dans les eaux de rincage [154].

Tube A = témoin Tube B = échantillon Tube C= étalon
Chloroforme 2 ml 2 ml 2 ml
Indicateur coloré 1ml 1ml 1 ml
Eau purifiée 10 ml 0 ml 0 ml
Eau de ringage 0 ml 10 ml 10 ml
Témoin 4 ppm 0 ml 10 ml 10 ml

Agiter bien les tubes puis les laisser reposer.

1.3.34.

Interprétation des résultats

L’observation doit étre faite sur fond blanc et par rapport au témoin.

Tableau LXXXII : Interprétation des résultats de la méthode de recherche des traces de
détergent dans les eaux de ringage [154].

selon la concentration en tensioactif)

Tubes Tube A=témoin | Tube C=étalon
Coloration phase supérieure Violette Grise
Coloration phase inférieure Aucune Bleu
A d’émulsio 1 i isibl

nneau d’émulsion (plus ou moins visible Aucun Gris-bleu

1.3.3.5.

Critere d’acceptation

La coloration du tube B doit étre identique a celle du tube A.

Seuil de détection =4 ppm en matiere active.
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1.4. Détermination du taux de recouvrement du kétoproféne pour le préléevement

par écouvillonnage.

Pour les mémes raisons citées pour la méthode de dosage des traces du kétoprofene

dans les prélevements par écouvillonnage et dans les eaux de ringage, la méthode de

prélevement du kétoprofene validée dans le cadre de la validation du nettoyage de la

centrale de pesée est utilisée, elle est revalidée et adaptée a la limite d’acceptation de la ligne

creme et gel.

1.5. Reproductibilité du procédé de nettoyage
1.5.1. Méthode de nettoyage

— Le nettoyage des équipements de la ligne creme et gel a été réalisé a ’aide d’une solution

aqueuse et chaude d'un détergent a base d’'une amine tertiaire dosée a 2% soit par

circulation (cuves; pompes et canalisations) ou par trempage pour les parties

démontables (kit de dosage, trémies).

— Leringage final se fait avec I'eau purifiée. Le volume total du rincage final est de 45 litres.

1.5.2. Plan de prélévements

Le choix des points de prélevement pour analyses physicochimique et microbiologique

est porté sur les équipements et endroits suivantes ;

— Cuve de préparation (Hauteur de la cuve + Vanne inférieur).

— Trémie de la cuve de préparation (introduction des matieres premieres).

— Cuve de stockage (Hauteur de la cuve + Vanne inférieur).

— Pompe de transfert.

— Flexibles de transfert (dédiés par produit).

— Trémie de la remplisseuse.

— Bloc et kit du dosage de la remplisseuse.

Tableau LXXXIII : Plan de prélévements au cours de la validation du nettoyage des
équipements de la ligne créme et gel

Prélevement Prélevement

Equipements P(l)’iflt c.ritique de physicochimique microbiologique
equipement ]?au S Ecouvillonnage ]?au - Ecouvillonnage
ringage ringage

Cuve de -Haut de cuve N N N N
préparation | -Vanne inferieur
Trémie dela |-Coté latéral N N N N
de cuve de -Sortie de la trémie —
préparation | Conduit L
Cuve de -Haut de cuve N N N N
stockage -Vanne inferieur
Pompe de -Raccord de
transfert connections v v v v
Flexibles -Paroi interne \ 3 \/ \
Trémie dela |-Coté latéral J N N N
remplisseuse | -Sortie de la trémie
Systeme de -Bloc
dosage -Kit de dosage v v v v

Page | 175




PARTIE EXPERIMENTALE - CHAPITRE II : VALIDATION DU NETTOYAGE DES
EQUIPEMENTS DE LA LIGNE CREME ET GEL

1.5.3. Criteres d’acceptation

1.5.3.1. Critéres visuels

— Aspect des équipements : L'inspection visuelle des équipements apres nettoyage, ne
doit retrouver aucune trace visible de produit a I'ceil nu.

— Aspect des prélévements : Les écouvillons et les eaux de ringage apres prélevements
doivent garder leurs aspects initiaux (absence de tache ou de particules visibles a 1'ceil
nu, pas de changement de I’aspect du prélevement).

1.5.3.2. Critéres d’acceptation pour l’analyse physicochimique: Apres fabrication du
Profenid® gel 2,5% et nettoyage des équipements de la ligne creme et gel, les taux
résiduels dans les prélevements par écouvillonnage doivent étre inférieurs a 14,7
rg/100 cm? et a 0,55 pg/ml dans les eaux de ringage.

1.5.3.3. Critéeres d’acceptation pour l’analyse microbiologique : Apres fabrication du
Profenid® gel 2,5% et nettoyage des équipements de la ligne creme et gel, le
dénombrement microbien DGAT et DMLT doit étre respectivement inférieurs a 200
ufc/100 cm? pour les prélevements par écouvillonnage et inférieur a 10000 ufc/100 ml

dans les eaux de ringage.

Pour la recherche des germes spécifiés : Deux germes sont concernés, Escherichia coli
et Pseudomonas aerugonosa. Aucune colonie ne doit étre retrouvée dans les prélevements.
2.  Résultats et discussion
2.1. Choix du traceur
2.1.1. Choix du traceur physicochimique
2.1.1.1. Approche traditionnelle

La base de données et la cotation des criteres pour le choix du traceur

physicochimique sont présentées dans les tableaux LXXXIV et LXXXV.
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Tableau LXXXIV : Choix du traceur physicochimique pour la validation du nettoyage des
équipements de la ligne créme et gel — base de données

Produit principe actif SO:::;;lte Nettoyabilité | Toxicité (DL50)
Biofenac® chl.ofenac de Assez soluble Difficile 53 mg/kg
gel sodium (rat)

Celet?sone® B‘etame.thasone Prtalthuement Difficile 4e/kg
creme dipropionate insoluble (rat)
Clotasol ® | Clobetasol Pratiquement . 3 glkg
5 . . Facile
creme propionate insoluble (rat)
Clotasol ® | Clobetasol Pratiquement 3glkg
. . Moyenne
gel propionate insoluble (rat)
Fenoxam® Piroxicam Préthuement Facile 216 mg/kg
pommade insoluble (rat)
Fucidine ® . . Pratiquement . 2263 mg/kg
créme Acide fusidique insoluble Facile (rat) 975
Fucidine ® Fusidate de sodium Facilement Facile 975 mg/kg
pommade soluble (souris)
Profenid® Kétoprofene Pr.‘a\thuement Tros difficile 62,4 mg/kg
gel insoluble (rat)
Terbinan® Terbinafine Peu soluble Facile 2000 mg/kg
Chlorhydrate (rat)

Tableau LXXXV : Choix du traceur physicochimique pour la validation du nettoyage des

équipements de la ligne créme et gel selon I’a

proche traditionnelle- cotation des criteres

. . . ] Solubilité erers Toxicité
Produit Principe actif (ean) Nettoyabilité (DL50) Score
Biofenac® chl'ofenac de 4 3 4 48
gel sodium
Celet.:asone@ B?tamgthasone - 3 5 2
creme dipropionate
Clotfasol ® Clob?tasol ” 1 5 14
créme propionate
Clotasol ® Clob?tasol ” ’ ’ 78
gel propionate
Fenoxam® ..
Piroxicam 7 1 4 28
pommade
Fucidine® 1\ 40 fusidique 7 1 2 14
créme
Fucidine ® Fus¥date de 5 1 3 6
pommade [ sodium
Pligiiziic @ Kétoprofene 7 4 4 112
gel
) Terbinafine
Terbinan® Chlorhydrate 5 1 2 10
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Discussion :
Les résultats obtenus donnent pour le kétoprofene le score le plus élevé (valeur =
112). Le kétoprofene principe actif du Profenid® gel 2,5% est choisie comme traceur
physicochimique pour la validation du nettoyage des équipements de la ligne creme et gel

selon "approche traditionnelle.

Note : Les références consultées pour les valeurs de DL50 des principes actifs de la

ligne creme et gel sont les mémes que celles consultées pour la CDP.
2.1.1.2. Nouvelle approche basée sur la valeur de la PDE

Les cotations des criteres pour le choix du traceur physicochimique selon I'approche
PDE sont présentées dans le tableau LXXXVI.

Tableau LXXXVI : Choix du traceur physicochimique pour la validation du nettoyage des
équipements de la ligne créme et gel selon ’approche PDE

Toxicite
Produit Principe actif | Solubilité | Nettoyabilité (‘;’;Cé)e Score
Diclof d
Biofenac® gel icolehacde 4 3 4 48
sodium
Celet;\asone@ B'etame‘thasone - 3 4 84
créeme dipropionate
1 1
Clotasol ®creme Cob'etaso 7 1 5 35
propionate
1 1
Clotasol ® gel ¢ ob?taso 7 2 5 70
propionate
Fenoxam® = py icam 7 1 4 28
pommade
Fucdine ® 1\ e fusidique 7 1 1 7
créme
Fucidine ®
Hcigine Fusidate de sodium 2 1 1 2
pommade
Profenid® gel | Kétoprofene 7 4 4 112
Terbinafine
Terbi 1 1
erbinan® Chlorhydrate 5 3 5
Discussion :

Les résultats obtenus donnent de méme pour le kétoprofene le score le plus élevé
(valeur = 112). Le kétoproféne principe actif du Profenid® gel 2,5% est choisie comme traceur
physicochimique pour la validation du nettoyage des équipements de la ligne créeme et gel

selon I’approche PDE.

Selon les deux approches, Le kétoproféne principe actif du Profenid® gel 2,5%
est choisi comme traceur physicochimique pour la validation du nettoyage des

équipements de la ligne créme et gel
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2.1.2. Choix du traceur microbiologique

Comme indiqué dans le titre 1.2.1.2. Choix du traceur microbiologique, le traceur
retenu est le Profenid® gel 2,5% car c’est le produit ayant le coefficient de nettoyabilité le
plus élevé (tres difficile a nettoyer).

2.2. Etablissement des critéres d’acceptation
2.2.1. Criteres d’acceptation en vue de I’analyse physicochimique
2.2.1.1. Approche traditionnelle
La limite d’acceptation selon I’approche traditionnelle est ’ARL calculée comme suit ;

Pour le prélevement par écouvillonnage,

MAR x Lp x Ag X 103 o
ARLEcouvillonage = W en ug/surface prélevée

MAR = —TA X Fs x 10° enppm
Tg
— MAR (Maximum Allowable Residual) : Chiffre la contamination du produit B par un
produit A en tenant compte de la voie d’administration (Facteur de sécurité Fs associé),
il est exprimé en partie par million (multiplication par 10¢). Si MAR > 10 sa valeur est
arrondie a 10.
— Ta: dose journaliere minimale du produit précédent (contaminant) A en mg/jour.
— Ts: dose journaliere maximale du produit suivant (contaminé) B en mgj/jour.
Les doses journalieres Ta et Ts sont calculées pour chaque produit tenant compte du

dosage, de la posologie et des pathologies traitées. Le tableau LXXXVII documente les

valeurs de Ta et Ts des produits de la ligne créme et gel.
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Tableau LXXXVII : Valeurs de Ta et Ts des produits de la ligne créme et gel

Quantité
Tai Dose Madmale Nombre Te: Dose
Prindos | Dossce | Dosage | iRimale par Pfﬂ“'f':; -::S“:;E. Duprindpe | Muimal Joarmalidre
Produits 7 — BY | a12Sgde produit | T o Actif Drapplication | maximale
actfs g/ 100g mglg 5 le maximum Maxdimale oo %
appliqué sar d'apolicaion hsikie appliquée par jour duprindpe
0.01m*) aFF Enunesmle actif (en mg)
ﬁ-:l Prise (en mg) ﬂ':l
Clob atasal HaA Tite
Clotasol : 2 Peoriasis de =
N propionate 0,05 0.5 0.0625 Coirecherdn ':'ﬂ'l-"l'ﬂ_l"- 0.4 2 0.8
O3t
Clob etasal Té#e
Clotasal a Proriasis de i
g propionate 0.05 0.5 0.0625 Galie chavida E?EH 0.4 2 0.8
Hads +
Biof Didofenacde (Edémen Mains = -
B :“‘ sodium 1 10 125 Post- Visage 125 4 500
E ramatique | (mmviron 1
mil
Environ
Fenoxam . Entorses, i -
zd Piroxicam 0.5 5 0.625 CE Sy Q0lm 0.625 4 25
- Environ
“‘“:.l:‘"‘ Kétoprofine | 25 | 25 3.125 Tendinites | 001m: 3.125 2 6.25
Cal stasone O -::5“:;7:-
dipropionate | 005 | 0.5 0.0625 Peoriasis i 10.81 2 21.62
creme {mviron
1.73m%)
Mains
Fuddine . : i
pomsnuly |Acdeinsdigue] o 20 2.5 Paouialons | o 8 2 16
lenviron
0,032 m)
Mains,
Pupten | Addstats 2 20 25 Furonaal b 8 2 16
creme AR -2 D (mnviron
0.032 m7)
Candidose, Sarface
Terbinafine Fityriass Corporelle
Tembinan | - o by drate 1 10 125 Varsicolor, | (eviren 216.5 1 216.25
creme
Dermato- 1.73m"
phyties

— As:surface prélevée en m? (souvent As=100 cm? = (0,01 m?).

—  Ws: Surface commune entre le produit A et le produit B en m2.

La surface commune de contact entre les produits est celle de la surface totale de la

ligne creme et gel, cette surface est égale a 16,983 m?.

— Fs:

creme et gel (Fucidine creme et pommade).

Ls : Taille minimale du lot suivant en Kg.

Facteur de sécurité = 0,001, en raison de la fabrication de deux antibiotiques sur la ligne

Le tableau LXXXVIII résume les doses minimales et maximales et les tailles des lots des

produits fabriqués sur la ligne creme et gel.

1)

: Source des données des posologies, le Vidal en line [155].
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Tableau LXXXVIII : Doses minimales et maximales et les tailles des lots des produits
fabriqués sur la ligne créme et gel

Dose minimal Do‘se
Produit fini Principe actif T R o L
Ta (mg) journaliére
Ts (mg)
Clotasol creme 0.05% | Clobetasol propionate 0.0625 0.8 600
Clotasol gel 0.05% Clobetasol propionate 0.0625 0.8 600
Biofenac gel 1% Diclofenac de sodium 1.25 500 600
Fenoxam gel 0.5% Piroxicam 0.625 2.5 600
Profenid gel 2.5% Kétoprofene 3.125 6.25 600
Celetasone creme 0.05% Bejcamet'hasone 0.0625 21.62 300
dipropionate
Fucidine pommade 2% Acide fusidique 2.5 16 600
Fucidine creme 2% Acide fusidique 2.5 16 500
Terbinan créme 1% Cﬁiﬁ‘;ﬁ;ﬁe 125 216.25 200

Le tableau LXXXIX documente le calcul du MAR de la ligne créme et gel pour toutes

les combinaisons : produits précédent/ produit suivant.

La valeur minimale du MAR calculée est de 0,125 ppm, cela veut dire que le taux

résiduel d’un contaminant toléré est de 0,125 mg dans 1 Kg d"un produit contaminé.

Tableau LXXXIX : Calcul des MAR Produit précédent — Produit suivant

o . TA | TB | Ls | Ws | MAR | VAR
Produit précédent Produit suivant corrigé
(mg) | (mg) |(Kg)| (m?) (ppm)

(ppm)

Biofenac gel 1% Celetasone creme 0.05% | 1,25 21,62 | 300 | 16,983 | 57,817 | 10,000
Biofenac gel 1% OCIOC’;;SOI (créme, gel) 1,25 | 0,80 | 600 | 16,983 |1562,500 | 10,000
Biofenac gel 1% Fenoxam gel 0.5% 1,25 2,50 | 600 | 16,983 | 500,000 | 10,000
Biofenac gel 1% Fucidine créme 2% 1,25 | 16,00 | 500 | 16,983 | 78,125 | 10,000
Biofenac gel 1% Fucidine pommade 2% | 1,25 | 16,00 | 600 | 16,983 | 78,125 | 10,000
Biofenac gel 1% Profenid gel 2.5% 1,25 | 625 | 600 | 16,983 | 200,000 | 10,000
Biofenac gel 1% Terbinan créme 1% 1,25 |216,25| 200 | 16,983 5,780 5,780

| ‘
OCSSQ;’SOHQ TEME I Biofenac gel 1% 0,0625 | 500,00 | 600 | 16,983 | 0,125 | 0,125
Celetasone creme Clotasol (creme, gel)
78125 | 1
0.05°% 0.05% 0,0625 | 0,80 | 600 | 16,983 | 78,125 | 10,000
Oczféasone TEME | Fenoxam gel 0.5% 0,0625 | 2,50 | 600 | 16,983 | 25,000 | 10,000
chl;;asone TeME | Fucidine creme 2% 0,0625 | 16,00 | 500 | 16,983 | 3,906 | 3,906
chl;;asone FME | Pucidine pommade 2% | 0,0625 | 16,00 | 600 | 16,983 | 3,906 | 3,906
B (o]

Celetasone créme | Profenid gel 2.5% 0,0625 | 6,25 | 600 | 16,983 | 10,000 | 10,000
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0.05%

Celetasone creme

0050, Terbinan créme 1% 0,0625 | 216,25 | 200 | 16,983 | 0,289 | 0,289
Jotasol (cre ]
OC OOSt;SO (creme, gel) | b fenac gel 1% 0,0625 | 500,00 | 600 | 16,983 | 0,125 | 0,125
. (o)
Jotasol (cre ]
OC OOSt;SO (creme, gel) |~ etasone creme 0.05% | 0,0625 | 21,62 | 300 | 16983 | 2,891 | 2,891
. (o)
lotasol (cre ]
OC 0";;50 (créme, gel) | o oxam gel 0.5% 0,0625 | 2,50 | 600 | 16,983 | 25,000 | 10,000
. (o)
lotasol (cre ]
OC OOSt;SO (creme, gel) | ¢ cidine créme 2% 0,0625 | 16,00 | 500 | 16,983 | 3,906 | 3,906
. (o)
Clotasol (creme, gel) e
00560 Fucidine pommade 2% | 0,0625 | 16,00 | 600 | 16,983 | 3,906 | 3,906
gg’St;SOl (créme, 8eD) | pr ofenid gel 2.5% 0,0625 | 6,25 | 600 | 16,983 | 10,000 | 10,000
Jotasol (créme, gel . \
OC 005 ;SO (creme, gel) | pohinan creme 1% 0,0625 |216,25 | 200 | 16,983 | 0,289 | 0,289
Fenoxam gel 0.5% Biofenac gel 1% 0,625 |500,00| 600 | 16,983 1,250 1,250
Fenoxam gel 0.5% | Celetasone créme 0.05% | 0,625 | 21,62 | 300 | 16,983 | 28,908 | 10,000
Jotasol (cre ]
Fenoxam gel 0.5% OC 0‘);;50 (creme, gel) 0,625 | 0,80 | 600 | 16,983 | 781,250 | 10,000
. (o)
Fenoxam gel 0.5% Fucidine créeme 2% 0,625 | 16,00 | 500 | 16,983 | 39,063 | 10,000
Fenoxam gel 0.5% Fucidine pommade 2% 0,625 | 16,00 | 600 | 16,983 | 39,063 | 10,000
Fenoxam gel 0.5% Profenid gel 2.5% 0,625 6,25 | 600 | 16,983 | 100,000 | 10,000
Fenoxam gel 0.5% Terbinan creme 1% 0,625 |216,25| 200 | 16,983 2,890 2,890
Fucidine creme 2% Biofenac gel 1% 2,5 500,00 | 600 | 16,983 5,000 5,000
Fucidine créme 2% Celetasone creme 0.05% 2,5 21,62 | 300 | 16,983 | 115,634 | 10,000
Fucidine créme 2% OCIOC’;;SOI (creme, gel) 25 | 0,80 | 600 | 16,983 | 3125,000 | 10,000
Fucidine créme 2% | Fenoxam gel 0.5% 25 | 2,50 | 600 | 16,983 | 1000,000 | 10,000
Fucidine créme 2% | Fucidine pommade 2% | 2,5 | 16,00 | 600 | 16,983 | 156,250 | 10,000
Fucidine créme 2% | Profenid gel 2.5% 25 | 625 | 600 | 16,983 | 400,000 | 10,000
Fucidine créme 2% | Terbinan créme 1% 25 21625 200 | 16,983 | 11,561 | 10,000
Fucidi d
2};“ e POMmMAce | giofenac gel 1% 25 500,00 600 | 16983 | 5,000 | 5,000
Fucidine pommade .
2 Celetasone créme 0.05% | 2,5 | 21,62 | 300 | 16,983 | 115,634 | 10,000
;‘;adme pommade OCIOC’;;SOI (creme, gel) 25 | 0,80 | 600 | 16,983 | 3125,000 | 10,000
Fucidi d
2};0 e pommade | penoxam gel 0.5% 25 | 250 | 600 | 16,983 | 1000,000 | 10,000
Fucidine pommade - \ o
29, Fucidine créme 2% 2,5 16,00 | 500 | 16,983 | 156,250 | 10,000
Fucidine pommade . o
2o, Profenid gel 2.5% 25 | 625 | 600 | 16,983 | 400,000 | 10,000
Fucidine pommade . .
29, Terbinan créme 1% 2,5 216,25| 200 | 16,983 | 11,561 10,000
(0]
Profenid gel 2.5% | Biofenac gel 1% 3,125 |500,00| 600 | 16983 | 6,250 | 6,250
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Profenid gel 2.5% Celetasone créeme 0.05% | 3,125 | 21,62 | 300 | 16,983 | 144,542 | 10,000

Clotasol (creme, gel)

Profenid gel 2.5% 0.05% 3,125 | 0,80 | 600 | 16,983 | 3906,250 | 10,000
Profenid gel 2.5% Fenoxam gel 0.5% 3,125 | 2,50 | 600 | 16,983 | 1250,000 | 10,000
Profenid gel 2.5% Fucidine creme 2% 3,125 | 16,00 | 500 | 16,983 | 195,313 | 10,000
Profenid gel 2.5% Fucidine pommade 2% | 3,125 | 16,00 | 600 | 16,983 | 195,313 | 10,000
Profenid gel 2.5% Terbinan creme 1% 3,125 |216,25| 200 | 16,983 | 14,451 | 10,000
Terbinan creme 1% | Biofenac gel 1% 0,0625 | 500,00 | 600 | 16,983 | 0,125 0,125

Terbinan creme 1% | Celetasone creme 0.05% | 1,25 21,62 | 300 | 16,983 | 57,817 | 10,000

Clotasol (creme, gel)

Terbinan creme 1% 1,25 0,80 | 600 | 16,983 | 1562,500 | 10,000

0.05%
Terbinan creme 1% | Fenoxam gel 0.5% 1,25 2,50 | 600 | 16,983 | 500,000 | 10,000
Terbinan créeme 1% | Fucidine créeme 2% 1,25 16,00 | 500 | 16,983 | 78,125 | 10,000
Terbinan creme 1% | Fucidine pommade 2% 1,25 | 16,00 | 600 | 16,983 | 78,125 | 10,000
Terbinan creme 1% | Profenid gel 2.5% 1,25 6,25 | 600 | 16,983 | 200,000 | 10,000

- Calcul de la valeur de I’ARL
Selon le tableau LXXXIX, la plus petite valeur de I’ARL est obtenue pour la valeur
minimale de la taille de lot, soit Ls = 200 Kg.

0,125 x 200 x 0,01 x 10° .
ARLgcouvittonage = 16 983 = 14,7 ug/100cm

Remarque : Le calcul des valeurs du MAR et d’ARL est tres fastidieux et doit prendre en
considération toutes les combinaisons théoriquement possibles, une méthode simplifiée peut
étre appliquée en considérant pour une gamme de production les données suivantes ;

— Le produit ayant la plus petite dose thérapeutique journaliere (Ta).

— Le produit ayant la plus grande dose thérapeutique journaliere (Ts).

— Le produit ayant la taille du lot la plus faible (Ls).

— Considérer la surface totale des équipements siege de la contamination croisée entre les

deux produits A et B.

La valeur calculée dans ces conditions est la plus faible possible pour une ligne de

fabrication. Elle est appelée limite pire cas ou limite worst case.

Cette méthode a I'avantage d’étre simple pour application mais son inconvénient est
de fournir des limites trop faibles de sorte a rendre la méthode analytique moins précise et le

risque de statuer non conforme sur un nettoyage qui est réellement conforme.

La méthode simplifiée doit étre utilisée tres attentivement, elle peut étre appliquée
dans le cas ou la valeur de MAR est relativement basse (avoisinant les 10 ppm) et des

surfaces des équipements qui ne sont pas trop élevées.
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Pour le prélévement par les eaux de ringage ;

MAR X Lg
ARLgqyx de rincage = T enpug/ml
0,125 x 200
ARLgqyy ge ringage = 45 = 0,55 ug/ml

V = volume total des eaux de ringage des équipements de la ligne creme et gel = 45 litres.

2.2.1.2. Approche basée sur le calcul de la PDE

Dans le cas de la gamme des produits fabriqués sur la ligne creme et gel, la substance

ayant la PDE la plus faible est le clobestasol prpionate, avec une valeur de 0,0042 mg/jour.

Cette valeur est calculée a partir des données des études de reprotoxicité durant les

essais précliniques du développement du médicament.

L’étude de reprotoxicité a été effectuée chez le rat pendant toute la période de

reproduction. La dose n’entrainant aucun effet néfaste (NOAEL) par voie sous cutanée est de

12,5 ug/Kg/jour [158].
VTR x By

PDE =
Fy X Fy X F3 X Fy x Fsg

— NOAEL =0,0125 mg/Kg/jour

— F1=5:Espece animale est le rat

- F2=10.

— F3=1:Toute la période de reproduction.

— F4=1: Aucun effet néfaste n’est observé.

— F5= 3:Valeur toxicologique (VTR) utilisée est la NOAEL.
— Bw =50 Kg (poids moyen d"un adulte).

0,0125 x 50 i
PDEClobetasolpropionate = 5x10x1x1x3 = 0,0042 mg/jour

La limite d’acceptation obtenue pour cette valeur de PDE minimale est égale a ;

PDE, X Ly X Ag X 10° _0,0042 x 200 x 0,01 x 106

ARL =
Ty X W 0,5 X 16,983

= 989,2 11g/100cm?

ARLe’couvillonnage =989, 2 ,llg/lOOsz

Le tableau XC résume les caractéristiques physicochimiques, toxicologiques et la

méthodologie de calcul de la valeur de PDE du clobetasol propionate.
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Tableau XC : Caractéristiques physicochimiques, toxicologiques et la méthodologie de
calcul de la valeur de PDE du clobetasol propionate

Présentation du produit

Nom commercial

Clotasol®

DCI

Clobetasol propionate

Forme galénique et dosage

Gel, créme et pommade a 0,05 %

Ligne de fabrication

Crémes et gels

Données Physicochimiques du principe actif Bibll{if)fg?ae;}ff:ues

Propanoate de 21-chloro-9-fluoro 11

Nom chimique B hydroxy-16p3-méthyl-3, 20-dioxoprégna-
1,4-dién-17-yle.

Formule chimique brute C2sH3:CIFOs Monographie Clobetasol

Numéro de CAS [25122-46-7] propionate.  Pharmacopée
Poudre cristalline, blanche ou sensiblement | européenne 9me édition.

Aspect

blanche.

Solubilité dans I’eau

Pratiquement insoluble

Solubilité dans I’alcool

Assez soluble

Volatilité

Non

Nettoyabilité

Moyenne

Données internes Biopharm

Données toxicologiques (toxicité aigue) du princi

pe actif

Espéces animales / Voie

Souris (orale), Rat (orale)

DL 50

>3000 mg/Kg, >3000 mg/Kg

MSDS USP Convention,
Clobetasole propionate
version 2, date de révision
06 juin 2014, page 4.

Données toxicologiques (toxicité a doses répétées) du principe actif

Espéce animale / Voie

Rat (sous cutanée)

Durée d’étude

Période de reproduction

Effets observes

Augmentation du poids des vésicules
séminales chez le male et Aucun effet chez

NDA 21-835

Pharmacology / Toxicology
review and evaluation -
Clobex spray 0,05%. CDER -

_ la femelle FDA. Date de revision
Valeur toxicologique NOAEL (male, fefnelle) =0,0125 09/08/2005, Page 36
(NOEL, NOAEL, LOAEL) mg/Kg/jour
Dangerosité et classement de la substance
Génotoxicité Non carcinogene MSDS  Diclofenac  and
Reprotoxicité Non misoprostol tablets, Pfizer,

Toxicité des organes

Oui (réversible)

Pouvoir sensibilisant

Oui (irritation de la peau et des yeux)

Page 9-10. Version 3.0, Date
de révision 6 Mars 2015.

Facteurs d’ajustement et calcul de la PDE (déduits de I’annexe 3 de 'ICH Q3C (R5))

F1 : Extrapolation entres les
especes (2 —12)

F1=5

Extrapolation : Rat - Etre humain

F2 : Variabilité inter
individuelle

F2 =10 : Conventionnellement utilisée pour tenir compte de la différence
entre les individus dans la population humaine.

F3 : Etudes de toxicité
aigue ou chronique (1-10)

F3=1

Basé sur des études de reprotoxicité pendant la période de reproduction

F4 : Toxicité sévere
(1-10)

F4=1

Aucun effet sur la fertilité et la croissance de la progéniture

F5 : Valeur toxicologique
utilisée (1 - 10)

F5=3

Valeur toxicologique utilisée est la NOEL

Valeur de la PDE

PDE = 0,0042 mg/ jour
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— DPour les prélévements par les eaux de ringcage ;
La limite résiduelle exprimée en pg/ml des eaux de ringage est calculée comme suit ;
PDE, x Lg x10°  0,0042 x 200 x 1000

pg/ml = % 45
2.2.1.3. Comparaison entre les valeurs obtenues avec les deux approches

ARL

=18,7 ug/ml

D’apres les résultats obtenus a partir des deux approches, il est bien évident que les
limites les plus strictes sont celles obtenues avec I’approche traditionnelle a savoir :
— Prélévement par écouvillonnage : Limite = 14,7 pug/100cm?.
— Prélévement par les eaux de rincage : Limite = 0,55 pug/100cm?.

La validation du nettoyage de la ligne créme et gel étant déja validée selon
I'approche traditionnelle, l'introduction de l’approche PDE n’a aucun impact sur la
validité du nettoyage de ladite ligne de fabrication.

2.2.2. Criteres d’acceptation en vue de I’analyse microbiologique
2.2.2.1. Controle des surfaces par écouvillonnage
DGAT + DMLT < 200 ufc/100cm?

— E. coli : Absence

P. aeruginosa : Absence

2.2.2.2. Controle des eaux de rincage

— DGAT + DMLT < 10000 ufc/100 ml

— E. coli : Absence

— P. aeruginosa : Absence
2.3.Méthodes d’analyse

2.3.1. Méthode d’analyse physicochimique
La méthode de dosage du kétoprofene a I'état de traces dans les prélevements par

écouvillonnage et les eaux de ringage dans le cadre de la validation du nettoyage des
équipements de la ligne creme et gel est validée au niveau du laboratoire de contrdle qualité
de Biopharm industrie, selon la procédure de validation de I'entreprise. Nous présentons ci-
dessous les résultats de validation des criteres les plus importants a savoir ; la linéarité, la
répétabilité et les limites de détection et de quantification.

A. Linéarité :

Tableau XCI : Données de la linéarité de la méthode du dosage de kétoproféne

. e s Concentration Aire du pic
Niveaux de linéarité . \ : -
A o de kétoproféne en de kétoprofene
expérimentale en (%) .
ug/ml (moyenne par concentration)
10% 0.147 5308
40% 0.588 21175
70% 1.029 36962
100% 1.470 52928
130% 1.911 69845
160% 2.352 86900
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100000 7 Dosage dukétoproféne : droite d'étalonmage - Aire du pic = f{concentration)
90000 —

0000 -
¥=36925x- 618,01

70000 - Ri=10,9997
60000 -
50000 -
40000 -
30000 -
20000 -

10000 -

Concentration (pg/ml)

0

0 05 1 15 2 25

Figure 31 : Linéarité —Droite d'étalonnage - Aire du pic de kétoproféne = f(concentration)
Discussion
La méthode présente une bonne corrélation (R? = 0,9997) entre les aires du pic et les
concentrations dans l'intervalle de 0,145 pug/ml a 2,352 ug/ml.
B. Répétabilité
Tableau XCII : Répétabilité de 1a méthode de dosages de traces de kétoproféne

Solution Concentration Concentration de
; \ . . \ , | Rendement de
plaque de kétoproféne déposé en | kétoprofene retrouvé R
100% pg/ml (1 ml de la solution en ug/ml (solution en %
(répétition) standard 100%) plaque 100%) °
1 1.471 1,310 89.1
2 1.471 1,303 88.6
3 1.471 1,340 91.1
4 1.471 1,264 85.9
5 1.471 1,355 92.1
6 1.471 1,305 88.7
Moyenne 89.2
Ecart type 2.2
RSD % (< 50/0) 24 %
Discussion

Le coefficient de variation des six (06) répétitions de la préparation et de 1’analyse de
la solution plaque 100% est de 2,4%. La norme retenue est de 5%, la méthode de dosage des

traces de kétoproféne est jugée répétable.
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C. Limite de détection et de quantification
Les limites de détection et de quantification sont déterminées a partir de la droite
d’étalonnage : hauteur du pic de kétoproféne en fonction de la concentration suivant la
méthode décrite dans le guide ICH Q2(R1).

Tableau XCIII : Données brutes pour la détermination de la LOD et la LOQ de la méthode
de dosage de kétoprofene

Niveaux de linéarité Concentration de Hauteur du pic de kétoproféne
en (%) kétoprofene en ug/ml (Moyenne par concentration)
10% 0.147 580,4
40% 0.588 2269,3
70% 1.029 3933,9
100% 1.470 5611,6
130% 1.911 7400,8
160% 2.352 9221,5
10000 Dosage du kétoproféne : droite d'étalonnage - Hauteur du pic = f(concentration)
9000 -
3000 - y=30053x-43,373
R2=10,9996
7000 -
6000
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000 -
Concentration (pug/ml)
0 T T T . )
0 0,5 1 1,5 2 25

Figure 32 : Droite d'étalonnage - Hauteur du pic de kétoproféne = f(concentration)

Equation de la droite : Hauteur = f(concentration) : H = 3905,3 — 43,373, l'erreur de I'ordonnée

a l'origine ov est calculée par le logiciel origine 6.0 (o» = 23,90).

3,3 X Op

LOD = === = 0,02ug/ml
10 x Op

L0Q = ———=0,06 ug/ml
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Discussion :

La limite de quantification de la méthode est inférieure a la limite d’acceptation du
nettoyage de la ligne creme et gel (eaux de ringage = 0,55ug/ml et écouvillonnage =14,7 pg/ml
équivalente a 1,47 pg/ml).

La méthode analytique peut donc quantifier les taux résiduels du kétoproféne dans
les différents types de prélevement au cours de la validation du nettoyage des
équipements de la ligne creme et gel.

2.3.2. Méthodes d’analyses microbiologiques
Les méthodes de dosages microbiologiques (dénombrement microbien et recherche
des germes spécifiés) sont communes pour les validations de nettoyage des équipements de
fabrication et de la centrale de pesée.
2.4. Validation de la méthode de préléevement par écouvillonnage
Au méme titre que la validation de la méthode analytique, la méthode de prélevement
a été validée sur 3 niveaux de concentrations (50%, 100% et 150%) de la limite d’acceptation.
Le taux de recouvrement moyen est 88%. Les résultats de la détermination des

rendements d’extraction et des taux de recouvrement sont présentés dans le tableau XCIV.

D’apres ce tableau, la moyenne des taux de recouvrement des trois niveaux de

concentrations est de 88,0% avec un coefficient de variation de 4,1%
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Tableau XCIV : Détermination des rendements d’extraction de la méthode de prélévement

ar écouvillonnage du kétoproféne — validation du nettoyage de laligne créme et gel
Validation de la méthode de prélévement du principe actif
- Contamination des plaques et préléevement par écouvillonnage-
Résultats des trois essais
Niveaux de concentrations / | Quantité de PA Quantité de PA Taux de
Répétitions déposée en ug retrouvée en ug | recouvrement (%)
Essai 1 0,736 0,618 84,0
50% Essai 2 0,736 0,633 86,0
Essai 3 0,736 0,625 84,9
Moyenne 85,0
= Essai 1 1,472 1,289 87,6
2 | 000, [Ess2i2 1,472 1,256 85,3
9 Essai 3 1,472 1,250 84,9
& Moyenne 85,9
Essail 2,208 1,918 86,9
150% Essai 2 2,208 1,892 85,7
Essai 3 2,208 1,905 86,3
Moyenne 86,3
Essai 1 0,735 0,682 92,8
50% Essai 2 0,735 0,688 93,6
Essai 3 0,735 0,689 93,7
Moyenne 93,4
P Essai 1 1,470 1,274 86,7
3 Lo0v, |ESsai2 1,470 1,270 86,4
9 Essai 3 1,470 1,292 87,9
& Moyenne 87,0
Essai 1 2,205 1,899 86,1
150% Essai 2 2,205 1,887 85,6
Essai 3 2,205 1,934 87,7
Moyenne 86,5
Essai 1 0,736 0,722 98,1
50% Essai 2 0,736 0,668 90,8
Essai 3 0,736 0,707 96,1
Moyenne 95,0
o Essai 1 1,472 1,283 87,2
3 Lo0v, | ESsai2 1472 1,239 84,2
9 Essai 3 1,472 1,266 86,0
& Moyenne 85,8
Essai 1 2,208 1,887 85,5
150% Essai 2 2,208 1,892 85,7
Essai 3 2,208 1,994 90,3
Moyenne 87,2
Moyenne totale 88,0
% RSD total 4,1
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2.5.Reproductibilité du procédé de nettoyage de la ligne créme et gel

Les équipements de la ligne creme et gel sont nettoyés apres fabrication d'un lot de
Profenid® gel 2,5% et ce, a 3 reprises.

Les prélevements en vue des analyses physicochimiques et microbiologiques ont été
effectués selon le plan de prélevements retenu, le dosage du kétoprofene a 1'état de traces et
le dénombrement des microorganismes dans les différents types de prélevements ont été
réalisés. Les résultats obtenus ont été comparés aux limites d’acceptation.

2.5.1. Résultats de la validation du nettoyage de la ligne creme et gel
2.5.1.1. Inspection visuelle des équipements

Apres nettoyage de la ligne creme et gel, une inspection visuelle des équipements
notamment les endroits difficilement accessibles a été effectuée pour vérifier I'absence des

résidus visibles du produit. Les résultats sont présentés dans le tableau XCV.

Tableau XCV : Résultats de I'inspection visuelle des équipements de la ligne créeme et gel

—Jours 1,2 et3
L, Présence de résidus
Jours Points prélevés .. . Norme Statut
visibles du produit
Cuve de préparation Non Conforme
Cuve de stockage Non Conforme
Cuve de stockage Non Conforme
© Absence
whd
) Pompe de transfert Non de taches Conforme
e tache
:\ Flexible de transfert Non ot de Conforme
w | Trémie de 1 d fo
=) r(?mle H ¢ & e ¢ Non residus [ Conforme
=3 pr?pa'ra on _ visibles
Trémie de la remplisseuse — Non Conforme
Kit d d d 1
e osage ¢ Non Conforme
remplisseuse

2.5.1.2. Inspection visuelle des prélévements
L’aspect des écouvillons et des eaux de ringages apres prélevement a été vérifié pour
absence des taches ou des particules étrangeres.

Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux XCVI et XCVIL
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Tableau XCVI : Résultats de l'inspection visuelle des écouvillons apreés prélevement des
équipements de la ligne créme et gel — Jours 1,2 et 3

o Présence de
2 Points prélevés taches sur les Norme Statut
- écouvillons
Cuve de préparation — Vanne inférieur Non Conforme
Cuve de préparation — Haut de la cuve Non Conforme
Cuve de stockage — vanne inférieur Non Conforme
Cuve de stockage — Haut Non Conforme
% | Pompe de transfert Non Absence de Conforme
o - taches
. | Flexible de transfert Non .. Conforme
— visibles sur
§ Trémie de la cuve de préparation — coté Non les Conforme
2, | Trémie de la cuve de préparation — sortie Non écouvillons | Conforme
Trémie de la cuve de préparation - Non
) Conforme
conduit L
Trémie de la remplisseuse — coté Non Conforme
Trémie de la remplisseuse — sortie Non Conforme
Kit de dosage de la remplisseuse Non Conforme

Tableau XCVII : Résultats de I'inspection visuelle des eaux de rincage apreés préléevement
des équipements de la ligne créme et gel — Jours 1,2 et 3

- changement d’aspect
i
2 Points prélevés ou présence des Norme Statut
- particules étrangéres
Cuve de préparation Non Conforme
Cuve de stockage Non Conforme
© = " : N Absence de
(q\: ompe de transfert on changement Conforme
— | Flexible de transfert Non de l'aspectet | Conforme
(7]
5 | Trémie de la cuve de Non de particules
o . . . N Conforme
= | préparation étrangeres
Kit de dosage de la Non
. Conforme
remplisseuse

2.5.1.3. Analyse physicochimique : Dosage des traces du kétoprofene dans les
prélévements par écouvillonnage et dans les eaux de rincage

— Préparation de la gamme d’étalonnage: Une gamme d’étalonnage par jour

comprenant chacune trois niveaux de concentrations a été préparée, une droite

d’étalonnage est tracée pour quantifier le kétoproféne dans les prélevements.
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Concentrati Adre du pic de
e e 45000 Droite d'étalonnage : Aire =flconcentration) ]nur 1
en ugml kétoprofene
s e 40000 y= 18 498,369x - 2 148,444
. R*=0,999
0,767 12292 35000
0,767 12316 30000 -
1,533 25614 25000
1,533 255893
20000 -
1,533 25823
2,300 40328 15000
2,300 40329 " Concentration en pug'ml
2,300 41158 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500
Concentration | Aire du pic de
-t 110000 Dreite d'étalonnage : Aire ~ficoncentration) Jour 2
en ppiml kéoproféne 100000
0,711 25678 90000 - y = 48 809,892x- 11 090,778
0,711 25750 0000 - R*=0,985
0,711 26603 70000
1422 s3241 60000 -
1422 53166 Noe
1422 53273 e
30000 -
2,133 421
20000 -
2,133 95361 . Concentration en pg'ml
2133 96672 05 0,7 09 1.1 13 1.5 1.7 2.3
Concentration | Aire du picde 90000 -
en pg/ml kétoproféne | Diroite détalonnage : Aire ficoncentration) Jour 3
0,775 2725 || 80000 4 v=35 400,4301x - 138,389
0,775 27080 | 70000 o i
0775 27013 60000 -
1,55 54816 | 50000
1,55 55736 | 40000 -
1;55 54%'& 0000 -
2325 82073 | 20000 -
Concentrationen pg/ml
2325 81493 | 10000 - . : : : .
2325 82564 05 07 0% 11 13 15 17 23

Figure 33 : Droite d’étalonnage- Aire du pic de kétoproféne = f(concentration), jours 1,2 et 3

Note : L’analyse des solutions par HPLC durant le 2™ jour a été faite sur un

équipement différent de celui utilisé pour l’analyse des solutions pendant les deux autres

jours (Chaine HPLC avec détecteur barrette de diodes pour le jour 1 et HPLC avec détecteur

UV a une longueur d’onde pour le jour 2), ceci explique 1'écart observé des aires du pic entre

les deux jours pour un méme niveau de concentration.
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A. Dosage du kétoproféne dans les prélévements par écouvillonnage

Les prélevements par écouvillonnage sont repris a I'intérieur des tubes a vis par 10 ml

de solvant d’extraction. Les solutions ainsi obtenues sont injectées dans les chromatographes.

Les concentrations en kétoprofene sont calculées a I'aide de la droite d’étalonnage en

tenant compte du taux de recouvrement de 88%.

La quantité résiduelle du kétoproféne par unité de surface au niveau des points de

prélevement est donnée par la formule suivante :

10 X (Aecy + 2148, 444)
0,88 x 18498,369

10 X (Agey + 11090, 778)
0,88 x 48809,982

10 X (Aeqy + 138, 8889)
0,88 x 35400,4301

Jour 1 : Quantité résiduelle = ng/100cm?

ug/100cm?

Jour 2 : Quantité résiduelle =

Jour 3 : Quantité résiduelle = ug/100cm?

Avec : Aenest la surface du pic de kétoprofene dans la solution échantillon.

Les résultats obtenus pour les 3 jours sont présentés dans le tableau XCVIII.

B. Dosage du kétoproféne dans les eaux de rincage

Les eaux de ringcage sont injectées directement dans les chromatographe.

concentrations en kétoprofene sont calculées a 1'aide de la droite d’étalonnage.

La quantité résiduelle du kétoproféne en ug/ml est donnée par la formule suivante :

(Aech + 2148, 444)

Jour 1 : Quantité résiduelle = 18498,369 ug/ml
Ao +11090,778

Jour 2 : Quantité résiduelle = ( 9618809’ 982 ) pg/ml
Ay +138,8889

Jour 3 : Quantité résiduelle = ( 632115400’ 2301 ) ng/ml

Avec : Acanest la surface du pic de kétoproféne dans la solution échantillon.

Les résultats obtenus pour les 3 jours sont présentés dans le tableau XCIX.

Les
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Tableau XCVIII : Validation du nettoyage de la ligne créme et gel : Dosage des traces du
kétoprofene dans les prélévements par écouvillonnage — Jours 1,2 et 3

- Quantité

g Points prélevés Acch résiduelle | Norme :::::;:;
pg/100cm?

Cuve de préparation — Vanne inférieur 4358 4,0 Conforme
Cuve de préparation — Haut de la cuve <LOD <LOD Conforme
Cuve de stockage — vanne inférieur <LOD <LOD Conforme
Cuve de stockage - Haut 3918 3,7 Conforme
Pompe de transfert <LOD <LOD Conforme
— | Flexible de transfert 2921 3,1 <147 Conforme
§ Trémie de la cuve de préparation - coté <LOD <LOD Pllg()/ Conforme
=2 [ Trémie de la cuve de préparation — sortie <LOD <LOD om? Conforme
Trémie de la cuve de préparation — conduit L [ <LOD <LOD Conforme
Trémie de la remplisseuse — coté <LOD <LOD Conforme
Trémie de la remplisseuse — sortie 3545 3,5 Conforme
Kit de dosage de la remplisseuse <LOD <LOD Conforme
Bloc de dosage de la remplisseuse <LOD <LOD Conforme
Cuve de préparation — Vanne inférieur 572 2,72 Conforme
Cuve de préparation — Haut de la cuve 6229 4,03 Conforme
Cuve de stockage — vanne inférieur 28947 9,32 Conforme
Cuve de stockage - Haut 629 2,73 Conforme
Pompe de transfert 1497 2,93 <14,7 | Conforme
; Trémie de la cuve de préparation - coté 896 2,79 ug/ | Conforme
E Trémie de la cuve de préparation — sortie 381 2,67 100 | Conforme
Trémie de la cuve de préparation —conduit L | 1202 2,86 cm? | Conforme
Trémie de la remplisseuse — coté 413 2,68 Conforme
Trémie de la remplisseuse — sortie 917 2,80 Conforme
Kit de dosage de la remplisseuse 2246 3,10 Conforme
Bloc de dosage de la remplisseuse 4094 3,54 Conforme
Cuve de préparation — Vanne inférieur 773 0,29 Conforme
Cuve de préparation — Haut de la cuve <LOD <LOD Conforme
Cuve de stockage — vanne inférieur 853 0,32 Conforme
Cuve de stockage - Haut 671 0,26 Conforme
Pompe de transfert 1497 0,53 <14,7 | Conforme
@ Flexible de transfert 776 0,29 ug / Conforme
g Trémie de la cuve de préparation - coté 1114 0,40 100 | .Conforme
™ | Trémie de la cuve de préparation — sortie 769 0,29 , | Conforme
Trémie de la cuve de préparation —conduit L | 345 0,16 cm Conforme
Trémie de la remplisseuse — coté 367 0,16 Conforme
Trémie de la remplisseuse — sortie 426 0,18 Conforme
Kit de dosage de la remplisseuse 512 0,21 Conforme
Bloc de dosage de la remplisseuse 473 0,20 Conforme

LOD = 0,02 ug/ml. Les données brutes (chromatogrammes) sont présentées dans I’annexe II.
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Tableau XCIX : Validation du nettoyage de la ligne créme et gel : Dosage des traces du

kétoproféne dans eaux de ringage —Jours 1,2 et 3
. uantité
§ Points prélevés Accn rés%duelle en | Norme Statut du
= nettoyage
pg/ml
Cuve de préparation — 2399 0,25 Conforme
Cuve de stockage 1785 0,21 Conforme
g Pompe de transfert <LOD <LOD <0,55 | Conforme
2 | Flexible de transfert <LOD <LOD ug / ml | Conforme
Trémie — cuve de préparation <LOD <LOD Conforme
Kit de dosage de la remplisseuse <LOD <LOD Conforme
Cuve de préparation — 6267 0,36 Conforme
Cuve de stockage <LOD <LOD Conforme
o Pompe de transfert <LOD <LOD <055 Conforme
3 Flexible de transfert 2215 0,27 /' ml Conforme
™ | Trémie — cuve de préparation 2218 0,27 K8 Conforme
Trémie de la remplisseuse 2406 0,28 Conforme
Kit de dosage de la remplisseuse 2225 0,27 Conforme
Cuve de préparation — 2297 0,07 Conforme
Cuve de stockage <LOD <LOD Conforme
en | Pompe de transfert <LOD <LOD <0,55 Conforme
§ Flexible de transfert <LOD <LOD /ml Conforme
| Trémie — cuve de préparation <LOD <LOD He Conforme
Trémie de la remplisseuse <LOD <LOD Conforme
Kit de dosage de la remplisseuse <LOD <LOD Conforme

2.5.1.4. Analyse microbiologique
Les résultats des analyses microbiologiques (DGAT, DMLT et la recherche des
germes spécifiés) dans les prélevements par écouvillonnage et les eaux de ringage sont

présentés dans les tableaux C et CL.
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Tableau C : Résultats de la validation du nettoyage de la ligne créme et gel. Analyses
microbiologiques - Prélévements par écouvillonnage, Jours 1,2 et 3

& Points prélevés DGAT|DMLT| E. coli P Slaint
2 aeruginosa
- Normes (ufc /100cm?) 200 Absence | Absence
Cuve de préparation — Haut de la cuve 11 00 [ Absence | Absence | Conforme
Cuve de préparation — Vanne inférieur NA | NA [ Absence | Absence | Conforme
Trémie de la cuve de préparation - coté 00 00 | Absence | Absence | Conforme
Trémie de la cuve de préparation — sortie NA | NA [ Absence | Absence | Conforme
T'rémie de la cuve de préparation —conduit L NA [ NA [ Absence | Absence | Conforme
~ | Cuve de stockage - Haut 00 00 | Absence| Absence | Conforme
§ Cuve de stockage — vanne inférieur NA | NA [ Absence | Absence | Conforme
™| Trémie de la remplisseuse — coté 06 00 [ Absence | Absence | Conforme
Trémie de la remplisseuse — sortie NA | NA [ Absence | Absence | Conforme
Pompe de transfert NA | NA [ Absence | Absence | Conforme
Flexible de transfert NA | NA [ Absence | Absence | Conforme
Bloc de dosage de la remplisseuse NA | NA [ Absence | Absence | Conforme
Kit de dosage de la remplisseuse NA | NA [ Absence | Absence | Conforme
Cuve de préparation — Haut de la cuve 07 00 |[Absence | Absence | Conforme
Cuve de préparation — Vanne inférieur NA | NA [Absence [ Absence | Conforme
Trémie de la cuve de préparation - coté 02 00 | Absence | Absence | Conforme
Trémie de la cuve de préparation — sortie NA | NA [Absence [ Absence | Conforme
Trémie de la cuve de préparation — conduit L | NA | NA [Absence [ Absence | Conforme
« | Cuve de stockage - Haut 13 03 | Absence | Absence | Conforme
E Cuve de stockage — vanne inférieur NA | NA [Absence [ Absence | Conforme
™| Trémie de la remplisseuse — coté 00 00 | Absence | Absence | Conforme
Trémie de la remplisseuse — sortie NA | NA [Absence [ Absence | Conforme
Pompe de transfert NA | NA |[Absence | Absence | Conforme
Flexible de transfert NA | NA [Absence [ Absence | Conforme
Bloc de dosage de la remplisseuse NA | NA [Absence [ Absence | Conforme
Kit de dosage de la remplisseuse NA | NA [Absence [ Absence | Conforme
Cuve de préparation — Haut de la cuve 00 00 | Absence | Absence | Conforme
Cuve de préparation — Vanne inférieur NA | NA | Absence | Absence | Conforme
Trémie de la cuve de préparation — coté 00 00 | Absence | Absence | Conforme
Trémie de la cuve de préparation — sortie NA | NA | Absence | Absence | Conforme
Trémie de la cuve de préparation — conduitL | NA [ NA | Absence [ Absence | Conforme
en | Cuve de stockage - Haut 08 01 | Absence | Absence | Conforme
g Cuve de stockage — vanne inférieur NA | NA | Absence | Absence | Conforme
™| Trémie de la remplisseuse — coté 02 00 | Absence | Absence | Conforme
Trémie de la remplisseuse — sortie NA | NA | Absence | Absence | Conforme
Pompe de transfert NA | NA | Absence | Absence | Conforme
Flexible de transfert NA | NA | Absence | Absence | Conforme
Bloc de dosage de la remplisseuse NA | NA | Absence | Absence | Conforme
Kit de dosage de la remplisseuse NA | NA | Absence | Absence | Conforme
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Tableau CI : Résultats de la validation du nettoyage Ligne créme et gel. Analyses
microbiologiques — Prélévement par eaux de ringage, Jours 1,2 et 3

2 Points prélevés DGAT | DMLT . coli P,'
= aeruginosa | Statut
- Normes (ufc /100ml) 10000 Absence | Absence
Cuve de préparation — 01 01 | Absence| Absence [Conforme
Trémie de la cuve de préparation 00 00 | Absence| Absence [Conforme
Cuve de stockage 33 12 | Absence | Absence [Conforme
| Trémie de la remplisseuse 04 00 | Absence| Absence [Conforme
,E Pompe de transfert 16 00 | Absence| Absence [Conforme
Flexible de transfert 00 00 |Absence| Absence |Conforme
systérr‘le de dosage de la 00 00 |Absence| Absence [Conforme
remplisseuse
Cuve de préparation — 01 00 |Absence| Absence |Conforme
Trémie de la cuve de préparation 13 00 |Absence| Absence |Conforme
Cuve de stockage 47 00 |Absence| Absence |Conforme
% | Trémie de la remplisseuse 55 00 |Absence| Absence |Conforme
E Pompe de transfert 13 00 |Absence| Absence |Conforme
Flexible de transfert 01 00 |Absence| Absence |Conforme
systérr‘le de dosage de la 310 00 | Absence| Absence [Conforme
remplisseuse
Cuve de préparation — 11 00 | Absence| Absence [Conforme
Trémie de la cuve de préparation 05 00 | Absence| Absence [Conforme
Cuve de stockage 01 00 | Absence| Absence [Conforme
2| Trémie de la remplisseuse 02 00 |Absence| Absence |Conforme
E Pompe de transfert 01 00 | Absence| Absence [Conforme
Flexible de transfert 06 00 | Absence| Absence [Conforme
syst‘err}e de dosage de la 08 00 | Absence| Absence [Conforme
remplisseuse

2.5.1.5. Recherche des traces du détergent dans les eaux de rincage
Les résultats de la recherche des traces du détergent dans les eaux de ringage par
méthode colorimétrique (méthode validée par le fournisseur) sont présentés dans le tableau
CIL
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Tableau CII : Résultats de la validation du nettoyage de la ligne créme et gel. Recherche
des traces du détergent — Jour 1,2 et 3

Coloration
& : T ecerf Traces du
=) Points prélevés Phase Phase Anneau , Norme Statut
o . L. i . détergent
= inférieur | supérieur | d’émulsion
Cuve de préparation | Aucune [ Violette Aucune | Absence Conforme
Cuve de stockage Aucune | Violette | Aucune Absence Conforme
Pompe de transfert | Aucune | Violette | Aucune Absence Conforme
e | Flexible de transfert | Aucune | Violette | Aucune Absence <4 Conforme
) . .
Trémie de la | Aucune | Violette | Aucune m
N ) Absence PP Conforme
— remplisseuse
5 | Kit de dosage de la [ Aucune | Violette | Aucune
o . Absence Conforme
= | remplisseuse
Témoin C Aucune | Violette [ Aucune Présence témoin positif
Témoin A . Grise — e
Grise Bleue bleue Absence témoin négatif
u

2.5.2. Discussion :

A Tissue de chaque fabrication industrielle du médicament Profenid® gel 2,5%, un

nettoyage des équipements de la ligne creme et gel a été effectué selon la procédure de

nettoyage, une série de contrdles a été réalisée afin de statuer sur la validité du procédé de

nettoyage.

L’inspection visuelle de la ligne creme et gel apres nettoyage a montré 1'absence des
traces visibles de produit sur les surfaces des équipements.

L’aspect des prélevements (écouvillons et eaux de ringage) est sans anomalies
particuliéres.

Les taux résiduels du kétoproféne retrouvés dans les deux types de prélevements
(écouvillonnage et eaux de ringage) apres nettoyage et suite a la fabrication a trois
reprises du produit fini profenid® gel 2,5%, sont inférieurs aux limites d’acceptation
(écouvillonnage et eaux de ringage) et ce, pour chaque point prélevé de la ligne creme et
gel. Ce qui atteste de la validité du nettoyage de cette ligne de point de vue
physicochimique.

Apres fabrication du produit fini Profenid® gel 2,5% et nettoyage des équipements de
la ligne creme et gel et ce, a trois reprises, le dénombrement des microorganismes
(DGAT + DMLT) et la recherche des germes spécifiés (E. Coli et P. aeruginosa)) dans les
prélevements par écouvillonnage et dans les eaux de rincage sont inférieurs aux limites
spécifiées. Le nettoyage de la ligne creme et gel est donc valide de point de vue
microbiologique.

Les traces du détergent ont été recherchées dans les eaux de ringage pour analyses
physicochimiques, les résultats obtenus démontrent I’absence des traces du détergent

dans le prélevement en question et par suite sur les surfaces des équipements.
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3. Conclusion

Le nettoyage des équipements de la ligne creme et gel a fait objet de validation selon
la stratégie des pires cas.

Dans ce travail, nous avons utilisé deux approches différentes pour cette validation
du nettoyage, une approche traditionnelle pour laquelle nous avons développé une
démarche quantitative pour le choix des traceurs physicochimique et microbiologique et la
nouvelle approche basée sur le calcul de la PDE.

La validation du nettoyage de la ligne suppositoire étant déja validée selon
I'approche traditionnelle, l'introduction de l'approche PDE n’a eu aucun impact sur la
validité du nettoyage de ladite ligne de fabrication.

Pour chacune des deux approches, des criteres de sélection ont été définis et des
échelles pour la cotation de ces criteres ont été établies. Un score final comme critere de
jugement a été calculé pour chaque produit. Le produit pire cas correspond a celui ayant
obtenu le score le plus élevé.

Pour le dosage du kétoproféne a 1’état de traces, une méthode de dosage par HPLC
est mise au point, la méthode est adaptée a la limite d’acceptation de la ligne creme et gel
puis validée selon la méthodologie de validation analytique de I'entreprise. Cette méthode
est caractérisée par une limite de détection de 0,02 pg/ml et une limite de quantification de
0,06 pug/ml.

Les taux de recouvrement de la méthode de prélevement par écouvillonnage en vue
du dosage de traces du kétoprofene sont déterminés sur une gamme de trois (03) niveaux de
concentrations. Le taux de recouvrement moyen obtenu est de 88% avec un RSD de 4,3%. Ce
taux de recouvrement ainsi déterminé, est > 70% recommandé par la SESTP et a 50% exigé
par la FDA.

Un plan de prélevements a été établi et les points critiques de la ligne creme et gel ont
été définis. Deux modes de prélevement ont été utilisés a savoir ; le prélevement par
écouvillonnage et par les eaux de rincage.

La reproductibilité de 1'efficacité du procédé de nettoyage a été démontrée a trois
reprises consécutives apres fabrication du produit pires cas “’Profenid gel 2,5%"” et nettoyage
des équipements. Tous les résultats obtenus pour les analyses physicochimiques et
microbiologiques ont été conformes aux limites d’acceptations.

Le nettoyage des équipements de fabrication de la ligne créme et gel de Biopharm

industrie est donc valide selon la stratégie des pires cas.
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PARTIE EXPERIMENTALE - CHAPITRE III : VALIDATION DU NETTOYAGE DES
EQUIPEMENTS DE LA LIGNE SUPPOSITOIRE

Le présent chapitre a pour objet de documenter la méthodologie et les résultats de la
validation du nettoyage des équipements de la ligne suppositoire de Biopharm industrie. Le
protocole de validation proposé fait référence aux exigences réglementaires et de qualité des

BPF, a la littérature scientifique et a la politique qualité de I’entreprise.

1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel

1.1.1. Description de la ligne suppositoire
La ligne suppositoire de Biopharm industrie est composée de deux ateliers ;

— Atelier de préparation comprenant les équipements suivants :
» Cuve de préparation,
» Pompe de transfert,
> Flexibles de préparation,
> Accessoires de travail (spatules cuilleres).
— Un atelier de conditionnement primaire comprenant les équipements ci-dessous :
> Une cuve de stockage (ou de transfert),
> Une station de dosage (composée de chambres, d'injecteurs et de clapets),
» Une pompe de recyclage,

> Des flexibles de conditionnement primaire.

Le produit semi-fini est transféré de l'atelier de préparation vers la cuve de stockage

puis de la cuve de stockage vers station de dosage a 1’aide d"une pompe et des flexibles.

1.1.2. Gamme de production de la ligne suppositoire
Sur la ligne de production des suppositoires, sont fabriqués des médicaments
appartenant a deux formes galéniques (suppositoire et ovule gynécologique) et de classes
thérapeutiques tres variées. Le tableau CIII énumere les différents produits fabriqués sur la

ligne suppositoire et leurs classes thérapeutiques.

Remarque : Nous avons listé dans ce tableau uniquement les produits commercialisés, ceux

qui sont en cours de développement ne sont pas cités pour des raisons de confidentialité.

Cette restriction n’a pas eu d’impact, ni sur le choix des traceurs ni sur la

détermination des limites d’acceptation.
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Tableau CIII : Gamme de production de la ligne suppositoire

Nom .No.m du . Forme Dosage Classe
N . principe actif . . . .
commercial (DCI) galénique unitaire thérapeutique
Diclofé 2 Anti-infl i
1 | Biofenac® ic o énac de Suppositoire 5mg nti-in a}m‘r‘ne.ltou'e
sodium 100 mg non Stéroidien
100 mg
1 Antalgi
2 | Doliprane® Paracétamol Suppositoire S0 mg n 2 g}q.ue
200 mg Antipyrétique
300 mg
) Ovule . s
3 | Falgyl® Metronidazole , . 500 mg Antiparasitaire
gynécologique
i 1
4 | Gynodermofix Nitrate de ,Ovu e' 300 mg Antiparasitaire
sertaconazole gynécologique
6 | Mepramide Meétoclopramide | Suppositoire 10 mg Antiémétique
7 | Painoxam Piroxicam Suppositoire 20 mg AINS
8 | Profenid Kétoprofene Suppositoire 100 mg AINS
Tri i 120
9 | Ruscolog r1mebut1'ne Suppositoire m Anti hémorroidal
Ruscogenines 10 mg
1.1.3. Matériel de controle
Etant donné que le traceur en physicochimie pour la validation du nettoyage de la
ligne suppositoire est le kétoproféne, le matériel de contrdle utilisé dans le présent chapitre

est le méme que celui utilisé pour la validation du nettoyage de la centrale de pesée et de la

ligne creme et gel.
1.2. Méthodes

Les étapes de validation du nettoyage de la ligne suppositoire selon I'approche « pires

cas » sont identiques a celles observées pour la validation du nettoyage de la ligne creme et

gel a savoir ;

Choix du traceur.
Détermination des criteres d’acceptation.
Validation de la méthode de dosage du contaminant a I’état de traces.
Validation de la méthode de prélevement par écouvillonnage.
Reproductibilité du procédé de nettoyage.

1.2.1. Choix du traceur

1.2.1.1. Choix du traceur physicochimique

Le choix du traceur physicochimique est fait selon les deux approches, traditionnelle

et la nouvelle reposant sur la valeur de la PDE, ces deux approches sont identiques a celles

appliquées a la validation du nettoyage de la ligne creme et gel et toutes les autres lignes de

fabrication.

Page | 202



PARTIE EXPERIMENTALE - CHAPITRE III : VALIDATION DU NETTOYAGE DES
EQUIPEMENTS DE LA LIGNE SUPPOSITOIRE

A. Approche traditionnelle
Le traceur physicochimique, choisi selon l'approche traditionnelle pour la validation
du nettoyage des équipements de la ligne suppositoire est le kétoproféne, principe actif du
produit fini Profenid® suppositoire. Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux
CVII et CVIII de la partie résultats et discussion.
B. Nouvelle approche basée sur la valeur de la PDE
Les valeurs de PDE sont calculées pour chaque principe actif (donnée internes établies
dans le cadre de la présente these), les coefficients attribués pour le parametre toxicité
(dangerosité) sont les suivants :
— Valeurs de PDE comprises entre 10 — 100 pg/jour (coefficient = 4), on retrouve :
kétoprofene, piroxicam et diclofénac de sodium.
— Valeur de PDE comprise entre 100 — 1000 pg/jour (coefficient = 3), on retrouve:
paracétamol, metronidazole et le sertaconazole nitrate.
— Valeur de PDE comprise entre 1 — 10 mg/jour (coefficient = 2), on retrouve:
metoclopramide et trimébutine.
D’apres les résultats présentés dans le tableau CIX, le kétoproféne est choisi comme
traceur physicochimique.
1.2.1.2. Choix du traceur microbiologique
Les criteres de sélection retenus pour le choix du traceur microbiologique sont les
suivants :
» Dénombrement microbien (indice de DGAT + indice de DMLT),
» Présence ou absence des agents antimicrobiens,

> Nettoyabilité.

Etant donnée que les limites pour le dénombrement microbien sont les mémes
(DGAT = 1000 et DMLT = 100) pour les produits destinés a la méme voie d’administration
(voie rectale)) et aucun produit ne contient des agents antimicrobiens. Le seul critere de

sélection qui varie entre les produits est la nettoyabilité.
Le traceur retenu est le Profenid® suppositoire 100 mg car c’est le produit ayant le
coefficient de nettoyabilité le plus élevé (tres difficile a nettoyer).
1.2.2. Etablissement des critéres d’acceptation
1.2.2.1. Critéres d’acceptation en vue de I’analyse physicochimique

Les limites d’acceptation “ARL” pour les deux modes de prélevements
(écouvillonnage et eaux de ringage) et suivant les deux approches (traditionnelle et la
nouvelle reposant sur la PDE) sont calculées de la méme facon que les limites d’acceptation

établies dans le cadre de la validation du nettoyage de la ligne creme et gel.
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1.2.2.2. Critéres d’acceptation en vue de 1’analyse microbiologique

Les limites d’acceptation en analyse microbiologiques sont établies de la méme

maniere que celles de la validation du nettoyage de la ligne creme et gel.

1.3. Méthodes d’analyse
1.3.1. Méthode d’analyse physicochimique du dosage de kétoprofene

Le kétoprofene est un traceur physicochimique commun pour la validation du
nettoyage de la centrale de pesée et des lignes de fabrication des formes creme et gel et

suppositoire.

Les caractéristiques analytiques (diluant, conditions chromatographiques) de dosage
des traces du kétoprofene dans le cadre de la validation du nettoyage de la ligne
suppositoire sont identiques a celles utilisées dans le cadre de validation du nettoyage de la
centrale de pesée. Etant donnée des niveaux de concentrations différentes (pour différence
des limites d’acceptation) la méthode est revalidée au laboratoire de controle qualité, le
protocole de validation est établie selon la procédure de validation des méthodes d’analyse

et est adapté a la limite d’acceptation de la ligne suppositoire.
1.3.2. Méthodes d’analyses microbiologiques

Les méthodes d’analyse microbiologique rencontrées dans le cadre de la validation
du nettoyage de la ligne suppositoire sont les mémes que celles utilisées dans la validation

du nettoyage de la centrale de pesée et les autres lignes de fabrication.
1.3.3. Méthode de recherche des traces du détergent

La recherche des traces du détergent dans les eaux de ringage se fait selon la méthode

validée par le fournisseur.

Le détergent utilisé dans le nettoyage de la ligne suppositoire contient un agent
tensioactifs (ammonium quaternaire) et des agents bactéricides et fongicides. La recherche

des traces du détergent se fait par une méthode colorimétrique.

1.3.3.1. Principe : Recherche des traces d’amine quaternaire en milieu
biphasique et en présence d’une solution de bleu de bromophénol comme indicateur coloré
en milieu basique. Il s’agit d’une extraction par formation de paires d"ions (ion bromophénol
+ Ammonium quaternaire), le pH basique est requiert pour la stabilité de la paire d’ions.
1.3.3.2. Réactifs:
— Indicateur coloré : solution de bleu de bromophénol a 3% en milieu basique.
— Solution d’hydroxyde de sodium 1M.

— Chloroforme pour analyse
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1.3.3.3. Mode et conditions opératoires

Tableau CIV: Mode et conditions opératoires pour la recherche des traces du détergent dans
les eaux de ringage (ligne suppositoire) [157].

A : Témoin B : Echantillon C: Etalon
Chloroforme 1 ml 1ml 1 ml
Indicateur coloré 3 gouttes 3 gouttes 3 gouttes
Solution de soude 1ml 1ml 1 ml
Eau purifiée 10 ml 0 ml 0 ml
Eau de ringage 0 ml 10 ml 0 ml
Solution étalon 0,5 % 0Oml 0Oml 10 ml

Agiter bien les tubes puis les laisser reposer.
1.3.3.4. Interprétation des résultats
L’observation doit étre faite sur fond blanc et par rapport au témoin.

Tableau CV : Interprétation des résultats de la méthode de recherche des traces du
détergent dans les eaux de rincage (ligne suppositoire) [157].

Tubes Tube A= témoin Tube C= étalon
Coloration phase supérieure Violette Grise
Coloration phase inférieure Aucune Bleu

1.3.3.5. Critéres d’acceptation
La coloration du tube B doit étre identique a celle du tube A.
Seuil de détection = 0,5 ppm en matiere active.

1.4. Détermination du taux de recouvrement de kétoprofene pour le préléevement
par écouvillonnage
La méthode de prélevement du kétoprofene validée dans le cadre de la validation du
nettoyage de la centrale de pesée est utilisée, elle est revalidée et adaptée a la limite
d’acceptation de la ligne suppositoire.
1.5. Reproductibilité du procédé de nettoyage
1.5.1. Méthode de nettoyage
— Le nettoyage des équipements de la ligne suppositoire a été réalisé a I’aide d"une solution
aqueuse et chaude d’un détergent a base d’une amine quaternaire, dosée a 2% soit par
circulation (cuves, pompes et canalisations) ou par trempage pour les parties
démontables (station de dosage, accessoires de travail).

— Leringage final se fait avec I'eau purifiée. Le volume total de I'eau utilisée est de 50 litres.

1.5.2. Plan de prélévements

Le choix des points de prélevement pour analyses physicochimiques et

microbiologiques est porté sur les équipements et les endroits suivantes ;

— Cuve de préparation (Haut de la cuve + Vanne inférieur).

— Cuve de stockage (Haut de la cuve + Vanne inférieur).
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— Station de dosage (clapets + chambre + injecteurs).
— Pompe de transfert.

— Pompe de recyclage.

— Flexibles (de préparation et de conditionnement).
— Accessoires de travail (spatules cuilleres).

Tableau CVI : Plan de prélevements au cours de la validation du nettoyage des
équipements de la ligne suppositoire

Prélévement Préléevement
. Point critique de physicochimique Microbiologique
Equipements I'équipement Eaux de Eaux de
. Ecouvillonnage | . Ecouvillonnage
rincage rincage
Cuve de -Haut de cuve N N N N
préparation -Vanne inferieur
Cuve de -Haut de cuve
v v
stockage -Vanne inferieur i i
Pompe de -Raccord de J N
transfert connections v v
Flexibles -Paroi interne V \ v \/
Pompe de -Raccord de
recyclage connections v v ) v
. -- Clapets
Station de -Chambre Xl \/ \ Xl
dosage .
-Injecteurs
A .
CCGSSOI‘I'GS Spatule cuillere \/ \/ l Xl
de travail

1.5.3. Criteres d’acceptation
1.5.3.1. Critéres visuels

— Aspect des équipements : L’inspection visuelle des équipements apres nettoyage ne
doit retrouver aucune trace visible du produit a I'ceil nu.

— Aspect des prélévements : Les écouvillons et les eaux de ringage apres prélevements
doivent garder leurs aspects originaux (absence de tache, de changement d’aspect ou
de particules visibles a I'ceil nu).

1.5.3.2. Critéres d’acceptation en vue de I’analyse physicochimique : Apres fabrication du
Profenid® suppositoire 100 mg et nettoyage des équipements de la ligne
suppositoire, les taux résiduels dans les prélevements par écouvillonnage doivent

étre inférieurs a 250 pug/100 cm? et a 12,7 ug/ml dans les eaux de ringage.

1.5.3.3. Critéres d’acceptation en vue de 1’analyse microbiologique

Le dénombrement microbien DGAT et DMLT doit étre respectivement inférieur a

(normes internes) ;

— Prélévement par écouvillonnage :

e DGAT +DMLT <200 ufc/100 cm?
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— Prélévement par les eaux de ringage :

DGAT + DGAT < 10000 ufc / 100 ml.

Pour la recherche des germes spécifiés : Deux germes sont concernés, Escherichia coli

et Pseudomonas aerugonosa. Aucune colonie ne doit étre retrouvée dans les prélevements.

2. Résultats et discussion

2.1. Choix du traceur

2.1.1.

Choix du traceur physicochimique

2.1.1.1. Approche traditionnelle

La base de données et la cotation des criteres pour le choix du traceur

physicochimique sont présentées dans les tableaux CVII et CVIIIL.

Tableau CVII : Choix du traceur physicochimique pour la validation du nettoyage des
équipements de la ligne suppositoire selon I’approche traditionnelle — base de données

lubilita
Produit principe actif S0 (::’;)1 © | Nettoyabilité | Toxicité (DL50)*
Biofenac® chlhofenac de Assez soluble Difficile 53 mg/kg
sodium (rat)
Doliprane® Paracétamol Assez soluble Facile 338 mg/ Kg
(souris)
3000 K
Falgyl ® Meétronidazole Peu soluble Moyenne (rr;lt(();/ &
; Prati -
Gynodermofix | rate de Pratiquement Moyenne 8000 mg/Kg
sertaconazole insoluble (souris)
Prati 2 k
Mepramide Métoclopramide rf:lthuement Moyenne 80 mg/ g
insoluble (souris)
Painoxam Piroxicam Pr‘athuement Difficile 216 mg/kg
insoluble (rat)
Profenid Kétoprofene Prtalthuement Tres difficile 62,4 mg/kg
insoluble (rat)
Trimebutine Prtalthuement Moyenne 3320 mg/ Kg
insoluble (souris)
Ruscolog ‘
. Pratiquement 300 mg/Kg
Ruscogenines . Moyenne g
insoluble (souris)

*: Les références consultées pour les valeurs des DL50 des principes actifs de la ligne
suppositoire sont les mémes que celles consultées pour la validation du nettoyage de la

centrale de pesée.
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Tableau CVIII : Choix du traceur physicochimique pour la validation du nettoyage des
équipements de la ligne suppositoire selon I’approche traditionnelle- cotation des critéres

Produit Principe actif Solubilité| Nettoyabilité | Toxicité Score
Biofenac® Diclofenac de sodium 4 3 4 48
Doliprane® Paracétamol 4 3 4 48
Falgyl ® Meétronidazole 5 2 2 20
Gynodermofix Nitrate de 7 2 2 28

sertaconazole
Mepramide Meétoclopramide 7 2 4 56
Painoxam Piroxicam 7 3 4 82
Profenid Kétoproféne 7 4 4 112

Trimebutine 7 2 2 28
Ruscolog ;

Ruscogenines 7 2 4 56

Discussion :

Les résultats obtenus donnent pour le kétoproféne le score le plus élevé (valeur =

112). Le kétoproféne principe actif du Profenid® suppositoire 100 mg est choisie comme

traceur physicochimique pour la validation du nettoyage des équipements de la ligne

suppositoire selon ’approche traditionnelle.

2.1.1.2. Nouvelle approche basée sur la valeur de 1a PDE

Les cotations des criteres pour le choix du traceur physicochimique selon I'approche

basée sur la PDE sont présentées dans le tableau CIX.

Tableau CIX : Choix du traceur physicochimique pour la validation du nettoyage des

équipements de la ligne suppositoire selon l’approche basée sur la PDE

Toxicite
Produit Principe actif Solubilité| Nettoyabilité (‘I’,’;;;)e Score
Biofenac® Diclofenac de sodium 4 3 4 48
Doliprane® Paracétamol 4 3 3 48
Falgyl ® Métronidazole 5 2 3 20
Gynodermofix Nitrate de 7 2 3 28
sertaconazole
Mepramide Meétoclopramide 7 2 2 56
Painoxam Piroxicam 7 3 4 82
Profenid Kétoproféne 7 4 4 112
Trimebutine 7 2 2 28
Ruscolog :
Ruscogenines 7 2 (ND) 4* 56

* : Donnée non disponible (ND), la ruscogénine est extraite du rhizome d’une plante le Ruscus

aculeatus, le coefficient 4 est attribué par majoration en raison de sa dose unitaire de 10

mg/suppositoire. La ruscogénine serait du méme ordre de dangerosité que le diclofenac de

sodium et le piroxicam.
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Discussion :
Les résultats obtenus donnent pour le kétoprofene le score le plus élevé (valeur =
112). Le kétoprofene principe actif du Profenid® suppositoire a 100 mg est choisie comme
traceur physicochimique pour la validation du nettoyage des équipements de la ligne

suppositoire selon I’approche basée sur la PDE.

Selon les deux approches, Le kétoproféne principe actif du Profenid®
suppositoire 100 mg est choisi comme traceur physicochimique pour la

validation du nettoyage des équipements de la ligne suppositoire

2.1.1. Choix du traceur microbiologique
Comme indiqué dans le titre 1.2.1.2. Choix du traceur en vue d’'une analyse
microbiologique, le traceur retenu est le Profenid® suppositoire 100 mg car c’est le produit
ayant le coefficient de nettoyabilité le plus élevé (tres difficile a nettoyer).
2.2. Etablissement des critéres d’acceptation
2.2.1. Criteres d’acceptation en vue de 1’analyse physicochimique

2.2.1.1. Approche traditionnelle

La limite d’acceptation selon l'approche traditionnelle est '’ARL, elle est calculée

comme suit ;

Pour le prélévement par écouvillonnage,

MAR X Lg x Ag x 103 o
ARLEcouvillonage = W en pg/surface prélevée

MAR = —TA X Fs x 10° enppm
Tp
- MAR (Maximum Allowable Residual) : Chiffre la contamination du produit B par un
produit A en tenant compte de la voie d’administration (Facteur de sécurité Fs associé),
il est exprimé en partie par million (multiplication par 10°). Si MAR > 10, sa valeur est
arrondie a 10.
— Ta:dose journaliere minimale du produit précédent (contaminant) A en mg/jour.
— Ts: dose journaliere maximale du produit suivant (contaminé) B en mg/jour.
Les doses journalieres Ta et Ts sont calculées pour chaque produit tenant compte du

dosage, de la posologie et des pathologies traitées. Le tableau CX documente les valeurs

de Ta et Ts des produits de la ligne suppositoire.
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Tableau CX Valeurs de Ta et Ts des produits de la ligne suppositoire

Produit Principe actif Ta (mg) lr\In(::i::l:/ejI:)::i? Ts (mg)
25 75
Biofenac® Diclofénac de sodium mg 3
100 mg 100
500 mg 400
150 mg 600
Doli P Stamol 4
oliprane® aracétamo 200 mg 800
300 mg 1200
Falgyl ® Meétronidazole 500 mg 1 500
Gynodermofix Nitrate de sertaconazole 300 mg 1 300
Mepramide Meétoclopramide 10 mg 2 20
Painoxam Piroxicam 20 mg 2 40
Profenid Kétoproféne 100 mg 2 200
Trimebutine 120 mg 2 240
Ruscolog -
Ruscogenines 10 mg 2 20

(1) :La dose journaliere minimale pour le doliprane a 100 mg est la moitie du suppositoire

lorsqu’il est prescrit pour un nourrisson.

(2) :Source des données des posologies ; le Vidal en line [155].

— As:surface prélevée en m? (souvent As=100 cm? = (0,01 m?).

—  Ws: Surface de contact commune entre le produit A et le produit B en m?

La surface commune de contact entre les produits est celle de la surface totale de la

ligne suppositoire, cette surface est de 16,983 m?2.

Ls : Taille minimale du lot suivant en kg.

Fs : Facteur de sécurité = 0,001 (forme parentérale).

Le tableau CXI résume les doses minimales et maximales et les tailles des lots des produits

fabriqués sur la ligne suppositoire.
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Tableau CXI : Doses minimales et maximales et les tailles des lots des produits fabriqués
sur la ligne suppositoire

Produit Principe actif Ta (mg) | Ts(mg) Tallili;l)u lot

. . , . 25mg 75 150

Biofenac® Diclofénac de sodium 100 mg 100 200

500 mg 400 75

. , 150 m 600 100

Doliprane® Paracétamol 200 mi 800 150

300 mg 1200 200

Falgyl ® Metronidazole 500 mg 500 125

Gynodermofix Nitrate de sertaconazole 300 mg 300 120

Mepramide Meétoclopramide 10 mg 20 150

Painoxam Piroxicam 20 mg 40 200

Profenid Kétoprofene 100 mg 200 200
Trimebutine 120 mg 240

Ruscolog - 200
Ruscogenines 10 mg 20

— Calcul de la valeur de ’ARL
Pour le calcul de I'ARL de la ligne suppositoire, I'approche simplifiée est appliquée, a
savoir ;
- Valeur de Ts la plus faible de la gamme (Ta= 10 mg).
- Valeur de Ts la plus élevée de la gamme (Ts = 1200 mg).
Dans ces conditions, on obtient une valeur de MAR égale a :

T, ¢ 10x10%x1073
MAR = —=x Fg x 10° =

Tg 1200 =833 ppm
- Valeur de Ls la plus faible de la gamme (Ls = 75 Kg).
- La Surface de la ligne Ws = 6.086 m?.
- Surface prélevée As=0,01 m2
8,33 x75x 0,01 x 103
ARLgcouvillonage = 6,086 =1026,53 ug/100cm?

La valeur calculée est jugée trop élevée, car les taches de produit sur une surface d'un
équipement sont visibles entre des teneurs de 1 a 4 ug/cm? soit de 100 a 400 pg/100 cm? avec
une moyenne arithmétique de 250 pg/100 cm?.

La valeur de I’ARL pour le prélevement par écouvillonnage est abaissée a 250 ug/100 cm?.
ARLg couvitionage = 250 pg/100cm?

Pour le prélevement par les eaux de ringage ;

MAR x Ly
ARLgqyx de ringage = — v en ug/ml
8,33 x75
ARLEgqyx ge ringage = T =12,5 ug/ml

V = volume total du ringage des équipements de la ligne suppositoire =50 litres.
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2.2.1.1. Approche basée sur le calcul de la PDE
Dans le cas de la gamme des produits fabriqués sur la ligne suppositoire, la substance
ayant la la PDE la plus faible est le kétoproféne avec une valeur de 0,024 mg/jour.
Cette valeur est calculée a partir des données des études de toxicité a doses répétées
(subaigtiie) durant les essais précliniques de développement du médicament.
L’étude de toxicité subaigiie a été effectuée chez le rat pendant trois (03) mois. La plus

faible dose entrainant un effet néfaste (LOAEL) par voie orale est de 6 mg/Kg/jour [158].

VTR X By
Fy X Fy X F3 X Fy X Fg

PDE =

- LOAEL = 6 mg/Kg/jour

— F1=>5:Espece animale est le rat

— F2=10 (Valeur prise par convention).

— F3=5: période égale a 3 mois chez un rongeur.

— F4=5:Toxicité réversible des organes : toxicité rénale et toxicité gastro-intestinale.
— F5=10: Valeur toxicologique de référence (VTR) utilisée est la LOAEL.

— Bw =50 Kg (poids moyen d'un adulte).

6 x 50
PDEKE’toproféne = 5Xx10x3x5x%x10

= 0,024 mg/jour

La limite d’acceptation obtenue pour cette valeur de PDE minimale est égale a ;

ARL _ PDE; X Ly x Ag X 10° 0,024 x 75 x 0,01 x 10°
Ecouvillonnage — TB % WS - 1’2 % 6,086

ARLEcouvillonage = 2464,7 ug/100cm?

Le tableau CXII résume les caractéristiques physicochimiques, toxicologiques et la

méthodologie de calcul de la valeur de PDE du kétoprofene.
— DPour les prélévements par les eaux de ringage ;

La limite résiduelle exprimée en ug/ml des eaux de rincage est calculée comme suit ;

PDE, X Lg X 103 0,024 x 75 x 1000
ARLgqyx de rincage = v = 50 =36ug/ml
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Tableau CXII : Caractéristiques physicochimiques, toxicologiques et méthodologie de

calcul de la valeur de PDE du kétoproféne

Présentation du produit

Nom commercial

Profinid®

DCI

Kétoproféne

Forme galénique et dosage

Suppositoire a 100 mg

Ligne de fabrication Suppositoire
Données Physicochimiques du principe actif BibIl{if)::;}if;ues

Nom chimique (IUPAC) Acide (2RS)-2-(3-benzoylphényl) propanoique.
Formule chimique brute Ci16H140Os3 Monographie
Numéro de CAS [22071-15-4] Kétoprofene.
Aspect Poudre cristalline blanche ou sensiblement | Pharmacopée

P blanche. européenne 9éme
Solubilité dans I'eau édition

Pratiquement insoluble

Solubilité dans I’alcool

Facilement soluble

Volatilité Oui Données internes
Nettoyabilité Tres difficile Biopharm
Classe thérapeutique : Anti inflammatoire non stéroidien
Données toxicologiques (toxicité aigue) du principe actif
Espéces animales / Voie Souris (orale), Rat (orale) MSDS Ketoprofen,

DL 50

USP convention
version 3.0 page 4 date
de révision 23/07/2015

360 mg/Kg, 62,4 mg/Kg

Données toxicologiques (toxicité a doses répétées) du principe actif

Espéce animale / Voie

Rat (voie orale)

Durée d’étude

- MSDS Kétoprofene,
3 mois

Effets observes

; ; - ; Zoetis, Page 6. Version
Gastro-intestinal, rénal et sanguin

Valeur toxicologique

2.5, Date de révision 20

(NOEL, NOAEL, LOAEL) NOAEL = 6 mg/Kg/jour Mars 2015
Dangerosité et classement de la substance

Génotoxicité Non MSDS Ketoproféne,

Reprotoxicité Oui Zoetis, Page 6.

Toxicité des organes Oui (réversible) Version 2.5, Date de

Pouvoir sensibilisant Oui (irritation, allérgies) révision 20 Mars 2015

Facteurs de sécurité et calcul de 1a PDE

F1 : Extrapolation entres
les especes (2 —12)

F1=5
Extrapolation : Rat-> Etre humain

F2 : Variabilité inter
individuelle

F2 =10 (Conventionnellement utilisée pour tenir compte de la
différence entre les individus dans la population humaine).

F3 : Etudes de toxicité F3=3

aigue ou chronique (1-10) Basé sur des études de toxicité a doses répétées chez le rat (3 mois)
F4 : Toxicité sévere F4=5

(1-10) Toxicité réversible des organes

F5 : Valeur toxicologique F5=3

utilisée (1 —10)

Valeur toxicologique utilisée est la NOAEL

Valeur de la PDE

PDE = 0,024 mg/ jour
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2.2.1.2. Comparaison entre les valeurs obtenues avec les deux approches
D’apres les résultats obtenus a partir des deux approches, il est bien évident que les
limites les plus strictes sont celles obtenues avec 1'approche traditionnelle a savoir :

— Prélévement par écouvillonnage : Limite = 250 pug/100cm?.

— DPrélévement par les eaux de ringage : Limite = 12,7 pg/ml.

La validation du nettoyage de la ligne suppositoire étant déja validée selon I’approche
traditionnelle, 'introduction de I’'approche PDE n’a aucun impact sur la validité du
nettoyage de ladite ligne de fabrication.

2.2.2. Criteres d’acceptation en vue de I’analyse microbiologique
Le nombre limite de microorganismes par unité de surface est fixé selon des normes
internes en faisant référence aux pharmacopées en vigueur comme suit ;
— Prélévement par écouvillonnage : DGAT et DMLT < 200 ufc/100 cm?.
— Préléevement par les eaux de rincage : DGAT et DMLT < 10000 ufc.

Pour la recherche des germes spécifiés : Deux germes sont concernés, Escherichia coli
et Pseudomonas aeruginosa. Aucune colonie de ces germes ne de doit étre retrouvée dans les
prélevements.

2.3.Méthodes d’analyse
2.3.1. Méthode d’analyse physicochimique : Dosage des traces du kétoproféne dans
les prélevements par écouvillonnage et dans les eaux de rincage

La méthode de dosage des traces du kétoprofene dans les prélevements par
écouvillonnage et les eaux de ringage dans le cadre de la validation du nettoyage des
équipements de la ligne suppositoire est validée au niveau du laboratoire de contrdle qualité
de Biopharm industrie, selon la procédure de validation de 'entreprise. Nous présentons ci-
apres les résultats de validation des principaux criteres a savoir ; la linéarité, la répétabilité et
les limites de détection et de quantification.

A. Linéarité :

Tableau CXIII : Données de la linéarité de la méthode de dosage de kétoprofene

c NP . . Concentration Aire du pic
Niveau de linéarité Prise d’essai de i . ; .
L. i . de kétoproféne en | de kétoproféne (moyenne
expérimentale en (%) | kétoproféne (mg) .
pug/ml par concentration)

80% 20,11 20,11 7,791

90% 22,77 22,77 8,876

100% 25,12 25,12 9,889

110% 27,75 27,75 10,753

120% 30,51 30,51 12,027

Remarque :

— La limite d’acceptation de la ligne suppositoire est de 250 pg/100 cm? et le volume du
solvant d’extraction est de 10 ml, la limite d’acceptation exprimée en unité de
concentration est donc 250 pg/ 10 ml soit 25 ug/ml.

La solution standard a 100% de la valeur de I'ARL est préparée comme suit ;
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Dans une fiole de 100 ml, peser 25 mg du kétoprofene standard. Dissoudre dans un
volume suffisant du diluant et compléter au trait de jauge avec le méme solvant.
Diluer cette solution au 1/10°™ dans le diluant.
— Lavalidation analytique est faite sur une chaine HPLC — DIONEX.

La figure 34 présente la droite d’étalonnage obtenue pour le parametre linéarité.

Aire du pic
13 - Dosage du kétoproféne - Droite d'étalonage : Aire du pic = (Concentration)
12 -
y=0,4015x - 0,2717

11 R?=10,998
10

9 -

g -

Concentration en pg/ml
? T T T T T T 1
18 20 22 24 26 28 30 32

Figure 34 : Linéarité —Droite d'étalonnage - Aire du pic de kétoprofene = f(concentration)
Discussion
La méthode présente une bonne corrélation (R? = 0,998) entre les aires du pic et les
concentrations dans l'intervalle de 21,11 pg/ml a 30,51 pg/ml.
B. Répétabilité
Tableau CXIV : Répétabilité de la méthode de dosages de traces de kétoproféne

Solution Concentration Concentration de
o de kétoproféne déposé en kétoproféne retrouvé en Rendement de
pla’qt,le. 1.00 o pg/ml (1 ml de la solution pg/ml (solution plaque | recouvrement en %
(répetition) standard 100%) 100%)

1 25,52 20,62 80,80

2 25,52 20,08 78,68

3 25,52 19,99 78,33

4 25,52 21,31 83,50

5 25,52 20,24 79,31

6 25,52 20,79 81,47
Moyenne 80,35

Ecart type 1,97

RSD % (< 50/0) 2,45
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Discussion

Le coefficient de variation des six (06) répétitions de la préparation et de 1’analyse de
la solution plaque 100% est de 2,45%. La norme retenue est de 5%, la méthode de dosage des
traces du kétoprofene est jugée répétable.

C. Limite de détection et de quantification

Les limites de détection et de quantification sont déterminées a partir de la droite
d’étalonnage : hauteur du pic de kétoprofene en fonction de sa concentration, suivant la
méthode décrite dans le guide ICH Q2(R1).

Tableau CXV : Données brutes pour la détermination de la LOD et la LOQ de la méthode
de dosage de kétoprofene

Niveau de linéarité Concentration de Hauteur du pic de kétoprofene
en (%) kétoprofene en ug/ml | (la moyenne par concentration)

80% 20,11 73,518

90% 22,77 83,984

100% 25,12 93,537

110% 27,75 101,698

120% 30,51 113,744

Hauteur du pic
120

Dosage du kétoproféne: droite d'étalonnage - Hauteur du pic = f(concentration)

115

110 - v = 3,8085x - 2,8762 /

R2=0,9979

105

100
95 -
90
85
80

75

Concentration en pg/ml
70 T

18 20 22 24 26 28 30 32

Figure 35 : Droite d'étalonnage - Hauteur du pic de kétoproféne = f(concentration)
Equation de la droite : Hauteur = f(concentration): H = 3,8085 x — 2,8762, l'erreur de

I'ordonnée a I’origine ov est calculée par le logiciel origine 6.0 (ob = 0,9579).

3,3 X Op
LOD =

= 0,83ug/ml

10 x Op
LOQ = P 2,45 pg/ml
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Discussion :

La limite de quantification de la méthode est inférieure a la limite d’acceptation pour
la validation du nettoyage de la ligne suppositoire (eaux de ringage = 12,7 pg/ml et

écouvillonnage = 250 ug/ml équivalente a 25 pg/ml).

La méthode peut donc quantifier les taux résiduels du kétoproféne dans les
différents types de prélévement au cours de la validation du nettoyage des équipements

de la ligne suppositoire.

2.3.2. Méthodes d’analyses microbiologiques
Les méthodes d’analyse microbiologique (dénombrement microbien et recherche des
germes spécifiés) sont communes pour les validations de nettoyage des équipements de
fabrication et de la centrale de pesée et de la ligne creme et gel.

2.4. Validation de la méthode de prélévement par écouvillonnage

Au méme titre que la validation de la méthode analytique, la méthode de prélevement

a été validée sur 3 niveaux de concentrations (50%, 100% et 150%) de la limite d’acceptation.

Le taux de recouvrement moyen calculé est 86,1%. Les résultats de la détermination
des rendements d’extraction et des taux de recouvrement sont présentés dans le tableau
CXVL

D’apreés ce tableau, la moyenne des taux de recouvrement des trois niveaux de

concentrations est de 86,1% avec un coefficient de variation de 5,8%
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Tableau CXVI : Détermination des rendements d’extraction de la méthode de prélévement
par écouvillonnage du kétoproféne — validation du nettoyage de la ligne suppositoire

Validation du prélévement de kétoprofene /
contamination des écouvillons

Validation du prélévement de kétoprofene
/ contamination des plaques

o o Rendement d'extraction st Taux de I::(zzvrement
% Rendements obtenus % Rendements obtenus

Jour 1 90 Jour 1 81
50% Jour 2 94 50% Jour 2 87
Jour 3 90 Jour 3 93
Moyenne 91 Moyenne 87
Ecart type 2 Ecart type 6
% RSD 2 % RSD 7
Jour1 91 Jour1 79
100% Jour 2 92 100% Jour 2 87
Jour 3 91 Jour 3 89
Moyenne 91 Moyenne 85
Ecart type 1 Ecart type 5
% RSD 1 % RSD 6
Jour1 91 Jour1 81
150% Jour 2 90 150% Jour 2 90
Jour 3 92 Jour 3 91
Moyenne 91 Moyenne 87
Ecart type 1 Ecart type 6
% RSD 1 % RSD 6

Moyenne totale 91,2 % Moyenne totale 86,1 %

% RSD total 1,4% % RSD total 5,8%
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2.5. Reproductibilité du procédé de nettoyage de la ligne suppositoire

Les équipements de la ligne suppositoire sont nettoyés apres fabrication d’un lot de

Profenid® suppositoire 100 mg et ce, a 3 reprises.

Les prélevements en vue des analyses physicochimiques et microbiologiques ont été
réalisés selon le plan de prélevements retenu. Le dosage des traces du kétoprofene et le
dénombrement des microorganismes dans les différents types de prélevements ont été

effectués. Les résultats obtenus ont été comparés aux limites d’acceptation.

2.5.1. Résultats de la validation du nettoyage de la ligne suppositoire
2.5.1.1. Inspection visuelle des équipements
Apres nettoyage des équipements de la ligne suppositoire, une inspection visuelle
des équipements notamment les endroits difficilement accessibles a été effectuée pour
vérifier ’absence des résidus visibles du produit.
Les résultats sont présentés dans le tableau CXVII pour les trois jours de validation.

Tableau CXVII : Résultats de I'inspection visuelle des équipements de la ligne
suppositoire —Jours 1,2 et 3

" Présence de
Y
= Points prélevés résidus visibles du Norme Statut
B produit
Cuve de préparation Non Conforme
Pompe de transfert Non Conforme
o | Accessoires de travail Non Ab 4 Conforme
E Flexible préparation Non ) }slencet de Conforme
aches et de
— | Cuve de stockage Non . Conforme
n . résidus
8 | Station de dosage Non . Conforme
2 visibles
Pompe de recyclage Non Conforme
Flexible conditionnement
.. Non Conforme
primaire

2.5.1.2. Inspection visuelle des prélévements
Les écouvillons et les eaux de ringages apres prélevement sont vérifiés pour absence
des taches ou des particules étrangeres.

Les résultats sont présentés dans les tableaux CXVIII et CXIX.
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Tableau CXVIII : Résultats de I'inspection visuelle des écouvillons apreés préléevement des
équipements de la ligne suppositoire — Jours 1,2 et 3

" Présence de

§ Points prélevés taches sur les Norme Statut

— écouvillons
Cuve de préparation — Vanne inférieur Non Conforme
Cuve de préparation — Haut de la cuve Non Conforme
Cuve de stockage — vanne inférieur Non Conforme
Cuve de stockage — Haut Non Conforme

c..g Pompe de transfert Non Absence de 70 rorme

o | Flexible de préparation Non . t‘aches Conforme

— : .y visibles sur

5 Station de dosage — injecteurs Non les Conforme

2 | Station de dosage — chambre Non écouvillons Conforme
Station de dosage — clapets Non Conforme
Pompe de recyclage Non Conforme
Flexibles de conditionnement Non Conforme
Accessoires de travail Non Conforme

Tableau CXIX : Résultats de I'inspection visuelle des eaux de rincage apreés préléevement
des équipements de la ligne suppositoire —Jour 1,2 et 3

o Présence de
2 Points prélevés taches sur les Norme Statut
— écouvillons
Cuve de préparation Non Conforme
Cuve de stockage Non Conforme
2 | Flexibles de préparation Non Abse.nce de Conforme
v particules
o | Pompe de transfert Non , . Conforme
- etrangeres ou
w | Pompe de recyclage Non Conforme
= - changement
2 | Station de dosage Non B Conforme
- — aspect
Flexibles de conditionnement Non Conforme
Accessoires de travail Non Conforme

2.5.1.3. Analyse physicochimique: Dosage des traces du kétoproféne dans les
prélevements par écouvillonnage et dans les eaux de ringage.

— Préparation de la gamme d’étalonnage : Une gamme d’étalonnage comprenant trois
niveaux de concentrations a été préparée, une droite d’étalonnage est tracée pour
quantifier le kétoproféne dans les prélevements.

— Note : Le dosage des prélevements du jour 1 est réalisé sur une chaine HPLC — DIONEX.

— Le dosage des prélevements des jours 2 et 3 est réalisé sur une autre chaine HPLC
(Waters — 2695 détection UV-Visible).

Etablissement des droites d’étalonnage
La figure 36 présente les droites d’étalonnage obtenues pendant les 3 jours de validation

de nettoyage.
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Concentration ) : Adre du pic
du kétoproféne Aire du pic de 16 Dosage du kétoproféne - Droite d'éalonage : Aire du pic = (Concentration)
P k#toprofténe »
en pig/ml JUIII' 1
12,5 5,1752 “
v = 040068 « 008312
12,5 5,1018 12 R = 0,99915
12,5 5,1432 =
25 95765 | 10 s
25 9,9565 | . g
25 9,9061 " i
37,5 150711 | 6
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Figure 36 : Droite d’étalonnage — Aire du pic de kétoprofene = f(concentration), jours 1, 2 et 3

A. Dosage du kétoproféne dans les prélevements par écouvillonnage

Les prélevements par écouvillonnage sont repris a l'intérieur des tubes a vis par 10 ml de
solvant d’extraction. Les solutions ainsi obtenues sont injectées dans les chromatographes.
Les concentrations en kétoprofene sont calculées a ’aide de la droite d’étalonnage en tenant
compte du taux de recouvrement de 86,1%.

La quantité résiduelle du kétoproféne par unité de surface au niveau des points de

prélevement est donnée par les formules suivantes :
10X (A¢cn—0,05312)

r1: Quantité résiduelle = 100cm?
Jou Q ere 0,861x0,40068 us/
e 10X (Agch—12470,3333)
r2: Quantite résiduelle = 100cm?
Jou Q ere 0,861x25179,2133 us/
e 10x(Apcn—12470,3333)
r3: Quantité résiduelle = 100cm?
Jour3: Q ere 0,861x25179,2133 us/

Avec : Aenest la surface du pic de kétoprofene dans la solution échantillon.
Les résultats obtenus pour les 3 jours sont présentés dans le tableau CXX.
Remarque :
— La série des prélevements du jour 1 de nettoyage a été analysée sur un
chromatographe de marque DIONEX.
— Les séries de prélevements des jours 2 et 3 ont été analysées ensemble en utilisant la

méme gamme d’étalonnage sur un chromatographe de marque Waters.
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Tableau CXX : Validation du nettoyage de la ligne suppositoire : Dosage des traces du

kétoprofene dans les prélévements par écouvillonnage — Jours 1,2 et 3

4 Quantite Statut du
2 Points prélevés Actcn résiduelle en | Norme
—_ ug/100 cm? nettoyage
Cuve de préparation — Vanne inférieur 1,614 45,2 Conforme
Cuve de préparation — Haut de la cuve 0,285 6,7 (<LOD) Conforme
Cuve de stockage — vanne inférieur 4,261 122,0 Conforme
Cuve de stockage — Haut 2,722 77 4 Conforme
Pompe de transfert 1,558 43,6 Conforme
PE: Flexible de préparation 0,823 22,3 < 351(())0 Conforme
2 | Station de dosage — injecteurs 0,277 6,5(< LOD) chmZ Conforme
Station de dosage — chambre <LOD <LOD Conforme
Station de dosage — clapets 0,252 5,8 Conforme
Pompe de recyclage <LOD <LOD Conforme
Flexibles de conditionnement 0,112 1,7 (< LOD) Conforme
Accessoires de travail 0,123 2,0 (<LOD) Conforme
Cuve de préparation — Vanne inférieur 8269 <LOD Conforme
Cuve de préparation — Haut de la cuve 2804 <LOD Conforme
Cuve de stockage — vanne inférieur 6836 <LOD Conforme
Cuve de stockage — Haut 5627 <LOD Conforme
Pompe de transfert 11688 <LOD Conforme
cg Flexible de préparation 153784 65,2 A 351(())0 Conforme
2 | Station de dosage — injecteurs 6754 <LOD chmZ Conforme
Station de dosage — chambre 6425 <LOD Conforme
Station de dosage — clapets 3819 <LOD Conforme
Pompe de recyclage 1573 <LOD Conforme
Flexibles de conditionnement 6085 <LOD Conforme
Accessoires de travail 15197 1,2 (< LOD) Conforme
Cuve de préparation — Vanne inférieur 54599 19,4 Conforme
Cuve de préparation — Haut de la cuve 69134 26,1 Conforme
Cuve de stockage — vanne inférieur 3911 <LOD Conforme
Cuve de stockage — Haut 3773 <LOD Conforme
Pompe de transfert 7915 <LOD Conforme
tg Flexible de préparation 87646 34,7 < 3?%0 Conforme
2 | Station de dosage — injecteurs 8495 <LOD chmZ Conforme
Station de dosage — chambre 1514 <LOD Conforme
Station de dosage — clapets 18199 2,6 <LOD) Conforme
Pompe de recyclage 1885 <LOD Conforme
Flexibles de conditionnement 189219 81,5 Conforme
Accessoires de travail 13165 <LOD Conforme

LOD =0,83nug/ml.

Les données brutes (chromatogrammes) sont présentées dans 1’annexe III.
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B. Dosage du kétoproféne dans les eaux de ringage

Les eaux de ringage sont injectées directement dans les chromatographes. Les

concentrations en kétoprofene sont calculées a I'aide de la droite d’étalonnage.

La quantité résiduelle du kétoprofene en pg/ml est donnée par les formules suivantes :

Jour 1: Quantité résiduelle =
Jour 2 : Quantité résiduelle =

Jour 3 : Quantité résiduelle =

0,40068

(Agch—12470,3333)

(Aecn—0,05312)

25179,2133

(Aecn—12470,3333)

25179,2133

ug/ml

ug/ml

ug/ml

Avec : Acnest la surface du pic de kétoproféne dans la solution échantillon.

Les résultats obtenus pour les trois sont présentés dans le tableau CXXI.

Tableau CXXI : Validation du nettoyage de la ligne suppositoire : Dosage des traces du
kétoproféne dans les eaux de rincage — Jours 1,2 et 3

- Quantité
tatut
5 Points prélevés Accn résiduelle en | Norme Statut du
2 nettoyage
ug/ml
Cuve de préparation — 0,242 0,5 (<LOD) Conforme
Cuve de stockage 0,739 1,7 Conforme
Pompe de transfert 1,149 2,7 Conforme
— | Flexible de préparation 0,175 0,3 <127 Conforme
§ Station de dosage <LOD <LOD / ;nl Conforme
™ | Pompe de recyclage <LOD <LOD He Conforme
Flexible de
conditionnement 0,117 0,2 (< LOD) Conforme
Accessoires de travail 0,082 0,1 (<LOD) Conforme
Cuve de préparation — 12051 <LOD Conforme
Cuve de stockage 3854 <LOD Conforme
Pompe de transfert 15378 0,12 (<LOD) Conforme
« | Flexible de préparation 31863 0,77 <127 Conforme
§ Station de dosage 2225 <LOD / ;nl Conforme
™ | Pompe de recyclage 3748 <LOD He Conforme
Flex@l.e de 4596 <Lob Conforme
conditionnement
Accessoires de travail 4988 <LOD Conforme
Cuve de préparation — 11719 <LOD Conforme
Cuve de stockage 18531 0,24 Conforme
Pompe de transfert 5769 <LOD Conforme
e | Flexible de préparation 3356 <LOD <127 Conforme
§ Station de dosage 8569 <LOD /;nl Conforme
™ | Pompe de recyclage Non détecté <LOD He Conforme
Flexﬂ‘)l.e de 2391 <LOD Conforme
conditionnement
Accessoires de travail 2695 <LOD Conforme
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2.5.1.4. Analyse microbiologique

Les résultats des analyses microbiologiques (DGAT, DMLT et recherche des germes
spécifiés) dans les prélevements par écouvillonnage et eaux de rincage sont présentés dans
les tableaux CXXII et CXXIIL.

Tableau CXXII : Résultats de la validation du nettoyage de la ligne suppositoire. Analyse
microbiologique. Prélevement par écouvillonnage, jours 1,2 et 3

a Points prélevés DGAT | DMLT E. coli P,'
2 aeruginosa Statut
B Normes (ufc /100cm?) 200 ufc/100cm? Absence Absence
Cuve de préparation 138 00 Absence Absence | Conforme
Pompe de transfert NA NA Absence Absence | Conforme
Flexible préparation NA NA Absence Absence | Conforme
= | Cuve de stockage 64 00 Absence Absence | Conforme
E Pompe de dosage NA NA Absence Absence | Conforme
Pompe de recyclage NA NA Absence Absence | Conforme
Fle'x1b¥e conditionnement NA NA Absence Absence | Conforme
primaire
Cuve de préparation 09 00 Absence Absence | Conforme
Pompe de transfert NA NA Absence Absence | Conforme
Flexible préparation NA NA Absence Absence | Conforme
% | Cuve de stockage 06 00 Absence Absence | Conforme
E Pompe de dosage NA NA Absence Absence | Conforme
Pompe de recyclage NA NA Absence Absence | Conforme
Fle'x1b¥e conditionnement NA NA Absence Absence | Conforme
primaire
Cuve de préparation 03 00 Absence Absence | Conforme
Pompe de transfert NA NA Absence Absence | Conforme
Flexible préparation NA NA Absence Absence | Conforme
% | Cuve de stockage 05 00 Absence Absence | Conforme
,5, Pompe de dosage NA NA Absence Absence | Conforme
Pompe de recyclage NA NA Absence Absence | Conforme
FI?XIb?e conditionnement NA NA Absence Absence | Conforme
primaire
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Tableau CXXIII : Résultats de la validation du nettoyage de la ligne suppositoire. Analyse
microbiologique — Prélévement par les eaux de ringage, jours 1, 2 et 3

- Points prélevés DGAT | DMLT | E. coli Pj
5 aeruginosa Statut
= Normes (ufc /100ml) 10000 Absence Absence
Cuve de préparation 56 00 Absence Absence Conforme
Pompe de transfert 03 00 Absence Absence Conforme
Flexible préparation 03 00 Absence Absence Conforme
| Cuve de stockage 33 00 Absence Absence Conforme
i Pompe de dosage 160 00 Absence Absence Conforme
Pompe de recyclage 136 00 Absence Absence Conforme
Flexible
conditionnement 03 00 Absence Absence Conforme
Cuve de préparation 00 00 Absence Absence Conforme
Pompe de transfert 00 00 Absence Absence Conforme
Flexible préparation 00 00 Absence Absence Conforme
| Cuve de stockage 00 00 Absence Absence Conforme
i Pompe de dosage 02 00 Absence Absence Conforme
Pompe de recyclage 02 00 Absence Absence Conforme
Flexible
conditionnement 00 00 Absence Absence Conforme
Cuve de préparation 00 00 Absence Absence Conforme
Pompe de transfert 00 00 Absence Absence Conforme
Flexible préparation 00 00 Absence Absence Conforme
C | Cuve de stockage 00 00 Absence Absence Conforme
i Pompe de dosage 02 00 Absence Absence Conforme
Pompe de recyclage 02 00 Absence Absence Conforme
Flexible
conditionnement 00 00 Absence Absence Conforme

2.5.1.5. Recherche des traces du détergent dans les eaux de rincage

Les résultats de la recherche des traces du détergent dans les eaux de ringage par
méthode colorimétrique (méthode validée par le fournisseur) sont présentés dans le tableau
CXXIV.
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Tableau CXXIV : Résultats de la validation du nettoyage de la ligne suppositoire.
Recherche des traces du détergent — Jours 1,2 et 3

n Colorations
= ) L, Traces du Statut
= Points prélevés Phase Phase | Anneau , Norme
L L. L. , . détergent
inférieur| supérieund’émulsion
Cuve de préparation  |Aucune|Violette | Aucune | Absence Conforme
Pompe de transfert Aucune|Violette | Aucune | Absence Conforme
Accessoires de travail |Aucune | Violette Aucune | Absence Conforme
Flexible préparation Aucune|Violette | Aucune | Absence <05 Conforme
:;-3 Cuve de stockage Aucune|Violette | Aucune | Absence ;n Conforme
& | Pompe de dosage Aucune | Violette Aucune | Absence PP Conforme
E Pompe de recyclage Aucune | Violette Aucune | Absence Conforme
2 | Flexible de
- o Aucune [ Violette Aucune | Absence Conforme
conditionnement
Témoin C Aucune [Violette [ Aucune [ Présence Témoin positif
A . Grise - AP
Témoin A Grise | Bleue bleve Absence témoin négatif

2.5.2. Discussion :

A Tlissue de chaque fabrication industrielle d'un lot du médicament Profenid®

suppositoire 100 mg, un nettoyage des équipements de la ligne suppositoire a été effectué

selon la procédure de nettoyage, une série de controles a été réalisée afin de statuer sur la

validité du procédé de nettoyage.

L’inspection visuelle de la ligne suppositoire apres nettoyage a montré 'absence des
traces visibles de produit sur les surfaces des équipements.

L’aspect des prélevements (écouvillons et eaux de ringage) est conforme aux
spécifications préétablies.

Les taux résiduels du kétoprofene trouvés dans les deux types de prélevements
(écouvillonnage et eaux de ringage) apres fabrication a trois reprises du produit fini
Profenid® suppositoire 100 mg et nettoyage des équipements de la ligne suppositoire,
sont inférieurs a la limite d’acceptation et ce, pour chaque point prélevé et pour chaque
type de prélevement, ce qui atteste la validité du nettoyage de cette ligne de point de vue
physicochimique.

Le dénombrement microbien (DGAT + DMLT) et la recherche des germes spécifiés (E.
Coli et P. aeruginosa)) dans les prélevements par écouvillonnage et dans les eaux de
ringage sont inférieurs aux limites spécifiées. Le nettoyage de la ligne suppositoire est
donc valide de point de vue microbiologique.

Les traces du détergent ont été recherchées dans les eaux de ringage pour analyse
physicochimique, les résultats obtenus démontrent I’absence de traces du détergent dans

le prélevement en question et par suite sur les surfaces des équipements.
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3. Conclusion

Le nettoyage des équipements de la ligne suppositoire a fait objet de validation selon
la stratégie des « pires cas » et suivant les deux approches, traditionnelle et la nouvelle basée
sur la dose journaliere admissible (PDE) d"un contaminant.

Pour chacune des deux approches, des criteres de sélection ont été définis et des
échelles pour la cotation de ces criteres ont été établies. Un score final comme critere de
jugement a été calculé pour chaque produit. Le produit pire cas correspond a celui ayant
obtenu le score le plus élevé.

La validation du nettoyage de la ligne suppositoire étant déja validée selon
I'approche traditionnelle, l'introduction de l'approche PDE n’a eu aucun impact sur la
validité du nettoyage de ladite ligne de fabrication.

Pour le dosage du kétoprofene a I’état des traces, une méthode de dosage par HPLC
est mise au point au Laboratoire de Contrdle Qualité de Biopharm industrie, la méthode est
adaptée a la limite d’acceptation de la ligne suppositoire et validée selon la méthodologie de
validation analytique de l’entreprise. Cette méthode est caractérisée par une limite de
détection de 0,83 pg/ml et une limite de quantification de 2,45 pg/ml.

Les taux de recouvrement de la méthode de prélevement par écouvillonnage en vue
du dosage des traces de kétoprofene, sont déterminés sur une gamme de trois (03) niveaux
de concentrations. Le taux de recouvrement moyen obtenu est de 86,1% avec un RSD 5,8%.

Un plan de prélevements a été établi et les points critiques de la ligne suppositoire
ont été définis. Deux modes de prélevement ont été utilisés a savoir ; le prélevement par
écouvillonnage et par les eaux de ringage.

La reproductibilité de 1'efficacité du procédé de nettoyage a été démontrée a trois
reprises apres fabrication du « produit pire cas » et nettoyage des équipements. Tous les
résultats obtenus pour les analyses physicochimiques et microbiologiques ont été conformes
aux spécifications préétablies.

Le nettoyage des équipements de fabrication de la ligne suppositoire de Biopharm

industrie est donc valide selon la stratégie des pires cas.
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PARTIE EXPERIMENTALE - CHAPITRE IV : VALIDATION DU NETTOYAGE DES
EQUIPEMENTS DE FABRICATION DES FORMES SECHES - COMPRIMES

Le présent chapitre a pour objet de documenter la méthodologie et les résultats de la
validation du nettoyage des équipements de la ligne des formes seches — comprimés - de
Biopharm industrie. Le protocole de validation proposé fait référence aux exigences
réglementaires et de qualité des BPF, a la littérature scientifique et a la politique qualité de

I'entreprise.

1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel

1.1.1. Description de la ligne des