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INTRODUCTION

- o

Dans |3 sécurité au laboratoire, nous devons considérer la sécurité

par rapport au personnel et par rapport & I'envi ronnement.

Le systeme proposé par |'0,M,S, peur |'évaluation des risques définit

quatre groupes de risques,

Risque Risque pour
Gr-ou L2 I e LN e .
P individuel 1/ a  communauté

! faible faible

2 modéré limité

3 élevé faible

& - élevé - | élevé

En réalité, Il n"a pas été possible de définir leur groupe d'apparte-
nance pour tous les germes et pour tous les pays ; une certaine liberté
d*interprétation a été laissée aux autorités nationales, Ains'i la race T
des rues entre le groupe 3, selon la classification américaine (acces du
laborafoire controlé ; hottes, air décontaminé) et dans le groupe 4 de la
classification anglaise (risque trés &levé, maladie épidémique sévére,

confinement renforcé).

Toutefois, on peut définir ainsi |'essentiel des dispositifs de

confinement microbiologique en fonction des degrés de risques.
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)egre de Locaux Accés Equipament
risques A :
1 Laboratoire ordinaire norma| ordinaire
2 -1 -1 Restreint ay perscnnel |Blouses de travail
spécialisé autoclave particulier
. hottes type | ou 2
avec filtre HEPA pour
les manipulations Hro-
duisant des aéroscis.,
3 Laboratoire s&naré Limi+é au nersonnel blouses, gants, wmosques
double porte d¥entrée, fsous surveillance hottes (comme en 2)
fendtres scellées, médiczle autoclaves
lavabos particuliers,
ventilation séparée
flux dirigé vers 1'in-
térieur et & évacuation
filtrée au besoin
4 laboratoire isole et comme en 3 + hottes

hermétique, ventila-
tion filtrée, douches
décontaminaticn des
rebuts

type 3 ou scaphandra

Los trois types de hottes de sécurité blologique sont

= les hottes de classe | qui sont des hottes aspirantes dont | avant est
ouvert pour le passane dss mains

moins bien les objets ; elles sont pourvues de filtres de sortie d-air

de haute

- les hottes de classe Il 3

le passane des mains,

efficacité !

)

~

protegent bien les objets

elfes protéqent bien |'opérateur

flux d'air frontal laminaire, ouvertes pour

I"intérieur mais

.

a
exposent 1 Topérateur Torsqu'oR’y ‘met de grosses nidces d'équipement,

des .apparegi

{s en mouvement (centrifugeuses)

des déplacements drair dans la piéce.

;: du chauffage ou si on crée

'»'[OIQ



= la hotte de classe | || est une enceinte completement fermée avec des
gants scel 1és dans les parois verticales. Les hottes de type || et |||
sont pourvues de filtres d'entrée et de sortie dair de haute efficacité
HEPA (Hight efficiency particuiate air fil-fer).

Actuel lement, on peut disposer d'isolateurs en matiére plastique 2
pression négative permettant d'exécuter le maximum d'opérations avec le

maximum de sécuri té, Ces i solateurs correspondent aux hottes de classe | | I,

Les fi | tres dits “absolus”, de haute eff icaci+é HEPA représentent
un composant essentiel des hottes & f | ux laminaire. L’efficacité retenue
pour les filtres équipant les hottes 2 flux laminaire est de 99,9982 ¢
pour des particules supérieures ou égales a 0,3 micron. Il est bon de
rappeler & ce propos que la gqranulométrie moyenne des bactéries est de
| ‘ordre de 1 mi cron avec une | i mi te i nféri eure de 0,3 mi cron et que ce |le
des virus habituel lemen-t manipuléds dans les laboratoires est comprise

entre 0,012 et 0,25 micron. Mais i | est démontre qu'un vi rus adhérele p ! us

souvent a des supports d'une tai | le nettement supérieure.

Le phénomeéne d'ultra fi Itration s'avére particulierement complexe et
implique 5 principaux mécanismes : | farrét par impact ou par i ncrtie,
I’arrét par interception, |'arrdt par diffusion, la sédimentation et la

déposition électrostatique.
Les caractéristiques de I’écoulement laminaire sont
- vitesse : 0,5 métre par seconde environ, pour un flux vertical
- pas d'échange efitre les couches de fluide
= vi tessc d' écoul ement des couches paral| &ies: pas plus de 20 ¢ d' écart.
Ces quelques defi ni tions é-tant données, nous al lons étudier les regles

de sécurité concernant p | us particul i @rement les laboratoires de production

de vacci ns.



a) Les laboratoires de production de vaccins peuvent étre 2amends % manipuler

des germes pathoaenes pour | Thomme ;
= production des vaccins proprement dit avec des souches paThcréneS

- | aboratel re de contréle = tasts avec des souches p | einement

vi rulentes.

Dol respect des régles de sécuri +é de tout laboratoi t-e ‘de

microbiologie.

b) Les laboratoi res de production de vaccins peuvent &tre amenés & manipuler

-y %

des microbes +rés contagieux : Fijévre aphteuse, Newcastle . . |,

| | est nécessail re de protéger | “environnement en dehors du personnel

| ui-méme,
Dol création de laboratoi re de haufe sécurité.
c) Les laboratoires de production de vaccins doivent disposer d¢ matériels

biologiques indemnes de <cqermes pathogenes.

D'ou création de services spéciaux

- Service de cultures cel lulaires .
Controle des lignées cellulaires = des cel lules de premiére explantation,

= E | evage de vo lai | | es i ndemnes de germes spéci f iques pathogénes.

Nous ¢tud i erons donc success i vement :

A = Les rég | es de sécuri té& nénéra | es, communes & tous | aborato i res de

microbiologie.

B = les bAtiments et équi pements spéciaux qui concernent | es lobcrsi-oi res

de production.

C - Les batiments et équipements spéciaux permettant de protéger les éle-

vages i ndemnes de qermes pathogénes spéci fi ques.,

N TY
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A = REGLES DE SECURITE COMMUNES A T@US LABORATO! RES DE
MICROBIOLOGIE .o

| =DISCIPLIKE DU PERSONNEL

L'accés de tous les laboratoires de production devra toujours étre
contrél&, Lo contréle sera dlautant p | us sévére que | @ personnel sera
suscepti b | e d*&fre contami né | ui -méme (souche pathogéne) ou source de
contami nation de | ‘envi ronnement (Fi évre aphteuse) ou des vacci ns {t+rans~
port d'une souche non déslrable dans les services--de production). Nous
devons savoir que le personnel du laboratoire pose des nroblémes spéciaux.
| | peut se déplacer & | 'i ntérieur ou & | 'extérieur du laboratoire. || est

par la un véhicule potentiel d'agents infectieux.
Cette dissémination peut se produire de trois facons

| = Par contamination de surface, d'oll résulte un transport mécanique

d'agents infectieux

2 = Par inhalations d'agents infectieux a partir de |'environnement tels
que les b-tables d'ou i | résulte que des. germes sont piégés par les
voies nasales, Dans le cas du virus aphteux, le virus ne se multiplie

pas mai s i | est pass i vement transporté dans | es voi es nasa les pendant
, 24 & 48 heures.

Cortains taboratoi res demandent & leur personnel de ne pas avoir de
contact avec * | es espéces animales domestiques sensib les durant 7' jours

apres leur sortie du laboratoire.

Y

3 - infection active du personnel de laboratoire a la suite d' une contami-
nation accidentelle avec des agents pathogénes responsables de zoonoses.
Les personnes peuvent excréter le germe en cause et constituer un
risque pour d'autres hommes ou animaux avec lesquels i | s seraient en

contact.

La réglementation de | 'accds au laboratoire du personnel s'accompagne
de mesures trés strictes en ce qui concerne | 'ob | igation ou non du
déshabillage, le port de tenue adéquate, |'usane des douches de savons

germicides, etc...

OUI/Q.Q
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Le transport de boissons, de manger, | ivres dans les zones contami nées,

sera r&c | ementé, | | pourra étre i nterd i t dans | es pi éces oll sont traites
| es germes pathogénes. Tout le matériel sortant.de cartains laboratei res
(ex : fiévre aphteuse) devra étre décontaminé (autoclaves, chambre &

08Z4se )

= REGLES CONCERNANT LA DES | NFECT | ON, LA STERIL | SAT{ ON

| = Dési afection

Quelque soit | e type de | aboratoi rz, avoir toujours & sa disposition les
solutions. germicides adéquates pour la desinfection des pai | I1sses et

sols.

Les b&*i ments doi vent étre concus e tel le facon que les ef f | uents conta-
mines puissent étre dési nfectés, Dans les laboratoires ordinaires ou

tous les off | uents ne peuvent étre décontami nés, proscri re les issues
dans les sols permettant le départ accidentel di rectemsnt dans les

éqolts de mati Eres contaminées,

Le nettoyage des sols se fera avec des serpi | lieres moui | |ées léventuel-

lement avec des solutions germicides).,

Dans les laboratoires ordinaires, les salles peuvent étre désinfectées
par des aérosnls germicides, Dans les laboratoires de haute sécurité,
peuvent &tre employées les vaneurs de formol ; sont ufilisds auss les

| iquides (solutions de soude et hynochlorites),

Fa i re attention ; s’il y a eu lavage avec une solution d'hypochiorite

(eau de javel) pu s désinfection terminale au formol cazeux, il peut y

avoir formation d éther bis chloro=méthyl qui est un carcinogéne pulmo-
naire, Evitcr "emplol simultané de chlore et de formol,

A ce sujet, nous vous renvoycns au trés bon expose de J, BONNOD :

risques pour le personnel }iés A | 'emploi de produits désinfectants,

décontaminants et antiseptiques dans les unités animales.



2 - Stérl | isation

- Faire en sorte que ia proaression des produits dangereux jusqu’a | ‘auto-
clave soit bien suivie, qu'il n'y ait pas croisement des produits souil-

les et stiriles dans le cas des production de vaccins.

Faire en sorte que les produi*s d nutoclaver soient mis dans. des réci-

pients bien identifiés. VYérif iar le fonctionnement’ des autoclaves.

Certaines stéri | isations chimiques telles que celles 3 1'oxyde d'éthyléne

peuvent &tre dangereuses ; i | faut un personnel -compétent, .

11 = REGLES CONCERNANT LES MANIPULATIONS COURANTES

Les principales causes d’accidents sont : (M., BARME)

| = Manipulation des animaux

Piglire accidentelle

Séparation de | 'aiquille et de la seringue pendant une inoculation
Expulsion de la bulle d*ai r sans précaution.

Prévention '
. Manipuler avec précaution

. Uti | iser des seringues type Luer-lock
. Anesthésie des animaux

. Uti |isntion é&ventuel le des hottes de sécurité

Faire ventiler en nression négative les animaleries infectées par
un matériel potentiel lement dangereux.

2 = Manipulation cultures cel lulaires

- Cultures primaires : contenant des virus adventices dont certains sont

dangereux pour | ' homme. Le risque est particulierement important avec
les cel lules d'origine simienne : Virus B ; Marburg, Herpesvirus -
Tamarinus, Pox-virus Simiens, SV 2.3 (adénovirus) SV 40 (papovavirus). En
cer qui concerne tes cel lules de premiére Implantation d’origine animale
(bovin, ovin) que vous aurez 3 uti | iser, le.

risque est surtout important
pour la contamination des vaccins.

..0/000



- Culturas cellulaires Inoculées : par des souches pathogénes. Danger

dYincculation par bris de verre et inhalation.

Prévention
, Hottes de sécurité
, Proscrire 1'utilisation de tubes avec bouchons en caoutchouc

Vaccination du personnel avec contrdéle des anticorps.

3 = Manipulaticn des oeufs embryonnés

% Danger associé 3 |'usage de lTaiguille, de la seringue, & I aspira-
tion & la pipette.
¥ Ecoulement -accidentel du-liquide allanteldien.sur la face extérieurs

de la coquille.
Prévention (ex : Newcastle) ) . -

¥ Soins dans la manipulation

¥ Port de lunettes.

4 « Manipulations diverses

- Ne jamais aspirer a |a bouche
- Utiliser la noire ou les agitateurs rotatifs pour les dilutions.

2} Centrifugation
...... BRI

« Vérifier le bouchage des flacons

- Eviter la casse des tubes. Interposer un liquide #ntiseptique

entre le tube 3 centrifuger et le pot métallique

Utiliser les hottes classe.. lll,.faire attention aux courants
d'air +-verses dds 3 la centrifugation,

3) Faire attention aux appareils producteurs d-aerosols.

sortie de l"air d"une pompe

Soufflage de liquide par une pipette,
traitement aux ultra-sons,

a vide, broyeurs 3 hélice, broyage au mortier,

~ Utiliser des hottes, des masques, si nécessaire.

RVATY



4 - Lyophi|jsayion » - " -

- Contamination du sublimateur en particulier du condensateur et

glace de condensation.

- RN, 0. S T

- Rupture accidentelle du récipient contenant le produit sec

dispersion de fines particules contaminantes.

Nous terminerons en insistant sur le fait que dans les laboratoires
de production et de contrdle des vaccins, on connaft les agents pathogénes
gue |'on manipule et qu™il est possible de pratiquer une prophylaxie médi-
cale par la vaccination du personnel exposé ; ceci réduit les risques en
ce qui concerne le personnel. On peut ajouter la vaccination contre le

tétanos.

QUELQUES REGLES EN CE OUl CONCERNE LES LABORATOIRES DE
PRODUCT ION

Dans les laboratoires de production, nous avons donc & protéger, le

personnel, les vaccins, les milieux... et [I"environnement.

La protection du personnel, nous |*avons amplement traitée dans le

chapitre précédent : régles de sécurité, hottes de sécurité,

| - LA PROTECTION CONTRE LA CONTANIMATION DES VACCINS ET MILIEUX

La protection contre la contamination des vaccins et milieux sera

assurée :

1) Par des &quipements spéciaux

Salles stériles U,V.

Hottes & flux laminaire

horizontal : filtration des milieux

ou vefrtical sans protection spéciale

rénartition das vaccins

tout0 manipulation non dangereuse pour les opérateurs.

Ill/...



2°) Par |g respect de certaines régles de sécurifé

Nous allons illustrer ceci par guelques exemples’ :

2) Laberatcire de production comprenant plusieurs départements de

production avec des services communs

Au laboratoire de Dehré~Zeit, nous disposions de hatiments qui
n'étaien-i- pas prévus pour une production de vaccins A arande Schel e ni
pour une production diversifiée, Nous avons pu toutefois &tablir un circuit
resnectant les principales réales de séeurité au moyen des artifices

suivants :

1) Création d"une zone propre : ol aycung culture de aermes n'oura lieu.

- Service cultures cellulaires : ce service important produit toutes
tes cellules nécessaires § la production en flacons roulants. | i peut
faire un controle efficace des cultures de Dren’n(‘ﬂ”f-3 explantation et

des lignées ce! lulaires,

- Services. lavarie. BreDar n < ilieux : préparation du"matériel
-“ -

O R S S gy e A D S AT S e G T -H-H--'--

7
1

stérile et des milieux.

La verrerie, les milieux de cultures, les cellules, etc... en prove=
nance de ces services, arriveront aux différents départements de pro=
ducticon par un couloir propre ol ne circuleront que les produits non

-

souil Iés,

2) Départemtnts de production (zone contaminée)

- Service de_production des vaccins bactériens_: tout le matériel conta=
miné sera stérilisé avant son enfrée 3 1a laverie (cou loir souill&).
Ne sortiront de ce service, par le couloir propre, que les vaccins

nactivés répartis. i
Ne rentreront par le couloir propre que la verrerie stérile, les mi-

lieux, | ‘eay distillée é&ventuellement nécessaires,

La surface disponible de c& service étant actuellement faible, pour
des raisons de sécuritd, des régles strictes ont &té établies dans la

programmation du travail.



Les différentes productions se font alternativement et non simultané-

ment.

Pour les vaccins inactives, nous avons prévu 15 jours successi f s de
production et 15 jours successifs de reépartition, pour supprimer la possi=-
bi lité de confusion entre vscci ns inactives et non inactivés., La progres-
sion des différentes étapes, culture, i nactivation ne doit pas comporter

de croisement.

- Service_production des_vac¢lns, Vi raux

- —— - - . T O A i b PN

Dans ce service dlvisé en deux sections (vaccin pour grands animaux,
vaccins aviai res), ne sont produi ts que des vaccins 3 vi rus atténué.

Les cet lules, les oeufs embryonnés (oeufs [OSP) arrivent par le cou-
loi r prcpro.

Les vaccin5 a répartir seront envoyés aprés les confréles nécessaires
(pureté, identité, titrage) & la salle d.e lyophi lisation, Les autres con-
troles : innocuité, immunité sont effectués au servi ce de controle des

vacci ns,

Un autoclave particul fer est prévu pour la stéri liisation du matériel

soui | 1é qui, aprés un premier lavage, pourra emprunter le couloir propre.

3) Service lyophi | isation

Au laborai-oi re de Debré-Zei t, ce service est commun -les vaccins arri-

vent par le couloir propre-.

= Une sal le de répartition stéri le (U.V, } communique, par un sas avec
un “couloir de lyophi | isation” stéri | isé aux U.V. Les lyophi | isateurs se
présentant seulement par leur face antérieure (ouverture de la cuve du

subl imateur, tableaux de contréie),

Les amél iorateurs a apporter sont :

« | igne de repartition en encei nte stéri | e

- ou plus simplement hotte a flux laminaire vertical ouverte sur deux faces.

YA
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b) Laboratoire & production unique

Si la production est* suffisante, i | est possible de nravoir 4es labo-
ratoires de production pour chaque vaccin, Nous avons &té amenés 4 propo-
ser la construction de tels laboratoires dans le cadre du Natiznal Veteri=

naty | nsti ftute,

Il ¢st possible de respecter |¢ principe de zone propre si- d& zone
contanimée en prévoyant un large couloir pour la zone pronre @i un couloir

i

réduit ncur |z zone contaminée avec |35 hottes apnroprides 4 chaque zone.

Les différentes opérations, ensemencement, inactivation otiagon, réparti-
tion, lyophilisation ou non, capsulatinn, bouchage, doivent 3¢ fai re dans

un sons unique, sans croisement dans le couloir.

Ainsi les principales régles ds sécurité seront respectées.. Pour les
laboratoires produisant des vaccins 3 souche atténuée, aucune souche patho-
géne ne devr> &tre introduite dans ces laboratclres, Pour tous les labora-
toires (e nroduction, les laboratcires de contréle utilisant les scuches
virulentcs et pratiquant ITinoculation aux animaux devront &trc Gloignés

du lieu de la production,

[ = LA PROTECTION DE L"ENVIRONNEMENT

Loborataires de haute sécurité - les laboratoires de haute sécurité

sont des laboratoires onrévus pour |5 manipulation d'agents pathoaénes
"exotiques” absents dans les pays d'implantation du laboratoire,

-

Les laboratoires vétérinaires de production de vaccins uiilisant des
souches virulentes trés-contaqieuses (ex : fiévre aphteuse) ont des carac-

téristiques se rapprochant de ces laboratoires.

= Les principes généraux de tels [aboratoires (voir rapport |EMVT)=

Princines aénéraux pour la construction d*un laboratoire Ztanchc de

haute sécurité (P,C, LEFEVRE).

= Zone’'non contaminée
- sot-vi ces admi ni strati fs
- services techniques

- animaleries (avant inoculation)

"'/000
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= zOne contaminée
= |laboratoires proprement dits
- bureaux

= animaleries (animaux. inocules).

~

Les bAti ments de | a zone contami née sont étanches et & pression néga-
tive. On emploie généralement ur gradient de pressions négatives (schéma
P.C. LEFEVRE) .~ Les piéces "nronres" ayant une pression supérizure & cel le
des pi &ces | es p |us contami nées, les écarts de pression pouvant al ler de

a 24 mm dfeau.

En Austral ie, pour | e "Australian National Ammal Health Labora‘fory”,

on a applique le principe de la bofte dans {a b0|te (voir schéma).

Des sas spéciaux pour | 'entrée des animaux ou du matériel sont prévus
(désinfection aux U.V. ou aux vapeurs de formol). L'entrée du personnel

est contrbiée : deshabi | lage, douches, savons germicides.

|{ faut souligner que le systeme de filtration de I'air ainsi que
celui du traitement des effluents liquides sont les deux piliers d'un
faboratoi re e-tanche sur | esquel s repose toute | a crédibi |i-1-6 de ce | abo~

ratoi re,
On arri ve & des systtmes de pl us en p | us sophistiqués.

= Fi ltration de | 'air d’arrivée. sur fi I-ire HEPA, double fi | trationa la

sortie, plus incinération de {'air dans certains cas.

= Traitement des eff | uents
soi ttrai tement ch i mi que,
soit traitement 3 la chaleur,

soit les deux.

Au loboratoi re de Debre-Zoi t, nous avons créeé un petit laboratoire
étanche qui a des défauts en particulier dans le gradient des pressions
néga t i ves, qui utlise une simple fi Itration de I ‘air sur HEPA, et pour

| a ‘décontsmi nation des ef f | yents, utilise le chauffage par résistance

IIQ/.'.
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élecfriqu&. '} nous donne satisfaction dans |‘ensemble et nous w‘permis

de rdgliser 4.5 tests d'immunité sur |a fidvre aphteuse et | poste équine
avec une honne sécurité. 11 nous permettra peut-8tre de lancer un petit
laboratriire de production dé vaccin anti-aphteux (cultures cellulaires en

suspensicn) 3 des conditions acceptables du point de vue sécurité ot

‘&conomie (voir schéma),

QUELOUFS RFGLES DE SFCURITE EN CE QU! CONCERNE LES ELFVAGES
INDEMNES DE CERMES PATHOGENES  SPECIFIQUES

Lo nrobléme de tels &levages vous sera traité ailleurs. Nous nous

bornerons & rappeler les problé&mes fondamentaux de construction,

- || faut protéoer 1'élevage des contaminations extérieures, Stablir
un gradient de pressions positives, \, HEINE propose par =xempls une pres-
slon positive de 15 mm H20 dans la piéce des animaux, une chite de 5 mm de
pression entre cette piéce et |& couloir propre, une chu-l-o nouvelle de 5 mm
entre cc corridor et les douches, une derniére chute entre |os douches et

FPextérieur.,

Des "ba rri éres" seront instituées pour le personnel, le matiriei, les
aliments. Dans de tels élevaqes, se posent” les problémes de Ia stirilisa-

tion ou nacteurisation des aliments, dé 1'esu de boisson,

= hu laboratoire de Debré-Zeit, nous avons seulement eu 4 &étudier 1%in
["instaliation d'un &levage de volailles (10SP) SPF.

Nous avons eu deux propositions délevages :

= un élevage en une seule unité : comprenant d"une part des iso=
2

lateurs et des box d'élevage ;

- un élevage en deux unités distinctes :
. une unité produisant dos oeufs du type A sous isola-leurs,

une unité produisant des oeufs du type 3 en parquets.,

abe/fe o o
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CONCLUS |ON.

Nous na prétendons pas avoir traité tous les problémes de sécurité.
Dans la bi bl iographie ci-jointe, vous pouvez trouver des informations
plus complétes et trés intéressantes sur d'autres dangers ; produits
chimiques, é&lectricité,., Nous avons voulu attirer | 'attention sur le
fait qu'en Afrique, dans les laboratoi res de production, i | est néces-
sai re d'&tre ambitieux ; on peut rentabi | iser (en ies adaptant) des
techniques modernes indispensables & la progression de la qualité des

vacci ns et & | a progression méme des sciences vétéri nai res.
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Figura 2
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