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e traitement des résultats hors spécification (OOS) en microbiologie différe-t-il des OOS en

physico-chimie ?

Non, méme s’il est plus difficile de définir un résultat OOS en microbiologie et si quelques
particularités existent, la démarche pour les traiter est tres proche. Les quelques différences au niveau de
la démarche portent sur la ré-analyse et/ou le re-controle parfois impossible, sur le fait qu’une
contamination microbiologique par I’environnement de travail ne peut pas étre exclue et que pour
certaines analyses de produits finis comme [’essai de stérilité, la démarche a suivre pour traiter un
résultat OOS est tres précisément décrite dans les Pharmacopées.

Définition

Quelle définition peut-on donner
d’un résultat hors spécification
(OOS) en microbiologie ?

Le guide pour I’industrie de la FDA
(Food and Drug Administration)

« Investigating out of specification
(O0S) test results for
pharmaceutical production » publié
en 2006, donne la définition
suivante : « Tous les résultats
suspects qui ne sont pas conformes
aux spécifications ou aux criteres
d’acceptation établis dans les
dossiers d’enregistrement
(IND,NDA), dans les
Pharmacopées ou par le fabricant
sont des OOS.

En simplifiant, a partir du moment
ou une limite définie (que ce soit
une spécification d’un dossier
d’enregistrement, d une
pharmacopée ou une limite
d’alerte/action) est dépassée sur un
résultat microbiologique, ce résultat

est suspect et il doit y avoir des
investigations sur ce résultat hors
limite pour le confirmer ou
I’invalider en cas d’erreur du
laboratoire de microbiologie
(contamination accidentelle, erreur
de dilution ou de calculs....)

Le terme « hors spécification »
n’est donc pas approprié. Un terme
plus appropri€ serait « résultat hors
limite » que I’on pourrait traduire
en anglais par OOL.

Le terme de OOS, bien qu’étant un
terme anglo-saxon et non approprié
parce que trop restrictif, sera
néanmoins employé ici pour des
raisons d’usage international.

Cette définition va encore plus loin
avec le terme de « suspect ». Est-ce
qu’un résultat hors tendance rentre
dans la définition d’un résultat
OOS ? Prenons I’exemple du suivi
d’une eau pour préparation
injectable conditionnée (produit
fini) par I’essai des endotoxines

bactériennes en méthode
quantitative. Si I’eau PPI est de
bonne qualité, le résultat des
endotoxines bactériennes va donner
un résultat autour de la limite de
quantification de la méthode, par
exemple 0,005 UE ou Ul /mL
pratiquement toute 1’année. La
spécification donnée par les
Pharmacopées (USP et Ph Eur)
pour ce type d’eau est <0,25 UE ou
Ul/mL. Le jour ou le résultat de
I’essai sera 0,10 UE ou UI/mL, il
sera en dessous des spécifications,
mais il sera néanmoins suspect car
hors tendance (OOT) et devra faire
I’objet d’une enquéte comme un
OOS. Avec cet exemple, on peut
remarquer que la valeur du résultat
est relative puisqu’il peut étre OOT
sur un site et non sur un autre.
Domaine d’application :

Cette définition est elle suffisante ?
Non car il faut définir son champ
d’application. Le guide de la FDA



indique un champ d’application tres
large : Principes actifs, excipients,
autres composants (par exemple
contenant primaires), produits finis
et contrdle en cours.

Le domaine d’application doit étre
clairement défini dans la procédure
opératoire de traitement des
résultats OOS.

Est-ce qu’un résultat supérieur a la
limite d’action obtenu sur la
numération des microorganismes
aérobies viables totaux lors du suivi
périodique d’une eau
pharmaceutique est un OOS ? La
réponse a cette premiere question
est oui puisqu’une limite d’action
est définie et la procédure
opératoire du traitement des
résultats OOS doit décrire les eaux
vracs de fabrication dans le champ
d’application.

Par contre si une analyse
microbiologique est réalisée pour
une meilleure connaissance du
produit ou de I’environnement, il ne
faut pas se fixer de limite méme
dite « interne ». Pour ce type
d’analyse le résultat est noté et c’est
I’ensemble des résultats accumulés
pour ce produit qui permettra de
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fixer les futures spécifications ou
limite d’action, si ce parametre
s’avere critique.

De méme, pour un test de
développement, par exemple, la
détermination de la concentration
minimale efficace pour le choix de
conservateur dans la formulation
(essai d’efficacité de la protection
antimicrobienne), on ne déclarera
pas un OOS pour les concentrations
inefficaces. Ces 2 analyses
microbiologiques dans ce contexte
seront hors du champ d’application
de la procédure.

Traitement des résultats hors
spécification :

Enquéte de laboratoire

Dés prise de connaissance d’un
résultat OOS en microbiologie,
I’analyste doit informer son
responsable et enclencher I’enquéte
au niveau du laboratoire pour
déceler une éventuelle erreur de
laboratoire. En microbiologie, avec
les techniques traditionnelles
basées sur la croissance
microbienne, le résultat OOS n’est
déclaré qu’au minimum 5 jours
apres la réalisation de I’analyse, ce
qui ne facilite pas la recherche

d’une erreur de laboratoire. De plus

une ré-analyse pour investigation

est souvent impossible,

I’échantillon prélevé n’étant pas

forcément stable

« microbiologiquement » dans le

temps et une nouvelle opération de

prélevement ne donnera pas
forcément un échantillon
représentatif de celui initialement
analysé.

- Si ’erreur de laboratoire est
identifiée, le résultat obtenu est
invalidé. Une ré-analyse de
I’échantillon initial ou d’un
prélevement représentatif de
I’échantillon initial est réalisée si
c’est possible (produits
microbiologiquement stables :
produits finis par exemple). Seul
le résultat de cette analyse sera
pris en compte et I’OOS est
cloturé.

L’investigation menée au

laboratoire doit étre documentée et

doit montrer un lien de cause a effet
entre la faute de laboratoire et le

résultat OOS. Ce lien de cause a

effet est décrit de facon explicite

pour les essais de stérilité (Ph

Eur 2.6.1- ICH) fig 1.
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S’il est impossible de ré-analyser
I’échantillon initial et si aucun
nouveau prélevement représentatif
de I’échantillon initial ne peut étre
réalisé (biocharge avant filtration
stérilisante), il sera impossible de
donner un résultat a cette analyse et
une déviation sera réalisée afin de
justifier cette absence de résultat.
L utilisation de méthodes
alternatives rapides permet une
répétition de 1’essai sur
I’échantillon initial et la production
d’un résultat.

Enquéte approfondie

- Dans le cas ou une erreur de
laboratoire n’est pas identifiée,
une enquéte plus complete est
réalisée a la source du produit en
cause (fabrication du PA ou du
PF, systéme de production d’eau,
locaux etc..) mais aussi au niveau
des maintenances des
équipements de fabrication ol des
locaux de maniére a trouver
I’origine de ce résultat OOS.
Cela implique une équipe
pluridisciplinaire : Microbiologie,
Controle Qualité, Assurance
Qualité, Fabrication
pharmaceutique et Maintenance.
Si cette enquéte approfondie
arrive a trouver un lien entre le
résultat OOS et une erreur au
niveau de la production, ’OOS
est confirmé et la décision de
libérer le lot de produit sera
étudiée au cas par cas par le
département Assurance de la
Qualité (AQ).

Si I’enquéte ne montre aucune
anomalie, cet OOS ne reflete pas
la qualité du produit, un plan de
re-controle pourra étre décidé en
accord avec I’AQ. Ce plan de
re-controle n’est pas autorisé pour
les essais de stérilité et
notamment ceux réalisés sous
isolateur et il n’est possible que
pour une catégorie de produits ou
I’échantillon est stable dans le
temps.

On peut donc séparer le traitement
des OOS en 3 catégories et rédiger
un logigramme comportant des
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variantes par rapport a la démarche
a suivre.

La premiere catégorie correspond
aux produits microbiologiquement
stables, la deuxiéme, aux résultats
obtenus lors de suivi périodique et
la troisieme aux résultats obtenus
lors des contrdles en cours de
fabrication (IPC). Dans la premiere
catégorie figurent les produits finis
conditionnés et les principes actifs,
dans la deuxieme les contrdles
d’environnement des locaux de
fabrication pharmaceutique et
spécialement de fabrication stérile,
le controle des eaux

pharmaceutiques et dans la
troisieme le contrdle de la
contamination microbienne avant
stérilisation.

Pour chaque catégorie, la possibilité
de ré-analyse peut étre différente si
le laboratoire d’analyse
microbiologique utilise ou non des
méthodes rapides en microbiologie,
tres utiles pour les ré-analyses a des
fins d’investigation ou pour des re-
contrdles. Pour illustrer ce procédé
un peu théorique de gestion des
résultats OOS microbiologiques,
des logigrammes par catégorie sont
donnés dans les figures 2,3 et 4.

Fig 2: PRODUITS FINIS ET APl (ECHANTILLONS STABLES)
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Fig 3: RESULTATS « MONITORING: ENVIRONNEMENT-EAU »
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Fig 4 : BIOCHARGES avant stérilisation ou autre en cours (IPC)
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Cloture :

Comme pour la chimie, les
résultats OOS doivent étre
cléturés dans un délai défini. Pour
le suivi qualité, il est difficile
d’avoir un délai différent de la
chimie, classiquement 28 jours
calendaires. Ce délai est souvent
trop court pour réaliser des
investigations microbiologiques
nécessitant la croissance
bactérienne, ce qui nécessite de
justifier la non cl6ture de I’OOS
quand ce délai est dépassé. Une
autre solution est d’enlever la
durée d’incubation de I’analyse
considérée, de la durée définie,
mais cela nécessite un suivi
rigoureux.

Mesures post OOS

Quelle que soit la conclusion d’un
résultat OOS, confirmé ou non,
elle doit s’accompagner de
mesures préventives et/ou
correctives pour éviter de générer
a nouveau des résultats OOS, des
actions permettant de vérifier
I’impact de cet OOS sur d’autres
produits et le suivi de ces actions.
Par exemple si le résultat OOS
correspond a une valeur hors
limite sur I’eau PPI, if faudra
étudier I’impact sur la libération
de tous les lots fabriqués avec
cette eau pendant la période
critique. Si une action est mise en
place par exemple par rapport au
bec de prélevement des points
d’utilisation d’eau PPI, il faut
vérifier que ces actions soient
mises en place et suivies.
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OOS et libération de lot

Un OOS confirmé n’entraine pas
automatiquement un rejet de lot.
La décision du rejet devra prendre
en compte I’analyse du risque
patient. C’est le cas pour les
résultats OOS des controles
microbiologiques
d’environnement ou de suivi des
eaux pharmaceutiques, ou la
criticité et I’ensemble des
résultats aideront a la décision
d’accepter ou non un lot.

Pour conclure, vu la lourdeur des
enquétes microbiologiques, il faut
rappeler aux analystes
microbiologiques qu’il ne faut pas
générer d’OO0S. Cela peut
sembler encore une Lapalissade
mais il ne faut pas négliger de le
répéter. Si une erreur est réalisée
en cours d’analyse, pouvant
entrainer un risque de créer un
résultat OOS, il faut arréter cette
analyse avant de générer un
résultat. Le plus courant en
microbiologie est une faute
d’asepsie dans les
dénombrements microbiologiques
ou pire dans la réalisation d’un
essai de stérilité mais cela peut
&tre aussi une simple erreur de
dilution pour un essai des
endotoxines bactériennes. Dans
ce cas, les milieux de culture ou
la dilution de travail ne sont pas
mis a incuber, ce qui ne donne
pas lieu a un résultat, 1’essai est
recommencé apres prise des
mesures correctives. La tragabilité
est assurée dans le registre de
laboratoire.
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Procédure opératoire pour le traitement
des résultats O0OS en microbiologie

1. Forme :

La procédure opératoire pour le traitement des résultats
OOS en microbiologie peut étre :

- commune a la procédure du traitement des résultats
OOS en physico-chimie avec une partie spécifique
pour la microbiologie, prenant en compte les
différences qui sont principalement : le risque de
contamination microbienne accidentelle, le délai de
plusieurs jours avant d’avoir le résultat et
I’'impossibilité d’avoir le méme échantillon pour les
controdles en cours de fabrication et les essais de suivi
de contamination microbienne (monitoring
microbiologique) dans le cadre des environnements et
des eaux de fabrication.

indépendante de la procédure du traitement des
résultats OOS en physico-chimie. Dans ce cas, il faut
néanmoins garder la méme logique décisionnelle que
celle de la procédure physico-chimique

une procédure analytique « chapeau » décrivant les
généralités communes a tous les essais et dosages
microbiologiques avec référence a des procédures
analytiques spécifiques (stérilité, contamination
microbienne, endotoxines bactériennes, titrage
d’antibiotiques etc..). Dans ces méthodes générales, un
paragraphe est dédi€ au traitement des résultats hors
spécification avec notamment un plan de recontrdle
standard adapté spécifiquement a I’essai.

Ces 3 cas ont leurs avantages et leurs inconvénients et le
choix dépend essentiellement de I’ organisation
documentaire du site. L’élément important est surtout
d’avoir un document formalisé pour le traitement hors
spécification des résultats microbiologiques et que ce
document soit applicable. Ce document ou I’ensemble
de ces documents (procédure générale et procédures
spécifiques) doivent comporter un certain nombre
d’informations donné dans le paragraphe suivant.

2. Contenu :

- Objectif du document :

Introduction définissant ce que I’on va trouver dans ce
document, par exemple : procédure opératoire spécifique
pour le traittement des OOS en microbiologie, ou
procédure opératoire spécifique pour le traitement des
OOS en microbiologie complétant la procédure générale
de traitement des résultats hors spécification...

- Champ d’application :
Définir
- a quel type de résultats s’applique la procédure :

* type de produits :Principes actifs, produits
finis, contrdle en cours de fabrication
(biocharge avant filtration), suivi
microbiologique des eaux vracs (eau PPI, eau
purifiée et hautement purifiée), suivi
microbiologique des environnements. ..

* type d’analyses par exemple, études de
stabilités a T° de stockage long terme et
exclusion des stabilités accélérées, libération de
lots cliniques et non lots de développement etc

- a quelle échelle s’adresse cette procédure pour les
grands groupes industriels pharmaceutiques : niveau
local (un site), national ou international.

- Définitions :

Définir les termes employés notamment dans le
paragraphe concernant les différentes étapes a suivre
pour traiter un résultat OOS afin d’avoir un langage
commun entre les différents intervenants. Ces
définitions peuvent étre adaptées aux habitudes d’un site
ou bien prises dans des textes de référence, par exemple
le guide de la FDA sur les résultats OOS

- Procédé général a suivre pour traiter un résultat
hors limite : texte + logigramme
* Partie « chapeau »
» Partie spécifique a chaque essai

- Responsabilités
Définir les roles de chaque intervenant dans le
processus, du technicien microbiologiste ayant généré
I’OO0S, jusqu’a I’ Assurance Qualité qui libérera ou non
le lot.

- Documentation
Définir les documents a rédiger sur papier ou par un
logiciel adapté, pour la tracabilité du traitement des
résultats OOS

- Textes de références
Définir les textes réglementaires ou les guides utilisés
dans la procédure ; par exemple guide de la FDA,
Ph Eur 2.6.1 (ICH) pour I’essai de stérilité, annexe
1 des BPF européennes etc.
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