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SARM : Saphylococcus aureusrésistant alameéticiline.
E. coli : Escherichia coli.
ORL : Oto-Rhino-laryngologie.
SIDA : Syndrome de |’ lmmunodéficience.
LCR : Liquide Céphalo-Rachidien.

ISO : International Organization for Standarization (Organisation International de
Normalisation).

AFNOR : Agence Francaises de Normalisation.
TSE : Tryptophane Sel Eau.

SFB : Bouillon sélénite cystéine.

NPP : Nombre |e plus probable.

TSE : Tryptophane sel eau

FTAM : Flore total e aérobie mésophile.

BCPL : Bouillon lactosé au pourpre de bromochrésol.
VRBG : Gélose Violet Rouge Bile glucose.

GN : Géose nutritive.

SS: Gélose Samonella-Shigella

DO : Densité optique.

UFC : Unité formant colonies.



CMI : Concentration minimale inhibitrice.
MUI : Milli unitéinternational.

BFP : Bonne Pratique de Fabrication.



Listedesfigures

Figurel : Structure de la spiramycine.

Figure2: le médicament « ROVADAL® 0,375 MUI/5ml»

Figure 3 : protocole de |’ analyse microbiol ogique

Figure 4: Observation d’ un champignon sous microscopique optique.

Figure 5: Résultats de la CMI de la spiramycine sur les souches testés.



Liste des tableaux

Tableau | : lestroistypes de spiramycines suivant leradical.

Tableau Il : composition de ROVADAL® 0,375 MUI/5 ml.

Tableau 111 : Les souches de référence

Tableau IV : Résultat du dénombrement des levures et |es moisissures.

Tableau V : Résultats du contréle microbiologique du ROVADAL® 0,375 MUI/5 ml.

Tableau VI : Les concentrations minimales inhibitrices de la spiramycine sur SARM, SASM
et Bacillus subtilis.



Liste des abréviations
Liste desfigures

Liste des tabl eaux

Sommaire

g ligoTo 8ot (o] o E TP 1
Chapitre 1 : synthése bibliographique
|. NOtiONS SUr €S MEICAMENES ... ...t e e e e e e e 3
LLDEFINITION. .. ..o e e e e e e e e e e e 3
L2, COMPOSITION. .. .ttt e e e e e e e et e e e e e e e D
[1. Généralité sur 1S antibDIOtiQUES ........ccueeieiiecicce e 3
L L D EFINITION. ...ttt e e n e n e nnenr e 3
1. 2.ClBSSITICAION ... .ot 4
I1.3.Lafamilledesmacrolides ............oe oo e D
L3 LDEINITION .. et e et e e e e e et e e e e e D
[1.3.2.Les apparentés auX MaCrOlidES ..........vuririe it et e e e 5
11.3.2.MECanNiSME d @CHION ........e et ceiie et et et et ret e ren e nenenenensn . O
11.3.3.SpeCtre antiDaCterien. .. ..o o e e e 6
11.3.4.Propriétés physico-chimiques des macrolides...........c.oovevveiiiivii vl
[1.3.51Ndi CatioNS th&rapEULIQUES. .. ... ... ce e e e et e e e e e e ee e e eaaaens 7
R = = o1 = ) 1 = 7
L B = 14 11 (o o PP 7
11.4.2.Structure et propriétés physico-chimiques .............cveiviie i 8
11.4.3.Propriétés pharmaCOoCiNELIQUES .........oveiieee e e e e ie e e e een 008
I11. Contrdle d’un médicament de la famille de Macrolide

«ROVADAL®O,375MUIBML 3 .ovveie it e e e e 9

[11.1.Contrle de qualite dun médicament .............coviiriieiii i e e 9



[11.2.Présentation de médicament aanalySer..........oovvvviiiiiiiiiiiieieiee e e eeas 10

Chapitre 11 : matériels et méthodes

I. Controle microbiologique ..........ooii it 11

1.1.LesSgermesSreCherChes ... ...co.vieie i e e 11
[.1.1. SIAphylOCOCCUS AUIBUS ... v cee et e e et et et e e ee et et e eeeeeaeeae e 11
1.1.2. SAIMONENIES ... .o 11
1.2.LeS germeS dENOMIDIES ... . ..e et e e e e e et e e e e e e re e 12
L2 1. ENEErODACIEITES ... ... ee et e et e e e e e et et et 12

|.2.2.Floretotale aérobie mésophile..........c.cooveii i 12
[.2.3.LEVUrES € MOISISSUIES ... ...ttt e et e e e et e e et e e e e e n e 12
|.3.Détermintation des concentration minimal inhibitrice (CMI)......................... 14
|.3.1.Standardisation de I'inoculum.............ccoviiiii i 0014
Chapitre I11 : Résultats et discussion

|.1. Résultats du contréle de laqualité microbiologique ..........c.ooeviiiiieie i, 15
[.1. 1. ASPECt MACIOSCOPITUE ... v ee et eeeen e et et eee e e eaeeaeeaeearenenee e e eneees 15
1.1.2. ASPECE MICIOSCOPIQUE ... cne e et e ettt e et eeete et eeer e e et et e e eneanns 16
[L.2.RESUALS A TACMI ....iee e e e e 17

I ol xS o o P 18
Conclusion

Reéférences bibliographiques

Annexe






I ntroduction

Le marché pharmaceutique des médicaments ne cesse de connaitre un essor grandissant
et les industriels multiplient les gammes afin d’une part augmenter leur bénéfice et d’ autre

part, répondre ala demande des patients.

Plusieurs types de médicaments ont été produits jusqu’ a maintenant et des recherches se

font pour répondre aux situations de résistance a une infection ou maladie nouvelle.

Parmi tous les médicaments connus et ayant prouvés leur efficacité thérapeutique,
figurent les antibiotiques qui sont largement utilisés a travers le monde pour traiter les
infections bactériennes .1ls peuvent se présenter sous plusieurs formes (comprimés, ampoules,
sirop ...) et peuvent étre administrés de différentes facons.

Ce produit pharmaceutique est sensé guérir un ma et non pas |’engendrer ; trés
réglementé dans sa fabrication et sa commercialisation qui sont soumises a des controles et a

des autorisations émanant des autorités compétentes.

II'y a de nombreuses fagons de tester la qualité des médicaments, les normes de qualité
reconnues concernent en particulier sa composition, sa teneur en substances actives, son

identité, son innocuité, sa quantité, sa date de fabrication et de péremption. (Le Hir, 2006).

Vu I'importance de contréle des médicaments, ce travail a pour objet le contrdle
microbiologigue d’'un produit fini de médicament (antibiotique) sous forme humide fabriqué
en Algérie par SAIDAL destiné aux nourrissons, dans le but d’identifier tout agent nuisible et

d’ assurer sa qualité pendant la durée indiquée sur I’ emballage.

Afin de parvenir a notre objectif, nous avons structuré notre plan de travail en trois
chapitres :
Une synthese bibliographigue ou on aborde des notions générales sur les médicaments, sur les
antibiotiques, une perspective sur un contréle de qualité d’ un médicament et aussi
présentation du médicament a analyser « ROVADAL® 0,375 MUI/5 ml »



Partie pratique qui comporte un contrdle microbiologigque et une technique pour la

détermination de la CMI et enfin résultats et discussion..



/\_/_\/
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Chapitre | Synthese bibliographique

|. Notions sur les médicaments
[.1. Définition

Selon I’OMS on entend par médicament : « toute substance ou composition préparé
et présenté pour guérir ou prévenir les maladies humaines ou animales ainsi que tout
produit pouvant étre administré al’homme ou al’animal en vue d établir un diagnostic
medical ou de restaurer, corriger ou modifier des fonctions organiques .lls peuvent

provenir de végétaux, d’ animaux, de microorganismes ou par synthése.

|.2. Composition

|.2.1. Principes actifs ou substances actives

Une substance qui peut étre d’ origine biologique, minérale ou organique naturelle ou
synthétique, qui est distinguée par un mécanisme d’ action curatif ou préventif bien précis
dans I’ organisme (Landry, 2012).
|.2.2. Excipient

Est une substance ou un mélange de substances d’ origine chimique ou naturelle dites
auxiliaires, qui facilitent la préparation et I’emploi du médicament mais ne présentent pas
d effet ou activité thérapeutique, ajouté au principe actif pour lui donner un golt ou une
forme(Landry, 2012).

|.2.3. Additif

Divers additifs entrent dans la composition des médicaments pour différentes raison,
on en trouve les conservateurs antimicrobiens et les antioxydants, ils sont utilisés pour
améliorer la conservation donc, augmenter la durée de vie des médicaments, soit en
retardant I'oxydation de principes actif et excipient ou soit en réduisant la prolifération
microbienne (Alais et Linden, 1997).

I1.Généralités sur les antibiotiques

[1.1. Définition

Les antibiotiques sont des substances chimiques d’ origine naturelle, synthétique ou

semi-synthétique n’ agissent que contre les bactéries en bloquant leur multiplication (effet
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Chapitre | Synthese bibliographique

bactériostatique) ou en les tuant (effet bactéricide) par différents modes d’ action (Barzic et
loan, 2015). IIs ont une toxicité sélective ;ils sont toxiques pour les bactéries mais pas pour
I'organisme cible (Merad et Merad, 2001).

I1.2. Classification

lIs peuvent étre classés selon plusieurs critéres dans lesguels ils sont groupés en
plusieurs familles et sous familles possédant un certain nombre de caracteres communs :
composition chimique, origine apparentée, spectre d'action similaire, mécanisme d'action
identique, comportement pharmacol ogique souvent similaire.
11.2.1. Selon I’origine
On distingue selon Neuman(1990), trois cas::

v Extractive (naturelle) : essentiellement

o] Bactérienne : par des Bacillus, bactéries non filamenteuse, (bacitracine) ou
par des bactéries filamenteuses : actinomycetes (céfamycine, macrolides),

o] Fongique :Penicillium(Pénicilline, céphalosporines...)

v Semi synthétique

A partir d’une structure de base obtenue par extraction (fermentation) sur laquelle a

été greffé un radical chimique (cas de la pénicilline).

v Synthétique
Produit entiérement par voie chimique (sulfamides)

11.2.2. Selon le spectre d’activité

Le spectre dactivité est I'ensemble des germes sensibles a chaque famille
d antibiotique. On trouve des antibiotiques a spectre trés large, large, moyen ou étroit.
(Neuman,1990).

[1.2.3.Selon le mode d’ action

L es antibiotiques agissent al’ échelon moléculaire au niveau d’ une étape métabolique

indispensable alavie de la bactérie. |s agissent par :
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e Toxicité sélective au niveau de la synthése de la paroi bactérienne, de la membrane
cytoplasmique, de la synthese des protéines et des acides nucléques.

e Inhibition compétitive : dans ce cas, I’antibiotique est un analogue structural, il
interfere avec une fonction essentielle a la bactérie(Sulfamide, dans la synthése de
I”acide folique)(Barzic and loan, 2015 ; Gaudy et Buxeraud ,2005)

11.2.4. Selon la structure chimique
Treés variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex : cycle B lactame), sur
laquelle il y ahémi synthese, et aussi ils peuvent étre classés selon les acides aminées de
la maniére suivante : dérivés d’'un seul acide aminé : (chloramphénicol), ou dérivés de
deux acides aminés sous forme de peptide cyclique, complexe glycoprotéque...
(Neuman, 1990).

[1.3.Lafamille des macrolides
[1.3.1. Définition

Les macrolides sont des antibiotiques qui se caractérisent par un macrocycle lactone sur
lequel est fixé un ou (plusieurs) sucre (s) aminé (S) ou neutre (s), compose de 12 a 16
atomes et pas d’ atome d’ azote (Agouridas C.et al., 1999 ;Bryskier et Bergogne —berezin,
1999)

Obtenus par fermentation des Steptomyces ou bien par modification de I’ erythromycine
(Jain et Danziger, 2004), premier macrolide isolé de Sreptomyces erythreus de puis plus
de 50 ans(McGuire et a.,1952).

[1.3.2.Les apparentés aux macrolides

Certains antibiotiques sont apparentés aux macrolides: lincosamides et
streptogramines (synergistines) qui sont regroupés dans une classe a part dans certaines
classifications ; Ces antibiotiques dits MLS (Macrolides, Lincosamides et
Streptogramines) ont le méme meécanisme d’ action ains que les mémes meécanismes de
résistance et un spectre antibactérien rapproché mais ils différent par leur structure
(Buxeraud et Faure, 2016 ; Roland et Patrice,1991) .
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La structure chimique des streptogramines est complexe, elle comprend :

Les streptograminesdu groupe A, dont la structure est constituée d'un macrolactone

peptidigue, proches des macrolides.

Les streptogramines du groupe B qui sont des polypeptides cyclique(Giovanni et Furneri,
2001)

Les lincosamides sont de structures chimique différente ne comportent pas de cycle
lactone ; ils comportent un acide aminé, un sucre reliés entre eux par une liaison amide
(Bernard et al., 1999).

[1.3.3. Mécanisme d’ action

Les macrolides agissent en inhibant la synthese protéque bactérienne. Ils se fixent sur la
sous-unité 50 S, au niveau du site P du ribosome. Ils empéchent ainsi le transfert du
complexe peptidyl-ARNtr depuis le site P vers le site A, ce qui entraine une inhibition de

I’ & ongation de la chaine peptidique(Faure, 2008).
11.3.4. Spectre antibactérien

Généralement les macrolides sont actifs sur lesgermesa développement
intracellulaireset parasites(Bryskier et Bergogne-Berzin, 1999)

Selon Etienne-Selloum et Faure(2015) ;Vida (2017), ils ont un spectre

étroitessentiellement sur certains:

v Bactéries a Gram positif comme les streptocoques et les staphylocoques
sensible a la méticilling(SASM), les staphylocoques Résistante a laméticilling(SARM),
les cocci a Gram négatif (Neisseriameningitidis),

v Bacilles a Gram négatif (Bordetella...),

v Bactéries responsables dinfections respiratoires et génitales comme

Mycoplasma pneumoniae et Chlamydia trachomatis,...

v Parasites comme Toxoplasmagondii (protozoaire responsable de la

toxoplasmose) et Pneumocystiscarnii (champignon responsable de la pneumocystose).

Ils sont inactifs sur :
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v les Entérobactéries, les Pseudomonas, les Acinetobacter, pneumocoques...
(Yaaetal., 2012)

11.3.5. Propriétés physico-chimiques des macrolides

Ce sont des hétérosides lipophiles de poids moléculaire élevé, Ce sont des bases faibles,

présentées sous forme de poudre trés peu soluble dans I'eau (Bernard etal.,1999).

11.3.6. Indications thérapeutiques

Principalement administrés pour :

v' Lesinfections ORL et lesangines a streptocoques chez les patients intolérants
aux pénicillines

Lesinfections dermatologiques : impétigo, érysipele, acné ...

Lesinfections dentaires,

Les infections buccales,

AN NERN

Lesinfections urogénitales: les macrolides traitent de nombreuses maladies
sexuellement transmissibles Dans les complications infectieuses du SIDA, on
utilise I'azithromycine en prévention et la clarithromycine en traitement curatif.

v lls peuvent ére administrés aussi en toutes circonstances: au cours dune
insuffisance rénale, pendant la grossesse, dans le traitement de |atoxoplasmose

(généralement on préconise la spiramycine) (Etienne-Selloum et Faure, 2015).

Les principaux macrolides commercialisés sont : I’ érythromycine, la
Clarithromycine, Azithromycine ,Josamycine et Spiramycine... (Gaudy et
Buxeraud,2005).

[1.4. La Spiramycine
[1.4.1. Définition

La spiramycine est un antibiotique de la famille des macrolides ou le cycle
lactonique est composée de 16 atomes (Hansen et al.,2002), produite par fermentation

de Streptomyces ambofaciens(Pinnert-Sindico, 1954).
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11.4.2. Structure et propriétés physico-chimiques dela spiramyine

La spiramycine est un solide amorphe, soluble dans la plupart des solvants
organiques et |égerement soluble dans I'eau. (Buntrock, 2013)

Tableau | :lestroistypes de spiramycine suivant le radical (Selon pub chem, 2017)

Spiramycine Leradica Formule chimique Poids moléculaire
Spiramycine | Alcool (OH) C43H74N2014 843.052g/moal
Spiramycine |l Ester acétique(COCHy5) C4sH76N2015 885.089g/moal
Spiramycine 111 Ester propionique (COCH,CH3) CasH7sN2015 899.15g/mol

Sa structure chimique est la suivante :

OH

CHy

Figurel : Structure de la spiramycine(Hansen et al.,2002)

11.4.3. Propriétés phar macocinétiques de la spiramycine

Selon Duval J et Soussy J C (1990) et Vidal (2017)

[1.4.3.1.Absorption

CH,

L'absorption de la spiramycine est rapide, mais incompléte par le tractus gastro-intestinal
aprés administration orale. Elle n'est pas modifiée par la prise d'aliments.
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[1.4.3.2.Distribution

Ellese distribue largement dans |’ organisme, son caractére lipophile leur accorde
excellente diffusion dans les tissus comme le poumon, le foie, la bile, les reins, ou les
amygdales, mais il ne pénétre pas dans le LCR. La demi-vie plasmatique est voisine de
8 heures et Laliaison aux proténes plasmatiques est faible (10 %).

11.4.3.3.Biotransfor mation

La spiramycine est métabolisée dans le foie, le seul macrolide n"ayant pas d effet
inhibiteur enzymatique.

I1.4.3.4.Elimination

Apres métabolisation hépatique en retrouve tres peu dans les urines (10 % de la dose

ingérée), leur élimination éant essentiellement biliaire.
[11.Controled’un médicament dela famille de Macrolide
Le« ROVADAL® 0,375 MUI/5 ml»

[11.1.Contrdle de qualité d’un meédicament

Le contr6le de la qualité est une série d épreuve qualitative: (contréle microbiologique,
toxicologique) et de dosage: (contréle physico-chimique); consiste a vérifier que les
caractéristiques sont conformes a des spécifications préétablies. 1l se fait : Sur les intrants (les
matiéres premieres), en cours de fabrication : étapes intermédiaires (grains, comprimes avant
pelliculage...) et en fin defabrication : sur le produit fini (Mathieu et al., 1996).

Les contrbles en laboratoire des produits pharmaceutiques sont basés sur des
méthodes issues des directives européennes, des publications scientifiques ou des
normes (ISO 8402, AFNOR...). Par exemple la norme ISO 9003 est utilisée lorsgue les

exigences du client ne concernent que le contrdle final.

La Pharmacopée ne parlait jusgu’ici que du contréle microbiologique que pour les
médicaments qui doivent étre stériles. Il alait de soi que tous les autres devaient étre
auss peu contaminés que possible et gue les précautions nécessaire et des mesures
appropriées doivent étre prises pour assurer la qualité microbiologique du produit (Le
Hir, 2006).
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L’ objectif du contrble comme celui de tout de la pharmacopée est de vérifier
gu'un produit particulier répond aux exigences de la Pharmacopée Européenne et
garantir que les médicaments sont fabriqués selon des normes de qualité et que leur
fabrication est documentée et contrélée (Le Hir, 2006).

[11.2.Présentation de médicament a analyser

Ce médicament est un antibiotique qui appartient a la

RQVADAL@ famille des macrolides connu sous le nom commercid

Spiramycine,

Rovamycine®; ROVADAL® est la dénomination de marque
retenue par SAIDAL.

Sa composition est donnée dans e tableau 11

Ce médicament est de forme liquide (sirop), son avantage

est sa meilleur biodisponibilité, doncaction rapide car elle ne

nécessite pas de dissolution dans le tube digestif.
Figure 2 : Le médicament
«ROVADAL® 0,375 MUI/5 ml »

Tableau Il :composition de ROVADAL® 0,375 MUI/5 ml.

Forme et dosage Principe actif excipients

Sirop a 0375 | Spiramycine a Acide adipique, sorbate de potassium*,

MUL/5m 0.375MUL/5ml glycyrrhizinate d’ ammonium, citrate
trisodique*
dihydraté,saccharose* (3.5g/ml),caramel ,eau
purifiée.

Aromes: chocolat, chocolat-menthe et

caramel.
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Cette étude a été effectuée au niveau de laboratoire de microbiologie appliquée de la
faculté des sciences de la nature et de la vie de I'université d’ Abderrahmane Mira de
Begaa. Elle s est déroulée durant 3mois (du Mars au 31 mai 2017).

Le contrble a consisté en particulier al’analyse microbiologique de trois échantillons
de produit fini d’'antibiotique (Spiramycine) sous forme humide, ces échantillons ont éé
acquis directement aupresd’ une pharmacie située a Bejaiafournis par SAIDAL.

|. Contr&le microbiologique

Le contrdle de la qualité microbiologique du ROVADAL® 0,375 MUI/5 ml a éé
réalisé sur le produit fini dont le but de s assurer de sa conformité. Les germes ont été
recherchés et/ou dénombrés suivant la Pharmacopée Européenne 2014 avec quelques

modifications.

Le dénombrement et la recherche des germes ont été réalisés a partir de la solution
mére et de ses dilutions décimale allant de 10 jusqu’ & 10™ en utilisant différents milieux
dont la composition est donnée en annexe (Annexe A).

|.1. Les germesrecherchés

|.1.1.Staphylococcus aureus

Pour lamise en évidence de ces germes on a procédés comme suite :

Enrichissement : mettre 10 ml de la solution mere de I’ antibiotique dans un volume de 10
ml de bouillon de Giolitti Contoni contenant de tellurite de potassium puis on goute de
paraffine ; incubation a 37°C/24h.

Etalement en surface de 0,1 ml de la solution incubée sur Chapman, incubation a 37°C
[24h

|.1.2.Salmonelles

Larecherche de ces germes a été faite en 3 étapes :

Pré-enrichissement, aspiration avec une seringue stérile de 25 ml de I’ antibiotique dans
225 ml de TSE, incuber a37°C/18h;

11
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Enrichissement, transfert de 10 ml du mélange dans 10 ml de SFB, incubation a
37°C/24h;

Isolement par ensemencement en surface de 0.51 ml de la solution sur milieu SS.

|.2. Les germes dénombrés

|.2.1.Entérobactéries

Sur milieu solide::
On a ensemencé en masse 1 ml de chague dilution dans du milieu VRBG en double
couche, incuber a 30°C/37h.

Sur milieu liquide : Dénombrement des coliformes fécaux et totaux par la technique
NPP (nombre le plus probable).
Transfert de 1 ml de chaque dilution vers 9 ml du milieu BCPL, incuber a 37°C/24h.
Si le BCPL est positif, on transfert 1 ml vers milieu Schubert, incuber a 44°C/24h.puis on
gjoute quel ques gouttes du réactif de KOV AKS pour la production d’indole.

|.2.2.Floretotale aér obie mésophile (FTAM)

Le dénombrement des FTAM été fait comme suit :
Ensemencementen masse de 1 ml de chague dilution dans la gélose nutritive, incubation a
30°C/72h.

|.2.3.Levures et moisissures

On ensemence en surface 1 ml a partir des dilutions décimale sur milieu Sabouraud,
incubation a 25°C/5;.

Le procédé d' anal yses microbiol ogiques est résumés dans le schéma suivant :
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Chapitre Il Matériel et méthodes

microcupules un volume de 100 pl de bouillon nutritive, des concentrations décroissantes
d antibiotiques (spiramycine) de volume de 50 pl et une suspension standardisée de la
souche atester pour chague ligne. (C: SASM ,E: SARM ,G: Bacillus subtilis).

Tableau |11 : Les souches de référence.
Souc Référen Orig
hes ces ine
SASM ATCCC 33591
Institut Pasteur d’ Algérie
SARM ATCCC 3911
Bacillus subtilis ATCC 6633 SAIDAL Antibiotical

|.3.1.Standardisation del’inoculum

> Revivification de chacune des souches bactériennes dans des tubes de 5ml de
bouillon nutritive pendant 18h incubées a 37°C,

» Ces souches sont ensemencées sur gélose nutritive et incubées a 37°c pendant 24h.

> On racle a I'aide d'une anse de platine quelques colonies (bien isolées et

identiques) de chacune des trois souches bactériennes a tester.

> On décharge I’anse dans 5ml d’eau physiologique, la suspension bactérienne est

bien homogénéisée, son opacité doit étre équivalente a une DO de 0.08 & 0.10 a 580 nm

soit 10”-10°UFC.

> Les valeurs d absorbance correspondantes aux dilutions ayant le nombre de

10"UFC/mI pour chacune des souches ont été retenues pour préparer des cultures des 18h

afin de déterminer les concentrations minimales inhibitrices sur microplague(Haddouchi et

al., 2009).
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Chapitrelll Résultats et discussion

|. Résultats

|.1. Résultats du contrdle de la qualité microbiologique

Dans ce qui suit, nous présentons les résultats obtenus aprés contrdle microbiologique de 03

échantillons de I’ antibiotique a analyser.
[.1.1. Aspect macroscopique

» Sur Chapman, SS, VRBG et BCPL

Pour les trois échantillons, aucune présence marquée des germes pathogenes
Saphylococcus aureus,Salmonelles,Entérobactéries et coliformes.(Annexe B)

> Sur Sabouraud

Observation d’ un champignon immature de colonie de taille moyenne ayant de courts
filaments, de couleur blanche.Une apparition rapide et abondante de conidies de couleur verte

olive est constatée sans production de pigments.
» Sur gélosenutritive

Quelques colonies de levures ont été observées de taille (environ 0.5mm a 2mm), de formes
variables (rondes et ovales)lisses, |égérement bombé et de couleur creme.

L es dénombrementseffectués sont résumeé dans | e tableau suivant

Tableau |V :Résultat dudénombrement des levures et |es moisissures.

es a dénombrer FTAM levures et moisissures
Echantillon
1 16 UFC/ml 13 UFC/m
2 20 UFC/ml 12 UFC/ml
3 10 UFC/ml 9 UFC/ml
moyenne 15 UFC/ml 11 UFC/ml
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Chapitrelll Résultats et discussion

L e dénombrement des coloniesest effectuéen calculant la moyenne des col onies trouvées dans

trois essais pour chague échantillon, puis le nombre estmultiplié par I'inverse de ladilution.

I.1.2.Aspect microscopique

Le préévement du mycéium été fait par la technigue du scotch.

Figure 3 :Observation d’ un champignon sous microscopiqueoptique(ZEISS West Germany)
(grossissement x800) :(1)conidiophore ramifi€,(2) branche,(3) métules,(4) phialides, et (5

,6)conidies

L'aspect (macroscopique et microscopique)du mycéliumressemble fortement a un

Penicillium.

Les résultats sont récapitulés dans le tableau suivant :

Tableau VI : Résultats du contréle microbiologique du ROVADAL® 0,375 MUI/5 ML
(10t0100)

Tests Normes selon BPF Résultats
Recherche des Staphylococcus aureus Absence Absence
Recherche Salmonelles Absence Absence
Dénombrement de la FTAM <1000UFC/ml 15 UFC/ml
Dénombrement des levures et moisissures | <1000UFC/ml 11 UFC /ml
Dénombrement des Entérobactéries <100UFC/g Absence
Dénombrement des coliformes Absence Absence
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Chapitrelll Résultats et discussion

|.2. Résultats de CMIsur microplaques
Laligne T : des microcupules a servi detémoin pour le boullon nutritive ;

Ligne C: Une croissance visible des colonies bactériennes (dép6t de cellules au fond des
cupules) de SASM apartir de la 1/64'°™ dilution de la spiramycine ;

Ligne E : les souches de SARM ont marqué un dépdt de cellule & partir de lal/ 32'*™ dilution.
Ligne G: le dépdt de cellulaire de Bacillus subtilisa éé apparu & partir de la 1/512'%™
dilution.

La CMI pour chaque souche est indiqué par un cercle dans la microplague (figure 4).

L es résultats obtenus concernant |es concentrations minimal es inhibitrices dans le tableau V
sont convertis de milli unitéinternationale (M Ul/ml) vers ug/ml ; Ou”™ 3000 Ul = 1mg.

Figure 4 : Résultats dela CMI de la spiramycine sur les souches testés

Tableau V : Les concentrations minimalesinhibitrices de laspiramycinesurles germes
suivants SARM, le SASM et Bacillus subtilis

Souche testée CMI de Ila spiramycine
obtenu (pug/ml) x10°®

SARM 78

SASM 48

Bacillus subtilis 39
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Chapitrelll Résultats et discussion

Les résultats montrent que SARM est la souche la plus résistante avec une CMI de 78ug/ml,
puis SASM en deuxiéme lieu de 48ug/ml.et enfin Bacillus subtilisqui a monté une faible

résistance ala spiramycine avec une valeur de39ug/ml.

I1. Discussion

Le dénombrement des FTAM sur GN arévél e une moyenne de 15 UFC/ml, celui
deslevures et des moisissures aindiquer une moyenne de 11 UFC/ml ces germes sont
responsabl es de nombreux phénomeénes d’ atération enzymatiques (amylase, protéase,

lipase,...) des produits alimentaires.

Les interprétations de ces résultats sont tres diverses, ellespeuvent étre expliqué par
I’ usage des méthodes alternatifs qui nesont pas validés par les pharmacopées (milieux de
cultures utilisés peuvent ne pas convenir au dével oppement des micro-organi smes présent);ou
ades contaminations introduites au cours des manipulations, dans ce faitl’ essai doit étre réalisé
dans de conditions aseptiques sous une hotte a flux laminaireou dans un isolateur(Le Hir,
2006).

Cet antibiotique est un milieu acide tresriche dans sa compositionen matiére organique
(sucres)ce quifavorisentla multiplication et |a croissance des levures et moisissures qui sont
des microorganismes acidophiles, donc un nombre important de ces germes soit dénombrer si
les contaminations proviennent lors de la fabrication ;on exclut dans ce cas les contaminations
provenant de la matiere premiére et des dispositifs utilisés durant le processus de fabrication

du médicament et celleissus del’air, I’ eau et les conditions de stockage.

L’ absence des entérobactéries et |es germes pathogenes Staphyl ococcus aur eus,
Salmonelles et E.coliains que les valeurs du dénombrement des levures et des moisissuresqui
sont inférieures aux normes cités par la pharmacopée européenne 2014sont due au respect de
bonnes pratiques de fabrication du médicament et al’ action de I’ antibiotique lui-méme..
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Conclusion

Le contréle effectué dans ce travail a permis de connaitre la qualité microbiologique de
produit fini <ROVADAL® 0,375 MUI/S ml ».

D’apres les résultats d analyses nous avons constatés |'absence totale de germes
pathogeénes (Staphylococcus aureus,Salmonelles et E. coli) ; et la présence non significative
des germes agérobies viables totaux et des levures et moisissures de moyenne de 15UFC/ml et
11UFC/ml respectivement. Les résultats obtenus répondent aux normescités par la
Pharmacopée européenne 2014; qui est due :au respect de bonnes pratiques de la fabrication,
I’ efficacité du processus de nettoyage et de désinfection au cours de fabrication et le bon
conditionnement du produit.Ainsi, nous avons confirmés la sensibilité des souches testées vis-

avisdela Spiramycine.

Alors on conclue que le produit étudié présente une bonne qualité microbiologique.
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Annexe A

Les milieux de cultures

Gélose nutritive (1SO-6579 1SO-10273 1SO-19250) CONDA 1060.00

Composants Quantité (g/L)
peptone 5
Extrait de viande 1
Extrait de levure 2
Chlorure de sodium 5
Agar 15
Bouillon lactosé au pourpre de bromochrésol) CONDA 1272.00
Composants Quantité (g/L)
Extrait de viande 1
Peptone de caséine 7
Lactose 5
BCP 0.03
Bouillon SchubertiNSTITU PASTEUR D’ALGERIE
Composants Quantité (g/L)
Peptone 10
Tryptone 10
Acide glutamique 0.2
Tryptophane 0.2
Sulfate de magnésium 0.7
Sulfate d ammonium 04
Citrate de sodium 0.5
Chlorure de sodium 2
Mannitol 7.5




Bouillon Giolitti Cantoni HIMEDA M 584-500G

Composants Quantité (g/L)
Hydrolysat enzymatique de caséine 10

Extrait de viande 5

Extrait de levure 5

Mannitol 20

Chlorure de sodium 5

Chlorure delithium 5

Glycine 1.20

Pyruvate de sodium 3

Gélose Violet Rouge Bile glucose (VRBG) CONDA 1092.00

Composition Quantité (g/L)
Glucose monohydraté 10

peptone 7

Chlorure de sodium 5

Extrait de levure 3

Sels hiliaires 15

Rouge neutre 0.03

Crysta violet 0.002

Agar bacteriologique 15

Gélose Salmonella-ShigellaHIMEDIA M 108-500G

Composition Quantité (g/L)
Peptic digest of animal tissue 5

Extrait de viande de beeuf 5

Lactose 10
Selshiliaires 8.5




Citrate de sodium 10
Thiosulfate de sodium 8.5

Citrate ferrique 1

Vert brillant 0.00033
Rouge neutre 0.025

Agar 15

CHAPMAN | nstitut Pasteur d’Alger

Composition Quantité (g/L)
Peptone bacteriol ogique 10

Extrait de viande de beeuf 3

Chlorure de sodium 70

Mannitol 10

Rouge de phénol 0,05

Agar-Agar 18

Bouillonsél énite cystéine institut Pasteur d’Algérie

Composition Quantite (g/l)

Peptone 5

Phosphate de sodium 10

Lactose 4

Tryptophane SelEau

Composition Dose
Tryptophane 1g
Chlorure de sodium 85¢g
Eau 1L




Annexe B

Résultats du contr 6le de la qualité microbiologique

sur Chapman, SS, VRBG et BCPL
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Résumé

Le travail présentéa porté sur le contrdle microbiologiquede trois échantillonsde méme
lot du produit fini d antibiotique « ROVADAL® 0,375 MUI/5 ml »de la famille des

macrolides.

L’analyse microbiologique de ce produit releve I'absence de germes pathogenes,la
présence non significative de FTAM et levures et moisissures. Enfin, I’ efficacité de cet

antibiotique est déterminée par la méthode des CM1 sur microplague.
Le médicament, est donc considéré de bonne qualité microbiologique.

Motsclés: contréle microbiologique, Antibiotique, Spiramycine, ROVADAL® 0,375 MUI/5

ml.

Abstract

The work presented focuses on the microbiological control of three samples of the same
batch of finished antibiotic product "ROVADAL® 0.375 MUI / 5 ml" from the macrolide

family.

Microbiological analysis of this product indicates the absence of pathogenic germs and
the non-significant presence of TMAF, yeasts and molds. Finaly, the efficacy of this
antibiotic is determined by the method of MIC onmicroplate.

Therefore, the drug is considered to be of good microbiological quality.

Keywords: microbiological control, Antibiotic, Spiramycin, ROVADAL® 0.375 MIU / 5ml.
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