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Introduction

L'industrie pharmaceutique est, dans le monde entia élément important des systemes
de santé. Elle comprend de nombreux services etepgiges, publics ou privés, qui
découvrent, mettent au point, fabriquent et comiaksent des médicaments au service de la
santé humaine et animal&ennaro, 1990) Elle repose principalement sur la recherche et
développement de médicaments destinés a prévendr toaiter des affections ou des troubles
divers. Les progres scientifiques et technologigaesélérent la découverte et la mise au point
de produits pharmaceutiques plus efficaces afirédeire les effets secondaires.

L'industrie pharmaceutique algérienne, est conéoréé la nécessité de se mettre au
diapason de [I'évolution des exigences internatesiabn matiere de recherche et de
développement de leurs objectifs. La fabrication wohk&dicament de derniere génération
capable de prendre en charge les pathologies Ussfigquentes et ce a moindre cout, tout en
respectant les criteres d’efficacité et de quatigésécurité et de tolérance avant de la mise sur
le marché(Le Hir, 2001). Face aux exigences éthiques et réglementairesigit d'une réelle
responsabilité industrielle qui nécessite de prenén considération les attentes du
consommateur et de respecter la réglementéBér, 2011)

Aujourd’hui, la question des déchets pharmaceutiqse pose avec de plus en plus
d’acuité dans la plupart des pays en voie de dppelment. En revanche, ces déchets
occasionnent des risques aussi bien pour la santhamme que pour son environnement sur
lequel leur impact prend de plus en plus d’ampktugénerent différentes formes de pollution
(sol, air, eau). Diverses enquétes et publicatioms montré que les conditions actuelles de
gestion des déchets pharmaceutiques ne sont pgsurusatisfaisantes et que cette
problématique prend naissance dans une gestiorédnate a la source. Cette organisation
précaire est due a des défaillances juridiquesitutiennelles, techniques et éducationnelles.

Du simple test visant a garantir la conformité dodoit avant sa mise sur le marché, le
contrble de la qualité, et plus exactement le ébatmicrobiologique et physicochimique de
I'environnement dans l'industrie pharmaceutique destenu un outil d'évaluation au  service
des objectifs de sécurité et de conformité poudi#érents proces de la fabrication.

La pharmacopée européenne insiste sur le contnideobiologique et physico-chimique,
de chaque élément rentrant dans la fabrication édicament, que ce soit de la matiere
premiere, des eaux de préparation, de ringcage omatériel, pour éviter toute contamination
(Pharmacopée Européenne, 2002)

Dans ce contexte, l'objectif de notre travail cetesi a réaliser un contrdle physico-
chimique ainsi qu’un contr6le microbiologique denironnement de l'unité de production
pharmaceutique GlaxoSmithKline, située dans la yailde Boumerdes. Le présent travail est
organisé en trois parties:

v La premiére partie est une synthese bibliographiqoesacrée a la définition de
lindustrie pharmaceutique et les différents preslude GSK, généralités sur les
médicaments, l'impact environnemental ainsi qu’umivis environnemental en
identifiant les microorganismes rechercheés.
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La seconde partie est une partie expérimentale damselle nous abordons les
différentes étapes deprélévement qui ont étésgeglour le contrdle physico-chimique
et microbiologique.

La troisiéme partie est réservée aux résultatssetission.

Enfin, une conclusion générale et quelques perspsct
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1. Industrie pharmaceutique
1.1- Définition

L’industrie pharmaceutique c’est un secteur d’atgtiqui a pour vocation de rechercher,
développer, fabriquer et vendre les médicaments, @pux soient a visées préventive ou
curative. D’'une maniere générale, cette activithceone les médicaments a usage humain,
bien que quelques industries fassent aussi référang secteurs vétérinair€didier and
Bougaret, 2000)

1.2-  Produits de GlaxoSmithKline (GSK)

Le nombre de spécialité produite au niveau du @#eéGSK Boudouaou sont présentés
dans letableau | ci- dessous.

Tableau | : Produits deslaxoSmithKline

Ligne de répartition

Clamoxyl 250mg/S5mL  poudre pol
suspension buvable flacon 60 mL

Clamoxyl 500mg/5mL  poudre pol

Poudre pour .
suspension buvable flacon 60 mL

Siro
P Augmentin 100mg/12,5mg/mL poudre po

suspension buvable flacon 60 mL

Augmentin 100mg/12,5mg/mL poudre pg

suspension buvable flacon 30mL

I
clamoxy

Clamoxyl 1g comprimé dispersible boite

Comprimé | 14.

Clamoxyl 1g comprimé dispersible boite
6.

Augmentin 1000mg/125mg poudre pour
suspension buvable sachet boite de 12.
Sachet Augmentin  500mg/62,5mg poudre pq
suspension buvable sachet boite de 12.
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2. Géneéralités sur les médicaments
2.1- Définition

Le médicament est toute substance ou compositiéseptée comme possédant des
propriétés curatives ou préventifs a I'égard desadies humaines ou animales, ainsi que
toute substance ou composition pouvant étre wdilidéez 'homme ou chez I'animal, ou
pouvant leur étre administrée en vue d’établir iagostic médical ou de restaurer, corriger
ou modifier leurs fonctions physiologiques en ea&at¢une action pharmacologique,
immunologique ou métaboliqeGouraud, 2012)

2.2- Types de médicaments

2.2.1- Médicaments princeps

Un médicament princeps peut étre deéfini comme urdicaénent original dont la
production et la commercialisation ne sont permég€au détenteur du brevet de la substance
active contenue dans le médicament, et ce pendamtdurée de 20ans en général. Ce
médicament doit nécessairement faire I'objet diessaliniques avant I'obtention de
I'autorisation de la mise sur le marcfi€agued and Guerch, 2019)

2.2.2-Médicaments génériques

Le médicament générique c’est tout médicament quia anéme composition
gualitative et quantitative en principe actif, laémme forme pharmaceutique, et qui est
interchangeable avec la spécialité de référendaitide sa bioéquivalence démontrée par des
etudes appropriees de biodisponibilité. Une spétiake peut étre qualifiée de spécialité de
référence, que si son enregistrement a été effeatuéu de I'ensemble des données
nécessaires et suffisantes a elles seules podévatuation(Ragued and Guerch, 2019)

2.3- Mise en forme du médicament

2.3.1- Principe actif

Le principe actif d'un médicament est une substaticggine chimique ou naturelle
caractérisée par un mécanisme d’action curatifréeugmtif précis dans I'organisme. C’est une
substance active douée de propriétés pharmacokgjigest donc a la base de l'effet
thérapeutiquéTalbert et al., 2001)

2.3.2- Excipient

L’excipient est une substance d’origine chimiquenadurelle qui facilite I'utilisation
du médicament mais ne présente pas d’'effet cuatiiréventif. La fonction d’'un excipient
est de servir de vecteur (véhicule ou base) awiperactif ou d’entrer dans la composition du
vecteur contribuant ainsi a certaines propriétéspcaduit tel que la stabilité, le profil
biopharmaceutique, I'aspect et I'acceptabilité pleupatient et la facilité de fabricatidhe

Hir, 2001).
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2.3.3- Récipients

Le récipient est destiné au conditionnement leggeant ainsi de I'environnement extérieur.
L’ensemble est regroupé dans un emballage accoramigne notice explicativ€lalbert et
al., 2001)

3. Impact environnemental en industrie pharmaceutjue
3.1- Gestion des déchets solide au niveau de I'unité geoduction GSK 3.1-

1. Définition des déchets

Dans le langage courant, le terme déchets désigeeordure, une immondice, une
chute, un copeau et tout autre résidu rejeté mgarilen’est plus consommable ou utilisable et
donc n'a pas de valeur. Il peut étre définis ddéédihtes maniéres: selon le domaine et
l'intérét d’étude et parfois l'origine et I'état sldéchet¢Addou, 2009)

3.1-2. Classification des déchets

On trouve 3 types de déchets :

» Déchets d’activité de soins a risques infectieux A5RI)

Les DASRI sont des déchets qui posent des proklataeesanté publique en termes
d’hygiene et de sécurité: ils sont tranchants, quigsi et coupantsapleau I1).

Tableau Il : Types des déchets d’activité de soins a risquestieux.

Déchet: mous Déchets piquants Déchet:sem-liquides
coupants, perforants

Seringues (sans aiguillg) Aiguilles, lames, cathétersPoches de liquides, tubes |de
compresses, pansemerjtsasoirs, petites ampouleprélevement de sang, flacgns
serviettes en papier,coupantes, bistouris d’aspiration, crachoirs, tous
gants. produits sanguins et liquides
biologiqgues et leurs contenants
(poches de sang, transfuseurs...
etc.)

> Les DASRI sont jetés dans des boites a DASRI deeaojaune, ces dernieres sont
récoltées par le Facilities Technicien pour incatién.
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» Déchets dangereux

Les déchets dangereux ce sont des déchets guegnatit en quantités variables des
éléments toxiques pour la santé humaine et/ owvifemement(Jean-Michel, 2016)

* Les déchets contenant 'amoxiciliresus de la production antibiotique (ATB),

* Produits chimiques tels que le test in proces & {iiPC),

* Produit fini rejeté, (tel que les bouteilles de@txyl incomplete, des comprimés
détériorés,...etc),

e L’encre utilisée au niveau des imprimantes,

» Déchet issu du nettoyage et vide de ligne,

* Les graisses et les huiles,

e Déchets industriels Spéciaux Dangereux,

* Huiles et lubrifiants utilisés,

» Déchets issus du magasin contenant des produntsqeles.

Tous les déchets dangereux doivent étre entreplasésdes sacs rouges.

» Déchets non dangereux
Les déchets non dangereux sont ceux qui ne pefgeaicune des propriétés qui rendent
un déchet dangereg¥ean-Michel, 2016)

Les déchets de nature papier ; cartons non utijiséshets issus des bureaux ; déchets de
nature organique issus de la cantine et déchets dis magasin contenant des produits non-
chimiques.

3.1-3. Flux des déchets

* Mise en sac des déchets

Tout les déchets doivent étre impérativement méses des sacs de couleur adéquate.
» Scellage

Tous les sachets doivent étre scellés en utildastattaches.

» Déplacement vers la zone de transit

Un sac rempli et scellé doit étre transporté varzone transite par le personnel de nettoyage,
cet emplacement est identifié par un pictogramme.

« Etiquetage et pesé

Chaque sachet doit étre identifié par une étiquisteouleur rouge pour déchet dangereux et verte
pour les déchets non dangereux qui est collé ppétateur de production /magasinier/Personne.
Cette étiquette contient les informations suivantpsantité du déchet; N° de LOT,; date et
émetteur.
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* Enregistrement sur log book

Une fois le sac au niveau de la zone de stockaye,pesé se fais du dernier, le poids est
enregistré sur le log book qui se trouve a cotiadmlance ensuite le poids est mentionné sur
I'étiquette qui se trouve sur le sac.

e Sortie des déchets du site

Tous les déchets qui sortent du site par un pesatoivent signer la fiche de sorti de déchets.

e Incinération et recyclage

Touts les déchets du site Boudouaou sont soit keswal bien incinérégigure 01).

Déchets du site Boudouaou

Incinération

iyl
T 1 T T

Réactifs du Déchets de Déchets Bois Verre Plastiqg Papie Cartor
laboratoir productior organiqur ue

l
o l

Recyclage

Rejet de Article de Consommabl
ligne conditionne
men

Figure 01: Schéma des flux des déchets du site Boudouaou

3.2- Gestion des effluents au niveau de 'unité de prodtion GSK

Les eaux usées, d'origine domestique ou indusdriedbnt collectées par un réseau
d’assainissement complexe pour étre traitées damstation d’épuration avant d’étre rejetées
dans I'environnement.

La station de traitement des effluents a pour ddeneutraliser la toxicité des eaux
chimiques issues de la zone de production AB eiabaratoire. L'ensemble des rejets sont

v
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drainés séparément vers deux fosses d’eaux usdesmek chimiques avant d'étre relevées
vers une fosse de mélange et de traitement bialegiq

La dépollution des eaux usées nécessite une simtedetapes faisant appel a des
traitements physiques, physico-chimiques et /ologiques

3.2-1. Traitement biologique

Le processus biologique utilisé est celui des b@atisées par aération continue et avec
recirculation des boues.

Le traitement biologique consiste a une seule ldméraitement, reposant sur un seul bac
d’aération de forme carré et équipé avec un systisndiffuseurs de disque d’'une efficiente
tres élevée, distribués sur le fond. Le bac d’amatonstitue la partie extérieure, tandis que
la trémie préfabriquée de décantation secondaiteseee placée sur la partie centrdigyre
02).

Figure 02 Station du traitement biologique

> Lit de séchage

Le lit de séchage est construit en béton armé diiécente couche de gravier et sable
de différentes granulométries pour filtrer 'ead@sdécanter I'eau vers le traitement et laisser
les boues en surface pour séchage a l'air libra.pibur objectif d’'une récupération optimale
des boues afin d’éviter tout risque de pompageeodébordement vers I'oued de Boudouaou
(figure 03).



Synthése bibliographigue

Figure 03 :Lit de séchage
3.2-2. Traitement physico-chimique

Le prélevement des échantillons de I'eau des reptsiveau de la surface d’évacuation
se fait mensuellement chez un laboratoire exteffieemational de I'assainissement (ONA)
pour les paramétres suivants : matiere en suspe(8iES), demande chimique en oxygéne
(DCO), demande biochimique en oxygéne (BBét le potentiel d’hydrogéne (pHlidure
04).

Figure 04 : Station de traitement des eaux usées
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4. Contréle environnemental en industrie pharmaceutiqe
4.1-  Définition

Le contréle environnemental consiste a surveilterégifier les paramétres physiques et
biologiques, afin de s’assurer que I'environnendnfabrication des produits est maitrisé et
conforme aux spécifications attendues.

4.2- Butd'un contrdle environnemental

La fabrication de médicaments stériles doit obtigaiment se faire dans des zones a
atmosphere contrblée (ZAC). La ZAC est une pieaet dole contréle de la contamination
particulaire et microbienne dans I'environnemerit a&ini, construit et utilisé de facon a
réduire l'introduction, la multiplication ou la m#stance de contaminantgBPF, 2011) On
distingue quatre classes de ZABPF, 2015)

-Classe A:C’est la classe la plus contraignante, ou I'enviement de production doit étre le
plus stérile possible. Les postes de travail shusd'air laminaire satisfont normalement aux
conditions requises pour ce type d'opérations. Aérgarantir le maintien de cette classe, des
points de préléevements sont réalisés afin de slavcenformité reglementaire. Les points ou
sont réalisées des opérations a haut risque.

-Classe B: Elle est utilisée dans le cas d'opérations aseggtige préparation et de
remplissage. La classe B est I'environnement imatétiune zone de travail de classe A.

hY

-Classes C et D Ce sont des zones a atmosphere controlée destmée étapes moins
critigues de la fabrication des médicaments strile

Un programme de contrdle environnemental couvrans tles postes de production
incluant l'air, les sols, les murs, et les surfades équipements doit étre mis en place. Ce
suivi doit obligatoirement inclure les points ajiles qui entrent en contact direct avec les
produits, le contenant ou le systéme de fermetereeccontenanBPF, 2014)

Le suivi environnemental doit étre « procédure'estea- dire que des procédures doivent
étre rédigées et respectées. Ce suivi est ainémidéf termes de durée, fréquence et
localisation (points de prélevement). Il conceres particules et les matiéres organiques
potentiellement présents dans les Z&DA, 2004)

4.3- Contr6le physico-chimique

La qualité de lI'eau (purifiée et potable) est urapeetre important qui touche a tous les
aspects et surtout la santé d'une communauté parpde le nettoyage des équipements...etc.
Ces parameétres sont caractérisés par un certaibreata caractéres physiques et chimiques.
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* Eau potable

L’eau potable est une eau qui ne contient pas diag@thogéne ou d’agent chimique a
des concentrations pouvant nuire a la santé humine couramment, I'eau potable est issue
du réseau de distribution public. Cette derniéraémessite pas de traitement supplémentaire
de l'industrie mais seulement un suivi de la gédMvHO, 2012)

* Eau purifiée

L'eau purifiee est une eau destinée a la prépardiés médicaments autres que ceux qui
doivent étre stériles et exempts de pyrogéne, sadeption justifiée et autorisée
(Pharmacopée européenne®8® édition). Cette eau est produite a partir d’une eau potable
destinée a la consommation humaine et stockéedaneonditions limitant la croissance des
micro-organismes et les contaminatioBaydier, 2014)

4.3-1. Caractéres de I'eau

Ce sont des parametres qui permettent d'apprécigqudlité d'une eau, ils sont liés au
plaisir du consommateur, mais également relié gukdité hygiénique de I'eau. Ces critéres
n'ont pas de valeurs sanitaires directes, une eatdire trouble, colorée, et étre parfaitement
consommable d’'un point de vue sanitgidegremont, 1984)

4.3-2. Contréle physique de I'eau

» Conductivité

La conductivité permet d’évaluer rapidement et appnativement la minéralisation de
'eau. La mesure de conductivité est réalisée esunaat la conductance d’'une eau entre 2
électrodes métalliques. L'unité de la conductiwgt : siemens par le métre (s/m) a une
température de 25°C.

» Potentiel d’hydrogene

C’est une mesure de l'activité des ion$ Hontenus dans une eau. En chimie, par
convention, on considére le pH de I'eau pure coroehg qui correspond a la neutralité d’une
solution. Autrement dit, toute solution de pH indéir a 7 (a 25°C) est considérée comme
acide et inversement.

» Reésidus aI'’évaporation

La quantité de résidus a sec correspond a la gqéadé minéraux qui reste apres
évaporation. Elle s’exprime trés souvent en midigme par litre.

11
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4.3-3. Contrdle chimique de I'eau

a. Fer

Le fer est un métal, oligoélément indispensableus tes étres vivants. Il intervient dans
la constitution des molécules de plusieurs enzynhesst insoluble a I'état d'ion ferrique
(Fe3 ) et soluble sous sa forme réduite a I'état d'emetix (Fe2). Le fer est oxydé par
'oxygéne de l'air et précipite sous sa forme fgug lorsque I'eau est pompée (Fe2
Fe3
+1€), ce qui donne la coloration brune/rouille.

b. Ammonium

L’ion ammonium correspond a la forme réduite dezdte. Dans des conditions
d’oxygénation normale, cet élément est oxydé eitastpuis en nitrateElguess, 2017)

c. Chlorure

La présence des chlorures en concentration éleaé® lsbau contenant du sodium donne
un golt salé. Par ailleurs, les chlorures sontspmhisables aux régimes alimentaires. Les
effluents des industries de conserve des viandesrttins légumes sont connus par une forte
teneur en sels et particulierement en chlorures.

d. Sulfate

Les sulfates ne sont pratiquement pas assimilablesgau contenant une teneur élevée
produira des effets laxatifs chez I'homme. lls peard lentement dans les membranes
cellulaires et sont rapidement éliminés par lessidie taux maximum est de 250 mg/L d’eau,
les concentrations élevées de sulfates peuventilwoet a la corrosion des systemes de
distribution et surtout avec les eaux faiblemenalies.

e. Nitrite

Les nitrites proviennent d’une oxydation incompléés matieres organiques. Comme les
nitrates, les nitrites sont trés répandus dangifennement, les uns et les autres se retrouvent
dans la plupart des produits alimentaires, danmbaphére et dans une grande partie des
eaux. Les nitrites peuvent provoquer dans certaregs des phénoménes de
méthémoglobinisation et pouvant aller parfois juadiasphyxie chez les bébés nourris au
biberon Elguess, 201).

f. Nitrate

Le nitrate est I'un des polluants les plus frégeieles eaux souterraines en milieu rural. Il
nécessite d'étre régulé dans l'eau potable pareedgs niveaux excessifs peuvent causer
la méthémoglobinémie, ou la maladie du "bébé bl&iEn que les niveaux de nitrate qui
affectent les bébés ne soient pas dangereux peuenfants plus agés et les adultes, ils
indiquent la présence possible d'autres polluahts gérieux, tels que des bactéries ou des
pesticides.

12
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g. Phosphate

Le phosphate est un composé dérivé deide phosphoriquédsPQ: par perte ou
substitution d'un ou plusieurs de ses hydrogéraes]'putres atomes ou groupes fonctionnels.

4.4-  Contrble microbiologique

Le contrdle microbiologique c’est de garantir urenie qualité hygiénique, une bonne
qualité marchande ainsi que de minimiser les pelteedoivent permettre d’éviter la présence
de microorganismes pathogenes dans I'environneimensstrielle pour ne pas risquer une
altération de la qualité hygiénique des produitssfiavant leur commercialisation. Une
altération de la qualité hygiénique met en causatdé du consommateur. Une altération de
la qualité marchande modifie les caractéristiquastjgues et organoleptiques du produit.
Elle n'est pas dangereuse mais rend le produit commercialisable. Elle intervient
généralement lentement au cours du stock8gaban, 1999)

Le suivi microbiologique doit permettre de locatide probleme, d’agir a temps et
d’apporter les corrections. C’est un caractere gméf/ et curatif. L’hygiéne est a la base de
tout contréle microbiologique. Il faut s’assurer teygiene du personnel (corporelle et
vestimentaire), des locaux (murs, sol, atmosphetirdy matériel (lavage a la vapeur d’eau et
avec des détergents spécifique).

4.3.1- Contrdle microbiologique de l'air

L'air est un important vecteur de contaminationaaurporigine de la formation d'un
bioaérosol complexe qui peut contenir plusieurstammations microbiologiques telles que
les virus, bactérie et moisissures ou des substamceroduits provenant des ces organismes
(toxines, microorganismes morts,...etc).

» Méthode par sédimentation : prélevement passif dédlir

C'est une technique pour mettre en évidence lesarganismes (MO) vivant dans l'air
sur une boite de Petri contenant un milieu géleséaissée ouverte pendant 4 heures pour
recueillir les particules par sédimentation. Ek¢ glacée ensuite a incuber plusieurs jours. Il
reste a dénombrer et identifier les colonies quaapissent a la surface du milieu. Cette
méthode est moins couteuse en matériel mais dtje ex temps de prélevement long.

» Meéthode par aspiration : prélevement actif de I'air

Le biocollecteur d’air consiste a aspirer un voludar donné au travers d’'une surface
perforée; les particules biologiques en susperdams cet air viennent se coller sur un milieu
de culture contenu dans une boite de Petri plagges dlinstrument. Aprées un temps
d’incubation, les colonies sont visibl@dalalanirina, 2018) (figure 05).

13



Synthése bibliographigue

La méthode par aspiration est une méthode queaBtaguantitative, facile a utiliser et aussi
liée a une rapidité de prélevement (10 min envijrorgis elle exige un matériel couteux ainsi
gu’'une altération des microorganismes et le dessgeht de la gélose si le temps de
prélevement est trop long.

[ ] L a8
* @ . > .
., 00 .
J » " Asprration dair + particules
. . {~100Wmin)
o — oy | | R Boile de Pélri
‘ Motewr
a4 | Evacuation de fair

Figure 05: Méthode par aspiration pour réaliser un préléverdeit actif

4.3.2- Contréle microbiologique de la surface

Les surfaces sont contaminées naturellement paactodirect (mains) ou indirect (objets
souilles) avec I'homme, par dissémination d’eauligmi de vie de nombreux micro-
organismes saprophytes), et par sédimentationatésyes de I'ai(Paton et al, 2015)

% Méthode par boite de contact

C’est une méthode de contréle microbiologique sargdl facile a mettre en ceuvre, elle
est composée d’'une gélose appropriée dans unedmsietri, le prélevement est basé sur le
principe d’empreinte par gélose on appliquant uresgion définie et  un temps de contact
bien précis.

Méthode par boite de contact est adaptée aux ssrfplanes mais elle a une capacité
limitée de dénombrement des microorganismes.

+ Méthode par écouvillonnage

Un écouvillon sec ou humidifié est frotté contrestaface a contrdler. Cet écouvillon sert
ensuite a ensemencer des milieux de culture.

L’écouvillonnage permet I'analyse des zones difigid’acces; consiste de rechercher des
germes spécifiques notamment les pathogenes, maigneonveénients sont dds au respect
d'un délai bref entre le préléevement et la misecatiure ainsi que le nombre élevé de
manipulation.

14
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4.3.3-Controle microbiologique de I'eau

L’évaluation microbiologique de I'eau permet de fooner la présence ou I'absence
bactéries dans une eau. jhlaarmacopé Européenne décrit plusieuechnique de référence
pour ledénombrement de germes dans une eau : la filtratiomembrane, le dénombrem
surplaque et la méthode du nombre le plus probablehioéx de la méthode doit se faire
fonction de la nature doroduit et de la limite microbienne spécifiée.

K/

<+ Meéthode de filtration sur membrane

La filtration sur membranest la méthode recommandée en premiére intentioria
pharmacopée.

C’est une techniquegui permet de concentrer lemicroorganisme présents a des
concentrations trés faibledan: I'eau. Pour pouvoir dénombrer cbactéries il est alors
nécessaire d'analyser dedume: importants d’eau.

Les bactéries présentes dans I'échantillon & amalysnt retenues sur un filtre dont
pores sont inférieurs a la taille des bacs (pore & 0,45 um de diametre). filtre qui a
retenu les bactéries contenues dans l'eau, esteedéposé sur un milieu de culture apprc
ou les bactéries puiselds éléments nécessaires a croissance et se développent, a
incubation. Les unités foran colonies (UFC) sont comptées podévaluer la qualité
microbiologique de I'eau. Selon le milieu de cuwtot est déposeé le filtre, il faut mettre
evidence la présence ddéférents types de microorganismeiggiure 06).

m\“x_r linrns 2- déposer le filtre sur u
% F\ ETE . | milieu de culture
il e S Ei
1- filtrer / AT
I'échantillon f S
sur un filtre N
pré-stérilisé - 3- incuber f
—
C
= 4- compter les colonies

Figure 06 : Schématisatic de la technique de filtration sarembran
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h. Avantages et inconvénients de la méthode de filtr@in sur membrane

» Possibilité de filtrer tout I'échantillon et de ddnbrer sur d’autres membranes des
produits corrosifs (alcools, acides, etc.),

* Elle ne peut étre utilisée que pour des prodilitalile,

* Une concentration maximale dénombrée environ 100.UF

5. Microorganismes recherchés dans I'environnement déndustrie

pharmaceutique GlaxoSmithKline

5.1- Bactéries
5.1-1. Entérobactéries

Les entérobactéries forment une vaste famille deébas Gram-négatif, retrouvées
partout dans le sol, dans I'eau, et surtout dangegtin de ’'homme et des animaux. Elles
représentent l'une des plus importantes famillesbeetéries, autant de point de vue
guantitatif (plus de 30 genres) que de point de qualitatif. Elles sont a l'origine des
pathologies infectieuses.

5.1-2. Escherichia coli

Escherichia coliest un bacille gram négative de la famille &egerobacteriaceaec’est
une bactérie dépourvue de spores, qui peut seadt@a moyen des flagelles péritriches ou
étre non mobile.

C’est une bactérie intestinale des mammiferes, dodsmune chez I'étre humain. Il en
existe différentes souches dont certaines sontopaties, provoquant des gastroentérites,
infections urinaires, méningites ou septicémies.

5.1-3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosst une bactérie gram négative du gdPseudomonasLes
bacilles sont fins, droit et trés mobiles grace es diliatures monotriches, dépourvus de
sporeset de capsules. lls apparaissent la pluatsmps isolées ou en diplocoques.

C’est un germe ubiquitaire, vivant dans les soleremilieu humide, trés résistant a de
nombreux antiseptiques. Il peut causer plusieatBgbogies tels que : les infections de I'ceil,
des méningites d’inoculation, des septicémies corstade terminal d’infections graves ou
complication chez les malades soumis a un traiteimemunodépresseur,...etc.
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5.1.4- Streptocoques fécaux

Streptocoques fécaux sont des Cocci gram positisgntant un groupement typique en

diplocoque ou en chainettes de longueur variabds, lthctéries immobile, dépourvues de
spores et rarement capsulés.

Ce sont des hotes normaux de I'intestin de I'honetndes animaux a sang chaud. Les
streptocoques fécaux n’ont généralement pas deopsupathogenes importants, elles
meurent assez rapidement dans le milieu natuleuetprésence dans le rejet ou dans I'eau
est une indication de pollution fécale récente.

5.1.5- Bactéries aérobies totales

Les bactéries aérobies totales sont des indicataumitaires qui permettent d’évaluer le
nombre d’'UFC présente dans une eau, dans un pragsiir une surface.

5.2- Levures et moisissures

> Levures

Les levures sont des champignons unicellulaireargotes, qui est généralement un fil

et de forme filamenteuse, apparait blanc ou ineokdrse divisent asexuellement par fission
binaire ou méthode de bourgeonnement.

> Moisissures

Les moisissures sont des champignons multicelegagucaryotes, ayant une forme ronde
ou ovale et apparaissent de différentes couleuss,seé caractérisent par des hyphes
filamenteux et des spores aéroportées. Elles s&edivsexuellement ou asexuellement.
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Matériel et Méthodes

Le présent travail porte sur le contrdle physicoritiue et microbiologique de
I'environnement de 'unité de production pharmaapig GlaxoSmithKline.

1. Présentation et situation de I'entreprise GSK

GSK Algérie c’est une industrie pharmaceutique mattonale d’origine britannique, créé
en 2005 a Boudouaou-Boumerdes. C’est un laboratpitedéveloppe une large gamme
d’antibiotiques. Ldigure 07 présente la composition du site GSK.

|
I IR

[ Production}{ Engineerini }{ Quality } Logistique Environnem { Finance} Procurmer Systéme d
Heac and ent, hygiéne gestion de
Technical et sécurité performanc
manage (EHS] e (GPS
Operational Laboratory Quality Validation Learning and
quality Manager compliance manager developpement
Manage Manage manage

Figure 07: Organigramme générale de GSK Algérie
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1.1- Présentation du laboratoire de contréle qualé

Le laboratoire de contrdle qualité de I'unité GBOudouaou est présenté danfidare 08
ci-dessous:

\ /

Laboratoire de contrble

qualité —_

GSK-Boudouaot

/ | N

Figure 08 : Schéma de présentation du laboratoire de conttikt§ GSK-Boudouaoua

2. Echantillonnage

Les prélévements ont été réalisés au niveau dudsdie contréle qualité et la zone de
production sur :

v L’air (hotte de flux laminaire du local microbiolia;

v Surface (hotte de flux laminaire du local microbiik);

v' L’eau potable (en amont de la station de I'eaufig; entré de la bache);
v' L’eau purifiée (la cuve de stockage, point d’uéitisn).

3. Contréle physico-chimique
3.1- Contrdle de I'eau potable

Les points de prélevements sélectionnés pour le@erde I'eau potable sont présentés
dans lgableau Il suivant:
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Tableau lll: Description des points de prélevement de I'eaulppeta

Point de Description
prélevement
P1 Eal potable er amon de la statior de I'eau purifiée
P2
P1CD Laverie

P1z Eal deville
P1: Eal potable¢ entré de la bache
P14 Eal potable mélangeL

3.1-1. Parametres physiques
» Conductivité

* Rincer la cellule de mesure de conductivité a plus reprises avec I'eau potable,
* Plonger la cellule de mesure dans I'échantillomd’potable,
» Une fois que le conductimetre se stabilise, liredkeur de la température et
de la conductivité de I'’échantillon d’eau potable
*  Norme:< 2800 pS/cm.

» Détermination du pH

* Brancher le pH-métre, laisser se stabiliser pengaelques min puis

installer les électrodes aux entrées corresponslante’appareil,

Etalonnage de 'appareil a I'aide d’'une solutiompen. Ensuite, rincer

I'électrode avec de I'eau distillée et avec I'édilam a analyser,

* Amener I'échantillon d’eau a analyser a la tempéeatiésirée,

» Faire plonger I'électrode dans I'échantillon a gsal puis lire la valeur de pH
directement,

» Aprés chaque détermination du pH, retirer I'élegdtrole rincer et a la fin de
I'expérience, le laisser tremper dans I'eau déstill

* Norme: 6,5a8,5.

» Résidus a I'évaporation

» Evaporer sur une plague chauffante a siccité 10@'edu a analyser,

» Dessécher a I'étuve a 100-105°C pendant 1 heuredple bécher dans un
dessiccateur pendant 10min pour prendre la tempérambiante)

*  Norme <2000 mg/L.
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3.1-2. Parametreghimiques

Les parameétreshimique: de I'eau potable sont présentés darabéeau IV suivant.

Tableau IV: Paramétres chimiques de I'ejaotable

Parametres Normes Protocole

L’emballage contient2 flacons de réactifs Feel; (

seringue graduée, 2 tubes a essaierarte colorimétrique.

* Remplir les 2 flacons géchantillor a mesurer) et flacon

<0,3mg/L , . R R
Fer g B (échantillon a blanc) avec 5 ndleau a analyser.

» Ajouter 3 gouttes de Fee1 dandlkcor A, agiter et
laisser reposer 3 min.

» Faire coulisser les flacons A et B sur la ¢
colorimétrique vers la droite Bte les résultats en mg/L.

L’emballage contient: 1 flacon aéactifPO 1-1; 1 flacon

deréactif POI-2; 1 tube a essgradué

5 @
Phosphate <0,5mg/L = “ =
O o's

. Ali?emplir' le tube avec 5 mL d’eawaalyser.

* Ajouter 5 gouttes de PO-1 etagiter ensuite rajouter
unegoutte de PO-2 en agitant de la gauche ver:
droite et du haut vers le bas&fse reposer 2 min.

» Faire coulisser les 2 flacons suckte colorimétrique
vers la droite et lire les résultais mg/L

L’emballage contient: 2 flacons déactitNO[]+1; 1 flacon

deNQ-2; 1 seringue graduée; 2 tuta essaies; une

microcuiller; une carteolorimétrique
Nitrite <0,1mg/L

* Remplir les 2 flacons géchantillora mesurer) et B
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(échantillorablanc) ave 5mL d’eat a analysel

e Ajouter 5 gouttes de NO-1 dans le flacon A
avecagitation.

* Rajouter une microcuiller de NO2, agiter et
laisserreposer 1 min.

» Faire coulisser les 2 flacons sur la carte colattiigpge
vers la droite et lire les résultats en mg/L.

L’emballage contient: 1 flacon de réactif NHL; 1 flacon
deréactif NHI-2; 1 flacon de réactif NH-3; 1 seringue
graduée ; une microcuiller; 2 tubes a essaiescarte
colorimétrique.

Ammonium <0,5mg/L S -

*  Remplir les 2 flacons A (échantillon & mesuref et
(échantillon a blanc) avec 5 mL d’eau a analyser.

* Ajouter 12 gouttes de NH-1 dans le flacon A

* Rajouter une microcuiller de NH2, agiter et laisser
reposer 5 min (temps de réaction 1), ensuite rajalt
gouttes de NHI-3 et laisser reposer 7 min (temps de
réaction 2).

» Faire coulisser les 2 flacons sur la carte colatriimpée
vers la droite et lire les résultats en mg/L.

L’emballage contient: 2 flacons de réactif N€l; 2 tubes

aessai; une seringue graduée; une carte colorjuétr

* Remplir les 2 flacons A (échantillon a mesuref} et
(échantillon a blanc) avec 1,5 mL d’eau a analyser.

Nitrate <50mg/L | * Ajouter avec précaution une microcuiller du réactif

NO[J-1 car le tube devient bralant.

» Laisser reposer le tube bralant pendant 10min &se p
refroidir avec de I'eau froide)

» Faire coulisser les 2 flacons sur la carte colatriimpée et
lire les résultats en mg/I.

L’emballage contient: 1 flacon de réactif S€1; 1 flacon

deréactif SO-2; 1 flacon de réactif SO-3; 1 flacon de

réactif SOJ-4; 1 seringues graduée; 1 boite de filtre rond

Sulfate < 200 mg/L

1 entonnoir plastique; 1 microcuiller; 2 tubes sagsl
carte colorimétrique.
* Remplir les 2 flacons A (échantillon a analyser et
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(flacor a blanc) ave 2,5 mL d’eau ¢analysel

Ajouter dans le flacon A, 2 gouttes de(SQ et
I1microcuiller du réactif SO-2 en mélangeant.
Chauffer le flacon A pendant 5 min a 40°C au bain-
marie en agitant de temps en temps.

Rajouter le réactif SO-3 et filtrer le contenu par un
filtrerond.

Ensuite rajouter 4 gouttes de S& au filtrat.
Chauffer les deux tubes pendant 7 min a 40°C au ba
marie, en agitant de temps en temps. Puis les @sstly
les remettre a leur place dans le comparateur.

Faire coulisser la carte colorimétrique vers latdret
lire les résultats de sulfate en mg/L.

Chlorure

< 500mg/L

L’emballage contient: 2 flacons de réactifs CleflaZ2ons de
réactifs Cle2; une seringue graduée; 2 tubes aecssze
carte colorimétrique.

Remplir les 2 flacons A (échantillon & mesuref et
(échantillon a blanc) avec 6 mL d’eau a analyser.
Ajouter 6 gouttes de Cle1 dans le flacon A avetadigin
Rajouter 6 gouttes de Cle2 avec une agitation

Lire les résultats en mg/L sur la carte colorinugte.

3.2- Contr6le de I'eau purifiée

Les points de prélevements sélectionnés pour ldr@ende I'eau purifiée sont
présentes ci-dessous :

P6 : eau purifiée a la cuve de stockadry;D et P8 :eau purifiée aux points d’utilisation.

23



Matériel et Méthodes

L’'analyse de I'eau purifiée comprend les paramétudgants :
» Caracteres
Une observation a I'eeil nu d’'une coloration, traargmce, aspect, et le godt.

» Substances oxydables

e Chauffer a ébullition pendant 5 min un mélange @@ L d'eau purifiée, de 10
mL d’acide sulfurique dilué R et de 0,1 mL de pengenate de potassium 0,02M;

» Ensuite une observation de coloration.

* Norme : la solution reste Iégerement colorée ee.ros

> Nitrate
* Dans un tube a essaie placé dans I'eau glacéedunte 5 mL d’eau purifiee, 0,4
ml d’'une solution de chlorure de Potassium R a d/@0Oet 0,1 mL de solution de
diphénylamine R, puis goutte a goutte en agitapduter 5 mL d’acide sulfurique
R exempte d’'azote R.
* Placer le tube au bain marie a 50°C.
* Norme :<0,2 ppm

> Conductivité

* Rincer la cellule de mesure de conductivité a plus reprises avec I'eau purifiée,

* Plonger la cellule de mesure dans I'échantillomd’purifiée,

* Une fois que le conductimetre se stabilise, liredkeur de la température et de la
conductivité de I'échantillon d’eau purifiee

e Normes<4,3 uS.cmet

4. Contrdle microbiologique

4.1- Préparation des milieux de culture

La matiere premiére utilisée pour la préparatios mdieux de cultures se présente sous
forme de poudre ou cristaux est repris dans unmeld’eau purifiée inferieur au volume
nécessaire. La dissolution du milieu se fait sagitation, cette derniére est supplémentée
d'un chauffage pour les milieux gélosés. Le volumléquat est ensuite ajusté avec de I'eau
purifiée et le milieu est conditionné puis stéélidans un cycle d’autoclavage a 120°C
pendant 15 min a 20 min (sauf exception de certaifisux). Mesurer et ajuster si nécessaire
le pH par addition de NAOH (solution acide) ou H@blution basique) stériles afin d’obtenir
le pH indiqué par le fournisseur. Enfin, on ideastifles flacons et tubes de conditionnement
par étiquetage suivi d’'une conservation au frofCf5Les flacons contenants les milieux de
cultures sont conservés au réfrigérateur a uneémnpe de 5°C. La durée de conservation
peut y'aller jusqu’a 3 mois que ce soit pour unigailsolide ou liquideAnnexe V).
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4.2- Contréle des milieux de cultures
4.2-1. Test de stérilité

L’industrie pharmaceutique met en ceuvre I'essatdglité dans les conditions optimales
pour éviter toute contamination par manipulatiote-eiéme. L'étude de la stérilité des
milieux de cultures utilisés, qu’ils soient solides liquides, consiste a les incuber a des
températures appropriées pour la croissance mamabi Annexe V). L'absence de la
croissance indique que les milieux sont stérilgsaetconséquent, ils peuvent étre utilisés. Ce
test permet d’éliminer les résultats faux positifs.

4.2-2. Test de fertilité

Le test de fertilité consiste a contréler la parfance nutritionnelle des milieux de
culture afin de s’assurer que ces derniers rassemies conditions favorables a une
prolifération normale des microorganismes. Aingiupchaque milieu utilisé, des volumes
précis de souches de référence sont ensemencélimo qui correspond a la charge
microbienne inférieur ou égale a 100 UFC/ mL) pomubés(Annexe VII). La fertilité des
milieux est exprimée selon le type du milieu tegté. effet, on observe I'apparition des
colonies caractéristiques pour les milieux gélosééis résultat positif pour les milieux
sélectifs se traduit par la croissance de la soedsemencé alors qu’un résultat positif pour
les milieux de dénombrement doit étre vérifié gacdlcul de Facteur 2.

4.3- Contréle microbiologique de l'air
Les étapes de prélevement ont été résumeées citdesso

Le Mas- 100 est un instrument qui aspire I'air pae plaque perforée; le Mas-100 est placée
dans la hotte flux laminaire du locale microbiokgouvrir le couvercle perforé en tournant

vers la droite; placer une boite de Petri de 90 f@ammée sur le biocollecteur; contenant le

milieu de culture Trypcase soja agar + peénicillem@$SA+P) et un témoin négatif de ce

milieu; Le biocollecteur est positionné dans 3 zodiférentes (Droite, Gauche, et le milieu)

dans la hotte flux laminaire; une fois le prélévamest effectué, les boites de Petri sont
transférées pour incubation.

4.4-  Contrble microbiologique de la surface:

Nettoyer la surface de la hotte a flux laminairee@Ethanol 70%, ensuite appliquer
manuellement sur la surface de la hotte flux lamené boite de Petri 55 mm de type
RODAC pendant 10 secondes, contenant le milieuutteare TSA+P et le milieu sabouraud
glucose gélosé (SGG), plus deux témoins négatifsededeux types de milieux, (tout en
s’assurant que la totalité de la gélose soit etaobravec la surface).
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4.5-  Contréle microbiologique de I'eau potable et grifiée
» Controle microbiologique hebdomadaire de I'eau pothle

Les points de prélevements sélectionnés pour le@erhebdomadaire de I'eau potable et

purifiée sont:

P2: eau potable en amont de la station de I'eau pariRé: eau purifiée aux points

d’utilisation.

» Controle microbiologique bimensuel de I'eau potablet purifiée

Les points de prélevements sélectionnés pour lg@enbimensuel de I'eau potable et
purifiée sont présentés ci-dessous:

P1: eau potable en amont de la station de I'eau parifd0 D: Laverie;P7G, P7D et P8:
eau purifiée aux points d’utilisatioR;14: eau potable mélangeur.

Les différentes techniques de prélevement ontéstémnées dans fableau V ci-

dessous.
Tableau V: Techniques de prélevement de I'eau.
Echantillon Techniquesde prélevemen

Le prélevemen del'eau

» L’échantillonnage est réalisé par la collection ltEau purifiée P6, P7G, P7I
P8 et de I'eau potable P1, P2, P13, P14.

* Lavanne de sortie d’eau purifiée et potable samimgerement désinfectée g
de l'alcool a 70° ensuite une stérilisation avechat bunsen, apres 5 m
d’écoulement d’eau,

* la récolte de la quantité nécessaire pour I'anabysété effectuée dans d
flacons vides étiquetés, stériles et préalablemésinfectés de I'extérieur,

Eau » Apres désinfection du plan de travail avec l'isgqaool a 70%, et l'introductio

des pieces de la rampe de filtration préalablers&ilisés a I'intérieur de |
hotte avec le matériel et les instruments nécessairanalyse a été réalis
sous hotte a flux laminaire vertical a I'aide d’'uaenpe de filtration,

Tous les échantillons deau doivent étre homogéséisen agitant

vigoureusement les flacons d'un mouvement vertialant d’effectue
I'analyse,

Laisser reposer I'échantillon pendant 2 min afin sigbiliser le mélange de

microorganismes,
Une quantité de 5 mL d’eau purifiée et potable ébét filtrée, a I'aide d'ung
membrane filtrante stérile de 0,22 um,
A la fin la membrane filtrante a été déposée sarelieux gélosés R2/
(Reasoner’s 2A Agar), agar lactosé au TCC (Triphetyazolium chloride) e
au tergitol 7, Agar Cétrimide et Slanetz and Bgrdgec des témoins négat
de chaque milieu.
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5. Isolement des microorganismes présents dans I'enemnement

L’isolement et I'incubation des bactéries et demnshignons ont été réalisé comme suit :
5.1- Air
Une incubation directe des boites de Petri enseésepar le biocollecteutableau VI).

Tableau VI: Températures et temps d’incubations des boitggéévement de I'air.

Microorganismes Milieu de culture Température Tempsd’incubation
Bactéries 30°- 35°C 48 heure
Levures et moisissure: TSA+P 20°- 25°C 72 heure
30°- 35°C 48 heure
Témoin milieu négatif 20°- 25°C 72 Heures
5.2 - Surface

Les boites de Petri ensemencés par boites de t@uacdirectement incubées a I'étuve
(tableau VII).

Tableau VII: Température et temps d’incubation du prélévemerd darface.

Microorganismes Milieu de culture Température Tempsd’incubation
Bactéries TSA+F 30¢°- 35°C 48 heure
Levures et moisissure: SGC 20°- 25°C 72 heure
Témoin milieu négatif TSA+F 30 35°C 48 heure
Témoin milieu négatif SGC 2C- 25°C 72heure
5.3- Eau

Les boites de Petri du prélevement de I'eau potatbleau purifiée sont directement
incubées a I'étuvedbleau VIII ).
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Tableau VIII: Microorganismes a dénombrer et leurs milieux deucel

Microorganismes Milieu de culture Température Temps d’incubation
Escherichia coli
Agar lactosé au 42°- 44°C 48 heures
Témoir milieu négatii | TTC et au tergitol 7
Pseudomonas aeruginus
Gélose Cétrimide 30°- 35°C 24 - 48heures
Témoir milieu négati
Bactéries aérobies totales
R2A 30°- 35°C 5 jours
Témoir milieu négatif
Streptocoque: fécaux
Slanetz and Bartle 30°- 35°C 24 - 48 heures
Témoir milieu négatif
Entérobactéries
Agar lactosé au 30° - 35°C 48 heures

Témoir milieu négati

TTC et au tergitol 7,
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Résultats et discussion

1. Contrdle physico-chimique de 'eau

1.1- Contrdle de I'eau potable
1.1-1 Parameétres physiques

» Conductivité

Les moyennes des résultats de contrdle physicoighénde la conductivité de I'eau
potable durant la période d’étude sont présentaées ldtableau IX suivant:

Tableau IX: Résultats du contréle physico-chimique de la catigité de I'eau potable.

Mois Mars Auvril Mai
Normes (uS/cm < 280( <280( <280(

P1 44z 29 43¢

P2 434 31 36

P1CD 31 42z 35

P11 434 29 44:

P1Zz 31 35< 36
P14 33 417 273

D’aprés ces résultats, on remarque que les rmal@oyennes de la conductivité de I'eau
potable sont variées entre 29 ps/cm et 443 us/ong des valeurs sont conforme a la norme
(<2800 ps/cm).

» Détermination de pH

Les moyennes des résultats de contrdle physicoigherde potentiel d’'Hydrogene (pH)
de I'eau potable sont présentées datsdieau X.
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Tableau X: Résultats du contréle physico-chimique de larddteation du pH de I'eau

potable.
Mois Mars Avril Mai
Normes 6, 6, 6,
inferieures
Normes 8, 8, 8,
supérieures
P1 7,8 8 8,4
P2 8,3 6,8 7,2
P1CD 6,€ 7,7 7.4
P11 6,€ 7,2 8,4
P1z 8,1 7,5 7,2
P14 7,3 6,¢ 6,€

A partir des résultats obtenus on constate geevédeurs moyennes du contrble sont

comprise entre 6,6 et 8,4 cela indique que cesix@bont conformes a la norme (6,5 a 8,4).

» Résidus a I'évaporation

Les résultats expérimentaux de l'analyse physiamighe des résidus a I'évaporation de
I'eau potable effectuée aux différents points ddépement durant notre période d’étude sont
présentés dans tableau XI.

Tableau XI: Résultats de contrdle physico-chimique des résédiévaporation de I'eau

potable.
Mois Mars Auvril Mai
Normes (mg/L) < 200( < 200( < 200(
P1 33 43 77
P2 16 15 76
P1CD 10 72 27
P11 01 27 12
P1z 13 32 65
P14 13 47 37
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Il apparait a partir de ce tableau que la maeserésidus a I'évaporation est compris
entre la valeur minimale est de 01 mg/L et la valewaximale est de 77 mg/L,
donc cesrésultats sont conformes a la norme (€ 2agL).

1.1-2 Paramétres chimiques

» Fer, phosphate, nitrite, ammonium, sulfate, nitrate

Les valeurs moyennes des résultats physico-chimiduder, phosphate, nitrite,
ammonium, sulfate et le nitrate de I'eau potablg sésumées danstableau Xl .

Tableau XlI: Résultats du contréle physico-chimique du Feosphate, nitrite, ammonium
et le nitrate de I'eau potable.

Mois Mars Auvril Mai

Fer (mg/L) <0,2 <0, <0,3
P1 00 00 0C

P2 00 00 00
P1CD 00 00 0C
P11 00 00 0C

P1Z 00 00 00
P14 00 00 0C

Phosphate¢ (mg/L) <0t <0t <0,
P1 00 00 0C
P2 00 00 0C
P1CD 0a 0a 0C
P11 00 00 0C
P12 00 00 0C
P14 0a 0a 0C

Nitrite (mg/L) <0,1 <0, <0,1
P1 00 00 0C
P2 00 00 0C
P1CD 0a 0a 0C
P11 00 00 0C
P12 00 00 0C
P14 00 00 0[0
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Ammonium (mg/L) <0,k <0,k <0,k
P1 00 00 0C
P2 00 00 0C
P1CD 00 0,2 0C
P11 00 00 0C
P1z 00 00 0C
P14 00 00 0C
Sulfate (mg/L) < 20C < 20C < 20C
P1 00 00 0C
P2 00 00 0C
P10 D 00 00 00
P11 00 00 0C
P12 00 00 0C
P14 00 00 00
Nitrate (mg/L) <5C < 5C <5C
P1 00 00 0C
P2 00 00 00
P1CD 00 00 0C
P11 0a 0a 0C
P12 00 00 0C
P14 00 00 0C

D’aprés les résultats obtenus, on remarqeelegivaleurs du fer, phosphate, ammonium,
nitrite, sulfate et le nitrate sont & 00 mg/L, daes valeurs sont conformes aux normes établis
pour chaque parametrea valeur moyenne de 'ammonium au niveau de pBit® D est
légerement élevée (0,2 mg/L) par rapport aux aybasts de prélevement mais ca reste
conforme a la norme (< 0,5 mg/L)

» Chlorure

Les valeurs moyennes des résultats de controlequhghimique du chlorure de 'eau
potable durant la période d’étude sont présentées kdtableau XIlII .
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Tableau XIlI: Résultats de contrdle physico-chimique du chlod&réeau potable

Mois Mars Auvril Mai
Normes (mg/L) < 50(C < 50(C < 50(C
P1 03 00 0C
P2 00 00 0C
P1CD 03 03 0C
P11 06 03 0C
P1z 03 00 0C
P14 03 03 0C

Il apparait d’aprés ce tableau que les valenoyennes obtenus du chlorure varient
entre 00 mg/L et 06 mg/L, donc ces valeurs sonfazores a la norme (< 500 mg/L).

1.2- Contrdle de I'eau purifiée

» Caracteres
L’eau purifiée apparait liquide, limpide, incolatinsipide.
» Substances oxydables

Les résultats expérimentaux de I'analyse physidovcjue des substances oxydables de
'eau purifiee effectués aux différents points délgvement sont présentés dansaleleau
XIV.

Tableau XIV: Résultats du contrdle physico-chimique des substaoxkydables de I'eau

purifiée.
Mois Mars Avril Mai
Normes Légeremen Légeremen Légeremen
coloré en rose coloré en rose | coloré en rose
PE Color¢ Color¢ Color¢
P8 Coloré Coloré Coloré
P7D Coloré Coloré Coloré

D’apreés les résultats obtenus, on remarqudagse@lution reste légéerement colorée en

rose ce qui est conforme a la norme.
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> Nitrate

Les résultats expérimentaux de I'analyse physidovclue de nitrate de I'eau purifiée
effectués aux différents points de prélevementmtueapériode d’étude sont présentés dans le
tableau X.

Tableau XV: Résultats du contrble physico-chimique de nitr&éehu purifiee

Mois Mars Auvril Mai
Normes (ppm) <0,z <0,z <0,z

PE 0[0 0[0 0C

PE 0[0 0[0 0C

P7D 0[0 0d 0d

D’aprés ce tableau, on remarque que les \@leunyennes obtenus du contrdle
physico-chimique de nitrate sont nul, donc ce atidonc conforme a la norme(Q(2

ppm).
» Conductivité

Les moyennes des résultats de contréle physicoigheande la conductivité de I'eau
purifiée sont présentées dangableau XVI.

Tableau XVI: Les résultats du contréle physico-chimique de tedoativité de I'eau purifiée.

Mois Mars Auvril Mai
Normes (US.cmet <4 <4 <4
PE 0,8 1,2 1,4
P& 01 1,3 1,2
P7 D 15 1,2 14

D’aprés les résultats obtenus, on remargue lgs valeurs moyennes du contrble
physico-chimique de la conductivité varient entt8 S.cmet et 1,5 uS.cme?, donc on
peut dire que ces résultats sont conforme a la@@tm,3 uS.cmel).
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2. Contréle microbiologique

2.1- Controle de l'air

«+ Par le biocollecteur

La qualité microbiologique de I'air doit répondnexanormes de la Pharmacopée, dont le
nombre de germes recherchés doit étre infériedd BA/ m3 représentant la classe A (hottes a
flux laminaire du local microbiologique).

Les résultats obtenus dans notre travi@bléau XVII) sont conformes; respect de la
norme, nombre de germes comptés est < 1 UFC/m3.

Tableau XVII: Suivi de lecture des résultats des prélévemenitaid@ottes a flux laminaire.

Point de Suivi d’'incubation sur le milieu TSA+P (UFC/ m3)
prélevement 15/03/2022 14/04/2022
24 heures 48 heures | S¢jour | 24 heures 48 heure§ 5°™jour
Air droit <1 <1 <1 <1 <1 <1
Air milieu <1 <1 <1 <1 <1 <1
Air gauche <1 <1 <1 <1 <1 <1
Témoin négatif <1 <1 <1 <1 <1 <1

2.2- Contrble de la Surface
% Par boite de contact
La qualité microbiologique des surfaces doit réperalix normes de la Pharmacopée, dont
le nombre de germes recherchés doit étre inféadud FC/ plague représentant la classe A.

Les résultats obtenus lors du prélevement sontpittb@s dans leableau XVIII ci-
dessous, sont a l'intervalle des normes donc résjgea norme, nombre de germes comptes
est <1 UFC/ plaque.
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Résultats et discussion

laminaire.

Point de Suivi d’incubation surle milieu TSA+P et SGG  (UFC/ plaque)

prélévement
15/03/2022 14/04/2022
24 heures 48 heures  5°™jour | 24 heures| 48 heures B¢jour

Surface droite <1 <1 <l]| <1 <1l | <1 <l <1| <1| <1 | <1]| <1
Surface milieu <1 <1 <l]| <1 <1l | <1 <1l| <1 | <1| <1]| <1} <1
Surface gauche <1 <1 <1l]| <1 <1l | <1 <l| <1 | <1| <1 | <1]| <1
Témoinsnégatif | <1 <1 <l| <1 <1 <1| <1 ]| <1 <1l| <1 | <1| <1

(TSA+P)
Témoin négatif <1 | <1 <1l]| <1 <1 <l| <1| <1 | <1| <1 ]| <1]| <1

(SGG)

2.3- Contréle de I'eau potable et I'eau purifiée

« Par filtration sur membrane

La qualité microbiologique de I'eau potable et @l purifiée doivent répondre aux
normes de la Pharmacopée, dont le nombre de gexé@nebies totaux recherchés dans I'eau
potable doit étre inférieur & 500 UFC/ mL; eau fiéei 100 UFC/mL par contre pour les

Entérobactérie Escherichia coli streptocoques fécaux €&seudomonas aeruginosae

absence totale.

2.3-1 Contrdle hebdomadaire de I'eau potable et deau purifiée

» Dénombrement de bactéries aérobies totales

Les résultats expérimentaux de l'analyse bact@imqle (germes aérobies totaux) de I'eau

(potable et purifiée) effectuée sont présentés tatableau XIX.

Tableau XIX: Suivi de contrble des germes aérobies totaux de potable et purifiée.

Point de Suivi d’'incubation surle milieu R2A (UFC/mL)
prélevement
15/03/2022 13/04/2022
5émejour 5emejour
Eau potable P2 <1 <1
Témoin négatif <1 <1
Eau purifiée P6 <1 <1
Témoin négatif <1 <1
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Il apparait par les résultats obtenus que la moyed@ dénombrement des germes
aerobies totaux de I'eau potable et I'eau puriise< 1 UFC/mL dont elle est conforme a la
norme < 100 UFC/mL (eau purifiée) et < 500 UFC/reay potable).

» Dénombrement des Entérobactéries éfscherichia coli

Les résultats expérimentaux de l'analyse bact@igle des Entérobactéries
Escherichia colide I'eau (potable et purifiée) effectuée sont pri€gsedans l¢ableau XX
suivant:

Tableau XX: Suivi de contréle des EntérobactériegEstherichia colde I'eau potable et

purifiée.
Point de prélevemen Suivi d’'incubation sur le milieu TTC
(UFC/mL)

15/03/2022 13/04/2022

48 heures 48 heures
P2 Absenci Absenc
Témoin négatif Absenci Absenci
P6 Absenci Absenc
Témoin négatif Absenci Absenci

Il apparait a partir des résultats obtenus lgs Entérobactérieset Escherichia coli
sont totalement absentes dans l'eau potable et lj@arifice. Donc ce parametre
bactériologique est conforme a la norme.

» Dénombrement dePseudomonas aeroginuset streptocoques fécaux

Les résultats expérimentaux de l'analyse bact@igle dePseudomonas aeruginosa

streptocoques fécaux de l'eau (potable et puridigctuée sont présentés dangaeleau
XXI suivant:

Tableau XXI: Suivi de contrle deBseudomonas aeruginosastreptocoques fécaux de
I'eau potable et purifiée.

Pointdeprélevemen | Suivi d’incubation sur le milieu Cétrimide et
Slanetz and Bartley (UFC/mL)
15/03/2022 13/04/2022
48 heures 48 heures
Eau potable P2 Absenci Absenci
Témoin négatif Absenci Absenci
Eau purifiée P6 Absenci Absenci
Témoin négatif Absenci Absenci
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v A partir des résultats obtenus on constate queglsnes contréléPseudomonas
aeruginosaet Streptocoques fécaux sont totalement absents ltgu potable et I'eau
purifiée. Ce qui est conforme a la norme.

2.3-2 Contrdle bimensuel de I'eau potable et de Bel purifiée

» Dénombrement de bactéries aérobies totales

Les résultats expérimentaux de l'analyse bactd@igle des germes aérobies totaux de
I'eau (potable et purifiée) effectuée sont présedéds ldableau XXII .

Tableau XXII : Suivi de contrdle des germes aérobies totausede botable et purifiée.

Point de | Suivi d’incubation sur le milieu R2A (UFC/mL)
prélevement
13/06/ 2022 29/06/2022
5émejour 5emejour
P2 Absenci Absenc
Témoin négatif Absence Absence
P1CD Absenci Absenci
Témoin négatif Absenci Absenci
P7 C Absenci Absenci
Témoin négatif Absenci Absenci
P7D Absence Absence
Témoin négatif Absenci Absenci
P8 Absenci Absenci
Témoin négatif Absenci Absenci
P14 Absenci Absenci
Témoin négatif Absence Absence

v' D’'aprés les résultats obtenus on remarque que lgemme de dénombrement des
germes aérobies totaux dans l'eau potable et dams purifiée est < 1 UFC/mL
dont elle est conforme a la norme < 100 UFC/mL (eaufiée) et < 500 UFC/mL
(eau potable).

» Dénombrement des Entérobactéries éfscherichia coli

Les résultats expérimentaux de lanalyse bactgimple des Entérobactéries
Escherichia colde I'eau (potable et purifiée) effectuée sont pri&sedans leableau XXIII.
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Tableau XXIII : Suivi de contrdle des Entérobactériegstherichia colide I'eau potable

et purifiée.
Point de Suivi d’incubation sur le milieu TTC
prélévement (UFC/mL)
13/06/2022 29/06/2022
48 heures 48 heures
P2 Absenci Absenci
Témoin négatif Absenci Absenc
P1CD Absenci Absenci
Témoin négatif Absenci Absenc
P7 C Absenci Absenci
Témoin négatif Absenci Absenc
P7D Absenci Absenci
Témoin négatif Absenci Absenci
P8 Absenci Absenci
Témoin négatif Absence Absence
P14 Absenci Absenci
Témoin négatif Absenci Absenc

A partir des résultats obtenus, on observe lgsieEntérobactéries &scherichia coli
sont totalement absents dans l'eau potable et I'parifiee. Donc ce parametre
bactériologique est conforme a la norme.

» Dénombrement dePseudomonas aeroginuset streptocoques fécaux

Les résultats expérimentaux de l'analyse bact@igle dePseudomonas aeruginosa
streptocoques fécawe I'eau (potable et purifiée) effectuée sont pr&sedans l¢ableau
XXVI .
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Tableau XXVI: Suivi de controle deBseudomonas aeruginosa
streptocoques fécaux del’eau potable et purifiée

Point de| Suivi d'incubation sur le milieu Cétrimide et
prélévement Slanetz and Bartley (UFC/mL)
13/06/2022 29/06/2022
48 heures 48 heures
P2 Absenci Absenci
Témoin négatif Absenci Absenci
P1CD Absenc Absenci
Témoin négatif Absenci Absenci
P7 C Absenc Absenc
Témoin négatif Absenci Absenci
P7D Absenc Absenci
Témoin négatif Absenci Absenci
P8 Absenci Absenci
Témoin négatif Absence Absence
P14 Absenci Absenci
Témoin négatif Absenci Absenci

A partir des résultats obtenus, on constate quegéemes controlé®seudomonas
aeruginosaet Streptocoques fécaux sont totalement absents I potable et dansl’eau
purifiée. Ce qui est conforme a la norme.

Tous les résultats obtenus de contrble physicochieniet microbiologique de I'eau
(potable et purifiée), air et surface durant laiquér d’étude et I'année 2016 ont étaient
conformes aux normes.

Discussion générale

Tous les résultats du contréle physico-chimiquen&robiologique de l'eau, l'air et
surface pendant la période d’étude ont été confergeda indique que GSK a mis en place un
process de nettoyage strict et efficace.

Dans le cas des surfaces, ils utilisent des prediet nettoyage antibactériens tel que
Bactérianos et Surfanios; tous les équipementgsésgilpour le prélévement de l'air par le
biocollecteur et les étuves utilisées pour inculbes boites de Petri sont qualifiés
périodiquement par un organisme externe accrélité;pH metres et conductimetres sont
calibrés périodiqguement par un prestataire certif@@boucle d’eau purifiée a un plan de
maintenance préventif pour maintenir le bon fometement de la boucle, une sanitisation
périodique de la boucle est effectué en augmendatgmpérature et la circulation de I'eau
pendant une période bien déterminée dont le bla décontamination, aussi la boucle est
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maintenue en circulation 24/24 heures pour évidesstagnation de l'eau; pour I'eau

potable un traitement chimique est effectué papodtadu chlore (la dose du chlore est
contrblée périodiqguement).

Dans le cas ou un équipement ou un résultat estcoaforme lors de la qualification
périodique une déviation est imitée et une invasitig sera effectuée pour identifier la root-
cause analysis, un impact assassement sera fadestCAPA (corrective action and
preventive action) vont étre misent en place peuarédier a ce probléme.
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Conclusion et perspectives

Le suivi environnemental d’une industrie pharmaicgut est indispensable, il consiste a
surveiller et a vérifier les paramétres physicaxgfjues et microbiologiques afin d’assurer un
bon environnement de production, ainsi que celpehsonnel.

Durant notre stage au niveau du laboratoire phagntapie GlaxoSmithKline (GSK)
Boudouaou, Boumerdes, nous avons effectué desotemtphysico-chimiques de l'eau
potable et de I'eau purifiee ainsi que des consrgtacrobiologique de l'eau (potable et
purifiée), de lair ainsi que la surface selon fewmes préconisées dans la pharmacopée
européenne ainsi que les exigences internes aeikts GSK.

Selon I'étude des tendances effectuées, nous aeomarqué que le contrdle physico-
chimiques de I'eau potable (conductivité, pH, rasia I'évaporation, fer, phosphate, nitrate,
nitrite, ammonium, sulfate, chlorure) et de I'eawifiée (caractéres, substances oxydables,
nitrate, conductivité) indique la conformité desmes durant la période étudiée.

Le contr6le microbiologique de I'eau potable etliepurifiée est conforme par rapport
auxgermes aérobies totaldseudomonas aerugingdascherichia coli streptocoques fécaux
et aux Entérobactéries. Le comptage des partisigdses de I'air et de la surface était aussi
conforme aux normes.

On conclue que d’aprés les parametres étudiée' epue potable, I'eau purifiée, I'air et la
surface utilises dans l'industrie pharmaceutique sie bonnes qualités physico-chimiques et
microbiologique, conformément aux normes de la iPhaopée Européenng"8édition.

De ce fait, au terme de cette étude nous pouvowms fes points suivants comme
recommandations:

» Effectuer le contrdle microbiologique du personnel;

» Eliminer le contrdle physico-chimique et microbigigue de I'eau potable;
* Eliminer le test de métaux lourd;

» Passage d’'un prélevement mensuel de 'air a uay@gient trimestriel.

42



Réferences
bibliographiques




Références bibliographigques

A

Addo, A. 2009 Développement durable traitement des déchetsisalion, élimination. Ed.
Ellipses, 283 p.

B

Badillet, G., Brieve, C., Gueho, E. 1987 Champignons contaminants des cultures,
champignons opportunistes. Atlas clinique et bimjog, vol I, Ed VARIA, Paris.

Bellahcene, O., Ferfera, M. 2014Les effets contrastés de lintervention des latmres
pharmaceutiques étrangers dans le secteur Algé@geindustrie pharmaceutique. Les
cahiers du cread, 107-108 p.

Bonnes pratiques de fabrication Ministere du travai. 2014 De I'emploi et de la santé,
N°2014/1bis.

Boudana, K. 2015 Contréle microbiologique de [I'environnement datigwdustrie
pharmaceutique NADPHARMADIC Production. Mémoirerdaster. Faculté des Sciences de
la Nature et de la Vie. Université des Freres ManiGonstantine, 98 p.

Boudier, Y. 2014 Qualification d'un systeme de production et disttion d’eau pour
préparation injectables, Toulouse, pp. 23, 3258254, 55.

Bonne pratiques de fabrication. 2011.Fabrication des médicaments stériles. Edition
Bulletin Officiel, 8bis.

C

Cahagnier, B ., Richard-Molard, D. 1998 Analyse mycologique in Moisissures des
aliments peu hydratés. Edition Tec & Doc, pp. 188-1

Elguess, A. 2017 Application d’analyse en composant principalesirpla caractérisation
physico-chimique des eaux pluviales : résidus deicaénents dans les eaux pluviales et
photodégradation. These de Magister, Université St@ences et de la Technologie Houari
Boumediene, USTHB, pp. 6-7.

D

Degremont, G. 1984Mémento technique de I'eau, 10eme édition, pp8 3-

Didier, G., Bougaret, S. 2000L’industrie pharmaceutique : ses projets de dimment,
leurs caractéristiques et leurs managemdsigible 81, 4-3.

43



Références bibliographigques

E

Elguess, A. 2017 Application d’analyse en composant principalesirpla caractérisation
physico-chimique des eaux pluviales : résidus déicaénents dans les eaux pluviales et
photodégradation. Thése de Magister, Université Std@ences et de la Technologie Houari
Boumediene, USTHB, pp. 6-7.

F

Francois, R. 1998 Dictionnaire encyclopédique des sciences de |'dadlitions science
internationale, Paris, pp.79, 173, 229, 345-348, 433.

G

Gennaro, A., 1990 Remington’s Pharmaceutical Sciencet8éme édition (Easton,
Pennsylvanie, Mack Publishing Company

Gouraud A., 2012.Généralité sur la pharmacologique et les médicasnept 8-42-43-48.
H

HIR, A. 2001 Pharmacie galénique, bonne pratique de fabricades médicaments.7eme
Edition, Masson, Paris, pp. 120-269.

J

Jean-Michel, B. 2016 Gestion des déchet$™Sédition, Malakoff, 22, 10-11 p.

M

Malalanirina, S ., Rakotonirainy. 2018. La biocontamination des documents graphiques
détecter, prélever, analyser. Support/Trace, 18 p.

Moreau, D et al. 2011.Toxicologie environnementale. Impact des médicamesur
'environnement : état des lieux, évaluation deques, communication, 66 (4), 335-340 p.

P

Paton, S., Thompson, K.A., Parks, S.R., Bennett, M. 2015 Reaerosolization of spores
from flooring surfaces to assess the risk of digsation and transmission of infections. Appl
Environ Microbiol, 81, 9-4914.

Pharmacopée européenne 8éme éditipp289, 10-11 p.

44



Références bibliographiques

R

Ragued, H., Guerch, A. 2019 Contréle physico-chimique des formes intermédgmides
comprimés Valsartan/ Hydrochlorothiazid 80/12.5mgcaurs de la validation du procédé de
fabrication. Thése de doctorat en pharmacie. Facddtmédecine. Université de Saad Dahleb
Blida, 11 p.

S

hY

SALHI, S. 2019 Environnemental des zones a atmosphére contréfmences
pharmaceutiques. ffdumas-02276438,80, 35 p.

Scriban, R. 1999 Biotechnologie. 8"édition, Tec&Doc, Paris, 920-927 p.

T

Talbert, M., Willoquet , G., Labayle, D. 2001.Guide pharmaco. Edition Lamare, France,
25-44 p.

W

WHO. 2012 Eau a usage pharmaceutique. Bonne pratique deécddbn Annexe 2,
Technical Report Series 970.

45



Annexes




Annexes

Annexe I: Echantillonnage de I'eau

Béchers et erlenmeyer Balance analytique

Annexe Il : Composition des milieux de culture

A. Trypcase soja agar

> Peptone de caséine................oceeeiceeeennn. 1509
> Peptone de soja..........ccccceviiiiiiiiiieeieeeeenn 5.009g
» Chlorure de sodium ...........coovvvvivivvivimnnnnns 5.009g
P AQAN 1509
» pHfinala 25°C:7,3+0,2
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B. Agar lactosé au TTC et au tergitol

Peptone pancréatique de viande............ 109
Extrait de viande .............cccoevveeevivv o 50¢g
Extrait autolytique de levure..................6.0 g
LACIOSE ..ccvviiieieeee e 200g
Tergitol.......ooovviieiii e 0.10g
Bleu de bromothymol ...................... - 50.0 Mg
Agar —agar........ccceeeeieiiineii e 10.0g
pH final 4 25°C : 7,2+ 0,1
Additif

P TTC e 0.025¢g

P AQAr- Agar......ooiieiieiiiieee e 1250¢g
C. R2A agar
Extrait de levure.................ee oo e 0.50 @
Protéose peptone .........cccceeeeeeeeeeiesceceenne 0.50¢g
Hydrolysat de caséine ..............cccvvvvv cemenm. 0.50¢
GlUCOSE .evveiieeiee e 0.50¢
Amidon soluble........ccooovviiiiiiii s 0.50¢
Pyruvate de sodium.. P 0 JeC 10 N o |
Phosphate de potassmm dlbaS|que ........... 30.@
Sulfate de magnésium ..............ccccceeveeeed 0.05¢
AGAr oo 15049
pH final &4 25°C : 7,2 £ 0,2

D. Sabouraud glucose gélosé

Peptone.......coiviiiii e 100g
GIUCOSE .ovveiiiiee e e 40.0 g
AQar-agar .......ccuieeiiiiieiie s 1509

Vitamine et facteurs de croissance
pH final a 25°C : 5,6 £ 0,2

E. Slanetz et Bartley

TIYPLOSE .o e 20049
Extrait de levure..........cccccoeeeeeiveivs e 50¢9
GIUCOSE .evveiiee e e 20g
Hydrogénophosphate de sodium................. 0.40¢
Chlorure de 2, 3, 5-triphényltétrazolium.......0.10 g
AJar- Ag0ar .....ooovuiiiiiiiieeei e e 10.0 g

pH finala 25°C : 7,2+ 0,1
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F. gélose au Cétrimide

Péptone de gélatine .........cccceevvvveeeieeeinennnnnnnn, 20.0¢
Chlorure de magnésium ...........cccccevvvvveeenn. 1.40 g
Sulfate de potassium ............cooevviiiiiceccceennnns 10.00g
Cetrimide .....ooooveeeeeieiii e 0.30¢g
AQar- Ag0ar .....ocouuiiiiiiiieee e e 13.60g

Annexe IV : Préparation des milieux de cultures

>
>
>
>

Y V V YVVVVVYY

VVVYVY

A. Trypcase soja agar
Dissoudre 40g dans 1 litre d’eau déminéralisée,
Faire chauffer dans de I'eau jusqu’a dissolutiomplete,
Autoclaver 15 min a 121°C,
Verser dans des boites de Petri.

B. Agar lactosé au TTC et au tergitol 7

Dissoudre 53.9g en 1 litre d’eau déminéralisée,

Faire chauffer dans de I'eau bouillante et agiter,

Autoclaver 15 min 4 121°C,

Refroidir le milieu dans un bain d’eau jusqu’a 88°C,

Réhydrater chaque flacon de supplément nécessade5amL d’eau stérile,
Homogéneéiser de fagon a obtenir une dissolutiofapay tout en évitant la formation de
mousse,

Ajouter stérilement 1 mL de supplément TTC recdnétpar flacon de 100 mL de base,
Homogeénéiser parfaitement,

Couler en boite de Petri stérile (I'épaisseur deggédoit étre 5mm) et laisser sécher sur
une surface plane et froide.

C. R2A agar

Dissoudre 18.5 g dans 1 d’eau déminéralisée,

Faire chauffer dans de I'eau bouillante jusqu’adiseolution compléte,
Autoclaver 15 min a 121°C,

Laisser refroidir jusqu’a 45 -50°C,

Verses dans des boites de Petri.

D. Sabouraud glucose gélosé

Dissoudre 65g dans 1 litre d’eau déminéralisée,

Faire chauffer dans de I'eau bouillante jusqu’&alistion compléte,
Autoclaver 15 min & 121°C,

Ne par surchauffer.
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E. Slanetz et Bartley agar

VVVVVY

F. Gélose au Cétrimide

vV VY

complete,

YV V V

Ajouter 10 mL /L glyceéroal,
Autoclaver 15 min a 121°C,
Verser dans des boites de Petri.

Dissoudre 41.5 g dans 1 litre d’eau déminéralisée,
Faire chauffer dans de I'eau bouillante et agiisgy’'a une dissolution complete,
Stériliser en laissant encore chauffer 20 min dabsin d’eau bouillante,

Ne pas autoclaver,

Laisser refroidir rapidement,
Verser dans des boites de Petri.

Dissoudre 43,59 dans 1litre d’eau déminéralisé,
Faire chauffer dans de I'’eau bouillante et agit@gdiemment jusqu’a dissolution

Annexe V : Résultats du test de stérilité des miliex de cultures

Désignatior des Température Durée Résultats Interprétation
milieux de culture d’incubation d’incubation
Trypcase soja agar 30-35°C <3-4Jours| Absence Stérile
Slanetz et Bartley 30 -35°C <3-4Jours| Absence Sterile
R2A agar 30-35°C <3-5jours Absence Stérile
Sabouraud glucose 20- 25°C <5 jours Absence Stérile
gélosé

Agar lactosé au TTC 30-35°C <3-4Jours| Absence Stérile
et au tergitol 7

Gélose au Cétrimide 30- 35°C <3 -4 Jours Absence Stérile
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Annexe VI: Procédure de contrble du test de fertitg

A. Trypcase soja agar

>

Y VY

Ensemencer en double 1 mL des dilutions finalesBallus spizizenii, Candida
albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aerugirgts&taphylococcus auredans
des boites de Petri stériles,

Ajouter dans chaque boite de Petri environ 15 enR@le gélose a tester,

Incuber & 30 -35 °C pendant 24 a 48 heures,

Apres incubation, vérifier si la croissance desroocganismes obtenus correspond
aux caractéristiques morphologiques des coloniehadeune des souches inoculées.

B. R2A agar

>

>
>
>

Ensemencer en double 1 mL des dilutions finale®ab#lus spizizenii,
Pseudomonas aeruginodans des boites de Petri stériles,

Ajouter dans chaque boite de Petri environ 15 mR@le gélose a tester,

Incuber a 30-35 °C pendant 24 a 48 heures,

Apres incubation, vérifier si la croissance desroocganismes obtenus correspond
aux caractéristiqgues morphologiques des coloniehaeune des souches inoculées.

C. Sabouraud glucose gélosé

>

>
>
>

Ensemencer en double 1 ml des dilutions finaleSaledida albicans, Aspergillus
brasiliensis dans des boites de Petri stériles,

Ajouter dans chaque boite de Petri environ 15 emP@e gélose a tester,

Incuber a 20- 25 °C pendant 05 a 07 jours,

Apres incubation, vérifier si la croissance desroocganismes obtenus correspond
aux caracteéristiques morphologiques des coloniehdeune des souches inoculées.

D. Agar lactosé au TTC et au tergitol 7

>

>
>
>

Ensemencer la surface de boite de gélose a testeuae quantité suffisante de la
dilution finale dEscherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacghigizenij

Etaler aseptiquement I'inoculum aussi réguliérentgr possible,

Incuber a 30-35°C pendant 18 a 24 heures,

Apreés incubation, vérifier si la croissance desrgocganismes obtenus correspond
aux caracteéristiques morphologiques des coloniehdeune des souches inoculées.

E. Slanetz et Bartley agar

>

>
>
>

Ensemencer la surface de boite de gélose a testeuae quantité suffisante de la
dilution finale deStaphylococcus aurewes Entérocoques

Etaler aseptiguement I'inoculum aussi réguliérentgr possible,

Incuber a 30- 35°C pendant 24 a 48 heures,

Apres incubation, vérifier si la croissance desroocganismes obtenus correspond
aux caractéristiques morphologiques des coloniehdeune des souches inoculées.
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F. Cétrimide agar

» Ensemencer la surface de boite de gélose a tasteuae quantité suffisante de la

dilution finale dePseudomonas aeruginosaEscherichia coli
Etaler aseptiguement I'inoculum aussi réguliérentgr possible,

>

» Incuber a 30-35°C pendant 18 a 24 heures,

» Aprées incubation, vérifier si la croissance desrpocganismes obtenus correspond
aux caractéristiques morphologiques des coloniehdeune des souches inoculées.

Annexe VIl : Résultats du test de fertilité des mikux de culture

Désignation des Germe recherché Température Résultats
milieux de culture d’incubation
Pseudomonas aeruginosa
Trypcase soja agar | Staphylococcus aureus 30-35°C Croisgqnce
Escherichia coli positive
Bacillus spizizenii
Candida albicans
Controle positif : Croissance
Escherichia faecalis positive
Slanetz et Bartley 30- 35°C
Contréle négatif : inhibition complete
Staphylococcus aureus
Pseudomonaaeruginosi 30- 35°C Croissanc
R2A agar Bacillus spizizenii positive
Sabouraud glucose | Candida albicans 20- 25°C Croissance
gélosé Aspergillus brasiliensis positive
Escherichia coli Croissanc
Agar lactosé au Pseudomonas aeruginosal 30- 35°C positive
TTC et au tergitol 7 Bacillus spizizenii
Controle positif : Croissance
Gélose au Cétrimide | Pseudomonas aeruginosa positive
30- 35°C

Contréle négatif :

Escherichia coli

inhibition compléte
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Annexe VIII: Matériels utilisés dans le contréle mcrobiologique
fr— ‘ ™~

Balaradytique
‘ = '—,—__

Autoclave

Bec bensen ; flacon ; ethanol ; gant stérile Rampdltration
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Annexe IX : Protocole du prélévement de l'air

Ouverture du Mas-100 Emplacement de la boite de Pet

(€)

Emplacement du biocollecteur : A, zone de gaudhezpne du milieu ; C, zone de droite.

(A)

Annexe X: Echantillonnage de la surface
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Annexe XI: Protocole du prélevement de I'eau

(A) (B)

Echantillonnage de I'eau Dép6t des membranesritiésasur les milieux gélosés



Résumé

La pharmacopée européenne insiste sur le contigl®iologique et physico-chimique,
de chaque élément rentrant dans la fabrication dédicament pour éviter toute
contamination.

Ce travail porte sur le contrdle environnemental riveau de l'unité de production
pharmaceutique GlaxoSmithKline situé a Boudouadiaya de Boumerdes. Dans le cadre du
contrble de qualité de l'eau potable, I'eau puefi@air et la surface dans lindustrie
pharmaceutique, des analyses physico-chimiquesiablmplogiques ont été réalisés dans
différents points de prélevements au niveau derédbwe de controle qualité GSK.

Les tendances des résultats de contréle physicoighé et microbiologique de I'eau
potable, I'eau purifiée, I'air ainsi que la surfamet révélé que tous les échantillons analyseés
sont conformes par rapport aux normes guide établie

Mots clés: suivi environnementakontréle physico-chimique, contréle microbiologigeau
purifiée, eau potable, air, surface

Abstract

The European Pharmacopoeia insists on the micahadl and physico-chemical
control of each element used in the manufactureeaficines to avoid any contamination.

This work concerns environmental control at the x@&mithKline pharmaceutical
production unit located in Boudouaou, in the wil@fj@oumerdes. Part of the quality control
of drinking water, purified water, air and surfacethe pharmaceutical industry, physico-
chemical and microbiological analyses were carogidat various sampling points in the GSK
quality control laboratory.

The trends of the results of the physicochemical amcrobiological monitoring of
drinking water, purified water, air and surfaceaaded that all the samples analysed were in
conformity with the established guides standards.

Keywords: environmental monitoring, physicochemical contmigrobiological control,
purified water, drinking water, air, surface






