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I ntroduction

La qualité des médicaments est un des soucis majeurs des professionnels des services de
santé et des patients, elle se définit par la maitrise de I’ ensemble de paramétres et propriétés
qui permettent d assurer la sécurité des patients, et amener le médicament a un niveau
d’ exigences satisfaisantes. Afin d'atteindre cette qualité, il faut évaluer les risques
microbiologiques (liés a la présence de pathogenes) et physico-chimiques (liés aux
modifications des caractéres physico-chimiques spécifiques) dans les médicaments. En effet,
ceci constitue un grand risque pour les patients et un défi pour les responsables de la sécurité
sanitaire (Lanet., 1991).

Les industries pharmaceutiques doivent maitriser les propriétés physico-chimiques de leurs
produits et les bio-contaminations dans le contexte général de la sécurité et de I’ efficacité des
meédicaments (Scriban., 1999).

Le contrdle microbiologique et physico-chimique a évolué avec I'évolution de la
biotechnologie. 1l est présent tout au long de la chaine de production et au niveau du produit
fini pour répondre aux exigences réglementaires aux normes observées par I'industrie
(Scriban., 1999).

Ce document est subdivisé en deux parties:

- Théorique, dans laquelle on distingue deux chapitres: Le premier traite des généralités
sur les antibiotiques; Le second est consacré au contréle de la qualité pharmaceutique.

- Pratique, dans laguelle on a traité les aspects relatifs au contrble de la qualité
pharmaceutique de I’ antibiotique (fabriqué par SAIDAL) le plus prescrit par les médecins de
la ville de Bejaia (aprés enquéte sommaire au niveau des pharmacies) qui est I’ Amoxypen
®1g. Enfin on termine avec une conclusion, ou nous montrons les apports de ce travail ainsi

que les résultats obtenus et |es perspectives.
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Chapitrel : Genéralités sur lesantibiotiques

Un médicament est « toute substance ou composition présentée comme possédant des
propriétés curatives ou préventives a I’ égard des maladies humaines ou animales, ainsi que
toute substance ou composition pouvant étre utilisée chez I"homme ou chez I’animal, ou
pouvant étre administrée en vue d établir un diagnostic ou de restaurer, corriger ou modifier
leurs fonctions physiologiques en exercant une action pharmacologique, immunol ogique ou

métabolique » (Gauroud., 2012).
Il est composé de:

e Principe(s) actif(s): Cest la substance responsable de I'effet pharmacologique du
médicament.

e Excipient(s): C'est une substance ou un mélange de substances inactives par elles-
mémes sur la maladie et qui permettent de faciliter I’emploi du médicament et de
fabriquer la forme galénique souhaitée. Ils n’ont pas de propriétés pharmacol ogiques et

ne doivent pas interagir avec le principe actif (Hallouét., 2016).

Les médicaments sont présentés sous différentes formes pharmaceutiques (liquide, solide
et semi-solide) selon les voies d’ administration (Touitou., 2007). Ils sont auss repartis en
plusieurs classes thérapeutiques (Piéri et Rézepter., 1991).

e Du systéme Cardio-vasculaire.

De la coagulation.

¢ Antiasthmatiques.

e Anti-infectieux.

e Anti-inflammatoires.
e Antialergiques.

e Delagastroentérologie.
e Normolipémiants.
e Antidiabétiques.

e Antigoutteux.

e Psychotropes.

e Hypnotiques.
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e Antiépileptiques.

e Antiparkinsoniens.
e Anagésiques.

e Anticancéreux.

e Antiparasitaires.

e Contraceptifs oraux.
e Gammaglobulines.

¢ Antibiotiques.

Si I'organisme est atteint d'une infection, il est souvent capable d'éiminer le
microorganisme responsable de cette infection par I'intermédiaire d’ une réaction du systéeme
immunitaire, sans que des symptdmes de maadie se manifestent. Lorsque les
microorganismes se multiplient vite, ils échappent aux défenses de I’ hote et déclenchent une
maladie infectieuse accompagnée de signes inflammatoires. 1l faut des substances qui
affectent ce microorganisme et empéchent donc sa multiplication ultérieure mais qui
cependant ne doivent pas toucher les cellules de I’ organisme (Bergogne et Dellamonica.,
1999).

1-Définition des antibiotiques :

Le terme antibiotique fut introduit en 1941 par S. A. Waksman pour définir toute substance
chimique produite par des microorganismes qui, a I'éat de solution diluée a le pouvoir
dinterférer avec la croissance d'un autre microorganisme. Cette définition excluait les
préparations synthétiques et les substances antimicrobiennes produites par |es plantes et autres

organismes multicellulaires.

La définition moderne du terme a éé éendue a tout composé naturel (d'origine
microbienne, animale ou végétae), de synthése ou de demi-synthese (Paolozzi et Cloud.,
2015). qui tue ou inhibe la croissance d’un microorganisme (Madigan et Martinko., 2007). et
qui n'a pas de toxicité pour I’h6te (Bryskier., 1999). ains qu’'a des composés ayant une
activité anti-tumoral e (Paolozzi et Cloud., 2015).

2-Classification :

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs criteres dont: la nature chimique, le
mécanisme et le spectre d'action. La classification des antibiotiques en tenant compte du

3
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spectre antimicrobien ne parait pas étre la meilleure en raison de I’ évolution de la résistance
bactérienne. La classification chimique permet de classer les antibiotiques en groupes assez
homogenes mais é oignés des objectifs cliniques. Enfin, celle basée sur le mécanisme d’ action
rend compte des propriétés particuliéres de chagque groupe d’ antibiotiques (Walsh., 2000).

Nous pouvons distinguer plusieurs familles, ellessmémes divisées en plusieurs classes a
savoir, les aminoglycosides, les B-lactamines, les céphalosporines, les chloramphénicols, les
glycopeptides, les lincomycines, les macrolides, les quinolones, les sulfamides, les
tétracyclines, les antibiotiques peptidiques, les dérivés de dicétopipérazines, les peptides
cycliques, etc... (Smaoui., 2010).

2-1-L es antibiotiquesinhibant la synthese de la paroi :

Les antibiotiques les plus sélectifs sont ceux qui interférent avec la synthese de la paroi
bactérienne, ils ont un indice thérapeutique élevé car leur cible n’existe pas dans les cellules
eucaryotes (Prescott et al., 2013).

Les antibiotiques inhibant la synthese de la paroi sont bactéricides et agissent seulement
sur les germes en phase active de multiplication (phase exponentielle). Ains lorsque les
bactéries, en voie de croissance sont traitées par des antibiotiques qui ont comme cible la
synthése de la paroi, cette derniére est arrétée. Les cellules continuent de croitre tandis que la
paroi S amenuise progressivement, elles s allongent puis finissent par éclater en absence de
barriere osmotique (Meyer et al., 2008).

Trois familles sont concernées : les B-lactamines, les glycopeptides et les fosfomycines.
2-2-Les B-lactamines :

Les B-lactamines constituent la famille d’antibiotique la plus importante, aussi bien par le
nombre et la diversité des molécules utilisables que par leurs indications en thérapeutique et
en prophylaxie des infections bactériennes. La grande variété de leurs modes d'administration,
leur large spectre d'activité antibactérien associé a une action bactéricide, une bonne diffusion
tissulaire, une bonne tolérance et un faible nombre d'interactions médi camenteuses expliquent
leur popularité et I'importance de leur utilisation, seules ou en associations, depuis plus de
60 ans (Cavallo et al., 2004).
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2-2-1-Structure:

La structure de base des B-lactamines est le noyau azétidinone ou B-lactame qui contient la
structure carbonyle lactame laquelle est indispensable pour |’ activité des molécules. Sur cette
structure est fixé un cycle penta-atomique saturé (péname), insaturé (péneme) ou hexa
atomique (céphéme). Le noyau azétidinone seul (B-lactamine monocyclique) peut é&tre
substitué, et en fonction des substituants de I’atome d’ azote, il est possible de distinguer les
monobactames, les monocarbames, les monophosphatames ou autres hétérocycles, etc...
Actuellement du fait de la complexité de ce groupe, il est dénommé monolactame (Bryskier.,
1999).

15| H
C C
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Figure 1 : Structure chimique du noyau B-lactame (Madigan et Martinko., 2007).
2-2-2-Moded’action :

L’action des B-lactamines sur une bactérie passe par trois étapes :

% Pénétration :

Le passage des B-lactamines a travers de la membrane cellulaire externe s’effectue au

moyen d’ un systéme de protéines transmembranaires ou porines.
++ Attachement a une molécule cible:

Les cibles dans le cas B -lactamines, sont situées au niveau du feuillet interne de la
membrane cellulaire qui sont les Protéine Liant Pénicilline’PLP ‘’. Ces derniéres

jouent un réle dans le métabolisme de structure de la paroi.

% Perturbation d’ une fonction bactérienne essentielle:
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Les B-lactamines exercent des effets différents sur les cellules bactériennes :

= |phibition deladivision cdlulaire.
= Lysecdlulaire.
= Changement de laforme.

Les bactéries ayant une méme CMI peuvent ainsi se comporter différemment en

présence de B-lactamine :

» [nhibition rapide et réversible de la croissance.
» Perterapide de viabilité associée aune lyse (Rahal et al., 1984).

2-3-Penicillines :

Les pénicillines appartiennent a la famille chimique des [ -lactamines. Chez les
pénicillines, le cycle beta lactame (amide interne provenant de I’ éimination d’une molécule
d eau entre un groupe acide et un amide de la méme molécule) est associé a un cycle
thiazolidine formant un cycle péname. Il peut étre substitué par acylation sur sa fonction
aminée pour donner naissance a des dérivées qui se distinguent par leur pharmacocinétique,
leur stabilité, le spectre antibiotique et la résistance aux [-lactamases. La fonction
carboxyligue peut étre transformée en carboxylate (ce qui conduit a des composés plus
solubles) et permet |’ obtention d’ esters (Etienne et Faure., 2015).

Figure 2 : Structure chimique des pénicillines (Etienne et Faure., 2015).

Selon la nature des substituants de I’ acide 6-aminopénicillanique, on distingue six groupes
de pénicillines :
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Tableau 1 : Lesdifférents groupes des pénicillines (Etienne et Faure., 2015).

Groupe

Caractéristique

Les pénicillines A

Appelées aussi  aminobenzopénicillines
(ampicilline, amoxicilline), sont acido-
résistantes et présentent un spectre éargi
J"amoxicilline a une trés  bonne

biodisponibilité par voie orale.

Les pénicillines G

Sensible aux pénicillinases, elle est détruite
par le suc gastrique (acidosensible), qui
rendrait sa biodisponibilité trés médiocre, est
uniquement administrée par voie injectable.

Les pénicillinesM

On trouve dans ce groupe |’oxacilline et la

cloxacilline qui sont acido-résistantes.

La carboxypenicilline

Réservée a I'usage hospitalier qui, outre le
spectre de |'ampicilline, agit sur les
entérobactéries  hospitalieres et les

Pseudomonas ticarcilline—sensibles.

L’ amidinopenicilline= pivmecillinam

LapénicillineV

Elle est stable en milieu acide gastrique

(acido-résistante).

> Amoxicilline:

HO—@-E:’CO NH

H—GH g1

———-N———CH.C&OH.3H:O

Figure 3 : Structure chimique de I’ amoxicilline (Rolinson., 1974).

C’ est un antibiotique, antibactérien bactéricide de lafamille des béta-lactamines, du groupe

des pénicillines A ou aminopénicillines.
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Ce médicament est utilisé dans | e traitement des infections dues aux germes définis comme
sensibles (Streptococcus, Saphylococcus aureus, Enterococcus fecalis, L.monocytogenes,
Clostridium sp, Actinomyces, Leptospira, Borrelia, Treponema) notamment dans leurs
manifestations (Dictionnaire SAIDAL., 2005)

*  Pneumopathies aigués;

= Surinfections de bronchites aigués et exacerbation de bronchites chroniques;

= |nfections ORL (otite, sinusite, angine) et stomatologiques ;

» Infectionsurinaires;

= Infections génitales masculines et infections gynécologiques ;

» Infectionsdigestives et biliaires;

» Maladie de Lyme: traitement de la phase primaire (érythéme chronique migrant) et
de la phase primo secondaire (érythéme chronique migrant associé a des signes

généraux : asthénies, céphalées, fievre, arthralgies...)
PHARMACOCINETIQUE :
+« Absorption :

Prise par voie orale, il est résorbé environ a 80 %. Cette résorption n'est pas influencée

par la présence d'aliments.
¢ Distribution :

Le pic sérique, 2 heures apres la prise, atteint un taux de 7 a10 pg/ml pour une prise de

500 mg et de 13 a 15 pg/ml pour une prisede 1 g.

Les taux sériques augmentent avec la dose. Chez le sujet dont |es fonctions rénal es sont

normales, lademi-vie est de 1 heure en moyenne.

Diffusion dans la plupart des tissus et milieux biologiques : présence d'antibiotique a
taux thérapeutiques constatée dans les sécrétions bronchiques, les sinus, le liquide
amniotique, lasalive, I'humeur agueuse, le liquide céphalo-rachidien, les séreuses, l'oreille

moyenne.

L'amoxicilline a une bonne diffusion dans les amygdales, fonction des concentrations
sériques : entre 1,5 et 3 heures apres la prise de 1 gramme chez |'adulte, les concentrations

amygdaliennes sont en moyenne de 3 a4 ug/g.
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Il traverse la barriere placentaire et passe dans le lait maternel.
Taux de liaison aux protéines: 17 %.
++ Biotransformation :

L'amoxicilline est en partie transformée dans I'organisme en I'acide pénicilloique
correspondant. On retrouve environ 20 % de la dose administrée sous cette forme dans les

urines.
% Excrétion :
La partie absorbée est excrétée sous forme active :

= Dans les urines, en grande partie (en 6 heures environ, 70 a 80 % de la dose
absorbée) ;
= Danslabile (5a10 %).



Chapitre |



Partie théorique Chapitre Il

Chapitrell : Contrdéle dela qualité pharmaceutique

L’industrie pharmaceutique doit fabriquer et fournir des médicaments adaptés a I’emploi,
répondant aux exigences du dossier d'autorisation de mise sur le marché (AMM) et
n’ exposant les utilisateurs a aucun risque lié a des carences en matiére de sécurité, de qualité,
ou d'efficacité. La réalisation de cet objectif de qualité engage la responsabilité de
I’entreprise. Elle requiert la participation et I’engagement du personnel dans les différents
départements et a tous les niveaux de I’entreprise, de ses fournisseurs et des distributeurs.
Pour atteindre plus surement cet objectif, I’ entreprise doit posseder un systeme d’ assurance de
la qualité, bien congu, correctement mis en ceuvre et effectivement contrélé, systeme qui
inclut le concept des domaines de fabrication et ses régles de fonctionnement constitue le

moteur de la qualité dans I’ industrie pharmaceutique (Anonyme., 2001).

1-Définition du contrdle dela qualité:

Selon I'1S08402, la qualité est « L’ ensemble des propriétés et caractéristiques d’ un produit
ou service qui lui conférent |’ aptitude a satisfaire des besoins explicites ou implicites d' un
client ».

A partir de la définition précédente, e contréle de la qualité est une procédure ou une série de
procédures visant a sassurer qu'un produit manufacturé ou un service satisfait un ensemble
défini de critéres de qualité ou répond aux exigences du client.

Le contréle de la qualité est similaire, mais pas identique, a |’ assurance de la qualité. Cette
derniére est définie comme éant «I’ensemble des actions préétablies et systématiques
nécessaires pour donner la confiance appropriée en ce qu’un produit ou service satisfera aux
exigences données relatives a la qualité». Elle doit donner confiance au client, dans sa
capacité a satisfaire régulierement ses besoins, mais aussi a sa direction, dans sa capacité a
maintenir laqualité (Feirberg., 1999).
2-But du contréledela qualité:

Le contrle de la qualité consiste a déceler les erreurs dépassants les limites jugées
raisonnables, de maniére a corriger les causes ou a les prévenir. En généra dans tous
laboratoires de biologie, le contréle permet de vé&ifier le fonctionnement des appareils, la

manipulation ainsi que la précision et |’ exactitude d’ une technique (Vadeville., 1983).
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Partie théorique Chapitre Il

Le contréle effectué a des points clés (points critiques) évite d engager inopportunément
des frais couteux dans la suite des opérations. Le contrdle final détermine la conformité du
produit aux objectifs, et les contrdles de la conformité ont pour finalité de confirmer que le
produit fabriqgué répond aux normes homologuées et/ou aux specifications légales et
réglementaires qui le concernent (Anonyme., 1997).

Le contrdle de la qualité permet de savoir si les produits ou les services vendus par une
entreprise sont conformes (Fiche 2 Web., Consulté le 26/04/2017).

e Aux exigences du marché.

« A lademandedu client.

o Aux légidations.

e Au cahier des charges de I'entreprise.

Il contrdle :

o Lescomposants d'un produit ou la matiere premiére dés la réception.

e Laproduction en cours de réalisation.

e Lesproduitsfinis.

Cette opération permet ainsi de déterminer si les produits fabriqués sont :

o Conformes.

e Non-conformes mais avec possibilité de correction.

« Non-conformes et devaient étre détruits.
3-Contrdle dela qualité d’un médicament :

L’OMS soccupe non seulement des aspects pharmaceutiques de la qualité des
meédicaments mais encore de I'innocuité et de |’ efficacité intrinsegue de leurs principes actifs
(Anonyme., 1998).
3-1-Contrdle microbiologique :

Les contrdles microbiologiques doivent permettre de garantir une bonne qualité
hygiénique et marchande du produit fabriqué. De plus, ils doivent permettre de minimiser les
pertes dues aux mauvaises conditions de fabrication et donc d'avoir le moins possible de
produits non conformes et de garantir un bon rendement (Scriban., 1999).
3-2-Contrdle physico-chimique::

Le contrdle physico-chimique sert a veérifier la structure de la molécule et d' établir les
propriétés physiques et chimiques (Taux de friabilité, acidité/alcalinité, dissolution,

dessiccation). Il permet ainsi de vérifier et de s assurer du bon usage de la substance annoncée

11



Partie théorique Chapitre Il

(analyses qualitatives, réactions d'identification les plus sélectives possibles) (Albert et al.,
1974).

3-3-Toxicité:

Les molécules destinées a la thérapeutique humaine doivent subir avant tout clinique

des tests de toxicité aigiie et chronique sur les animaux (Schorderet., 1989).

Les études toxicologiques permettent d’éliminer de tres nombreuses molécules dont les
risques outrepassent les avantages (Marcel et Garnier., 1987).
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Partie Pratique Matériel et méthodes

1-Matériel et Appareillage:
1-1-Matériel :
1-1-1-Matérid biologique:
Deux souches de référence :

» Souche de référence Enterococcus fecalis (ATCC 10541).
» Souche de référence Saphylococcus aureus (ATCC 25923).
> Antibiotique a tester: Amoxypen ®1g sous forme de comprimés acheté d une

pharmacie.

1-1-2-Matérid consommable : (Voir annexe)
1-2-Appareillage : (Voir annexe)

2- Méthodes:

2-1 Echantillonnage::

Les prélévements destinés au contrdle microbiologique et physico-chimique ont été
effectués sur un produit fini (sous forme de comprimeés) qui porte un numéro de lot 422 -

acheté d’ une pharmacie située aBegjaiaville. L’ é&ude a eu lieu du 02 avril au 07 Juin 2017.

Tous les prélevements ont été effectués dans des conditions stériles et a température

ambiante.
2-2-Contrdle microbiologique::

Le controle de la quaité microbiologique de I’Amoxypen® 1g a éé réaisé sur trois
échantillons du méme lot, et ceci afin de comparer les résultats obtenus et voir les différences
qui peuvent survenir d un échantillon a un autre; Mais aussi dans le but de s assurer qu’il est

conforme aux normes sur le plan microbiol ogique.

Les germes recherchés et dénombrés ainsi que les méthodes utilisees sont celles

préconisées par |la Pharmacopée Européenne.
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» Germesdénombrés:
= FTAM.
= | evures et moisissures.

= Entérobactéries et coliformes.

» Germesrecherchés:
=  Staphylococcus aureus.
= Salmonelles.

2-2-1-Préparation dela solution mere:

NB:  Olcomprimé ——» 159

-Afin de préparer une solution mere (SM), 14 comprimés (21g) ont été introduits dans un

flacon contenant 210ml de TSE.

-Agitation par Vortex pendant 5min.

-Décantation naturelle.
2-2-2-Préparation desdilutions:

Lesdilutions 10, 102,103 ont été préparées a partir delaSM.
2-2-3-Ensemencements:

» Pour larecherche des Staphylococcus aureus:

Transférer 10ml de SM dans un tube qui contient 10ml de Giolitti Cantoni et incubé a
37°C pendant 18h. Apres incubation, 03 boites de gélose Chapman ont été ensemencées en
surface, avec 0.1ml du mélange précédent, a I’aide d’'un réteau éaeur et incubées a 37°C
pendant 24h.

» Pour larecherche des Salmonelles:

- De maniére davoir 25.5g, 17 comprimeés ont été utilisés. Ces derniers ont é&té mis dans un

Erlen meyer contenant 255ml de TSE.
-Agitation par Vortex pendant 5Smin.

- Décantation naturelle.
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Apres décantation, 10ml ont été transférés dans un tube qui contient 10ml de SFB et
incubé a 37°C pendant 18h.

Des boites (03) de milieu SS ont été ensemencées avec 0.1ml de la préparation précédente
avec un écouvillon et incubées a 37°C pendant 24h.

» Pour lereste des microorganismes:
A partir de chaque dilution :

e Dénombrement des entérobactérieset coliformes:

- Sur milieu liquide: deux tubes contenant 09ml de BCPL+cloche de Durham ont éé
ensemenceés avec 01ml et incubés a 37°C pendant 24h.

- Sur milieu solide: trois boites de VRBG ont éé ensemencées, en masse et en double
couche, avec 01ml et incubées a 37°C pendant 24h.

e Dénombrement delaFTAM :

Les 03 boites de GN ont été ensemencées en masse avec 01ml et incubées a 30°C
pendant 72h.

e Dénombrement deslevures et moisissures:

Les 03 boites de Sabouraud ont été ensemencées en surface avec 0.1ml en utilisant

un écouvillon et incubées & 25°C pendant 05 jours.
2-2-4-Test d’ activité:
Pour chaque souche de référence :

Des boites (03) de gélose MH ont été ensemencées en surface par 0.1ml d’ une suspension
bactérienne (préparée en prenant 05 colonies de la souche de référence dans 05ml de bouillon
MH) al’aide d'un réteau étaleur. Puis 02 puits ont été créés par boite, en utilisant des embouts
stériles. Ensuite, une goutte de gélose MH a été versée dans chaque puits pour gque la solution
d'ATB (préparée en faisant dissoudre 01 comprimé dans 10ml deau physiologique) ne
diffuse pas en dessous de la gélose. Ces puits ont été remplis avec 100ul de la solution
d ATB.

Les boites ont été mises a 04°C pendant 02h, puis incubées a 37°C pendant 24h.
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2-2-5-Détermination delaCMI et delaCMB :
» Pour déterminer laCMI et laCMB, il faut préparer :

e Lasuspension bactérienne de 10° UFC/ml pour chague souche de référence :

A |’aide d' une pipette Pasteur, une petite colonie bien isolée de la souche de référence a
été prise a partir d’une boite de gélose MH pré-culture et ensemencée de nouveau dans un
tube contenant 05ml de BMH.

Le tube est incubé a 37°C pendant 18h.
Apres 18h, une standardisation de I’ inoculum bactérien a été réalisée :

- Une série de dilutions au dixieme a été réalisée a partir du tube contenant la culture de 18h
(de 10 410° dans de I’ eau physiologique).
- Pour chaque dilution, 03 boites de gélose MH ont été ensemencées en masse par 01ml,
puis incubées a 37°C pendant 24h.
- Lasuspension bactérienne a é&té conservee a 4°C.
- Apres 24h d’incubation, un dénombrement de colonies sur boites a été réalise.

- Pour trouver la charge bactérienne de chaque dilution, une formule a été appliquée :

- 2C
- Vx(nl +0.1ni) x d

N : Nombre d’ UFC/g ou UFC/ml du produit initial.

>c : Somme des colonies interprétables (15<x<300).

V : Volume de la solution déposée (1 ml).

nl : Nombre de boites considérées ala premiere dilution retenue.
ni : Nombre de boites considérées aladilution retenue.

d : Facteur de la premiere dilution retenue.

Donc, pour réaliser la CMI et la CMB, il faut refaire le méme travail mais cette fois ci en
remplacant |’ eau physiol ogique par le BMH (dilué une autre fois jusqu’ @ 10°° pour obtenir une

suspension a10° UFC/m).
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e |[asolutiondATB :

Un comprimé a été mis dans un tube contenant 10ml d’ eau physiologique afin d’ avoir une

solution d’ ATB de concentration équivalente a 100mg/ml.

!

Agitation par Vortex
Décantation naturelle

Aprés avoir préparé la suspension bactérienne et la solution d ATB, une gamme a été

réalisée comme suit :

Tableau 2 : Lagamme de CMI.

Tube 1 2 3 4 5 Témoin

Amoxypen 400 pl 300 pl 200 pl 100 pl 50 pl Oul
100mg/ml

BMH 600 pl 700 pl 800 pl 900 pl 950 pl 1ml

Suspension | 1ml 1ml 1ml 1ml Iml Iml

bactérienne

Concentration 20mg 15mg 10mg 5mg 2.5mg
finale de
I’ATB

A partir de chague tube, une boite de gélose MH a été ensemencée en surface par 25ul en

utilisant un réteau étaleur.
Tous les tubes et |es boite de la gamme ont été incubés a 37°C pendant 24h.

» Pour ladétermination delaCMB :
e Apres 24h d’'incubation des tubes de la gamme, 25ul sont ensemencés a partir de
chague tube ne présentant pas un trouble dans une boite de MH et incubée a 37°C
pendant 24h.
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e une sé&rie de dilution a été réaisée sur le témoin apres 24h d'incubation pour
déterminer sa charge.

e LaCMB correspond alafaible concentration d ATB capable d' entrainer I’ éimination d’ au
moins 99.99% de germes de I’ inoculum.

100yl 1004l 1004l 100p 100p 100p

Témoin apres 900ul 900ul 900ul 900ul 900ul 900ul
incubation &37°C/24h
25l 25ul 25l 251 25ul 25ul
Boites de MH

R — S— O S— O S— O S—

1 2 3 4 5 6
Figure 4 : Dénombrement des germes du témoin.

L es boites ensemenceées ont été incubées a 37°C pendant 24h.
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m E face 0.1 ml
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e e S N G m ==
, . , ) Ensemencement en masse double couche
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55077 N / 10 ml \

Incubation 37°C/18h

255 ml TSE v
Incubation 37°C/14h 10 ml SFB
Vv

Ensemencement en surface 0.1 ml
C— /3 3
Milieu SS

Incubation 37°C/24h
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2-3-Contrdle physico-chimique :

2-3-1-Détection des groupements fonctionnels de [|’Amoxypen par
spectroscopie IR :

La détection des groupements fonctionnels a été réalisee a I’ aide d’un Spectrophotométre

Infrarouge (ATR), sur une poudre préparée en écrasant 01comprimé d’ Amoxypen.

Figure 5 : Spectrophotométre IR (ATR).
2-3-2-Taux de Friabilité:

Ce test est destiné a déterminer la friabilité des comprimés non enrobés obtenus par

compression (C'est le cas de I’ Amoxypen). |l a été effectué grace a un friabilimétre (PTFE).

Dix comprimés ont été pesés pour déterminer leur masse initide, apres les avoir
soigneusement dépoussiérés avec un papier absorbant (pour éliminer I’ exces de produit ce qui
permet ensuite, de déterminer que la masse du solide). Ensuite, ils ont été introduits dans le
tambour du friabilimétre.

L’ appareil a été réglé pour une durée d’ essai égale a 4min et un nombre de tour égale a
100tour/min.
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Figure6 : Friabilimétre.
Apreés écoulement du temps, les comprimés ont été retirés et essuyés a nouveau puis pesés.

Pour trouver le taux de friabilité, une perte de masse a é&é calculée en appliquant larelation

suivante:

F=%"2Dy 100

Pi
F : Taux de friabilité(%).
Pi : Poidsinitial des comprimés.
Pf : Poids final des comprimeés (non casses).
2-3-3-Test dedélitement :

Ce test est destiné a déterminer | aptitude des comprimés a se désagréger dans un temps
déterminé, en milieu liquide et dans des conditions expérimentales strictes répondant aux

normes de la Pharmacopée.

Ce contrdle a été effectué grace a un appareil de type Pharma Test pour la détermination du

temps de délitement.
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Figure 7 : Appareil de délitement.
Cetest a été réalise comme suit :

- Six comprimés ont été mis dont chacun dans un des tubes du panier.

- Undisque a é&é posé sur chague comprimeé pour I’ empécher de remonter ala surface.

- Latempérature du bain thermostaté a été vérifiée avec un thermométre qu’elle a atteint
37°C.

- L’assemblage a été placeé dans le vase cylindrique contenant 800ml d’eau distillée a une
température de 37+2°C.

- Letest aéélance.

- Letemps de désagrégation pour chacun des 06comprimés a été noté.
La désagrégation est considérée comme atteinte lorsgu’il ny aplus de résidu sur lagrille.
2-3-4-Acidité/Alcalinité:

Le pH a été mesuré en faisant dissoudre 01 comprimé dans 10ml d'eau distillée a

température ambiante, en utilisant un pH métre (HANNA).

>

Figure 8 : Mesure de pH.
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Partie pratique Résultats et discussion

1-Contr6le microbiologique::

Les résultats des analyses microbiologiques des trois échantillons sont illustrés dans les
tableaux suivants :

» Germesdénombreés:

Tableau 3 : Résultats du dénombrement des germes.

Germes Normes Résultats
FTAM < 103 Urc/mi Absence
Levures et moisissures < 103 Urc/mi Absence
Entérobactéries et | Absence Absence
coliformes

Germesrechercheés:

Tableau 4 : Résultats de larecherche des germes.

Germes Normes Résultats
Staphylococcus aureus Absence Absence
Salmonelles Absence Absence

Les résultats obtenus du dénombrement et de la recherche montre une absence totale des
contaminants, ce qui permet de classer cet antibiotique comme étant de tres excellente qualité
microbiologique.

> Test d’ activité:

Tableau 5 : Résultats de |’ antibiogramme.

Souches Activité Diameétres des zones d'inhibition
Entérococcus fecalis +
Saphylococcus aureus +

D’apres ces résultats, I’ Amoxpen inhibe la croissance bactérienne des deux souches

utilisees.
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Résultats et discussion

> Test dedétermination dela CMI et dela CMB :

Tableau 6: Résultats de la standardisation de I'inoculum des deux souches de référence

(cibles).

Dilution | 10 10 107 10 10° 10° 107 10°® 10°
UFC/ml 10° 108 10’ 10°
Tableau 7 : Résultats du test de détermination de la CMI.

Tube 1 2 3 4 5 Témoin
Amoxypen 400 pl 300 pl 200 pl 100 pl 50 pl Oul
100mg/mli

BMH 600 pl 700 pl 800 pl 900 pl 950 pl Iml
Suspension Iml Iml Iml Iml Iml Iml
bactérienne

Concentration | 20mg 15mg 10mg 5mg 2.5mg
findedel’ATB

Aspect aprées|Limpide |Limpide |[Limpide |Limpide |Trouble Trouble
24h

UFC 1 2 6 30

dans |E.fecalis

25ul

aprés 2 4 7 28

24h de| Saureus

culture

sur

MH
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Tableau 8 : Résultats de dénombrement du témoin.

Dilutions 10 10 103 10 10° 10°

UFC E.fecalis | Indénombrable | 280 23 7 0 0

dans

25ul
apres
24h de
culture
sur MH

Saureus | Indénombrable | 270 25 8 0 0

La charge du témoin correspond a 10° UFC/ml (donc il contient des germes viables) ce qui
confirme que la diminution de nombre de germes dans les tubes de la gamme est du a
I’ efficacité de !’ ATB.

Les résultats de détermination de la CMI et de la CMB montrent que I’ antibiotique éudié

exerce un effet inhibiteur et bactéricide a une concentration équivalente a 5Smg/ml.
D’ apres le résultat de larelation suivante :

CMB_

CMI

L’ Amoxypen est considéré comme étant bactéricide.
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2-Contrdle physico-chimique:

» Détection des groupements fonctionnels de I’ Amoxypen par spectroscopie
IR:

Figure 9: Spectre IR qui montre les principaux groupements fonctionnels impliqués

dans la structure de I’ Amoxypen.

Tableau 9 : Fréguences des groupements fonctionnels obtenues a partir des vibrations du

spectred’ IR.
Groupement Liaison Nombre donde | Vibration Intensité
cm?

Acide C-O 1300-1200 Elongation Forte

Aliphatique C-H 2890-2880 Elongation Faible

Aromatique =C 1600-1580 Elongation Variables
bondes

Acide Cc=0 1800-1710 Elongation Forte

Amine primaire | NH 3500-3400 Elongation Moyenne
asymétrique

Acide OH 3000-2500 Elongation Forte et tres

large
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Amine NH2 3500-3310 Elongation Moyenne
secondaire
Sulfures C-S 710-570 Elongation Moyenne

A partir des résultats du spectre d'IR, la formule chimique de I’antibiotique analyse

(formule de |’ amoxicilline) est vérifiée.
» Taux defriabilité:

_ (14.9925 — 14.8451)
N 14.9925

= 0.98% < 1%

La perte de masse doit étre inférieure a la norme (<1%), donc les comprimés du lot
peuvent supporter toutes les manipulations qu’ils auront a subir jusgu’au moment de
I utilisation.

» Délitement ou désagr égation :

Tableau 10 : Temps de délitement.

Numéo de|l 2 3 4 5 6

comprimé

Temps de| 28 32 35 30 31 29
délitement(s)

Temps
moyen de|31
délitement(s)

Le temps de désagrégation de I’Amoxypen (31s) est inferieur a la norme citée dans la
Pharmacopée Européenne (< 15min) ce qui permet de considérer celui-ci comme un
médicament trés soluble, ¢’ est-a-dire, la libération du principe actif se fait dans un temps trés
réduit.

> Acidité&/Alcalinité:

Ph=7.2 atempérature ambiante.
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Cet antibiotique présente un pH proche de la neutralité du plasma et reste acceptable par

les muqueuses de I’ cesophage et de |’ estomac.
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Conclusion et perspectives

En se référant aux normes de la Pharmacopée Européenne, les résultats du contréle
microbiologigue ont montré que I’Amoxypen®lg présente une excellente qualité

microbiologique.

Le test d activité et celui de détermination de la CMI et de la CMB effectué sur les deux
souches bactériennes de référence refléete I'efficacité de cet antibiotique a faibles

concentration al’ usage auquel il est destiné.

L’ antibiotique présente des propriétés physico-chimiques de bonne qualité : acceptable
résistance aux cassures (taux de friabilité), pH neutre équivalent a celui du plasma et un bon

délitement, ce qui permet lalibération du principe actif afin qu’il soit bien absorbé.

A partir de ce contréle, on peut affirmer que pour ce produit, la méthode de contréle est

maitrisée au niveau de notre laboratoire.

L’ obtention de résultats conformes aux normes permet de sassurer de la qualité du
produit ; Mais aussi d approuver les bonnes pratiques de fabrication, du conditionnement et

du transport.

Afin de compléter cette étude, il est souhaitable d’ effectuer des tests majeurs qui sont : test
de toxicité, de dissolution et un test de dureté. Ains que des tests complémentaires tels que::

un contréle macroscopique, test du poids moyen et celui de |’ uniformité de masse.
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M atériel consommable

Micropipette (100pl et 1ml).
Embouts stériles (100ul et 1ml).
Tubesa S.
Portairs.
Gants stériles.
Parafilm.
Seringues stériles.
Filtres.
Alcools.
Flacons vides.
Eau de Javel.
Boites Pétri.
Pipettes Pasteur.
Ecouvillons.
Anse de platine.

Verreries.
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Appareillage

Hotte aflux laminaire.
Bain Marie.
Didtillateur.

Balance a précision.
Spectrophotométre IR.
Autoclave.

Vortex.

Etuves.

Bec Bunsen.

pH métre.
Friabilimetre.

Appareil de délitement.
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Milieux de culture

Référence : Magasin de la faculté.
Milieu SS (63,02g/1):
PEPIONE. ... ... e e e e eeee 2. 0D0)

EXtrait deDoeUT ... ... e e 05g

SEISDIAITES. ...ttt e e e 8.D0
L@ = (=0 (=0 0|11 o T 10g
@1 = (0 = = P 0 o |
Vertbrillant..... ... e e 0. 0,00330
Thiosulfate de SOdIUM.........oei i e e e e e e een 2. 8.D0)

ROUGE NEULIE. ... ... e e e e e e et e e e e eie e e e eeeeenee2.0.0250

Milieu Chapman (75g/1):

PEPLIONE. .. ... e e e e e 100
EXtrait deDoeUf ... ... e 22010
Chlorure de SOIUM. .. ....u e e e e et e e e e e e e e naee e ene . (D0

172 0 o 10g

ROUQE A PNEN0L ... ...t e e e e e e e e e 0.0259
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pH = 7.4+0.2

Milieu BCPL (13g/l):

Extrait deboeuf.... ..o e e a2, 010
PoUrpre de BromMOCIES0 ... ... e e e e e e e e e e e 0.03g
pH = 6.7+0.2

Milieu MH (38g/l):

PEDLONE (B CaSBINE. .. ... oo et et e e e e e e e e e e e e e e 17.59
EXtrait deDoeUT ... ... e e 029
N 01110 [ o T 1.59
X0 =l o 7= o = o oo o1 = 179
pH = 7.4+0.2

Milieu BMH (21g/l):

EXtrait deboeUf.......c.onei e e e e 02.02()
AmIdon SOIUBIE. .. ... e e e e eee e een 2. 1.0
PEpPtONE de CaSEINE BCIAE. .. ... vttt e e e e e e e e e e e 17.59
pH = 7.4+0.2

Milieu VRBG (41,5g/1):

S 00 0T PP O ' (|
(€0 o 01 = 070 070] )Y/ (= =Py 10 o |

Chlorure de SOIUM. .. ... vt e e e e e e e e e e e e e e e en e e en2.0D0)
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EXtrait delevure. ... . ..ot e e e e e e e e e e e a0 030
ROUGENEULIE. .. ...t e e e e e e e e e neennee e e e 2. 0.030
Cristal VIOIEL. ..o e e e e e e e e e 0.002g
Agar DaCtEriOIOgIGUE. .. ... e e e e e e e e e 159
SE S DI AITES. . et e 1.59
pH =7.4+0.2

Milieu TSE:

LI 57/ 010 = Olg
Chlorure de SOIUM. .. ....oe e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 228,00
pH = 7+0.2

Eau physiologique (g/l):

BaU disStilB0. ... o1l
Chlorure de SOiUM. .. ... vt e e e s e e ee e e e e ee e en e e 202090

Milieu SFB (4g/l):

02 0 01 P 04g
Phosphate de SOdiUM..........oevie i e e e e e e e eneeaeeen a2 100
pH = 7+0.2

Milieu GN (23g /1):

PEPLONE AE GEIAING. .. ...t e 05g
EXtrait deboeUf..... ..o e e e e eene.. 030

0=l o 7= o = £ ] oo o (1= 159



pH = 6.8+0.2

Milieu GC:

TIYPLONE. ..o e
Extraitdeviande..........coooo i

Extrait hydrolytiquedelevure.............ccccoviiiiiiine e,
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o1 T 1.29

MaNNITOL ... e e
Y017z (0 [S'o o | 11 o T
ChlorUre de SOIUM. .. ..o e e e e e e e e e e e e e e e

Chlorurede lithium. .. ... e e e

pH=6.9+0.2

Milieu Sabouraud (45,5g/1):

P 0N, . . e

GlUCOSE. . . e

Vitamine et facteurs de croissance

pH = 6+0.2

.03g

.05g

...................................... Olg

10g

.20g
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Notice



Résumeé:

Le travail présenté a porté sur le contrdle de la qualité microbiologique et physico-chimique de trois
échantillons d’un produit fini, un antibiotique sous forme séche (comprimés), I’ Amoxypen® 1g ; De la classe

des B-lactamines produit par SAIDAL-Algérie.

La qualité microbiologique de celui-ci est avérée conforme aux normes de la Pharmacopée Européenne. Le
test d'antibiogramme et de détermination de la CMI et de la CMB effectués vis-a-vis de deux de souches
bactériennes de référence (Saphylococcus aureus et Enterococcus fecalis) ont confirmé I’ efficacité de cet

antibiotique.

Les propriétés physico-chimiques de cet antibiotique tel que la friabilité, la désagrégation, le pH et les

groupements fonctionnels sont conformes aux normes de la Pharmacopée Européenne.
Motscleés:

Contréle de la qualité microbiologie, contrle de la qualité physico-chimie, Formule séche, Antibiotique,

Amoxypen® 1g.

Summary :

The aim of this study was to check the microbiological and physico-chemical quality of three samples of
an end product, an antibiotic under dry form (tablets), Amoxypen® 1g; Belonging to the B-lactam class and
produced by SAIDAL-Algeria.

The microbiological quality of Amoxypen® 1g complies with the European Pharmacopoeia standards. Thus,
the antibiogramm and the determination of MIC and MBC against bacterial reference strains (Staphylococcus
aureus and Enterococcus fecalis) reflect the efficacy of this antibiotic.

The physico-chemical properties of this antibiotic, such as friability, solubility, pH and functional groups, are
conforming to the European Pharmacopoeia standards.

Key words:
Microbiological quality control, Physico-chemiacal quality control, Dry formula, Antibiotic, Amoxypen® 1g.
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