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1

L’industrie pharmaceutique est un secteur phare de l’économie mondiale regroupant

les activités de recherche, de fabrication et de commercialisation de médicaments. Elle

constitue l’un des piliers fondamentaux du système de santé de par sa contribution au

traitement, voire l’éradication de plusieurs pathologies (Felton, 2013). Toutefois, les besoins

en soins médicamenteux renforcés par l’apparition de la pandémie du Covid-19 ont

confrontés les sociétés pharmaceutiques à de nombreux défis, qu’elles doivent relever afin

d’améliorer durablement la sécurité sanitaire (Barshikar, 2020).

La mise sur le marché de médicaments inefficaces et de mauvaise qualité peut

entraîner des échecs thérapeutiques, une exacerbation de la maladie et même dans certains cas

la mort du patient. Les industries pharmaceutiques doivent donc adhérer à des réglementations

strictes et des procédures de contrôle rigoureuses dans le but de protéger et promouvoir la

santé publique. Pour cela, elles disposent de laboratoires de contrôle de qualité dont le rôle est

de vérifier, par des essais adéquats, que les produits sont conformes aux normes exigées par la

pharmacopée (Ugvekar et al., 2021).

Lors du procédé de fabrication, un médicament peut être exposé à des risques de

contamination microbienne d’origine virale, bactérienne ou fongique. Afin de garantir une

bonne qualité hygiénique du produit, un contrôle microbiologique doit être effectué à

différents niveaux. Les matières premières, y compris l’eau, doivent répondre aux

spécifications requises avant leur utilisation. Une surveillance environnementale indiquera si

la qualité du produit a été compromise et des tests sur le produit fini démontreront si les

spécifications de libération ont été respectées (Denyer et Baird, 2007).

Dans ce contexte, le présent travail a pour objectif de réaliser un contrôle

microbiologique de l’environnement de l’unité de production pharmaceutique

GlaxoSmithKline, de l’eau utilisée dans les différents procédés de fabrication et du produit

fini Clamoxyl®. À cet effet, notre mémoire est structuré comme suit :

 La première partie est une synthèse bibliographique qui comprend des généralités sur les

médicaments, des notions liées à la qualité pharmaceutique suivies d’un aperçu sur la

contamination microbienne et le contrôle microbiologique.

 La deuxième partie porte sur la méthodologie expérimentale utilisée dans l’analyse

microbiologique et la présentation des résultats obtenus.

 Cette étude s’achève par une conclusion et quelques recommandations.



Synthèse

bibliographique



I. Généralités sur les médicaments

Un médicament est un produit fabriqué industriellement, de composition et d’activité

définies. Il se situe à la base de toute prise en charge thérapeutique et témoigne des avancées

scientifiques dans la compréhension du corps humain et leurs applications dans le domaine de

l’innovation technologique et industrielle

1. Définition

L’article L.5111-1 du code de la santé publique, définit le médicament

« Toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou

préventives à l’égard des maladies humaines ou animales, ainsi que toute substance ou

composition pouvant être utilisée chez l’homme ou chez l’animal, ou pouvant leur être

administrée en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs

fonctions physiologiques en exerçant une action pharmacologique, immunologi

métabolique » (Moulin et Coquerel, 2002)

2. Mise en forme d’un médicament

Un médicament est composé d’une ou plusieur

excipients d’origines diverses et qui remplissent chacun un rôle précis dans la mise en forme.

Ces derniers, constituent les matières premières à

dans un récipient approprié (figure 01)

a. Principe actif

Le principe actif est l’élément principal, qui grâce à ses propriétés pharmacologiques

confère au médicament son activité thérapeutique. Il est de structure chimique connue et

généralement incorporé en faible quantité

Figure 01 : Mise en forme d'un médicament

Synthèse bibliographique

2

Généralités sur les médicaments

Un médicament est un produit fabriqué industriellement, de composition et d’activité
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scientifiques dans la compréhension du corps humain et leurs applications dans le domaine de

l’innovation technologique et industrielle (Lévy et Garnier, 2007).

1 du code de la santé publique, définit le médicament

Toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou

préventives à l’égard des maladies humaines ou animales, ainsi que toute substance ou

composition pouvant être utilisée chez l’homme ou chez l’animal, ou pouvant leur être

administrée en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs

fonctions physiologiques en exerçant une action pharmacologique, immunologi

(Moulin et Coquerel, 2002).

Mise en forme d’un médicament
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s derniers, constituent les matières premières à l’origine du produit fini qui est présenté

(figure 01) (Aiache et al., 2008).

Le principe actif est l’élément principal, qui grâce à ses propriétés pharmacologiques

confère au médicament son activité thérapeutique. Il est de structure chimique connue et

généralement incorporé en faible quantité (Aiache et al., 2008).

Mise en forme d'un médicament (Talbert et al., 2001)
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b. Excipient

L’excipient est une substance auxiliaire et inerte sur le plan pharmacologique, dont le

rôle est de faciliter l’administration du principe actif, d’améliorer son efficacité et d’assurer la

stabilité et la conservation du médicament (Le Hir et al., 2009).

c. Conditionnement

Le conditionnement est une étape complémentaire du processus de mise en forme, qui

assure la protection et la conservation du médicament tout au long de son parcours jusqu’à

son utilisation. C’est aussi un support important d’informations, qui permet d’identifier

précisément le médicament et ses dosages et d’éviter toute confusion au moment de sa

délivrance (Le Hir et al., 2009).

d. Produit fini

Un produit fini désigne une forme posologique finie d’un produit pharmaceutique,

préparée industriellement selon des normes strictes et qui a subi toutes les étapes de

fabrication, y compris le conditionnement et l’étiquetage. Il est caractérisé par un nom

commercial et fait l’objet d’un enregistrement auprès des autorités de santé (BPF, 2007).

3. Antibiotiques

La découverte des antibiotiques constitue un événement majeur dans l’histoire de la

médecine. Ils représentent l’une des classes médicamenteuses les plus couramment utilisées et

ont contribués de façon considérable à réduire le taux de mortalité associé aux infections

d’origine bactérienne (Rahal, 2017).

3.1. Définition

Les antibiotiques sont des substances naturelles élaborées par des microorganismes ou

synthétiques obtenues par modification chimique, possédant une activité antibactérienne à

faible concentration et ne présentant pas de toxicité pour l’hôte. Ils sont définis comme étant

« bactéricides » ou « bactériostatiques » selon qu’ils tuent ou empêchent la prolifération des

bactéries et sont caractérisés par un spectre d’activité, qui correspond à l’éventail de germes

sur lequel ils sont actifs (Fauchère et Avril, 2002).

3.2. Mécanismes d’action

Les antibiotiques inhibent sélectivement différentes cibles ou voies métaboliques

vitales caractéristiques des bactéries. Ils peuvent agir, entre autres sur : la synthèse de la paroi,

de l’ADN, des protéines ou des folates (figure 02). Néanmoins, leur efficacité est réduite par

l’apparition de résistance due à leur usage intensif et déraisonné (Cohen et Jacquot, 2008).



II. Qualité en industrie pharmaceutique

Dans l’industrie pharmaceutique, le contrôle et l’évaluation de la qualité sont

nécessaires pour s’assurer que les médi

et n’exposent le patient à aucun risque. Ils consistent à surveiller les conditions

environnementales dans lesquelles les produits sont fabriqués, inspecter les opérations et

effectuer des tests tout au long de la chaîne

(Moffat et al., 2011).

1. Cadre réglementaire en terme

L’industrie pharmaceutique dispose d’une réglementation stricte et rigoureuse, qui

constitue un système de référence lui permettant de structurer et d’encadrer toutes les ac

liées à la fabrication et la qualité de ses produits

1.1. Pharmacopée

La pharmacopée est un ouvrage réglementaire, qui participe à la protection de la santé

publique en élaborant des spécifications communes et reconnues relatives à la

médicaments. Elle définit notamment les critères de pureté des matières premières ou des

préparations entrant dans leur fabrication et décrit les méthodes d’analyse utilisées pour en

assurer le contrôle. L’ensemble de ces critères est regroupé

monographies régulièrement mises à jour

Figure 02 : Principaux modes d'action des antibiotiques
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L’industrie pharmaceutique dispose d’une réglementation stricte et rigoureuse, qui
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liées à la fabrication et la qualité de ses produits (Levacher, 2006).

La pharmacopée est un ouvrage réglementaire, qui participe à la protection de la santé

publique en élaborant des spécifications communes et reconnues relatives à la

médicaments. Elle définit notamment les critères de pureté des matières premières ou des

préparations entrant dans leur fabrication et décrit les méthodes d’analyse utilisées pour en

assurer le contrôle. L’ensemble de ces critères est regroupé et publié sous forme de

monographies régulièrement mises à jour (Wehrlé, 2007).
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1.2. Bonnes pratiques de fabrication

Les bonnes pratiques de fabrication (BPF) représentent un ensemble de textes

réglementaires qui garantissent que les produits pharmaceutiques sont fabriqués et contrôlés

de manière cohérente et conformément aux normes de qualité requises. Elles visent

principalement à réduire les risques de contaminations liées à toute production

pharmaceutique en établissant des directives concernant le personnel, les équipements et les

locaux, les matières premières ainsi que les opérations de fabrication et de contrôle (Wehrlé,

2007).

2. Contrôle de qualité

Le contrôle de qualité est une partie des BPF qui traite des processus impliquant

l’échantillonnage, l’établissement de spécifications, l’analyse, ainsi que la documentation et

les procédures de libération. Ces derniers garantissent que les essais nécessaires et appropriés

ont été effectués et que les produits contrôlés ne sont pas mis en vente, tant que leur qualité

n’a pas été jugée comme conforme aux normes préalablement définies (BPF, 2007).

3. Types de contrôle qualité

Le contrôle de qualité permet de vérifier la qualité pharmaceutique des médicaments

mis sur le marché. Il est essentiellement basé sur des analyses physico-chimiques et

microbiologiques effectués dès l’approvisionnement des matières premières jusqu’à la

libération du produit fini (Bouchard, 2009).

3.1. Contrôle physicochimique

La fabrication des produits pharmaceutiques nécessite la connaissance des propriétés

physico-chimiques des médicaments pour répondre aux exigences du contrôle de qualité. Ces

tests consistent à déterminer les caractères organoleptiques des différentes formes

pharmaceutiques, identifier les substances actives et déterminer la présence d’éventuelles

impuretés (Bouchard, 2009).

3.2. Contrôle microbiologique

Les analyses microbiologiques sont indispensables pour vérifier la conformité des

produits pharmaceutiques par rapport à la réglementation en vigueur. En effet, la présence de

microorganismes dans le médicament peut altérer sa formule en décomposant ses ingrédients

et par conséquent compromettre son efficacité. Ce type de contrôle consiste donc à rechercher

les contaminations auxquelles peuvent être soumis ces produits lors de leur fabrication par

identification des microorganismes et dénombrement des colonies (Jimenez, 2004).



III. Contamination microbienne

La contamination microbienne est le risque majeur auquel l’industrie pharmaceutique

est confrontée actuellement. Elle

des bactéries et des champignons, ainsi que leurs sous

d’autres substances pyrogènes

(température, humidité, pH, apport nutritif, etc.

multiplier et par conséquent provoquer l’altération du produit et nuire à la santé humaine

(Roesti et Goverde, 2020).

1. Sources de contamination microbienne

Au cours d’un procédé de fabrication, un médicament est sujet à diverses

contaminations microbiennes, de sources et de nature

comprennent principalement :

 Les matières premières, y compris l’eau à partir desquelles le produit est fabriqué.

 L’environnement incluant l’atmosphère, les équipements et les surfaces de travail.

 Le personnel de fabrication

1.1. Matières premières

Les matières premières représentent la source de contamination la plus importante

puisqu’elles entrent en contact direct avec le produit. Celles

et contenir une variété de microorganismes ou synthétique, généralement exe

contamination microbienne. Une fois établie, cette dernière peut être persistante et difficile à

éliminer (Bohrer, 2012).

Figure 03 : Sources de
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Contamination microbienne

La contamination microbienne est le risque majeur auquel l’industrie pharmaceutique

est confrontée actuellement. Elle fait référence à la contamination biologique des produits par

des bactéries et des champignons, ainsi que leurs sous-produits tels que les endotoxines et

d’autres substances pyrogènes (Sandle, 2019). Dans des conditions qui leur sont favorables

, humidité, pH, apport nutritif, etc.), ces microorganismes sont susceptibles de se

multiplier et par conséquent provoquer l’altération du produit et nuire à la santé humaine

Sources de contamination microbienne

Au cours d’un procédé de fabrication, un médicament est sujet à diverses

iennes, de sources et de nature différentes (figure

compris l’eau à partir desquelles le produit est fabriqué.

L’environnement incluant l’atmosphère, les équipements et les surfaces de travail.

Le personnel de fabrication (Aulton et Taylor, 2013).

Les matières premières représentent la source de contamination la plus importante

puisqu’elles entrent en contact direct avec le produit. Celles-ci peuvent être d’origine naturelle

et contenir une variété de microorganismes ou synthétique, généralement exe

contamination microbienne. Une fois établie, cette dernière peut être persistante et difficile à

Sources de contamination microbienne (Mohanan, 2022)
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La contamination microbienne est le risque majeur auquel l’industrie pharmaceutique

fait référence à la contamination biologique des produits par

que les endotoxines et

Dans des conditions qui leur sont favorables

), ces microorganismes sont susceptibles de se

multiplier et par conséquent provoquer l’altération du produit et nuire à la santé humaine

Au cours d’un procédé de fabrication, un médicament est sujet à diverses

(figure 03). Celles-ci

compris l’eau à partir desquelles le produit est fabriqué.

L’environnement incluant l’atmosphère, les équipements et les surfaces de travail.

Les matières premières représentent la source de contamination la plus importante

ci peuvent être d’origine naturelle

et contenir une variété de microorganismes ou synthétique, généralement exemptes de toute

contamination microbienne. Une fois établie, cette dernière peut être persistante et difficile à

(Mohanan, 2022).
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1.2. Eau

L’eau est couramment utilisée dans les formulations et les procédés pharmaceutiques.

Elle constitue à la fois un vecteur et une source de contamination, particulièrement lorsque les

systèmes de distribution sont mal conçus et entretenus. De manière très significative, l’eau est

le principal habitat des bactéries Gram négatives telles que Escherichia coli, Salmonella spp.

et Pseudomonas aeruginosa, qui sont des microorganismes potentiellement dangereux et

extrêmement polyvalents sur le plan métabolique (Sandle, 2016).

1.3. Atmosphère

L’air véhicule une multitude de contaminants microbiens, toutefois ce n’est pas un

environnement nutritif et favorable à leur prolifération. Les types les plus probables de

microorganismes traçables dans l’air sont ceux qui possèdent des mécanismes de résistance à

la dessiccation, incluant Bacillus spp., Micrococcus spp. et les spores fongiques appartenant

aux espèces Aspergillus spp. et Penicillium spp. (Halls, 2004).

1.4. Surfaces et matériaux

Les microorganismes peuvent survivre et proliférer sur la plupart des surfaces d’une

unité de fabrication, notamment sur les murs, les sols, les paillasses et les équipements. La

présence même de petites quantités de matières organiques peut favoriser le développement

de moisissures, qui constituent la flore la plus fréquente (Baird et Bloomfield, 1996).

1.5. Personnel

Les opérateurs et analystes de laboratoire peuvent disperser et introduire des

microorganismes dans les préparations pharmaceutiques, essentiellement par voie aérienne ou

contact direct, mais également par des vêtements inappropriés. La contamination microbienne

d’origine humaine comprend le plus souvent des espèces bactériennes telles que

Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Propionibacterium spp. et divers champignons

dermatophytes (Hanlon et Hodges, 2013).

2. Conséquences de la contamination microbienne

La présence de microorganismes dans les produits pharmaceutiques peut engendrer

différents problèmes, particulièrement si leur croissance atteint des niveaux élevés. Les

conséquences d’une telle contamination sont énumérées ci-dessous.

a. Détérioration du produit

Les composés actifs des produits pharmaceutiques peuvent être métabolisés par des

microorganismes, compromettant ainsi leur efficacité thérapeutique. Ils peuvent également

entrainer une détérioration du médicament et une modification de ses propriétés physico-

chimiques et organoleptiques (Denyer et al., 2011).
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b. Risque d’infection

Les produits pharmaceutiques contaminés peuvent présenter un risque important

d’infection chez le patient, bien que l’étendu du danger varie d’un médicament à un autre,

selon la voie d’administration, le type et le nombre de microorganismes ou encore la toxicité

de leurs produits (Denyer et Baird, 2007).

3. Maitrise de la contamination microbienne

Dans le but de garantir la qualité des médicaments fabriqués et de sécuriser la santé du

patient, la maitrise de la contamination microbiologique occupe une position clé dans

l’industrie pharmaceutique. Celle-ci doit permettre de limiter l’impact des contaminants au

cours du processus de fabrication, mais également mettre en place des actions correctives

(Feinberg, 2001).

3.1. Utilisation de matières de haute qualité

Les matières premières doivent être identifiées de manière à éviter toute erreur

d’utilisation et stockées dans des conditions optimales afin de prévenir leur dégradation et leur

contamination. Les systèmes de production et de distribution des eaux doivent également être

conçus pour empêcher la prolifération des microorganismes et la formation de biofilms

(Baird et Bloomfield, 1996).

3.2. Surveillance de l’environnement

Des conditions environnementales adaptées au processus de fabrication sont

nécessaires pour réduire la viabilité, la survie et le développement de microorganismes.

Différents paramètres doivent donc être régulièrement contrôlés tels que la température,

l’humidité et la circulation de l’air dans les zones de production (Jimenez, 2004).

3.3. Hygiène et formation du personnel

Le personnel impliqué dans la fabrication est tenu de respecter les règles d’hygiène et

de sécurité, qui visent à limiter les niveaux de contamination microbienne. Il doit également

être formé et qualifié afin de réaliser correctement toute opération spécifique à son poste de

travail (McCormick, 2002).

3.4. Nettoyage et désinfection

Les locaux et le matériel de production doivent faire l’objet d’une maintenance

préventive et être régulièrement nettoyés et désinfectés afin d’éliminer toute sorte de

contaminants microbiologiques. Ces opérations doivent être effectuées à chaque étape du

procédé de fabrication et faire l’objet d’une validation (Bouchard, 2009).
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IV. Contrôle microbiologique

La qualité microbiologique d’un médicament est évaluée par une série de contrôles

effectuée tout au long de la chaîne de production, y compris au niveau du produit fini. Ces

tests consistent à quantifier, détecter et identifier le nombre et le type de microorganismes

présents dans un échantillon pharmaceutique (Chauhan et Jindal, 2020).

1. Échantillonnage

Les échantillons destinés à l’analyse microbiologique doivent être prélevés de manière

appropriée afin de minimiser les risques de contaminations accidentelles, qui pourraient

influencer les résultats de façon significative. Les aspects pris en considération lors de

l’échantillonnage sont les suivants :

 L’échantillonnage doit être effectué dans des conditions aseptiques, par un personnel

qualifié et dans des récipients pré-stérilisés.

 L’intervalle entre le prélèvement et la réalisation du test doit être minimisé afin d’éviter

une augmentation de la charge microbienne. Si nécessaire, l’échantillon doit être stocké à

des températures appropriées.

 Le numéro de lot, la date et le lieu du prélèvement doivent être convenablement indiqués

pour faciliter l’identification de l’échantillon.

 La taille de l’échantillon doit être représentative du lot considéré.

 La préparation des échantillons s’effectue par l’ajout d’un agent neutralisant afin

d’annuler l’activité antimicrobienne ou d’un tensio-actif pour mélanger les produits non

hydrosolubles (Baird et al., 2000).

2. Contrôle environnemental

La surveillance environnementale décrit les tests microbiologiques entrepris afin

d’évaluer la charge microbienne dans les zones de production. Les résultats obtenus

fournissent des informations sur la performance des systèmes de filtration de l’air, l’hygiène

du personnel, ainsi que l’efficacité des programmes de nettoyage et de désinfection (Roesti et

Goverde, 2020).

2.1. Contrôle de l’air

Le contrôle microbiologique de l’air permet de déterminer la charge microbienne

entourant les opérations de fabrication. Deux méthodes sont principalement utilisées : la

méthode par sédimentation et la méthode par aspiration.

2.1.1. Méthode par sédimentation : Prélèvement passif de l’air

Des boîtes de Pétri, contenant des milieux de culture non sélectifs sont déposées à des

endroits précis, pendant une durée prédéterminée afin de recueillir par sédimentation les

microorganismes présents dans l’air. Après incubation, les colonies obtenues sont dénombrées

et si nécessaire identifiées (figure 04) (Sandle, 2016).



Les avantages et les inconvénients de la méthode par

dans le tableau I.

Tableau I : Avantages et inconvénients de la méthode par sédimentation

METHODE PAR SEDIMENTATION

Avantages

- Offre un moyen simple et peu coûteux de

surveillance des niveaux de contamination

aérienne.

- Ne nécessite pas de matériel spécifique.

2.1.2. Méthode par aspiration

Un biocollecteur est un appareil qui consiste à aspirer un certain volume d’air à travers

une surface poreuse afin de récupérer les microorganismes en suspension sur la

boîte de Pétri placée dans le dispositif. Le résultat final est exprimé en

formant colonie (UFC) par volume d’air échantillonné

Figure 04 : Méthode par sédimentation pour réaliser un prélèvement passif de l'air

Figure 05 : Méthode par aspiration pour réaliser un prélèvement actif de l'air
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inconvénients de la méthode par sédimentation sont présentés

Avantages et inconvénients de la méthode par sédimentation (Baird

METHODE PAR SEDIMENTATION

Inconvénients

Offre un moyen simple et peu coûteux de

surveillance des niveaux de contamination

Ne nécessite pas de matériel spécifique.

- Ne permet pas d’obtenir des résultats

quantitatifs et transposables à toute la zone.

- Temps de prélèvement long (jusqu’à 4

heure par boîte).

Méthode par aspiration : Prélèvement actif de l’air

Un biocollecteur est un appareil qui consiste à aspirer un certain volume d’air à travers

une surface poreuse afin de récupérer les microorganismes en suspension sur la

étri placée dans le dispositif. Le résultat final est exprimé en

(UFC) par volume d’air échantillonné (figure 05) (Sandle, 2016)

Méthode par sédimentation pour réaliser un prélèvement passif de l'air

(Tordjman-Valency, 2016).

Méthode par aspiration pour réaliser un prélèvement actif de l'air

(Tordjman-Valency, 2016).
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sédimentation sont présentés

(Baird et al., 2000).

Inconvénients

Ne permet pas d’obtenir des résultats

quantitatifs et transposables à toute la zone.

de prélèvement long (jusqu’à 4

Un biocollecteur est un appareil qui consiste à aspirer un certain volume d’air à travers

une surface poreuse afin de récupérer les microorganismes en suspension sur la gélose d’une

étri placée dans le dispositif. Le résultat final est exprimé en nombre d’unité

(Sandle, 2016).

Méthode par sédimentation pour réaliser un prélèvement passif de l'air

Méthode par aspiration pour réaliser un prélèvement actif de l'air
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Les avantages et les inconvénients de la méthode par aspiration sont résumés dans le

tableau II.

Tableau II : Avantages et inconvénients de la méthode par aspiration (Baird et al., 2000).

METHODE PAR ASPIRATION

Avantages Inconvénients

 Facilité d’utilisation.

 Rapidité du prélèvement (environs 10

minutes).

 Évaluation quantitative du nombre de

microorganismes par volume d’air

prélevé.

 Relativement coûteux.

 Desséchement de la gélose si le débit

d’air est élevé ou l’humidité trop faible.

 Altération de la viabilité des

microorganismes si la durée du

prélèvement est trop longue.

2.2. Contrôle des surfaces

Toutes les surfaces de production doivent faire l’objet d’un contrôle microbiologique

régulier afin de s’assurer que les préparations s’effectuent dans des conditions permettant de

limiter l’apport microbien. Deux méthodes peuvent être appliquées pour détecter la présence

de ces microorganismes : la méthode par boîte contact et la méthode par écouvillonnage.

2.2.1. Méthode par boîte contact

Une boîte de Pétri, présentant une gélose surélevée est pressée contre la surface à

analyser, permettant ainsi le transfert direct des microorganismes dans le milieu de culture.

Cette méthode est couramment utilisée dans l’échantillonnage des surfaces planes, qui doivent

être par la suite nettoyées afin d’éliminer tous les nutriments résiduels laissés par la gélose.

Des dispositifs peuvent être utilisés pour garantir que les boîtes sont appliquées avec une

pression contrôlée, constante et uniforme (Hanlon et Hodges, 2013).

2.2.2. Méthode par écouvillonnage

Un écouvillon humide et stérile est frotté dans un mouvement de torsion sur la surface

à contrôler puis utilisé dans l’ensemencement des milieux de culture. Cette méthode est la

plus adaptée pour l’échantillonnage des surfaces irrégulières et difficiles d’accès (Jimenez,

2004).

2.3. Contrôle du personnel

Des échantillons microbiologiques du personnel de fabrication doivent être

immédiatement prélevés après avoir effectué des activités critiques ou dans le cadre d’un

contrôle continu. L’approche la plus courante comprend l’écouvillonnage de la surface des

vêtements et la méthode des empreintes digitales, qui consiste à presser chaque doigt ganté

sur une gélose nutritive pendant quelques secondes (Halls, 2004).



3. Contrôle de l’eau

Dans les industries pharmaceutiques, l’eau est essentiellement utilisée en tant

qu’excipient dans la formulation des médicaments ou comme élément principa

nettoyage des surfaces, des équipemen

importance, elle doit être soumise à des contrôles microbiologiques réguliers afin de répondre

aux normes de qualité exigées par la pharmacopée

3.1. Eaux à usage pharmaceutique

Plusieurs types d’eau

Celles-ci se distinguent par leurs

microbiologiques.

a. Eau potable

L’eau potable est une eau qui n’est pas pure sur le plan bactériologique, mais qui ne

doit pas contenir de microorganismes pathogènes. Elle est issue du réseau de distribution

public et ne nécessite pas de traitement supplémentaire par l’industrie

b. Eau purifiée

L’eau purifiée est une eau destinée à la préparation des médicaments autres que ceux

qui doivent être stériles et exempts de pyrogènes. Elle est produite à partir d’une eau potable

et stockée dans des conditions limitant la croissance microbienne

3.2. Méthode de filtration sur membrane

La filtration sur membrane est la méthode de choix utilisée dans l’analyse

microbiologique de l’eau. Elle permet de concentrer les microorganismes potentiellement

présents dans l’échantillon sur une mem

aseptique sur un milieu de culture approprié

(Baird et al., 2000).

Figure 06 : Méthode de filtration sur membrane
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Dans les industries pharmaceutiques, l’eau est essentiellement utilisée en tant

qu’excipient dans la formulation des médicaments ou comme élément principa

nettoyage des surfaces, des équipements et des matériaux d’emballage. Compte tenu de son

importance, elle doit être soumise à des contrôles microbiologiques réguliers afin de répondre

aux normes de qualité exigées par la pharmacopée (Aulton et Taylor, 2013)

Eaux à usage pharmaceutique

Plusieurs types d’eau peuvent être utilisés dans la fabrication pharmaceutique.

se distinguent par leurs usages, leurs caractéristiques physic

st une eau qui n’est pas pure sur le plan bactériologique, mais qui ne

doit pas contenir de microorganismes pathogènes. Elle est issue du réseau de distribution

public et ne nécessite pas de traitement supplémentaire par l’industrie (Levacher, 2006)

L’eau purifiée est une eau destinée à la préparation des médicaments autres que ceux

qui doivent être stériles et exempts de pyrogènes. Elle est produite à partir d’une eau potable

et stockée dans des conditions limitant la croissance microbienne (Sandle, 2019)

Méthode de filtration sur membrane

La filtration sur membrane est la méthode de choix utilisée dans l’analyse

microbiologique de l’eau. Elle permet de concentrer les microorganismes potentiellement

présents dans l’échantillon sur une membrane filtrante, qui sera transférée de manière

aseptique sur un milieu de culture approprié au développement des bactéries

Méthode de filtration sur membrane (Sugrim, 2011)
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Dans les industries pharmaceutiques, l’eau est essentiellement utilisée en tant

qu’excipient dans la formulation des médicaments ou comme élément principal dans le

. Compte tenu de son

importance, elle doit être soumise à des contrôles microbiologiques réguliers afin de répondre

ylor, 2013).

peuvent être utilisés dans la fabrication pharmaceutique.

caractéristiques physico-chimiques et

st une eau qui n’est pas pure sur le plan bactériologique, mais qui ne

doit pas contenir de microorganismes pathogènes. Elle est issue du réseau de distribution

(Levacher, 2006).

L’eau purifiée est une eau destinée à la préparation des médicaments autres que ceux

qui doivent être stériles et exempts de pyrogènes. Elle est produite à partir d’une eau potable

(Sandle, 2019).

La filtration sur membrane est la méthode de choix utilisée dans l’analyse

microbiologique de l’eau. Elle permet de concentrer les microorganismes potentiellement

a transférée de manière

au développement des bactéries (figure 06)

(Sugrim, 2011).



Synthèse bibliographique

13

Cette technique permet de fournir un test extrêmement sensible et de traiter des

volumes importants d’échantillons. Cependant, la surface de la membrane disponible pour

supporter la croissance microbienne est relativement petite et le nombre de microorganismes

peut s’avérer indénombrable s’il est anormalement élevé (Baird et al., 2000).

4. Contrôle du produit fini

Une fois que l’eau, l’air, le personnel et les surfaces ont été échantillonnés et analysés,

un contrôle du produit fini doit être effectué avant sa libération. D’un point de vue

microbiologique, les médicaments peuvent être divisés en deux catégories : les produits

stériles et les produits non obligatoirement stériles.

a. Produit stérile

Les produits stériles sont des produits qui doivent être exempts de microorganismes,

en raison de la méthode par laquelle ils sont administrés au patient (parentérale, otique et

ophtalmique). Leur contrôle microbiologique comprend un test de stérilité, ainsi qu’une

recherche de pyrogènes et d’endotoxines (McCormick, 2002).

b. Produit non obligatoirement stérile

Une contamination microbienne peut être tolérée dans les produits pharmaceutiques

non stériles tels que les inhalations, les comprimés, les liquides oraux et les crèmes. Les tests

microbiologiques se limitent donc à déterminer le nombre et le type de microorganismes

présents dans le produit (Halls, 2004).
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1. Cadre de l’étude

Notre stage pratique a été réalisé au niveau de l’unité de production pharmaceutique

GSK (GlaxoSmithKline) durant la période du mois de Mai à Juin.

L’objectif principal de ce travail consiste à contrôler la qualité microbiologique de

l’environnement, de l’eau et du

2. Présentation du lieu du stage

GSK est une multinationale anglaise spécialisée dans la conception ainsi que la

production de médicaments et de vaccins dans plusieurs domaines thérapeutiques

pneumologie, l’oncologie et l’antibiothérapie. Elle fait partie des plus grands laboratoires

pharmaceutiques impliqués dans la fabrication d’antibiotiques en Algérie

L’unité de production pharmaceutique GSK dispose d’un laboratoire de contrôle

chargé de surveiller la qualité de ses produits

Figure 07 : Unité de production

Figure 08 : Présentation du laboratoire de contrôle de qualité de GSK.
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Notre stage pratique a été réalisé au niveau de l’unité de production pharmaceutique

GSK (GlaxoSmithKline) durant la période du mois de Mai à Juin.

L’objectif principal de ce travail consiste à contrôler la qualité microbiologique de

l’environnement, de l’eau et du produit fini Clamoxyl® comprimé 1g.

Présentation du lieu du stage

GSK est une multinationale anglaise spécialisée dans la conception ainsi que la

production de médicaments et de vaccins dans plusieurs domaines thérapeutiques

pneumologie, l’oncologie et l’antibiothérapie. Elle fait partie des plus grands laboratoires

pharmaceutiques impliqués dans la fabrication d’antibiotiques en Algérie (figure 07)

L’unité de production pharmaceutique GSK dispose d’un laboratoire de contrôle

chargé de surveiller la qualité de ses produits (figure 08).

Unité de production pharmaceutique GSK - Boumerdès.

Présentation du laboratoire de contrôle de qualité de GSK.
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Notre stage pratique a été réalisé au niveau de l’unité de production pharmaceutique

L’objectif principal de ce travail consiste à contrôler la qualité microbiologique de

GSK est une multinationale anglaise spécialisée dans la conception ainsi que la

production de médicaments et de vaccins dans plusieurs domaines thérapeutiques, comme la

pneumologie, l’oncologie et l’antibiothérapie. Elle fait partie des plus grands laboratoires

(figure 07).

L’unité de production pharmaceutique GSK dispose d’un laboratoire de contrôle

Boumerdès.

Présentation du laboratoire de contrôle de qualité de GSK.
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Les principaux antibiotiques produits au niveau du site GSK sont présentés dans le

Tableau III.

Tableau III : Principaux antibiotiques fabriqués par GlaxoSmithKline.

Formes et posologies disponibles Figures

Clamoxyl ®

Clamoxyl comprimé 1g.

Clamoxyl poudre pour suspension

buvable 250mg/5mL.

Clamoxyl poudre pour suspension

buvable 500mg/5mL.

Augmentin ®

Augmentin poudre pour suspension

buvable sachet 500mg/62,5mg.

Augmentin poudre pour suspension

buvable sachet 1000mg/125mg.

Augmentin poudre pour suspension

buvable 100mg/12,5mg/mL.

3. Préparation des milieux de culture

La plupart des milieux de culture se présentent sous forme déshydratée, ce qui permet

d’assurer une composition constante, un stockage facile et une préparation simplifiée. Lors de

la reconstitution de ces milieux, la poudre est mélangée au volume d’eau préconisé, puis

dissoute par chauffage, sous agitation fréquente. Après refroidissement, le milieu est réparti

dans des récipients appropriés et stérilisé dans un cycle d’autoclavage à 120°C pendant 15 à

20 minutes. Le pH est mesuré et si nécessaire ajusté par addition de NaOH (solution basique)

ou HCl (solution acide) (annexe II). Les flacons étiquetés sont conservés au réfrigérateur à

une température de 2 à 8°C et leur utilisation ultérieure est conditionnée par la réalisation de

deux tests assurant leur qualité (figure 09).



3.1. Test de stérilité

La vérification de la stérilité des milieux de culture, qu’ils soient solides ou liquides,

consiste à les incuber à des températures appropriées à la croissance microbienne afin de

contrôler leur non contamination lors de la préparation et de la conservation, mais également

d’éliminer les résultats faux positifs. L’absence de développement de microorganismes

indique que ces milieux sont stériles

3.2. Test de fertilité

Le test de fertilité consiste à contrôler la performance nutritionnelle des milieux

culture afin de s’assurer que ces derniers réunissent les conditions favorables à une

prolifération normale des microorganismes. Ainsi, chaque milieu utilisé est ensemencé avec

une suspension bactérienne de référence, dont la charge microbienne est infé

100 UFC/mL puis incubé à une température opt

résultat positif se traduit par l’apparition de colonies caractérist

4. Contrôle microbiologique de l’air

Le prélèvement actif de

 Placer le biocollecteur Mas

couvercle perforé et insérer une boî

Trypcase soja agar (TSA) additionné de pénicillinase.

 Positionner l’appareil selon le sens du flux d’air et

volume de 1 m³ pour une durée d’échantillonnage qui ne dépasse pas 10 minutes.

 Incuber les boîtes de Pétri et les témoins négatifs à 30

numération des bactéries aérobies viables puis à 20

numération des levures et moisissures

Figure 09 : Principales étapes de la préparation des milieux de culture
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stérilité des milieux de culture, qu’ils soient solides ou liquides,

consiste à les incuber à des températures appropriées à la croissance microbienne afin de

contrôler leur non contamination lors de la préparation et de la conservation, mais également

liminer les résultats faux positifs. L’absence de développement de microorganismes

indique que ces milieux sont stériles et qu’ils peuvent être utilisés.

test de fertilité consiste à contrôler la performance nutritionnelle des milieux

culture afin de s’assurer que ces derniers réunissent les conditions favorables à une

prolifération normale des microorganismes. Ainsi, chaque milieu utilisé est ensemencé avec

une suspension bactérienne de référence, dont la charge microbienne est infé

puis incubé à une température optimale pendant un temps déterminé.

résultat positif se traduit par l’apparition de colonies caractéristiques sur les milieux gélosés.

Contrôle microbiologique de l’air

Le prélèvement actif de l’air est effectué de la manière suivante (figure 10)

Placer le biocollecteur Mas-100 sur un support stable à environ 1 m du sol puis ouvrir le

couvercle perforé et insérer une boîte de Pétri de 90 mm contenant le milieu nutritif

Trypcase soja agar (TSA) additionné de pénicillinase.

’appareil selon le sens du flux d’air et le programmer de sorte à prélever un

m³ pour une durée d’échantillonnage qui ne dépasse pas 10 minutes.

étri et les témoins négatifs à 30 – 35°C pendant 48 heures pour la

numération des bactéries aérobies viables puis à 20 – 25°C pendant 72 heures pour la

numération des levures et moisissures.

Principales étapes de la préparation des milieux de culture (Orekan
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stérilité des milieux de culture, qu’ils soient solides ou liquides,

consiste à les incuber à des températures appropriées à la croissance microbienne afin de

contrôler leur non contamination lors de la préparation et de la conservation, mais également

liminer les résultats faux positifs. L’absence de développement de microorganismes

test de fertilité consiste à contrôler la performance nutritionnelle des milieux de

culture afin de s’assurer que ces derniers réunissent les conditions favorables à une

prolifération normale des microorganismes. Ainsi, chaque milieu utilisé est ensemencé avec

une suspension bactérienne de référence, dont la charge microbienne est inférieure ou égale à

imale pendant un temps déterminé. Un

iques sur les milieux gélosés.

(figure 10) :

m du sol puis ouvrir le

mm contenant le milieu nutritif

de sorte à prélever un

m³ pour une durée d’échantillonnage qui ne dépasse pas 10 minutes.

35°C pendant 48 heures pour la

25°C pendant 72 heures pour la

(Orekan et al., 2021).
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5. Contrôle microbiologique des surfaces

L’échantillonnage des surfaces par la méthode de boîte contact est effectué de la

manière suivante (figure 11) :

 Appliquer manuellement une boîte de Pétri de type Rodac pendant 10 secondes sur la

surface à examiner, tout en s’assurant que la totalité de la gélose est en contact

avec cette dernière.

 Incuber les boîtes ainsi que les témoins négatifs de chaque milieu aux temps et

températures appropriés à la croissance microbienne.

 Nettoyer la surface échantillonnée avec de l’alcool 70° afin d’enlever toute trace

d’agar résiduel.

Les températures et temps d’incubation des milieux de culture utilisés dans le contrôle

microbiologique des surfaces sont présentés dans le tableau IV.

Tableau IV : Températures et temps d'incubation des milieux de culture pour le contrôle
microbiologique des surfaces.

Tests Milieux de culture Température
d’incubation

Durée
d’incubation

Numération des bactéries

aérobies viables
Trypcase soja agar 30 – 35°C 48 heures

Numération des levures

et moisissures

Sabouraud glucose

gélosé
20 – 25°C 72 heures

Figure 10 : Prélèvement actif de l'air par biocollecteur Mas-100.

Figure 11 : Échantillonnage des surfaces par la méthode de boîte contact.
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6. Contrôle microbiologique de l’eau

Les points de prélèvement sélectionnés pour le contrôle de l’eau potable et de l’eau

purifiée sont présentés dans le tableau V.

Tableau V : Description des points de prélèvement de l'eau potable et de l'eau purifiée.

Points de prélèvement Description

P2 Eau potable en amont de la station de l’eau purifiée

P14 Eau potable mélangeur

P6 Eau purifiée à la cuve de stockage

P8 Eau purifiée aux points d’utilisation

6.1. Procédé de contrôle

L’analyse bactériologique de l’eau en utilisant la technique de filtration sur membrane

est réalisée selon la procédure suivante (figure 12) :

 Désinfecter les vannes de sortie d’eau purifiée et potable avec de l’alcool à 70° puis

stériliser à l’aide d’un bec bunsen.

 Laisser couler l’eau pendant environ 1 minute puis recueillir dans des flacons stériles et

convenablement étiquetés le volume nécessaire à l’analyse microbiologique.

 Réaliser le contrôle aussitôt le prélèvement effectué, sous une hotte à flux laminaire et à

l’aide d’une rampe de filtration.

 Homogénéiser les échantillons en agitant vigoureusement les flacons puis laisser reposer

un certain temps afin de stabiliser le mélange de microorganismes.

 Filtrer une quantité de 100 mL d’eau à travers une membrane stérile de 0.22 μm de

porosité puis déposer cette dernière sur une boîte de Pétri contenant le milieu adapté.

 Incuber les milieux de culture et leur témoin négatif dans des conditions appropriées à la

croissance microbienne.

a. Dénombrement des germes aérobies totaux (DGAT)

Pour réaliser ce dénombrement, la membrane a été transférée aseptiquement sur une

boîte de Pétri contenant le milieu de culture R2A et incubée à 30 – 35°C pendant 5 jours. La

lecture des résultats a été effectuée à l’aide d’un compteur de colonies.

Figure 12 : Contrôle microbiologique de l'eau par la méthode de filtration sur membrane.
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b. Recherche des Entérobactéries

Deux boîtes de Pétri contenant la gélose lactosée au TTC et au Tergitol-7 ont été

incubées pendant 48 heures à 30 – 35°C pour la recherche des entérobactéries et à 42 – 44°C

pour la recherche d’Escherichia coli. En présence de colonies rouges, un isolement sur gélose

MacConkey puis une identification biochimique sur galeries API doivent être effectués.

c. Recherche de Pseudomonas aeruginosa

La membrane a été déposée sur une boîte de Pétri contenant la gélose Cétrimide puis

incubée à 30 – 35°C pendant 24 à 48 heures. En présence de bacilles Gram négatifs, un test

d’oxydase et une identification biochimique sur galeries API doivent être réalisés.

d. Recherche de streptocoques fécaux

La même opération a été réalisée pour la recherche des streptocoques fécaux, en

utilisant le milieu sélectif Slanetz et Bartley. En cas de croissance de colonies, une coloration

de Gram et des tests biochimiques doivent être effectués.

7. Contrôle microbiologique du produit fini

7.1. Présentation du médicament

Le contrôle de la qualité microbiologique du produit fini a été effectué sur Clamoxyl®

comprimé 1g, qui est un antibiotique préconisé dans la prévention et le traitement d’infections

bactériennes diverses. Il appartient à la famille des bêta-lactamines à spectre large et a pour

principe actif l’Amoxicilline.

7.2. Préparation de l’échantillon

À partir d’un mélange moyen des échantillons prélevés dans des conditions d’asepsie,

10 g ont été pesés puis dilués dans 90 mL de la solution tampon peptonée au chlorure de

sodium pH 7,0. Un volume de 10 mL de l’agent neutralisant pénicillinase a ensuite été ajouté

afin d’inhiber l’activité antimicrobienne du produit à analyser.

7.3. Méthode de dénombrement sur plaque

Le contrôle microbiologique du produit fini en utilisant la méthode de dénombrement

sur plaque est réalisé selon la procédure suivante :

 Introduire dans une boîte de Pétri 1 mL de l’échantillon préparé puis ajouter 15 à 20 mL

du milieu gélosé liquéfié et refroidi à une température ne dépassant pas 45°C.

 Agiter doucement les boîtes par un mouvement circulaire afin d’assurer un mélange

homogène puis incuber aux temps et températures appropriés.

 Effectuer un contrôle sur un témoin négatif préparé en substituant le diluant choisi à la

préparation à examiner pour vérifier les conditions opératoires.
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Les germes recherchés et les milieux de culture utilisés dans le contrôle du produit fini

ainsi que leurs conditions d’incubation sont présentés dans le Tableau VI.

Tableau VI : Germes recherchés et milieux de culture utilisés dans le contrôle du produit fini.

Tests Milieux de

culture

Température

d’incubation

Durée

d’incubation

Dénombrement des germes aérobies

totaux

Trypcase soja
agar

30 – 35°C 5 jours

Dénombrement des moisissures et

levures totales

Sabouraud
dextrose gélosé

20 – 25°C 7 jours

7.4. Recherche d’Escherichia coli

Pour mettre en évidence la présence ou l’absence d’E. coli dans le produit à analyser,

on procède comme suit :

 Le milieu liquide aux peptones de caséine soja est ensemencé avec 10 mL du produit dilué

puis incubé à 30 – 35°C pendant 18 à 24 heures.

 Après incubation, 1 mL de l’inoculum est transféré dans 100 mL du bouillon MacConkey

et incubé à 42 – 44°C pendant 24 à 48 heures.

 Un repiquage est ensuite réalisé sur le milieu gélosé MacConkey, qui sera incubé à

30 – 35°C pendant 18 à 72 heures.

 La présence d’E. coli est indiquée par la croissance de colonies rouges entourées d’un halo

et sera confirmée par des essais d’identification.

Le procédé du contrôle microbiologique du produit fini Clamoxyl® comprimé 1g est

récapitulé dans la figure 13.



Figure 13 : Procédé de contrôle microbiologique du produit fini Clamoxyl

10 g de Clamoxyl® comprimé 1g

+ 10 mL de pénicillinase

90 mL de solution tampon peptonée au chlorure de sodium

Ensemencement en

profondeur de 1 mL

de la solution dans

la gélose TSA

Incubation à 30 – 35°C

pendant 5 jours

Dénombrement

DGAT
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Procédé de contrôle microbiologique du produit fini Clamoxyl

g de Clamoxyl® comprimé 1g

mL de pénicillinase

solution tampon peptonée au chlorure de sodium

Ensemencement en

profondeur de 1 mL

de la solution dans

la gélose Sabouraud

Ensemencement

10 mL dans le milieu

liquide aux peptones

de caséine soja

Incubation à 30

pendant 18 à 24 heures

Transfert de

l’inoculum dans 100

du bouillon MacConkey

Incubation à

pendant 24 à 48 heures

Repiquage sur milieu

gélosé MacConkey

Incubation à 30

pendant 18 à 72 heures

Recherche

d'Escherichia

Incubation à 20 – 25°C

pendant 7 jours

Dénombrement

DMLT
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Procédé de contrôle microbiologique du produit fini Clamoxyl® comprimé 1g.

solution tampon peptonée au chlorure de sodium

Ensemencement de

10 mL dans le milieu

liquide aux peptones

de caséine soja

Incubation à 30 – 35°C

pendant 18 à 24 heures

Transfert de 1 mL de

l’inoculum dans 100 mL

du bouillon MacConkey

Incubation à 42 – 44°C

pendant 24 à 48 heures

Repiquage sur milieu

gélosé MacConkey

Incubation à 30 – 35°C

pendant 18 à 72 heures

Recherche

Escherichia coli
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Dans cette partie, sont présentés les résultats des analyses microbiologiques obtenus

par dénombrement sur un compteur de colonies. Ces derniers sont comparés aux normes

préconisées par la 9e édition de la pharmacopée européenne et aux exigences internes de la

société GSK.

1. Contrôle de qualité des milieux de culture

1.1. Test de stérilité

Les résultats du test de stérilité effectué sur les milieux de culture sont présentés dans

le tableau VII.

Tableau VII : Résultats du test de stérilité des milieux de culture.

Milieux de culture Température

d’incubation
Durée d’incubation Résultats

Trypcase soja agar 30 – 35°C ≤ 3 – 4 jours

Absence de

croissance

microbienne

Gélose Sabouraud 20 – 25°C ≤ 5 jours

Gélose R2A 30 – 35°C ≤ 3 – 5 jours

Gélose lactosée au

TTC et au Tergitol-7
30 – 35°C ≤ 3 – 4 jours

Gélose au Cétrimide 30 – 35°C ≤ 3 – 4 jours

Gélose Slanetz

et Bartley
30 – 35°C ≤ 3 – 4 jours

Gélose MacConkey 35°C ≤ 5 jours

Bouillon MacConkey 42°C ≤ 5 jours

Absence de troubleMilieu liquide aux

peptones de caséine et

de soja

30 – 35°C ≤ 3 – 5 jours

Les résultats obtenus montrent 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 contrôles microbiologiques.
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1.2. Test de fertilité

Les résultats du test de fertilité effectué sur les milieux de culture sont présentés dans

le tableau VIII.

Tableau VIII : Résultats du test de fertilité des milieux de culture.

Milieux de culture Germes recherchés Température

d’incubation
Résultats

Trypcase soja agar

(TSA)

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Bacillus spizizenii

Candida albicans

30 – 35°C

Croissance positiveGélose Sabouraud Candida albicans

Aspergillus brasiliensis
20 – 25°C

Gélose R2A Pseudomonas aeruginosa

Bacillus spizizenii
30 – 35°C

Gélose lactosée au

TTC et au Tergitol-7

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Bacillus spizizenii

30 – 35°C

Gélose au Cétrimide

Contrôle positif :

Pseudomonas aeruginosa
30 – 35°C

Croissance positive

Contrôle négatif :

Escherichia coli
Inhibition complète

Gélose Slanetz

et Bartley

Contrôle positif :

Enterococcus faecalis
30 – 35°C

Croissance positive

Contrôle négatif :

Staphylococcus aureus
Inhibition complète

Gélose MacConkey Escherichia coli 35°C
Croissance positive

Bouillon MacConkey Escherichia coli 42°C

Milieu liquide aux

peptones de caséine et

de soja

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Bacillus subtilis
30 – 35°C Croissance positive

Les résultats du test de fertilité montrent que tous les milieux de culture qui présentent

un développement microbien par rapport aux témoins négatifs sont de bonne qualité nutritive

et sélective.
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2. Contrôle microbiologique de l’air

Les résultats expérimentaux de l’analyse microbiologique de l’air sont présentés dans

le tableau IX.

Tableau IX : Résultats du contrôle microbiologique de l'air dans le laboratoire de

microbiologie et les locaux de production.

Points de prélèvement Flux d’air

Nombre de

colonies/boite

(Bactéries aérobies

Levures et moisissures)

Normes

(UFC/m³

d’air)

Laboratoire de

microbiologie

Salle

d’ensemencement

Soufflage 03

≤ 200
Reprise 07

Salle

d’incubation

Soufflage 02

Reprise 04

Hotte à flux

laminaire
– <1 < 1

Locaux de

production

Cabine de pesée Soufflage 02

≤ 200

Reprise 03

Atelier de

compression

Soufflage 09

Reprise 10

Atelier de

stockage

Soufflage 11

Reprise 10

L’analyse microbiologique de l’air montre que les résultats sont conformes aux

normes préconisées par la 9e édition de la pharmacopée européenne et cela au niveau des

différents points testés au sein du laboratoire et des locaux de production.
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3. Contrôle microbiologique des surfaces

Les résultats obtenus lors du contrôle microbiologique des surfaces sont présentés

dans le tableau X.

Tableau X : Résultats du contrôle microbiologique des surfaces du laboratoire de

microbiologie et des locaux de production.

Surfaces échantillonnées

Nombre de colonies/boite

Normes (UFC/boite)Bactéries Levures et

moisissures

Laboratoire de

microbiologie

Etuves 01 01

≤ 50

Paillasse 02 04

Mur 07 01

Locaux de

production

Équipement atelier

mélange
06 18

Balance cabine de

prélèvement
11 17

Sol couloir de

circulation
03 13

Les résultats du contrôle microbiologique des surfaces effectué au niveau des

différents points de l’unité de production pharmaceutique GSK sont conformes aux normes

exigées par la 9e édition de la pharmacopée européenne.

4. Contrôle microbiologique de l’eau

Les résultats expérimentaux de l’analyse bactériologique de l’eau potable et de l’eau

purifiée sont présentés dans le tableau XI.

Tableau XI : Résultats de l'analyse bactériologique de l'eau potable et de l'eau purifiée.

Tests Résultats Normes (UFC/mL)

Dénombrement des germes aérobies totaux <1

< 100 UFC/mL pour

l’eau purifiée

< 500 UFC/mL pour

l’eau potable

Recherche des Entérobactéries Absence

Absence
Recherche de coliformes fécaux (Escherichia coli) Absence

Recherche de Pseudomonas aeruginosa Absence

Recherche de streptocoques fécaux Absence
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Les résultats du contrôle bactériologique de l’eau purifiée et de l’eau potable ont

révélé une absence de microorganismes spécifiés au niveau des différents points de

prélèvement, ainsi qu’un taux de germes aérobies totaux conforme aux normes recommandées

par la 9e édition de la pharmacopée européenne.

5. Contrôle de qualité du produit fini

Les résultats du contrôle de la qualité microbiologique du produit fini Clamoxyl®

comprimé 1g sont présentés dans le tableau XII.

Tableau XII : Résultats du contrôle de la qualité microbiologique du produit fini

Clamoxyl® comprimé 1g.

Tests Résultats (UFC/g) Limites (UFC/g)

Dénombrement des germes

aérobies totaux
<1 ≤ 1000

Dénombrement des moisissures

et levures
<1 ≤ 100

Recherche d’Escherichia coli Absence Absence

Les résultats du dénombrement ont révélé une absence de germes aérobies totaux, de

levures et moisissures ainsi que d’E. coli dans le produit testé, ce qui indique qu’il est de

bonne qualité microbiologique et conforme aux normes de la 9e édition de la pharmacopée

européenne.
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La démarche qualité présente un intérêt majeur dans la production pharmaceutique et

constitue une étape obligatoire dans la vérification de l’efficacité des médicaments délivrés

aux consommateurs. Le stage que nous avons effectué au niveau du laboratoire

pharmaceutique GlaxoSmithKline nous a permis de maîtriser les différentes méthodes

d’analyse microbiologique appliquées dans le cadre du contrôle de qualité.

La surveillance microbiologique de l’environnement nous a permis d’obtenir des

informations sur les niveaux de contamination microbienne des différents sites

d’échantillonnage et leur conformité aux normes de la pharmacopée ainsi qu’aux exigences

internes de la société GSK.

Le contrôle des paramètres bactériologiques de l’eau potable qui alimente l’industrie et

de l’eau purifiée qui entre dans la production indique qu’elles sont conformes aux normes

recommandées et peuvent donc être distribuées dans les différents points d’épuisement.

L’analyse microbiologique du produit fini Clamoxyl® comprimé 1g confirme qu’il est

de bonne qualité hygiénique et conforme aux normes de la 9e édition de la pharmacopée

européenne. Celui-ci ne présente donc aucun risque pour le patient et peut être commercialisé.

Au terme de notre étude, nous pouvons conclure que la chaîne de production

pharmaceutique GSK est bien maîtrisée, structurée et réglementée. Toutefois, quelques

recommandations peuvent être proposées :

 Effectuer un contrôle microbiologique du personnel.

 Mettre en place une procédure de validation des méthodes d’analyse microbiologique

afin d’assurer des résultats fiables et reproductibles.

 Adopter des méthodes microbiologiques rapides, en vue d’améliorer le processus de

contrôle et permettre une collecte de données en temps réel.
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Annexe I : Matériel et appareillage utilisés pour le contrôle microbiologique.

Appareillage

Compteur de colonies Rampe de filtration

Biocollecteur Mas-100 Balance analytique pH mètre

Autoclave Hotte à flux laminaire Étuves

Matériel

 Gants stériles.

 Alcool 70°.

 Boîtes de Pétri.

 Flacons stériles.

 Bec Bunsen.

 Membrane filtrante.

 Pince stérile.

 Pipettes et embouts.

 Anse stérile.
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Annexe II : Composition des milieux de culture.

Milieux de

culture
Composition

Trypcase soja

agar (TSA)

Peptone de caséine…………………………….. …………15,0 g

Peptone de soja…………………………………………….. 5,0 g

Chlorure de sodium…………………………….. ………… 5,0 g

Agar……………………………………………………… .15,0 g

pH = 7,3 ± 0,2

Gélose

Sabouraud

Peptones ………………………………………………….10,0 g

Glucose (ou Dextrose)……………………………………40,0 g

Agar – Agar ………………………………………..…….15,0 g

pH = 5,6 ± 0,2

Milieu R2A

Extrait de levure …………………………………………... 0,5 g

Protéose peptone …………………………………..……….0,5 g

Hydrolysat de caséine …………………………..………….0,5 g

Glucose…………………………………………...…………0,5 g

Amidon soluble………………………………...………......0,5 g

Phosphate de potassium dibasique………….……………... 0,3 g

Pyruvate de sodium ……………………………………….. 0,3 g

Sulfate de magnésium…………………...……………….. 0,05 g

Agar ……………………………………………...………..15,0 g

pH = 7,2 ± 0,2

Gélose lactosée

au TTC et au

Tergitol-7

Peptone pancréatique de viande…………………………...10,0 g

Extrait de viande……………………………………………5,0 g

Extrait autolytique de levure………………………………. 6,0 g

Lactose…………………….…..…………………………. 20,0 g

Tergitol…………………………………………………….10 mg

TTC……………………………….……………………… 25 mg

Bleu de bromothymol………….………………..………50,0 mg

Agar – Agar……………………………………………….10,0 g

pH = 7,2 ± 0,1

Gélose au

Cétrimide

Peptone de gélatine ……………………...………………..20,0 g

Chlorure de magnésium ……………………………………1,4 g

Sulfate de potassium ……………………………………...10,0 g

Cétrimide ………………………………………………….. 0,3 g

Glycérol ………………………………………………...10,0 mL

Agar – Agar ……………………………………………….13,6 g

pH = 7,2 ± 0,2
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Milieux de

culture
Composition

Milieu liquide

aux peptones de

caséine et de soja

Peptone pancréatique de caséine …………………………..17,0 g

Peptone papaïnique de soja………………………………… 3,0 g

Chlorure de sodium…………..…………………………….. 5,0 g

Phosphate dipotassique……………..……………………… 2,5 g

Glucose monohydraté……………..………………………...2,5 g

pH = 7,3 ± 0,2

Milieu Slanetz

et Bartley

Tryptose……………………………………………………20,0 g

Extrait de levure……………………….…………………….5,0 g

Glucose……………………………….……………………..2,0 g

Phosphate dipotassique……………………………………..0,4 g

Azide de sodium…………………………………………….0,4 g

Chlorure de 2, 3, 5 triphényltétrazolium…………………… 0,1 g

Agar – Agar………………………………………………..10,0 g

pH = 7,2 ± 0,2

Bouillon

MacConkey

Hydrolysat pancréatique de gélatine ……………………... 20,0 g

Lactose monohydraté………………………………………10,0 g

Bile de bœuf déshydratée…………………………………..5,0 g

Pourpre de bromocrésol …………………………………...10,0 g

pH = 7,3 ± 0,2

Gélose

MacConkey

Hydrolysat pancréatique de gélatine……………………….17,0 g

Peptones de viande et de caséine……………………………3,0 g

Lactose monohydraté………………………………………10,0 g

Chlorure de sodium………………………………………….5,0 g

Sels biliaires ………………………………………………...1,5 g

Agar………………………………………………………...13,5 g

Rouge neutre……………………………………………. 30,0 mg

Violet cristallisé…………………………………………...1,0 mg

pH = 7,1 ± 0,2



Résumé

L’industrie pharmaceutique se doit, d’un point de vue à la fois éthique, réglementaire

et commercial de produire des médicaments présentant un haut degré de qualité. Pour cela,

différents aspects microbiologiques doivent être pris en compte afin d’évaluer les risques de

contamination microbienne.

Le présent travail porte sur le contrôle de la qualité microbiologique de

l’environnement de l’unité de production pharmaceutique GlaxoSmithKline, de l’eau et du

produit fini Clamoxyl® comprimé 1g.

Les analyses effectuées sur chacun de ces paramètres ont révélé une présence non

significative de germes aérobies totaux, de levures et moisissures ainsi qu’une absence de

germes spécifiés tels que E. coli, P. aeruginosa, etc. Ces résultats sont donc conformes aux

normes décrites par la 9e édition de la pharmacopée européenne et aux exigences internes de

la société GSK.

La conformité des résultats obtenus témoigne d’une bonne maîtrise de la chaîne de

production et d’une bonne application des bonnes pratiques de fabrication (BPF) par un

personnel qualifié et informé. À cela, s’ajoute l’efficacité des systèmes de filtration d’air, le

maintien d’un nettoyage régulier des appareils et des locaux, ainsi qu’un bon fonctionnement

des installations de purification d’eau.

Mots clés : qualité pharmaceutique, contamination microbienne, contrôle microbiologique,

suivi environnemental, eaux pharmaceutiques, produit fini.

Abstract

The pharmaceutical industry must, from an ethical, regulatory and commercial point of

view, produce drugs with a high level of quality. For this, different microbiological aspects

must be taken into account in order to evaluate the risks of microbial contamination.

This work concerns the control of microbiological quality of environment in

GlaxoSmithKline pharmaceutical production unit, water and the finished product Clamoxyl®

tablet 1g.

The analyzes carried out on each of these parameters revealed a non-significant

presence of total aerobic germs, yeasts and molds as well as an absence of specified germs

such as E. coli, P. aeruginosa, etc. These results therefore comply with the standards

described by the 9th edition of European Pharmacopoeia and the internal requirements of

GSK company.

The conformity of the results obtained testifies good control of the production chain

and good application of good manufacturing practices (GMP) by qualified and informed

personnel. Added to this, the effectiveness of air filtration systems, the regular cleaning of

appliances and premises, as well as the proper functioning of water purification installations.

Keywords : pharmaceutical quality, microbial contamination, microbiological control,

environmental monitoring, pharmaceutical water, finished product.


