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Glossaire (abréviations et définitions) 

 Abréviations : 
- BI : indicateur biologique 
- BPF : Bonnes pratiques de fabrication 
- CHUV : Centre hospitalier universitaire vaudois 
- CIP : cleaning-in-place  
- EHP: eau hautement purifiée 
- IQ : installation qualification 
- OQ : operational qualification 
- PIC/S : Pharmaceutical Inspection Convention, Pharmaceutical Inspection Co-

Operation Scheme 
- ppm : partie par million 
- PQ : performance qualification 
- SIP : sterilization-in-place 
- TOC : Total Organic Carbon 
- ZAC : zones à atmosphère contrôlée 

 

 Définitions : 
- F0 : La valeur F0 représente le temps équivalent en minutes à une stérilisation 

effectuée à 121.1 °C. 
- valeur D : La valeur D représente le temps nécessaire pour que la population 

initiale de spores soit réduite de 10%. 
- valeur Z : La valeur Z représente le nombre de degrés nécessaires pour 

modifier la valeur D d’un facteur 10. 
- « worst-case » : Cela signifie que les conditions choisies représentent un cas 

en mode dégradé par rapport aux conditions normales en routine. 
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Résumé 

La qualification de performance (PQ) du lyophilisateur CS15-1 en place actuellement à la 
Pharmacie centrale du CHUV est nécessaire avant de débuter la production de 
médicaments. Le lyophilisateur est constitué de systèmes de lavage et de stérilisation 
automatiques. Ces deux systèmes font partie intégrante de cette qualification.  
 
Pour la qualification du lavage, des plaques en inox contaminées par une solution de 
lactose sont disposées dans le lyophilisateur. Des analyses TOC (Total Organic Carbon) 
sont ensuite effectuées. Les critères d’acceptation sont d’avoir des résultats inférieurs à 
0.5 ppm après reconstitution des échantillons. 
Pour la qualification de la stérilisation, douze indicateurs biologiques (2.3*106 spores de 
Bacillus stearothermophilus par languette) sont associés à douze sondes de mesure de la 
température et disposés dans le lyophilisateur. Afin de satisfaire aux critères 
d’acceptation, les indicateurs biologiques doivent être négatifs et la température mesurée 
dans la cuve durant le cycle de stérilisation doit être supérieure à 121.1 ° C pendant 18 
minutes. 
 
La validation du remplissage aseptique du lyophilisateur est également nécessaire afin de 
prouver l’asepsie du processus complet allant du lavage des flacons à leur remplissage et 
au chargement du lyophilisateur. Les flacons sont remplis avec un milieu de culture 
(Media-fill). Une simulation de l’étape critique est réalisée en faisant le vide dans le 
lyophilisateur et en le cassant trois fois de suite. Les flacons sont ensuite mis à incuber à 
20-25 °C pendant 7 jours puis à 30-35 °C pendant 7 jours. Les critères d’acceptation pour 
cette validation sont de n’avoir aucune contamination (bactéries ou moisissures). 
 
La qualification du lavage du lyophilisateur est non-conforme, alors que la qualification de 
la stérilisation est conforme. Les investigations menées pour rechercher les causes du 
lavage défaillant en certains points ont permis d’exclure certaines hypothèses et de 
proposer des changements techniques. 
 
La validation du remplissage aseptique du lyophilisateur réalisée avec des flacons de 50 
ml remplis avec 30 ml de milieu ainsi qu’avec des flacons de 3 ml remplis avec 2 ml de 
milieu de culture est conforme. Une contamination a été observée dans un flacon de 3 ml 
qui s’est révélée être une particule inerte, après investigations. 
 
Ce travail a permis de constater la somme d’argent et de travail devant être investi lors de 
la mise en place d’un équipement utilisé pour la production pharmaceutique afin de 
satisfaire aux exigences constantes d’obtenir des produits de bonne qualité. 
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1 INTRODUCTION 

1.1 La lyophilisation  
 
L’utilisation de la lyophilisation en tant que procédé industriel est apparue au 20ème siècle. 
Le besoin de conserver des produits sanguins ainsi que la découverte des antibiotiques a 
contribué à son développement [1]. Les avancées technologiques concernant la mise sous 
vide et la réfrigération ont également contribué au fort développement de cette technique 
tout d’abord utilisée dans l’industrie alimentaire puis dans l’industrie pharmaceutique [1]. 
 
La lyophilisation est un procédé permettant de conserver des produits instables sous 
forme liquide en les congelant puis en sublimant l’eau ce qui aboutit à une substance 
sèche poreuse [1].  
Cela permet d’améliorer la stabilité de produits pharmaceutiques labiles ce qui conduit à 
l’amélioration du stockage à long terme [2]. La poudre obtenue permet la reconstitution 
facile du produit avec de l’eau avant utilisation [3].  
 
La figure 1 représente schématiquement les différentes étapes de la lyophilisation. Tout 
d’abord, la solution à lyophiliser est congelée. Il est préférable d’avoir une congélation 
rapide afin d’obtenir une grande quantité de petits cristaux. La deuxième étape consiste à 
éliminer la glace par sublimation, la vapeur formée étant refroidie par le condenseur 
servant de piège (condensation de la vapeur en glace). L’évaporation de la glace à 
l’intérieur du produit conduit à la formation d’un résidu poreux [4]. Après la dessiccation 
primaire des cristaux de glace, des molécules d’eau restent fixées au produit poreux. Une 
dernière étape de désorption est réalisée à une très basse pression, c’est la phase de 
dessiccation secondaire [1, 4].  
Les plateaux du lyophilisateur servent au transfert d’énergie avec la solution afin de 
permettre le déroulement des différentes phases de la lyophilisation. Ces plateaux 
peuvent être chauffés avec une résistance électrique ou avec un fluide circulant à 
l’intérieur des plateaux [4]. Les plateaux peuvent être abaissés afin de permettre le 
bouchonnage des flacons qui se déroule sous vide ou à l’aide d’un gaz inerte (azote) dans 
la chambre du lyophilisateur [5]. 
La dernière étape avant administration au patient est une phase de reconstitution de 
l’échantillon. Cela peut se faire avec de l’eau ou avec un autre solvant afin d’obtenir une 
solution ayant la même concentration qu’avant la lyophilisation ou une solution plus diluée 
ou plus concentrée [5].  
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Figure 1: Schéma des différentes phases de la lyophilisation [4] 

 
Un avantage de la lyophilisation est le faible contenu en eau des produits résultants ce qui 
améliore considérablement leur stabilité [1, 4]. Les produits lyophilisés ont une structure 
poreuse ce qui permet leur reconstitution rapide en solution ou en suspension [1, 4]. Le 
cycle de lyophilisation stabilise le produit en empêchant la croissance bactériologique ou 
les réactions enzymatiques. Ceci est dû au fait que le produit se trouve à de très basses 
températures durant le cycle de lyophilisation et à son faible contenu en eau [4]. 
 
Un principal désavantage de la lyophilisation est le coût élevé des équipements et de 
l’énergie nécessaire pour la réalisation d’un cycle de lyophilisation [3, 6]. De plus, il est 
fréquemment observé que plusieurs jours sont nécessaire au déroulement d’un cycle de 
lyophilisation [7].  
 
De nombreux produits peuvent être lyophilisés. Dans l’industrie pharmaceutique, des 
enzymes, hormones, antibiotiques, vitamines, dérivés sanguins, anticorps, vaccins 
inactivés peuvent être produits par lyophilisation [1]. La lyophilisation est également très 
utilisée dans l’industrie alimentaire (café, soupes, purée de pommes-de-terre par exemple) 
[6] . 
 



Sarah Cardoso                                                                                                 Travail Personnel de Recherche   
Université de Genève                                                                                                    22 février – 04 juin 2010                             

                                                                                                                                                   

Qualification d’un lyophilisateur et validation du remplissage aseptique 5 

Le diagramme ci-dessous représente les trois états de l’eau en fonction de la température 
et de la pression. Cela permet de comprendre l’étape de sublimation lors de la 
lyophilisation. En effet, lorsque la pression et la température sont basses, l’eau peut 
passer de l’état solide à l’état gazeux directement [4]. 

 
Figure 2: diagramme des phases de l’eau [4] 

 

La figure ci-dessous représente un schéma d’un lyophilisateur. Les flacons se trouvent 
dans la chambre du lyophilisateur en contact direct avec les plateaux. La vapeur d’eau se 
déplace de la chambre du lyophilisateur au condenseur. Une pompe à vide permet 
l’extraction de gaz non-condensables [3]. 
 

 
Figure 3: schéma simplifié d’un lyophilisateur [3] 

 
Le lyophilisateur CS15-1 (Serail, le Coudray St-Germer, France) en fonction au Centre 
Hospitalier Universitaire Vaudois (CHUV) est un lyophilisateur comportant une chambre en 
acier inoxydable (inox) avec quatre plateaux d’une surface totale de 1.02 m2, une pompe à 
vide, une pompe à anneaux liquide, un condenseur. Les plateaux peuvent être abaissés 
afin de permettre le bouchonnage des flacons. Les dimensions du lyophilisateur sont de 
2.7*1.6*2.6 m (longueur, largeur, hauteur).  
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Le local technique (ordinateur permettant de contrôler le lyophilisateur, vannes,…) se situe 
en salle n°565. La porte du lyophilisateur s’ouvre sous un flux laminaire de classe A dans 
une zone de classe B (salle n°562).  
 
La figure suivante représente le lyophilisateur CS15-1.  
 

 
Figure 4: Schéma du lyophilisateur  CS15-1 en place à la Pharmacie du CHUV 
 

Les photographies ci-dessous représentent les deux parties principales du lyophilisateur. 
La figure 5 représente la chambre de lyophilisation une fois que la porte est ouverte sous 
le flux laminaire de classe A. Les quatre plateaux et les buses à l’entrée de la chambre 
peuvent être observés, à l’arrière on devine la plaque protégeant le condenseur qui se 
trouve derrière. 
La figure 6 représente le lyophilisateur du côté  du local technique. Les différentes vannes 
et tuyaux d’amenées et d’évacuations des fluides peuvent y être observés. 
 

                            
Figure 5: chambre du lyophilisateur                             Figure 6 : local technique 
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Le lyophilisateur est équipé d’un système de lavage (CIP : cleaning-in-place) et de 
stérilisation (SIP : sterilization-in-place). Cela permet de laver la chambre du lyophilisateur 
de manière automatique avec de l’eau hautement purifiée chauffée à 80°C et d’effectuer 
une stérilisation à la vapeur permettant de conduire à un environnement stérile et sec 
dans la chambre du lyophilisateur. 
L’eau hautement purifiée est monitorée pour assurer les caractéristiques mentionnées 
dans la Pharmacopée Européenne 6.3 (monographie de l’eau hautement purifiée). 
 
Le lavage se déroule selon plusieurs étapes : rinçage, drainage et séchage. Tout d’abord, 
de l’eau hautement purifiée chauffée à 80°C est aspergée dans la cuve  au moyen de 
buses. C’est la phase de rinçage. La phase de drainage consiste à évacuer l’eau présente 
dans la cuve. Finalement, la phase de séchage se déroulant sous vide est effectuée à la 
fin d’un ou plusieurs cycles de rinçage/drainage. Le temps de chaque paramètre peut être 
modifié. 
 
La stérilisation se déroule également selon plusieurs étapes. L’air est remplacé par la 
vapeur, injectée par les buses, grâce à plusieurs phases de mises sous vide suivies 
d’injection de vapeur consécutives. Lors de la troisième phase d’injection de vapeur, la 
stérilisation est effectuée à 121.1 °C pendant 20 minutes. Ensuite, une phase de séchage 
sous vide et une phase de refroidissement sont effectuées. 
Le lyophilisateur est manipulé à partir de l’ordinateur présent dans le local technique, à 
l’aide du logiciel « S. G. D. Serail Division » (version : 13062, app. date : 080505-1727). 
 
Dans le cas de la pharmacie centrale du CHUV, des produits injectables pour des études 
cliniques ou pour la production sont lyophilisés, principalement des antibiotiques 
(Amikacine ou Amphotéricine B). 
Les produits injectables doivent être produits dans des conditions aseptiques. Ceci 
explique pourquoi la porte du lyophilisateur s’ouvre sous un flux laminaire de classe A 
(plafonnier). 

1.2 Locaux et habillement 

Les produits pharmaceutiques produits de manière aseptique doivent satisfaire à certaines 
exigences à propos des locaux. Le nombre de particules doit être contrôlé afin de ne pas 
dépasser un certain seuil selon les valeurs mentionnées dans le tableau 1[8]. 
 
Le personnel entrant dans ces locaux doit s’habiller d’une manière spécifique en passant 
par des sas d’entrée entre les différents locaux. Une différence de pression doit être 
maintenue entre les différents sas afin de ne pas contaminer la zone de classe supérieure. 
Le flux d’air provenant d’un flux laminaire vertical doit avoir une vitesse de 0.30 m/s [8]. 
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Tableau 1: Caractéristiques particulaires des zones à atmosphère contrôlée au repos et en activité 
(adapté de [8])  

classe 

nombre maximal de particules autorisées par m3 d’air 

au repos /taille des particules ≥ à  en activité /taille des particules ≥ à 

0.5 µm 5 µm 0.5 µm 5 µm 

A 3520 20 3520  20 

B 3520 29 352000 2900 

C 352000 2900 3520000 29000 

D 3520000 29000 non-défini non-défini 

 
Le personnel doit s’habiller de manière à ne pas contaminer la zone et les produits 
fabriqués. Tout d’abord, une cagoule et un masque sont mis. Les mains sont lavées puis 
désinfectées. Une paire de gants stériles est mise. Après passage dans le sas suivant, 
une combinaison comportant une cagoule est portée. Des bottes et une deuxième paire 
de gants stériles sont mises. Des protocoles en vigueur actuellement au CHUV sont suivis 
concernant l’habillage pour travailler en zone aseptique. La figure ci-dessous représente 
une photographie d’un opérateur travaillant en zone aseptique.  
 

 
Figure 7: Personnel habillé pour travailler en zone aseptique 

 

Les PIC/S (Pharmaceutical Inspection Convention, Pharmaceutical Inspection Co-
Operation Scheme) sont des réglementations dans le domaine pharmaceutique afin 
d’avoir une concordance entre les pays et les industries. Les Bonnes Pratiques de 
Fabrication (BPF) sont mentionnées et exigées lors de la fabrication de médicaments [8-
10]. Les BPF conduisent à l’établissement de règles et de directives permettant la 
production de produits conformes aux exigences législatives. 
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1.3 Notions de qualification et validation 

Comme mentionné plus haut, les Bonnes Pratiques de Fabrication conduisent à des 
exigences bien réglementées. Il est nécessaire de qualifier l’équipement utilisé pour la 
production ainsi que de valider les procédés.  
 
Il existe différentes dénominations pour la qualification (termes anglais) [11] : 
 

- Installation qualification (IQ) : Toutes les procédures conduisant à l’installation 
adéquate de l’appareil dans l’environnement sélectionné sont inclues dans cette 
qualification. Elle inclut également toutes les directives comme quoi l’appareil est 
correctement installé et que l’environnement est adéquat pour l’opération et 
l’utilisation de l’appareil. 
 

- Operation qualification (OQ) : La démonstration que l’appareil fonctionne 
adéquatement aux spécifications dans l’environnement sélectionné fait partie de 
cette qualification. 

 
- Performance qualification (PQ) : Cela inclut la démonstration que l’appareil 

fonctionne de manière appropriée en relation avec les spécifications en routine. 
 
La validation est l’évaluation de performance d’un procédé et l’observation que les 
performances sont conformes à certains critères prédéterminés. La validation établit et 
fournit des documents officiels certifiant que la procédure est conforme [11]. 

 
Il existe trois types de validation [12]: 
 

- validation prospective : Cela établit des preuves documentées que le procédé 
conduit à des résultats corrects et reproductibles sur trois charges consécutives, 
basé sur un protocole écrit avant la mise en place du procédé en routine. 
 

- validation concurrente : Cela établit des preuves documentées que le procédé 
conduit à des résultats corrects et reproductibles, basé sur les informations 
obtenues durant la réalisation du procédé (des données complémentaires peuvent 
être collectées). 

 
- validation rétrospective : Cela établit des preuves documentées que le procédé 

conduit à des résultats corrects, basé sur une synthèse et une analyse 
d’informations historiques des dossiers de production et d’analyse de toutes les 
charges produites sur une période donnée. 
 

Une revalidation doit être réalisée si des changements importants sont effectués sur 
l’appareil ou dans le procédé. Une revalidation périodique doit également être réalisée. 
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1.4 Buts du travail 

Les buts de ce travail sont : 
 

1. de qualifier le lyophilisateur CS15-1(PQ : performance qualification). Les systèmes 
de lavage et de stérilisation de la cuve du lyophilisateur font partie intégrante de 
cette qualification. L’IQ (installation qualification) et l’OQ (operational qualification) 
ayant déjà été effectués, il n’est pas nécessaire de les refaire (date : novembre 
2006). 
 

2. de valider le procédé de remplissage aseptique de flacons et de chargement du 
lyophilisateur. 
 

Pour la qualification du lavage, de petites plaques en inox sont contaminées avec une 
solution de lactose. Les plaques sont ensuite fixées dans le lyophilisateur. Après le lavage, 
les échantillons sont reconstitués afin de permettre des analyses TOC (Total Organic 
Carbon). Différentes méthodes pour la qualification du lavage sont mentionnées dans la 
littérature [13-15]. 
Pour la qualification de la stérilisation de la cuve, des indicateurs biologiques (spores de 
Bacillus stearothermophilus) sont disposés  dans le lyophilisateur.  
La température et la pression sont également mesurées dans la cuve durant les cycles de 
lavage et de stérilisation. 
 
La validation du remplissage aseptique du lyophilisateur est importante, c’est pourquoi 
cela nécessite une validation (validation prospective). En effet, les produits lyophilisés ne 
sont pas stérilisés, mais sont produits de manière aseptique. Les étapes conduisant au 
remplissage aseptique des flacons et le chargement du lyophilisateur sont nombreuses et 
le risque d’avoir une contamination lors du procédé est élevé. 
Diverses étapes font partie du processus complet du remplissage du lyophilisateur : 
lavage des flacons, dépyrogénéisation des flacons, transfert des flacons en zone 
aseptique de classe B puis sous le flux de classe A, préparation de la solution à 
lyophiliser, filtration de la solution avec un filtre à 0.22 µm, remplissage des flacons, dépôt 
des bouchons sur les flacons, chargement du lyophilisateur,  bouchonnage des flacons, 
sortie des flacons du lyophilisateur…[16]. 
Afin de valider le remplissage aseptique du lyophilisateur, une simulation est effectuée.  
Les étapes se déroulent de manière habituelle. Cependant, les flacons sont remplis avec 
un milieu de culture (Media-fill). Un cycle de lyophilisation n’étant pas effectué, une 
simulation est réalisée en faisant le vide dans la cuve et en le cassant trois fois. Les 
flacons contenant le milieu de culture sont mis à incuber afin de pouvoir observer par la 
suite d’éventuelles contaminations survenues lors du déroulement du remplissage [10]. 
 
De nombreux articles mentionnent l’importance des qualifications et des validations dans 
le domaine pharmaceutique [17-20], en particulier lors de processus aseptiques [21-26]. 
 
Afin de permettre l’utilisation adéquate du lyophilisateur lors de ce travail, un mode 
d’emploi est rédigé, en particulier concernant le CIP et le SIP. Le document d’une 
vingtaine de pages n’a pas été annexé, mais deux pages d’exemple se trouvent dans 
l’annexe 1. 
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2 MATERIEL ET METHODE  

2.1 Phase de développement pour la qualification du CIP (cleaning-in-
place) 

Tout d’abord, une phase de développement est effectuée afin de déterminer une méthode 
efficace pour la qualification du lyophilisateur.  
 
La méthode de détection appelée TOC (Total Organic Carbon) est souvent utilisée pour la 
validation de nettoyage [14, 27-29]. Cette méthode mesure le carbone présent dans 
l’échantillon. La faible limite de détection (partie par million=ppm équivalent à mg/l) en fait 
une méthode appréciée. Cependant, le peu de sélectivité peut conduire à mesurer 
également des interférents [27]. Les analyses sont faites par le laboratoire « Scitec 
Research » à Lausanne. La méthode est tirée de la Pharmacopée Européenne 6 (chapitre 
2.2.44). L’appareil utilisé (Phoenix) a une limite de quantification de 0.2 ppm.  
L’analyse TOC induit l’oxydation du carbone dans l’échantillon, le gaz carbonique produit 
étant ensuite détecté [27]. 
 
Pour la qualification, il est décidé d’utiliser une solution de lactose monohydraté 
(C12H22O11*H2O) comme contaminant.  
Concernant la méthode de dépôt et de récolte des échantillons, plusieurs possibilités sont 
décrites dans la littérature. La solution de contamination peut être déposée dans la cuve, 
puis les eaux de rinçage analysées [30]. Des coupons de la même matière que l’appareil à 
évaluer peuvent être utilisés [30]. La solution peut être déposée dans la cuve à certains 
endroits précis, puis les échantillons sont récoltés avec un écouvillon [29]. 
 
Lorsque la méthode de dépôt et de récolte des échantillons adéquate est trouvée et 
adaptée, la reconstitution des échantillons est évaluée. Une quantité connue de solution 
contaminante est déposée puis est récoltée sans effectuer un cycle de lavage.  Ceci 
permet de savoir si la méthode de récolte des échantillons est efficace. Le taux de 
recouvrement des échantillons est calculé afin de connaître l’erreur susceptible d’intervenir 
lors des analyses. 
 
Par la suite, plusieurs cycles de lavage sont effectués afin de déterminer lequel sera utilisé 
pour la qualification. 

2.2 Qualification du lyophilisateur 

Le protocole concernant le plan de la qualification du lyophilisateur rédigé pour la 
pharmacie du CHUV se trouve dans l’annexe 2. 

2.2.1 Cleaning-in-place (CIP) 

Dix-huit plaques en inox sont contaminées par une solution de lactose monohydraté 
(Hänseler AG, Herisau, Suisse) préalablement préparée (concentration de 68.75 g/l). Les 
plaques sont placées dans l’étuve puis un gramme de la solution est prélevé à l’aide d’une 
seringue et déposé sur chaque plaque. L’étuve est programmée pour une nuit environ à 
85-90°C afin d’évaporer le solvant et d’obtenir un résidu de lactose sur les plaques.  
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Calcul de la concentration en ppm  C de la solution de lactose monohydraté (C12H22O11*H2O) à 
68.75 g/l de lactose :

  gPM ohydratélactoseMon 36018)16*11()1*22()12*12(   

ppmClmglg

gmgm

gmgm

carbonelactose

carbonelactose

500'27/500'27/5.27

5.27
360

144*75.68
75.68

14412*12360







 

 

Calcul de la quantité de lactose déposé sur les plaques (1g de solution équivalent à 1 ml) : 

gmgmmlV carboneohydratélactoseMonsolution

33 10*5.2710*75.681  
 

 

Les plaques sont disposées dans le lyophilisateur et un cycle de lavage est effectué. Le 
temps de lavage est réduit par rapport au lavage effectué en routine afin de se situer dans 
un « worst-case » (cela signifie que les conditions choisies représentent un cas en mode 
dégradé par rapport aux conditions normales en routine).  
 
Les échantillons sont reconstitués afin d’effectuer des analyses TOC (Total Organic 
Carbon). Des tubes en verre de 40 ml sont utilisés et remplis avec de l’eau hautement 
purifiée. 
La température et la pression sont également mesurées durant le cycle de lavage à l’aide 
d’une sonde ayant douze thermocouples (sonde pieuvre, Metrolog, France). 
 
Selon la Pharmacopée Européenne 6.0, les valeurs des analyses TOC doivent être 
inférieures à 0.5 ppm. Les essais sont effectués en triplicat pour des raisons 
réglementaires et afin de vérifier la reproductibilité du lavage. 
 

Après reconstitution des échantillons dans les tubes TOC contenant 40 ml d’eau hautement 

purifiée et si tout le lactose déposé reste sur les plaques en inox : 

ppmClmgcmggm ppmCcarbone 5.687/5.687
04.0

5.27
5.2710*5.27 3  

 

Les spécifications étant de 0.5 ppmC, il y a réduction d’un peu plus de 3 logs. 

 

Le protocole concernant la qualification du CIP rédigé pour la pharmacie du CHUV se 
trouve dans l’annexe 3. 

2.2.2 Sterilization-in-place (SIP) 

Selon la Pharmacopée Européenne 6.0 (chapitre 5.1.2), des languettes de spores de 
Bacillus stearothermophilus (ATCC 7953, Raven, Mecolab, n° de lot : 3169531) sont 
disposées dans le lyophilisateur pour la qualification de la stérilisation par la vapeur. 
 

 caractéristiques des spores de Bacillus stearothermophilus: 
o population : 2.3*106 spores par languette 
o valeur D121 : 1.9 minutes 
o valeur Z : 10 °C 
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Selon la Pharmacopée Européenne 6.0, la valeur D représente le temps nécessaire pour 
que la population initiale de spores soit réduite de 10%. La valeur Z représente le nombre 
de degrés nécessaires pour modifier la valeur D d’un facteur 10 [31]. 
La valeur F0 représente le temps équivalent en minutes à une stérilisation effectuée à 
121.1 °C [31]. Cette valeur peut être calculée après mesure de la température par douze 
sondes disposées dans le lyophilisateur durant le cycle de stérilisation et après analyse 
grâce au programme informatique (STLGWin, version 2.8, 2007, Metrolog, France) 
dirigeant les sondes. 
 
Pour la qualification du SIP, douze indicateurs biologiques sont disposés dans le 
lyophilisateur. Chaque indicateur biologique est associé à une sonde de température. 
Les indicateurs biologiques sont ensuite mis à incuber dans un milieu de culture modifié 
(modified Tryptic Soy Broth, Raven, Mecolab, n° de lot : 000211) à 60°C et observés après 
24 et 48 heures. Les essais sont effectués en triplicat pour satisfaire aux exigences 
réglementaires et afin de vérifier la reproductibilité de la stérilisation. 
Les indicateurs biologiques doivent être négatifs afin de satisfaire aux exigences de la 
Pharmacopée Européenne 6.0 (chapitre 5.1.2) et la valeur spécifiée de F0 cumulé doit être 
atteinte (en l’occurrence, 18 minutes au minimum) [30]. Le temps de stérilisation est réduit 
de 10% par rapport aux conditions en routine. 
 
Chaque cycle de stérilisation est effectué après un cycle de lavage afin de se trouver dans 
les conditions les plus proches de la routine. 
 
Le protocole concernant la qualification du SIP rédigé pour la pharmacie du CHUV se 
trouve dans l’annexe 4. 

2.3 Validation du remplissage aseptique 

La validation du remplissage aseptique concerne toutes les étapes conduisant au 
chargement du lyophilisateur. Le lavage et dépyrogénéisation (220°C pendant 2 heures) 
des flacons, le transfert des flacons de la laverie en zone aseptique, le remplissage des 
flacons, le chargement du lyophilisateur avec les flacons, le bouchonnage,… font partie de 
la validation du remplissage aseptique [16].  
Un milieu de culture (Media-fill, Trypcase Soy Bouillon EP/USP, Biotest) est utilisé pour 
remplir les flacons. Ce milieu de culture doit être qualifié avant utilisation. Un essai de 
fertilité est fait selon la Pharmacopée Européenne 6.3 (chapitre 2.6.1). 
 
Tout d’abord, les flacons sont lavés à la machine-à-laver puis dépyrogénéiser à l’étuve 
dans le local de la laverie n° 569. Ils sont ensuite mis dans des boîtes métalliques puis 
dans des doubles emballages afin de permettre leur transfert dans le local n°562 via des 
sas. 
Les flacons sont remplis avec un milieu de culture à l’aide d’une pompe de remplissage 
(Repeater Pomp, Baxa, Düsseldorf, Allemagne). Ensuite, les flacons sont chargés dans le 
lyophilisateur. Les flacons utilisés sont des flacons en verre incolore, de type borosilicaté. 
Selon la Pharmacopée Européenne 6 (chapitre 3.2.1), ce type de verre est requis pour  les 
préparations injectables. De plus, ce type de verre a une forte résistance chimique et aux 
chocs thermiques [32]. Les flacons utilisés lors d’un cycle de lyophilisation doivent avoir un 
fond très plat afin de favoriser les échanges thermiques entre la solution à lyophiliser et les 
plateaux [4]. 
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Une simulation de l’étape critique est effectuée en faisant le vide dans la cuve et en le 
cassant trois fois de suite, tout en restant à température ambiante [10]. Certains flacons 
remplis avec le milieu de culture ne sont pas disposés dans le lyophilisateur afin de 
pouvoir déterminer, en cas de contamination, si celle-ci provient d’une étape précédant le 
chargement du lyophilisateur ou si elle est apparue lors de l’étape de simulation dans le 
lyophilisateur. La simulation en cassant le vide plusieurs fois représente une étape critique 
lors de la lyophilisation pouvant conduire à une contamination. En effet, comme mentionné 
lors de la description de la  lyophilisation, la pression à l’intérieur du lyophilisateur varie 
durant le cycle [4]. 
 
Les flacons contenant le milieu de culture sont incubés 7 jours à 20-25 °C puis 7 jours à 
30-35 °C et observés les jours ouvrables [10]. 
 
La validation du remplissage aseptique est effectuée avec des flacons de 50 ml et avec 
des flacons de 3 ml. Les essais sont faits en triplicat (trois essais avec les flacons de 50 ml 
et trois essais avec les flacons de 3 ml).  
160 flacons par lot de 50 ml sont préparés. 38 flacons sont disposés par plateau dans la 
cuve et 8 flacons sont gardés hors du lyophilisateur. 
La taille des lots préparés avec les flacons de 3 ml est de 296 flacons. 72 flacons sont 
disposés sur chaque plateau, 8 flacons étant gardés hors du lyophilisateur. 
Selon les PIC/S, le nombre de flacons pour chaque lot de validation étant inférieur à 3000 
unités, aucune contamination ne doit être détectée [10]. 
 
Le protocole concernant la validation du remplissage aseptique du lyophilisateur rédigé 
pour la pharmacie du CHUV se trouve dans l’annexe 5. 
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3 RESULTATS 

3.1 Phase de développement pour la qualification du CIP (cleaning-in-
place) 

Dans le cas de la qualification du lavage du lyophilisateur, les eaux de rinçage ne peuvent 
pas être récoltées suite au fait qu’il n’y a pas de robinet permettant de prélever l’eau de 
rinçage au moment de l’écoulement.  
Il a été décidé d’utiliser des plaques en inox contaminées par la solution de lactose afin de 
pouvoir facilement sécher le lactose sur les plaques en les mettant à l’étuve.  
 
Taux de recouvrement des échantillons : 
Le tableau ci-dessous regroupe les résultats concernant la reconstitution des échantillons 
des plaques n’ayant pas été disposées dans le lyophilisateur afin de déterminer le taux de 
recouvrement. 
 
Tableau 2: résultat de la reconstitution des échantillons 

 
valeur attendue 

[ppmC] 
valeur mesurée 

[ppmC] 
Taux de recouvrement 

 [%] 

solution-mère de lactose 27500 29260  106.4% 

eau hautement purifiée <0.5 <0.2   

plaque 3 712 662 93.0% 

plaque 4 705 748 106.0% 

plaque 5 706 704 99.7% 

plaque 6 698 675 96.7% 

plaque 7 699 646 92.4% 

plaque 8 695 636 91.5% 

plaque 9 692 664 95.9% 

plaque 10 698 678 97.2% 

plaque 11 688 661 96.0% 

plaque 12 697 656 94.1% 

plaque 13 691 670 97.0% 

plaque 14 700 690 98.6% 

plaque 15 692 660 95.3% 

plaque 16 (blanc) <0.5 <0.2   

plaque 17 (blanc) <0.5 <0.2   

plaque 18 (blanc) <0.5 0.3   

 
La valeur attendue n’est pas toujours de 687.5 ppmC, car la masse exacte de solution de 
lactose déposée sur les plaques en inox varie entre les différents échantillons. 
Le taux de recouvrement des échantillons est compris entre 91.5 et 106.4 %. 
 
Analyses TOC: 
Ensuite, un cycle de lavage (un seul cycle de rinçage/drainage) est effectué avec dix-huit 
plaques dans le lyophilisateur. Les résultats des analyses TOC (Total Organic Carbon) et 
les observations visuelles se trouvent dans le tableau 3. 
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Tableau 3: Résultats des échantillons concernant le premier essai de lavage avec les plaques en 
inox 

 
Selon les observations visuelles, sept échantillons présentent des résidus. Selon les 
analyses TOC, quatre échantillons ont des résultats hors des critères d’acceptation. 
 
Disposition des plaques en inox dans le lyophilisateur : 
Les figures ci-dessous montrent la disposition des plaques sur les plateaux (vus d’en-
haut), dans la cuve du lyophilisateur. La plaque 17 se trouve fixée à l’envers en haut, à 
l’avant de la cuve. Les plaques numérotées en rouge ont des résultats concernant les 
analyses TOC supérieurs aux spécifications.  
 

                
Figures 8, 9, 10 et 11: disposition des plaques sur les plateaux (de gauche à droite) : le plateau 
supérieur, le deuxième plateau, le troisième plateau et le plateau inférieur  

Critères d'acceptation: Teneur en carbone résiduel: ≤ 0.5 ppmC 

Échantillon teneur en carbone [ppm] observation visuelle 

plaque 1 1.7 petites taches visibles 

plaque 2 0.5 petites taches visibles 

plaque 3 <0.2 rien 

plaque 4 0.3 petite tache 

plaque 5 29.8 tache d'apparence collante 

plaque 6 39.7 présence visible de lactose 

plaque 7 <0.2 rien 

plaque 8 <0.2 rien 

plaque 9 0.3 rien 

plaque 10 <0.2 rien 

plaque 11 0.5 petite tache 

plaque 12 <0.2 rien 

plaque 13 3.9 petites taches visibles 

plaque 14 <0.2 rien 

plaque 15 <0.2 rien 

plaque 16 <0.2 rien 

plaque 17 <0.2 rien 

plaque 18 <0.2 rien 

eau hautement purifiée <0.2  -   

solution-mère de lactose 26340  -   
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Un rapport concernant la phase de développement a été rédigé. Il se trouve dans l’annexe 
6.  

3.2 Qualification du lyophilisateur 

3.2.1 Cleaning-in-place (CIP) 

Observations visuelles et analyses TOC : 
Le tableau ci-dessous contient les observations visuelles des plaques avant la 
reconstitution des échantillons ainsi que les résultats des analyses TOC (Total Organic 
Carbon) des trois cycles de lavage de la qualification du CIP. 
 

Tableau 4: Résultat des analyses TOC des échantillons pour les cycles de qualification du CIP 

 
Critères d'acceptation: Teneur en carbone résiduel: ≤ 0.5 ppmC 

 

 ESSAI 1 ESSAI 2 ESSAI 3 

échantillon 
observation 

visuelle 
ppmC 

observation 
visuelle 

ppmC 
observation 

visuelle 
ppmC 

plaque 1 rien 0.5 rien 0.4 rien <0.2 

plaque 2 lactose visible 71.8 lactose visible 110 lactose visible 12.6 

plaque 3 rien 0.9 tache 26.8 petite tache 1.2 

plaque 4 tache 0.8 rien 0.4 tache 1.5 

plaque 5 tache 1.8 rien 0.4 rien 0.6 

plaque 6 rien <0.2 tache 0.3 tache 10.2 

plaque 7 tache 44.1 rien 1.8 ou 16 rien <0.2 

plaque 8 rien <0.2 rien <0.2 rien <0.2 

plaque 9 rien 0.7 rien <0.2 rien <0.2 

plaque 10 rien <0.2 rien <0.2 rien <0.2 

plaque 11 rien 0.3 rien 0.2 rien <0.2 

plaque 12 rien <0.2 rien 0.2 rien 0.5 

plaque 13 rien <0.2 rien <0.2 rien 0.5 

plaque 14 rien <0.2 rien 0.5 rien <0.2 

plaque 15 rien 0.3 rien 0.2 rien <0.2 

plaque 16 lactose visible 259 tache 8.5 ou 8.7 lactose visible 140 

plaque 17 rien 0.5 rien 0.8 rien <0.2 

plaque 18 rien <0.2 rien <0.2 rien <0.2 

eau 
hautement 
purifiée 

 0.2 
 

<0.2 
 

<0.2 

solution-
mère de 
lactose 

 23600 
 

20440 
 

24074 

 
Si la plaque conserve l’entier du résidu de lactose, la valeur attendue après dilution dans 
40 ml d’eau hautement purifiée est de 687.5 ppmC. Les critères d’acceptation étant 
d’obtenir une valeur de 0.5 ppmC, une réduction de 3 logs doit être observée. 
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Selon les observations visuelles, lors de l’essai 1, cinq échantillons présentent des résidus 
de lactose. Lors de l’essai 2, quatre échantillons en présentent et lors de l’essai 3, cinq 
échantillons. 
 
Selon les analyses TOC, sept échantillons lors de l’essai 1 ont des résultats supérieurs 
aux critères d’acceptation. Lors de l’essai 2, cinq échantillons et lors de l’essai 3, six 
échantillons ont des résultats hors spécifications. 
 
Disposition des plaques en inox dans le lyophilisateur: 
Les figures ci-dessous représentent la disposition des plaques en inox sur les plateaux du 
lyophilisateur (vus d’en-haut). La plaque n°1 se trouve devant en haut, à l’envers. 
Les plaques numérotées en rouge ont des résultats concernant les analyses TOC 
supérieurs aux spécifications. 
 

    
Figures 12, 13, 14 et 15: disposition des plaques sur les plateaux (de gauche à droite) : le plateau 
supérieur, le deuxième plateau, le troisième plateau et le plateau inférieur 
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Température et pression dans le lyophilisateur durant le lavage: 
Le graphe suivant présente la température et la pression  durant un cycle de lavage (essai 
1). Les graphes des essais 2 et 3 se trouvent dans le rapport de qualification (PQ) du 
lyophilisateur (annexe 7). 
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Figure 16: Graphe de la température et de la pression en fonction du temps durant le CIP (essai 1) 
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Le graphe suivant présente un agrandissement de la partie concernant la phase de lavage 
proprement dite, c’est-à-dire les deux cycles de rinçage/drainage durant l’essai n°1. 
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Figure 17: agrandissement du graphe de la température et de la pression en fonction du temps 
durant les deux cycles de rinçage/drainage (essai 1) 
 

La température varie durant le cycle de lavage en fonction des différentes phases du 
cycle, avec un maximum lors de la deuxième phase de rinçage à 67.7°C. 
 
Disposition des sondes de mesure de la température et de la pression : 
Les figures 18 à 21 montrent la disposition des sondes de mesures de la température et 
de la pression lors des cycles de lavage pour la qualification du CIP sur les plateaux (vus 
d’en haut) du lyophilisateur.  
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Figures 18, 19, 20 et 21 : disposition des sondes de température sur les plateaux (de gauche à 
droite) : le plateau supérieur, le deuxième plateau, le troisième plateau et le plateau inférieur. La 
pression est mesurée au niveau du corps de la sonde. 

                               
Résultats de la qualification : 
Le tableau ci-dessous résume les résultats obtenus concernant la qualification du CIP. Il 
contient toutes les informations obtenues durant la qualification ainsi que le résultat de la 
conformité ou pas de celle-ci. 
 
Tableau 5: Résumé des résultats concernant la qualification du CIP 

 
Mesure 

 
Principaux résultats Conformité 

Température maximum :  
- essai 1 : 67.7 °C 
- essai 2 : 67.6 °C 
- essai 3 : 68.2 °C 

 (cf figures 16 et 17) 

conforme 

Pression (cf figures 16 et 17) 
 

conforme 

Observations visuelles nombre de plaques présentant des 
résidus de lactose : 

- essai 1 : 5 plaques 
- essai 2 : 4 plaques 
- essai 3 : 5 plaques 

(cf tableau 4) 

non-conforme 

TOC nombre d’échantillons ayant une valeur 
supérieure à 0.5 ppmC : 

- essai 1 : 7 échantillons 
- essai 2 : 5 échantillons 
- essai 3 : 6 échantillons 

(cf tableau 4) 

non-conforme 

 
La qualification du CIP est non-conforme. 
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Palette d’observation visuelle de concentration : 
Afin d’éviter de devoir effectuer de nombreuses et coûteuses analyses TOC (Total Organic 
Carbon), une palette de concentrations est effectuée afin d’obtenir des résultats 
visuellement. Le document contenant toutes les informations concernant la palette 
d’observation visuelle de concentrations se trouve dans l’annexe 8. 
 
Recherche des causes de la non-conformité rencontrée lors de la qualification du 
CIP : 
Les résultats des hypothèses concernant la non-conformité du CIP se trouvent dans le 
tableau ci-dessous.  
 
Tableau 6: Présentation des résultats suite à l’investigation des problèmes rencontrés lors de la 
qualification du CIP 

 

Problème 
Certaines plaques en inox contaminées par la solution de lactose 
disposées dans le lyophilisateur lors d’un cycle de lavage présentent 
encore des résidus de lactose après le lavage. 

Hypothèse Hypothèse 1 : la 
disposition des 
plateaux n’était pas 
adaptée 

Hypothèse 2 : la 
sonde gênait le 
lavage 

Hypothèse 3 : le temps de 
lavage était trop court 

Résolution du 
problème 

La hauteur des 
plateaux est modifiée. 

La sonde est 
enlevée. 

Le temps de lavage est 
prolongé (3 cycles de 
rinçage/drainage au lieu de 
2). 

Observation 
visuelle des 
plaques 
disposées 
dans le 
lyophilisateur 
lors du lavage 

n°3 et 6 : petite tache 
n°12, 15 et 16 : 
lactose visible 

n°2 : lactose 
visible 
n°3 et 4 : tache 
d’aspect collant 
n°5 : faible tache 
n°16 : lactose 
visible 

- 1er essai : 
n°2, 3 et 7 : petites taches 
n°12 et 16 : tache d’aspect 
collant 
 

- 2ème essai : 
n°2 : lactose visible 
n°3 et 4 : traces de lactose 
n°12 : tache d’aspect 
collant 
n°16 : lactose visible 

 
Un problème est survenu lors de la vérification de l’hypothèse 1. Pour déplacer les 
plateaux, le corps de la sonde a été posé au-dessus du plateau supérieur. Lors du cycle 
de lavage, les plateaux sont descendus probablement à cause du poids du corps de la 
sonde. Le lavage en modifiant la hauteur des plateaux et sans la sonde n’a pas été 
effectué en raison des résultats obtenus précédemment qui démontrent que les plaques 
situées sur le plateau inférieur ont des résidus de lactose importants.  



Sarah Cardoso                                                                                                 Travail Personnel de Recherche   
Université de Genève                                                                                                    22 février – 04 juin 2010                             

                                                                                                                                                   

Qualification d’un lyophilisateur et validation du remplissage aseptique 23 

3.2.2 Sterilization-in-place (SIP) 

Indicateurs biologiques : 
Lors des trois cycles de stérilisation effectués pour la qualification du SIP, tous les 
indicateurs biologiques sont négatifs. La photographie ci-dessous montre un tube rempli 
de milieu de culture modifié contenant une languette disposée dans le lyophilisateur lors 
d’un cycle de stérilisation ainsi qu’un autre tube rempli de milieu de culture contenant une 
languette non disposée dans le lyophilisateur lors d’un cycle de stérilisation (témoin 
positif). Les tubes positifs deviennent jaunes, alors que les tubes négatifs restent violets. 
 

 
Figure 22: Milieux de culture modifiés contenant une languette  

de spores de Bacillus stearothermophilus 
à gauche : négatif  à droite : positif 
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Température et pression dans le lyophilisateur durant la stérilisation : 
Le graphe suivant montre la température et la pression durant la stérilisation lors du cycle 
n°1 effectué pour la qualification du SIP. Les graphes des essais n°2 et 3 se trouvent dans 
le rapport de qualification du lyophilisateur (annexe 7). 
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Figure 23: Graphe de la température et de la pression en fonction du temps au cours du cycle de 
stérilisation (essai n°1)  

 

La figure 24 représente un graphe de la température au cours de la phase de stérilisation 
uniquement, lors d’un cycle de stérilisation (essai n°1). Les graphes correspondant aux 
essais n°2 et 3 se trouvent dans le rapport de qualification du lyophilisateur (annexe 7). 
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Figure 24: Graphe de la température en fonction du temps lors de la phase de stérilisation 
uniquement (essai 1) 

 

La température est similaire pour toutes les sondes de mesures et atteint 122.6 °C durant 
la phase de stérilisation de 18 minutes. 
 
Disposition des indicateurs biologiques et des sondes de mesures : 
Les figures ci-dessous représentent la disposition des sondes de mesures de la 
température et de la pression ainsi que la disposition des indicateurs biologiques (chacun 
est associé à une sonde) sur les plateaux (vus d’en-haut) dans le lyophilisateur. 

 

    
Figures 25, 26, 27 et 28: disposition des sondes de température et des indicateurs biologiques sur 
les plateaux (de gauche à droite) : le plateau supérieur, le deuxième plateau, le troisième plateau 
et le plateau inférieur. La pression est mesurée au niveau du corps de la sonde. 
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F0 : 
Le F0 a été calculé à l’aide du programme informatique StlgWin (programme informatique 
commandant les sondes de mesures de la température et de la pression).  
 
Tableau 7: F0 pour chaque cycle lors des trois cycles de stérilisation pour la qualification du SIP 

F0 minimal attendu : 18 minutes 

 
F0 [min] 

n° de la sonde 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

SIP1 28.9 29.1 28.9 28.8 28.7 29.2 28.7 29.1 28.9 28.8 28.9 28.6 

SIP2 28.7 28.9 28.7 28.6 28.5 28.8 28.5 28.8 28.7 28.6 28.7 28.3 

SIP3 27.6 27.8 28 27.5 27.4 27.7 27.4 27.6 27.5 27.5 27.6 27.2 

 
Résultats de la qualification : 
Le tableau ci-dessous résume les principaux résultats concernant la qualification du SIP. 
La conformité de la qualification peut en être déduite. 
 
Tableau 8: Résumé des principaux résultats concernant la qualification du SIP 

Mesure 
 

Principaux résultats 
 

Conformité 

Indicateurs 
biologiques 

pas de croissance conforme 

Température - cycle 1 :  
maximum : 122.6 °C 
minimum pendant la phase de stérilisation : 120.8 °C 

- cycle 2 : 
maximum : 122.6 °C 
minimum pendant la phase de stérilisation : 121. 0 °C 

- cycle 3 :  
maximum : 122.6 °C 
minimum pendant la phase de stérilisation : 120.9 °C 
(cf figures 23 et 24) 

conforme 

Pression (cf figure 23) 
 

conforme 

F0 cycle 1 : entre 28.6 et 29.1 minutes  
cycle 2 : entre 28.3 et 28.9 minutes    
cycle 3 : entre 27.2 et 28 minutes    
(cf tableau 7)      

conforme 

 
La qualification du SIP est conforme. 

 

 
Le rapport concernant la qualification du lyophilisateur rédigé pour la pharmacie du CHUV 
se trouve dans l’annexe 7. Il contient les données concernant le CIP ainsi que le SIP. 
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3.3 Validation du remplissage aseptique 

Résultats des flacons de Media-fill : 
Le tableau ci-dessous résume tous les résultats concernant la validation du remplissage 
aseptique. Il contient les résultats des flacons de 50 ml remplis avec 30 ml de milieu de 
culture ainsi que les résultats des flacons de 3 ml remplis avec 2 ml de milieu de culture. 
 
Tableau 9: Résumé des observations des flacons de Media-fill pour la validation du remplissage 
aseptique du lyophilisateur 

 volume 
des 

flacons 
[ml] 

essai 
n° 

disposition des 
flacons 

nombre de 
flacons 

conformes 

nombre de 
flacons 

non-
conformes 

Résultat de 
l’étude 

50 

1 

hors lyophilisateur 8 0 

conforme  

1er plateau 37 0 

2ème plateau 38 0 

3ème plateau 38 0 

4ème plateau 38 0 

2 

hors lyophilisateur 8 0 

1er plateau 38 0 

2ème plateau 37 0 

3ème plateau 38 0 

4ème plateau 32 0 

3 

hors lyophilisateur 8 0 

1er plateau 38 0 

2ème plateau 38 0 

3ème plateau 38 0 

4ème plateau 38 0 

3 

1 

hors lyophilisateur 9 0 

conforme 

1er plateau 72 0 

2ème plateau 72 0 

3ème plateau 72 0 

4ème plateau 72 0 

2 

hors lyophilisateur 11 0 

1er plateau 72 0 

2ème plateau 72 0 

3ème plateau 72 0 

4ème plateau 72 0 

3 

hors lyophilisateur 11 0 

1er plateau 72 0 

2ème plateau 72 0 

3ème plateau 72 0 

4ème plateau 72 0 

 
La validation du remplissage aseptique est conforme. 
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Lors du premier lot avec les flacons de 50 ml, un flacon a été mal bouchonné. Il a été 
retiré du lot. 
Lors du deuxième lot avec les flacons de 50 ml, 6 flacons se sont cassés dans le 
lyophilisateur. Un flacon a été mal bouchonné. Il a été retiré du lot. 
Les flacons retirés des lots n’ont pas été pris en compte pour la validation. 
 
Le septième jour d’incubation du troisième lot des flacons de 3 ml, une contamination a 
été observée. Une investigation a été faite afin de connaître la nature de cette 
contamination qui est en réalité une particule inerte (cf. chapitre 4.3, p.34).  
 
Les figures ci-dessous représentent les flacons utilisés pour la validation du remplissage 
aseptique. L’image de droite représente un flacon de 50 ml remplis avec 30 ml de milieu 
de culture, l’image de gauche un flacon de 3 ml rempli avec 2 ml de milieu de culture. 
 

                 
Figure 29: flacon de 50 ml                               Figure 30: flacon de 3 ml 

                       
Le rapport concernant la validation du remplissage aseptique du lyophilisateur rédigé pour 
la pharmacie du CHUV se trouve dans l’annexe 9. 
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4 DISCUSSION  

4.1 Phase de développement pour la qualification du CIP (cleaning-in-
place) 

Le lactose est un diluant souvent utilisé dans les préparations lyophilisées [33] ce qui 
conduit à l’hypothèse qu’il serait possible d’en trouver dans la chambre et sur les plateaux 
du lyophilisateur en cas de projections lors du chargement du lyophilisateur et lors d’un 
cycle de lyophilisation. Le lactose étant un composé facilement oxydable, il peut être 
détecté par la méthode TOC. 
 
Taux de recouvrement des échantillons : 
Il est observé grâce au tableau 2 que la méthode de reconstitution des échantillons est 
une méthode adéquate. Les résultats sont compris entre 91.5 et 106.4 % de 
recouvrement.   
 
Disposition des plaques en inox dans le lyophilisateur : 
Les plaques en inox sont disposées dans le lyophilisateur selon les figures 8 à 11 afin de 
couvrir différents endroits dans le lyophilisateur. Cela permet de déterminer si certains 
points sont mal lavés ou pas. 
 
Analyses TOC : 
Lors du premier lavage effectué avec les dix-huit plaques en inox disposées dans la cuve 
du lyophilisateur, un seul cycle de rinçage/drainage est effectué. Les résultats des 
analyses TOC démontrent que cela n’est pas suffisant, mais que la méthode choisie est 
sensible, car elle permet de mettre en évidence des zones où le lavage ne semble pas 
satisfaisant. 
Il est donc décidé de procéder à la qualification du CIP en effectuant deux cycles de 
rinçage/drainage (trois cycles de rinçage/drainage étant le lavage effectué en routine, 
deux cycles correspondent par conséquent à un « worst-case »). 
 

4.2 Qualification du lyophilisateur 

4.2.1 Cleaning-in-place (CIP) 

Observations visuelles et analyses TOC : 
Il est observé que la cuve est humide après chaque cycle de lavage. Même un temps de 
séchage prolongé ne résout pas le problème. Après plusieurs essais, il a pu être observé 
que la cuve ne peut être séchée qu’en effectuant un cycle de stérilisation après chaque 
cycle de lavage. Malgré le fait que la cuve soit humide après un cycle de lavage, la cuve 
est visuellement propre. Cependant, le fond de la cuve en particulier présente une 
étendue d’eau. Il peut être supposé qu’un risque non négligeable de prolifération de micro-
organismes dans l’eau stagnante est possible. Pour cette raison, un cycle de lavage est 
toujours suivi d’un cycle de stérilisation afin de sécher totalement la cuve du lyophilisateur.  
 
Lors des trois essais effectués pour la qualification du CIP, certaines plaques présentent 
des résidus de lactose visible à l’œil nu. La présence de lactose est confirmée par les 
analyses TOC qui conduisent à des valeurs supérieures à la limite de 0.5 ppmC. Les 



Sarah Cardoso                                                                                                 Travail Personnel de Recherche   
Université de Genève                                                                                                    22 février – 04 juin 2010                             

                                                                                                                                                   

Qualification d’un lyophilisateur et validation du remplissage aseptique 30 

plaques présentant des résidus de lactose sont identiques lors des trois essais. Ce sont 
les plaques disposées sur le plateau supérieur ainsi qu’une plaque sur le plateau inférieur, 
au centre à droite. 
Les taux de recouvrement calculés précédemment ne permettent pas d’expliquer les 
valeurs largement supérieures à 0.5 ppmC. De plus, les observations visuelles et les 
analyses TOC sont corrélées et permettent de se confirmer l’une avec l’autre. 
 
Disposition des buses dans le lyophilisateur : 
La disposition des seize buses du lyophilisateur est étudiée. Huit buses se trouvent à 
gauche et à droite des plateaux, selon la même disposition. De chaque côté, trois buses 
fixées horizontalement permettent de laver la surface des plateaux et les autres buses 
sont orientées de biais (vers le haut ou vers le bas). Le nombre de plateaux étant de 
quatre, il aurait été judicieux d’avoir quatre buses fixées horizontalement afin d’avoir une 
buse horizontale en face de chaque plateau après, éventuellement, avoir changé leur 
hauteur. 
La photographie ci-dessous permet de visualiser les buses à l’entrée droite de la cuve du 
lyophilisateur.  

 
Figure 31: buses situées à l’avant de la cuve du lyophilisateur  

 
Température et pression dans le lyophilisateur durant le lavage : 
Les figures 16 et 17 représentent la température dans la chambre durant le cycle de 
lavage de l’essai n°1 réalisé pour la qualification. Les différentes phases du cycle sont 
identifiables. Tout d’abord, la température augmente jusqu’à 66.1 °C durant le premier 
rinçage. Elle diminue ensuite durant la phase de drainage jusqu’à 56.1 °C. Le deuxième 
rinçage permet d’augmenter la température dans la cuve jusqu’à 67.7°C. Durant le 
deuxième drainage suivi du séchage, la température diminue progressivement 
uniformément dans toute la cuve. Les températures mentionnées sont les valeurs 
maximales mesurées durant la phase respective du lavage.  
L’eau hautement purifiée est chauffée à 80°C avant d’être projetée dans le lyophilisateur. 
Néanmoins, cette température n’est pas atteinte lors du cycle de lavage dans la chambre. 
Les sondes mesurent la température dans l’air et pas la température de l’eau proprement 
dite à moins que de l’eau gicle la sonde. Il serait intéressant de pouvoir mesurer la 
température de l’eau à la sortie des buses. Il y a également un effet d’inertie dû au 
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réchauffement des conduites inox du CIP et de la cuve qui se trouvent à température 
ambiante au début du cycle. 
 
Malgré cela, une faible corrélation entre la température et les zones moins bien lavées a 
été observée. En effet, les sondes fixées sur le plateau supérieur mesurent une 
température légèrement plus basse de 5° C environ que les autres sondes. Les plaques 
fixées sur ce plateau présentent des résultats des analyses TOC supérieurs aux valeurs 
de 0.5 ppmC. De plus, il est observé qu’aucune buse horizontale n’est disposée de 
manière à projeter de l’eau sur ce plateau. Cependant, concernant la plaque n°16 
présentant le plus de résidus de lactose, aucune corrélation ne peut être faite, aucune 
sonde de mesure de la température n’ayant été disposée à proximité. 
 
Les figures 16 et 17 représentent la pression dans la chambre durant le cycle de lavage. 
Durant les deux cycles de rinçage/drainage, la pression dans la chambre est semblable à 
la pression atmosphérique (environ 950 mb). Ensuite, il est observé une diminution de la 
pression. Cela correspond au début de la phase de séchage. A ce moment, la 
température mesurée par les sondes diminue. 
 
Résultats de la qualification : 
Les résultats concernant la qualification du CIP conduit à la non-conformité de celle-ci. En 
effet, lors de l’observation visuelle des plaques, des résidus de lactose sont visibles ce qui 
est confirmé ensuite par les analyses TOC.  
 
Recherche des causes de la non-conformité rencontrée lors de la qualification du 
CIP : 
Une investigation des problèmes est faite. Plusieurs hypothèses peuvent être émises afin 
d’expliquer pourquoi certaines plaques présentent des résidus de lactose.  
 

1. Premièrement peut-être que la hauteur des plateaux n’était pas adéquate. En effet, 
les plateaux peuvent être déplacés pour permettre le bouchonnage des flacons lors 
d’un cycle de lyophilisation.  
 

2. Deuxièmement, peut-être que le corps ainsi que les fils de la sonde mesurant la 
température et la pression gênait le lavage.   
 

3. Troisièmement, l’hypothèse la plus probable, peut-être que le temps de lavage était 
trop court. En effet, il est observé grâce aux figures 16 et 17 (graphes de la 
température en fonction du temps au cours du cycle de lavage) que la température 
dans la cuve augmente en fonction du temps et en fonction du nombre de cycle de 
rinçage/drainage. Peut-être que si un troisième cycle de rinçage/drainage est effectué, 
le lavage sera plus efficace.  

 
Palette d’observation visuelle de concentrations : 
Dans la littérature, il est mentionné que l’évaluation du lavage peut également être 
réalisée visuellement tout en ayant des résultats satisfaisants [34]. Pour cette raison et 
pour des soucis d’économies, il est décidé de réaliser une palette d’observation visuelle de 
concentrations.  
Des solutions de lactose monohydraté de concentrations croissantes sont préparées puis 
disposées sur les plaques en inox qui sont mises à l’étuve. Des photographies des 
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plaques sont prises afin d’avoir des résultats visuels lors des prochains tests. Les 
échantillons sont ensuite reconstitués dans des tubes en verre de 40 ml afin de les 
analyser par la méthode TOC. 
Il est possible de remarquer que les plaques contaminées avec une solution conduisant à 
une valeur inférieure à la limite de détection (0.5 ppm) après dilution dans 40 ml (après 
reconstitution des échantillons dans les tubes) ont une tache très faible, presque pas 
visible à l’œil nu. Le fait de prendre une photographie avec le flash permet de visualiser la 
présence d’une tache ou pas. 
 
Résultats de l’investigation des causes de la non-conformité du CIP : 
L’investigation des problèmes rencontrés lors de la validation du lavage a conduit aux 
observations suivantes : 
 

1. Un lavage (deux cycles de rinçage/drainage) est effectué en modifiant la hauteur 
des plateaux. Les plaques situées sur les deux plateaux inférieurs contiennent des 
résidus de lactose. Le problème est déplacé aux plateaux inférieurs. 

 
2. Un lavage (deux cycles de rinçage/drainage) est effectué sans la sonde de mesure 

de la température. Aucun changement n’est observé par rapport aux cycles de 
lavage effectués en présence de la sonde. 
 

3. Un lavage plus long (trois cycles de rinçage/drainage) est effectué. Certaines 
plaques présentent des résidus de lactose. Le résultat est confirmé par un second 
lavage de trois cycles.  
Cependant, par manque de temps, les sondes de mesures de la température et de 
pression ne sont pas disposées dans le lyophilisateur lors d’un lavage avec trois 
cycles de rinçage/drainage ce qui ne permet pas de vérifier l’hypothèse 
d’augmentation de la température. 
 

Il est remarqué que deux plaques en particulier (n°12 et 16) sont mal lavées lors des 
différents essais. Cela peut être dû à leur disposition dans le lyophilisateur. La plaque n°12 
se trouve sur le plateau supérieur au fond à droite et la plaque n°16 sur le plateau inférieur 
au milieu à droite. Il est donc constaté un problème de lavage à ces endroits. 

 
L’investigation des problèmes rencontrés lors de la qualification du CIP permet de 
conclure que la cause de la non-conformité provient du nombre et/ou de l’orientation des 
buses du CIP. 
D’autres observations ont été faites lors de cette qualification. En particulier, la cuve d’eau 
hautement purifiée se vide trop rapidement lors d’un cycle de lavage du lyophilisateur en 
mettant en alarme le système de production d’eau. Cela est probablement dû au fait qu’un 
volume d’eau trop grand est injecté dans le lyophilisateur pendant un temps trop court. 
 
Une amélioration du lavage peut être réalisée en augmentant le nombre de buses fixées 
horizontalement ou en équipant le CIP de buses à têtes pivotantes afin de les orienter vers 
les endroits moins bien lavés. De plus, pour éviter la vidange trop rapide de la cuve d’eau 
hautement purifiée, il faudrait équiper le CIP de buses à orifice plus petit afin d’augmenter 
la pression de giclage et de réduire le débit. 
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En attendant que d’autres investigations et modifications sur le lyophilisateur soient 
réalisées, la qualification du CIP est non-conforme. 
 
Observations complémentaires : 
Lors des essais réalisés, un phénomène de corrosion à l’intérieur du lyophilisateur a été 
observé. La figure ci-dessous le représente. 
 

 
Figure 32: conduits à l’intérieur du lyophilisateur présentant un phénomène de corrosion 

 

Ce phénomène est connu sous le nom de « rouging » à cause de l’apparition d’une 
coloration rouge de l’inox [35]. Il est souvent observé lors d’appareillage utilisant de l’eau 
hautement purifiée chauffée ou de la vapeur d’eau. Cela peut induire une dégradation du 
matériel ainsi que la génération de particules [35]. De plus, le fait que la cuve du 
lyophilisateur ne soit pas complètement sèche après un cycle de lavage contribue à 
augmenter le risque de survenue de ce phénomène. Il a également été remarqué dans la 
littérature [36] que le « rouging » peut induire la formation d’un biofilm sur les surfaces 
concernées. Ceci ajouté au risque de prolifération de micro-organismes dans l’eau 
stagnante amène à dire qu’il est absolument nécessaire de procéder à un cycle de 
stérilisation directement après un cycle de lavage.  
Cependant, aucun moyen d’éviter ou de résoudre l’apparition de ce phénomène n’a été 
trouvé dans la littérature. Il est donc difficile de savoir exactement comment éviter la 
survenue de « rouging » sur l’inox.  

4.2.2 Sterilization-in-place (SIP) 

Indicateurs biologiques : 
Tous les indicateurs biologiques ayant été disposés dans la cuve du lyophilisateur et mis à 
incuber étant négatifs, il peut être déduit que la stérilisation de la cuve a bien fonctionné. 
Les indicateurs biologiques ont été disposés dans le lyophilisateur en les laissant dans 
leur emballage. La vapeur devant passer à travers le papier d’emballage pour stériliser les 
indicateurs biologiques, la qualification est réalisée dans des conditions « worst-case ». 
 
Température et pression dans le lyophilisateur durant la stérilisation : 
Les figures 23 et 24 représentant la température en fonction du temps durant le cycle de 
stérilisation montrent que la température requise de 121.1 °C a été atteinte pendant 18 
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minutes au moins. Très peu de variations entre les différentes sondes de mesure de la 
température disposées à différents endroits dans la cuve ont été observées. La 
température est homogène dans la chambre du lyophilisateur. 
 
F0 : 
Le F0 mesuré est compris entre 28.6 et 29.1 minutes pour l’essai 1 (les deux autres essais 
sont semblables). La durée du cycle minimale prédéterminée comme « worst-case » étant 
de 18 minutes, les exigences sont donc remplies. Cela signifie que la durée minimale pour 
effectuer la stérilisation est dépassée.   
 
Résultats de la qualification : 
Ces observations permettent de conclure que la stérilisation s’est déroulée dans de 
bonnes conditions. Tous les critères d’acceptation de la qualification cités dans le 
protocole de qualification du SIP (le protocole du SIP se trouve dans l’annexe 4) ont été 
accomplis.  
 
La qualification du SIP (sterilization-in-place) du lyophilisateur CS15-1 est conforme. 

4.3 Validation du remplissage aseptique 

Résultats des flacons de Media-fill : 
Aucune contamination n’a été détectée lors de la validation du remplissage aseptique 
réalisée avec les flacons de 50 ml. Cette validation est donc conforme.  
Cependant, une déviation a été observée durant cette validation. En effet, six flacons 
disposés sur le plateau inférieur au centre à droite (à proximité d’un montant) se sont 
cassés dans le lyophilisateur durant le bouchonnage des flacons.  
Une investigation est faite concernant l’abaissement des plateaux. Le plateau inférieur est 
fixe, les autres plateaux étant abaissés l’un après l’autre. Cela conduit à penser qu’un 
renforcement du plateau inférieur est nécessaire. En effet, ce plateau n’a pas de support 
au-dessous de lui. Lors de l’abaissement des plateaux afin de permettre le bouchonnage 
des flacons, le plateau inférieur subit une force élevée. N’ayant qu’une paire de montant 
au centre, les deux extrémités du plateau sont sujettes à un voilage ce qui peut conduire à 
l’endommagement du plateau inférieur  et à la casse de flacons. 
 
Lors de la validation réalisée avec les flacons de 3 ml, une contamination a été observée 
au septième jour d’incubation. Tout d’abord, une contamination par une moisissure est 
suspectée. Le flacon contaminé est conservé et incubé avec les autres flacons à 34 °C. 
Cependant, aucune croissance n’est observée jusqu’au quatorzième jour d’incubation et 
aucun autre flacon contaminé n’est observé. Pour ces raisons, une investigation plus 
approfondie quant à la nature de cette contamination est faite. La contamination est 
prélevée à l’aide d’une seringue et déposée sur une lame. Une coloration au bleu de 
lactophénol est réalisée ce qui permet de colorer en bleu les structures des champignons, 
en particulier leurs parois cellulaires [37]. Lors de l’observation microscopique de la 
préparation (grossissement de 40x), aucune structure caractéristique d’une moisissure 
n’est observée. La particule observée est inerte ce qui conduit à rejeter que la 
contamination soit une moisissure. 
Grâce à cette investigation, la validation du remplissage aseptique avec les flacons de 3 
ml est conforme. 
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La validation du remplissage aseptique, du chargement du lyophilisateur et du maintien de 
l’asepsie durant la lyophilisation est conforme.  
 
Cependant, des investigations quant à la provenance de la particule inerte doivent être 
réalisées. Celles-ci ne sont pas effectuées par manque de temps. Mais, l’hypothèse 
concernant un problème durant le lavage des flacons à la machine-à-laver ou lors de leur 
manipulation avant dépôt dans les boîtes métalliques est possible.  
De plus, un filtre hydrophobe utilisé normalement durant un cycle de lyophilisation n’a pas 
pu être mis en place durant la validation, une pièce étant manquante. Le risque de 
contamination particulaire causé par la non-utilisation de ce filtre ne peut pas être négligé. 
 
Un produit lyophilisé contenant une contamination par une particule inerte ne cause pas 
de graves préjudices. En effet, lors de la reconstitution du produit avant administration au 
patient, si une particule est observée, le produit est rejeté et n’est pas administré. 
 
Améliorations à mettre en place pour la prochaine validation : 
Néanmoins, des améliorations possibles pour une prochaine validation sont à évaluer.  
 
Elles sont listées ci-dessous. 

- Le personnel procédant à la validation du remplissage aseptique doit être qualifié et 
son habillement doit être validé. 

- Avant de commencer le remplissage aseptique, lors du lavage des flacons à la 
machine à laver, conserver un nombre de flacons à déterminer afin de pouvoir 
procéder aux tests suivants sur les flacons vide : 

 Test de stérilité selon la Pharmacopée Européenne 6.7, chapitre 2.6.1 

 Essai des endotoxines bactériennes selon la Pharmacopée Européenne 6.7, 
chapitre 2.6.14 (la méthode utilisée au CHUV est la méthode de chromocinétique) 

 Contamination particulaire : particules non visibles selon la Pharmacopée 
Européenne 6.7, chapitre 2.9.19 

- Emballer les boîtes contenant les flacons dans un triple emballage (1er enlevé : 
passage dans le sas de transfert ; 2ème enlevé : passage dans la zone ; 3ème enlevé : 
passage sous le flux laminaire) 

- Utiliser une boîte adaptée aux flacons de 3 ml ou mettre les flacons dans le 
couvercle. (En effet, il a été observé lors du remplissage à l’aide de la pompe qu’il 
était difficile de remplir convenablement les flacons situés à proximité des bords de la 
boîte.) 

- Utiliser un statif inoxydable afin d’éviter le relargage de particules dans la zone 
aseptique. 

- Utiliser un impacteur (appareil « Air idéal », contenant une plaque de sédimentation et 
permettant de filtrer 1000 litres d’air pendant 10 minutes). 

- Utiliser un appareil mesurant le nombre de particules non-viables dans la zone durant 
le travail. 

- Utiliser des géloses de contact pour l’habillage du personnel une fois que le travail est 
terminé. 

- Lors de la mise en incubation des flacons contenant le milieu de culture, il serait 
judicieux d’incuber des témoins positifs en même temps (un témoin contenant une 
moisissure/Aspergillus niger et un témoin contenant des bactéries 
aérobies/Staphylococcus aureus), ceci afin de permettre de prouver que les 
conditions d’incubation sont adéquates. 
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- Lors de l’observation des flacons contenant le milieu de culture, il pourrait être 
judicieux d’avoir une observation réalisée par deux personnes afin d’avoir un contrôle. 
En effet, la particule inerte a été observée après le septième jour ce qui a conduit à 
l’hypothèse d’une contamination par une moisissure. Si la contamination avait été 
observée dès le début de l’incubation, l’hypothèse quant à l’identité de la 
contamination aurait probablement été différente. 

5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Ce travail a permis de constater le temps et les ressources nécessaires à une qualification 
et une validation. La phase de développement a permis de rédiger les protocoles de 
qualification de performance (PQ) pour le CIP et le SIP et de mettre en place un mode 
d’emploi concernant l’utilisation du lyophilisateur pour ces deux systèmes, aucun mode 
d’emploi n’étant disponible. Beaucoup de temps et d’argent sont nécessaires pour les 
qualifications d’équipements déjà coûteux, mais cela est nécessaire afin d’apporter une 
preuve que les systèmes automatiques fonctionnent comme attendu et que les opérations 
manuelles critiques sont réalisées conformément aux BPF. 
 
Bien que le procédé de stérilisation soit conforme, le lavage conduit à une non-conformité. 
La méthode utilisée pour la qualification du lavage est adéquate, car elle s’est révélée 
suffisamment sensible pour mettre en évidence une zone insuffisamment lavée de la cuve. 
De plus, une corrélation entre les observations visuelles et les analyses TOC a pu être 
constatée. Pour cette raison, une palette d’observation visuelle de concentrations est 
réalisée. Un document contenant une corrélation entre des photographies de plaques 
contaminées avec différentes concentrations de lactose et des analyses TOC est rédigé. 
Cela permettra de diminuer les dépenses pour les prochaines qualifications en réduisant 
le recours à des analyses TOC. 
La validation du remplissage aseptique et le chargement du lyophilisateur est conforme. 
Cependant, des tests et essais supplémentaires à réaliser durant la validation ont été 
notés après le début de la validation ce qui n’a pas permis de les y inclure. De plus, des 
améliorations doivent être mises en œuvre pour réduire les risques de contamination lors 
du remplissage et pour faciliter le chargement et le déchargement du lyophilisateur. 
 
Les buts de ce travail ne sont donc que partiellement atteints. Le CIP est toujours non-
conforme malgré les investigations réalisées. Les modifications proposées n’ont pas pu 
être effectuées par manque de temps. Une amélioration du lavage pourrait être de 
changer les buses à l’intérieur du lyophilisateur.  
 
Les perspectives pour l’avenir de l’utilisation du lyophilisateur seraient de procéder à un 
renforcement du plateau inférieur, à la mise à jour du processeur automate et à la 
modification des buses avant de refaire la qualification du CIP. Il pourrait également être 
judicieux de procéder à la calibration des trois sondes permettant de mesurer la 
température dans le produit durant un cycle de lyophilisation. En effet, des différences de  
mesure ont été observées entre ces sondes et les mesures de la sonde pieuvre. 
Une fois les changements effectués et la qualification du CIP conforme, il est conseillé de 
refaire la qualification du SIP. En effet, les BPF recommandent de requalifier l’équipement 
après des modifications de l’équipement.  
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En cas de changement des buses, il est nécessaire de refaire trois cycles de stérilisation 
en présence d’indicateurs biologiques. En effet, les buses sont également utilisées pour 
l’injection de vapeur dans la cuve lors de la stérilisation.  
 
Les documents étant déjà rédigés et la phase de développement étant déjà réalisée, le 
temps pour la mise en place des essais de requalification du lyophilisateur devrait être 
réduit.  
Une fois la qualification de performance (PQ) du lyophilisateur conforme, il est conseillé de 
revalider le remplissage aseptique et le chargement du lyophilisateur en tenant compte 
des nombreuses améliorations mentionnées. Cependant, la validation peut être réalisée 
uniquement avec les flacons de 3 ml, car la Pharmacie centrale du CHUV produit en 
particulier des médicaments lyophilisés dans ce type de flacons. 
 
Une qualification et une validation permettent d’accorder une certaine confiance à la 
performance effective des équipements et des procédés. Cependant, cela ne remplace 
pas les contrôles visuels et mécaniques devant être réalisés après un lavage et une 
stérilisation réalisés avant d’effectuer un cycle de lyophilisation. 
Par la suite, il sera nécessaire de procéder périodiquement à une requalification (PQ) du 
lyophilisateur CS15-1 et une revalidation du remplissage aseptique des flacons et du 
chargement du lyophilisateur dans un souci constant de satisfaire aux bonnes pratiques 
de fabrication et d’obtenir des médicaments de bonne qualité.  
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7 ANNEXES 
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Annexe 5 : Protocole de validation du remplissage aseptique du lyophilisateur CS15-1 (A-
1059) 
Annexe 6 : Rapport de développement 
Annexe 7 : Rapport PQ Lyophilisateur CS15-1 (A-1060) 
Annexe 8 : Palette d’observation visuelle de concentrations 
Annexe 9 : Rapport de validation du remplissage aseptique du lyophilisateur CS15-1 (A-
1062) 
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Annexe 3 : Protocole PQ CIP (Cleaning-in-place) – Lyophilisateur CS15-1 (A-1056) 
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