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Analyse de la charge microbienne
en temps réel pour prévenirles
risques de contamination et mieux
controler les procédés.

Par Paul Arthur SOL - METTLER TOLEDO SAS

mtpro-f@mt.com

es eaux 4 usage
Lphormoceu‘rique

comme l'eau pour
préparation injectable
(EPPI) et I'eau purifiee (EP)
sont les principales matiéres
premiéres utilisées sur
I’'ensemble de la production
de médicaments et de
dispositifs  médicaux. La
pureté de l'eau est régie
par des normes publiées
par les pharmacopées. Les
sociétés pharmaceutiques
qui produisent leurs propres
eaux sont tenues de
respecter ces normes.
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Dans le cadre de la fabrication de produits répondant aux exigences en matiere de sécurité, de qualité
et d'efficacité, la charge microbienne est I'un des contaminant qui doit étre controlé et surveillé afin
de rester en dessous des limites définies par la pharmacopée. La contamination microbienne est
le risque le plus important auquel l'industrie pharmaceutique est confrontée actuellement. Pour
cette industrie, la mesure en ligne permet de répondre plus efficacement aux défis posés par la
qualité de I'eau. Pour la détection de contamination organique et minérale, le Carbone Organique
Total (COT) et la conductivité sont deux parametres clés de l'analyse des procédés ou les mesures
en ligne/en production sont possibles depuis plusieurs décennies. Cependant, en ce qui concerne le
contréle de la contamination de la charge microbienne dans I'eau trés pure, le marché s'appuie sur
des méthodes de laboratoire mises au point il y a plus d'un siecle.

1. Une méthode universelle qui affiche pourtant ses limites

La technologie basée sur le comptage sur plaques des colonies qu'un micro-organisme est capable
de former est la méthode couramment utilisée pour tester la présence de micro-organismes dans
I'eau. L'utilisation de cette technologie, qui date de plus de 125 ans, repose sur la collecte d'eau a
différents points essentiels, déterminés par la validation du systéme de distribution d'eau, puis de
I'analyse de l'eau sur des boites de Petri.

La filtration sur membrane est la méthode de comptage sur plaque la plus couramment utilisée. Les
régulateurs et les experts de I'industrie reconnaissent que cette méthode comporte des limites. Voici
quelques exemples soulignés par la pharmacopée américaine (USP) :



I. Cette méthode est propice aux erreurs d’échantillonnage et
d'analyse

USP<1231> "Les tests d'échantillons d’eau prélevés sur un systeme
de distribution d'eau sont essentiels pour assurer un controle
continu du systéeme et évaluer la qualité de l'eau utilisée. Si un
échantillon est mal prélevé, on risque d’'obtenir un résultat de test
non représentatif de l'objet de I'échantillon. Cela peut entrainer
une inaction alors qu'il faut procéder a une réparation ou entrainer
une réparation superflue alors que cela n'est pas nécessaire."

Il. Avec 5 a 7 jours pour obtenir des résultats, I'eau utilisée
comporte un risque.

USP<1231> "Il est plus difficile d'obtenir des données microbiennes
précises par rapport aux attributs chimiques et physiques. Cela
prend souvent plusieurs jours. Cela limite la capacité de contréle
des attributs microbiens en temps voulu."

lll. Les temps d’échantillonnage sont basés sur la commodité
et les ressources disponibles.

USP<1231> "En ce qui concerne l'étendue des répercussions,
moins I'échantillonnage est fréquent, plus les produits et les
procédés seront affectés par un résultat de test défavorable."
USP< 231 > "ll convient d’assurer le controle des systéemes de
distribution d’eau a usage pharmaceutique a une fréquence qui
permette de garantir que le systeme est sous controle et continue
de produire une eau de qualité acceptable.”

IV. La méthode de comptage sur plaque comporte des
variabilités et des limites technologiques.

USP<1223> "Les limites réelles de détection des méthodes
microbiologiques officinales n‘ont jamais été établies de maniére
quantitative, etilestentendu que de nombreuses variables peuvent
affecter la récupération des micro-organismes. Ces variables
comprennent la sélection du milieu de croissance, les conditions
d’incubation, les besoins nutritionnels des micro-organismes qui
peuvent étre présents, I'état physique des micro-organismes et les
caractéristiques de l'article officinal faisant I'objet du test."
USP<1231> "Toutefois, il est possible que les limites nutritionnelles
du milieu de croissance ne remplissent pas les exigences de
croissance des organismes présents dans le systeme de distribution
d'eau qui proviennent d'un biofilm. Par conséquent, il se peut
que les méthodes de culture traditionnelles ne détectent qu'une
fraction des bactéries du biofilm présentes dans I'échantillon
d'eau.”

USP<1223> "Des études sur la récupération de micro-organismes
dans les eaux potables et environnementales ont montré que
les méthodes traditionnelles de comptage sur plaques peuvent
ne reporter que 0,1% a 1% des cellules microbiennes réellement
présentes dans un échantillon.”

De part ces limitations clairement exprimées, lindustrie
pharmaceutique et ses organismes de réglementation admettent,
reconnaissent et approuvent la nécessité de pouvoir controler
la contamination de la charge microbienne en temps réel par de
nouveaux outils plus innovants. En exemple, cet extrait de USP<1231>
"L'analyse en ligne permet d'éviter le potentiel de contamination
exogéne des échantillonnages, qui pourrait entrainer des tendances
de données variables artificiellement et la prise de décisions erronées
sur les performances du systéme, sa maintenance et la qualité de l'eau
utilisée, et qui pourrait déclencher des enquétes causales inutiles.”

On retrouve du cété des instances européennes le méme encouragement,
comme cet extrait de EMA : GMP Annexe 1 "Lutilisation de méthodes
microbiologiques rapides devrait étre envisagées dans le cadre de la
stratégie de contréle globale du systéme."

Mais concrétement, en quoi l'intégration de la mesure de la charge
microbienne en production en continu et en temps réel offre des
avantages majeurs pour garantir que le systéme est sous contréle ?

2. Un meilleur contréle du procédé grace a la
mesure en lighe

Le controle en ligne permet un contrdle continu de I'eau a un point
donné. Lindustrie pharmaceutique et les pharmacopées s'accordent
sur un point clé de contréle, le retour de boucle de distribution. Il
n'est donc pas hasardeux de retrouver sur de nombreuses boucles,
une conductivité et un COTmétre en ligne sur ce point de retour de
boucle. Le principe est le suivant, si une contamination survient dans
la boucle, celle-ci passera nécessairement par le retour de boucle. Si
absence de contamination constatée, il est considéré que le systéme
est sous-contréle. En ce qui concerne la contamination microbienne,
le point a privilégier serait donc selon le méme raisonnement le retour
de boucle. De nombreux avantages de ce contréle en découleraient,
dont une liste non exhaustive va étre présentée ci-dessous.

I. Pas besoin d'échantillonnage, pas besoin de préléevement

C'estleprincipemémedelamesureenligne,iln'yapasd'intervention
humaine, pas de possible modification de I'échantillon due a une
mauvaise manipulation, pas de contamination de I'échantillon
par la méthode de prélévement. L'eau est acheminée directement
jusqu'a l'appareil en ligne. En fonction de la technologie utilisée,
I'eau sera alors soit éliminée a I'égout (comme pour la mesure du
TOCQ) ou conservée car la mesure est directement dans la boucle
(comme pour la conductivité). On note alors l'importance, si
I'eau est détournée vers I'égout, de limiter au maximum pour les
fournisseurs, la consommation d'eau de leurs appareils de mesure.

1. Réaction rapide en cas de contamination

En regle générale, les investigations pour contamination
microbienne et le rappel de l'eau sont des réactions aux résultats
du comptage sur plaque. Ces résultats ne sont pas en mesure de
fournir des détails sur les pics comme la gravité de la contamination
ou leur temporalité.

Lorsqu'un événement intervient, il n'est pas possible de prendre
une mesure immédiatement en n'en ayant aucune connaissance.
Cette inaction dure jusqu'a l'analyse de I'échantillon pris le jour
ou la contamination est survenue. Cependant, avec des données
continues, il est possible d'utiliser les informations sur les
tendances de maniere proactive afin de réduire et d'atténuer le
risque de libération d’eau contaminée. Une fois qu’une installation
a établi une base de référence ou un niveau moyen au cours d'un
fonctionnement normal, un utilisateur peut analyser comment la
dynamique du systeme hydraulique peut avoir un impact sur la
quantité de micro-organismes dans le systéeme hydraulique.

Il en résulte une plus grande transparence des procédés et une
meilleure compréhension de la fagcon dont les changements au
niveau du systeme hydraulique, comme les fluctuations de la
demande, la maintenance, etc., peuvent influer sur le risque de
contamination.

lll. Réductions significatives des désinfections grace a la
meilleure compréhension du systéme d'eau

La désinfection d'un systeme hydraulique peut étre colteuse,
accroitre I'usure de certains composants et elle limite le temps de
production ou de libération de I'eau. Généralement, la fréquence
de désinfection est basée sur les informations historiques relatives
au controle du systéme hydraulique a travers une multitude de
paramétres qui fournissent des résultats en ligne continus, tels que
le COT et la conductivité.

Avec la méthode de comptage sur plaque traditionnelle pou
-
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les mesures de la charge microbienne en laboratoire, un apercu
de la contamination du systéeme hydraulique est fourni au mieux
cing jours apres le prélevement de Iéchantillon. Les sociétés
pharmaceutiques fonctionnent actuellement selon deux schémas,
une désinfection préventive dontla fréquence a été déterminée par
une analyse de risques préalable, et des désinfections correctives
en cas de prélévements positifs.

Avec une méthode d'analyse en ligne et en temps réel, le personnel
en charge des désinfections peut décider si un cycle de désinfection
est nécessaire en raison d'une augmentation mesurée de la charge
microbienne dans un systéeme hydraulique. Le personnel du site
peut également utiliser les données continues pour analyser les
changements avant et aprés la désinfection et juger a la fois de
la pertinence et de l'efficacité de la désinfection. Une analyse
en ligne permet donc de répondre a plusieurs questions. Est-il
nécessaire de procéder a une désinfection ? La désinfection a-t-
elle été efficace ? Mon systeme hydraulique est-il réellement sous
contrble ?

En optimisant la fréquence de désinfection, un site peut non
seulement réduire les colts de désinfection mais également
réduire 'usure de certains composants du systeme hydraulique.

IV. Des temps de rincage plus courts pour une productivité
accrue en totale confiance

Lorsque I'on se fie a des mesures de la charge microbienne en
laboratoire, la qualité de l'eau et le niveau de risque peuvent se
révéler incertains. Que ce soit pour l'optimisation de la fréquence
de désinfection ou la gestion du cycle de rincage aprés la
désinfection, la mesure en continu reste toujours disponible sur
I'appareil en ligne et peut étre comparée a la mesure de référence
du systéme sous controle.

Avec la capacité d'observer la tendance a la baisse des données et
revenant a la mesure de référence, le personnel peut déterminer
avec confiance lorsqu’il n'y a plus de risque. La production est
influencée positivement par la capacité a libérer I'eau plus tot
parce que l'opérateur a la certitude que la durée de ringage était
suffisante et que le systéme hydraulique est toujours sous contréle.

1 Elimine les erreurs
d‘échantillonnage
et de testing.

'| Cette méthode est propice
aux erreurs d'échantillon-
nage et de testing.

Réaction rapide en
cas de contamination

Il faut 5 & 7 jours pour
obtenir des résultats.

Le contrdle permanent
permet d’obtenir

des données
représentatives.

Les temps d‘échantillon-
nage sont basés sur
la commodité et les
ressources disponibles.

La méthode de
comptage sur plaque
comporte des variabilités
et des limifations.

4 Sensibilité supérieure

anbojd ins abnjdwod np suonbWI]

Atouts des mesures en ligne

Figure 1: Bénéfices de l'analyse en ligne
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3. Cas concret avec l'implémentation en ligne
du 7000RMS pour le controle de procédé

L'appareil et son fonctionnement

Le 7000RMS™ de METTLER TOLEDO Thornton est un analyseur en
ligne congu pour effectuer des mesures continues et en temps réel
de la charge microbienne dans les eaux a usage pharmaceutique. Il
utilise la technologie de fluorescence induite par laser pour mesurer
instantanément la charge microbienne, sans avoir recours a des
consommables ni respecter des périodes d'incubation. Lappareil
utilise deux principes de mesures déja largement utilisés par la
communauté scientifique, la fluorescence et la diffusion de Mie. La
diffusion se produit lorsque la lumiere rencontre des particules en
traversant un milieu transparent. Plus la longueur d'onde est petite,
plus la diffusion estimportante. La théorie de Mie, est une théorie de la
diffraction de la lumiere par des particules sphériques. Les propriétés
de diffusion des particules dépendent de leur taille, de leur forme
et de leurs constantes intrinséques. Selon Mie, la quantité d'énergie
diffusée vers l'avant est plus importante que dans n'importe quelle
autre direction. Lorsque la taille de la particule augmente, la diffusion
vers |'avant augmente également.

Une prise déchantillonnage du circuit d’alimentation en eau est
branchée sur linstrument. La circulation d'eau dans I'analyseur
s'effectue a un débit controlé, nécessaire et suffisant, de 30 mL/min.
Lorsque l'eau s'écoule a travers la cellule de débit, elle est éclairée
par un laser 405 nm, qui entraine la fluorescence du NADH et de la
Riboflavine, métabolites présents dans tous les micro-organismes. Un
module de détection optique capture alors ce signal de fluorescence.
Simultanément, la diffusion de Mie se produit lorsqu’une particule est
éclairée par le rayon laser. Un deuxiéme module optique capture le
signal de diffusion Mie. Les données provenant des deux détecteurs
sont traitées a l'aide d’algorithmes avancés. Lorsque les deux signaux
atteignent simultanément un ensemble de critéres donnés, détection
d'une particule dont la taille correspond et d'une fluorescence, une
unité auto fluorescente (AFU) est signalée. Une AFU posséde une taille
supérieure a 0,3um et possede des métabolites contenant du NADH
et de la Riboflavine. La détection se fait ainsi a partir d'une seule et
unique cellule, contrairement a la méthode traditionnelle sur plaque
qui compte des colonies (CFU). La sensibilité et la précision du systéme
sont donc accrues pour toujours plus de sécurité et de confiance dans
le procédé.

L'analyseur de détection de la charge microbienne 7000RMS™ de
METTLER TOLEDO Thornton est une solution innovante qui répond
au besoin de l'industrie et du marché de controéler plus efficacement
le procédé de surveillance de la charge microbienne. Comme décrit
ici, cet analyseur at-line compte chaque micro-organisme, ou AFU,
dans de l'eau trés pure en temps réel en utilisant deux techniques de
mesure optique éprouvées. Cette technique a la capacité de fournir ce
comptage de la charge microbienne a une fréquence élevée, a savoir
au minimum toutes les deux secondes, ou 1 mL de flux déchantillon, ce
qui permet d'observer les tendances. Pour se rapprocher des mesures
traditionnelles, nous conseillons toutefois d'actualiser les mesures
tous les 10mL ou tous les 100mL.



50000

45000

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000 ! L}

10229 1080 1081 nn ne 1A 1% nn 1nm
00S

——AFUCell Cnt ——Average Aert Action

Fig 2: Données du 7000RMS du 29 octobre au 8 Novembre

Et concrétement chez unclient ?

Un grand fabricant de produits pharmaceutiques a observé des
résultats positifs sur ses tests réalisés en laboratoire par méthode
traditionnelle, ce qui menait a une suspicion d'une contamination
du systéme d'eau. Lors de I'analyse des causes, la société a suspecté
la formation d'un biofilm dans le systéme. Si c'était réellement le cas,
la société devait prendre une action immédiate sous peine d'impacts
substantiels sur le revenu et la profitabilité du site. Dues aux limitations
des tests par méthode traditionnelle, comme notamment le délai
d'incubation des cultures, le site pharmaceutique n'a pu établir avec
certitude la cause du probléme. De plus, avec des résultats a J+5, cette
analyse était trés gourmande en temps et en argent. Afin d'accélérer
cette investigation, la société s'est tournée vers une solution alternative
et a choisi le 7000RMS de METTLER TOLEDO Thornton.

Grace a cet appareil installé en ligne, l'entreprise a obtenu des
données en temps réel, ce qui leur a permis d'identifier directement
un événement hors ligne de base. En conséquence, l'appareil leur a
fourni une vision compléte sur leur systeme d'eau et leur a ainsi permis
de créer un plan d'action pour résoudre l'origine du probléme. Le but
de cette utilisation est clair : un meilleur contréle du systéme d'eau
pour l'identification de 'origine des contaminations.

En paralléle, les tests laboratoires demeuraient la référence pour la
libération des lots. Avec cette démarche, il n'y a pas eu d'interrogations
lors d'audit sur I'utilisation du 7000RMS.

Cet analyseur ne remettait pas en cause le processus de libération des
lots et s'ajoutait en tant qu'outil pour faciliter le contréle du systéme
d'eau grace a une compréhension et a un contréle accru.

4. Le succés du contrdole procédé et de
I'optimisation

Le 29 octobre, aprés l'installation et le rincage initial de I'analyseur
au démarrage, celui-ci s'est stabilisé a une valeur différente de 0 (voir
figure 2). Cette valeur en AFU est considérée comme la ligne de base
du systéme d'eau, lors d'un fonctionnement normal de la boucle. Avec
I'obtention d'une ligne de base stable (obtenue aprées quelques jours),
la société a pu identifier tout évenement, toute mesure, s'éloignant
de cette valeur de référence d'AFU. Ce sont ces déviations qui sont
observéesles 5, 6 et 8 novembre (voir figure 2), et qui ont été identifiées
comme des conséquences d'activités sur le site. lls ont ainsi réussi a
stabiliser leur systeme d'eau de maniére proactive grace a ce controle
en ligne, tout en continuant a le controler au fur et a mesure.
L'entreprise a également noté que le 7000RMS n'avait pas indiqué de
déviation apres le 9 novembre (voir figure 3). Dans le méme temps,
plusieurs résultats du laboratoire sont revenus positifs. Ces résultats
ontmenélesite areprendre les procédures de prélévements. Des pistes
d'améliorations ont été identifiées pour minimiser les contaminations
des prélévements qui entrainaient des faux positifs.

Avec l'installation du 7000RMS, ce site pharmaceutique a pu mieux

2)
2
26

127

1210

12

1212

——AFUCell Ot —— Average et

Fig 3: Données du 7000RMS du 9 novembre au 14 décembre

comprendre son systéme d'eau, puis 'optimiser afin de minimiser les
impacts sur la qualité de I'eau. De plus, I'analyse en temps réel a mis
en lumiére les failles des procédures d'échantillonnage, ce qui leur a
permis d'expliquer les déviations originales lors d'un audit ultérieur.

Conclusion

Les risques liés a une contamination microbienne
dans les systémes de distribution d’eau peuvent étre
catastrophiques pour une société pharmaceutique.
Le manque de sécurité, de qualité et d'efficacité des
produits fabriqués par ces entreprises pourrait colter
cher tant au niveau de la qualité du produit et la santé du
patient que du point de vuejuridique avec les organismes
de réglementation voire des patients ayant déja utilisé le
produit fini. Les méthodes de comptage traditionnelles
actuelles basées sur la croissance offrent quelques
bénéfices pour réduire les risques, mais comportent
beaucoup de limitations technologiques. Ces limitations
signifient que le risque de contamination microbienne
dans le produit fini est encore considérablement élevé.

L'analyseur 7000RMS est un instrument de contrOle de procédé
qui permet de réduire considérablement le risque de prolifération
microbienne dans le systéme de distribution d'eau en surveillant
en temps réel I'évolution de la charge microbienne dans les eaux
pharmaceutiques. Cet outil vient en complément des méthodes
traditionnelles en proposant une meilleure visibilité du procédé de
production et distribution de I'eau ultrapure. Les entreprises sont ainsi
en mesure de fabriquer en toute confiance des produits conformes aux
exigences de santé, sécurité, de qualité et d'efficacité pour le patient,
tout en réduisant les risques de pertes de produits pour I'entreprise.

Glossary

GAFU: : unité auto fluorescente
RMS: Real-Time Microbial System
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ISO 22519 PW/WFI production
systems standard:
Quality aspects.

Par Keren ZALKIND ZIGELBOIM & Shlormo SACKSTEIN- BIOPUREMAX

kerenz@biopuremax.com / shlomo®@biopuremax.com

ypical pharmaceutical
Tquoli’ry teams that work
with  regulations  that
are compliant to Good

Manufacturing Practice
(cGMP), are responsible
for demonstrating control
over dll plant systems and
processes.

This artficle will discuss the
challenges that  quality

teams face while specifying
new or upgraded water
systems and the ways to
handle them according to
the 1ISO22519.
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cGMP compliance of water systems is a continuous problem and the number of regulatory authorities’
observations and warning letters that pharmaceutical companies receive, due to wrong handling and
controlling of water systems, indicates that the core problem is many times at the design stage of the
water production systems.

1. Quality aspects of 1IS022519 for water production systems

1SO22519 for "Purified water and water for injection pretreatment and production systems" emphasizes
the importance of designing a cGMP water production system holistically, from the raw water feed to the
PW/WFI fill valve. The system must be designed for quality in a true Quality by Design (QbD) concept and
as adopted in principle by the FDA. For example, the ISO talks about a "build clean" concept, during the
installation of PW/WFI Pretreatment and Production systems: supply of piping/tubing and equipment in
clean condition and installation methods that prevent ingress of contaminants.

The ISO gives guidance on how to design, build and operate a water system that is simple environmentally
friendly and cost effective. This will lead to minimum maintenance and to a reliable system that will meet
all the pharmaceutical cGMP requirements. The following paragraphs review the quality aspects of the
1SO22519.

1.1 Continues improvement in system parameters
The ISO based its policy of improvement on the European polices for high quality systems used for
production of WFI with membranes as formulated in the "Questions and answers on production of water
for injections by non-distillation methods - reverse osmosis and biofilms and control strategies'™. The
document was written to provide clarification and guidance in relation to the use of reverse osmosis in the
manufacture of Water for Injection and also to provide more detailed guidance on the control of Biofilms.
....’



The emphasis on biofilm is because RO systems typically operate at
ambient temperatures and as such offer an ideal environment for the
development of a biofilm. Biofilms are notoriously difficult to remove
so the main aim of any pretreatment and production system should be
to forestall their formation.

The main parameters for improvement are: microbial
conductivity and total organic carbon (TOC).

In 2008, the EMEA published a reflection paper on WFI prepared by
reverse osmosis (RO). This publication stated that the major problem
for production of WFI with RO is the microbiological aspect, and the
"net effectis that the RO membrane will become, in practice, a bacterial
fermenter"2 This was one of the leading considerations that delayed
the change of the European Pharmacopeia from WFI production by
distillation only to the additional option of using membranes.

This paper set the stage for dealing with the most challenging
parameter in cold water systems: the microbial growth.

With this mode of thinking the ISO has formulated the "improvement
principal" for both PW and WFI. As written in the ISO: "The PW/WFI
Pretreatment and Production water quality shall show improvement
in all quality parameters as the water advances through the system."
The ISO gives guidance as to what type of equipment, and in what
configuration, can be installed to minimize the microbial growth.
A big part of the solution is prevention and keeping tight control of
the microbial parameters. The principal is to keep the in-system levels
lower than the municipal feed levels. So the microbial total count at the
RO feed should be <500 (cfu/ml); and after the RO should be <200 (cfu/
ml). The low level of RO feed is needed so as to stop the RO membranes
becoming a biological hazard that could grow through the membrane
and threaten the product quality.

count,

1.2 Sanitization
Sanitization is a key component of microbial control. Sanitization
with chemicals is time consuming, costly and hazardous. The
chemical agent must be analyzed before use for efficacy and analysis
of product must be done post sanitization to assure full removal of
cleaning agent before return to operation. Even assuming automatic
chemical sanitization, that minimizes the above drawbacks, the
underlying challenge of chemical sanitization is the uncertainty of its
effectiveness. Even relatively undeveloped biofilms can be a challenge
to neutralize and remove by chemical agents. On the other hand, hot
water sanitization is much more effective in penetrating biofilms even
if the biofilm removal is only partial.
The thermal sanitization will give robustness to the production
method and this is in line with the European policies?.
In this line, thermal sanitization is an ISO stipulated must.

1.3 Equipment
An exhaustive list of process equipment is given with pros and cons.
Techniques such as raw water ultrafiltration, electrical scale control,
water softening, carbon filters, UV dechlorination, filtration and
degasification are all discussed. The systems with the organic medias
(softeners, carbon filters) were not recommended as these collect
contamination and are hotspots of bacterial proliferation.

1.4 Sampling
According to the standard, and common practice, every relevant unit
should have a sample valve before and after the component. Such
components will be those that could affect the microbial or chemical
quality; the minimum sampling points and locations are listed in the
standard.
Recommendations for areas to be microbiologically sampled can be
found in the ISPE Good Practice Guide: Sampling for Pharmaceutical
Water, Steam and Process Gases’. Points to be concentrated on:
deionization steps, carbon filters, depth filters, Reverse Osmosis (RO),
Ultrafiltration (UF) and the final deionization process.
These recommendations were embraced in the 1SO standard.
The standard goes into proper installation details of the sample valves
and its environs. The valves must be zero dead leg valves throughout
the system so as to minimize false positives, the valves should be
mounted on short outlet tees above drainage points. In addition,

operator comfort is important as this is a factor in keeping the samples
clean, so clearance of the sample bottle between the valve and the
drain is stipulated.

1.5 Documentation
The standard lists the minimum needed documentation: URS, SOP’s,
Design Qualification (DQ), Installation Qualification (IQ), Operational
Qualification (OQ) and Performance Quialification (PQ) protocols.
An exhaustive list of recommended engineering documentation is
listed. The list includes: user guide, software documentation, electrical
drawings, mechanical documentation, instrumentation certifications,
spare parts list and more. Signage is also stipulated and detailed.

1.6 Specific Good Manufacturing Practice (GMP)
requirements
The goal of this clause is to describe the Specific Good Manufacturing
Practice (GMP) requirements that are relevant to PW and WFI
production systems.
The standard refers to the following requirements:
« Physical breaks of at least 50 mm shall be provided at all drain
lines.
- No piping bypass on filters.
« Separation between systems to prevent cross-contamination.
- System monitoring and recording with alert/action limits.

Another issue that this chapter discussed is the commissioning and
qualification requirements and the tests that shall be performed.
Validation protocols should be written and performed for the
pretreatment and production water system.

1.7 Control philosophy and Alarms
The ISO standard dedicates two clauses for control and alarms systems.
The control clause describes the "Minimum control loops needed
for installation’, and the alarm clause describes the required and
recommended alarms.

2. Conclusion

The ISO 22519 is not only a standard for engineers and
maintenance personnel but also for QA/QC as quality
was a leading consideration in the composition of the
standard.

While planning a new or upgrading a PW/WFI water
system it is important to engage the concerned teams,
especially quality teams, to make sure they are involved
in the critical decisions, even if the interests of those
conflict with the engineering teams . It is important to
solve the problems at the design stage. Having the design
stage under the sole ownership of the engineering team
is not the best way to head off possible quality issues.
The new ISO 22519 standard will help those teams to
make the right choices and will direct them through
the right way to achieve a reliable and safe system that
eventually will meet all microbial, chemical and physical
criteria.
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Eau pour préparations injectables
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Etude de cas axée sur la qualité
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e premier objectif est

de permettre a tfous les

utfilisateurs d‘eau  pour
préparations injectables
vrac (EPPIV) de choisir en
comparant les technologies
les plus appropriées
pour produire de [I'EPPIV
en conformité avec les
Pharmacopées et les Bonnes
Pratiques de  Fabrication
Européenne et les Good
Manufacturing Practice
(GMP) Américaine.
Le second objectif est de
vérifier qu'l  est possible
de rédaliser des économies
importantes de codfts en
produisant du I'EPPIV via une

production memibranaire.
Puis en demier, une
présentation dune étude

de cas concernant I'aspect
microbiologique d'une
production et distribution
d’EPPIV (par une production
d’EPPIV membranaire).
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1. Producteurs et colits de l'eau
pour préparations injectables
envrac

a) Les eaux & usage pharmaceutique

(EUP)

Les Eaux a Usage Pharmaceutique (EUP) sont
considérées comme essentielles dans le processus
de fabrication du médicament et elles existent
sous deux formes différentes en vrac.

L'eau purifiée en vrac (EPV) et l'eau pour
préparations injectables en vrac (EPPIV) sont
toutes les deux décrites en détail dans toutes les

Pharmacopées, notamment les pharmacopées
américaine, européenne, japonaise, chinoise,
brésilienne, russe, indienne....

b) Production de médicaments

Pour la production des médicaments liquides,
solides ou injectables, I'industrie pharmaceutique
utilise ces deux qualités d’eaux : EPV et EPPIV.
Différentes technologies de purification de I'eau
potable (bonne a la consommation humaine)
sont disponibles pour produire ces deux qualités
d'eaux a usage pharmaceutique.

Les performances de chaque technologie sont
....’



liges a la qualité de l'eau potable d'alimentation ou rendue potable
et a la qualité de l'eau a usage pharmaceutique demandée, au cout
d'investissement, au colt de fonctionnement, a sa fiabilité, a sa
robustesse, a sa durabilité et a I'élimination ou la diminution des
risques liés a la technologie choisie.

¢) Pharmacopées Européenne et Américaine

La Pharmacopée Américaine permet la production d’EPPIV par
distillation ou par des moyens équivalents ou supérieurs a la distillation
depuis plus de 30 ans. Ces moyens équivalents ou supérieurs a la
distillation sont tout de méme peu répandus sur le marché nord-
américain et nombre d’entreprises pharmaceutiques opérant aux USA
privilégient l'usage de distillateurs.

Jusqu’a récemment, la Pharmacopée Européenne exigeait |'utilisation
de la distillation. Historiquement, la distillation a été l|'unique
technologie utilisée en Europe pour la production d’EPPIV. La
Pharmacopée Européenne a révisé sa monographie pour proposer un
"procédé de purification équivalent a la distillation, telle que I'osmose
inverse, associé a des techniques appropriées".

d) Harmonisation
La Pharmacopée Européenne a modifié la monographie de I'EPPIV
pour harmoniser avec la Pharmacopée Américaine.

e) Annexe 1

Dans le texte de I'Annexe 1, rédigé par I'EMA, un paragraphe
concernant I'EPPIV a été intégré et a ce jour 'annexe 1 révisée n'est
toujours pas approuvée.

Un des risques percus par 'EMA est la gestion d’un biofilm sur les
membranes d'osmose inverse. LEMA avait méme présenté lors d'une
réunion a 'EDQM (Direction Européenne de la Qualité du Médicament
et des soins de santé située a Strasbourg) des photographies de
membranes d'osmose inverse contaminées par un biofilm et demander
comment résoudre ce probléme.

Suite a la révision de la monographie de la Pharmacopée Européenne,
I'EMA a publié "Questions et réponses sur la production d'eau pour
préparations injectables en vrac" par des méthodes autres que la
distillation. LEMA a fait part une nouvelle fois de sa préoccupation
lige a la qualité microbiologique de I'EPPIV produite et des controles
analytiques mis en place pour minimiser les risques de contamination
de la production membranaire d'EPPIV.

Pour rappel, lefficacité des distillateurs a multiples effets (MES) ou a
thermo compression (TCS) de la vapeur ne sont plus a démontrer pour
produire de 'EPPIV quel que soit son mode de fonctionnement.

f) Productions d’EPPIV
Vous trouverez ci-dessous une bréve analyse des colts de quatre
producteurs d’EPPIV choisis en fonction des usages et des
Pharmacopées Européenne et Américaine :
- Distillateur multi-effets (MES)/boucle chaude ou boucle froide
ozonée.
- Systeme membranaire/boucle froide ozonée ou boucle chaude.
- Distillateur par thermocompression de la vapeur (TCS) boucle
chaude ou froide.
« Ultrafiltration (UF) ou osmose inverse (RO)/Distillateur par
thermocompression de la vapeur (TCS) boucle chaude ou froide.

Chaque technologie proposée est commentée et est recommandée
ou pas. La fiabilité, la robustesse et la durabilité bien qu'étant des
facteurs importants, ne sont pas considérés ici mais seront a prendre
en compte bien évidemment dans vos études comparatives.

Les colts d'investissement incluent la mise en route, la formation,
I'exécution des protocoles de qualification d'installation (Ql)/de
qualification opérationnelle QO/hors qualification de performance
(QP), la qualification ou validation mais hors transport et installation
(ne connaissant ni le lieu et ni le local d'implantation).

Les couts de fonctionnement pour chacun des quatre producteurs
incluent I'eau potable, les énergies, la vapeur industrielle, I'électricité,
I'eau de refroidissement (les utilités), I'air comprimé, les eaux usées, la
maintenance (piéces de rechange, consommables et main d'ceuvre

inclus).

Chaque utilisateur réalise sa QP et ensuite son programme
d’analyses en routine, ce qui ne permet pas de prendre en
considération le colt analytique.

Fonctionnement

Les colts de chacune des quatre productions sont évalués a partir
d’un débit de production de 1,5 m*/h, son fonctionnement est de 16
h par jour, de 7 jours / 7 et de 50 semaines / an soit une production
d’EPPIV de (1,5x16x7x50 =) 8400 m3/ an.

Tousles producteurs sontalimentésaveclaméme qualité d'eau potable.
L'eau potable ou bonne a la consommation humaine d‘alimentation
doit répondre aux normes de potabilité. Dans tous les cas, une analyse
spécifique et complete de l'eau potable d'alimentation doit étre
fournie par I'utilisateur pour finaliser la conception du producteur et
du prétraitement.

A chacun de déterminer ce qui est ou non acceptable en réalisant une
analyse de risques :

- Contamination probable due a un biofilm présent dans la
production.

- Bactéries présentes dans le biofilm dont certaines produisent des
endotoxines non détectables a l'aide du test LAL, probablement
issues de Sphingomonas paucimobilis qui est I'exception car non
détectés par le test LAL car sans LPS.

« L'ozone estissu d'une réaction chimique interne sans ajout externe
de produits chimiques et une concentration comprise entre 0 et
5 ppb reste présente dans I'EPPIV produite (O, est un élément
provenant d'une réaction chimique!),

« Le colit d'une non-conformité.

- Le colt analytique renforcé par rapport a un distillateur.

Synthése des colits (Amortissement sur 10 ans)

Investis- | Fonctionne-

Désignation | sement |ment
€HT/m? €HT/m?
1 MES 8 3
1 MES 17 ou 24 4
1 MES 250u 32 4
2 RO/EDI/UF 6 1
2 RO/EDI/UF 12 3
2 RO/EDI/UF 18 2
3 TGS 7 2
3 TGS 9 1
3 TGS 16 1
4 UF/TCS 8,6 4
4  UF/TCS 10,7 2
4  UF/TCS 19,3 3

Les meilleurs colts de fonctionnement sont réalisés avec les
producteur TCS ou UF (RO) / TCS, cette technologie de production
d’EPPIV est trés robuste et facile a maintenir.

Les colts de fonctionnement de production membranaire d’EPPIV est
en troisieme position. Bien évidemment la production d’EPPIV par MES
a les colts de fonctionnement les plus élevés.

Concernant les colts globaux, le constat est que la distillation par TCS
est en premiere position puis la production membranaire RO / EDI /
UF en 2"¢ position. Si nous parlons de robustesse et de fiabilité, nous
pouvons classer les producteurs de la maniére suivante : 1" MES ou 1¢
TCS, 3¢me UF (RO) / TCS, 4®m¢ RO / EDI / UF.

2. Aspect retour
d’expérience

Lidée de ce chapitre n'est pas tant d'apprécier ces technologies quant
a leurs capacités a produire de I'EPPIV répondant aux différentes
monographies d’'un point de vue microbiologique car elles le sont
toutes mais d'illustrer les risques potentiels.

microbiologique et

-
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L'adoucissement de |'eau potable réalisé par un duplex d'adoucisseurs élimine
la dureté de I'eau potable.

Une filtration sur charbon actif élimine le chlore résiduel présent dans l'eau
adoucie,

L'osmoseur équipé de membranes d'osmose inverse ayant un seuil de coupure
de 300 daltons, produit de I'eau déminéralisée qui alimente le MES, le concentra
est éliminé a I"égout.

Le distillateur a effets multiples (MES) produit de I'EPPIV.

La distillation a effets multiples est la méthode la plus couramment utilisée dans
le monde pour la production de I'EPPIV. Lefficacité énergétique d'un distillateur
a multiples effets dépend du nombre de colonnes utilisées. La qualité de I'EPPIV
produite ne dépend pas du nombre de colonnes.

La distribution est réalisée a I'aide d’une boucle chaude recommandée par les
GMP (65°C) et par les BPF (70°C).

Principe de production 1 bis

Prétraitement/RO/MES/distribution froide ozonée

Idem Principe de production 1.

La distribution est réalisée a laide d'une boucle froide ozonée non
recommandée.

Cette solution est tout de méme présentée car proposée par certain fournisseur
(boucle froide ou boucle froide ozonée).

Principe de production 2
Prétraitement/RO/EDI/UF distribution froide ozonée

59, Les installations de traltement et de dstibution de feau dovent &tre conues,
constnutes et en vue dassurer de fagon fiadle une production desu de

préparations injoctables Goit 8re produite, stockéo et dstrbude de
fagon & inhiber Ia croissance do micro-oranismes, par exemple par une circulaton
'une température supérioure & 70°C.

principe de production N°1

- Adoucisseurs / Fitres Charbon
~Osmose Inverse / Fonet continu
~Distifateur Mul Effets

principe de production N'1

- Adoudsseurs / Filtres Charbon
- Osmose Inverse / Fonct continu
~Distilateur Mol Effets

Recommandations des Bonnes Pratiques de Fabrication

Le co(it d'investissement fournis par Stilmas
et MECO
peut étre estimé a 675 000 € HT.
La distribution (stockage et boucle) n'est pas
prise en considération.

Nous considérons que l'installation de produc-
tion est amortie
sur 10 ans : 675 000 € HT / 8400 m3/ 10 ans
=>8€HT.

Les couts de fonctionnement sont estimés
4140000 € HT /8400 m*=> 17 € HT lem3
d’EPPIV produit.

Le MES est alimenté a partir de RO : 25 € HT/
m?.

Le MES est alimenté a partir d'EPV : 32 € HT/
m?.

Conclusion (nous considérons que le colt de
I'EPV produite
estde 7 € HT/m3)
Le cout global sur 10 ans = 25 (32) € HT/m>.
Le colt hors investissement = 17 (24) € HT/m?

L'adoucissement de I'eau potable réalisé par un duplex d’adoucisseurs élimine
la dureté de I'eau potable.

Une filtration sur charbon actif élimine le chlore résiduel présent dans l'eau
adoucie.

Une filtration de 5 micron élimine les particules provenant du filtre charbon
actif.

Une cuve de dis-connexion ayant un fonctionnement continu de la production
membranaire permet le maintien d’une qualité microbiologique de I'EPPIV
produite constante en sortie de RO/EDI/UF.

Losmoseur équipé de membranes d'osmose inverse ayant un seuil de coupure
de 300 daltons produit de I'eau déminéralisée qui alimente I'EDI, le concentra
est éliminé a I'égout.

L'EDI élimine les ions résiduels mais n'a aucune influence sur les matiéres
organiques.

L'eau déminéralisée produite par I'EDI alimente une ultrafiltration ayant un seuil
de coupure de 6000 daltons qui élimine les endotoxines présentes dans l'eau
déminéralisée.

Le rendement est 67,5%, si nous considérons le producteur dans sa globalité
(RO/EDI/UF).

La distribution est réalisée a l'aide d'une boucle froide ou froide ozonée non
recommandée.

Cette solution est tout de méme présentée car proposée par certain fournisseur
(boucle froide ou boucle froide ozonée).

Principe de production 2bis

Prétraitement/RO/EDI/UF distribution chaude

L'adoucissement de I'eau potable réalisé par un duplex d'adoucisseurs élimine
la dureté de I'eau potable,

Une filtration sur charbon actif élimine le chlore résiduel présent dans l'eau
adoucie.

Une filtration de 5 micron élimine les particules provenant du filtre charbon
acti.

Une cuve de disconnexion ayant un fonctionnement continu de la
production membranaire RO/EDI permet un meilleur maintien de la qualité
microbiologique.

L'osmoseur équipé de membranes d'osmose inverse ayant un seuil de coupure
de 300 daltons produit de I'eau déminéralisée qui alimente I'EDI, le concentra
est éliminé a I4gout.

L'EDI élimine les ions résiduels mais n'a aucune influence sur les matiéres
organiques.

L'eau déminéralisée produite par I'EDI alimente une ultrafiltration chaude (70°C)
circulant sur elle-méme ayant un seuil de coupure de 6000 daltons qui élimine
les endotoxines présentes dans l'eau déminéralisée et alimente la cuve de
stockage a chaud.

La distribution est réalisée a I'aide d'une boucle chaude recommandée.

Principe de production N'Z

- Adoucisseurs / Fitres Charbon

Recommandations des Bonnes Pratiques de Fabrication

& Water for injections (WI) should be produced from purified water, stored and distributed

a manner which prevents microbial growth, for example by constant circulation at &
mperature above 70°C. Where the WEI is produced by methods other than distillation
ther techniques post Reverse osmosis (RO) membrane should be considered such as
‘nofiltration, and ultra-fltration.

Principe de production N'2

~ Adoucissers / Fitres Charbon

~Ultrailtration / Fonct continu

Il est probable qu'un distillateur faisant
l'objet d'une maintenance préventive non
adaptée produira quand méme une EPPIV de
qualité et ce quelle que soit la qualité de l'eau
déminéralisée d'alimentation. En revanche, il
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est certain qu'un systéme membranaire mal
entretenu ne pourra pas produire la qualité
attendue. De méme, nul besoin de préciser
qu'une boucle de distribution froide de
I'EPPIV nécessitera un niveau de maitrise trés

~Osmose Inverse / ED1 / Font continu

Le colit d'investissement fournis par Stilmas et
MECO peut étre estimé a 515 000 € HT.
La distribution (stockage et boucle) n'est pas
prise en considération.

Nous considérons que l'installation de produc-
tion est amortie sur 10 ans :
515000 € HT /8400 m*/ 10 ans => 6 € HT/m”.

Les colits de fonctionnement sont estimés
4101000 € HT /8400 m*
=>12€HT le m* d’EPPIV produit.

Conclusion
Le cout global sur 10 ans = 18 € HT/m?.
Le colit hors investissement = 12 € HT/m?

Inverse / EDI / Fonct continu

élevé pour fournir la méme qualité qu'une
boucle de distribution chaude. En effet, une
EPPIV a une température supérieure a 65°C
en chaque point de la boucle de distribution

et donc de surcroit a 70°C ou 80°C ou plus
....’



Production d’EPPI par distillation de type Thermo Compression de la vapeur (TCS)

Principe de production 3

Prétraitement/TCS/distribution chaude ou froide

ozonée

L'adoucissement de |'eau potable réalisé par un duplex d'adoucisseurs élimine

la dureté de I'eau potable.

Une filtration sur charbon actif élimine le chlore résiduel présent dans l'eau

adoucie.

Une filtration de 5 micron élimine les particules provenant du filtre charbon

actif.

L'eau adoucie, dé-chlorée, filtrée produite alimente le distillateur par thermo

compression de la vapeur (TCS).

La distribution est réalisée a l'aide d’'une boucle chaude recommandée ou

froide ozonée non recommandée.

Principe de production 4

Prétraitement/UF ou RO/TCS/distribution chaude ou

principe de production N°3

- Adoucisseurs / Fitres Charbon
~Distilteur par Thermoc

Le colt d'investissement fournis par Stilmas et
MECO peut étre estimé a 609 000 € HT.
La distribution (stockage et boucle) n'est pas

pession prise en considération.

Nous considérons que l'installation de produc-
tion est amortie sur 10 ans:
609 000 € HT / 8400 m*/ 10 ans
=>7€HT/m.
Les colts de fonctionnement sont estimés
a 75000 €HT/8400 m?
=>9 € HT le m® d’EPPIV produit.

Conclusion
Le codt global sur 10 ans = 16 € HT/m?.
Le colt hors investissement = 9 € HT/m?

froide ozonée

L'adoucissement de I'eau potable réalisé par un duplex d'adoucisseurs élimine

la dureté de I'eau potable.

Une filtration sur charbon actif élimine le chlore résiduel présent dans l'eau

adoucie.

Une ultrafiltration ayant un seuil de coupure de 80 a 100 000 daltons élimine les
particules et la contamination bactérienne ou une osmose inverse qui permet

également d‘éliminer la silice présente.

L'eau adoucie, dé-chlorée, filtrée produite alimente le distillateur par thermo

compression de la vapeur (TCS).

~Uhraitration

La distribution est réalisée a l'aide d’'une boucle chaude recommandée ou

froide ozonée non recommandée.

offre une sécurité microbiologique tres
appréciable quand bien méme quelques
petits péchés de design auraient été commis.
Annexe 1: "7.7 Water treatment plants and
distribution systems should be designed,
constructed and maintained to minimize
the risk of microbial contamination and
proliferation so as to ensure a reliable source
of water of an appropriate quality. Water
produced should comply with the current
monograph of the relevant Pharmacopeia."

Prenons le retour d'expérience ci-dessous
qui a eu lieu il y a deux ans dans un pays
d’Asie et qui concerne une contamination
massive d'une installation de production et
de distribution d’EPPIV froide.

L'eau de ville est adoucie, traitée sur charbon
actif puis micro filtrée puis alimente
une double osmose inverse avant détre
distribuée a froid. Apres un an d’exploitation,
cette récente unité de production et de
distribution d’EPPIV n'offre pas les tendances
microbiologiques attendues :

- Contaminations fréquentes par
Pseudomonas spp (identifications
biochimiques),

» Aucune contamination détectée de
I'unité de production,

» Aucune détection d'endotoxines par test
LAL.

Quelles sont les actions immédiatement
prises 7 Le site concerné ouvre une
déviation et commence une investigation.
Comme action corrective, une désinfection
thermique de la boucle de distribution avec
de l'eau surchauffée est lancée. Le laboratoire
arrive rapidement a la conclusion que cette
contamination est le résultat de mauvaises

pratiques de prélévement de I'EPPIV.
Quelques mois plus tard le microbiologiste
avouera qu’il avait un doute car il sétait
attendu a trouver également des germes
de la peau des préleveurs ou des bacilles
sporulants en plus des Pseudomonas si la
cause n‘avait été liée qu'aux pratiques de
préléevement. De fait, et au titre des actions
dites préventives, les techniciens du contréle
qualité, responsables des prélévements
d’EPPIV, ont fait l'objet d'une nouvelle
formation.

Pour quel resultat ? Cela n'a absolument
rien changé. Les prélevements étaient de
plus en plus contaminés. Pire, la boucle
se contaminait a nouveau de plus en
plus rapidement apres les désinfections
thermiques a l'eau surchauffée au point de
justifier une désinfection thermique chaque
week-end la ou une désinfection thermique
annuelle préventive est généralement
suffisante.

Si les prélevements ne sont pas la cause des
contaminations alors quel est le probleme ?
Le site a évolué et a logiquement considéré
que la boucle de distribution a froid d’'EPPIV
était finalement contaminée en son sein par
un biofilm. C'est certainement assez logique
compte tenu du fait que Pseudomonas est
un classique du phénomene. Un biofilm
dans les boucles de distribution d'eaux a
usage pharmaceutique est une stratégie
d'adaptation courante pour la survie de
nombreux micro-organismes. La matrice du
biofilm est composée de plusieurs éléments
chimiques. La température appliquée et
appropriée est la meilleure prévention d'un
biofilm dans une boucle de distribution
d'eaux a usage pharmaceutique. Mais une

principe de production N°4
- Adoucisseurs / Filres Charbon

~Distilateur par Thermocompression

Le colt d'investissement fournis par Stilmas et
MECO peut étre estimé a 720 000 € HT.
La distribution (stockage et boucle) n'est pas
prise en considération.

Nous considérons que l'installation de produc-
tion est amortie sur 10 ans :
720 000 € HT /8400 m*/ 10 ans
=>8,6 € HT/m>.
Les colits de fonctionnement sont estimés a
90 000 € HT / 8400 m*
=>10,7 € HT le m*> d’EPPIV produit.

Conclusion
Le cotit global sur 10 ans = 19,3 € HT/m?>.
Le cout hors investissement = 10,7 € HT/m?

fois contaminée, un traitement thermique
a lui seul tuera probablement tous les
contaminants, ce qui est un bon début, mais
a un impact trés limité sur I'élimination de la
matrice elle-méme.

Si un biofilm n'est pas correctement éliminé,
les débris organiques et cellulaires résiduels
peuvent favoriser la croissance de nouvelles
bactéries ubiquitaires etla colonisation parun
nouveau biofilm : les eaux pharmaceutiques,
y compris I'EPPIV, ne sont en réalité pas
stériles et peuvent ensemencer de nouvelles
bactéries véhiculées par l'eau...

Le risque est de finalement déclencher un
cercle vicieux : plus le traitement thermique
est fréquent, plus le biofilm revient vite et
plus fort si la matrice cellulaire n'est pas
retirée. Le retrait de la matrice est donc une
étape nécessaire dans tout processus de
restauration et un nettoyage en profondeur
de la tuyauterie est un élément nécessaire du
contrble de la contamination. Pour éliminer
efficacement les biofilms, il est généralement
nécessaire tout d'abord, de procéder a
un traitement alcalin (par exemple NaOH,
KOH) pour hydrolyser le biofilm et aider a
le décrocher de la surface de la tuyauterie ;
puis, un traitement thermique a l'aide d'eau
surchauffée par exemple peut étre efficace
APRES I'élimination initiale en raison de la
pénétration de la chaleur dans les crevasses
ou le biofilm pourrait résider.

Le site a finalement fait l'acquisition d'un
systtme d'ozonation pour désinfecter
chimiquement la boucle de distribution
d’EPPIV toutes les nuits. Cette action pourrait
étre une tres belle action préventive si le
biofilm ou la température de distribution de

I'EPPIV était la cause racine. Mais il n'en était
....’
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rien ! Pire, I'ozone a eu un effet paradoxal
en masquant la contamination initiale qui
finalement n‘était pas dans la boucle de
distribution mais dans le producteur d’EPPIV.
Dit autrement, la contamination détectée
dans la boucle n’était finalement que la
conséquence d’'une contamination plus en
amont.

Quelle était alors la vraie cause racine ?
En premiére intention, et aprés une
progression centimetre par centimétre le
long des équipements de cette installation,
il a fallu considérer que la cause racine était
finalement la maintenance préventive du
filtre a charbon actif. Au lieu d'étre noir, le
charbon était vert-bleu. Ce charbon actif a
pour objet de retirer le chlore dans sa totalité
de l'eau de ville autrement c’est un poison
pour les membranes d'osmose inverse. C'est
également un excellent support pour les
biofilms. Il était remplacé une fois par an.

Mais pourquoi comparer avec

I'Europe 7 Tout le monde sait que pour
trouver une cause racine il est utile de se
poser un certain nombre de fois pourquoi ?
pourquoi ? pourquoi ?

Cing fois habituellement pour conserver la
tradition. De fait, pourquoi ce filtre a charbon
actif était remplacé une seule fois par an dans
ce contexte ? Parce que l'installation avait été
construite a I'identique, design ET procédures
d’utilisation, d’une premiere installation
construite en Europe avec de l'eau potable
en début de procédé de production. La vraie
cause racine, celle dite finale, était culturelle.
Le site européen a souhaité que le site
asiatique exploite une installation de
production d'EPPIV selon des standards
propres a I'Europe en surestimant sans doute
la capacité d'un systeme membranaire a
retirer suffisamment les micro-organismes a
partir d'eau de ville qui n'est pas encore au
standard européen.

Quelle est la réponse préventive la plus
appropriece 7 En premiére intention, la
bonne réponse préventive était pour ainsi
dire une meilleure adaptation de la fréquence
de changement du filtre a charbon actif pour
tenir compte de la réalité microbiologique
de l'eau de "Ville " et de la non présence de
chlore. C'est effectivement ce qui a été réalisé.
En seconde intention, peut-étre aurait-il fallu
tenir compte également de la cause la plus
en amont et finalement d’'une mauvaise
adéquation d'un systéme de production
d’EPPIV membranaire pour ce contexte
asiatique. Sans doute qu'une distillation
aurait été beaucoup plus indépendante de la
qualité de l'eau initiale et donc plus adaptée
a ce contexte.

Retour d’expérience sur les risques
associés a une boucle de distribution.

Le présent retour porte sur la méme
installation décrite et sur le méme épisode
de contamination. Il sintéresse a la
présence d’endotoxines et donc davantage
aux conséquences d'une contamination
microbiologique d'une boucle d’EPPIV. Ce
retour n'est finalement pas directement lié
au fait que la boucle de distribution est froide
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mais en est tout de méme une résultante.
En effet, la boucle aurait été chaude que le
risque de biofilm aurait été réduit...

Cette introduction peut étre trompeuse. Elle
peut laisser penser que le site a constaté une
présence excessive d'endotoxines du fait de
la contamination microbienne de la boucle
d’EPPIV. Et bien, ce n'est finalement pas le cas.
Cest en fait linverse ! Malgré les
contaminations récurrentes par Pseudomonas
(identification biochimique) aucun signal
faible en endotoxines n'a pu étre détecté.
Puisque tous les tests LAL étaient inférieurs
a la limite de détection lors des épisodes
de contamination par Pseudomonas
(identification biochimique), bacille a Gram
négatif, I'EPPIV était donc conformes aux
monographies usuelles, y compris US, EU et
JP.

Cette non détection a été vue comme un fait
rassurant dans le cadre de I'analyse d'impact
initialement réalisée par le site, en aucun cas
comme un faux négatif. Quelques semaines
aprés le début de I'épisode de contamination,
le contaminant s'est finalement révélé étre un
Sphingomonas paucimobilis par identification
génotypique (PCR) au lieu d'un Pseudomonas
spp par identification biochimique.

Cela change beaucoup de chose. Il faut
en cas de dénombrement s'assurer d‘avoir
une méthode d'identification approprié
et fiable. LAnnexe 1 dit clairement que les
méthodes utilisées doivent étre fiable et
scientifiquement a jour. Le test LAL détecte
les LPS des bactéries Gram négatif or le
Sphingomonas paucimobilis est la seul
exception de Gram négatif sans LPS. Donc il
est normal que le LAL ne le détecte pas.

Les résultats LAL NE PEUVENT PAS étre
considérés car le test LAL n'est PAS pertinent
et entrainera un FAUX NEGATIF...La présence
et I'adaptation de Sphingomonas spp dans de
I'EPPIV, a déja été largement documentée. Le
test LAL consiste a détecter ou a quantifier
les endotoxines de bactéries a Gram négatif
a l'aide du lysat d’'amebocytes de Limule ou
"crabe fer a cheval".
LetestLALréagitaveclesLipo Poly Saccharide
(LPS), qui sont un composant membranaire
des bactéries a Gram négatif. Mais voila,
Sphingomonas spp, contrairement aux autres
bacilles a Gram négatif, ne contient pas de
LPS dans sa capsule externe mais contient des
Glyco Sphingo Lipid (GSL). Par conséquent, et
malgré la présence de GSL dans I'EPPIV vrac,
le test LAL ne peut pas réagir et ne peut donc
pas détecter ce type d'endotoxines.

Dit autrement et en fonction du contexte
un résultat du type <0,25 Ul/mL dans un
certificat d’analyse d’EPPIV ne signifie
pas nécessairement que [I'EPPIV est
conforme !

3. Conclusion

Productions et distributions d’EPPIV

Concernant la production membranaire
d’EPPIV Une défaillance de l'une des trois
technologies (RO/EDI (ou RO) /UF) a un
impact négatif sur la qualité de I'EPPIV
produite. Les colts de la maintenance d’'une
production membranaire est supérieure

a des distillateurs de type un MES et TCS
car la maintenance est réduite (pas de
membranes RO, pas de membrane EDI, pas
d'UF et également aucun test dintégrité
réalisé sur les UF). Les exigences analytiques
sont supérieures pour une production
membranaire car le risque de contamination
bactérienne est plus important que pour
un distillateur (aucun risque de présence de
biofilm).

La qualité de I'EPPIV produite par distillation
est indépendante de la qualité de leau
potable d'alimentation, tandis que la qualité
de I'EPPIV produite a I'aide d'une production
membranaire est directement influencée par
la qualité de I'eau potable.

La distillation par thermo compression de
vapeur alimentée en eau adoucie et dé-
chlorée est le moyen le plus économe en
énergie pour produire de I'EPPIV.

Le TCS a un rendement supérieur aux
autres  technologies. Lévaporation de
l'eau adoucie et dé-chlorée alimentant le
distillateur TCS se fait a une température de
135°C. Lévaporation de l'eau déminéralisée
alimentant le distillateur MES se fait a une
température de 165°C. Les distillateurs a MES
sont donc plus sensibles a I'entartrage et a la
corrosion. Le distillateur TCS n’est pas soumis
a un controdle tous les 10 ans (équipement
sous vide).

Microbiologie

Les tests de détection des endotoxines
utilisant  les  réactifs LAL  (Limulus
Amebocyte Lysate) ou rFC (recombinant
FacteurC) détectent la présence de LPS
(Lipopolysaccharide) partie interne de la
membrane des bactéries Gram négatif.

Dans le cas cité, le Sphingomonas paucimobilis
identifié tardivement par technique PCR
et bien qu'étant Gram négatif, n'a pas de
LPS dans sa membrane et n'est donc pas
détectable parlestests LALourFC.Dans ce cas
bien particulier, les différents tests de routine
réalisés pour analyser la qualité de I'EPPIV
prennent toutes leurs importances. Bien que
le taux d’endotoxines soit inférieur a la limite
de 0,25 EU/ml, qu'en est-il de la recherche
de germes totaux, le Sphingomonas ne
présentant pas d'exigences particulieres
de culture a été détecté mais mal identifié
et a conduit a de mauvaises investigations
sachant qu'il est possible d'avoir une
absence de LPS malgré une présence de
germes. Le test BET est bien complémentaire
au Bioburden. D'autres tests pourraient
permettre la détection de germes Gram- sans
endotoxines, comme le test lapin (Rabbit
Pyrogen Test-RPT) ou le test MAT (Monocytes
Activation Test), ces tests permettent la
détection de toutes substances pyrogenes
dont celles non détectées par les tests
endotoxines. Le Shingomonas devrait étre
détecté par cette méthode. Qu'aurait apporté
une réponse positive ? Est-ce l'identification
par PCR n‘aurait pas attiré l'attention plus
rapidement ? Plus spécifique, des laboratoires
spécialisés peuvent mettre en évidence le GSL
(Glycosphingophospolipides) par technique
ELISA utilisant des anticorps spécifiques.
D’un point de vue santé publique, des cas df



bactériémies a Sphingomonas paucimobilis
(Sp) avec hyperthermie suites a des perfusions
d'immunoglobulines ont été rapportés. Les
hémocultures positives a Sphingomonas Sp
ont permis le diagnostic de bactériémie sur
cathéter. Lévolution a été favorable sous
antibiothérapie et retrait du matériel mis en
cause. Sphingomonas paucimobilis est un

bacille Gram-négatif non fermentant (BGNF),
aérobie, pigmenté, possiblement pathogéne
pour 'homme notamment en présence de
matériel étranger ou dimmunodépression.
Germe environnemental, de la famille des
Sphingomonadaceae, il est cependant
beaucoup plus facile a traiter que les autres
BGNF. Les cas décrits dans la littérature sont

souvent bénins et associés a des dispositifs
invasifs. La faible mortalité est probablement
due a l'absence de lipopolysaccharides
typiques et d’endotoxine. L'antibiothérapie
doit étre associée au retrait des dispositifs
invasifs,

Glossaire

OMS Organisation Mondiale de la Santé
WHO World Health Organisation

GMP Good Manufacturing Practice

BPF Bonnes Pratiques de Fabrications

ICH International Conference on Harmonisation

FDA Food and Drug Administration PS Pure Steam

EMA Agence Européenne des Médicaments VP Vapeur Pure

ANSM Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits WWPU Water For Pharmaceutical Use
de santé EUP Eaux a Usage Pharmaceutique
EPV Eau Purifiée Vrac

EPPIV Eau Pour Préparations Injectables Vrac

RO Reverse Osmosis (Osmose Inverse)

EPA Environmental Protection Agency EDI Electro-Dé-lonisation
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Coming to basics on rouging.

By Mongy SAKLY - SANOFI PASTEUR

Mongi.Sakly@sanofi.com

he presence of rouging
Tin high purity water

distribution  system s
stated as a troubleshooting
well known but definitely
difficult fo explain. However
the last few years the default
is highly increasing. This
paper statement is intended

to bring to debate a further

point of view on learning
experience and fo share
with the other colleagues
their point of view. Basically,
its purpose is to offer some
practical guidance on what
to do when rouge appears
in the system and what to

consider in terms of its impact on the operation
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1. Whatis rouge ?

Rouge is discolouring typically found on the internal surface of water system based on SS and
operated at elevated temperature over 65°C. The name rouge comes from the likeness in appearance
to the extremely fine powder used by jewellers for polishing purpose. In pharmaceutical water system,
rouge is interpreted simply oxidation-corrosion. The appearance of red/brown discolouration on the
internal water surface of stainless steel is always alarming!

The rouge is considered as a product of corrosion phenomenon of iron which leads to ‘ferrite’ Rouge
is consists of a mixture of iron oxides and hydroxides. The metallurgical specialists describe many
kinds of rouge from grey through pink to black colour depending on the environment. We can
distinguish 3 classes of rouge:

Class 1 rouge: the rouge is migratory type coming from external source (rouge coming from an
external pipe to the system such as the carbon steel of feeding water).

Class 2 rouge: initiated by presence of chlorides or halides which are, the residue from process
installation or from water soluble halide ions. These aggressive chemical products destroy the
passive layer. N



Class 3 rouge: black in colour associated with high temperature
e.g. steam. This form of rouge leads to pitting corrosion.

2. Whereis rouge found ?
Many observations have been found rouge in the following equipment:
« Pump impellers
« PTFE surface such as tri clamp gaskets
« Connections hoses nylon/Silicon / PTFE
- Storage vessel surfaces
«In line filters and housings
«Vessel spray balls.
3. Whenis rouge found ?
The Rouge formation request basically three ingredients:
« High purity of water system constructed from SS,
« Polished surface to give suitable internal environment on welded
- Construction Operation at high elevated temperature.

When new water system has been installed, commissioned and
validated, it starts free of rouge. Most installation contractors these
days employ commissioning procedures such as:

« Degreasing

« Chemical passivation using nitric acid at 2% -3% volume

The purpose of passivation process is to remove grease, ferrite particles
and to create a passivation layer which will protect the internal surface
SS from the aggressive environment.

For Rouging one can assume that the chromium oxyde layer has been
broken or has not been regularly formed on the metallic surface.

How important is the polishing surface for the SS?

Generally, electro polishing process seems to offer protection from
surface vessels because polishing occurs after the manufacturing
is complete. How ever rouge seems to appear in pipe work systems
whether mechanically polished or elecropolished material has been
employed.

4. Where does rouge come from ?

In pharmaceutical water system rouge emanates from aggressive pure
water on the ferrite content of the SS. So, one obvious way to avoid it
is simply not employ SS in the first place. But we couldn’t since the SS
material is accepted as the most and best hydro-hygienic material.

But what about the grade of SS?

We remind that SS contains chromium (16,18%), nickel (10-15%) and
molybdenum (2 to 3%) in the necessary proportion. The applicable
norms as ASTM 270, DIN 17457 or BS 316512 defines the composition
of SS in quite variation.

16-18 165-18 6,5-18,5
10-15 12,5-15 1-14
2-3 25-3 225-3

28 t0 36% 31,5t0 36% 24,2510 35,5%

So we can see that the acceptable limits of SS regarding the ASTM
can vary +- 8%. In other words the ferrite proportion can also vary

by 8%.

5. External indicators of rouging

We have mentioned before that rouging is found on elastomeric
surfaces, nylon and silicon rubbers. We have seen rouge discolouration
appears in translucent silicone hoses used in tubing connecting TOC
instruments.

This area could be used as a reference to check whether rouging is in
the circuit.

6. What is the impact of rouge on quality of a
water system ?

We should carry out a risk assessment before to decide to continue
using pharmaceutical water. The presence of high amount of rouge will
affect definitely the conductivity. It has been found that the presence of
rouge will not affect the conductivity limits specified in USP 28.

7.How to avoid rouge ?
System design, specification and construction are the main subjects to
be carefully followed according to cGMP and cGEP:
«Employ 316 L
- Consider electro-polishing processes vessels and piping Ra 0,4 to
0,6 pm
- Material certificate 3.1.B
« Follow correct welding specification
« In process control of installation and welding consistency
- Correct degreasing
- Correct passivation procedure
« Use test ferroxyl test piece or similar to demonstrate passivation.
- Consider lowering the operating temperature a little if rouging
appears
« Select observation points in the system and check regularly the
rouge.
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Winning combination: Reducing
particles in RTU packaging by
aligning lid material, adhesive and
sealing parameters in a holistic
approach.

Par John BERGGREN & Gregor DEUTSCHLE - SCHOTT AG
John.berggren@us.schott.com /gregor.deutschle@schott.com

terile injectable drugs

play a crucial role in the

freatment of disease.
The global sterile injectable
drugs market was valued
at approximately USD 369.7
Bn in 2017 and expected fo
grow to around USD 779.9 Bn
by 2024®, All stakeholders
in this industry have the
inherent goal to make
injectable drugs safe and
effective. This includes an
expectation that every lot be
essentially free from visible
parficulates, as described
in various USP chapters and
pharmacopeias®, and
that manufacturers strive to
minimize all particulate and
foreign contamination®,

Figure 1 : lllustration of a typical RTU vial packaging with a sealing lid

Numerous guidance documents assist manufacturers in achieving quality, efficacy, and adherence
to safety standards. However, there is currently no road map to achieving drugs that are essentially
free from foreign matter. With all the discussions since the first PDA/FDA Glass Quality Conference in
May 2011, there are still product recalls related to visible particulate matter“ . These one off failures
(a single particle) still have resulted in drug manufacturers pulling entire lots of drugs from the
market sacrificing commercial interests, for patient safety and regulatory scrutiny. These decisions
have resulted in drug shortages. At the time of this case study, there are 123 drugs on the US FDA's
drug shortage list®.

Primary packaging (the container/closure) is one of the lead sources of "visible" particles in parenteral
drugs?”. Ready-to-use (RTU) components are delivered in a so-called nested configuration, which
prevents glass-to-glass contact and reduces defects like scratches, breakage, and particles. These
packaging materials are an additional source of foreign contamination.

In this paper we focus on the sealing lid as one source for particles in RTU containers. We believe
we can achieve improved particle control by matching lid material, adhesive, and processing
parameters (Part 1), and subsequently we will discuss five focus areas for pharma manufacturers and
their suppliers to further reduce particle risk (Part Il).

1. Lids as a source of particles in RTU containers

The application of ‘peelable’adhesives to the roll stock and die-cutting may result in loose fibers and/
....’
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Image 1: Particle counter sampling head position relative to the peel direction

oradhesive artifacts as the tub/tray sealing lid is inimmediate proximity
to, and occasionally in direct contact with the nested containers/
closures. High peel forces may further stress these materials leading to
additional contamination risk . Selecting the right combination of lid
material and adhesive, along with strict process controls, can influence
the performance of the entire RTU packaging system.

To increase the practical benefit of this case study, we concentrate on
materials known under the brand name DuPont™ Tyvek® - hereinafter
referred to as sealing material or lid material. It is, to our knowledge,
the most common sealing material for this purpose and used by all
major suppliers of RTU containers. We want to point out that DuPont
was neither involved in the testing nor the creation of this paper.
However, we do want to underline how collaboration along the supply
chain, including lead pharma customer(s), helps to reduce the risk of
visible particulates significantly.

Study design
We evaluated six different sealing material/adhesive combinations,
both hot melt and water-based, in standard, commercially available
configurations. More precisely, the combinations were tested on the
SCHOTT iQ® RTU Platform, which comprises pre-filled syringes, vials,
and cartridge packaged in the industry-standard nest & tub (ISO
11040-7) configuration.

Seal qualification was performed for all study materials before initiation
to optimize sealing parameters: time, pressure, and temperature. This
optimization included studies to achieve the minimum required peel
force while also leading to a better understanding of influences on
adhesive migration into the porous material - which can lead to a
thinner layer of adhesive at the material interface - and less variation
among all four sides of the applied seals. This has resulted in lower
peel force standard deviation, reduced adhesive migration, a cleaner
visual transfer which is free from bubbles, gaps, channels and/or
delamination, and better seal integrity as tested by dye ingress.

Forty tubs of each format were sealed and tested both pre and post
standard Ethylene Oxide (EtO) sterilization to evaluate the impact,
if any, of the sterilization cycle on critical product attributes. It must
be noted that each filling line manufacturer performs delidding in a
slightly different manner, i.e,, peeling in multiple directions or heating
to soften or melt the adhesive, to name a few. In this evaluation,
we simulate what we consider a worst-case condition: ambient
temperature, low angle, single direction, manual peeling.

Materials and Equipment
+ 1073B Tyvek® with various adhesives
« Polystyrene (HIPS) injection molded tub

Image 2: Particle counter slgrpﬁllénlg head position and meter

+ Microscope Olympus SZX-10 Stereo microscope equipped with
Infinity Camera

- Contact adhesive roller

« Instron 5542A single testing column system

« Hach Met-1 3400 series particle counter.

After a minimum hold time of two weeks post-processing each
configuration was subject to the following testing:

1. Seal strength (Instron Peel force in Newtons). Five tubs, 4
coupons per tub (n=20), 25mm in width were cut and evaluated.
Max, min, mean, and standard deviation were compared for each
iteration.

2. Peel force (manual). Twenty samples each were evaluated
for consistency peel forces across the entire seal and visually
inspected according to ASTM F 1886/F1886M-09 Test method for
determining the integrity of seals for flexible packaging by visual
inspection.

3. Shed airborne particulates during peeling (non-viable
particle counts). The work surface was pre-cleaned with a contact
roller and other materials removed except the tub being tested
and the particle counter. Lid peeling was performed at ambient
temperatures in an ISO-7 environment to better control the air
velocity during sampling. The peel was slow (5-6 seconds) using
even pressure at a low angle (15-20 degrees) in a single direction
(diagonally) across the seal surface towards the sample head.
The sample head was positioned 30mm below the tub flange.
A 6-second delay/purge was followed by a 20-second sample
collection at the maximum sampling rate of 1.77 ft3/min. Particle
counts were recorded, noting the average and standard deviation
for both the 0.5 um, and 5pm size bins.

4, Loose particulate on both the tub seal and the lid material
(adhesive side only) - Visual inspection of adhesive residues on
the tub seal surface post peeling. A head-to-head comparison
of the potential for shed particles was accomplished utilizing a
contact adhesive roller to evaluate loose particles resulting from
adhesive residues and strain/tearing of the sealing lid. The roller
lifts particles off the tub seal surface and the lid directly. The
number of collected particles were compared for each format.

5. Microscopic inspection 10-63X of the Tyvek® post peeling.
For each configuration, a microscopic inspection was performed
on the edges of five (5) lid sheets. Photos were taken of any loose
fibers, tears, or related structural defects and formats compared. R
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Image 3 and 4 represent labile particles isolated from the tub surface and the lid (adhesive side only) post peeling. Using this technique, labile
particles can be sized, quantified, characterized, and contrasted.

loose Tyvek® fiber

Image 3: Representative photos of shed particles recovered from the tub

seal surface (high particle load)

cut edge fibers loose Tyvek® fiber

Image 4: Representative photos of shed particles recovered from the lid’s surface Image 5: Representative photos of the integrity inspection post
(low particle loa peeling

Results Summary

Adhesive configuration Adhesive A Adhesive B-1 Adhesive C Adhesive D-1

Sealing parameters 113°C; 5.0 sec;4.13 bar  121°C; 2.0 sec;4.13 bar  121°C; 2.0 sec; 4.13 bar  116°C; 2.0 sec;4.13 bar  121°C; 2.0 sec;4.13 bar  121°C; 4.0 sec; 4.13 bar

Visual Inspection of
Tub Seals (20 tubs per Wrinkling No Defects Seal width 3-4 mm
configuration

Bleed through Bleed through Bleed through
parameters adjusted parameters adjusted parameters adjusted

Dye Penetration (n=20) Passed Passed Passed Passed Passed Passed

Manual Peel Force; easiest

(1) to hardest (6) (n=20) & 2 L < 2 g
Instron Peel Force
Mean (n=10) 7.89 6.31 6.04 8.54 6.53 7.90
Instron Peel Force -
Standard Deviation 1.02 1.01 0.48 1.10 0.53 0.47
Airborne Particulate 200.7 383.4 32993
> 0.5um (Particles/m?) 3593 419 25648.5
(n=20)
Airborne Particulate
> 5.0pum (Particles/m?) 8.0 4.0 4.0 12.0 443.2 111.8
(n=20)
Visible Particles on tub 160 260 187 5800 5800 5800
flange (n=20)
Visible Particles on Tyvek®
(n=20) 96 57 51 60 132 97
® TN
Tyvek® Integrity - total 9 5 3 2 " 20

defects (n=20)

Table 1: Preliminary screening of adhesives to identify lead candidate
Based on the pre-screening, we selected the adhesive A, B-1, and B-2 for further studies, including the performance pre and post sterilization. s

Discussion - Loose particles were higher on the tub seal surface when
From the data, we draw the following conclusions: compared to the lid post peeling. This poses a problem as the

- Various attributes were weighted, and the lead candidate was lid is typically discarded after removing while the tub may
identified as adhesive A. index deeper into the filling operation when used as secondary
« Peel forces (>10N) increased by an average of 12% after EtO containment for the vials.
sterilization.
« Shed airborne particles >0.5um for one iteration in particular Based on these findings, further opportunities for improvement were
(B-1) increased >7x after sterilization. identified and subjected to further studies. The results of these studies
« Higher peel forces were correlated with lower shedding of are pending.
airborne particles and lid damage.
- Loose particles on the tub flange and seal surface decreased 2. Five focus areas to tackle particle risk
significantly with EtO sterilization. This may be due to the cross- The approach behind these results, which led to reducing the particles
linking of the adhesive by the sterilization process. Further study generated from the lid material, can be structured in five parameters. In
is required. this case study, it was applied at an RTU container supplier, but it coulij
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Pre-Sterilization

Adhesive configuration

Post-Sterilization

Sealing parameters 113°C; 5.0 sec; 4.13 bar  121°C; 2.0 sec; 4.13 bar

Visual Inspection of Tub

121°C; 4.0 sec; 4.13 bar

Adhesive A Adhesive B-2 Adhesive A Adhesive B-1 Adhesive B-2

113°C; 5.0 sec; 4.13 bar  121°C; 2.0 sec; 4.13 bar  121°C; 4.0 sec; 4.13 bar

No Defects No Defects No Defects No Defects No Defects No Defects
Seals (n=20)
Dye Penetration (n=20) Passed Passed Passed Passed Passed Passed
Manual Peel Force; easiest
(1) to hardest (3) (n=20) 3 2 g 3 2 [
Instron Peel Force - Mean 78 6.7 6.0 88 74 67
(n=20)
Instron Peel Force -
Standard Deviation 0.7 0.3 0.5 0.9 0.5 0.7
Airborne Particulate
> 0.5pm (Particles/m?); 201 383 359 280 2735 879
(n=20)
Airborne Particulate
> 5.0um (Particles/m3); 8 4 4 8 24 8
(n=20)
Visible Particles on tub
flange (n=20) 160 269 187 25 51 11
Visible Particles on Tyvek®
(n=20) 9% 57 51 1 5 1
® ity -
Tyvek® Integrity - total 9 5 3 % 1 0

defects (n=20)

Table 2: Lead candidate result summary - Study Phase 2; Pre vs. Post EtO sterilization

easily be applied to a pharmaceutical manufacturing environment as
well. Figure 2 outlines the five parameters

This  holistic  approach to
particle  reduction includes
sourcing of clean components
or packaging materials. When
looking at all potential sources of
contamination, it is much more
effective to collaborate with
suppliers that also have controls
in place. It helps to understand
the capabilites and the
manufacturing environment for
all incoming materials. Suppliers
of non-shedding equipment
(cleaning materials, gloves, gowning supplies) or trace-clean contact
materials (transfer tubing, HEPA filters, sterilizing filter membranes,
housings) will allow the drug manufacturer to focus on utilities,
process, and product contact surfaces within the filling suite.

Sourcing of

clean packaging
materials

6 Cle
Cutting edge ean

manufacturing

particle lab
process.

Particle
reduction

Environmental State-of-the-art

equipment

control

Figure 2: Five steps for particle reduction - a holistic
approach

With regards to the RTU packaging itself, it is advantageous for the
pharma company if their supplier follows a platform approach since
this will lead to more predictable particle scenarios. For example, the
SCHOTT iQ°® platform uses the industry-standard tub (ISO 11040-7)
for all RTU containers. This harmonization allows the use of standard
components like the sameinlay and lid material across product groups.

Next, special attention is given to a clean manufacturing process
and the respective equipment. Legacy production equipment may
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quantify, identify and mitigate sources of contamination. Developing
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CONTAMINATION MICROBIENNE :
VOS ENJEUX, NOTRE EXPERTISE

GERER UNE SITUATION DE RISQUE AVERE :
b Gestion des non conformités
> Identification unilocus/multilocus, typage moléculaire
> Burkholderia cepacia complex : prise en charge de A a Z (fertilité, biocidie, USP <60>, identification)

MAITRISER LE RISQUE MICROBIOLOGIQUE DES PRODUITS ET LEUR ENVIRONNEMENT :

P Mapping environnemental

P Stratégie de maitrise de la contamination

P Prélévement et stockage de vos souches

P Validation de la fertilité des milieux de culture

> Qualification de performance des PSM et hottes & flux laminaire

ANALYSES :

P Gaz, eaux, air, surface

> Filtres (intégrité et étanchéité)
P Produits stériles et non stériles

A Qualité microbiologique Activité des biocides
= ‘ Tests de stérilité Titrage des antibiotiques
v Pyrogenes Mycoplasme
- “___,.-——* Challenge tests Bioburden
ADN résiduel




