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1. INTRODUCTION

Conformément a I'Arrété Royal (AR) du 28 septembre 2009 fixant les normes de qualité et de
sécurité pour le don, le prélevement, I'obtention, le contréle, le traitement, le stockage et la
distribution de matériel corporel humain (AR, 2009), les banques et structures intermédiaires de
matériel corporel humain (MCH) doivent disposer d’installations adaptées — salles blanches — si
le MCH est exposé a I'environnement durant le traitement. Les traitements doivent se dérouler
dans un environnement présentant une qualité d’air et une propreté déterminées afin de réduire
les risques de contamination des cellules et tissus, y compris la contamination croisée.
L’efficacité de ces mesures doit étre validée et controlée sur base du nombre de particules et de
la numération des colonies microbiennes dans I'environnement.

Le controle de la qualité de I'air dans les salles blanches (échantillons d’'air et de surfaces) n'a,
jusqu’a présent, toutefois été que peu décrit au sein des établissements de MCH. A cet égard, il
est indirectement fait référence aux directives internationales telles que I' European Union’s Good
Manufactering Practice (EU GMP) annexe 1, NBN EN' ISO® 14644-1 et NBN EN ISO 14698-1.

Lors du contréle de la qualité de I'air dans les salles blanches conformément a la réglementation
belge, les éléments suivants sont constatés :

- L’AR fixant les normes de qualité et de sécurité précise que la qualité de lair de
I'environnement avec lequel le MCH entre en contact correspond, en ce qui concerne le
nombre de particules et la numération des colonies microbiennes, a une classe A telle
que décrite dans I'annexe 1 de 'EU GMP. L’environnement d’arriére-fond doit, en ce qui
concerne le nombre de particules et la numération de colonies microbiennes au moins
correspondre a une classe D. L’arriére-fond de classe D peut contenir 10° fois plus de
particules que I'environnement aseptique de classe A.

- Les techniques pour la détermination des particules dans le but de la validation d’'un
environnement de salles blanches sont spécifiées dans la NBN EN ISO 14644-2. La mise
en pratique du contrble de la qualité de I'air n’est toutefois que peu standardisée, rendant
des lors tres difficile la comparaison des résultats. Des questions relatives au volume de

; Normes européennes enregistrées comme normes belges.
International Organization for Standardization.
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I’échantillon d’air, au nombre d’endroits échantillonnés, a la fréquence des mesures et a
leur réalisation en continu ou non restent sans réponse.

- Les techniques pour la numération des colonies microbiennes sont reprises a I'annexe 1
de 'EU GMP. La NBN EN ISO 14698-1 donne plus d’explications quant a I'organisation
d’'un systeme formel de contréle de la biocontamination. Des questions relatives au
volume de [I'échantillon d'air ou a la durée de I'exposition, au nombre d’endroits
échantillonnés, a la fréquence des mesures, a la sélection du(des) milieu(x) de culture,
aux conditions d'incubation et a l'interprétation des résultats ne regoivent pas non plus les
réponses voulues.

Afin de pouvoir répondre a ces questions, un groupe de travail ad hoc a été créé, composé
d’experts dans les disciplines suivantes : mise en banque de cellules et tissus, thérapie cellulaire,
hygiene hospitaliére, microbiologie clinique et pharmaceutique. Ce sous-groupe de travail a
rédigé le présent avis, qui a ensuite été soumis au groupe de travail permanent « cellules, tissus
et organes d’origine humaine et animale » pour approbation.

2. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

Dans le domaine des banques et structures intermédiaires de MCH, il n’existe a ce jour que peu
de littérature disponible indiquant un lien direct entre la concentration en micro-organismes dans
l'air, le nombre de particules et I'apparition d’'une contamination du MCH. On peut sans doute
parler de sous-rapportage étant donné que la quantité de contamination est relativement limitée
et que la qualité de l'air de I'environnement auquel les cellules et tissus sont exposés ne faisait,
jusqu’il y a peu, pas l'objet d’'un contréle systématique dans les établissements de MCH. Dans
d’autres secteurs tels que I'hygiéne hospitaliere et I'industrie pharmaceutique, ce lien a été
suffisamment démontré.

Conformément a la réglementation, les banques et structures intermédiaires de MCH doivent
disposer d’installations adaptées, valider et contrbler leur fonctionnement. Dans ce contexte, il est
fait référence au nombre maximum de particules et de colonies microbiennes autorisées tel que
spécifié dans EU GMP annexe 1. Cette directive EU GMP a toutefois été élaborée pour la
préparation industrielle de médicaments et ne tient pas compte de la nature du matériel source et
des processus du traitement manuel (gros consommateurs de main d'ceuvre dans les
établissements de MCH) généralement appliqués sur base non routiniére.

Le Conseil Supérieur de la Santé (CSS) recommande dés lors d’élaborer un programme de
validation et de contréle recherchant un bon équilibre entre la mise en ceuvre efficace des
moyens et la périodicité du contréle de la qualité de I'air dans I'environnement. La validation de la
qualité de 'air doit s’effectuer en situation aussi bien « de repos » que « d’activité ». Son contréle
se déroule au minimum en situation de repos. Les salles blanches classées GMP A ou B doivent
aussi faire I'objet d’un contr6le périodique en situation « d’activité »

En dérogation aux normes industrielles courantes, il est recommandé de réaliser une validation
de la salle blanche:
- lors de la premiére mise en service;
- aprées réorganisation ou extension de l'infrastructure si cela a une influence sur la qualité
de lair;
- aprés modification du plan de base de linstallation Heating, ventilation, and air
conditioning (HVAC);
- lors du remplacement des filtres High-efficiency particulate air (HEPA) ou Ultra-low
particulate air (ULPA);
- lors du dépassement systématique des valeurs d’alerte ou seuils durant le contréle;
- au moins 1 fois par an pour des environnements classés en GMP classe A.
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En raison des différences au niveau de I'environnement d’'arriere-fond et des techniques de
traitement trés variées au sein des banques de MCH et des structures intermédiaires, il est
recommandé de déterminer la fréquence du contrdle sur base d’'une analyse de risque dans
laquelle les parametres suivants ont été pris en considération:

e des résultats de la validation;
e de I'évolution de la contamination microbiologique durant une période représentative;
e lesrisques de contamination a différents moment durant le processus :

- le risque de contamination des tissus durant le prélévement (e.a. type
d’environnement, durée d’exposition, pathologie sous-jacente chez le donneur,
etc);

- le risque de contamination des tissus durant le traitement (e.a. type de salle
blanche, durée d’exposition, type de traitement, etc);

- le risque de contamination croisée (procédures de nettoyage et de désinfection,
type de tissus ou cellules, donneurs infectieux, stérilité des matériaux utilisés,
etc);

- le risque de contamination par l'utilisation de tissus et/ ou cellules: statut
immunitaire du patient, localisation de la greffe, forme d’administration, etc.

Il ne semble toutefois pas opportun de réaliser chaqgue méthode de test a la fois en situation de
repos et en situation d’activité. La validation ou le contréle de I'environnement ne peut, a aucun
moment, mettre en danger la sécurité et la qualité des cellules ou tissus. Dans ce contexte, il est
recommandé d’appliquer au moins les méthodes non optionnelles suivantes en fonction de la
situation d’activité :

Tableau 1: Méthodes de test recommandées dans le cadre de la validation et
du contréle des salles blanches

Environne Validation Controle Propreté des
-ment surfaces
GMP Au repos En activité Au repos En activité
(Simulation)

Classe A Comptage particulaire | Comptage particulaire | Comptage particulaire | Plaques de Géloses de
Plaques de Plagues de Plagues de sédimentation™ | contact
sédimentation sédimentation sédimentation Ecouvillons™
Echantillonneur d’air* Echantillonneur d’air * Echantillonneur d’air*

Classe B Comptage particulaire | Comptage particulaire | Comptage particulaire | Plaques de Géloses de
Echantillonneur d’air Echantillonneur d’air Echantillonneur d’air sédimentation™ | contact
Plagques de Plagues de Plagues de Ecouvillons™
sédimentation” sédimentation” sédimentation”

Classe C Comptage particulaire | Comptage particulaire | Comptage particulaire | Plaques de Géloses de
Echantillonneur d’air Plaques de Echantillonneur d’air | sédimentation* contact
Plagques de sédimentation” Plagues de Ecouvillons™
sédimentation” Echantillonneur d’air sédimentation”

Classe D Comptage particulaire | Echantillonneur d’air * | Comptage particulaire | Plaques de Géloses de
Echantillonneur d’air Comptage particulaire* | Echantillonneur d’air | sédimentation* contact
Plagques de Plagues de Plagues de Ecouvillons™
sédimentation” sédimentation” sédimentation”

*En option — **A une fréquence déterminée en fonction d’'une analyse de risque

Les résultats de la validation doivent étre interprétés en fonction de la classification GMP des
salles blanches conformément aux directives EU GMP (tableaux 2 et 3). Sur base des résultats
de validation et des évolutions constatées durant le contr6le des salles blanches, des « limites
d’avertissement et d’action » doivent étre élaborées afin d’interpréter les résultats des contréles
et entreprendre des actions.
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Si les résultats des tests se situent en dehors des limites spécifiées par la banque, il est alors
recommandé d’effectuer également les méthodes de test optionnelles. Les différentes méthodes
de test sont décrites de maniére plus détaillée dans cet avis.

Le nombre minimum d’emplacements d’échantillonnage pour la validation de la qualité de l'air
dans les salles blanches doit étre déterminé comme prescrit dans la NBN EN ISO 14644-1:1999.

Le nombre minimum de prises d’échantillonnage pour le contréle de la qualité de lair et pour le
contrble de la propreté des surfaces est choisi en fonction des résultats de la validation et d’'une
analyse de risque. Pour le contrble de la qualité de Iair, il est recommandé:
1) minimum 1 prise d’échantillonnage par flux laminaire de GMP classe A par m?2
2) minimum 2 prises d’échantillonnage pour les environnements d’arriere-fond d'une
superficie de < 25 m?
3) minimum 4 prises d’échantillonnage pour les environnements d’arriere-fond d'une
superficie 2 25 m2.

Mots clés
Keywords Mesh terms* Sleutelwoorden | Mots clés Stichworte
Tissue establishments | Tissue banks Weefselbanken Banques de tissus | Gewebebanken
Controlled Environment, controlled | Gecontroleerde Environnement Kontrollierte
environment, omgeving contrdlé Umgebung
Clean room Clean room Salle blanche Reinraum
Environmental Environmental Controle van de Contréle de Uberwachung der
monitoring monitoring omgeving 'environnement Umgebung
Air quality Air quality, Indoor Luchtkwaliteit Qualité de lair Luftqualitat
Environmental Environmental Omgevingsmicrobiol | Microbiologie Mikrobiologie der
microbiology microbiology ogie environnementale Umgebung
Colony forming unit Colony Count, Microbial | Kolonievormende Unité formant Koloniebildende
eenheid colonie Einheit
Particle count Particulate Matter Deeltjestelling Comptage Teilchenz&hlung
(Count) particulaire

* MeSH (Medical Subject Headings) is the NLM controlled vocabulary thesaurus used for indexing articles
for PubMed.

_4_

Conseil Supérieur de la Santé
rue de I’Autonomie 4 e 1070 Bruxelles e www.css-hgr.be



3. ELABORATION ET ARGUMENTATION

Liste des abréviations utilisées

AR Arrété royal

CE Communauté européenne

cGTP Current Good Tissue Practice

CSS Conseil Supérieur de la Santé

EN European norms

EU GMP European Union's good manufacturing practice
FDA Food and Drug Administration

FMEA Failure Mode and Effects Analysis

HACCP Hazard Analysis and Critical Control Points
HEPA High-efficiency particulate air

HVAC Heating, ventilation, and air conditioning
ICSI Injection intracytoplasmique de sperme
ISO International Organization for Standardization
MCH Matériel corporel humain

NBN Bureau de Normalisation

OMS Organisation mondiale de la santé

TSA Tryptic Soy Agar

UFC Unité formant colonie

ULPA Ultra-low particulate air

us United States

USP United States Pharmacopeia

Définitions

Classification:

Qualification®:

Validation du processus:

Salle blanche au repos:

Classer la salle blanche dans une classe spécifique de pureté de l'air
(GMP, ISO) en déterminant le nombre de particules dans [lair,
exprimé en termes de concentration maximale autorisée de particules
d’une certaine taille (particules/m3) (NBN EN ISO 14644-1, 1999). La
classification d’'une salle blanche fait partie du processus de
qualification des salles blanches (EU, 2001).

Le fait d'apporter la preuve, au moyen de documents, qu’un
équipement, un systéme, un environnement spécifique satisfait aux
spécifications du producteur (Installation Qualification), satisfait aux
spécifications de l'utilisateur (Operational Qualification) et permet de
fabriquer avec un degré de certitude élevé et de maniére constante,
un produit conforme a ses spécifications et de qualité déterminée au
préalable (Performance Qualification) (EU, 2001; AR, 2009).

Le fait d'apporter la preuve, au moyen de documents, qu’un
processus spécifique permet de fabriquer avec un degré de certitude
élevé et de maniére constante un produit conforme a ses
spécifications et de qualité déterminée au préalable. Un processus
est validé afin d’'évaluer l'efficacité d’'un systéme pour un usage
déterminé. La qualification d’'un équipement, d’un systéme, d'un
environnement spécifique peut faire partie de la validation du
processus (EU, 2001 ; AR 2009).

Situation d’activité de la salle blanche ou linstallation de purification
de l'air et I'équipement présent dans la salle blanche fonctionnent
conformément aux spécifications de [lutilisateur, sans que le
personnel soit présent (NBN EN ISO 14644-1, 1999).

® Si I'on souhaite évaluer I'efficacité d’une salle blanche pour I'usage envisagé, on peut parler aussi bien de
validation que de qualification (art.1 §3 AR du 28 septembre 2009 fixant les normes de qualité et de
securité). Dans cette directive, le terme validation sera toujours utilisé.
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Salle blanche en activité:  Situation d’activité de la salle blanche ou I'installation de purification
de l'air, I'équipement et le personnel sont opérationnels
conformément aux spécifications de l'utilisateur (NBN EN ISO 14644-
1, 1999).Une autre terminologie utilisée dans le méme sens est
« opérationnelle ».

Limite d'action: Nombre maximum d'unité formant colonie (UFC) ou de particules, a
établir par I'utilisateur dans le cadre d'un environnement contr6lé et
qui requiert une intervention immédiate en cas de dépassement, y
compris une analyse des causes de celui-ci ainsi que la prise de
mesures correctrices.

Limite d'avertissement: Nombre maximum d'UFC ou de particules, a établir par I'utilisateur en
guise d'avertissement lors d'une déviation par rapport aux valeurs
normales et qui, en cas de dépassement de ce nombre maximum,
doit donner lieu a une surveillance accrue du processus.

3.1. Méthodologie

L’'avis est basé sur un apercu de la littérature scientifique, les directives internationales, la
littérature grise et I'opinion des experts.

3.2. Elaboration

3.2.1. Cadre juridique

Afin de garantir des normes de qualité et de sécurité de haut niveau pour les cellules et tissus
humains au sein de la Communauté Européenne (CE), le Parlement européen et le Conseil ont,
en 2004, implémenté une directive relative a I'établissement de normes de qualité et de sécurité
pour le don, l'obtention, le contréle, la transformation, la conservation, le stockage et la
distribution de tissus et cellules humains (2004/23/CE). En exécution de la directive 2004/23/CE,
2 directives sceurs ont été promulguées dont la directive 2006/86/CE en ce qui concerne les
exigences de tragabilité, la notification des incidents indésirables graves et certaines exigences
techniques relatives a la codification, a la transformation, a la conservation, au stockage et a la
distribution de tissus et cellules d’origine humaine. Cette directive stipule que la qualité de l'air
durant la transformation des tissus et cellules est trés importante en ce qui concerne le risque de
contamination de ceux-ci.

En régle générale, la directive stipule que, si les tissus et cellules sont exposés, durant la
transformation, a I'environnement et ne sont ensuite pas soumis a une inactivation microbienne,
lair doit étre d’'une qualité telle que le nombre de particules et la numération des colonies
microbiennes satisfont a une classe A telle que décrite a 'annexe 1 de EU GMP (2008) et dans la
directive 2003/94/CE de la commission. L’environnement d’arriere-fond doit, pour ce qui est du
nombre de particules et de la numération des colonies microbiennes, correspondre au moins a
une classe D.

Le 19 décembre 2008, la directive européenne 2004/23/CE a été transposée en droit belge par la
loi relative a I'obtention et a I'utilisation de MCH destiné a des applications médicales humaines
ou a des fins de recherche scientifique. Les prescriptions techniques relatives notamment aux
batiments et aux installations telles que décrites dans la directive 2006/86/CE sont détaillées a
'annexe VII de 'AR du 28 septembre 2009 fixant les normes de qualité et de sécurité pour le
don, le prélevement, I'obtention, le controle, le traitement, le stockage et la distribution de MCH
auxquelles les banques de MCH, les structures intermédiaires de MCH et les établissements de
production doivent répondre.

Par dérogation aux directives européennes, le Iégislateur belge stipule, en ce qui concerne les
valves cardiaques, les vaisseaux, les greffes de I'appareil locomoteur et les cellules, que si les
tissus et cellules sont, durant le traitement, exposés a I'environnement, I'environnement d’arriere-
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fond doit étre au moins équivalent a une GMP classe C plutdét qu'a une classe D en ce qui
concerne la numération des colonies microbiennes. Si le traitement s’effectue dans un systéeme
fonctionnel fermé ou s’il s’agit de gametes, il suffit que le nombre d’UFC corresponde au moins a
une GMP classe D.

Tableau 2: Nombre maximum de particules autorisé
(EU GMP annexe 1, 2008).

Nombre maximum autorisé de particules par m3 égales ou supérieures a
la taille spécifiée
Au repos En activité
Classe 0,5 um 5,0 um 0,5um 5,0 ym
A 3.520 20 3.520 20
B 3.520 29 352.000 2.900
C 352.000 2.900 3.520.000 29.000
D 3.520.000 29.000 Non spécifié Non spécifié

Tableau 3: Limites recommandées en matiére de contamination microbiologique durant I’activité
(EU GMP annexe 1, 2008).

Classe Limites recommandées en matiére de contamination microbiologique®
Echantillon d’air UFC/m3 | Plaques de sédimentation | Géloses de contact

(diameétre 90 mm) UFC/4 | (diametre 55 mm)
heures® UFC/plaque

A <1 <1 <1

B 10 5 5

C 100 50 25

D 200 100 50

a: cela concerne les valeurs moyennes
b: les plaques de sédimentation individuelles peuvent étre exposés moins de 4 heures

Les limites microbiologiques telles que mentionnées dans le tableau 3 concernent des limites
recommandées. L’'Organisation mondiale de la santé (OMS, 2011) admet que certaines
circonstances, notamment [l'utilisation de matiéres premiéres non stériles, compliquent le
processus de production aseptique des vaccins. Dans ces conditions, I'industrie travaille en régle
générale dans des armoires de sécurité a flux laminaire avec un environnement d’'arriére-fond de
GMP classe C ou D.

Dans le cas des cellules et tissus également, le processus de production aseptique ne peut pas
toujours étre garanti parce que des tissus non stériles tels que la peau, le sperme, les organes,
les tissus prélevés a la morgue, etc sont régulierement utilisés comme produit de départ. Dans ce
contexte, le CSS considére que les armoires de sécurité a flux laminaire dans un environnement
d’'arriere-fond de GMP classe C ou D doivent, en ce qui concerne le nombre de particules et
d’UFC et en situation de repos, satisfaire a une GMP classe A telle que définie dans les tableaux
2 et 3. En activité, un écart par rapport aux limites recommandées telles que spécifiées au
tableau 3 peut étre admis en ce qui concerne le nombre d’'UFC. Cet écart doit cependant étre
étayé sur base de la littérature, de résultats de validation et/ou d’'une analyse de risque.

3.2.2. Contamination microbiologique des tissus et cellules dans un
environnement contrélé

La contamination microbiologique des tissus et cellules transplantés a 'homme peut étre a

I'origine du développement de maladies graves, d'un séjour a I'hdpital de plus longue durée voire

du décés du patient. Il était admis jusqu’il y a peu que le nombre de patients ayant recu des

greffes de tissus et cellules contaminées sur le plan microbiologique restait limité a quelques cas

individuels. Divers incidents récents, avec issue fatale parfois, ont attiré I'attention sur ce
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probléeme (Eastlund T, 2006; Wang et al., 2007). A la suite de I'introduction des directives de
current Good Tissue Practice (cGTP) aux Etats-Unis (US) en 2001, la Food and Drug
Administration (FDA) a élaboré le systeme MedWatch pour la notification des incidents et
réactions indésirables graves dus a une transplantation de cellules ou de tissus. Wang (2007) a
examiné tous les incidents et réactions indésirables graves des infections microbiologiques
rapportées dans l'année suivant une transplantation pour la période comprise entre 2001 et
2004. Durant cette période, 83 notifications sur base volontaire ont été rapportées par rapport a 6
millions de greffes de tissus et cellules (1,4/100.000). Les rapports n’ont toutefois pas permis
d’identifier la source de la contamination.

3.2.2.1. L’opérateur en tant que source de contamination

Différentes études dans les banques de MCH et les salles blanches industrielles ont montré que
plus de la moitié des germes retrouvés sur les surfaces dans des environnements contrdlés
releve de la flore cutanée normale de 'lhomme (Cobo & Concha, 2007; Favero et al.,1966; Guns
et al., 2012; Herlong et al., 2008). Le corps humain peut produire jusqu’a 10.000 UFC/minute
(Thomas et al., 2005). Vanneaux (2007) a rapporté que, durant la période allant de janvier 2003 a
février 2006, dix-neuf des 257 (7,4 %) produits de moelle ont été contaminés par des bactéries. I
a, dans ce contexte, été constaté que le nombre de produits de moelle contaminés était plus
élevé aprés traitement qu’initialement au moment de la collecte. Cette différence a été attribuée a
la contamination des produits cellulaires durant la manipulation (1,5 %). Dans les études de
Prince (1995) et Schwella (1998) également, respectivement 0,8 % et 8,8 % des produits de
moelle traités semblaient contaminés durant le traitement.

Cobo (2007) a démontré que I'application correcte ou non des techniques aseptiques induit un
risque plus élevé de contamination que I'environnement. Ce risque diminue cependant si les
techniques aseptiques sont réalisées dans une salle blanche (Stucki et al., 2009). L’opérateur
peut donc constituer directement ou indirectement une source de contamination microbienne. Les
contréles en activité sont importants pour I'évaluation du principal facteur de contamination ;
c’est-a-dire 'opérateur.

3.222. L’environnement (air, surfaces) en tant que source de contamination
Jusgu’a présent, seul un nombre limité de rapports a été publié permettant d’attribuer la source
de contamination a I'environnement dans lequel le traitement des tissus et cellules s’est déroulé.

- Arnow (1991) a rapporté que, sur une période de 3 mois, 2 patients avaient été
contaminés par Aspergillus fumigatus aprés avoir regu des lymphokine-activated killer
cells d’'origine autologue. L’étude a montré que la contamination provenait d’'une hotte a
flux luminaire et d’'un incubateur contaminés.

- Friberg (1999a; 1999b) a constaté que la contamination de surface des patients, des
plaies et du matériel chirurgical dans une salle d’opération est fortement corrélée au
degré de contamination de I'environnement immédiat.

- Ritter (2003) a constaté une diminution significative du nombre de greffes de cellules
souches de sang périphérique contaminées (3,6 % a 0,8 %) lorsque le traitement
s’effectue dans un environnement de salle blanche (GMP classe A en B) plutét que dans
une hotte a flux laminaire (GMP classe A) dans un environnement de laboratoire non
qualifié (p < 0,0001).

- Klykens (submitted article) a constaté qu’un environnement d’arriére-fond de GMP classe
B avait un impact positif sur la contamination de surface des armoires de sécurité a flux
laminaire par rapport & un environnement d’arriere-fond de classe D. Le nombre de
géloses de contact contaminées dans les armoires de sécurité a flux laminaire passait de
5,6 % dans un arriére-fond de GMP classe D a 1,8 % avec un arriére-fond de GMP
classe B.
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3.2.3. Validation et contrdle d’une salle blanche
Conformément a I'AR (2009) fixant les normes de qualité et de sécurité, les banques et les
structures intermédiaires de MCH doivent valider et contréler I'environnement sur base du
nombre de particules et de la numération des colonies microbiennes.

La validation de la salle blanche constitue un processus formel de validation ou I'établissement
prouve que la qualité de I'air satisfait a la classe de pureté demandée telle que fixée dans I'AR
durant le traitement du MCH. Les NBN EN ISO 14644-1 (1999) et 2 (2000) précisent que la
validation peut étre réalisée tant en activité qu’en situation de repos alors que 'annexe 1 de EU
GMP impose les deux situations.

Il est recommandé de valider la qualité de l'air tant en situation de repos qu’en activité. Les
valeurs mesurées en « situation de repos » (pas d’activité ni de personnel présent dans la salle
blanche) constituent une référence pour la qualité de l'air dans I'environnement concerné. La
validation s’effectue conformément a la NBN EN ISO 14644-1 (1999) et entraine la qualification
du local.

Les valeurs mesurées en « situation d’activité » sont une résultante de la pollution générée, de
I'arriere-fond et de la capacité de l'installation de traitement de 'air a assainir le local concerné de
maniere adéquate. La validation s’effectue de préférence avant la mise en service de la salle
blanche ou avant lintroduction de nouveaux processus. Durant la validation en activité, les
processus sont de préférence simulés. Il faut également tenir compte des facteurs de risque
potentiels. La validation de I'environnement ne peut a aucun moment mettre en danger la qualité
et la sécurité des produits tissulaires et cellulaires. Sur base du nombre de particules constatées
et de la numération des colonies microbiennes, [linstitution peut proposer des limites
d’avertissement et d’action.

Le contréle de I'environnement se distingue de la validation de celui-ci en ce sens qu'il se déroule
en routine dans le but de détecter des modifications de tendances de la contamination
microbiologique et de la flore biologique (Sandle, 2006). Les valeurs obtenues fournissent des
informations concernant la construction physique de la salle blanche, la performance du systéme
de traitement de l'air ou HVAC, le travail aseptique du personnel, le bon fonctionnement de
I'appareillage et les procédures de nettoyage et de désinfection.

Le processus de production aseptique des tissus et cellules ne peut cependant pas toujours étre
garanti:

— Utilisation de tissus sources non stériles tels que la peau, le sperme, les organes,
les tissus prélevés a la morgue, etc.

— Certaines techniques telles que l'injection intracytoplasmique de sperme (ICSI)
doivent s’effectuer sur un microscope. La présence de microscopes dans une
hotte perturbe fortement le flux d’air, ce qui ne permet pas de garantir un
environnement aseptique.

— Le milieu de culture des cellules doit étre renouvelé régulierement. Les plateaux
ou flacons de culture proviennent d’'un environnement non stérile. Il n’est
cependant pas toujours possible de désinfecter ces récipients.

3.2.3.1. Fréquence

La fréquence de la validation telle que spécifiée dans la NBN EN ISO 14644-2 part du principe
d’'une fermeture périodique des installations en vue de I'entretien et de la validation comme il est
d’'usage dans l'industrie. La situation spécifique a laquelle de nombreuses banques de MCH sont
confrontées, a savoir une culture de cellules ou tissus en continu et la relative pénurie de tissus
et cellules disponibles, n’est toutefois pas prise en compte. De ce fait, une fermeture périodique
des installations de la salle blanche est, pour certains tissus et cellules, exclue. La NBN EN ISO
14698-1 précise que la validation microbiologique des salles blanches doit étre effectuée:

- lorsque les limites d’avertissement et d’action sont systématiquement dépassées;

- aprées fermeture prolongée des activités;
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- aprés détection d’'agents infectieux dans des environnements critiques;

- aprés modification significative du plan de base de l'installation HVAC;

- aprés modification d’un processus ayant un impact sur I'environnement de la salle
blanche;

- aprés constatation de résultats inhabituels lors du controle;

- apres modification de la méthode de nettoyage et de désinfection;

- aprés des incidents imprévus ayant pu entrainer une biocontamination.

Il n’existe en Europe que peu ou pas de directives concernant la fréquence de contrdle des
environnements de salle blanche. Les directives se limitent généralement a des descriptions
telles que le contréle « en routine » ou « fréquent » de I'environnement (EU, 2008; NBN EN ISO
14698-1, 2003; NBN EN ISO 14644-1, 1999). Dans l'industrie pharmaceutique, il est d’'usage de
déterminer la fréquence de contréle sur base d’'une analyse de risque. Les méthodes les plus
utilisées sont la méthode Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP) et la méthode
Failure Mode and Effects Analysis (FMEA) (Whyte & Eaton, 2004).

3.2.3.2. Choix de la méthode de test

En se référant au nombre maximum de particules et d’'UFC comme décrit dans EU GMP annexe
1 et la directive 2003/94/CE de la commission, le législateur détermine indirectement les
méthodes de test pour la validation des salles blanches:

- Mesure du nombre de particules (NBN EN ISO 14644-1, 1999);

- Mesure du nombre d’'UFC dans les échantillons d’air (NBN EN ISO 14698-1, 2003);

- Mesure du taux de sédimentation des UFC (NBN EN ISO 14698-1, 2003);

- Mesure du nombre d’'UFC sur les surfaces (NBN EN ISO 14698-1,2003).

La ou les méthodes de test qui emportent la préférence ne ressortent toutefois pas clairement. Il
est tout aussi peu clair si les différentes méthodes de test doivent étre réalisées lors de chaque
situation d’'activité et tant dans le cadre de la validation que du contrdle.

L’annexe 1 de EU GMP stipule que I'environnement doit étre validé conformément a la NBN EN
ISO 14644-1 (1999). La NBN EN ISO 14644-1 prescrit la mesure du nombre de particules au
moyen d’'un compteur de particules comme méthode de référence pour la classification des salles
blanches. En outre, le nombre de particules doit faire I'objet d’'une surveillance en continu dans
un environnement GMP de classe A. L’appareil de mesure doit étre positionné dans un rayon de
30 cm autour du produit exposé a I'environnement afin d’obtenir une mesure pertinente (FDA,
2004; OMS, 2011).

Ces directives ont toutefois été élaborées dans le cadre de systéemes de remplissage statiques
dans l'industrie du médicament et ne tiennent pas compte des limites techniques des processus
spécifiqgues aux banques de MCH telles que la découpe des tissus, les armoires de sécurité a
flux laminaire avec microscopes, les incubateurs, agitateurs ou les méthodes de culture
consommatrices de main-d’ceuvre. Le positionnement fixe et correct de I'appareil de mesure pour
un contréle en continu est quasi impossible étant donné que la plupart des banques de MCH
utilisent des processus et des installations variables. Une alternative possible est la mise en
place d’'un appareil de mesure dans un coin derriére la hotte. L'utilit¢ d’'une telle position de
mesure peut toutefois étre mise en doute.

Etant donné qu'il est quasi impossible de positionner correctement 'appareil de mesure dans le
cadre des processus spécifiques des banques de MCH, le contr6le en continu des particules
dans un environnement de GMP classe A durant l'activité est déconseillé. Il faut toutefois, a
intervalles réguliers, démontrer que I'environnement de GMP classe A satisfait aux spécifications
en situation de repos.

La détermination du nombre d’'UFC par la collecte d’'un échantillon d’air au moyen d’un
échantillonneur d’air est proposée, tant par la pharmacopée américaine (USP), EU GMP que la
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cGMP (FDA, 2001), comme méthode de référence pour le contréle et la validation de la pollution
microbiologique dans les salles blanches. De grandes différences sont toutefois constatées au
niveau de l'efficacité de la collecte entre les différents échantillonneurs d’air disponibles sur le
marché (Bonadonna & Marconi, 1994; Gangneux et al., 2006; Lee K, 2004; Ljungqvist &
Reinmuller 2000; Pasquarella et al., 2000; Shintani et al., 2004; Whyte et al., 2007; Yao &
Mainelis, 2006). Ces différences sont dues a la technologie utilisée au niveau de I'appareil. La
protection du potentiel de croissance et de l'intégrité biologique des micro-organismes apres
limpact sur le milieu de culture est cruciale. Le nombre de bactéries simples, d’'un diamétre de
0,5 a 1,0 um est surtout sous-estimé (Yao & Mainelis, 2006). Compte tenu du fait qu'un tiers des
particules viables produites par les opérateurs sont inférieures a 2,1 um (Ljungqvist & Reinmuller,
2007), la préférence doit étre accordée a des échantillonneurs d’air présentant un diametre « cut-
off » le plus petit possible (dso). Ces valeurs « cut-off » peuvent étre remises par le fournisseur de
I'appareil.

Friberg (1999a; 1999b) a constaté, sur base des plaques de sédimentation, une relation entre les
infections de plaies et la contamination microbiologique de I'environnement direct dans les salles
d’opération sous flux laminaire. Cette relation n’a pas été constatée lorsqu’il est fait usage d’'un
échantillonneur d’air (Friberg et al., 1999a). Dans les salles d’opération a flux d’'air turbulent, une
relation a bien été constatée entre les infections de plaies et la contamination microbiologique au
moyen d’un échantillonneur d’air (Friberg et al., 1999b). Whyte (1996) est parvenu a une
conclusion similaire dans un environnement de production pharmaceutique. Il a constaté que
l'utilisation de plaques de sédimentation constituait la meilleure méthode pour quantifier une
contamination microbiologique potentielle dans les systémes de remplissage.

L'utilisation d’'un compteur de particules et d’'un échantillonneur d’air microbiologique a un impact
direct sur I'environnement de la mesure en raison de la présence physique de ces derniers et de
I'aspiration de I'échantillon d’air a un débit de 28 a 100 L/minute (Pasquarella et al., 2000). La
stérilitt d'un échantillonneur d’air est particulierement difficle a garantir. Etant donné que
l'utilisation d’un échantillonneur d’air comporte un risque de contamination, la méthode est
déconseillée pour le contrOle et la validation d’environnements entrant en contact avec des
cellules et tissus.

3.2.3.3.  Nombre d’endroits échantillonnés
Le nombre minimum d’endroits échantillonnés pour la validation de la qualité de l'air dans les
salles blanches est déterminé comme prescrit dans la NBN EN ISO 14644-1 (1999) en
appliquant la formule ci-dessous, ou la surface de I'espace a tester est exprimée en m2. Les
endroits minimums doivent étre répartis équitablement dans I'’environnement a tester.

N = Vsurface

Des endroits d’échantillonnage supplémentaires peuvent étre sélectionnés en fonction d’'une
analyse de risque. Aucune directive stricte n’est d’application pour déterminer la maniére de
mesurer le nombre d’'UFC dans les échantillons d’air, aprés sédimentation et sur les surfaces.
Bien que, jusqu’a présent, aucun lien n’ait été constaté entre le nombre de particules et d’UFC
(Ljungqvist et al., 2007), il est recommandé, pour des considérations pratiques, de reprendre les
endroits d’échantillonnage du comptage des particules dans le plan de validation
microbiologique.

Le nombre minimum d’endroits échantillonnés pour le contrble des salles blanches est déterminé
sur base de la validation microbiologique de la salle blanche et d'une analyse de risque (NBN EN
ISO 14698-1, 2003; OMS, 2011).
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3.2.4. Comptage des particules

3.2.4.1. Appareil
Les compteurs de particules déterminent le nombre et la concentration de particules dans I'air. lls
détectent sans aucune distinction les particules viables et non viables. Le choix d’'un compteur de
particules doit se faire en fonction de I'application souhaitée (validation versus contréle), compte
tenu du débit d'air de I'appareil en fonction du temps de collecte de I'échantillon d’air. Un choix
peut donc s'opérer entre des appareils de mesures a main, portatifs et continus. Les compteurs
de particules doivent étre calibrés chaque année (ISO 21501-4, 2007).

3.24.2. Mesure

Le volume minimum d’un échantillon d’air pour la détermination du nombre de particules dépend
de la pureté de I'environnement et de la situation d’'activité. La NBN EN ISO 14644-1 (1999)
stipule que, pour la validation de I'’environnement, un volume d’air doit étre mesuré dans lequel
au moins 20 particules sont détectées. La norme spécifie en outre qu'au moins 2 L d’air doivent
étre mesurés durant 1 minute minimum. Le volume d’air a mesurer peut étre calculé sur base de
la formule ci-dessous ou C représente le nombre maximum de particules autorisé, spécifié pour
la taille des particules les plus grandes de la classe concernée (NBN EN ISO 14644-1, 1999).

V = E><1000
C

L’orifice de I'appareil de mesure doit étre positionné en direction du flux laminaire. En cas de flux
d’air a turbulence, I'orifice de I'appareil de mesure doit étre positionné verticalement vers le haut.

3.2.4.3. Interprétation

— Dans le cadre de la validation, toutes les valeurs individuelles de chaque endroit
d’échantillonnage doivent se situer dans les limites de la classe GMP dans laquelle le local
est classifié.

— Dans le cadre du contrle, chague banque de MCH doit déterminer des limites
d’avertissement et d’'action par local qualifié. Ces limites peuvent étre déterminées et
modifiées sur base des tendances constatées durant la validation et le contréle des locaux et
apres concertation avec une équipe multidisciplinaire.

3.2.5. Plaques de sédimentation

3.25.1.  Mesure
Pour la détermination du nombre d’'UFC par sédimentation, il est fait usage de milieux de culture
stériles (¥ 90 mm). Les milieux de culture sont exposés durant une période déterminée a
'environnement. Le taux de contamination est exprimé en UFC/4 heures/milieu de culture (& 90
mm) (EU GMP, 2008; FDA, 2004; USP, 2010).

Il n’est pas toujours possible d’exposer les milieux de culture durant 4 heures a des flux
laminaires et turbulents car cela entraine jusqu’a plus de 10 % de perte de poids de I'agar (Guns
et al., 2012) et une perte en viabilité des micro-organismes de 8 % (Deschenes, 2008). Exposer
les milieux de culture durant minimum 2 heures a I'environnement et multiplier le nombre d’'UFC
constaté par un facteur 2 constitue une méthode acceptable. En cas de processus courts, la
durée de I'exposition peut se limiter a la durée du processus (OMS, 2011).

3.25.2.  Milieu de culture
La NBN EN ISO 14698-1 (2003) recommande ['utilisation d’un milieu de culture non sélectif pour
le dépistage d’une biocontamination dans les salles blanches. L'utilisation éventuelle de milieux
de culture sélectifs pour les levures et les champignons fait I'objet d’'un débat depuis de longues
années parmi les microbiologistes pharmaceutiques (Clontz, 2009). L'USP a récemment accepté
la Tryptic Soy Agar (TSA) comme milieu de culture pour le dépistage et la quantification de la

12 _

Conseil Supérieur de la Santé
rue de I’Autonomie 4 e 1070 Bruxelles e www.css-hgr.be



plupart des germes environnementaux dans les salles blanches et ce tant pour les bactéries que
pour les levures et les champignons. Des milieux de culture alternatifs sont également autorisés
pour autant qu'il puisse étre prouvé qu’ils satisfont a I'objectif fixé.

3.2.5.3. Culture

Les conditions idéales de culture dépendent du type de micro-organismes (NBN EN ISO 14698-
1, 2003; FDA, 2001, FDA, 2004; Clontz, 2009). Il est recommandé d’incuber 2/3 des milieux de
culture durant 5 jours entre 30 et 35°C pour le dépistage des bactéries. 1/3 des milieux de culture
doit étre incubé pendant 5-7 jours entre 20 et 25°C pour le dépistage des levures et des
champignons. Une culture échelonnée durant 5-7 jours au cours de laquelle les milieux de culture
sont incubés durant un certain nombre de jours entre 30 et 35°C et ensuite durant un certain
nombre de jours entre 20 et 25°C constitue une méthode alternative (Guns et al., 2012; Herlong
et al., 2008; Moldenhauer, 2005 ; OMS, 2011).

3.2.5.4. Interprétation

— Les limites telles que spécifieces dans EU GMP annexe 1 concernent les limites
recommandées en situation d’activité.

— Dans le cadre de la validation et du contr6le, les résultats doivent étre évalués comme décrit
dans la NBN EN ISO 14698-2 (2003):

en fonction du type de germe ;

en fonction des limites d’avertissement et d’action établies ;

en fonction du nombre d’échantillons et du lieu d’échantillonnage ;

en fonction des méthodes de détection ;

en tenant compte du processus de nettoyage et de désinfection ;

en effectuant le suivi des tendances et écarts.

— Dans le cadre du contréle en situation d’activité, chaque banque de tissus doit déterminer des
limites d’avertissement et d’action par local qualifié. Ces limites peuvent étre déterminées et
modifiées sur base des tendances constatées durant la validation et le contr6le des locaux et
apres concertation.

O O O 0 O O

3.2.6. Géloses de contact
3.2.6.1. Mesure

Pour le dépistage du nombre d'UFC sur des surfaces, on utilise de maniére standard des géloses
de contact stériles (& 55 mm) associées a un milieu de culture. Les géloses de contact sont
pressées légérement durant quelques dizaines de secondes sur la surface. Le taux de
contamination est exprimé en UFC/plaque (& 55 mm) (EU, 2008; FDA, 2001 ; FDA; 2004 ; USP,
2010).

En cas de surfaces inégales, on peut envisager de passer a la méthode par écouvillonnage ou
une surface de 24 a 30 cm=? est grattée. L’écouvillon est ensuite placé dans un tampon stérile de
volume connu dont 0,1 ml est ensemencé sur un milieu de culture (USP, 2010).

3.2.6.2. Milieu de culture

On peut opter pour un milieu identique a celui examiné sous 3.2.5.2 Milieu de culture complété
par des agents inhibant les résidus de désinfectants utilisés dans la salle blanche concernée.
Jusqgu’a présent, aucun agent neutralisant disponible dans le commerce ne permet de neutraliser
tous les types de désinfectant. Les fournisseurs utilisent fréquemment un mélange d’agents
neutralisants de composition et concentration variables ce qui rend toute comparaison quasi
impossible. Sutton (2002) a mis en contact 6 milieux de culture contenant différents mélanges
d’agents neutralisants avec 13 biocides disponibles dans le commerce. Aucun des milieux de
culture ne s’est ensuite avéré adéquat pour faire croitre tous les micro-organismes prescrits a
I'index. Le choix des agents neutralisants doit s’effectuer en fonction du désinfectant utilisé.

3.2.6.3. Culture
Voir 3.2.5.3. Culture
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3.2.6.4. Interprétation

— Les limites telles que précisées dans EU GMP annexe 1 concernent les limites
recommandées en situation d’activité.

— Dans le cadre de la validation et du contr6le, les résultats doivent étre évalués comme décrit
dans la NBN EN ISO 14698-2 (2003):

en fonction du type de germe ;

en fonction des limites d’avertissement et d’action établies ;

en fonction du nombre d’échantillons et du lieu d’échantillonnage ;

en fonction des méthodes de détection ;

en tenant compte du processus de nettoyage et de désinfection ;

en effectuant le suivi des tendances et écarts.

- Chaque banque de tissus doit déterminer des « limites d’avertissement et d’action » par local
qualifié ou par type de surface (matériel, vétements, gants, ...). Ces limites peuvent étre
déterminées et modifiées sur base des tendances constatées durant la validation et le
contréle des locaux et aprés concertation.

O O O 0O O O

3.2.7. Echantillonneur d’air

3.2.7.1. Appareil
Comme mentionné déja sous Choix de la méthode de test, il n'apparait pas clairement a ce jour
quel échantillonneur d’air mérite la préférence. Les directives nationales et internationales ne se
prononcent pas ou optent pour un type différent d’échantillonneur d’air (Pasquarella et al., 2000).
Dans le monde de I'hygiene hospitaliere, il est recommandé de choisir un échantillonneur d’air a
haut volume d’'un débit de minimum 100L/minute et une vitesse d'impact de < 20 m/sec (CSS n°
8364, 2010). Le débit d’air de I'échantillonneur d’air doit étre calibré chaque année.

3.2.7.2. Mesure
Le volume minimum d’'un échantillon d’air pour la détermination du nombre d’'UFC dans lair
dépend de la pureté de I'environnement et de la situation d’activité. |l est préférable de mesurer
un volume le plus grand possible afin de garantir un échantillon d’air représentatif d’'un volume
minimum de 250 L.

3.2.7.3. Milieu de culture et culture
Voir 3.2.5.2 Milieu de culture et 3.2.5.3. Culture

3.2.7.4. Interprétation

— Les limites telles que spécifites dans EU GMP annexe 1 concernent les limites
recommandées en situation d’activité

— Dans le cadre de la validation et du contrble, les résultats doivent étre évalués comme
décrit dans la NBN EN ISO 14698-2 (2003):

o en fonction du type de germe ;

en fonction des limites d’avertissement et d’action établies ;

en fonction du nombre d’échantillons et du lieu d’échantillonnage ;

en fonction des méthodes de détection ;

en tenant compte du processus de nettoyage et de désinfection ;

en effectuant le suivi des tendances et écarts.

— Dans le cadre du contréle en situation d’activité, chaque banque de tissus doit déterminer
des limites d’avertissement et d’'action par local qualifié. Ces limites peuvent étre
déterminées et modifiées sur base des tendances constatées durant la validation et le
contrdle des locaux et aprés concertation avec une équipe multidisciplinaire.

O O O O

o
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Au sujet du Conseil Supérieur de la Santé (CSS)

Le Conseil Supérieur de la Santé est un service fédéral relevant du SPF Santé publique, Sécurité
de la Chaine alimentaire et Environnement. Il a été fondé en 1849 et rend des avis scientifiques
relatifs a la santé publique aux ministres de la santé publique et de I'environnement, a leurs
administrations et a quelques agences. Ces avis sont émis sur demande ou d'initiative. Le CSS
ne prend pas de décisions en matiere de politique a mener, il ne les exécute pas mais il tente
d’'indiquer aux décideurs politiques la voie a suivre en matiére de santé publique sur base des
connaissances scientifiques les plus récentes.

Outre son secrétariat interne composé d’environ 25 collaborateurs, le Conseil fait appel a un
large réseau de plus de 500 experts (professeurs d’université, collaborateurs d’institutions
scientifiques), parmi lesquels 200 sont nommés a titre d’expert du Conseil. Les experts se
réunissent au sein de groupes de travail pluridisciplinaires afin d’élaborer les avis.

En tant qu'organe officiel, le Conseil Supérieur de la Santé estime fondamental de garantir la
neutralité et limpartialité des avis scientifiques qu'il délivre. A cette fin, il s'est doté d'une
structure, de regles et de procédures permettant de répondre efficacement a ces besoins et ce, a
chaque étape du cheminement des avis. Les étapes clé dans cette matiére sont I'analyse
préalable de la demande, la désignation des experts au sein des groupes de travail, I'application
d'un systéme de gestion des conflits d'intéréts potentiels (reposant sur des déclarations d'intérét,
un examen des conflits possibles, et un comité référent) et la validation finale des avis par le
College (ultime organe décisionnel). Cet ensemble cohérent doit permettre la délivrance d'avis
basés sur I'expertise scientifique la plus pointue disponible et ce, dans la plus grande impartialité
possible.

Les avis des groupes de travail sont présentés au College. Aprés validation, ils sont transmis au
requérant et au ministre de la santé publique et sont rendus publics sur le site internet (www.css-
hgr.be), sauf en ce qui concerne les avis confidentiels. Un certain nombre d’entre eux sont en
outre communiqués a la presse et aux groupes cibles parmi les professionnels du secteur des
soins de santé.

Le CSS est également un partenaire actif dans le cadre de la construction du réseau EuSANH
(European Science Advisory Network for Health), dont le but est d’élaborer des avis au niveau
européen.

Si vous souhaitez rester informé des activités et publications du CSS, vous pouvez envoyer un
mail a 'adresse suivante : info.hgr-css@health.belgium.be .
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