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Résumé :

Le contrble de qualité microbiologique est une partie essentielle du processus de
fabrication pharmaceutique afin de garantir la qualité et la sécurité des produits. L’objectif
principal de cette étude est de valider 1’utilisation d’une méthode de contrdle microbiologique
pour déterminer la qualité des deux produits finis non obligatoirement stériles Nebcar® et
Abilizole®. Les résultats obtenus ont montré la conformité de la qualit¢ de I’eau, de
I’environnement ainsi que les produits finis avec les normes préconisées par les
pharmacopées. De plus, aprés validation la méthode utilisée dans le contrdle microbiologique
des deux produits finis Nebcar® et Abilizole® s’est révélée adéquate pour le dénombrement
des germes aérobies viables totaux, des levures et moisissures et la recherche des germes
spécifiques. Au cours de la validation, la dilution adéquate pour le contr6le microbiologique a
été déterminée, les résultats montrent que les dilutions 1/10 et 1/50 de Nebar® étaient
adéquates et présentaient des résultats conformes aux normes recommandées par les
pharmacopées et cela varie selon la souche a contréler entre 1/50 et 1/10. Tandis que la
dilution adéquate pour Abilizole® est 1/10 pour toutes les souches testées. Ces dilutions des
produits seront utilisées pour le contréle de la qualité microbiologiques des deux produits finis
Nebcar® et Abilizole® aprés chaque production.

Mots clés : Contrdle de qualité microbiologique, Validation de la méthode, Produits finis non

obligatoirement stériles, Nebcar®, Abilizole®.



Abstract:

Microbiological quality control is an essential part of the pharmaceutical manufacturing
process to ensure the quality and safety of products. The main objective of this study is to validate
the use of a microbiological control method to determine the quality of the two non-necessarily
sterile finished products Nebcar® and Abilizole®. The obtained results showed the conformity of
the quality of the water, the environment as well as the finished products with the standards
recommended by the pharmacopoeias. In addition, after validation, the method used in the
microbiological control of the two finished products Nebcar® and Abilizole® proved to be
adequate for the enumeration of the total viable aerobic germs, yeasts and molds and the search
for specific germs. During the validation, the appropriate dilution for the microbiological control
was determined, the results show that the 1/10 and 1/50 dilutions of Nebar® were adequate and
showed results in accordance with the standards recommended by the pharmacopoeias and this
varies according to the controlled strain between 1/50 and 1/10. While the adequate dilution for
Abilizole® is 1/10 for all strains tested. These product dilutions will be used to control the

microbiological quality of both finished products Nebcar® and Abilizole® after each production.

Keywords: Microbiological quality control, Validation of the method, Non-necessarily sterile

finished products, Nebcar®, Abilizole®.
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Antagoniste :une molécule qui interagit avec un ou plusieurs récepteurs d'une molécule
naturelle de I'organisme (le ligand endogéne) en bloquant la capacité de ce(s) récepteur(s)
d'interagir avec cette molécule naturelle et en diminuant ainsi I'effet physiologique de cette

derniére.

Antipsychotiques :Les neuroleptiques, également appelés antipsychotiques, sont des
médicaments administrés dans le but de réduire ou atténuer certaines psychoses. Ils peuvent
avoir diverses actions (anti délirante, anti hallucinatoire, anti confusionnelle, désinhibitrice ou
sédative). Ces médicaments sont divisés en deux grandes catégories : les antipsychotiques

conventionnels, et les antipsychotiques dits de 2e génération.

Bétabloquants sélectifs :un béta-bloquant est un médicament utilisé en cardiologie qui

bloque I'action des médiateurs du systeme adrénergique tels quel'adrénaline.

Brevet : un droit exclusif accordé sur une invention. En d’autres termes, c’est un droit
exclusif sur un produit ou un procédé qui constitue en général une nouvelle facon de faire

quelque chose ou apporte une nouvelle solution technique a un probleme.
Effet pyrogene : pyrogene signifie qui « éléve la température », « donne de la fievre ».

Faux positif : est le résultat d'une prise de décision dans un choix a deux possibilités (positif
et négatif), déclaré positif, 1a ou il est en réalité négatif. Le résultat peut étre issu d'un test
d'hypothése, d'un algorithme de classification automatique, ou tout simplement d'un choix

arbitraire

Héparine : I'héparine appartient au groupe de médicaments appelés anticoagulants qui
freinent le processus de coagulation du sang et cette action prévient la formation de dangereux

caillots dans les vaisseaux sanguins.

Licence : est un acte par lequel le propriétaire d'une marque donne a un tiers la possibilité de

vendre un de ses produits sous une forme différente de ses produits d'origine.

Lipopolysaccharides :est un composant majeur de la surface externe des bactériesGram
négatives. Le LPS est composé de trois entités synthétisées séparément : le lipide A, le noyau

etl’antigéne O, qui seront, par apres, assembléesl’une a I’autre.



Lyophilisation :Procédé de conservation d'une substance, d'un corps, et notamment de
produits alimentaires et pharmaceutiques, consistant en une congélation rapide et une
déshydratation presque totale du produit concerné, qui est ensuite conservé sous vide a la
température ambiante et retrouve ses qualités et propriétés premiéres par simple addition

d'eau.

Medicament générique :est congu a partir de la molécule d’un médicament déja autorisé
(appelé médicament d’origine ou princeps) dont le brevet est désormais tombé dans le
domaine public. Il doit avoir la méme composition qualitative et quantitative en principes
actifs, la méme forme pharmaceutique que le princeps et démontrer qu’il a la méme efficacité

thérapeutique (méme biodisponibilité).

Monographie : une monographie est composée d'un ensemble de spécifications qui
définissent les caractéristiques qualitatives et quantitatives d'une substance en vue d'assurer
une qualité optimale compatible avec les exigences de santé publique. Elle comprend une liste

de dénominations communes et scientifiquesde substances.

Patients athéromateux : sujets atteints de 1’athéromatose qui est une maladie artérielle
diffuse et progressive caractérisée par l'altération de la paroi artérielle par des dépots
graisseux, qui d'une part épaississent les parois et peuvent obstruer les arteres, et d'autre part
les affaiblissent et peuvent provoquer leur dilatation.

Peptone : Les peptones sont des mélanges d'acides aminés et de polypeptides. Elles
proviennent de l'action d'une enzyme protéolytique sur une substance contenant de
nombreuses protéines comme les viandes ou les poissons mais aussi le sang ou la fibrine

(protéine dérivée du fibrinogéne et qui intervient dans le phénomeéne de coagulation)..

Pharmacopée Européenne : est un recueil de normes communes, a 1’échelle européenne,
destinées au controle de la qualité des médicaments a usage humain ou vétérinaire et des
substances qui entrent dans leur composition. Son objectif est d’assurer a tous les patients, sur
I’ensemble du continent européen, 1’acces a des médicaments de méme niveau de qualité. Les
textes de la pharmacopée européenne (les « monographies ») définissent des exigences de
qualité, générales ou spécifiques, auxquelles doivent satisfaire les substances
pharmaceutiques qui composent les médicaments, ainsi que les formes pharmaceutiques

finales. La pharmacopée européenne décrit €également des méthodes d’analyse de référence.



Pression artérielle diastolique : correspond a la tension artérielle mesurée lors de la phase de

reldichement du cceur.

Pression artérielle systolique :est la valeur de la pression dans I'artére au moment ou le ceeur

se contracte.

Princeps : est un médicament qui incorpore pour la premiére fois un principe actif qui a été
isolé ou synthétisé par un laboratoire pharmaceutique. Il s’agit en quelques sortes du
médicament « original », il est protégé par un brevet d’une durée variable (de 1’ordre de 10
ans) qui assure au laboratoire qui 1’a déposé 1’exclusivité de son exploitation et de sa

commercialisation (il est le seul a pouvoir vendre un médicament avec ce principe actif).

Sapidité : fait d’étre savoureux, ¢’est-a-dire d’avoir du gout et de laisser une impression trés

favorable.

Spécifications : document décrivant en detail les caractéristiques auxquelles doivent répondre

les matiéres premieres, articles ou produits utilisés ou obtenus au cours de la fabrication.

Tween : ce sont des molécules amphiphiles utilisées comme tensioactifs (émulsifiants), connu
également sous le nom de polysorbate, utilisé comme excipient pour stabiliser les

formulations aqueuses et ¢’est un agent neutralisant de 1’activité antimicrobienne.
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Introduction

Le secteur de la santé publique est un secteur particulierement compliqué et délicat. Il se
présente comme un systéeme composé de plusieurs volets interactifs. Le médicament constitue

a ce titre le volet le plus appréciable (Ankri, 1999).

La qualité des médicaments est un des majeurs soucis des professionnels des services de
santé et des patients ; elle se définit par la maitrise de I’ensemble des paramétres et propriétés
qui permettent d’assurer la sécurité des patients, et amener le médicament a un niveau
d’exigences satisfaisant. Afin d’atteindre cette qualité, il faut évaluer tous les risques
susceptibles a la détérioration du médicament et qui affectent la santé du patient (Khan et
Akhtar, 2015).

Les médicaments risquent des altérations a différents niveaux de la chaine de fabrication.
Elles peuvent étre d’ordre physico-chimique, ou microbiologique, d’ou le producteur doit
suivre tout le proces de fabrication et les étapes de contrble qualité au sein des laboratoires ;
ce controle de qualité s’exerce a tous les stades, sur les matiéres premicres, sur le produit en

cours de la fabrication, et sur le produit fini (Sengupta et al., 2018).

En outre, la qualité du médicament est régie de fagcon réglementaire et minutieusement
examinée durant tout le processus de développement, fabrication et de contrdle. En effet,
I’industrie pharmaceutique a pour objectif la mise en ceuvre de méthodes performantes de
fabrication et de contr6le en vue de promouvoir un meilleur accés a un traitement sdr et
efficace (Siddiqui et al., 2017).

L'industrie pharmaceutique est I'une des industries les plus importantes économiquement

elle regroupe les activités de recherche, de fabrication et de commercialisation des
médicaments pour la médecine humaine ou vétérinaire (Cline, 2007).
En Algérie, I’industrie pharmaceutique a connu une révolution importante durant ces
derniéres anneées, les travaux présentés dans ce mémoire, ont été réalisés dans 1’une des
industries algériennes «EL KENDI Pharmaceutical Manufacturing Compagny» situé a
Errahmania (Alger).

La validation est I’action de prouver, conformément aux principes de bonnes pratiques et
reglements, que toute procédure, processus, équipement, matériel, activité ou systeme conduit
effectivement et systématiquement aux résultats attendus (World Health Organization,
2011).
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Dans cette optique, notre travail de fin d’études au sein du laboratoire de microbiologie

de I’industrie pharmaceutique « EL KENDI » consiste a :

» La réalisation de la validation d’une méthode d’analyses microbiologiques, a savoir le
dénombrement des germes aérobies viables totaux, les levures et les moisissures ainsi
que la recherche des germes spécifiques pour les nouveaux produits finis Nebcar®

(comprimé) et Abilizole® (suspension) non obligatoirement stériles.

Les produits n’étant pas encore disponibles sur le marché algérien, 1’objectif de notre travail
de validation est de s’assurer que la méthode appliquée dans I’analyse microbiologique de ces
nouveaux produits procure des résultats suffisamment fiables et garantit une

commercialisation des produits de qualité et conformes aux normes des pharmacopées.
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I. Généralités
I.1. Genéralités sur les médicaments
1.1.1. Définition des médicaments

Un médicament est toute substance possédant des propriétés curatives ou préventives a
I’égard des maladies humaines ou animales, ainsi que toute substance pouvant étre utilisée
chez I’homme ou chez I’animal, ou pouvant leur étre administrée en vue d’établir un
diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions physiologiques en
exercant une action pharmacologique, immunologique ou métabolique (Gouraud, 2012;
Durant et Jeune, 2017).

1.1.2.Mise en forme d’un médicament

Un médicament se compose d'un ou de plusieurs principes actifs et d’excipients.

L’ensemble est contenu dans un récipient (Talbert et Willoguet, 2017).
1.1.2.1. Principe actif

Le principe actif d’'un médicament est une substance d’origine chimique ou naturelle
caractérisée par un mécanisme d’action curatif ou préventif précis dans 1’organisme. C’est une
substance active douée de propriétés pharmacologiques, et est donc a la base de I’effet

thérapeutique (Talbert et Willoquet, 2017).

1.1.2.2. Excipient

L’excipient est une substance d’origine chimique ou naturelle qui facilite I’utilisation du
médicament mais ne présente pas d’effet curatif ou préventif. La fonction d’un excipient est
de servir de vecteur (véhicule ou base) au principe actif ou d’entrer dans la composition du
vecteur contribuant ainsi a certaines propriétés du produit tel que la stabilité, le profil
biopharmaceutique, I’aspect et 1’acceptabilité pour le patient et la facilité de fabrication (Le

Hir et Janot, 2001).

1.1.2.2. Récipient
Le récipient est destiné au conditionnement protégeant ainsi le médicament de
I’environnement extérieur. L’ensemble est regroupé dans un emballage accompagné d’une

notice explicative (Talbert et Willoquet, 2017).
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1.1.3. Développement d’un médicament

La chimie pharmaceutique revét une complexité croissante et comporte des opérations en
plusieurs étapes; le produit issu d’une étape devient la matiere premiére de 1’étape suivante, et

cela jusqu’a la synthése du produit fini (Tait, 2015).

1.1.3.1. Matieres premiéres

On entend par matiere premiere a usage pharmaceutique tous les composants des
médicaments : les principes actifs, les excipients, et les éléments de mise en forme
pharmaceutique, destinés a étre utilisés chez ’homme ou chez I’animal. Les maticres
premieres pharmaceutiques peuvent étre des substances chimiques ou d’origine naturelle,

issues de sources biologiques ou minérales (Husson, 2011).

1.1.3.2. Produit fini

C’est un médicament qui a un nom commercial, qui a fait l'objet d'un enregistrement
aupres des autorités de santé, qui est préparé industriellement selon des normes tres strictes
(les Bonnes Pratiques de Fabrication) et est vendu par un laboratoire pharmaceutique. Sous
son méme nom de marque, il existe différentes formes pharmaceutiques et différents
conditionnements, chacun faisant I'objet d'un enregistrement spécifique et restera protégé tant
qu'il fera l'objet d'une propriété intellectuelle et d'une protection des droits intellectuels et/ou
commerciaux (brevet, exclusivité commerciale, licence). Une fois la propriété intellectuelle
perdue (épuisement des droits du ou des brevets), le médicament peut étre commercialisé sous

des formes dites génériques (Chast, 2016).
1.1.4. Formes galéniques d’un médicament

La forme pharmaceutique (également appelée forme galénique) doit permettre a la
substance active d’atteindre 1’organe visé le plus vite et le mieux possible, c’est un élément
important du médicament, car un mode d’administration adapté est gage de meilleure
efficacite et de moindre risque.

Il existe un tres grand nombre de formes pharmaceutiques. Les plus usuelles sont les formes:

(orales, nasales, injectables, dermiques, inhalées, rectales) (Ph. Eur, 1997).
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1.1.4.1.Formes orales

1.1.4.1.1. Capsules ou gélules

Les capsules sont des préparations solides constituées d’une enveloppe dure ou molle de
forme et de capacité variables contenant généralement une dose unitaire de substances actives
(Pacific, 2006).

1.1.4.1.2.Comprimés

Les comprimes sont des préparations solides contenant une unité de prise d’une ou de
plusieurs substances. Les particules sont constitués d’une ou de plusieurs substances actives
additionnés ou non d’excipients (Pacific, 2006).

1.1.4.1.3. Solutions (sirop — gouttes)

- Sirop

Les sirops sont des préparations aqueuse, caractérisé par leur saveur sucré (il peut contenir de
saccharose) et leur consistant visqueuse. lls contiennent généralement des aromatisants ou
autres agent de sapidité (LeHir, 2009)

- Gouttes

Le médicament est liquide, donné en flacon, instillé sous forme de goutte avec un compte-
goutte, les gouttes sont en générale des calmants prescrits particulierement dans les maladies
nerveuses (LeHir, 2009).

1.1.4.2.Forme nasale
Les préparations nasales sont des préparations liquides, semi solide ou solides destinées a
I’administration dans les cavités nasales, en vue d’une action locale ou systématique, elles

contiennent un ou plusieurs substances actives (Pacific, 2006).

1.1.4.3.Forme injectable

Certaines substances actives ne peuvent pas étre absorbées par D’intestin (insuline,
héparine, vaccin...) ; elles doivent donc étre injectées. La voie injectable peut également étre
utilisée quand on veut obtenir un effet intense et rapide. L’injection est, selon les produits,
intramusculaire (pratiquée dans le muscle de la fesse, de 1’épaule...), sous-cutanée (pratiquée
sous la peau), intraveineuse (pratiquée dans une veine)(Pacific, 2006).
1.1.4.4.Forme dermique

Ces formes permettent d’appliquer le médicament sur la peau. Il peut soit agir

localement, soit penétrer a travers la peau et passer dans le sang. Les principales formes pour
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application cutanée sont les pommades (préparations grasses), les cremes (moins grasses), les

gels (non gras, limpides), les solutions et les poudres (LeHir, 2009).

1.1.4.5. Forme inhalée

Les préparations pour inhalation sont des préparations destinées a étre administrées dans
les poumons sous forme de vapeurs ou d’aérosols en vue d’une action locale ou systémique
elles contiennent une ou plusieurs substances actives qui peuvent étre dissoutes ou dispersée

dans un excipient approprié (LeHir, 2009).

1.1.4.6. Forme rectale

Le suppositoire permet de traiter des personnes ayant des difficultés a avaler les
médicaments ou de traiter localement certaines affections du rectum ou de I’anus (Pacific,
2006).

1.2. Présentation des médicaments étudiés
1.2.1. Présentation de Nebcar® (DCI : Nébivolol)

C’est un médicament générique non obligatoirement stérile produit par 1’industrie
pharmaceutique El Kendi et contenant le « Nébivolol » comme Principe Actif (PA). Il est
sous forme de comprimés pelliculés rose clair de 5 mg et a plusieurs excipients dont le
lactose.

Nebcar® est un médicament cardiovasculaire appartenant au groupe des béta-bloguants
sélectifs. Il empéche les augmentations du rythme cardiaque et contréle la force de pompage
du cceur. Il exerce aussi un effet dilatateur sur les vaisseaux sanguins, ce qui contribue a
réduire la pression artérielle. Ce médicament est utilisé pour traiter 1’augmentation de la
pression artérielle (hypertension). Nebcar® sert également a traiter I’insuffisance cardiaque
chronique légere a modérée chez les patients de plus de 70 ans, en association avec d’autres
traitements (Ph. Eur, 2008).

1.2.1.1. Propriétés pharmacologiques

Le principe actif du Nebcar® (Nébivolol) est un puissant antagoniste des récepteurs béta 1
adrénergiques. A doses comparables, il est plus antagoniste que des bétabloquants de
référence, comme 1’Aténolol ou le Bisoprolol. Le Nébivolol est une combinaison racémique
de D-Nébivolol et de L-Nébivolol. Il semble que le blocage sélectif du béta-1 récepteur soit
conféré essentiellement par le D-Nébivolol. Par contre, les deux énantioméres semblent agir
de fagon synergique pour baisser la pression artérielle. L’effet bradycardisant est ainsi exercé

exclusivement par le D-Nébivolol tandis que 1’effet hypotenseur est majoré par 1’addiction du



Chapitre I | GENERALITES

L-énantiomeére qui, isolément, n’influence pas la pression artérielle (Logeart et Solal, 2010).
Le Nébivolol a un effet vasodilatateur dépendant de I’endothélium, via la stimulation de la
NO Synthase (NOS) endothéliale (Gao et al., 1991). Cet effet semble étre exclusivement lié
au L-énantiomere. Cette activation de la NOS endothéliale passe notamment par I’activation
du récepteur béta-3 adrénergique (Dessy et al., 2005), qui entraine aussi une suppression de la
NO synthase inductible et des effets déléteres de cette derniere (Maffei et al., 2007). Il
convient de rajouter dans les spécificités pharmacologiques du Nebivolol, des effets
favorables sur le métabolisme glucidique, des propriétés anti-agrégantes et anti-oxydantes lui
conférant un intérét potentiel chez le patients athéromateux (Munzel et Gori, 2009) (Figure
1).

1.2.1.2. Hypertension arteérielle (HTA)

L'hypertension artérielle est un trouble cardiovasculaire qui se caractérise par une
pression anormalement élevée du sang sur la paroi des artéres. On parle dhypertension
artérielle lorsque la pression artérielle systolique (pression sanguine pendant une contraction
cardiaque) excéde 140 mm Hg et lorsque la pression artérielle diastolique (pression sanguine
entre 2 contractions) excede 90 mm Hg (Haute Autorité de Santé, 2005).

De nombreux hypertendus ne présentent aucun symptdéme et I'hypertension est alors une
découverte d'examen systématique ou de consultation motivée par autre chose.

Dans certains cas, des symptémes peuvent traduire la répercussion de I'élévation de la tension
sur I'organisme. Bien que non spécifiques, les principaux symptémes pouvant étre rencontrés
lors d'une hypertension sont : des céphalées (maux de téte), des acouphenes(sifflements
auditifs), des phosphénes (perception de points lumineux), des vertiges, des
palpitations(sensation d’augmentation du rythme cardiaque), une asthénie ( sensation de
fatigue), une dyspnée( difficultés a respirer ), une épistaxis (saignements de nez), une
hématurie (présence de sang dans les urines) (Kearney et al., 2005).

1.2.1.3. Insuffisance cardiaque chronique

L’Insuffisance Cardiaque (IC) est un syndrome clinique complexe qui peut étre définie
comme une anomalie de la structure ou de la fonction cardiaque conduisant a une defaillance
du ceeur a livrer 1'oxygeéne a un débit en rapport avec les exigences du métabolisme des tissus
malgré des pressions de remplissage normales ou seulement au détriment d'une augmentation

des pressions de remplissage (Lacroix, 2010).
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L’insuffisance cardiaque chronique est la forme la plus fréquente de I’'IC. Elle désigne une
situation stable dans laquelle le patient peut étre asymptomatique ou peut présenter une
dyspnée d’effort plus ou moins importante mais stable (Jondeau, 2006).

Elle correspond a un état de modification et de remodelage des fibres musculaires du cceur qui
se crée sur le long terme. Cette modification est lente et sans aucun signe particulier, elle

survient généralement a la suite d’une pathologie initiale(Jondeau, 2006).

1.2.2. Présentation d’Abilizole® (DCI : Aripiprazole)

C’est une solution buvable, chaque 1 ml de cette solution contient 1 mg de
« Aripiprazole » comme PA. Elle contient également plusieurs excipients dont la glycérine,
I’acide lactique, I’hydroxyde de sodium, le propyléne glycol, le méthyl parabene, le propyl
parabéne, EDTA, saccharose, fructose, arome orange, colorant jaune et I’eau purifiée.
Ce médicament appartient a la famille des médicaments appelés anti-psychotiques. 1l est
utilisé chez les adultes et les adolescents agés de 15 ans ou plus pour traiter de la
schizophrénie et des épisodes maniaques modeérés a séveres, des troubles bipolaires de type |

et prévention de récidives d'épisodes maniaques (Ph. Eur, 2008).

1.2.2.1. Propriétés pharmacologiques

L’Aripiprazole le principe actif d’Abilizole® constitue une stratégie innovante dans la
prise en charge thérapeutique de la schizophrénie. Au lieu d’annihiler, comme le font les
neuroleptiques conventionnels et les premiers « neuroleptiques atypiques », la transmission
dopaminergique excessive qui sous-tend les expressions productives de la schizophrénie, cet
agoniste partiel des récepteurs D2 et D3 de la dopamine fixe cette transmission a un niveau
modéré (Limosin et al., 2008; Samalin et al., 2014). Il réduirait, ce faisant, les expressions
positives et corrigerait, en partie, les expressions déficitaires de [Daffection. Cette
caractéristique de base s’enrichit d’autres propriétés pharmacologiques (antagoniste des
récepteurs 5SHT2A et agoniste partiel des récepteurs SHT1A) qui épaulent et/ou complétent
les actions thérapeutiques ainsi développées (FDA, 2014; Shirley et Perry, 2014). Cet
antipsychotique, doté¢ d’un nouveau profil pharmacologique, affecte peu certaines des cibles
souvent atteintes par divers autres antipsychotiques (récepteurs cholinergiques muscariniques,
récepteurs al-adrénergiques) ou les modifie sur le mode d’une stimulation 1égére et non d’un
blocage complet (récepteurs D2, D3) ; il s’affranchirait, de ce fait, d’un certain nombre de

leurs effets indésirables (Limosin et al., 2008; Samalin et al., 2014) (Figure 2).
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Figure 1 : Effets cardiovasculaires du Nébivolol (Gauthier et Trochu, 2010)
B1-AR : Récepteur ;- adrénergique ; Bs-AR : Récepteur 3- adrénergique

MVO, : Consommation myocardique en oxygene

Aripiprazole

”’
”’
\\ Lz -
Autorecepteu rs Récepteursdes Récepteurs post-
somatodendnthuee boutons synaptiques synaptiques

Ao d

Baisse de Baisse de Compétition
I'activité _ la libération avecla
électrique vésiculairede stimulation par
des neurones la dopamine la dopamine

Figure 2 : Mécanisme d’action de I’aripiprazole (Costentin, 2009)
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1.2.2.2. Schizophrénie

C’est une maladie cérébrale et une des plus graves maladies mentales. Les symptomes
courant sont des pensées confuses, des délires (croyances fausses ou irrationnelles), des
hallucinations (voir ou entendre ce qui n’existe pas) et un comportement bizarre. Ceux qui
souffrent de schizophrénie ont des difficultes a accomplir des taches qui nécessitent une
mémoire abstraite et une attention soutenue. Il n’existe aucun test de laboratoire pour
diagnostiquer la schizophrénie. Le diagnostic se fonde uniquement sur 1’observation clinique.
Pour porter un diagnostic sur cette derniére, les symptomes doivent étre présents la plupart du

temps pendant une période d’au moins 1 mois (Bassett et al., 1998).

1.2.2.3. Episodes maniaques (troubles bipolaires)

Le trouble bipolaire est une maladie chronique dont les retentissements personnels,
sociaux et économiques sont nombreux. Il s’agit d’un trouble psychiatrique sévere,
multifactoriel, a hérédité complexe et de présentation clinique hétérogéne, débutant en général
en fin d’adolescence. Les troubles bipolaires ont été classés parmi les dix pathologies les plus
invalidantes selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (Haute Autorité de Santé,
2009). Les études épidémiologiques ont montré que la prévalence de ces troubles dans la
population générale se situe entre 1% si I’on considére le trouble bipolaire dit de type | et 5%

si I’on considére I’ensemble du spectre bipolaire(Scott et Leboyer, 2011).

Parmi les symptdmes maniaques : un trouble de ’humeur, caractérisé surtout par son
exces, une ¢lévation (légére) de I’humeur, de 1’énergie, de 1’énergie sexuelle et de 1’activité.
La personne a un fort désir de bouger, de rencontrer d’autres personnes et de parler, le besoin
de sommeil est souvent réduit, 1’agitation peut devenir incontrélable. L’épisode maniaque
peut chez certains étre accompagné de symptdmes psychotiques (idées délirantes,

hallucinations) (Llorca et al., 2012).

1.3. Contréle de qualité
1.3.1. Définition de Contrdle

Le mot controle peut étre utilisé dans le sens de vérification et mesure d’une ou plusieurs
caractéristiques d’une entité et de comparer les résultats obtenus a des spécifications
préétablies (Le Hir et Janot, 2001).
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1.3.2. Définition de la qualité
Selon la norme de 1’organisation internationale de normalisation (ISO) , la qualité d’un
médicament est ’ensemble des caractéristiques d’une entité qui lui conférent I’aptitude a

satisfaire des besoins exprimés et implicites (Organisation mondiale de santé, 2006).

1.3.3. Objectif du contréle de qualité

Le contrdle de qualité consiste a examiner le respect des bonnes pratiques de fabrication
au laboratoire de contréle, a découvrir les erreurs dépassants les limites tranchées suivant les
recommandations de pharmacopées européennes, de maniére a corriger les causes.

En général dans tout laboratoire, le contrdle est de vérifier le fonctionnement des appareils, la
manipulation ainsi que la précision et I’exactitude d’une technique (Wehrlé, 2007).

Le contrdle effectué a des points clés (points critiques) évite d’engager inopportunément
des frais couteux dans la suite des opérations. En effet, le contréle final détermine la
conformité du produit aux objectifs et le contrdle de la conformité ont pour finalité de
confirmer que le produit fabriqué localement ou importé répond aux normes homologuées et
/ou aux spécifications légales et réglementaires qui le concernent, et en particulier aux
prescriptions de ’article 3 de la loi n 89 - 09 de 07 février 1989 (analyses de qualité, contréle
de conformité) : Décret exécutif n°® 92 - 65 au 12 février 1992 relatif au contr6le de la

conformité des produits fabriqués localement ou importés (Vadeville, 1983).

1.3.4.cing M
Pour éviter les risques de non qualité qui peuvent survenir en cours de fabrication et de
conditionnement et ainsi maitriser la qualité, il est mis en place selon les BPF la régle des 5M
dont la qualification fait partie intégrante. L’observance de cette regle vise a garantir la
qualité, la sécurité et I’efficacité du produit (Ernoul, 2013).
v' Matieres : elles doivent étre définies, analysées et conformes aux normes.
v Milieu : les locaux doivent étre adaptés. I’environnement doit étre maitrisé selon sa
criticite.
v' Main d’ceuvre : le personnel doit étre qualifié, motivé et formé.
v" Meéthodes : elles doivent étre décrites avec précision d’ou I’importance d’un systéme
documentaire adéquate.
v' Matériel : les moyens matériels doivent étre adaptés, réglés, étalonnés et listés afin de
convenir a I’usage prévu. La maintenance et le nettoyage de tous les appareils sont tres
importants et la qualification va prouver et démontrer que 1’équipement a été bien

installé, fonctionne correctement et conduit aux résultats attendus.
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1.3.5. Différents types de controle de qualité
1.3.5.1. Contrdle physico-chimique

La conformité du medicament aux normes et sa validité sont examinées par plusieurs
méthodes analytiques qualitatives et quantitatives, telles que les dosages volumétriques, les
dosages par spectrophotométrie UV/visible et 1’analyse par différentes méthodes
chromatographiques en I’occurrence, la technique de Chromatographie Liquide a Haute
Performance (HPLC), la spectrophotométrie infrarouge (Albert et al. 1974 ; Ph. Eur., 2014).

1.3.5.2. Contrdle microbiologique

Les contrdles microbiologiques doivent permettre de garantir une bonne qualité
hygiénique et marchande du produit fabriqué, et minimisent les pertes dues aux mauvaises
conditions de fabrication (Scriban, 1999). Les essais microbiologiques ont été congus pour le
dénombrement des bactéries mésophiles, des moisissures et des levures capables de croitre en
aérobiose. Ces essais sont en premier lieu destinés a déterminer, si un produit faisant 1’objet
d’une monographie de la pharmacopée satisfait aux exigences microbiologiques spécifiées
dans cette monographie. Le choix de la méthode est déterminé par des facteurs, tels que la
nature du produit et le nombre de microorganismes présumé. Quelle que soit la méthode

choisie, elle doit étre convenablement validée (Ph. Eur, 2014).

1.3.6. Contamination microbiologique ou bio-contamination

On entend par bio-contamination « la contamination d’une matiére, d’un appareil, d’un
individu, d’une surface, d’un liquide, d’un gaz ou de I’air par des particules viables» (ISO,
2003).

Ce type de contaminants regroupe les micro-organismes (MO) vivants tels que les
levures, moisissures, bactéries. Ces organismes ont besoin, pour se développer et se
multiplier, de conditions d’humidité et de chaleur. Nous devons donc veiller a maitriser ces
différents parametres afin de minimiser le risque de développement de MO.

La présence de MO dans les préparations stériles peut engendrer différents problemes. D’une
part ils peuvent étre responsables d’une altération de 1’aspect, de 1’odeur voir du gout d’un
produit. D’autre part, si des MO pathogenes ou toxiques sont présents, ils peuvent transmettre
leur pouvoir pathogéne ou toxique au patient ainsi certains MO peuvent relarguer des
endotoxines qui sont responsable de 1’effet pyrogéne. Ces derniers sont surtout des bactéries a
Gram negative, car elles disposent d’une membrane externe riche en lipopolysaccharides

(LPS). Le LPS contient un liquide appelé lipide A. Lors de la lyse de la bactérie, ce lipide A
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va se retrouver dans I’environnement et potenticllement peut étre transporté jusque le produit
a répartir. Le lipide A une fois dans le corps humain va étre phagocyté par les macrophages ce
qui va induire une réaction immunitaire de type inflammatoire, dont 1’effet pyrogéne est un
des effets (Rietschel et al., 1994; Mugoyela et Mwambete, 2010).
Les microorganismes peuvent étre détectés et quantifiés par des techniques de microbiologie
(empreinte sur support gélosé, frottis,...). Ils peuvent avoir deux origines :

» Une origine exogene : les MO proviennent de I’environnement ou d’un contact direct

avec I’étre humain.

> Une origine endogéne : les MO proviennent de ce qui est contamine.

1.3.7. Modalités de contrdle en industrie pharmaceutique
1.3.7.1. Contrdéle des matiéres premieres

Celles-ci interviennent dés le début du processus de fabrication, il est donc indispensable
que leur qualité microbiologique soit vérifiée. De plus, elles sont souvent colteuses.
L’industriel a donc I’obligation de les contréler dés réception, et de fournir un certificat
d’analyse prouvant la conformité de la charge microbienne (en UFC/g ou UFC/ml). 1l doit

également les stocker et les utiliser dans un environnement propre (BPF, 2011).

1.3.7.2. Controle de I’eau

L’eau purifiée est la plus utilisée dans 1’industrie pharmaceutique. Elle est utilisée en tant
qu’excipient pour reconstituer un médicament lors des étapes de synthése du PA ou de la
formulation du produit fini ou comme élément principal de nettoyage des cuves, des
équipements ou des emballages primaires. Différentes qualités d’eau sont nécessaires selon
I’utilisation qui en serait faite. Les différentes qualités d’eau se différencient par leur pureté
physico-chimique et microbiologique. Les pharmacopées décrivent ces qualités requises pour
chacune des eaux « monographies » et les méthodes d’analyse pour accepter leur conformité

et leur mode de génération (Pignatti et al., 2002).

1.3.7.3. Suivi environnemental

La fabrication des médicaments stériles doit obligatoirement se faire dans des Zones
d’Atmosphere Controlées (ZAC). On entend par ZAC une piece dont « le contrdle de la
contamination particulaire et microbienne dans 1’environnement est défini, construit et utilisé
de fagon a réduire I’introduction, la multiplication ou la persistance de contaminants » (BPF,

2011).
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1.3.7.4.Controle microbiologique de I’air

L'air est un important vecteur de contaminations. On y trouve surtout des bactéries a
Gram + (Micrococcus, Bacillus), et des spores de champignons. Les micro-organismes de l'air
sont présents sur des particules de plus grande taille (squames, microgouttelettes de salive,
poussieres). Afin de garantir un contréle de 1’air, I’équipement de traitement de I'air doit étre
requalifié au moins une fois par an, I'environnement devrait se conformer aux limites des non-
viables et viables ainsi la vérification de I'intégrité du filtre et des flux d'air ambiant doit étre
effectuée (World Health Organization, 2011).

1.3.7.5.Controle du personnel

Le personnel est un vecteur potentiel important de contamination croisée. Tous les
membres du personnel doivent étre conscients des principes des bonnes pratiques de
fabrication qui les concernent. Les BPF leur consacrent méme un chapitre entier : le chapitre
2 (BPF, 2011). L’hygi¢ne du personnel est primordiale pour réduire le risque de
contamination des produits fabriqués. Le respect de ces régles d’hygiéne doit étre observé par
tout individu pénétrant dans les zones de fabrication et de contrdle. Les techniques
d’habillage, de lavage et de désinfection des mains et 1’utilisation des sas sont acquises par le

personnel et elles sont consignées dans les procédures (World Health Organization, 2011).

1.3.7.6. Controle du produit

Les industries réalisent des tests microbiologiques tout au long de processus de
fabrication sur le produit afin de maitriser au mieux la bio-contamination et d’obtenir un
résultat acceptable sur le produit fini. Pour cela, le procédé de fabrication est étudié en détail,
les étapes dites « critiques » sont sélectionnés afin de réaliser des analyses microbiologiques
sur le produit intermédiaire. Des spécifications en interne sont alors établies: la contamination
résiduelle obtenue sur le produit intermédiaire doit étre inférieur a la limite préalablement
fixée.
En termes microbiologiques, les produits pharmaceutiques peuvent étre divisés en deux

groupes: stérile et non obligatoirement stérile (Ratajczak et al., 2015).

1.3.7.6.1. Produits stériles
Ce sont des préparations obligatoirement stériles aux termes de la monographie de la

forme pharmaceutique correspondante. L’essai de stérilité est appliqué pour cette

détermination (Ph. Eur, 2010).
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1.3.7.6.2. Produits non obligatoirement stériles

Les médicaments non stériles doivent satisfaire aux criteres de pureté microbiologique
appropriés inclus dans les monographies des pharmacopées. Des études de pharmacopée sont
préparées spécifiquement en vue de s'assurer que le médicament est efficace sur le plan
thérapeutique et sans danger pour la sante.

Les critéres d’acceptation applicables aux produits pharmaceutiques non obligatoirement
stériles sur la base : du dénombrement des germes aérobies totaux (DGAT) et du
dénombrement des moisissures/levures totales (DMLT), la présence ou [’absence des

microorganismes pathogeénes spécifiques (Tableau 1).

1.4. Validation des méthodes d’analyse en industrie pharmaceutique
1.4.1. Définition de la validation

La validation des méthodes analytiques a pour principal objectif de s'assurer gu'une

méthode analytique donnée donnera des résultats suffisamment fiables et reproductibles,
compte tenu du but de I'analyse. Il faut donc définir correctement a la fois les conditions dans
lesquelles la méthode sera utilisée et le but dans lequel elle sera employée.
La validation s'applique aux méthodes utilisées pour examiner les caractéristiques chimiques
et physico-chimiques d'un produit, mais également les méthodes microbiologiques et
biologiques(OMS, 1998). La validation doit étre réalisee pour une nouvelle méthode ou pour
I’application de cette méthode sur un nouveau produit (Riley, 2004).

Avant de procéder a une validation, certains facteurs doivent étre maitrisés. Selon les
Bonnes Pratiques de fabrication il faut: D’abord définir un systéme de management de
qualité¢ (responsabilités a définir, attentes, objectifs systéme documentation ...), ensuite
déterminer les points critiques du protocole (expression du résultat, préparation de
I’échantillon ....) puis le matériel requis (étalonnage, Vvérification, qualification) et enfin

I’environnement (locaux, eau, air...) (USP, 2012).
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Tableau 1: Critéres d’acceptation de la qualité microbiologique des formes pharmaceutiques
non stériles (Ph. Eur, 2010)

DGAT DMLT
Voies d’administration (UFC/g) ou | (UFC/g)ou Microorganismes spécifiés
(UFC/ml) (UFC/mlI)
\oie orale : préparation 10° 10 Absence de : d’Escherichia Coli (1g
non aqueuse ou 1ml)
Voie orale : préparation 10° 10* Absence de : d’Escherichia Coli (1g
non aqueuse ou 1ml)
Voie rectale 10° 10°
Voie buccal Absence de : Staphylococcus aureus
Voie gingivale 10° 10t (1g oulml)
Voie cutanée Pseudomonas aeruginosa(1g ou 1ml)
Voie nasale
\oie auriculaire
Voie vaginale Absence de :
102 10t Pseudomonas aeruginosa (1g ou
iml)
Staphylococcus aureus (1g oulml)
Candida albicans
Voie transdermique Absence de :
(limite pour un dispositif 102 10t Pseudomonas aeruginosa (1g ou
transdermique, film 1
ml)
protecteur et support
compris) Staphylococcus aureus (1g oulml)
Inhalation (des exigences Absence de :
(g . Pseudomonas aeruginosa (1g ou
spécifiques s’appliquent
aux preéparations liquides 10° 10! il
dispensées au moyen de Staphy_lococcus aureus (1g,0_ulml)
Bactéries gram négatives résistantes
nébuliseurs) aux sels biliaires (1g oulml)
E:]SE?JS:“O” speciale  de  la Au maximum 10> UFC de bactéries
Pour les préparations pour gram négatives résistantes aux sels
administration par voie orale biliaires (1g ou 1ml).
contenant des matiéres
premiéres d’origine naturelle Absence de :
(animale, végétale ou minérale), 10* 10° salmonelles (10g ou 10 ml).

lorsqu’un prétraitement
antimicrobien est impossible et
que Dautorité  compétente
admet une DGAT des matiéres
premiéres supérieurs a 103
UFC/g ou UFC/ ml.

d’Escherichia coli (1g ou 1ml)
Staphylococcus aureus (1g oulml)
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1.4.2. Caractéristiques des methodes analytiques

Chaque méthode d’analyse posséde un certain nombre de propriétés caractéristiques,
criteres qui qualifient les performances de la méthode a savoir : I’exactitude, la précision, la
répetabilité, la reproductibilité, la robustesse, la linéarité, la sensibilité, la capacité de
détection, la sélectivité. Toutes ces caractéristiques ne sont pas applicables a toutes les
méthodes d'essai ou a tous les produits a analyser. Cela dépend en grande partie du but de
I'analyse (OMS, 1998). En effet, la validation des méthodes microbiologiques correspond a
I’étude scientifique des critéres de fiabilité des techniques microbiologiques : limite de

détection, linéarité, reproductibilité, répétabilité (USP, 2012).

e Limite de détection (LD): Le plus petit nombre de microorganismes détectables par
la méthode. La LD est essentielle pour définir ce qui est considéré comme
contaminé. La LD est déterminée en inoculant des échantillons avec des dilutions en
série de contaminants viables, avec des unités formant des colonies (CFU)
confirmées a l'inoculation par comptage des plaques.

e Précision et répétabilité: La proximité entre la valeur mesurée et la valeur réelle de
la quantité de micro-organismes. Accord entre les résultats d'essais individuels pour
des échantillonnages multiples a partir d'un échantillon homogeéne.

e Linéarité: La linéarité est la capacité (dans une plage donnée) a obtenir une
détection directement proportionnelle a la CFU d'un micro-organisme dans un
échantillon.

e Spécificité: La capacité de la méthode d'essai a détecter un panel d'organismes
(Peris-Vicente et al., 2015).

1.4.3.Intéréts de la validation des méthodes de contrdle microbiologique

La validation permet de rationaliser les équipements et les opérations de production, de
limiter le nombre de rejets pour non-conformité et de diminuer le nombre de contréles finaux
sur les produits fabriqués. Il y a donc reproductivité d’un procédé et augmentation de la

productivité (LeHir et Brossard, 1997).

- Assurer la conformité avec les réglementations nationales et internationales, surtout en
industrie pharmaceutique ou les méthodes d’analyse fiables sont requises.

- Apporter des preuves formelles que la procédure analytique est non seulement
appropriée a I’usage auquel elle est destinée mais aussi suffisamment fiable pour que

toute décision basée sur le résultat analytique obtenu soit prise en toute conscience.
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- Etablir que les micro-organismes éventuellement présents dans le produit a examiner
peuvent étre détectés en présence de ce dernier.
- S’assurer que les micro-organismes mis en évidence dans le produit & examiner ne

proviennent pas des milieux et de I’environnement (USP, 2012).
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I1. Matériel et méthodes

Afin de réaliser les méthodes d’analyses microbiologiques, le laboratoire de controle qualité

des produits pharmaceutiques d’El kendi dispose de différent matériel cité ci-dessous.
I1.1. Matériels d’études
11.1.1. Matériel biologique

» Souches bactériennes
Les différentes souches utilisées dans la validation de la méthode d'analyses
microbiologiques des produits pharmaceutiques non obligatoirement stériles sont
recommandées par la Pharmacopée Européenne (Tableau 2) et proviennent du centre des

ressources biologiques de l'institut Pasteur francais (annexe 1).

Tableau 2 : Références des souches utilisées dans la validation

Souches Références Espéces
CIP 53.126. Escherichia coli
Bactéries CIP 82.118. Pseudomonas aeruginosa
CIP 4.83. Staphylococcus aureus
CIP 52.62. Bacillus subtilis
Levure CIP 53.126. Candida albicans
Champignon CIP 1431.38. Aspergillus niger

CIP : Collection du Centre Institut Pasteur de France.
11.1.1. Matériel non biologique

L’ensemble des équipements spécifiques (verrerie et appareillage) utilisés dans cette

¢tude sont présentés dans I’Annexe 2.

» Milieux de culture
Le milieu de culture est une préparation au sein de laquelle les micro-organismes peuvent
se multiplier. 1l doit donc satisfaire les exigences nutritives du micro-organisme et offre les
conditions favorables a la croissance microbienne. Les milieux utilisés (Tableau 3) ainsi que
les diluants tels que la solution tampon peptonée au chlorure de sodium et le polysorbate 80

«tween 80» sont fournis par I’entreprise «Biomerieux» (France).
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Tableau 3 : Milieux de culture utilisés

Dénomination Composition

Milieux de culture TSA : Trypticase Soja Agar
généraux

SDA : Sabouraud Dextrose Agar

TSB : Trypticase Soja Broth Annexe 3

Milieux de culture sélectifs MCA : Mac Conkey Agar

MCB : Mac Conkey Broth

R2A : Reasoners 2 Agar

Gélose au Cétrimide

» Produits étudiés
Deux produits pharmaceutiques finis non obligatoirement stériles, a administration orale, de
deux formes galéniques différentes ont fait 1’objet de notre étude. Ces deux meédicaments
n’ont pas encore été enregistrés au niveau du Ministére de la Santé pour une éventuelle

commercialisation.

e Abilizole®: est un médicament antipsychotique en forme de suspension qui appartient
a la classe des bloqueurs dopaminergiques (Figure 3).
e Nebcar®: est un médicament antihypertenseur en forme de comprimé qui appartient &
la classe des béta bloquants. (Figure 3).
Tout produit fabriqué par [D’industrie pharmaceutique «ElI Kendi Pharmaceutical

Manufacturing Company» nécessite un contréle qu’on appelle la propreté microbienne.
11.2. Methodes

Afin d’atteindre 1’objectif de cette étude, une démarche expérimentale enchainée a ¢été

entreprise, cette démarche est récapitulée dans la figure 4 et détaillée ci-apres :

Figure 3 : les produits analysés Nebcar® et Abilizole® (Originale, 2018)
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Industrie pharmaceutique EI Kendi

4

Produits non obligatoirement stériles
Nebcar® et Abilizole®

4

Laboratoire de microbiologie

_—

Contr6le de
I’environnement

Contro6le des
milieux de culture

Contrdle de
I’eau

- Air: exposition des - Dénombrement de la _Test de stérilité
boites de gélose flore aérobie totale

o -Test de fertilité
- Surfaces : utilisation -Recherche des coliformes
des boites de contact totaux et Pseudomonas

Validation de la méthode de dénombrement
sur plaque de gélose et recherche des germes
spécifiques sur le Nebcar® et I’ Abilizole®

Contrdle des
produits finis

-Dénombrement  des
germes aérobies viables
totaux

-Recherche des germes
spécifiques

-Préparation des dilutions des souches de référence
-Détermination d’inoculum
-Dénombrement des germes aérobies viables totaux

-Recherche des germes spécifiques

Figure 4 . Schéma récapitulatif de la démarche expérimentale (Originale, 2018)
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11.2.1. Préparation des milieux de culture

La réalisation des tests microbiologiques est assurée en utilisant des différents milieux de
culture qui peuvent étre usuels, spécifiques ou d’enrichissement préparés a partir d’une
poudre ou des cristaux.

Le résultat de ces tests dépend de la qualité de préparation ainsi que la stérilisation des

milieux utilisés.
11.2.1.1. Etapes de préparation

Le milieu sous forme de poudre ou cristaux est repris dans un volume d’eau purifiée
inferieur au volume nécessaire. La dissolution du milieu se fait sous agitation, cette derniére
est supplémentée d’un chauffage pour les milieux gélosés. Le volume adéquat est ensuite
ajusté¢ avec de l’eau purifiée et le milieu est conditionné puis stérilis¢é dans un cycle
d’autoclavage (20 minutes de phase de stérilisation a 121°C). On mesure et ajuste si nécessaire
le pH par addition de NaOH (solution acide) ou HCI (solution basique) stériles afin d’obtenir
le pH indiqué par le fournisseur. Enfin, on identifie des flacons et tubes de conditionnement
par étiquetage et conserve au froid (2-8°C). La validité des milieux est de 1 mois pour les
milieux coulés dans les flacons (a partir du jour de la préparation) et de 15 jours pour ceux qui
sont conditionnés dans les boites de Pétri (placées dans des emballages scellés).

11.2.2. Controle de la qualité des milieux de culture

L’utilisation des milieux est conditionnée par la réalisation de deux tests assurant leur

qualité : les tests de stérilité et fertilité.

11.2.2.1. Test de sterilité

L’¢étude de la stérilit¢ des milieux de culture utilisés, qu’ils soient solides ou liquides,
consiste a les incuber a des températures appropriées pour la croissance microbienne.
L’absence de la croissance indique que les milieux sont stériles et par conséquent, ils peuvent

étre utilisés. Ce test permet d’éliminer les résultats faux positifs.

11.2.2.2. Test de fertilite
11.2.2.2.1. Préparation de la solution mére des souches

Les souches de référence sont sous forme lyophilisée et c’est avec des tubes contenant du
TSB qu’elles sont reconstituées. Ces tubes sont incubés a 35°C pendant 24h par la suite une
série de dilution décimale est effectuée a partir des suspensions meres en transférant 1mL de

cette derniere dans 9mL de solution tampon peptonée & pH7 (action répétée jusqu’a la
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derniére dilution). Ces dilutions permettront la réalisation du test de fertilité des différents

milieux.

11.2.2.2.2. Fertilité des milieux de culture généraux et sélectifs

Le test de fertilité consiste a controler de la performance nutritionnelle des milieux de
culture afin de s’assurer que ces derniers rassemblent les conditions favorables a une
prolifération normale des microorganismes. Ainsi, pour chaque milieu utilisé, des volumes
précis (Annexe 4) des souches de référence sont ensemencées (inoculum qui correspond a la
charge microbienne inférieur ou égale a 100 UFC/ml) puis incubés a leurs températures
optimales de croissance pendant un temps déterminé. La fertilité des milieux est exprimée

selon le type du milieu testé :

UFC calculées
(avec

e en calculant le facteur F pour les milieux solides généraux : F= —
UFC standardisées

F<2).
e Par observation de la présence ou absence des colonies, pour les milieux sélectifs
solides.
e Par observation de la présence ou absence de troubles pour les milieux liquides
généraux ou seélectifs.
Les résultats obtenus sont comparés a des valeurs standardisées fixes obtenues apreés plusieurs

essais au laboratoire de microbiologie d’El Kendi (Tableau 4).

Tableau 4 : Les valeurs standardisées des souches de référence

Milieux Standard UFC/mL
P.aeruginosa 97
S.aureus 101
TSA B.subtilis 101
C.albicans 106
A.niger 90
C.albicans 106
SDA A.niger 100

11.2.3. Controle microbiologique de I’eau

La qualité microbiologique de I’eau a une grande influence sur la contamination des

produits pharmaceutiques, par conséquent il est essentiel de choisir des récipients adaptés
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pour les échantillons afin d’éviter toute contamination lors de leur prélévement et ainsi réduire
le risque d’éventuels résultats « faux positifs ». On utilise le plus souvent les matiéres en verre

de borosilicate ou le plastique de bonne qualité (USP, 2018).

11.2.3.1. Procédé de contréle microbiologique de I’eau
» Deénombrement de la flore aérobie totale

Pour réaliser ce dénombrement sur boite de Pétri, on utilise la rampe de filtration ainsi on
place tout d’abord le filtre stérile de nitrocellulose (0,45 pum) et on attache I’entonnoir au
support de filtre. On secoue la bouteille de 1I’échantillon avant de filtrer 100 ml a 1’aide d’un
aspirateur. Le transfert du filtre sur le milieu R2A (eau purifiée et eau potable) se fait
aseptiguement avec une pince stérile. Ensuite on incube la boite de Pétri a 33-35 °C pendant 3
a 5jours.
Le comptage des colonies sur le filtre se fait au moyen d’un compteur de colonies et on divise
par 100 pour exprimer comme UFC/ml. Les boites sans colonies sont signalées comme
<1UFC/100mL. Et s’il y’a lieu d’identification bactérienne, elle s’effectue en utilisant des Kits

biochimiques.
> Recherche des coliformes totaux

Pour la recherche des coliformes totaux dans 1’eau potable la méme opération que
précédemment (Dénombrement de la flore aérobie totale) a été entreprise sauf que cette fois le
milieu MCA a été utilisé et on incube a 33-35 °C pendant 3 a 5 jours ainsi la présence ou
I’absence des coliformes totaux a été déterminée par I’absence ou présence d’une coloration

rose

» Recherche de Pseudomonas

La méme démarche a été réalisée pour la recherche de Pseudomonas dans 1’eau potable
sauf que cette fois un filtre de nitrocellulose de 0,22 um a été déposé sur le milieu cétrimide et
on incube a 33-35 °C pendant 3 a 5 jours ainsi la présence ou 1’absence de Pseudomonas a

¢été déterminée par I’absence ou présence d’une coloration vert pistache.

11.2.4. Controle microbiologique de I’environnement

La mise en ceuvre des prescriptions réglementaires des différentes pharmacopeées fait

partie intégrante de la garantie d’un environnement de production hygiénique. L’expérience
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en maticre de prise d’échantillons et 1’évaluation des résultats sous 1’angle de la gestion du
risque sont des facteurs de réussite pour remplir les normes d’hygiéne. La numération des

germes doit étre effectuée par un laboratoire accrédité BPF (USP, 2008).
11.2.4.1. Méthode de contréle

La surveillance de routine est effectuée a 1’aide d’un milieu de croissance microbiologique

géneral, comme la gélose a base de caséine de soja TSA et SDA. L’USP 2018 décrit :

» Meéthode d’exposition des boites de gélose
Les boites de gélose préalablement coulées des milieux TSA sont placées sur le sol ou
une surface. On expose ces boites pendant 4 heures afin de permettre le dép6t des particules
en suspension. C’est une méthode directe d’évaluation du nombre probable des
microorganismes se déposant sur le produit ou la surface. On note les informations correctes
sur la base des boites (la partie contenant le support) avec un marqueur indélébile avant de les
incuber a 33-35°C pendant 3-5 jours. Le comptage des unités de formation des colonies

(UFC) s’effectue a I’aide d’un compteur de colonies.
» Surveillance des surfaces par utilisation des boites de contact

Pour déterminer 1’efficacité des procédures de nettoyage de routine, on utilise des boites
de contact. L’échantillonnage doit étre effectué avant et apres le nettoyage pour déterminer
I’efficacité de la procédure de nettoyage.

Les boites de contact standard (RODAC : Détection et Comptage d’Organismes Répliqués)
contiennent suffisamment de milieu de croissance créant une surface de support suréleve.

Les informations suivantes doivent étre nécessairement inscrites sur les boites : les initiales de
I’opérateur qui a recueilli le prélevement, la date et I’heure de la prise de prélevement et
I’emplacement de 1’échantillon.

Cette surveillance revient a mettre en contact le maximum de la surface de gélose avec le
point de prélevement pendant 10 secondes en appliquant une force constante répartie
uniformément sans tordre, glisser et éviter la création de bulles. La surface ainsi testée est
nettoyée avec de 1’alcool 70% pour enlever toute trace possible d’agar résiduel. Le milieu
utilisé contient des agents neutralisants (tween 80 a 2%) qui inactivent tous les désinfectants
résiduels sur la surface a tester. Les boites TSA sont incubées a 33-35°C pendant au moins 2

jours.
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On note que cette méthode n’est appropriée que pour une surface inaccessible ou irréguliere
et que les boites de contact ont une faible récupération d’échantillon et ne soumettent qu’un

pourcentage de la surface réelle.

11.2.5.Controle microbiologique des produits pharmaceutiques non obligatoirement
stériles

Le contrble microbiologique a pour objectif de garantir la qualité des produits
pharmaceutiques. Les produits a analyser sont un antipsychotique et un antihypertenseur et
nécessitent le dénombrement des germes aérobies viables totaux, les levures et moisissures

ainsi que la recherche d’E.coli en tant que germe spécifique.

11.2.5.1. Dénombrement des germes aérobies viables totaux

Le dénombrement des germes dans les produits finis consiste a préparer I’échantillon a
analyser et a ensemencer un volume de la solution obtenue sur les différents milieux de
culture utilisés. Pour le Nebcar® et Abilizole® la Pharmacopée Américain (2018)
recommande 1’utilisation d’une solution tampon peptonée au chlorure de sodium a pH 7

(diluant) additionnée du tween 80 (2%) comme tensioactif.

11.2.5.2.Protocole d’analyse microbiologique

Le produit & analyser (10 g du comprimé Nebcar® ou 10 ml du suspension Abilizole®)

sont prélevés dans un flacon gradué stérile et on ajuste le volume jusqu'a 100 ml de la solution
tampon peptonée au chlorure de sodium a pH7 (dilution décimale 1/10 solution A) avec du
tween 80 (2%) pour faciliter la mise en suspension.
Apres dissolution des produits, 1 ml est prélevé de la préparation puis ensemencé en
profondeur dans chacune des 4 boites de pétri. On coule ensuite 20 a 25 ml des milieux en
surfusion (ne dépassant pas 45) : le milieu TSA dans deux boites et le SDA dans les deux
autres boites. On effectue par la suite le contrdle négatif (témoin) du diluant pH7 additionné
au tween 80 a 2% en ensemencant 1 ml en profondeur dans 2 boites qui seront coulées de
TSA et SDA. L’incubation des boites TSA se fait a 33-35°C pendant 3-5 jours et celles du
SDA a 22-25°C pendant 5-7jours. Enfin la lecture se fait a I’ceil nue a I’aide d’un compteur
des colonies (Figure 5).

La procédure est la méme pour les dilutions 1/50 et 1/100.
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Figure 5: Schéma des étapes de contréle microbiologique (dénombrement des germes
aérobies viables totaux) pour les deux produits Nebcar® et Abilizole® par la méthode de
dénombrement sur plaque de gélose (Originale, 2018)
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11.2.5.3. Recherche des germes spécifiques

Pour mettre en évidence la présence ou I’absence d’E.coli dans les produits finis Nebcar®
et Abilizole® on procéde comme suit : Prélever 10 ml du produit dilué (solution A) et ajouter
de bouillon de pré-enrichissement TSB puis incuber a 33-35°C pendant 24h. Au terme de
I’incubation, prélever 1 ml du milieu TSB et ajuster jusqu’a 100 ml avec le milieu MCB pour
I’incuber a 42°C pendant 24h. Enfin réaliser des stries a 1’aide d’une anse de platine calibrée
sur la gelose MCA. Cette derniére est incubée a 33-35°C pendant 24h (Figure 6).

Les colonies d’Escherichia coli apparaissent en rose fushia.

11.2.6. Validation de la méthode de dénombrement sur plaque de gélose et recherche des
germes spécifiques dans Nebcar® et Abilizole®

Dans le domaine pharmaceutique, la validation des méthodes analytiques
microbiologiques est imposee par les pharmacopées afin de garantir la qualité et la fiabilité

des résultats.

11.2.6.1. protocole de la validation

La validation de la méthode de dénombrement sur plague consiste a la contamination,
avec des souches de références recommandées par la Pharmacopée Européenne, des témoins
et essais avec un inoculum qui correspond a nombre de colonies inférieur ou égal a 100
UFC/ml.

La préparation des suspensions meres s’effectue de la méme maniere que celle réalisée pour

le test de fertilité.

11.2.6.2. Préparation des dilutions des souches de référence pour I’obtention du volume a
inoculer

Cette étape est indispensable pour réaliser la validation de la méthode d’analyse
microbiologique, et ceci en déterminant un inoculum dont le nombre de colonies sera
inferieur ou égale a 100 UFC/ml, la Pharmacopée Européenne préconise 1’utilisation de la
solution tampon peptonée au chlorure de sodium pH7 (diluant). On préléve ainsi 1 ml de la
suspension meére enrichie de TSB que 1’on transverse dans 9 ml du diluant pour obtenir les
dilutions décimales.

Au moins 3 tests ont été realisés pour chaque souche bactérienne et fongique.
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Figure 6: Schéma des étapes de la recherche d’E.coli pour les produits Nebcar® et
Abilizole® par la méthode de dénombrement sur plagque de gélose (Originale, 2018)
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» Souches bacteriennes
Prélever aseptiquement 1 ml des dilutions 10° et 107 a I’aide d’une pipette graduée stérile et
ensemencer en profondeur chaque inoculum prélevé dans une boite de pétri. Couler 20 ml de
la gélose TSA fondue et maintenue en surfusion a 45 °C, bien homogénéiser les boites des
mouvements de huit puis les incuber a 33-35°C pendant 24h. Le dénombrement des colonies

apparues se fait a I’aide d’un compteur de colonies.

» Souches fongiques

Prélever 1 ml des dilutions 10* et 10° de Candida albicans et 10 et 10° pour
Aspergillus niger et ensemencer en profondeur chaque inoculum dans des boites Pétri qui sont
coulées par la suite de la gélose SDA fondue et maintenue en surfusion a 45°C, Apres une
bonne homogénéisation par des mouvements de huit et on incube les boites a 23-25°C

pendant 48h. Un compteur de colonies permet la lecture des boites.

11.2.6.3. Détermination du volume a inoculer

Le comptage des colonies apparues aprés un temps donné d’incubation est effectué a
I’aide d’un compteur des colonies et suivi de la déduction du volume & inoculer, le volume de
I’inoculum ne doit pas dépasser 1% du volume total. On peut prélever ce dernier a partir de la
solution mere. (USP, 2018)

11.2.6.4.Dénombrement des germes aérobies viables totaux en présence et en absence des
produits finis Nebcar® et Abilizole®

Peser 10 g des comprimés de Nebcar® ou mesurer 10 ml d’Abilizole® dans un flacon
gradu¢ stérile et ajuster jusqu’a 100 ml avec la solution tampon peptonée pH7 contenant
Tween 80 & 2% (dilution décimale 1/10) (solution A).
Aprés dissolution et homogeénéisation contaminer avec le volume a inoculer précédemment
déterminé.
Préparer les témoins en contaminant 100 ml de chaque diluant pH7 avec le volume a inoculer
(solution B) pour chaque souche :
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Candida albicans,
Aspergillus niger, ensemencer en profondeur 1 ml de chaque préparation.
Verser dans chaque boite de pétri 25 ml du milieu gélosé TSA pour le denombrement des
souches bactériennes et 25 ml de SDA pour les souches fongiques.
Incuber les boites de TSA a 33°C pendant 3-5 jours et a 23°C les boites de SDA pendant 5-7

jours. La lecture des colonies observées se fait a 1’aide d’un compteur de colonies (Figure 7).
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Figure 7 : Schéma représentant le protocole de la validation de la méthode de dénombrement
des germes aérobies viables totaux pour les produits Abilizole® et Nebcar® (Originale, 2018)
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Enfin on calcule le facteur F en divisant le nombre de colonies trouvées dans 1’essai sur le
nombre moyen des colonies du témoin.

Selon la pharmacopée européenne le facteur calculé F doit étre < 2. Par consequent si le
nombre d’UFC des essais dépassent plus de 2 fois celui des témoins le test est a refaire. Les
UFC obtenues dans 1’essai doivent représenter 70% de celles obtenues dans le témoin (USP,
2018).

Les mémes étapes sont entreprises pour les dilutions (1/50 et 1/100) des produits.

11.2.6.5. Validation de la recherche des germes spécifiques

Escherichia coli est le seul germe spécifigue recommandé par la pharmacopée
européenne, pour les produits finis Nebcar® et Abilizole®. Pour valider la recherche de ce
germe on procéde comme suit :
Peser 10 g des comprimés ou mesurer 10 ml d’Abilizole® dans un flacon gradué stérile et
ajuster jusqu’a 100 ml avec la solution tampon peptonée pH7 contenant 2% de Tween80 afin
de permettre la dissolution puis homogeéneiser (solution A).
Contaminer avec un inoculum de la suspension diluée d’E.coli. Prélever ensuite 10 ml de

cette solution et I’ensemencer dans 90 ml de TSB. Incuber les flacons a 35°C pendant 24h.

A T’aide d’une pipette stérile, prélever 1 ml du bouillon TSB pré-enrichi et I’ensemencer dans
100 ml de MCB. Incuber a 42°C pendant 24h.

Au terme de I’incubation, ensemencer en surface 0,1 ml du milieu d’enrichissement sélectif
MCB sur une boite de pétri contenant le milieu gélos¢ MCA et I’incuber pendant 18-24h a
35°C. Observer la présence des colonies roses fushia (Figure 8).

Les mémes étapes sont entreprises pour les dilutions (1/50 et 1/100) des produits.

NB : en parallele, les mémes étapes sont effectuées en absence du produit représentant le
témoin (solution B). A partir du témoin ensemencer 1 ml en profondeur, couler 25 ml de TSA
le premier jour et incuber & 33-35°C pendant 24h. Faire la lecture pour se rassurer de la

présence microbienne.
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Figure 8 : Schéma de la validation de la recherche d’E.coli pour les produits Nebcar® et
Abilizole® par la méthode de dénombrement sur plaque de gélose (Originale, 2018)
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I11. Résultats et discussion
I11.1. Résultats du test de stérilité des milieux de culture

La vérification de la stérilité permet de vérifier la qualité des milieux de cultures avant
d’entamer tout contréle microbiologique. Les résultats obtenus sont représentés dans le

tableau 5 et la figure 9:

Tableau 5 : Résultats du test de stérilité des milieux de culture solides et liquides

Milieu de culture Type du milieu Condition Observation
d’incubation
TSA Solide 35°C pendant 5 jours
SDA Solide 22°C pendant 5 jours Absen(-:e de toute
croissance
MCA Solide (sélectifs) 35°C pendant 5 jours microbienne
TSB Bouillon 35°C pendant 5 jours
d’enrichissement Les milieux restent
MCB Bouillon 42°C pendant 5 jours limpides
d’enrichissement
(sélectif)

Le tableau montre une absence totale de toute prolifération microbienne dans les milieux
liquides et solides, ce qui confirme leur stérilité et leur adéquation pour la réalisation des

différents contrdles microbiologiques.
111.2. Résultats du test de fertilité

Afin de tester la fertilité des différents milieux, ces dernier sont contaminés par un
volume déterminé de suspension bactérienne (< 100UFC/ml) issus des souches de référence
puis a les incuber a des températures optimales pendant 24h ou 48h . Ce test permet de
contrdler et prouver la performance des milieux de culture solides et liquides et de vérifier

leurs propriétés nutritives et sélectives.
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Figure 9 : Résultats du test de stérilité. (A) Stérilité des milieux SDA, TSA et MCA, (B)
Stérilité du milieu MCB et (C) Stérilité du milieu TSB (Originale, 2018)
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111.2.1 Résultats du test de fertilité des milieux de culture gélosés ordinaires

Les milieux solides utilisés sont ensemences par des souches bien déterminées selon les
recommandations de la pharmacopée. Ces milieux sont incubés dans des conditions spécifiées

et les résultats sont présentés dans le tableau 6 :

Tableau 6 : Résultats du test de fertilité des milieux de culture gélosés ordinaires

Milieux de Standards UFC/ml Facteur F<2
culture UFC/ml calculées
P.aeruginosa 97 95 0,98
S.aureus 101 53 0,52
TSA B.subtilis 101 63 0,62
C.albicans 106 75 0,70
A.niger 90 75 0,83
SDA C.albicans 106 80 0,75
A.niger 100 85 0,85

Les résultats représentant le nombre de colonies calculées aprés incubation des boites (24h a
35°C pour le milieu TSA et 48h pour le SDA) comparées aux standards. Ces derniers variant
entre 90 et 106 sont obtenus apreés plusieurs essais au laboratoire de microbiologie d’El

KENDI.

Un milieu est considéré comme fertile si le facteur F est compris dans ’intervalle F< 2. Ce

facteur est calculé par la formule suivante : F = UFC calculées / UFC standardisées

D’apres les résultats obtenus, le facteur F calculé pour chaque souche dans les deux milieux
varie entre 0,52 et 0,98. Ces deux milieux testés sont donc favorables pour la croissance

microbienne.
II1.2.2. Résultats du test de fertilité d’un milieu de culture général liquide

Apres avoir ensemencé le bouillon d’enrichissement TSB avec un inoculum < 100
UFC/ml et incubé dans les conditions optimales, ce dernier devient trouble montrant une
multiplication des germes (Tableau 7). Ceci révele que ce bouillon fournit les conditions

favorables a la croissance microbienne.
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Tableau 7: Récapitulation des résultats du test de fertilité du bouillon (TSB)

Bouillon Souches Conditions Résultats

d’incubation

P.aeruginosa

S.aureus 35°C pendant 24h | Apparition de trouble
TSB

B.subtilis

C.albicans

Aniger 22°C pendant 24h | Apparition de trouble

111.2.3. Résultats du test de fertilité des milieux sélectifs, solide (MCA) et liquide (MCB)

Le bouillon d’enrichissement liquide et le milieu gélosé MCA sont des milieux de culture
sélectifs qui permettent la croissance d’E.coli. Les résultats du test de fertilité sont représentés

dans le tableau 8 :

Tableau 8 : Résultats du test de fertilité du milieu gélosé MCA et du bouillon

d’enrichissement MCB
Conditions Résultats
d’incubation
MCB E.coli 42°C pendant 24h Présence de trouble
MCA E.coli 35°C pendant 24h Présence d’E.coli

Aprés ensemencement du bouillon par un inoculum < 100UFC/ml, le milieu est devenu
trouble aprés 24h d’incubation a 42°C, avec un virage de sa couleur au violet jaunatre, ceci est
du a I’acidification du milieu suite a la dégradation du lactose présent dans ce bouillon par

E.coli.

La gélose MCA inoculée et incubée a des conditions optimales a permis une croissance des
colonies roses fushia caractéristiques d’E.coli ce qui confirme la fertilité et la sélectivité de ce

milieu.
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Les résultats des tests de stérilité et de fertilité sont conformes aux normes imposées par la
pharmacopée ainsi les milieux de culture peuvent étre utilisés pour I’analyse microbiologique

et la validation de la méthode d’analyse des produits pharmaceutiques.
I11.3. Résultats du contréle microbiologique de I’eau

La détermination de la qualité microbiologique de ’eau purifiée a démontré que cette
derniére était conforme aux normes préconisées par la pharmacopée (USP, 2018) et cela aux

differents points testés (Tableau 9 et Figure 10).
Tableau 9 : Résultats du controle microbiologique de 1’eau purifiée

Résultats UFC/ml Normes UFC/ml Conformité

(USP, 2017)

Germes aérobies

viables totaux 1-3 <100 Conforme

De méme que I’eau purifiée, la qualité microbiologique de 1’eau potable a démontré que
cette derniere était conforme aux normes préconisées par les pharmacopées aux différents
points testés. En effet, une absence de coliformes totaux et de Pseudomonas a été marquée
ainsi qu’un taux de germes aérobies viables totaux conforme aux normes (Tableau 10 et
Figure 11)

Tableau 10 : Résultats du controle microbiologique de I’eau potable

Germes Résultats UFC/ml Normes UFC/mI Conformité

(USP, 2017)

Germes aérobies

viables totaux 2-4 <500 Conforme

Coliformes totaux Absence Absence Conforme

Pseudomonas Absence Absence Conforme
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Figure 10 : Résultats du contrdle microbiologique de 1’eau purifiée (Originale, 2018)

Figure 11 : Resultats du controle microbiologique de 1’cau potable. (A) denombrement de la

flore aérobie totale, (B) recherche des coliformes totaux et (C) recherche de Pseudomonas
(Originale, 2018)
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111.4. Résultats du contréole microbiologique de I’environnement
111.4.1. Résultats du controle microbiologique de I’air

L’analyse microbiologique de ’air a révélé que ce dernier est conforme aux normes
préconisees par la pharmacopée (USP, 2018) et cela au niveau des différents points testés au

niveau de I’unité de production (Tableau 11 et Figure 12).

Tableau 11 : Résultats du contréle microbiologique de I’air

Résultats UFC/4 Les normes Conformité
heures UFC/4heures
A <1 <1 Conforme
C 5-15 <50 Conforme
D 5-70 <100 Conforme

Classe B : qui forme une enceinte autour de la classe A dans laquelle pas plus d’une colonie

est acceptée (hotte par exemple), caractérise le local dans lequel s’effectue le remplissage

d’un produit injectable (BPF, 2008).

Classes C et D : ou se font les opérations les moins critiques en garde de I’asepsie, comme la

préparation des solutions et celle du matériel de production. (BPF, 2008).

111.4.2. Résultats du contrdle microbiologique des surfaces

De méme que lair, la détermination de la qualité microbiologique des surfaces a
démontré qu’elles sont conformes aux normes préconisées par la pharmacopée (USP, 2018)
et cela au niveau des différents points testés (Tableau 12 et Figure 13).

Tableau 12 : Résultats du contr6le microbiologique des surfaces

Classes Résultats Les normes Conformité
UFC/plaque UFC/plaque
A <1 <1 Conforme
C 0-7 <25 Conforme

D 0-12 <50 Conforme
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Figure 12 : Résultats du contréle microbiologique de I’air dans (A) le milieu SDA et (B)
le milieu TSA (Originale, 2018)

Figure 13 : Résultats du contr6le microbiologique des surfaces (Originale, 2018)
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Les résultats du controle de la qualité microbiologique de I’environnement confirment les
conditions de stérilité au niveau des locaux de production ce qui assure la génération des
médicaments de qualité.

I11.5. Résultats de I’analyse microbiologique des produits pharmaceutiques non

obligatoirement stériles (Nebcar® et Abilizole®)

111.5.1. Résultats du dénombrement des germes aérobies viables totaux en absence et en

presence du produit

L’analyse microbiologique a été réalisée a différentes dilutions 1/10, 1/50 et 1/100 sur les
produits pharmaceutiques non obligatoirement stériles : comprimé Nebcar® et suspension
Abilizole®, en attendant que la méthode d’analyse soit validée. Les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau 13 et la Figure 14 :
Tableau 13 : Résultats du dénombrement des germes aérobies viables totaux.

Résultats

Germes Témoin UFC/1gou Iml Normes UFC/g Conformité

des produits ou ml

Germes aerobies
viables totaux 00 <10 <10° Conforme
Levure et
moisissures 00 <10 < 10 Conforme

Les résultats du contréle témoin (en absence du produit) montrent 1’absence totale des
colonies dans les deux milieux TSA et SDA, cela confirme que le test a été effectué dans des
conditions de stérilité et que les milieux utilisés (pH7, TSA, SDA) étaient bien stériles.

Pour les échantillons, nous constatons une absence totale de germes aérobies viables totaux
ainsi que des levures et moisissures pour les différentes dilutions des produits. Le résultat est

exprimé comme < 10 UFC par gramme ou ml des produits.
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Les résultats obtenus sont conformes aux normes préconisées de la pharmacopée américaine
2018. Cela témoigne la qualité de médicaments ainsi que celle des matieres premieres, la

qualification du personnel et le respect des Bonnes Pratiques de Fabrication.
111.5.2. Résultats de la recherche des germes spécifiques (E.coli)

La lecture des boites MCA apres incubation a 35°C pendant 24h montre qu’aucune
colonie rose fushia n’est apparue. Cela signifie 1’absence totale d’E.coli dans un gramme du
produit Nebcar® ou 1 ml du produit Ablizole® attestant ainsi la qualité, la sécurité et
I’innocuité de la préparation. L’absence de ce germe refléte le respect des Bonnes Pratiques

d’hygiéne (pas de contamination fécale) (Figure 15).
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Figure 14 : Résultats du dénombrement des germes aérobies viables totaux en absence et en
présence du produit. (A) le produit Nebcar®, (B) le produit Abilizole® et (C) le témoin
(Originale, 2018)

Figure 15 : Résultats du dénombrement des germes spécifiques (E.coli) (A) le produit
Nebcar® et (B) le produit Abilizole® (Originale, 2018)
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I111.6. Résultats de la validation de la méthode de dénombrement des GAVT et GLMT

pour les produits non obligatoirement stériles

Dans le but de valider la méthode utilisée dans le contrdle microbiologique des deux produits

analysés, nous avons réalisé au moins trois essais en absence et en présence du produit.
111.6.1. Résultats de la détermination du volume & inoculer pour le produit Nebcar®5mg

Dans un premier temps, une série de dilutions de 1/10 des souches de références a été
réalisée ainsi la charge microbienne de chaque dilution a été mesurée (Annexe 5). Ensuite,
afin de déterminer I’inoculum, un volume est prélevé a partir de la dilution qui correspond a la
charge microbienne inférieure ou égale a 100 UFC/ml (colorée en rouge) (Annexe 5),
(Tableaux 14) et (Figure 16).
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Tableau 14 : Récapitulation des résultats de la détermination des volumes a inoculer.

Souches Tests UFC calculées/ Dilutions a Volumes a

ml de dilution prélever inoculer

Test 1 90 / 10 10™ 0,11ml

P.aeruginosa Test 2 187107 10™ 0,55 ml
Test 3 80/107 10™ 0,12ml

Test 1 91 /107 10™ 0,10 ml

S.aureus Test 2 60/10" 10™ 0,16ml
Test 3 66/10" 10™ 0,15 ml

Test 1 188 /107 107 0,53ml

B.subtilis Test 2 216 /107 107 0,46 ml
Test 3 242 /107 107 0,41 ml

Test 1 107 /107 107 0,93ml

C.albicans Test 2 98 /10™ 107 iml

Test 3 222/107 107 0,45ml

Test 1 252 /10 Solution mére 0,39ml

A.niger Test 2 112/10° 10 0,89ml
Test 3 80/107 Solution mére 0,12ml

Test 1 57/107 10™ 0,17ml

E.coli Test 2 60/10° 107 0,16ml
Test 3 14 /10" 10™ 0,71ml

Les volumes ainsi calculés seront prélevés de la dilution sélectionnée et inoculés dans les
flacons d’essais et du témoin afin de valider la méthode utilisée pour la détection des

différentes souches.
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111.6.2. Résultats de la détermination de I’inoculum pour 1’Abilizole® 1mg/ml

De la méme maniére que pour le produit Nebcar®, une série de dilutions de 1/10 des
souches de références a été réalisée ainsi la charge microbienne de chaque dilution a été
mesurée (Annexe 6). Ensuite, afin de déterminer 1’inoculum, un volume est prélevé a partir de
la dilution qui correspond a la charge microbienne inférieure ou égale a 100 UFC/ml (colorée

en rouge) (Annexe 6), (Tableaux 15) et (Figure 17).

Tableau 15 : Récapitulation des résultats de la détermination de 1’inoculum.

Tests UFC calculées/ Dilutions a Volumes a
ml de dilution prelever inoculer
Test 1 72110 10 0,13 ml
P.aeruginosa Test 2 80/10° 10° 0,12 ml
Test 3 145/10° 10 0,68 ml
Test 1 72110 10™ 0,13 ml
S. aureus Test 2 75/10 10* 0,13ml
Test 3 53/10" 10* 0,18ml
Test 1 160/10° 10°° 0,62 ml
B.subtilis Test 2 216 /107 10°° 0,46ml
Test 3 242 /10™ 10 0,41ml
Test 1 60/ 10™ 10 0,16 ml
C.albicans Test 2 80 /10 10 0,12ml
Test 3 156 /10 10°° 0,64ml
Test 1 64 /107 Solution mére 0,15ml
A.niger Test 2 66 /10° Solution mére 0,15ml
Test 3 195/10% Solution mére 0,51ml
Test 1 60/10° 10°° 0,16ml
E.coli Test 2 82/10" 10 0,12ml
Test 3 47 /10" 10* 0,21ml
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Figure 16 : Détermination de la charge microbienne (Nebcar®) (A) Aspergillus niger, (B)
Staphylococcus aureus et (C) Bacillus subtilis (Originale, 2018)

Figure 17 : Détermination de la charge microbienne (Abilizole®) (A) Bacillus subtilis, (B)

Pseudomonas aeruginosa et (C) Candida albicans (Originale, 2018)
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De méme que précédemment, les volumes ainsi calculés seront prélevés de la dilution
sélectionnée et inoculés dans les flacons d’essais et du témoin afin de valider la méthode

utilisée pour la détection des différentes souches.

111.6.3. Résultats de la validation de la méthode de dénombrement des germes aérobies
viables totaux

La validation de la méthode de dénombrement des germes aérobies viables totaux sur
milieu gélosé est effectuée suite a la détermination du volume a inoculer pour les différentes
souches qui font I’objet de cette technique pour les deux produits Nebcar® et Abilizole®.
Les préparations des produits dilués a 1/10, 1/50 ou 1/100 ainsi que les témoins ont été
inoculés avec les volumes calculés précédemment, par conséquent la concentration des

souches de référence est d’environ 100 UFC/ml.

Les tableaux (16, 17, 18 et19) représentent les différents résultats de la validation pour les

germes aérobies totaux ainsi que les levures et moisissures.

A noter que les résultats des dilutions des produits non présentés dans les tableaux
correspondent a des résultats négatifs ou une absence de la croissance microbienne a été

marquée.

Les résultats de la validation du dénombrement des GAVT et GLMT pour le produit
Nebcar® montre que les souches Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis sont détectables
a la dilution 1/50 du produit alors que les souches Staphylococcus aureus, Candida albicans
sont detectables dans les dilutions 1/10 et 1/50. Tandis qu’ Aspergillus niger est détectable a la
dilution 1/50 (Tableau 16 et 17) et (Figure 18)
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Tableau 16 : Récapitulation des résultats de la validation du dénombrement des germes

aérobies viables totaux pour le produit Nebcar®.

Staphylococcus aureus

Essais UFC/ml
Témoins Facteur F Facteur F
UFC/mlI 1/10" 1/50" 1/10 1/50
81+15 70+5 49+5 0,87 + 0,16 0,61 + 0,06

Pseudomonas aeruginosa

Essais UFC/ml

Témoins Facteur F
UFC /ml 1/50"
80+ 18 78 + 17 0,96 + 0,29
Bacillus subtilis
Témoins Essais UFC/ml
UFC /mi Facteur F
1/50°
61+9 86+3 1,43 +0,28

* dilution du produit
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Tableau 17 : Récapitulation des résultats obtenus pour le dénombrement des levures et

moisissures pour le produit Nebcar®

Candida albicans

Témoins Essais UFC/ml Facteur F Facteur F 1/50

UFC /ml 1/107 1/50 1/10
TSA SDA SDA TSA SDA SDA TSA SDA
43 +8 53+ 10 45 +5 45+ 7 53+10 | 0,94+0,14 | 0,96 + 1,1+
0,09 0,11

Aspergillus niger

Essais UFC/ml

Témoins Facteur F
UFC /ml 150"
TSA SDA TSA SDA TSA SDA
72+ 17 50 + 20 84 +19 59 +19 1,15+0,27 1,28+ 0,32

* dilution du produit

Les résultats de la validation du dénombrement des GAVT et GLMT pour le produit
Abilizole® montre que toutes les souches sont détectables dans la dilution 1/10 du produit
(Tableau 18 et19) et (Figure 19)
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Tableau 18 : Récapitulation des résultats obtenus pour le dénombrement des germes aérobies

viables totaux pour le produit Abilizole®

Souches Staphyloccocus Pseudomonas Bacillus subtilis
aureus aeruginosa
Témoins 72+11 687 57+11
UFC /ml
Essais UFC/ml 58 + 23 46 £ 13 69 +11
1/10°
Facteur F 0,77 £ 0,20 0,67 £ 0,19 1,19+0,06
1/10°

* dilution du produit

Tableau 19 : Récapitulation des résultats obtenus pour le dénombrement des levures et

moisissures pour le produit Abilizole®.

Milieux Candida albicans Aspergillus niger
Témoins TSA 7918 32+14
UFC /ml SDA 74 +22 33+ 16
Essais UEC/mI TSA 69 + 26 42 +18
1/10 SDA 82+ 16 27+9
Facteur F TSA 0,87 +0,31 1,24 +0,51
1/10° SDA 1,16 + 0,35 0,0 + 0,24

* dilution du produit

Au terme de 1’incubation des milieux TSA a 33-35°C pendant 3 & 5 jours et des milieux SDA
a 23°C pendant 5 a 7 jours, nous avons dénombré les germes aérobies viables totaux et les

levures et moisissures respectivement a I’aide d’un compteur de colonies.

Les résultats obtenus pour les trois essais en présence du produit fini Nebcar® correspondent &
une moyenne comprise entre 45 et 86 UFC/ml et celle des témoins en absence du produit
comprise entre 43 et 81 UFC/ml (Figure 20). Ainsi, la moyenne qui correspond aux résultats
obtenus pour les trois essais en présence du produit fini Abilizole® est comprise entre 27 et 82
UFC/ml et celle des témoins en absence du produit est comprise entre {32 et 79} UFC/ml
(Figure 21). De plus, le facteur F calculé pour tous les tests realisés était < 2. Ces résultats
corroborent avec les normes préconisées par USP 2018 (UFC<100) et sont donc conformes
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Figure 18 : Résultats de la validation de la méthode de denombrement des germes aérobies
viables totaux (Nebcar®). (A) Staphylococcus aureus et (B) Pseudomonas aeruginosa
(Originale, 2018)

Figure 19 : Résultats de la validation de la méthode de dénombrement des germes aérobies
viables totaux (Abilizole®).(A) Staphylococcus aureus (Témoin) et (B) Candida albicans
(Originale, 2018)
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Figure 20: Diagramme en barres des résultats de dénombrement des souches en absence et en
présence du produit Nebcar® (Originale, 2018)
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Témoin : diluant pH7 + Tween 80 (2%) sans produit fini (Abilizole®)
Figure 21 : Diagramme en barres des moyennes des résultats de dénombrement des souches
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De méme, les diagrammes ci-dessus démontrent qu’il n’existe pas une grande différence entre
les moyennes obtenues en absence et en présence des produits pour chaque souche, ceci

suppose I’absence de substance inhibitrice dans les médicaments.
111.6.4. Résultats de la validation de la méthode de recherche des germes spécifiques

La validation des germes spécifiques se fait par la méme méthode que celle utilisée pour
les germes aérobies viables totaux, cependant dans le cas des germes spécifiques les résultats
sont interprétés par la présence ou absence du germe et non par le comptage des colonies.

Cette etude est préconisée par (USP, 2018) pour les médicaments administrés par voie orale.

Pour les différentes essais réalisées, les tableaux (20 et 21) représentent des récapitulatifs des
résultats (Figure 22 et 23).

Tableau 20: Résultats de la validation de la recherche des germes spécifiques pour le produit
Nebcar®

En absence du produit En présence du produit

Témoinl Témoin2 Témoin3 Essai 1 Essai 2 Essai 3
E. coli 75 83 50 1/50 1/50 1/50

Présence  Présence  Présence Présence Présence Présence

Tableau 21 : Résultats de la validation de la recherche des germes spécifiques pour le produit

Abilizole®
En absence du produit En présence du produit
Témoinl Témoin2 Témoin 3 Essai 1 Essai 2 Essai 3
E. coli 60 83 76 1/10 1/10 1/10

Présence  Présence  Présence Présence Présence Présence

La contamination du témoin pH7 additionné au Tween 80 (2%) et les deux produits est suivi
par 1I’étalement en surface du milieu MCA avec un inoculum d’E.coli d’environ 0,1 ml, aprés
24h d’incubation a 33-35°C, on observe I’apparition des colonies rose fushia caractéristiques
de cette souche. Ces résultats correspondent a ce qui est prescrit dans USP, 2018 et montre

que les deux produits sont dépourvus d’un agent inhibiteur de la croissance d’E.coli.
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Figure 22 : Résultats de la validation de la méthode de recherche des germes spécifiques

(E.coli) pour le Nebcar®. (A) témoin et (B) essai (Originale, 2018)

Figure 23 : Résultats de la validation de la méthode de recherche des germes spécifiques

(E.coli) pour I’Abilizole®. (A) témoin et (B) essai (Originale, 2018)
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IV. Discussion génerale

La contamination des produits pharmaceutiques par les micro-organismes constitue un
risque majeur dans l'industrie pharmaceutique car cela peut affecter I'intégrité du produit et la
sécurité du patient. Pour prévenir les contaminations, les entreprises pharmaceutiques dans le
monde entier sont tenues d'adhérer a des réglementations strictes et des procédures de
contrdle de qualité rigoureuses (Tyski, 2011). Le controle de qualité microbiologique est de
ce fait une partie essentielle du processus de fabrication pharmaceutique (Guide to good
manufacturing practice for medicinal products, 2013).

En effet, ’objectif de cette étude est de valider 1’utilisation d’une méthode de contrdle
microbiologique pour déterminer la qualité des deux produits finis non obligatoirement
stériles Nebcar® et Abilizole®.

L’eau ¢étant un ¢élément crucial dans 1’industrie pharmaceutique, son controle
microbiologique constitue une étape nécessaire et routiniere, dans la présente étude 1’cau
purifiée et 1’eau potable testées dans le laboratoire de Microbiologie de 1’industrie
pharmaceutique El-Kendi se sont révélées conformes aux normes préconisees par les
pharmacopées.

De méme, les résultats du contréle environnemental ont montré une adéquation de la
qualité de I’air actif et des surfaces des locaux de productions avec les normes décrites par les
pharmacopées.

De plus, le premier controle microbiologique des nouveaux produits Nebcar® et
Abilizole® avant la validation de la méthode a démontré une conformité des deux produits.

L’ensemble de ces résultats soulignent le respect des bonnes pratiques de laboratoires et
la qualification du personnel au niveau des laboratoires EI-Kendi.

Dans une deuxiéme partie la validation et la vérification de I’adéquation de la méthode
utilisée dans le contréle microbiologique des deux produits non obligatoirement stériles
Nebcar® et Abilizole® a été entreprise. Les résultats ont montré une adéquation de la méthode
pour le dénombrement des germes aérobies viables totaux, des levures et moisissures et la
recherche des germes spécifiques dans les deux produits utilisés, et cela en utilisant des
milieux dont la stérilité et le performance ont été vérifiés et assurés par des tests adaptés.

La dilution du produit étant un des facteurs influant sur la validation, au cours de notre
travail, la dilution adéquate pour le contr6le microbiologique a été déterminée, les résultats
montre que les dilutions 1/10 et 1/50 de Nebar® étaient adéquates et présentaient des résultats

conformes aux normes recommandées par les pharmacopées et cela varie selon la souche a
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contrdler entre 1/50 et 1/10. Tandis que la dilution adéquate pour Abilizole® est 1/10 pour
toutes les souches testées.

Nous pouvons donc attester que toutes les souches testées sont toutes bien détectables aux
dilutions (1/50 ou 1/10) pour le produit Nebar® et & la dilution 1/10 pour le produit Abilizole®,
comme le démontre les résultats du Facteur F, les deux produits n’ont pas d’effet inhibiteur

sur la fertilité des milieux.
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Conclusion et perspectives

Le présent travail réalisé au laboratoire de contrdle de qualité microbiologique des
médicaments a eu pour objectif principal la validation de la méthode d’analyses
microbiologiques des deux produits finis non obligatoirement stériles : Nebcar® (Nebivolol, 5
mg) destiné au traitement de I’hypertension artérielle et I’insuffisance cardiaque chronique et
Abilizole® (Aripiprazole, 1 mg/mL) destiné au traitement de la schizophrénie et les épisodes

maniaques.

Au deépart, le contrdle de stérilité et de fertilité des milieux de culture utilisés lors de notre
étude s’est avéré conforme aux normes en vigueur préconisées par la Pharmacopée

Américaine.

De plus, un contréle de la qualité microbiologique de I’eau purifiée et potable, de
I’environnement (air actif et surfaces) ainsi que les deux produits finis (médicaments Nebcar®
et Abilizole®), avant validation de la méthode, a été effectué et a révélé que tous les
paramétres analysés (germes aérobies viables totaux, levures et moisissures ainsi que les
germes spécifiques, en 1’occurrence Escherichia coli) sont en totale adéquation avec les

normes recommandées de la Pharmacopée.

Par ailleurs et dans le but de valider la méthode de contréle microbiologique pour ces eux
nouveau génériques avant leur mises sur le marché, nous avons réalisé au moins 3 essais pour
chaque test et les résultats se sont tous révélés d’une conformité totale aux exigences de la
Pharmacopée Americaine. Ceci démontre que cette méthode donne des résultats fiables
reproductibles et que nous pouvons ainsi valider le protocole de contr6le microbiologique de
Nebcar® & la dilution 1/10 pour les souches de Staphylococcus aureus et Candida albicans et
a la dilution 1/50 pour toutes les souches. Concernant Abilizole®, la méthodologie de contrdle
microbiologique de cette suspension buvable est validée a la dilution 1/10 pour toutes les

souches microbiennes.

Ainsi nous sommes rassurés quant a la fiabilité des procédés du laboratoire de
microbiologie d’El Kendi, de la qualité et la sécurité microbienne des produits fabriqués par
cette industrie et par conséquent de la compétence, de la bonne formation et du respect des

BPF par le personnel ainsi que de la qualité des matiéres premiéres utilisées.

En perspectives de cette étude il serait intéressant d’insérer des méthodes

microbiologiques rapides (MMR) dans le laboratoire de microbiologie de I’industrie
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pharmaceutique ElI Kendi afin de réaliser les différents tests microbiologiques. Notamment
que ces méthodes présentent plusieurs avantages, parmi lesquels un intérét économique qui
réside dans la réduction significative du temps des résultats par rapport aux méthodes
traditionnelles, ce qui permet la libération rapide du produit dans le marché (Peris-Vicente et
al., 2015). De plus, les MMR permettent un échantillonnage continu et la collecte de données
en temps réel. Par conséquent, plus d’analyses et des tests répétés pourraient étre effectués a
tous les stades de la production avec une amélioration du processus du contréle (Miller,
2005).
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Regne Bacteria Regne Bacteria
Embranchement | Firmicutes Embranchement | Proteobacteria

Classe Bacille Classe Gamma proteobacteria
Ordre Bacillales Ordre Pseudomonadales
Famille Staphylococcaceae Famille pseudomonadaceae
Genre Staphylococcus Genre Pseudomonas

Espéce Staphylococcus aureus Espéce Pseudomonas aeruginosa
Regne Bacteria Reégne Bacteria
Embranchement | Firmicutes Embranchement | Firmicutes

Classe Bacille Classe Gamma proteobacteria
Ordre Bacillales Ordre Enterobacteriales
Famille Bacillaceae Famille Enterobacteriaceae
Genre Bacillus Genre Escherichia

Espéce Bacillus subtilis Espéce Escherichia coli
Regne Fungi Régne Fungi

Embranchement | Ascomycota Embranchement | Ascomycota

Classe Saccharomycetes Classe Eurotiomycetes

Ordre Saccharomycetales Sous- classe Eurotiomycetidae
Famille Saccharomycetaceae Ordre Eurotiales

Genre Candida Famille Trichocomaceae
Espece Candida albicans Genre Aspergillus

Espéce

Aspergillus niger
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Equipements avec références

Verrerie

Appareillage

Pipettes graduées (2ml, 5ml, 10ml).

Autoclave horizontal : De LAMA 3273.
Autoclave vertical : De LAMA 2996.

Pipettes Pasteur.

Hotte a flux laminaire vertical : AV-100
TELSTAR.

Réfrigérateur : LIEBHERR.

Micropipettes graduées

Bec Bunsen : Fuego.

Compteur de colonies : FUNKE GERBER
colony star.

Flacons en verre de 100ml, 250ml, 500ml,
1L.

La balance de précision :
SARTORUISED62-35-OCE.

Vortex : Génie touch Mixer.

Boites de petri de 9cm de diamétre.

Bain-marie : GEL 1086.

Incubateur de 22C° : BINDER KB 115
Incubateur de 35C° : BINDER BF 400
Incubateur de 42C° : BINDER BF 400

Anse de platine.

Ph métre : Mettlertoledo.
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Solution tampon peptonnée au chlorure de sodium Ph7

Phosphate monopotassique 3640
Phosphate disodiquedihydrate 7,29
Chlorure de sodium 4,39
Peptone de viande ou de caséine 1,09
Eau purifiée 1000mL

Milieu gélosé aux peptones de caséine et de soja TSA

Peptone pancréatique de caséine 15¢
Peptone papaique de soja 5¢
Chlorure de sodium 5¢
Agar 159
Eau purifiée 1000mL

Milieu sabouraud dextrose-gélose SDA

Dextrose 409
Meélange de peptone peptique de tissu animal et de 10g
peptone

Pancréatique de caséine 10g
Agar 159
Eau purifiée 1000mL
Hydrolysat pancréatique de gélatine 179
Peptones de viande et de casé€ine 39
Lactose monohydrate 109
Chlorure de sodium 5¢

Sels biliaires 1,59

Agar 13,59
Rouge neutre 30g

Violet cristallise 19

Eau purifiée 1000mL




Milieu liquide de Mac Conkey MCB

Hydrolysat pancréatique de gélatine 20g
Lactose monohydrate 109
Bile de beeuf 59
Déshydratée Pourpre de bromocrésol 109
Eau purifiée 1000mL

Milieu liquide aux peptones de caséine et de soja TSB

Peptone pancréatique de caséine 179
Peptone papaique de soja 39
Chlorure de sodium 50
Phosphate di potassique 2,59
Glucose monohydrate 2,59
Eau purifiée 1000mL

Reasoners 2 Agar ( R2A)

Extrait de levure 0,59
Protéase peptone 0,59
Hydrolysat de caséine 0,59
Glucose 0,59
Amidon 0,59
Pyruvate de sodium 0,39
Hydrogénophosphate de di- potassium 0,39
Sulfate de magnésium anhydre 0,024g
Agar-agar 159
Eau purifiée 1000ml




Gélose au Cétrimide

Peptone de gélatine 20 ¢
Bromure de tétradonium (Cétrimide) 0,39
Sulfate de potassium 109
Chlorure de magnésium 1,49
Agar- agar 13,69
Eau purifiée 1000 ml
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Milieux de Souches Inoculum Dilution UFC
culture utilisées standardisé standardisé
(ml)
P.aeruginosa 1.6 1077 97
S.aureus 1 1077 101
TSA B.subtilis 0.7 107 101
C.albicans 1.1 107 106
A.niger 0.5 1072 90
P.aeruginosa 2.3 1077 96
S.aureus 1 1077 100
TSB B.subtilis 1 1075 103
C.albicans 1 107 95
A.niger 0.5 1072 102
SDA C.albicans 1.1 1075 106
A.niger 0.7 1072 100
MCB E.coli 0.2 107 100
MCA E.coli 0.2 107 85
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UFC/ml de dilution

Souches

Test1 Test 2 Test 3

P. aeruginosa 90 / 10" 18 / 10 80 / 10”7
0,90 x 10> ' 107 0,18 x 10° / 107 0,80x 10> / 107

0,90 x 10° ' 10°® 0,18 x 10° / 10 0,80x 10° / 10°

0,90 x 10* / 10° 0,18 x 10* / 10° 0,80x 10* / 10°

0,90 x 10° / 10* 0,18 x 10° / 10™ 0,80x10° / 10*

9x10* / 10 1,8 x10* / 10* gx10* / 10"

S. aureus 91 / 107 60 / 107 66 / 107
0,91 x 10> ' 107 0,60 x 10° / 107 0,66 x 10° / 107

0,91 x10° ' 10° 0,60 x 10° / 10 0,66 x 10° / 10

0,91 x 10* / 10° 0,60 x 10* / 107 0,66 x 10* / 107

0,91x 10° / 10* 0,60x 10° / 10™ 0,66 x10° / 10*

9.1x10* / 10* 6x10* / 10* 6,6 x 10* / 10*

B. subtilis 188 / 107 216 /107 242 / 107

1,88x10° / 10° 216x10° / 10° 242x10° / 107
1,88x10° / 10* 216x10°/  10* 242x10° / 10*
1,88x10* / 10° 216x10*/  10° 2.42x10* / 10°

C. albicans 107 / 10° 98 /107 222 /107
1,07 x 10/ 10° 0,98x 10/ 10° 2,22x10%/ 10°
1,07 x 10®/ 10™ 098x10°/ 10* 2,22x10%/ 10™
1,07 x 10*/ 10° 098x10*/ 10° 2,22x10*/ 10°

107 80 / 107
10 0,80x 10% / 10°
10 0,80x10° / 1072
10 0,80 x10* / 10%
0,80x10° / 107°

gx10* / 10°

A.niger 252 [ 10° | 112

2,52x10%° | 10% 1,12 x 10?
252x10° / 107 1,12 x 10°
252x10* / 107 1,12 x 10*

\\\\

E.coli 57 / 10" 60 / 10° 14 / 10"
0,57 x 10> / 107 0,60x10% / 10° 0,14 x 10* / 107
0,57 x10° / 10° 060x10° / 10° 0,14x10° / 10°
0,57 x10* / 10° 0,60x10* / 10 0,14 x 10* / 10°
0,57x10° / 10™ 060x10° / 103 0,14 x 10° / 10™
5,7 x10* / 10* 6 x10* / 10° 1,4x10* / 10

Annexe 5: Résultats de la mesure de la charge microbienne pour le
produit Nebcar®
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Test 1 Test 2 Test 3
P.aeruginosa 72 / 10”7 80 /  10° 145 /  10°
0,72x10%> / 107 0,80x10> / 10° 1,45x10° /  10°
0,72x10% / 10° 080x10° / 10° 1,45x10° / 107
0,72x10* / 10° 0,80x10* / 10™ 1,45x 10 / 10
0,72x 10° / 10* 0,80x10° / 10°
7.2x10* / 10* 8 x10* / 10°
S. aureus 72 / 107 75 / 107 53 / 107
0,72x10%> / 107 0,75x 10> / 107 0,53 x10% / 107
0,72x10% / 10° 0,75x10% / 10°® 0,53x10° / 10°
0,72x10* / 10° 0,75x 10* / 10° 0,53x10* / 10°
0,72x 10° / 10* 0,75x 10° / 10* 0,53x 10° / 10*
7.2x 10" / 10* 75x10* / 10* 5,3x 10* / 10*
B.subtilis 160 / 10 | 216 / 107 242 / 10™
1,60x10° / 10° 2,16 x10%° / 10° 242x10° /| 10™
1,60x10° / 10* 2,16 x10° / 10* 242x10%/ 10°
1,60x 10* / 10° 216x10* /7 10 242x10% | 10%
C.albicans 60 / 10 | 80 /107 156 / 107
0,60x10*>/ 10° | 0,80x10%°/ 10° 1,56 x 10° / 10®
060x10°/ 10% | 0,80x10°/ 10* 156 x 10° /  10*
060x10*/ 10° | 0,80x10*/ 10% 156 x 10* / 107
0,60x10°/ 102 | 0,80x10°/ 10%
6x10* / 107 8x10* / 107
A.niger 64 / 107 66 / 107 195 / 10°
0,64x10%/ 10° 0,66 x 10> / 103 1,95x 10> / 10?
0,64x10°/ 10° 0,66 x10° / 10% 1,95x 10° / 10%
0,64x10* / 10* 0,66 x 10* / 10* 1,95x 10* / 10°
0,64x10° / 10° 0,66 x10° / 10°
6,4x10* / 10° 6,6 x10* / 107
E.coli 60 /| 10° 82 / 107 47 / 107
0,60x10> / 10° 0,82 x10%> / 107 0,47 x 10> / 107
060x10° / 10° 0,82x10% / 10° 0,47 x 10 / 10°®
0,60x10* / 10 0,82x10* / 10° 0,47 x 10* / 10°
0,60x10° / 10° 0,82x 10° / 10* 0,47x 10° / 10™
6 x10* / 10° 8,2x 10" / 10* 47x10* / 10*

produit Abilizole®

Annexe 6: Résultats de la mesure de la charge microbienne pour le




