
24 Industriepharma n°104Mai/Juin 2017

contrôleMIcrobIen

L’eauest lamatièrepremière laplusutiliséepar l’in-
dustriepharmaceutique, jamaisutiliséebrute,
toujourspurifiée.Les installationsdeproduction
d’eauxpurifiéessont,dès lors,deséquipements
stratégiques.Lespossibilitéstechniquesprésentent
chacunedesavantagesetdes inconvénientsmais le
butrecherchéestà lafois laplusgrandefiabilitétout
enlimitantaumaximumles interventions.

lonnagemicrobiologique, tel que pratiqué
aujourd’hui,nepermetpasdemesureruni-
quement la quantité demicro-organismes
« pionniers » ou libres au gré du flux. Les
micro-organismes (temporairement) fixés
sur lesparoiset constituantunbiofilmsont
plusnombreux,maissont invisiblesà l’ana-
lysecarpaséchantillonnés.Lebiofilmrepré-
senteunebombeàretardementpotentielle
pouvant lâcherà toutmomentdespaquets
decellules libres, allantsefixerailleurspour
développer de nouvelles colonies. Prendre
toutes les mesures préventives pour
empêcher la formation de biofilm est une
approche nécessaire pour garantir à long
terme la conformité du système à un coût
acceptable. Au titre de première mesure
préventive, le choix de la qualité de l’ins-
tallation est déterminant car comme sou-
vent, un investissementminimum risque
de coûter plus cher à l’utilisation.
L’acier inox. L’acier inox de qualité est de
loin préférable à la plupart desmatériaux
plastiquesàconditiondesoigner lafinition
des surfaces, la qualité des soudures, des
raccords, des sièges et joints de vannes…
Chaque détail de finition est important
pour empêcher plus tard les micro-orga-
nismeslibresdes’implantersur lessurfaces,
en profitant d’une aspérité, d’une soudure
proéminente, d’une crevasse, d’un raccord,
d’un joint, etc. etd’ydévelopperunbiofilm.
La bio-décontamination. Concernant
la bio-décontamination, il est possible
de détruire préventivement en continu
les cellules « pionnières » ou libres avant
qu’elles ne se fixent sur un support. Les
deux méthodes les plus souvent utilisées
en continu sont la chaleur et l’ozonation.
L’élévation en température ne pose aucun
problèmederésidu;60-65 °Csuffisentpour
détruire les« pionniers »et lesempêcherde
s’implanter. L’ozoneestunagent chimique
qui en continu offre une très bonne effica-
cité à 0,04 ppm,mais ce composé doit être
détruit par une lampeUV à 254 nmavant
tout point d’utilisation. Il est à noter, par
contre, que l’utilisation d’UV 254 nmpeut
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garantirlaqualité
etlimiterlesinterventions
danslesinstallations

LaPharmacopéeeuropéenne
décrit quatre qualités d’Eau
Purifiée: l’ «Aquapurificata »
ou eau purifiée utilisée à la
préparationdemédicaments

autres que ceux qui doivent être stériles et
exempts de pyrogène, l’ « Aqua valde puri-
ficata »oueauhautementpurifiéedestinée
à la préparation demédicaments nécessi-
tant une eau de qualité biologique élevée
toutennenécessitantpasunequalitépour
injectable, l’ «Aqua ad injectabilia » ou eau
pour injectables (eau PPI) utilisée pour la
préparationdesolutionsparentérales injec-
tables, l’eaupour irrigationoueauversable
destinée à l’usagemédical pour l’irrigation
de cavités, de lésions ou de surfaces cor-
porelles. Cette qualité est stérile, mais ne
peut pas être utilisée pour injection. Les
méthodes de traitement disponibles sont
variées; l’adoucissement, la désionisation,
l’osmose inverse, la filtration, l’ultrafiltra-
tion, le rayonnementUV, ladistillation…Les
unités de pompage, de stockage et de dis-
tribution des eaux aux points d’utilisation
font entièrement partie de l’installation.

limiter la contamination
microbiologique

Lemaintiende lapropretémicrobiologique
d’une installation de production et distri-
bution d’eau purifiée est un challenge. Le
problème majeur est d’évaluer le niveau
réel de contamination ou développement
d’un biofilm sans pouvoir accéder à l’inté-
rieur de l’installation. En effet, l’échantil-
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générer des endotoxines… En remplace-
ment ou en complément d’un traitement
continu, la bio-décontamination disconti-
nue utilise demanière périodique de l’eau
chaude,de lavapeurouunagentchimique
oxydant.Ce traitementponctuelapourbut
de tuer les cellules isoléesmais également
de détruire un biofilm déjà formé.
L’eau chaude. Elle est de loin préférable
à la vapeur sèche difficile à manipuler,
incompatible avec certains équipements/
matériaux et nécessitant une installation
spécialement étudiée (voir encadré ci-
contre). De plus, la vapeur va détruire un
biofilmenlecuisant.Ces résidusdematière
organique seront autant d’aspérités et de
nourriture favorables à l’implémentation
et au développement de nouvelles cellules
pionnières. L’eau chaude n’est technologi-
quement pas simple à utiliser car si une
eau à 55 °C est suffisante pour détruire la
plupart desmicro-organismes, il n’est pas
facile demaintenir une température d’eau
élevée dans toute une installation, bras
morts y compris. Il faut également faire la
chasseauxponts thermiques, zones froides,
matériaux plastiques et « flusher » les bras
morts/vannes, si la conduction thermique
n’est pas optimum.
Les agents oxydants. Pour ce qui est des
agents oxydants, le tableau ci-dessous
reprend les principaux types utilisés et leur
pouvoir d’oxydation. En prenant le chlore
comme référence, l’acide péracétique est,
après l’ozone, le composé leplusactif sur les
matières organiques. Il est commercialisé
par nombre de fabricants, généralement
en combinaison de peroxyde d’hydrogène
avecdesniveauxdepuretévariables.Un tel
traitementdechocsurtouteuneinstallation
permetdedétruiresuivant lesdéfinitionsde
la pharmacopée toute viemicrobiologique
isolée ou sous forme de biofilm. Le choix
d’une formulation chimique se fait donc en
fonction de son efficacité mais également
par rapport à la concentration chimique
nécessaire; une faible concentration per-
met de limiter au maximum le temps de
rinçage, la quantité d’eau nécessaire et le
tempsd’immobilisationdesinstallations.Les
formulationschloréesontuneefficacité très
dépendante du pH de la solution. Les eaux
purifiées ayantunpouvoir tampon faible, il
y a toujours un risque d’efficacitémoindre,
même si les concentrations sont respectées.

restreindre l’entréede
nouvelles cellulespionnières

Certainséquipementspermettentdelimiter
l’entrée desmicro-organismes pionniers et
donc de retarder l’apparition d’un biofilm
et/ou l’apparition d’une contamination
excessive.

Le rayonnement UV. Une lampeUV émet
un rayonnement lumineuxUltraviolet qui
permet de détruire les micro-organismes
exposés. Ce rayonnement limite consi-
dérablement le nombre de cellules pion-
nières, mais n’a aucune efficacité sur un
biofilm installé. Ce type de lampe utilisée
en continu sur l’installation aura une effi-
cacitémoyenne à bonne en fonction de sa
configuration pour limiter au maximum
les zones d’ombre mais aussi en fonction
desondimensionnementetde laqualitéde
lamaintenance. Qui dit lumière dit poten-
tiellement « ombre ». Ces zones d’ombre
doiventêtre limitéesaumaximumcarelles
constituent autant de refuges pour les cel-
lules. Des zones d’ombre peuvent être pro-
voquées par une mauvaise configuration
ouparunnombretrop importantdemicro-
organismes où certains se sacrifient pour
protéger le passage des autres… Ce type de
traitement est intéressant en amont d’une
filtrationstérilisanteetpermetdeprolonger
l’efficacité du filtre.
La microfiltration. Depuis la seconde
guerre mondiale l’industrie produit des
membranes filtrantes permettant d’arrê-
ter par filtration les particules mais aussi
les micro-organismes libres dans un
liquide, c’est la micro-filtration. Cesmem-
branes filtrantes dites « stérilisantes »
oumembraneà0,2µmou0,22µmdeseuil
defiltrationpeuventdoncservirdebarrière
aux micro-organismes en les empêchant,
sans les détruire, d’aller plus loin dans

l’installation. Lesmicro-organismes s’accu-
mulent donc sur la membrane filtrante.
Ce type de technologie très répandue est
très efficacemais limitée dans le temps, vu
que les micro-organismes restent vivants
sur le support. En quelques heures ou au
plus quelques jours apparaissent dès lors
les phénomènes « go-through » (passage à
travers),« grow-through » (développement
à travers) et « blow-through » (s’infiltrer à
travers). Plus la membrane filtrante sera
épaisse,plusellegénèreradesphénomènes
de stress auniveaudes bactéries à porosité
équivalente,amplifiant lesphénomènesde
« go-through » et « blow-through ».
Ces membranes sont généralement vali-
dées suivant le challenge HIMA. La FDA
définit ces filtres comme « un filtre qui,
lorsqu’il est testé avec une suspension de
Pseudomonas (Brevundimonas) diminuta
contenant unminimumde 107 germes par
cm² de surface de filtre, produit un effluent
stérile. » La procédure exacte de ce test offi-
ciel a été définie par la «Health Industry
Manufacturers Association » (HIMA) et est
décritedans«MicrobiologicalEvaluationof
Filters for Sterilizing Liquids » (HIMAdocu-
ment #3, Vol. 4, 1982). Depuis les années
1960,desproblèmesoccasionnelsdeconta-
mination autres que ceux causés par des
mycoplasmesontétérapportésmalgrél’uti-
lisationdefiltresmembranes« stérilisants »
de 0,2 et 0,22microns. Quelques exemples
significatifs:
•En1967,Braun,DieshetMcCulloch(1) rap-
portèrent des phénomènes de passages de
bactéries (Spirillaceae) à travers desmem-
branes 0,22 µm, lors de la mise au point
d’uneméthode d’isolation de Leptospires.
• En1978,HowardetDuberstein(2)démon-
trèrentquedesfiltresmembranesde0,2µm
et0,22µmse laissent traverserpardesbac-
téries enmilieu aqueux.
• En 1985, Anderson et Bland(3) rap-
portèrent le fait que des filtres mem-
branes de 0,2 µm se laissent traverser par>

traitementsÀ l’eauHaute
température
exemples de recommandation
en installation idéalement configurée
eau à 65 °c minimum8 heures

eau à 70 °c minimum4 heures

eau à 80 °c minimum2 heures

eau à 90 °c minimum1 heure

pouvoir d’oxydation relatif

produit formule chimique pouvoir oxydant

chlore gazeux cl2 1,00 (référence)

Ozone O3 1,52

Acide peracétique ch2cOOOh 1,33

Minncare cold Sterilant ch2cOOOh+h2O2 >1,30

peroxyde d’hydrogène h2O2 1,30

Acide hypochloreux hOcl 1,10

Dioxyde de chlore gazeux clO2 0,70

hypochlorire de sodium NaOcl 0,69

Source Sofise
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Burkholderia (Pseudomonas) picketii dans
unesolutionsaline.
• En 1993, la FDA rapporta la présence de
Pseudomonas cepacia dans une eau démi-
néralisée en aval d’un filtre 0,2 µm. (4)

•Pseudomonasaété impliquédansd’autres
rapportsmentionnantdes contaminations
en aval de filtres.
Dès lors, la FDA a reconnu que les filtres
membranes 0,2 µmet 0,22 µmnepeuvent
effectivementprévenircontreunecontami-
nation du filtrat et en 1996, elle a reconnu
que l’usage de filtres 0,1 µm comme filtres
finauxest« préférablepourgarantirunesté-
rilité du produit… ». (5) Cependant, le risque
est alors de limiter le débit car on considère
enmoyenne une perte de 40% de débit en
échangeant des filtres stérilisant 0,2 µm
par des 0,1 µm de taille et surface filtrante
équivalente.

desmembranes configurées

Afin d’augmenter la surface filtrante, la
membrane est plissée avant d’être insé-
rée dans la cartouche filtrante, permettant
d’obtenirdessurfacescomprisesentre0,5m²
et 0,7 m². Les médias les plus couramment
utiliséssont lePolyethersulfone, leNylon6.6
oulePVDF.L’épaisseurdecesmembranesse
situe entre150et 300µm.Pourquoi alorsne
pasutiliser à la fois unemicro-filtrationper-
formante et une bio-décontamination effi-
cace? Autrement dit, améliorer la filtration
est une chose, mais si on peut également
utiliser et y associer une bio-décontamina-
tion plus performante, cela permettra alors
de se prémunir contre les désagréments de
cescontaminationsbactériennes.Ceconcept
permet d’arrêter les micro-organismes en
continuparfiltrationetde lesdétruirepério-
diquement avant qu’ils nepassent à travers
lamembranepourcontaminer l’installation
et installer unbiofilm.

les fibres creuses comme
solution defiltration

Plutôt que d’utiliser des membranes plis-
sées forcément limitées en surface filtrante,
la technologie demembrane enfibre creuse
présente l’énormeavantagedemultiplier la
surface de filtration par 2 voire 3 pour une
même taille d’élément filtrant. Une surface
de filtration plus importante permet alors
de réduire le seuil de filtration sans perte de
débit. Tout en étant conforme aux mêmes
normes, un filtre 0,1 µm offrira donc un
mêmedébitque laplupartdesfiltres0,2µm
de même taille. Une filtration stérilisante
plus serrée offre alors une garantie supé-
rieurequantà laprotectiond’unsystèmede
production et dedistributiond’eaupurifiée.
Agent de biodécontamination. Il faut uti-
liser un produit concentré de grade phar-

maceutique, à base d’acide peracétique, qui
permet une bio-décontamination de l’en-
semble d’une installation de production et
dedistributiond’eaupurifiée.Cette solution
de biodécontamination devra détruire les
micro-organismes « pionniers »mais aussi
les biofilms sur les membranes d’osmose
inverse, membranes filtrantes, résines
échangeuses d’ions, réservoirs et boucle de
distribution.
Lacombinaisongagnante. Il aétédémontré
àdenombreusesreprisespardesutilisateurs
que l’utilisation de ce type de filtre 0,1 µm
fourniencartouchefiltrantestandardprotège
demanièreefficace l’installationdedistribu-
tiond’eaupurifiée.Deplus, labio-décontami-
nation périodique permet de supprimer les
micro-organismes pionniers et fixés sur les
surfaces,ycompris lesmembranesfiltrantes.
La combinaisondes deuxoffre une solution
économique car elle permet de prolonger la
durée de vie des filtres tout en espaçant les
traitements chimiques.
En conclusion, une bonneprotection contre
lesmicro-organismes«pionniers»représente
la clépour éviter desproblèmesde contami-
nation d’une eau purifiée dans l’industrie.
Différentes technologies existent etpeuvent
secombinerafind’améliorerlesperformances.
C’est le cas avec cette technologie de filtres
membranes stérilisantes plus serrés pour
unemeilleureefficacitéetunproduitdegrade
pharmaceutiquepourdétruirelesmicro-orga-
nismes libres ou fixés sur les surfaces. Il en
résulteincontestablementunemeilleurepro-
tection de l’installation de traitement d’eau
purifiée, une limitationde la contamination
dans le temps et un espacement dans les
traitements.n
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