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Résumé

Les produits pénicilliques de la famille B-lactamine sont des antibiotiques largement utilisés
pour traiter les infections bactériennes, mais la résistance peut limiter son efficacité. Cela on a
réalisé notre travail sur trois antibiotiques qui sont 1’Amoxicilline, la Pénicilline G et
I’ Amoxicilline + Acide clavulanique produites dans la zone a atmospheére controlée °ZAC”’
dans le batiment (A) au niveau de site SAIDAL — MEDEA.

L’objectif de notre étude vise a collecter des microorganismes au niveau des zones °ZAC”’
batiment (A) pénicillique par I’utilisation de Bio-collecteur, identifier des microorganismes
trouvés par la coloration de Gram et les tests biochimiques ainsi que 1’utilisation des galeries
biochimiques API, étudier de la sensibilité des microorganismes collectés aux antibiotiques
injectables produises dans le batiment pénicillique (A), étudier I’efficacité des antiseptiques et
des désinfectants sur les microorganismes, surtout celles résistantes aux antibiotiques, comme
une méthode d’élimination de la totalit¢é des germes collectés de la ZAC. Parmi les 46
échantillons collectés, une prévalence de 9% (4 échantillons) a été observée concernant la
présence de quatre souches contaminants identifiées dont Staphylococcus xylosus, Micrococcus
spp, Enterobacter sakazakii et Staphylococcus epidermidis. Ces résultats indiquent la présence
de ces microorganismes dans les échantillons prélevés dans le contréle de I'air par la méthode
du Biotest. On a testé I'efficacité de quatre agents biocides pour éradiquer les bactéries
contaminantes. Les résultats ont montré que I'eau de Javel 12% et I'eau oxygénée 10V ont réussi
a éliminer de maniere efficace les bactéries. Cependant, lors des tests avec I'isopropanol 70%
et l'alcool éthylique 96%, des réponses sensibles des souches bactériennes ainsi que des
réponses intermédiaires ont été observées.

Mots clés : Production injectable, B-lactamine, Zone a atmosphére controlé, Biotest,

Sensibilité, Biocides.



Abstract

B-lactam penicillin products are widely used antibiotics for treating bacterial infections, but
resistance can limit their effectiveness. Our work focused on three antibiotics, namely
Amoxicillin, Penicillin G, and Amoxicillin + Clavulanic Acid, produced in the controlled
atmosphere zone (ZAC) in building 'A' at the SAIDAL-MEDEA site.

The purpose of our study is to collect microorganisms from the ZAC areas of the penicillin
building (A) using a bio-collector, identify the microorganisms through Gram staining and
biochemical tests, as well as the use of API biochemical galleries, study the sensitivity of the
collected microorganisms to injectable antibiotics produced in the penicillin building (A), and
investigate the efficacy of antiseptics and disinfectants on microorganisms, particularly those
resistant to antibiotics, as a method for eliminating all collected germs from the ZAC. Among
the 46 samples collected, a prevalence of 9% (4 samples) was observed regarding the
presence of four identified contaminating strains, namely Staphylococcus xylosus,
Micrococcus spp, Enterobacter sakazakii, and Staphylococcus epidermis. These results
indicate the presence of these microorganisms in the samples collected in the air control
through the biotest method. We tested the efficacy of four biocidal agents to eradicate
contaminating bacteria. The results showed that 12% bleach and 10V hydrogen peroxide
successfully eliminated bacteria, leading to a significant reduction in bacterial contamination.
However, during the tests with 70% Isopropyl alcohol and 96% Ethyl alcohol, both sensitive

and intermediate responses were observed in bacterial strains.

Keywords : Injectable production, p-lactam, Controlled atmosphere zone, Biotest, sensitivity,

Biocides.
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INTRODUCTION



Au niveau mondial, I’industrie pharmaceutique occupe une place significative au sien des
systémes de santé. Elle comprend de nombreux services et entreprises, publics ou privés, qui
découvrent, mettent au point, la recherche, le développement, la fabrication et la
commercialisation des médicaments au service de la santé humaine et animale (Tait, 2002).
Les antibiotiques sont des medicaments utilisés pour traiter et prévenir les infections dues a des
bactéries mais leur efficacité est menacee car les bactéries peuvent s’adapter et résister aux
traitements (Burnand & Clarke, 2006).

Pour toute industrie pharmaceutique des produits injectables, la maitrise de la contamination
microbienne de ses médicaments est un point crucial, de garantir des produits stériles. Elle
implique une surveillance stricte au niveau des locaux de production, surtout par le contréle de
I’air quotidien (le bio-test), pour cibler les zones critiques class (A) et méme les autres zones
classe (B) et (C), et I’utilisation des agents biocides efficaces pour assurer la stérilité des locaux

de production injectable ainsi d’éviter la contamination qui peut arréter cette derniére.

L’objectif de notre étude a été réalisé au niveau de laboratoire de la microbiologie,
département de contrdle de qualité du site de production SAIDAL Médéa, a été d’identifier
tous les microorganismes, collecter au niveau des locaux de production, spécialement le
département “’A’’ des médicaments pénicilliques dans les zone a atmosphere controlé (les
ZAC) ou autrement dit “les salles blanches™, ainsi de tester la résistance de ces microorganismes

Vvis-a-vis les antibiotiques produises a I’intérieur de ses salles ou la contamination a eu lieu.

Notre étude a déroulé en quatre étapes :

e Collection des microorganismes au niveau des zones "ZAC" batiment (A) pénicillique par
I’utilisation de Bio-collecteur.
e [’identification des microorganismes trouvés par la coloration de Gram et les tests

biochimiques ainsi que 1’utilisation des galeries biochimiques API.

e L’¢tude de la résistance des microorganismes collectés aux antibiotiques injectables
produises au batiment pénicillique (A).

e L ’¢étude de I’efficacité des agents biocides sur les microorganismes, surtout celle résistantes
aux antibiotiques, comme une méthode d’élimination de la totalité des germes collecter de
la ZAC.

Le travail est subdivise en deux parties et plusieurs chapitres, chapitre | : généralité sur les
médicaments ; chapitre Il : résistance aux antibiotiques ; et une 2eme partie : matériel et
méthode résume les différentes technique utiliss durant 1’expérimentale, chapitre IlI

résultats et discussion.



Chapitre I : Généralité sur les

médicaments
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I.1. Définition de médicament

Un médicament se réfere a toute substance ou une composition qui prétend avoir des propriétés
thérapeutiques ou préventives vis-a-vis des maladies humaines ou animales. Il inclut également
toute substance ou composition peuvent étre utilisée chez I’homme ou animale, ou leur étre
administrée , dans le but d’établir un diagnostic médicale ou de restaurer, corriger ou modifier
leurs fonctions physiologiques par le biais d’une action pharmacologique, immunologique ou
métabolique (Safon, 2021).

1.2. Composition de médicament

Un médicament comprend une partie responsable de ses effets sur 1’organisme humain, le

principe actif est le plus souvent, et une partie inactive faire d’un plusieurs excipients
(Burnand & Clarke, 2006). Voir la figure (01)

drogue synthése chimique  biotechnologie

hs:mi syntheése l

T~

forme officinale
élémentaire

poudre, soluté

agrégants
diluants
intermeédes
colorants
conservateurs

v

orincipe actif excipients
I I

formes pharmaceutiques l ou galéniques

MEDICAMENT-OBJET

Figure 01 : Médicament - composition, origines et formes (Burnand & Clarke, 2006).

A. Le principe actif

Les substances utilisées comme matiéres premieres dans la fabrication des médicaments sont
communément appelées "substances pharmaceutiques”. Le terme "drogue" est généralement
associe a des substances illicites et n'est pas utilisé pour décrire les composants des
médicaments. Les matiéres premieres peuvent provenir de sources minérales, végétales ou
animales, et sont souvent désignées comme des "principes actifs traditionnels". Cependant, la
plupart des principes actifs utilisés aujourd'hui sont synthétisés chimiquement de maniére

Complete ou semi-synthétique a partir de substances naturelles. Les avancées biotechnologie,
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telles que les techniques de fermentation et de génie génétique, permettent également la
production de molécules complexes par des organismes vivants. Les principes actifs synthétises
chimiquement ou produits par biotechnologie sont habituellement présentés sous forme de
poudres ou, occasionnellement, de solutions (Burnand & Clarke, 2006).
B. Les excipients

Les excipients sont des substances, qu'elles soient d'origine chimique ou naturelle, qui sont
utilisées dans les médicaments pour faciliter leur utilisation, mais qui n'ont pas d'effet curatif
ou préventif en eux-mémes. Ces excipients sont classés en fonction de leur réle dans le
médicament, notamment en tant qu'agents de liage, diluants, intermédiaires, colorants,

édulcorants ou conservateurs (Aiache et al., 2001).

1.3. L’action de meédicament

Elle est en général engendrée par une molécule inchangée ou dans certains cas par une molécule
partiellement ou substantiellement modifiée.

Dans la chimio-thérapeutique anti-infectieuse et antiparasitaire, chaque classe de molécule
active a son propre mécanisme d’action sur les micro-organismes.

Pour le traitement des maladies qui se déclarent en 1'absence de germes pathogenes, I’ ACTION :
- A une simple propriété chimique (alcalinisation, acidification, effet osmotique).

- Chaque classe de médicaments a son cible dans 1’organisme : la molécule active réagit avec
une entité moléculaire appelé le RECEPTEUR, «Corpora non aguntnisifixatay» ¢’est-a-dire (les
substances médicamenteuses n'agissent pas, si elles ne sont pas fixeées) .Une action
pharmacologique médiée par des récepteurs, engendre une séquence d'événements cellulaires,

gue I'on peut schématiser ainsi :

M+R —» M-R —» ACTION PHARMACODYNAMIQUE —>» EFFET THERAPEUTIQUE

M : la molécule de médicament

R : le récepteur
L’ACTION PHARMACOLOGIQUE : étant appelée aussi 'ACTIVITE Intrinseque.

L'action est donc une consequence biologique de la fixation préalable de la molécule active
sur un récepteur (M.Shorderet et al, 1998).
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1.4. L'autorisation de mise sur le marché (AMM)

Pour étre commercialisé en Algérie, il est nécessaire que le médicament obtenu une autorisation
de mise sur le marché (AMM) dans son pays d'origine, ainsi qu'un certificat du produit
pharmaceutique (CPP) et un certificat de libre vente (CLV), ou tout autre document émis par
les autorités réglementaires pharmaceutiques attestant de son enregistrement et de sa

commercialisation dans le pays d'origine.

L'obtention de I'AMM repose sur I'évaluation d'un dossier soumis par le laboratoire, visant a
évaluer I'équilibre entre les benéfices et les risques du médicament, en se concentrant
notamment sur les éléments suivants :
e Ladéemonstration de son efficacité pour les indications revendiquées, en tenant compte
du profil des patients ciblés et de la posologie recommandée ;
o Les effets indésirables potentiels associés a son utilisation et leur fréquence, recueillis
lors des études ;
e La qualité chimique, biologique ou microbiologique du médicament (substance active
et produit fini), ainsi que la qualité des processus de fabrication.
Une fois 'AMM obtenue, le laboratoire a le choix de commercialiser ou non le médicament.
Cependant, si le médicament n'est pas commercialisé dans les trois années suivant l'obtention
de I'AMM, celle-ci devient caduque. L'AMM est initialement délivré pour une durée de cing
ans, pouvant étre renouvelée par la suite sans limitation de durée, a moins que I'Agence
Nationale de Sécurité du Médicament et des Produits de Santé (ANSM) ou I'Agence européenne
des médicaments ne décide, pour des raisons de pharmacovigilance, de procéder a un

renouvellement supplémentaire de cing ans (Journal officiel ,2021).
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1.5. Pharmacocinétique de médicament

La pharmacocinétique des antibiotiques a été tres étudiée ces derniéres années. C’est 1’étude de
la cinétique dés les processus (ADME) d'absorption, de distribution et métabolisme
(transformation en produit actif ou inactif) et d'excrétion en pharmacocinétique et leurs
réponses pharmacologiques, thérapeutiques ou toxiques chez I’homme et les animaux. Voir la
figure (02) qui présente les principes clés de la pharmacocinétique par I’acronyme ADME
(Jambhekar & Breen, 2009).

Pharmacocinétique
Les principes ADME

Absorption
Mode de pénétration

Médicament
g

Métabolisme
Mode de décomposition
4
L»/,‘ . - .
Foie Distribution
Destination

Excrétion
Mode d’élimination

Figure 02 : Les principes clés de la pharmacocinétique par I'acronyme ADME (Eupati.2023).

1.6. Pharmacodynamique de médicament

Il s'agit d'une analyse approfondie de l'interaction entre la substance active et sa cible. Cette
réponse est une composante de I'effet thérapeutique recherché (Eupati,2023). Voir la figure

(03) qui présente le cycle de la pharmacologie.

Principe actif dans un
— médicament
Voies

d’administration

Effet(s)
Pharmacologique(s)

Devenir du médicament dans -p-| Effet du médicament sur le site J
I'organisme [ d’action [

Pharmacocinétique Pharmacodynamie

Figure 03 : Le cycle de pharmacodynamique (Marie, 2020)
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1.7. Les formes pharmaceutiques d’administration des médicaments
La notion de "forme™ dans le domaine pharmaceutique va au-dela de I'apparence physique d'un
médicament. Elle se référe a la "forme galénique”, qui englobe la présentation spécifique par
laguelle le médicament est administré. Chaque forme galénique présente des caractéristiques
distinctes, elle est congue pour répondre a des besoins spécifiques (Boulanger T, 2014). 1l est
primordial de suivre attentivement les précautions d'utilisation mentionnées dans la notice du
médicament afin d'assurer une efficacité maximale et de garantir la sécurité de son utilisation
(Roger, 2021).

Il y’a trois principales voie : la voie sous cutanée (SC) ; voie intraveineuse (IV) ; voie
intramusculaires (IM), et d’autres voies moins utilisées : la voie intradermiques (ID) ; voie
intrarachidienne ; voie intra artérielle ; voie intracardiaque (Kassa et al, 2010). Voir la figure

(04) qui présente les types des formes galéniques.

CLASSIFICATION EN FONCTIONDE :

VOIE ADMINISTRATION ETAT PHYSIQUE
— Orale
L i SOLIDES
— Eectale
LIQUIDES
— Vaginale
EE—— Pt PATEUSES
— Eespiratoire
AEROS0LS
— Ophtalnigue

—  Auncolaie [ Nazale

Figure 04 : Les types des formes galinique Gozalo (2009).
Le choix d’une voie d’administration dépend :
- Type d’action souhaité, seclon qu’on recherche, exemple : une action locale ou genérale ;

- Circonstances de I’administration, exemple : situation d’urgence, volume important a
administrer, nature et composition particuliere du médicament etc. (Moulin & Coquerel,
2002).
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Les formes existantes sont généralement classées en fonction de la voie d’administration du

meédicament tel que : la voie orale ; voie parentérale ; et autres voies.

1.7.1. La voie orale

La voie orale est une voie d’administration des médicaments qui consiste a I’avaler par la voie

buccale. Le tableau (01) ci-dessous résume des formes de médicaments utilisées par la voie

orale.

Tableau 01 : Les formes pharmaceutiques de la voie orale (Brossard et al., 2016).

La voie orale

Formes liquides (action plus rapides)

Formes solides (une langue conservation)

- Sirops

- Potions

- Emulsions et suspensions buvables
-Solutés divers

- Ampoules des solutés buvables

- Huiles

...se sont des formes multidoses

- Comprimés

- Cachets

- Sachets

- Capsules

- Ampoules buvables.
- Gélules

- Granules

... se sont des formes unitaires
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1.7.2. Autres voies
Autres voies sont existées, tel que la voie rectale ; vaginale ; respiratoire ; ORL ; cutanée ;
ophtalmique ; pulmonaire et leurs formes pharmaceutiques sont résumeé dans le tableau (02) ci-

dessous.

Tableau 02 : Les formes pharmaceutiques selon les voies d'administration Gozalo (2009).

La voie d’administration La forme pharmaceutique

«» Lavoie rectale Suppositoires
Pommade rectale

Capsule rectale

Lavement

+» Lavoie vaginale Owvules

Capsules vaginales
Comprimes vaginaux

Solutés ; Creme ; Gelées vaginales

+» La voie respiratoire Inhalations ; Aérosols
% Lavoie ORL (nasale, |Bains de bouche
buccopharyngée, Bollutor
auriculaire) ollutoires
Pommades
Aérosols
Goutes nasales
«» La voie cutanée / Pommades
percutanée Crémes
Lotions
Liniments
Gels

Dispositifs transdermiques (patchs)

% La voie ophtalmique Collyres ; Solutés d’irrigation ; Pommade ophtalmique

 La voie pulmonaire Dispositifs
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1.7.3. Voie parentérale
La voie parentérale désigne une méthode d’administration de médicaments que se fait par une
voie autre que digestive, C’est la nutrition par voie entérale (Humbert-delaloye, 2013). Elle
englobe donc les injections par sous-cutanée (SC), intradermique (ID), intraveineuse (1V),
intramusculaire (IM), intra-artérielle, intracardiaque, intra articulaire et intrarachidienne. 1l y’a
deux formes principales sont appliquées. La forme liquide, généralement sous forme de
solution, d'un médicament est couramment utilisée, parfois sous forme d'émulsions ou de
suspensions soit directement, soit apres dilution, et la forme solide existe en poudres a diluer ;
implants (Berard, 2021). Les diverses préparations injectables administrées par la voie

parentérale sont les suivants :

A. Préparations injectables

Les préparations injectables sont des solutions, des émulsions ou des dispersions d’une

substance active et les adjuvants (suspensions stérile) (Berard, 2021), compose de :

- L’eau pour préparations injectables ;
- Un liquide non aqueux approprié ;
- Un mélange de deux liquides, s’ils sont miscibles I’un a I’autre.

B. Préparations injectables pour perfusion

Les préparations injectables pour perfusion sont des solutions aqueuses ou des émulsions a
phase externe aqueuse stériles, normalement isotonique au sang. Elles sont destinées a étre

administrer en grand volume (Palliez, 2000).
C. Poudres pour préparations injectables ou perfusion

Les poudres destinées a la préparation d'injections ou de perfusions sont des substances solides
stériles, contenues dans des récipients finaux. Apres agitation avec la quantité appropriée de
liquide stérile prescrite, elles se dissolvent rapidement pour former une solution pratiquement

limpide ou une suspension uniforme (Le Hir, 2009).
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Le tableau (03) présente les deux formes de la voie parentérale

Tableau 03 : les formes pharmaceutiques de la voie parentérale (Nouvel & Lepape, 2015).

La voie parentérale (1V, IM, SC)

“FORME LIQUIDE”’ “FORME SOLIDE”’
Préparations Préparations injectables | Poudres pour préparations
injectables pour perfusion injectables ou perfusion

Unidoses Multidose s Unidoses
Exemple : Exemple : Exemple :
-Ampoule autocassable |- Solution de perfusion -Poudres a reconstituer avec
o : un solvant
_Amp0u|e Cy||ndr|que - Flacon pour pIUS|eurS
injections - Implants
A ‘ ‘ ampoule
8 > & cylindrinque
' ) ampoule 2ml
% 1-20 ml
>’
ampoule souvent
autocassable avec un conservateur
7o .

flacon pour solution
plusieurs injections, de perfusion
toujours avec 500-1 000 ml
un conservateur 50-100 ml j 8

Figure 05 : les formes pharmaceutiques de la voie parentérale (Berard, 2021).

10
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1.7.3.1. Propriétés des préparations parentérales

Les préparations parentérales sont des formulations stériles congues pour étre administrées par

injection, perfusion ou implantation dans le corps humain ou animal. Elles sont préparées selon

des procédures rigoureuses visant a garantir leur stérilité, a prévenir l'introduction de

contaminants, la présence de substances pyrogénes et la prolifération des micro-organismes
(Woussi Djewe, 2012).

Limpidité, le controle optique d’une préparation injectable comprend d’une part le
contrle de son aspect, et sa coloration. La solution injectable est transparente et ne
contient presque pas de particules lorsqu'elle est inspectée dans des conditions de visibilité
appropriées (Labrude, 2015).

Neutralité, le pH joue un réle important dans la production des injectables car il
détermine la tolérance de I'organisme et donc sa stabilité, sa conservation et son activité.
Pour les fluides corporels (sang, lymphe et liquide céphalo-rachidien), le pH est
d'environ 7,35 a 7,40. Par conséquent, nous cherchons a ne pas trop nous éloigner de la
neutralité dans les formulations injectables (Le Hir, 2009).

Isotonicité, la pression osmotique de l'injection doit étre proche de celle du plasma pour
éviter une osmose de I'eau a travers la membrane. C'est un parameétre trés important pour
les solutions 1V (Boulsa, 2014).

Stérilité, aucun micro-organisme, vivant ou revivifiable. La stérilité est testée avant la
commercialisation et lors de l'installation de la perfusion, et toutes les précautions de
stérilité doivent €tre mises en ceuvre pour éviter la contamination septique de la perfusion
(European pharmacopoeia commission, 2012).

Apyrogénicité, la préparation pour injection doit étre apyrogene, c'est-a-dire qu'elle ne
contient pas de substances susceptibles de provoquer une élévation soudaine de la
température corporelle lors de I'injection, qui peuvent étre produites par des bactéries, en
particulier des endotoxines présentes dans la paroi gram négatif pour les bactéries, les

virus, les champignons et les levures (Bruneaux, 2002).

La voie parentérale est trés importante vue les avantages qu’elle présente tel que :

Action rapide ;

Action secondaires des médicaments sur le systeme digestif écartent ;
Destruction des substances actives par les sucs digestifs évitées ;
Absence de dégott du a I’odeur ou a la saveur ;

Possibilité d’action thérapeutique localisée ;

11
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- Absorption intégrales des médicaments assurée (Le Hir, 2009) ;
- La voie intraveineuse est largement utilisée, notamment dans un contexte d’urgence ;
- Instabilité hémodynamique ou pour administrer des médicaments sans alternative par

voie orale (Rwabihama et al., 2006).

1.7.3.2. La production injectable

La production injectable nécessite de se prémunir et de controler et maitriser les contaminations
internes. Cela est devenue un enjeu crucial de nombreux secteurs d’activités variés, ces secteurs
présentent des besoins distinctifs et spécifiques, il en résulte une variété d’appellation utilisées
pour distinguer les zones ou il est nécessaire de contréler la présence des microorganismes tels

que : les salles propres ; salles blanches ; zones a atmospheére contr6lée.

1.7.3.2.1. Zones a atmosphere contrdlée

La production des médicaments injectables doit s’effectuer dans des installations appelées les
zones a atmospheres contrdlées (ZAC), qui sont des zones de production spécialement congues
pour maintenir un environnement contrdlé et propre, en limitant I'exposition des produits a des
contaminants externes. Elles sont congues pour répondre a des normes spécifiques de propreté
de l'air, de la température, de I'humidité et de la pression différentielle, afin de minimiser le

risque de contamination microbiologique ou particulaire (Maia et al., 2008).

Ces zones (ZAC) sont classées en fonction de leur niveau de propreté (figure 04), on distingue

04 classes :

Classe A : Les emplacements ou des opérations a haut risque sont effectuées comprennent le
point de remplissage, les zones ou sont positionnés les bols vibrants de bouchons, les

ouvertures d'ampoules et de flacons, ainsi que les points de raccordement aseptiques ;
Classe B : Opérations de préparation et de remplissage aseptiques ;

Classe C et D : Destinées aux étapes de moindre criticité dans la fabrication des médicaments
stériles (Brossard et al., 2016).

12
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Figure 06 : Architecture de la zone ZAC(ER2i, 2017).

/

Selon BPF les criteres établis par les autorités sanitaires et les normes internationales. Le
personnel qui travaille dans ces zones doit également suivre des protocoles stricts de sécurité et
de stérilité, et porter des vétements de protection, tels que des combinaisons, des gants, des
masques et des casques, afin de minimiser les risques de contamination. Ces normes peuvent
inclure des installations, de formation du personnel, de contréles de qualité, de validation des

procédés et d'inspection réglementaire (Brossard et al., 2016).

1.7.3.2.2. Mode de stérilisation de la zone ZAC

La stérilisation des zones ZAC est effectuée a 1’aide de plusieurs méthodes pour garantir un
environnement propre et exempt de contaminants. Les méthodes couramment utilisées sont : la
stérilisation par filtration ; rayonnement ultraviolet UV ; chaleur ; certains gaz (formaldéhyde)
(Bonnefoy et al., 2002).

A. Formaldéhydes

Le formaldéhyde est une substance utilisée sous forme gazeuse ou en solution aqueuse. Il est
bactéricide, fongicide, tuberculocide et virucide. 1l perd de son efficacité en présence de
protéines. Cela signifie que les agents enfermés, par exemple dans des crachats, du pus ou du
sang ne peuvent étre atteints. De plus, le formaldéhyde est utilisé comme agent désinfectant
dans de nombreux médicaments et produits cosmétiques destinés aux étres humains. Il joue
également le réle d'antiseptique dans les produits médicaux et biologiques destines aux
animaux, ainsi que dans les fongicides, les textiles et les liquides utilisés dans le processus
d'embaumement. La stérilisation par le formaldéhyde, LTSF (Low Temperature Steam
Formaldéhyde) ne doit pas étre confondue avec la désinfection au formol (Eickmann, 2014).
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o Appareillage

Stérilisateur a formaldéhyde s’agit souvent de stérilisateurs mixtes, soit par la vapeur seule
(températures habituelles de stérilisation par la vapeur), soit par formaldéhyde/vapeur a 55 ou
80 °).

® Principe

Mise a profit des propriétés bactéricides, sporicides, fongicides et virucides du formaldéhyde
dans une enceinte soumise préalablement au vide et a humidité contrélée, a 55 °C ou 80 °C
(Bonnefoy et al., 2002).

1.7.3.2.3. Contro6le de qualité des produits injectables

Le contrble de la contamination est une science interdisciplinaire pour le contrble des
environnements intérieurs, I'objectif principal de cette technologie est de réduire la possibilité
que des contaminants critiques influencent négativement le produit final, l'installation de

production, en utilisant un air contr6lé et propre (Ramstorp, 2008).

Il existe deux méthodes de contrdle de qualité concernant d’une part la stérilité des préparations
et d’autre part la bio-contamination des surfaces du local de préparation. La méthode employée
a été validée I’étude de tours montrant 1’absence d’activité antimicrobienne des produits
injectables. En pratique, il s’agit d’un ensemencement direct de différents milieux de culture
liguides comme décrit dans la Pharmacopée européenne Ve édition, ces controles permettent
de caractériser, de quantifier et de suivre dans le temps cette bio-contamination. D’autres part
le contr6le de I’aérobio-contamination, permet de compléter ce travail en recherchant les micro-
organismes presentent dans 1’air du local de préparation par 1’utilisation d’un bio-collecteur a

impaction (Maia et al., 2008).
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A. Les méthodes de controle de contamination

Dans la phase de la production injectable, le contrdle de la contamination repose sur 1’utilisation

des bio-collecteurs par les méthodes de Bio-Test et Swab-Test.

A.l. Bio-Test d’air
Le bio-collecteur permet de dénombrer les microorganismes présentent dans un volume d’air

prélevé, I’air aspiré passe au travers d’une grille perforée par 300 pores de 0.6 mm de diametre.

Aprés le passage par les pores, il impacte sa surface d’une boite de Pétri (Serrayet, 2014).

Entrde dair
Gerille Boite de Petri -
ddvissable

Andmométre u
Bloc
aspirant

Sortie d'air -
Module de
paramétrage

Figure 07 : Eléments de I'appareil bio-collecteur d'air (Serrayet, 2014)

A.2. Swab-Test des surfaces

L'échantillonnage par écouvillonnage est utilisé pour détecter les contaminants organiques et
inorganiques (poussieres, pesticides, métaux, dérive de pulvérisation, résidus de contaminants,
etc.) sur différentes surfaces. La technique est plus efficace sur les surfaces lisses telles que le
verre, le métal (y compris les tuyaux), les surfaces peintes et les surfaces de végétation lisses
telles que les feuilles (Bonnefoy et al., 2002).
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I1. Les antibiotiques

11.1. Définition et historique

Les antibiotiques (du grec anti : contre, et biotikos : qui concerne la vie)

Les antibiotiques (ATB) sont des substances naturelles ou synthétiques qui agissent
spécifiquement et a faible dose afin d'induire la lyse (effet bactéricide) ou I’arrét de la croissance
(effet bactériostatique) des bactéries a 1I’exception notable des virus. Leur utilisation a permis
une avancée majeure en médecine humaine et vétérinaire pour le traitement de maladies
infecticuses, permettant une augmentation notable de I’espérance de vie. Il existe une grande
variété d’ATB, la plupart sont des dérivés de molécules naturellement produites par les
microorganismes. Les ATB se fixent au niveau de leur cible et perturbent les processus
cellulaires (FAUCHER, 2018).

Le premier ATB a été découvert en 1928 par Alexandre Flemming (SEBBAH, 2010), qui a
découvert par hasard qu’une ou des substances produites par un champignon, Penicillium

notatum, il s’agit de la pénicilline.

I1.2. Choix d’un antibiotique
Le choix d'un ATB pour la prophylaxie antimicrobienne est basé sur des parameétres

microbiologiques, pharmacocinétiques, chimiques et pharmacodynamiques

La connaissance des parametres pharmacodynamiques tels que l'activité bactéricide, I'effet
post-antibiotique, l'activité sur les facteurs de virulence (adhésion bactérienne), permet d'affiner

le choix de I'ATB et d'optimiser sa posologie.

Lors de la sélection d'un ATB pour traiter une infection chez un patient, le médecin évalue
attentivement la bactérie la plus susceptible d'étre responsable, étant donné que chaque ATB
est efficace uniquement contre certains types de bactéries. Dans le processus de choix d'un

ATB, les médecins prennent en considération les facteurs suivants :

e Lanature et la gravité de l'infection.

e L 'état du systeme immunitaire du patient, qui peut soutenir I'action du médicament contre
I'infection.

e Les éventuels effets secondaires associés a l'utilisation du médicament.

e Le risque d'allergies ou d'autres réactions graves au médicament.

e La clairance rénale, qui peut varier en fonction de I'dge du patient.
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Ces éléments sont pris en compte afin d'optimiser le traitement antibiotique en choisissant le
médicament le plus approprié pour cibler spécifiquement la bactérie responsable de I'infection,
tout en tenant compte des caractéristiques individuelles du patient et des risques potentiels liés
a l'utilisation de I'ATB (Brain J Werth ,2022).

11.3. Classification et mode action des antibiotiques

Les ATB se répartissent en plusieurs familles, parmi lesquelles les B-lactamines (pénicillines
et céphalosporines), les macrolides, les aminosides, les cyclines et les quinolones sont les plus
courantes. Ces familles d'ATB peuvent étre regroupées de maniere schématique selon quatre

mécanismes d'action principaux :

o Inhibiteurs de la synthese des enveloppes bactériennes : Ces ATB agissent en
perturbant les processus impliqués dans la formation des enveloppes bactériennes, ce
qui altere leur structure et leur fonction ;

« Inhibiteurs de la synthése des protéines : Ces ATB interferent avec la synthése des
protéines bactériennes, perturbant ainsi la capacité des bactéries a se multiplier et a
survivre ;

« Inhibiteurs de la synthése des acides nucléiques : Ces ATB ciblent la synthése ou la
fonction des acides nucléiques, tels que I'ADN ou I'ARN, au sein des cellules
bactériennes, ce qui entrave leur réplication et leur expression génétique ;

o Inhibiteurs de la synthese de I'acide folique : Ces ATB perturbent la voie métabolique
responsable de la synthese de I'acide folique, un cofacteur essentiel a la croissance et a
la survie des bactéries.

« |l convient de noter que certains ATB peuvent agir selon des mécanismes d'action plus
complexes ou encore peu compris. Ces mécanismes peuvent impliquer des interactions
multiples avec les processus cellulaires bactériens, ce qui rend leur classification plus
complexe (Vidal, 2023). Voir la figure (08)
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(1) Inhibition de la synthese (2) inhibition de la synthase
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique

||‘ (\f ‘I' ||
| Al

Inhibition de la N\
synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de 'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 08 : Les mécanismes d'action (cibles) des antibiotiques (Vidal, 2023).

Les grandes familles d’ATB peuvent se faire selon les critéres suivants :

o Leur origine : naturel ou produit par synthése (synthétique ou semi synthétique) ;

e Leur spectre d’activité, c’est-a-dire 1’ensemble des espéces sur lesquelles les
antibiotiques sont actifs (spectre étroit ou large) (SEBBAH, 2010) ;

o Les instructions relatives a l'utilisation des antibiotiques sont intrinséquement liées a
leur spectre d'activité et a leur répartition dans les divers organes ;

e Leur voie d’utilisation ;

e Leur mode d’emploi et leur fréquence ;

o Leurs effets indésirables : L’apparition d’un effet indésirable grave limite 1’utilisation

ultérieure des médicaments appartenant a la méme famille (Vidal, 2022)
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Le tableau (04) illustre la classification et la dénomination commerciale internationale (DCI)
des trois antibiotiques intéressants dans notre étude : AMOXYPEN ®, GECTAPEN®,

CLAMOXYPEN ® (Amoxicilline +acide clavulanique).

Tableau 04 : La classification des antibiotiques de la famille f-lactame (ANTIBIO-

RESPENSABLE, 2018.)

FAMILLE DCI
Pénicilline du Amoxicilline
A
grope Amoxicilline
+Acide
clavulanique
INHIBITEURS Ampicilline
DE LA Ampicilline +
SYNTHESE DES |BETA- PENICILLINES Sulbactem
ENVELOPPES LACTAMES
BACTERIENNES Pénicilline du Pénicilline G
groupe G et V =
benzylpénicill
-ine sodique
Pénicilline du
groupe M

Carboxypénicillines

Uréidopénicillines

Aminidopénicillines

Témocilline

CARBAPENICILLINE

MONOBACTAME

CEPHALOSPORINES
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11.4. Antibiotiques p-lactamines
Les B-lactamines est une famille d’ATB tres homogéne aux plans structural, pharmacologique
et thérapeutique, le caractére structural commun est : le noyau B-lactame est instable en milieu

acide, cette instabilité interdit pour certaine utilisation par la voie orale.

Par ailleurs, ce noyau est sensible aux enzymes bactériennes appelées -lactamases qui sont
produites par certaines bactéries résistantes, d’ou I’intérét en thérapeutique d’utiliser des
inhibiteurs dep-lactamases (Acide clavulanique, sulbactam, tazobactam) pour améliorer
I’activité de certainesp-lactamines sensibles aux B-lactamases. Cette classe d’ATB est la

survenue possible d’allergie (Buxeraud & Faure, 2016).

11.4.1. Les principaux groupes dep-lactames

11.4.1.1. Les pénicillines

A. Historique
- En 1928, a I’hopital St.Mary’s de Londres ,Alexandre Fleming observa au cours

d’expériences nécessitant de la culture de staphylocoques au milieu solide en boites de pétri,
I’une de ces boites avait accidentellement souillées par un penicillium notatum (Lespagnol et
al., 1977).

- En 1929, Fleming publie sa découverte et signale les possibilités thérapeutiques et la

dénomination d’un principe doué de propriété bactériostatique (Morin & Gorman, 1977).
- En 1932, I’instabilité de produit parut étre un obstacle a son usage.

- En 1940, Les premiers essaies in vivo de la pénicilline sue les souris infectés par
streptocoques (Lespagnol et al., 1977).

- En 1941, les premiers résultats cliniques furent publiés par Abraham, Chain, Florey etc.,
a partir de cette époque le développement des pénicillines sont utilisées pour le traitement des
nombreuses affections microbiennes, ainsi que les recherches et les découvertes bénéfiques,

voir la figure (09) qui présente la structure chimique de la pénicilline (Lespagnol et al., 1977).

A

s

o P
~Z—OH
O/‘—‘

Figure 09 : La structure chimique de la pénicilline (Moulin & Coquerel, 2002).
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Les pénicillines peuvent étre classées en quatre groupes principaux sont :

e Les pénicillines naturelles sensibles aux pénicillinases (les plus anciennes), représentées
par la benzylpénicilline (pénicilline G) et les phénoxyméthyl pénicillines orales (pénicilline
V). La benzylpénicilline est administrée par la voie parentérale sous forme d’injection par
voie (IM) ou (IV) utilisée dans le traitement des affections a germes Gram positif et quelques
Gram négatif. Elle perd leur activée par hydrolyse au niveau du tube digestif ;

e Les pénicillines du groupe M résistantes aux penicillinases ;

e Lespénicillines du groupe A a spectre élargi (Aminopénicillines) hémi-synthétiques, leur
spectre antibactérien est élargi vers les bactéries a Gram négatif, administrables par la voie
orale, elles comprennent 1’ampicilline (éventuellement associée au sulbactam) et les
analogues de I’ampicilline (amoxicilline éventuellement associée a I’acide clavulanique ;

e Les pénicillines antipyocyaniques : Les uréidopeénicillines, telles que la combinaison de
la pipéracilline avec éventuellement le tazobactam, ainsi que les carboxypénicillines,
tellesque la combinaison de la ticarcilline avec éventuellement I'acide clavulanique et la
témocilline, sont des types d'antibiotiques ;

e |l existe un adjuvant de la pénicillinothérapie : Le probénécide (Bénémide®), cet inhibiteur
de I’excrétion (Buxeraud & Faure, 2016).

B. Allergie a la pénicilline

L'allergie a la pénicilline est fréquemment observée parmi les réactions allergiques induites par

les médicaments, sous-tendue par un mécanisme immunologique. Bien souvent, il ne s’agit pas

de réactions immunoallergiques a I’ATB, mais d’une infection intercurrente ou encore d’effets
secondaires pharmacologiques de la molécule. Selon les données établies a partir d’enquétes

menées, principalement en milieu hospitalier, 8 a 10% de la population se déclare allergique a

la pénicilline.

Certains facteurs semblent étre liés a la présence d’une allergie a la pénicilline, comme

I’eczéma, I’asthme et les éruptions cutanées sont les plus fréquemment décrites. La difficulté

de I’imputabilité de ces manifestations a I’allergie, en particulier chez les enfants, rend compte

de I’incertitude du pourcentage réel de la population atteint d’allergie a la pénicilline (Branellec

et al., 2008).
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11.4.1.2. Les autres p-lactames

Les autres groupes de B-lactames sont synthétises dans le tableau suivant

Tableau 05 : Les - lactames et leurs caractéristiques (Buxeraud & Faure, 2016).

Autresp-lactamines Caractéristiques

- Inscrits en liste | et soumis a prescription hospitaliere
Les carbapénémes
- Une stabilité élevée contre 1’hydrolyse par les B-lactamases.

- Monocycligues.
Les monobactames
- Prescription hospitaliére et administré par voie IM ou IV.

- L’acide clavulanique est la seule molécule commercialisé

Les oxapenames (comme inhibiteur de B-lactamase).

- Association avec un ATB.Exemple :

(Augmentin® : amoxicilline + acide clavulanique) et

(Claventin® : ticarcilline + acide clavulanique).

- Stables en milieu acide

- Mal résorbées dans le tube digestif

Les céphalosporines | - Destinée par voie parenterale.

- Leur élimination est rapide

- Opérer par voie rénale, voire par métabolisation hépatique

dans certains cas.

11.5. Antibiotiques non p-lactamines

Les ATB non B-lactamines sont tous les ATB qui n’ont pas le noyau -lactame dans sa forme
structurale et se sont des inhibiteurs de la synthése des protéines ou des acides nucléiques tel
que : Les sulfamides ;les aminosides ; les glucopeptides ; les oxazolidinones ; les cyclines ;
les aminosides ;les macrolides ; les quinolones ; autres antibiotiques(Fischbach & Walsh,
2009).
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Les antibiotiques sont considérés parmi les découvertes les plus importants dans la médecine
moderne qu’ont sauvée des millions de vies chaque année, mais leur efficacité est menacée car
les bactéries peuvent s'adapter et résister a ces derniers. Ce sont les bactéries, et non les étres
humains ou les animaux, qui deviennent résistantes. C'est donc on parle de résistance lorsque

les bactéries deviennent insensibles aux antibiotiques (Veyssiere, 2020).

Avant la commercialisation de la pénicilline, une pénicillinase bactérienne fut decouverte
(enzyme clivant et désactivant inhibant I’activité de la pénicilline). Ceci est un exemple de la
résistance naturelle que posseédent certaines bactéries a I’encontre des antibiotiques (Zial,

2014).
|.1. Définition de ’antibiorésistance

La résistance est une description de l'insensibilité relative d'un micro-organisme a un traitement
particulier. Elle est apparue rapidement apres leur introduction dans le traitement des maladies
infectieuses (Kummerer, 2009).

La résistance bactérienne est déefinie comme la capacité des bactéries a résister aux effets des
antibiotiques ou des biocides censés les contrbler ou les tuer (Ziai, 2014). D'un point de vue
bactériologique, cette souche bactérienne se distingue par sa capacité a survivre et a se
multiplier malgré la présence d'une concentration d'antibiotique qui inhibe normalement la

croissance de la plupart des autres souches de la méme espéce (Acar et al 1989).

Ce phénomeéne de résistance est di a plusieurs facteurs tels que I’utilisation sous-optimale des
antibiotiques au cours des traitements (Bouyahya et al., 2017), les facteurs épidémiologiques
d’antibiotiques, caractéristiques des patients, origine du les souches et la situation (Odonkor
& Kennedy K, 2012) geographique font partie des facteurs contribuant a des taux de résistance
tres variables (Odonkor& Kennedy K, 2012).
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1.2. Les types de la resistance bactérienne

La résistance bactérienne aux antibiotiques peut étre classée en deux types essentiels, la
résistance naturelle et la résistance acquise.

1.2.1. La résistance naturelle

La résistance naturelle existe naturellement chez tous les membres d'un genre ou d'une espece
bactérienne (Bouyahya et al., 2017) . Elle est programmée sur le génome bactérien donc est
constante a I’intérieur du taxon (Ros, 1999), comme la résistance de Pseudomonas aeruginosa
a la pénicilline G (Bouyahya et al., 2017) et K. pneumoniae résistant aux pénicillines
(amoxicilline, ticarcilline) par production d’une B-lactamase de classe A (Veyssiere, 2020).
11.2.2. La résistance acquise

La résistance acquise existe chez certaine souche de la méme espece bactérienne ou du méme
genre naturellement sensible a un antibiotique y deviennent résistantes qui nécessite des
mutations ou des transferts de génes résistant d’une bactérie résistante vers une bactérie
sensible, via un élément mobile (plasmide ou transposons) (Veyssiere, 2020).

En génétique, il existe deux voies distinctes pour acquérir une résistance, soit des mutations
dans le génome, on parlera alors de transmission verticale a la descendance (Courvalin, 2008)
faisant référence a 1’hérédité (FAUCHER, 2018), soit I’acquisition d’information génétique
étrangere, en provenance d’autres bactéries, par transfert horizontal. Ce phénomeéne de
résistance aux agents chimio-thérapeutiques, apparait a la suite de mutations et par un transfert

génétique d’une bactérie a une autre (Courvalin, 2008).

A. La résistance par mutations
Les mutations c’est la conséquence d’altérations au niveau de I’ADN existant ou d’erreurs
survenant au cours du processus de réplication, se produisent naturellement au sein de tout
organisme vivant. Face a ces mutations, aux effets souvent déléteres sur la survie d’une cellule
individuelle, les bactéries ont été contraintes de développer des mécanismes de correction et de
réparation de I’ADN. Cependant, ces systeémes ne sont pas non plus a 1’abri des mutations,
créant ainsi des bactéries dites « super mutantes », dotées de capacité d’adaptation plus élevées
lorsqu’elles sont confrontées a un environnement hostile tel que le contact avec d’antibiotiques

(Muylaert & Mainil, 2012).
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B. La résistance par transfert génétique
La résistance par transfert génétique s’explique par I’acquisition d’ADN étranger permettant a
une cellule (receveuse) d’acquérir du matériel génétique provenant d’une autre cellule
(donneuse), sans en étre le descendant direct tel que le transfert de géne horizontal (HGT). Les
transferts horizontaux de genes ont été identifiés au sein des 3 grands domaines du vivant, les

procaryotes, les archees et les eucaryotes (FAUCHER, 2018).
1.3. Les mécanismes de résistance

Plusieurs mécanismes ont évolué chez les bactéries, ce qui leur confére une résistance aux
antibiotiques. Ces mécanismes se subdivisent en deux catégories : les mécanismes

enzymatiques et les mécanismes non enzymatiques.

Les mécanismes de résistance peuvent étre isolés ou associes entre eux. Leur importance

respective varie en fonction de la structure de la paroi bactérienne (Cavallo et al., 2004).
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Figure 10 : Mécanismes de résistance enzymatiques et non enzymatiques aux antibiotiques (FAUCHER, 2018).
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1.3.1. Mécanismes non enzymatiques

Les mécanismes non enzymatiques sont les mécanismes qui fonctionnent sans I’intervention

d’enzyme, utilisant :

e L’impermeéabilité, notamment par la diminution du diamétre des porines (pores au niveau
de la membrane externe) chez les bacilles a Gram négatif(Cavallo et al., 2004) ;(Aksu &
Tung, 2005).

o L’efflux des antibiotiques est I’excrétion du médicament par activation de pompes a efflux
(transporteurs), ces protéines participent a I’homéostasie cellulaire. Il s'agit d'un mécanisme
de résistance particulierement important chez Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter sp
(Bador, 2013) ;(Gonzalez-bello, 2017).

e L'altération de la cible de ’ATB qui entraine une perte d’affinité de 1’antibiotique pour
cette derniére (Courvalin, 2008) peut étre due a des mutations de géne de la cible
mutations dans le géne correspondant a la protéine ou a I’ARN cible, elle peut aussi provenir
de l'ajout de groupements chimiques, comme des méthylations pour les
macrolides(Leclercq & Courvalin, 1991), & des modifications de la cible, ces
modifications entrainent un changement de structure 3D de la cible qui empéche I'action
des ATB et peut étre aussi due a une protection de la cible, une protéine bactérienne peut
aussi se fixer sur la cible de I’ATB pour la protéger, c’est le cas de la protéine Tét(M) qui
se fixe au ribosome pour empécher la fixation des tétracyclines (FAUCHER, 2018).

1.3.2. Mécanismes enzymatiques

Le mécanisme enzymatique est un processus présent chez le micro-organisme par la production
d’une enzyme qui dégrade ou inactive 1’antibiotique. La production enzymatique peut étre

induite par un facteur externe ou constant (Carle, 2009).

Les RB-lactamases sont des enzymes produites par les bactéries et transmises par des
chromosomes ou des plasmides, qui hydrolysent les B-lactamines. D'autres enzymes peuvent
ajouter des groupements chimiques a I’ATB (modification de I’ATB), comme des

acetyltransférases et des phospho-transférases pour les amino-glycosides (FAUCHER, 2018).
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Les béta-lactamases constituent le mecanisme de résistance le plus courant et particuliérement
importantes chez les Gram négatif, tels que les entérocoques qui sont les pathogénes les plus
susceptibles de produire des BR-lactamases transmises par des plasmides et d’hydrolyser les
pénicillines ou les céphalosporines(Carle, 2009)(Wilke et al., 2005) ; (Chemelle et al., 2013).
Les bacilles a gram négatif (BGN), en particulier les entérobactéries, produisent une grande
variété de R-lactamases, ainsi que les bactéries a gram positif, comme le Staphylococcus aureus
(Carle, 2009).

1.4. La surveillance d’antibiorésistance

D'aprés une étude publiée dans la revue scientifique américaine "PNAS" sous le titre
"Augmentation mondiale et convergence géographique de la consommation d'antibiotiques de
2000 a 2015", il a eté constaté que I'Algérie se classe au cinquiéme rang mondial en termes de

consommation d'ATB, suivant la Turquie, la Tunisie, I'Espagne et la Grece.

Le rapport mentionne que la consommation d'ATB en Algérie s'‘éleve a environ 38 doses

déterminées par jour pour 1 000 habitants (Reporters Algérie 2018).

Un premier rapport publié en 2014 par 'OMS sur I'implication essentiellement de sept bactéries
différentes, responsables de maladies graves courantes telles que les infections hématologiques

(septicémie), les diarrhées, les pneumonies, les infections des voies urinaires et la gonorrhée.

Pour cela, un plan d'action mondial pour combattre la résistance aux antimicrobiens, a été
approuve par I'OMS en mai 2015 et dont les objectifs sont notamment d'améliorer la
sensibilisation et la compréhension du phénoméne de résistance aux antimicrobiens ; le
renforcement de la surveillance et la recherche, de réduire I'incidence des infections (SEBBAH,
2010).
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I1.1. L’antibiogramme

L'antibiogramme est une méthode in vitro permettant d'évaluer la sensibilit¢ d'un
microorganisme a un ou plusieurs ATB. Ce test est réalisé en utilisant la technique de diffusion
sur des milieux gélosés, ou des disques contenant des ATB sont placés. De plus en plus
fréquemment, cette technique est également réalisée en milieu liquide a I'aide d'automates (par

exemple le Systéme Vitek 2, Bio Mérieux) (Veyssiere, 2020) .

L'objectif de I'antibiogramme est d'assister le clinicien dans la sélection d'un ATB approprié
pour le traitement d'une infection bactérienne. Il permet également d'exploiter les données pour
surveiller les résistances bactériennes aux ATB et de prédire la sensibilité d'un microorganisme
a un ou plusieurs antibiotiques connus, dans une perspective principalement thérapeutique
(Ziai, 2014).

Boite de Pétri
Pas d’inhibition du
développement : la
bactérie est Développement
résistante a cet bactérien sur la
antibiotique gélose matritive
O Pastilles
@ d’ antibioticques
Réaction
irtermédiaire & O
1’ antibiotique O

Bactérie sensible &
1" antibi oticque

Figure 11 : Schéma représentant un antibiogramme (Haute garonne.gouv, Visite sanitaire, 2019)
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11.1.1. Activite des antibiotiques

La détermination de la sensibilité d’une bactérie a différents antibiotiques est réalisée par
I’antibiogramme qui évalue I’inhibition de la croissance bactérienne par détermination du
niveau de résistance, le niveau de résistance d’une espece bactérienne pour un ATB donné

s'évalue par la mesure de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) (FAUCHER, 2018).

11.1.1.1. Mesures de base de ’activité antibiotique

A- LaCMI
La CMI ou concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration d'’ATB qui inhibe
toute croissance visible d'une souche bactérienne apres 20 + 4 heures de culture a 35°C + 2°C.
Cette valeur caractérise I'effet bactériostatique d'un ATB et permet de déterminer si une souche
est sensible ou résistante a I’ ATB testé (Veyssiere, 2020).
e Une souche dite sensible se compose de bactéries pour lesquelles la probabilité d’un
succes thérapeutique est élevée lors d’un traitement systémique a une posologie habituelle
recommandeée.
e Une souche dite résistante se compose de bactéries pour lesquelles la probabilité d’un
succes thérapeutique est nul quel que soit le mode d’administration et le schéma posologique
utilisé.
e Une souche dite intermédiaire, situé entre les deux catégories précédemment décrites,
se compose des bactéries pour lesquelles le succes thérapeutique est imprévisible (Muylaert
& Mainil, 2012).

B- LaCMB
La CMB ou concentration minimale bactéricide est la plus petite concentration d'ATBlaissant
0,01% ou moins de survivants de I'inoculum initial aprés 20 £ 4 heures de culture a 35°C + 2°C.

Cette valeur caractérise I'effet bactéricide d'un ATB (Veyssiere, 2020).

On considére que si la CMB est <a 4 CMI I’antibiotique est bactéricide et donc tres efficace et
au contraire si la CMB > a 10 CMI, on le considére comme peu efficace, donc bactériostatique
(Veyssiere, 2020).

On consideére si la CMB est > a 20 CMI I’antibiotique est non efficace, donc on considere que

la souche est résistante (Avril et al., 2000).
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11.2. Les antibiotiques pénicilliques et la résistance

Notre étude repose sur l’utilisation de trois types d’ATB injectables de la famille des
pénicillines et leurs efficacités contre le germe résistant. Les dénominations commerciales
internationales DCI des ATB antibiotiques et leurs spectres d’action sont résumés sur le tableau

ci-dessous (06).

Tableau 06 : Les antibiotiques pénicilliques - DCI, spectre d'action (SEBBAH, 2010)

Les antibiotiques DCI Spectre d’activité

-Entérobactéries :

Neisseria méningitidis, humophilus

- influenza B sensible (penicillinase)
AMOXYPEN® Amoxicilline

-Inactifs sur pseudomonas et

actinetobacter

Sterptocoques A,C, G

-Cocci gram + : Streptocoques —

pneumocogue

-Cocci gram - : Neisseria
(méningocoque

GECTAPEN® Pénicilline G
-Bacilles gram +:corynebacterium

diphteriae, bacillus anthracis,

Listeria monocytogenes, Anaérobies

Amoxicilline +acide -Action d’amoxicilline + inhibiteur

clavulanique de pénicillinase
CLAMOXYPEN® q P

Les B-lactamines agissent en se liant aux protéines de liaison a la penicilline qui inhibent un
processus appelé transpeptidation (le processus de réticulation dans la synthese de la paroi
cellulaire), conduisant a l'activation des enzymes autolytiques dans la paroi cellulaire
bactérienne. Ce processus conduit a la lyse de la paroi cellulaire, détruisant ainsi la cellule

bactérienne. Ce type d'activite est appelé destruction bactéricide (Akhavan et al., 2021).
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11.2.1. Amoxicilline sodique stérile (AMOXYPEN®)

L'amoxicilline est une pénicilline semi-synthétique qui est active in vitro contre les cocci a
Gram positif et la plupart des isolats de Proteus mirabilis et Escherichia coli. Son activité in
vitro est assez similaire a I’ampicilline (Bodey& Nance, 1972). Il s'est avére efficace contre un
large éventail d'infections causées par un large éventail de bactéries Gram positives et Gram
négatives chez les humains et les animaux (Kaur et al., 2011).

L'Amoxicilline injectable utilisée par voie veineuse a été parfaitement tolérée, tant sur le plan
local que sur le plan géneéral par tous les malades (Michel et al., 1984). Les germes qui a traité
par I’amoxicilline injectables : Pneumocoque, Streptocoque non hémolytique, Escherichia coli,

Proteus morgane Hemophilus, Enterobacterlique fasciens (Michel et al., 1984).

AMOXYPEN"

Figure 12 : Présentation de l'antibiotique injectable AMOXYPEN® (Photo originale)
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11.2.2. Pénicilline G sodique stérile (GECTAPEN®)

C’est un ATB de synthése naturelle produite par Penicillium chrysogenum par fermentation
(Ball et al., 1975). La premiére pénicilline isolée, il est encore largement utilisé. 1l doit étre
administré par voie parentérale cependant, puis qu'il est labile aux acides et qu'il sera détruit
par lI'acidité de I'estomac (Skold, 2011).

Lorsque de tres fortes doses sont employées, la voie intraveineuse doit étre utilisée et les sels
de potassium et de sodium de la pénicilline doivent étre alternés ou mélangés pour tenter de

prévenir la neurotoxicité (Ball et al., 1975).

La pénicilline G est généralement efficace contre Bacillus anthracis, Clostridia,
Corynebacterium diphtheriae, Listeria monocytogenes et le champignon Actinomyces israelii,
Treponema pallidum, I'agent causal de la syphilis, reste sensible a la pénicilline (Ball et al.,
1975).

GECTAPEN'

Figure 13 : Présentation de I'antibiotique injectable GECTAPEN® (Photo originale)
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11.2.3. Amoxicilline + Acide clavulanique (CLAMOXYPEN®)

Apres I’apparition de résistance d’amoxicilline les chercheurs ont commencé a retrouver des

solutions pour inhiber cette résistance, 1’un de ces inhibiteurs c’est 1’acide clavulanique.

L’acide clavulanique est un métabolite trouvé dans les cultures de Streptomyces clavuligerus,
il a été isolé au début des années 1970 gréace a un programme de criblage de produits naturels
congu pour découvrir des inhibiteurs potentiels des B-lactamases. L’acide clavulanique était le
premier inhibiteur de B-lactamase cliniqguement utile est un inhibiteur « suicide » irréversible
des B-lactamases extracellulaires, démontrant une concentration dépendante et I'inhibition

compétitive. Il a une grande affinité pour la classe A B-lactamases (Finlay et al., 2003).

Cette large gamme de B-lactamases, qui comprend les enzymes TEM et SHV a médiation
plasmodique, se trouve fréqguemment dans les membres des Enterobacteriaceae, Haemophilus
influenzae et Neisseriagonorrhoeae. L’acide clavulanique est un moyen d'améliorer I'activité
des antimicrobiens B-lactamines contre les bactéries pathogenes, que la B-lactamase soit ou non
produite la liaison complémentaire aux PBP pourrait bien étre une explication I'augmentation
de l'activité antimicrobienne observée avec le clavulanate. L’association de clavulanate a
l'amoxicilline augmente a la fois 1'effet d’activité bactéricide et améliore la défense de I'hdte en
augmentant le taux de lI'absorption par les PMN et le taux de destruction intracellulaire (Finlay
et al., 2003).

- —
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AMO XY

SUNEACIDE CLAY

Figure 14 : Présentation de l'antibiotique injectable CLAMOXPEN® (Photo originale)
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I11. Les agents biocides
Les progrés considérables de la santé des populations humaines au cours du 20 eme siécle ont
été largement dus au développement et a la mise sur le marché de composés « biocides »

(médicaments et pesticides).

I11.1. Définition des agents biocides
Le terme «biocide » (bios=vie et cido=tuer)(McDonnell & Russell, 1999).

Ce sont des substances ou des préparations destinées a détruire, repousser ou rendre inoffensifs
les organismes juges nuisibles : champignons, bactéries, virus, rongeurs, insectes...etc.
L’action du produit peut étre chimique ou biologique comme par exemple l'utilisation de
microorganismes bénéfiques. Ces produits ont des utilisations variées, tant dans le domaine
domestique que professionnel ou industriel. 1l convient également de mentionner d'autres
classifications, telles que la catégorie "statique™ qui fait référence aux agents qui inhibent la
croissance des microorganismes (bactériostatiques, fongistatiques et sporistatiques), ainsi que
la catégorie "cide" qui désigne les agents qui ciblent spécifiquement les microorganismes en les
éliminant (par exemple, sporicides, virucides et bactéricides) (McDonnell & Russell, 1999). Il
existe 22 types de produits (TP) biocides répartis en 04 groupes.

Tableau 07 : Les divers groupes et types des agents biocides

Types Groupes

Les désinfectants Humaine ou animale, désinfection des
surfaces, de I’eau potable...

Les produits conservateurs Conservateurs, produits de protection du
bois, des matériaux de construction...

Les produites de lutte Rodenticides, insecticides, répulsifs...

contre les nuisibles

Les autres produits Fluides utilisés pour I’embaumement,

biocides produits antisalissures
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111.2. Notion d'antibiotique, antiseptique et désinfectant

Sous le terme d'agent antibactérien sont regroupées différentes molécules dont biologique, semi

synthétique ou de synthese (Block, 2001).

Geénéralement les antiseptiques et les désinfectants ont un plus large spectre d'activité que les
antibiotiques (McDonnell & Russell, 1999).

Il est clair que les antibiotiques soient généeralement tres sélectifs pour le micro-organisme
contre laquelle ils sont employés. Cela n'est pas valable pour les biocides qui généralement

attaquent la plupart des micro-organismes (Russell, 2003).

Les ATB sont employés principalement pour le traitement des infections bactériennes chez
I'nomme et les animaux, tandis que des antiseptiques et des désinfectants sont utilisés pour leurs

propriétés antiseptiques, désinfectantes et/ou préservatives (Russell, 2002).

Les ATB peuvent étre sélectivement toxiques, tandis que les ATB et les désinfectants peuvent
avoir des effets nocifs sur les bactéries et les cellules humaines et I'application des antiseptiques
a la peau humaine devraient étre a des concentrations qui sont non toxiques (Russell et al.,
1999). Les biocides ont des activités contre les microorganismes dépend 1’efficacité, la toxicité

et I’application, ces points sont résumeés sur le tableau (08).
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Tableau 08 : Les biocides — cibles, efficacité et toxicité et leur application

Biocides

Activité

Efficacité et toxicité

Application

- Empéchent ou

- Généralement en

- A usage humain

détruisent les bactéries | basses - A usage vétérinaire
Antibiotiques | sélectives, contribuant | concentrations - Eaux usées (Pan &

ainsi a guérir (McDonnell & Chu, 2017).

I’infection Russell, 1999)

(McDonnell &

Russell, 1999)

- Détruisent ou - Sont des Dans :

Antiseptiques

empéchent la
croissance des micro-
organismes sur le tissu
vivant (Kahrs, 1995).
- s présentent une
activité
antibactérienne,
antifongique,
antivirale.

antimicrobiens de
surface les moins
puissants, les moins
concentrés et les
moins toxiques
(Kahrs, 1995).

- Domaine médical :
pour le traitement des
plaies et des muqueuses
et la préparation de la
peau avant une
intervention chirurgicale,
bruleurs et d’autres
problémes de peau)

- L’industrie alimentaire
(les surfaces de travail,
les équipements ...)

- L’industrie cosmétique
- L’hygiene personnelle
- Les soins dentaires
(Kahrs, 1995)

Désinfectants

- Détruisent les
microorganismes tel
que la bactérie, les
virus, les champignons
et les parasites ou
empéchent leurs
transmissions sur les
surfaces (sol, poignes.)

-Sont généralement
plus concentrés et
peuvent étre plus
toxiques car ils sont
destinés a étre
utilisés sur des
surfaces plutét que
sur la peau ou les
muqueuses(Maillar
d, 2005).

Dans :

-les hdpitaux et les
établissements de santé
- les industries
alimentaires

- les espaces publics

- les maisons et les
établissements
résidentiels

- I'industrie
pharmaceutique(Martin
& Gouin, 2000).
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Remarque : La concentration d'un biocide dans un produit est d'une importance primordiale
pour son activité antimicrobienne, bien qu'il faut un équilibre entre I'efficacité et la toxicité
(Maillard, 2005).

111.3. Les facteurs influencant

Un arrangement des facteurs affectant I'activité antimicrobienne est essentiel pour s'assurer
gu'un biocide est employé correctement, une partie liée au biocide, certains aux micro-

organismes (Maillard, 2005).
A. Les facteurs liés au biocide

» La concentration d'un biocide : Le facteur qui a probablement le plus grand impact sur
I'activité antimicrobienne est le pourcentage de concentration. Un faible pourcentage de
concentration peut entrainer la survie des micro-organismes sur les surfaces ainsi que dans les
produits, ce qui peut conduire a des infections ou a une détérioration. La survie bactérienne est
souvent liée a une utilisation inappropriée, comme une diminution de la concentration active
des ammoniums quaternaires ou l'incorporation de faibles concentrations dans des dispositifs

médicaux tels que des cathéters (Maillard, 2005).

« Temps de contact : Est également essentiel, les essais standards d'efficacité recommandent
souvent un temps minimal de contact, tel que 1 minute pour l'essai d’hygiénique des mains ou
15minute pour l'essai des désinfectants et des antiseptiques, La diminution de la durée

d'exposition est souvent associée a une diminution I'activité (Maillard, 2005).

« Charge organique : Les substances interférentes (salissures, pus, sang, sérosité, selles ...)
peuvent entrainer une diminution de l'activité des antiseptiques ; cela particulierement

important vis-a-vis des oxydants, et plus particulierement des halogénés (Maillard, 2005).

« L'utilisation concourante : Ce sont essentiellement les phénomenes d'antagonisme et de

potentialisation rencontrés lors de l'utilisation de divers antiseptiques (Martin et Gouin, 2000).

» Temperature : Il est important comprendre I'effet de la température sur l'activité de biocide
dans des situations spécifiques, par exemple, ou efficacité biocide se fonde sur une combinaison
d'inactivation chimique et de la température élevée, ou quand une formulation contenant

préservateur est stocké a une basse température (Maillard, 2005).
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* pH 1l doit de noter gqu'un changement de pH peut modifier I'ionisation de biocide et par
conséquent, son activité, la croissance des micro-organismes, et sa charge globale de surface,
par exemple, l'augmentation du pH améliore l'activité des biocides cationiques (Maillard,
2005).

B. Les facteurs liés a la cellule

* Présence de biofilm : sont des cellules difficiles a éradiquer, susceptible d'étre présent sur
certaines surfaces (Maillard, 2005).

 Type de micro-organismes : aura une incidence sur le choix de I'agent a utiliser, parmi les
micro-organismes les plus résistants a I'exposition de biocide sont les spores bactériennes,
suivies des micro-organismes de mycobactéries, gram négatifs (pseudomonas aeruginosa)
(Maillard, 2005).

« La taille de la population, du fait qu'une fraction égale d'une population microbienne tuée
pendant chaque intervalle. 1l faut plus longtemps pour détruire une population importante, que

pour une population plus petite (Prescott et al., 2003).
I11.4. Notion d'Ethanol, Isopropanol, Eau oxygénée et eau de javel

Il s'agit de comprendre les caractéristiques et les utilisations de différents produits biocides tels

que l'isopropanol, I'éthanol, I'eau oxygénée et I'eau de Javel.

Tableau 09 : Les structures chimiques et I'action des produits biocides (McDonnell & Russell,
1999);(Prescott et al., 2003).

Produits biocides Structure chimique Action

Antisepsie
Isopropanol CH3-CHOH-CH3 Désinfection
Préservation

Ethanol CH3-CH2-OH Antisepsie
Désinfection
Eau oxygénée H-0-O-H Stérilisation
Hypochlorite de sodium Na+ - OCl- Désinfection
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A. lIsopropanol (CsHsO)

L’Isopropanol ou alcool isopropylique est un désinfectant trés souvent employé dans le milieu
médical, I’alcool est principalement utilis¢ pour désinfecter la peau et les plaies. Il permet
également de nettoyer les instruments médicaux et chirurgicaux propre permet d’éliminer les
organismes pathogénes présents. Il démontre une efficacité remarquable contre une multitude
de micro-organismes, englobant les virus enveloppés, les bactéries et les champignons, cet
alcool agit par dissolution de la membrane lipidique des micro-organismes en dénaturant leurs
protéines. Selon son dosage, I’alcool médical aura différentes fonctions, depuis le nettoyage de
la peau saine pour les plus dilués, a la désinfection du matériel médical pour les plus concentres.
Son utilisation courante en tant que désinfectant implique généralement une concentration
variant de 70 % a 99% (Luther et al., 2015).

B. L’éthanol (C:HsOH)
L’éthanol ou alcool éthylique est un antiseptique couramment utilisé dans les hépitaux, les
laboratoires et les pharmacies. 1l présente une efficacité avérée contre divers micro-organismes,
englobant les virus enveloppés, les bactéries et les champignons. 1l est souvent utilisé pour
nettoyer les surfaces et les instruments medicaux avant leur utilisation. 1l est couramment utilisé

a une concentration de 70% a 80% pour un usage comme désinfectant (Eickmann, 2014).

C. L’eau oxygénée (H:0-)
Eau oxygénée ou peroxyde d'hydrogene est un désinfectant et un antiseptique qui est souvent
utilisé pour nettoyer les plaies et les blessures. Elle est efficace contre les bactéries, les virus et
les champignons. Elle peut aussi étre utilisée pour déesinfecter les surfaces et les instruments
médicaux. La concentration courante pour un usage domestique est de 3%, tandis que pour les

utilisations industrielles ou médicales, elle varie de 10% a 35% (Eickmann, 2014).

D. L’eau de javel (NaCIlO)
L’hypochlorite de sodium, communément appelé eau de javel, est un produit chimique
largement utilisé qui demeure parmi les désinfectants les plus efficaces contre les infections
bactériennes et virales (Durliat, 1997), son origine remonte a 1788 (Dorveaux, 2015), son
utilisation courante consiste a désinfecter diverses surfaces. Cependant, il convient de noter
que son application sur la peau et les yeux peut engendre une irritation, ce qui requiert une
manipulation précautionneuse. La concentration de I'eau de javel couramment utilisée est de
5,25% pour un usage domestique. Les concentrations industrielles ou medicales peuvent
varier de 10% a 25% (Durliat, 1997).
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L’intégralité de notre travail a été réalisée au laboratoire de Microbiologie et batiment ’A’’ de
la production pénicillique au site de production SAIDAL de MEDEA (Annexe 01), durant la

période (31 Janvier-23Février) de I’année universitaire 2022/2023.

Le but est d’étudier le profil de la résistance de quelques souches bactériennes isolées de la zone
a atmospheére contrdlé (ZAC) aux ATB injectables (Amoxypen®, Clamoxy®, Gectapen®), et
d’étudier 1’effet des agents biocides qui sont utilisé pour éradiquer les bactéries contaminantes.

I. Matériel

I.1. Equipement, matériels et systémes

Autoclave (Clsa®)
Anse de platine
Balance (GIBERTINI®)
Balance analytique (Sartorius®)
Bec Bunsen
Boites de pétries stériles
Bicher
Bio-collecteur (MAS-100NT®)
Cassette pour le transport des échantillons
Disques vierges
Entonnoir
Ecouvillon stérile
Erlenmeyer
Fiole jaugée
Flacon en verre
Hote biologique
Incubateur
Lames, lamelles
Lecteur des zones d’inhibitions
Micropipette 100-1000 pl (ISOLAB®)
Microscope optique (OLYMPUS®)
Milieu Soja agar (TSA)
Portoir
Pinces
Pipettes graduées stériles
Refrigérateur
Spatule
Spectrophotometre
Vortex (Heidolph REAX 2000®), voir I’annexe (02) qui présente 1’équipement,
matériels et systemes utilisés.

AN N N N N N N N N N N N N N N N N N N SR N NN
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1.2. Réactifs pour I’identification bactérienne

\

Eau physiologique stérile (NaCl 9%o)

Eau distillée stérile

Galeries biochimiques API 20E

Galeries biochimiques APl STAPH

Réactifs de Vogues Proskauer 1 et 2 (VP1 et VP2)
Réactifs de nitrate réductase I et 11 (NR | et NRII)
Réactif de TDA

Poudre de zinc

Réactifs ZYM Aet ZYM B

Réactif de Kovac’s

Violet de Gentiane

Lugol

Alcool 90°

Fushine

Huile de paraffine

LN N N N N N N N N N SR N

Voir I’annexe (02) qui présente les réactifs et solutions utilisés.

1.3. Echantillons
Afin d'obtenir des souches bactériennes capables de résister aux antibiotiques de la famille des
B-lactamines, des échantillons ont été prélevés a partir de la zone a atmosphere contrélée (ZAC)

du batiment "A" dédié a la production des produits injectables pénicilliques.

Les prélévements doivent obligatoirement étre accompagnés d'un bulletin de contrdle
microbiologique de I'air qui comporte les informations suivantes, voir I’annexe (03).

- Date de prélévement

- Nom de produit

- Numéro de lot

- Contrdle effectué avant/pendant la production
- Heure de contréle

- Nombre de personne présente dans la salle

- Points de prélévement : doseuse ; embouchonneuse ; table tournante ; centre de ligne ; centre

de la salle ; pré stérile ; salle autoclave ; étagéres ; Salle VRAC.
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Il. Méthodes

11.1. Collection des germes dans la ZAC

La collection des germes est une étape essentielle et délicate, définie par la pharmacopée
européenne comme une série d'opérations visant & sélectionner une fraction spécifique d'une
substance pharmaceutique. Nos échantillons sont préelevés par un échantillonneur qualifié,
conformément aux procédures internes de SAIDAL, et plusieurs préléevements de 1’air sont
effectués dans la zone a atmosphere contr6lée (ZAC), puis sont transférés au laboratoire
d'analyse, dans des conditions favorables (conditions stériles et a température ambiante) pour
étre incubés dans 1’étuve a 37°C pendant 24h. La collection des germes dans le batiment "A"
est réalisee selon la méthode de biotest par le bio-collecteur. Cette méthode est utilisée pendant

la production de I'Amoxypen®, du Clamoxypen® et du Gectapen®.

BIO-TEST : est un test qui vise a évaluer la stérilité et lI'absence totale de contaminants dans
I'air. Le contréle se fait par deux méthodes selon la pharmacopée, méthode des boites de Pétri
est I'ancienne méthode, ce test consistait & mettre un milieu de culture en contact avec l'air de
la ZAC sur des points critiques, puis a le laisser incuber pendant au moins 4 heures.

Méthode de I'appareil Bio-collecteur, en laissant celui-ci en place pendant 10 minutes a chaque
point critique de la zone a atmospheére contrélée (ZAC). Le Bio-collecteur crée un flux d'air
contrdlé a travers un filtre stérile, permettant ainsi de capturer les particules aéroportées. Une
fois les échantillons collectés, les boites de Petri contenant les milieux de culture (TSA) sont
soigneusement transférées au laboratoire dans des conditions favorables.

Puis, ce milieu est mis a incuber dans I’incubateur a 37 °C, ce contr6le permet la recherche des
germes aérobies, anaérobies et des champignons filamenteux. Il est réalisé dans chaque

production d’un nouveau lot (Maia et al., 2008).
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11.2. Purifications des germes collectés

La purification des souches bactériennes a été effectuée par repiquage successif a la
surface de milieu TSA (voir la composition dans I’annexe 04) par la méthode des stries
serrées. Les boites ensemencées ont été incubées a 37°C pendant 24h. L’opération a été
renouvelée en prenant chaque fois au hasard une colonie isolée, jusqu’a 1’obtention des

souches pures ayant des caractéristiques homogeénes (aspect, couleur...).
11.3. Etude macroscopique

Aprés obtention des cultures bactériennes pures, 1’identification préliminaire de ces derniéres
était basée sur I’aspect macroscopique des colonies vues a 1’ceil nu, selon les criteres suivants :
la forme des colonies (bombée, semi bombée, plate), 1’opacité, le contour, la consistance, la
taille, la pigmentation, la transparence (opaque, translucide), I’allure des contours (réguliers,

irréguliers) et I’aspect de la surface (lisse ou rugueuse).

I1.4. Conservation
Apres isolement et purification des isolats bactériens collectés de la ZAC nous les avons
conservés dans des boites de pétri contenant le milieu TSA. Apres incubation a 37°C, les boites

ont été placées dans un réfrigérateur a 4°C.

I1.5. Identification bactérienne

11.5.1. Etat frais

L'état frais est une méthode de préparation ou une goutte du liquide biologique est déposée entre
une lame et une lamelle. Cette approche est extrémement précieuse pour l'observation des
microorganismes dans leur état naturel, fournissant des informations importantes sur leur
morphologie et leur dynamique. Au microscope, en utilisant un objectif x100, on recherche la
présence éventuelle de différents types de bactéries tels que des coques, des diplocoques, des

coccobacilles, des bacilles, ainsi que des levures (Hayette et al., 2010).
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11.5.2. Coloration de Gram

La coloration de Gram est une coloration différentielle, qui permet de distinguer et de classifier
les bactéries en Gram + (colorées en violet) ou en Gram - (colorées en rose). Apres la
préparation du frottis, il a été recouvert de violet de gentiane et laissé pendant une minute. L’eau
a été ajoutée pour €liminer 1’exces du colorant en veillant a ne pas détacher le frottis. Apres, ce
dernier a été recouvert de quelques gouttes de Lugol pendant 30s, puis rincé a 1’eau. L’alcool a
¢été ensuite ajouté au frottis goutte a goutte jusqu’a ce que le violet de gentiane disparaisse.
Enfin, la Fuschine a été ajoutée puis laissée pendant 1 min. La lame a été ensuite rincée a I’eau
et séchée a I’air. Aprés avoir recouvert le frottis par I’huile a immersion, 1I’objectif X100 a été

choisi pour effectuer les observations (gram, spore, forme...)(Béraud, 2014).

60 secondes 60 secondes 5 a 10 secondes 4¢

v \ 4
oo%
o

Vue microscopique

Figure 15 : Les étapes de la coloration de Gram (LABSTER THEORY 2021)

11.5.3. Tests biochimiques

11.5.3.1. Tests d’orientation

Il est possible d’identifier les bactéries selon des caracteres biochimiques liés a la production

d’enzymes spécifiques de 1’espece.

> Recherche de la catalase : La catalase est une enzyme possédant la faculté de décomposer
le peroxyde d’hydrogene en eau et oxygéne (Hayette et al., 2010). Ce test consiste a déposer
sur une lame propre une goutte d’eau oxygénée a 10 volumes et émulsionner un peu de la
colonie. La décomposition de I’eau oxygénée se traduit par un dégagement de bulles de gaz
02 (catalase positive +) selon la réaction suivante :

H20: (aq) — (catalase) —> H20 (l) + %2 02 (g).
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» Recherche de ’oxydase : L’ oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme présente dans
certaines chaines respiratoires cytochromiques bactériennes. Ce test consiste a déposer sur
une lame un disque a oxydase et a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée étaler une colonie
sur le disque. Les espéces contenant 1’oxydase donnent en 30 secondes au maximum une
réaction positive (oxydase positive +) de coloration violette foncée apparait immédiatement
sur le disque (Hayette et al., 2010).

> Galerie chimique API 20E et API Staph

a) Principe

La galerie API est une version miniaturisée et standardisée des techniques biochimiques
conventionnelles pour I'identification des bactéries (Camille, 2007). La lecture de ces réactions

est realisée a l'aide du tableau de lecture (Annexe 05) et I'identification obtenue a l'aide du

logiciel d'identification ( https://lab.upbm.org ).

Les autres tests biochimiques sont : la recherche de la B-galactosidase (ONPG), de I’ornithine
décarboxylase (ODC), de la lysine décarboxylase (LDC) et de I’arginine dihydrolase (ADH),
production d’H2S, production d’indole, liquéfaction de la gélatine et la dégradation des sucres
ont été réalisés en utilisant la plaque APl 20E Biomérieux, qui est un systéeme standardise,
comprenant 20 tests biochimiques miniaturisés, comportant 20 microtubes qui contiennent 20

substrats déshydratés.

b) Technique
e Repartir I’eau dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.
e Inoculer les microtubes avec une suspension bactérienne de chaque isolat, en respectant
scrupuleusement le mode d’emploi.
e Recouvrir les cupules ADH, LDC, ODC, H2S (sulfure d’hydrogene) et URE (uréase)
par I’huile de vaseline afin de créer une anaérobiose.

c) Lecture

Les réactions produites durant la période d’incubation (37°C pendant 24 h selon le type de
galerie) se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs c’est
le cas dans les microtubes VP, TDA et IND (indole) dont la lecture n’a été faite qu’apres I’ajout

des réactifs.
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e Galerie Entérobactéries « APl 20E » :
Apres incubation a 35-37°C, révéler les tests nécessitant 1’addition de réactifs :
- TDA (Tryptophane DésAminase) : ajouter une goutte de réactif TDA, une couleur marron
rougeatre indique une réaction positive+.
- IND (INDole production) : ajouter une goutte de réactif Kovac’s, une couleur rose diffusant
dans toute la cupule indique une réaction positive+.
- VP (VogesProskauer : production d’Acétoine) : ajouter une goutte des réactifs VP1 et VP2,
attendre au minimum 10 minutes. Une couleur rose ou rouge indique une réaction positive+
(Hayette, 2010).

Figure 16 : La galerie chimique APIE (Photo originale)
e Galerie Staphylocoques « 20 STAPH » :
Apreés incubation a 35-37°C, révéler les tests nécessitant 1’addition des réactifs :
- NIT : ajouter une goutte de réactif NIT 1 et NIT 2
- VP : ajouter une goutte de réactif VP 1 et VP 2
Attendre de 5 a 10 minutes puis lire toutes les réactions,

Figure 17 : La galerie chimique API 20 Staph (Photo originale)
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11.6. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

11.6.1. L’antibiogramme
» Principe

L'étude de la sensibilité aux ATB a été réalisée par la méthode de diffusion sur milieu TSA
selon les normes et les recommandations du comité de I'antibiogramme de la société francaise
de la microbiologie (CASFM, 2008). Cette méthode permet de déterminer la sensibilité des
bactéries a croissance rapide vis-a-vis d'un panel d'ATB. Des disques imprégnes de différents
ATB testés sont déposés a la surface d'un milieu de culture standardisé (milieu de TSA)
préalablement ensemencé avec une dilution calibrée de la bactérie a tester. L'arrét de la
croissance a distance du disque se produit en présence de la concentration minimale inhibitrice
de ’ATB (Camille, 2004).

» Technique

Une ou plusieurs boites selon les cas, contenant le milieu de TSA spécifiquement destiné a cette
méthode, sont inoculées a I'écouvillon en stries superficielles trés serrées en trois « couches »
successives et perpendiculaires a l'aide de la suspension bactérienne préalablement calibrée.
Les disques imprégnés d'ATB sont alors disposés a la surface de la gélose et I'ATB diffus tres
rapidement de maniére concentrique autour de chaque disque. Les boites peuvent alors étre
mises en incubation a 37° C (Thierry E, 1994).)

11.6.1.1. Milieu utilisé
On a utilisé le milieu TSA coulé en boites de Pétri d’un volume de 15 mm pour une boite de

90 mm de diamétre (figure 18). Les boites sont séchées avant leur emploi(CASFM, 2020)

Figure 18 : Boites de Pétri contenant la gélose Trypticase-Soja (TSA), (Photo originale)
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11.6.1.2. Inoculum

A partir d'une culture pure et jeune sur milieu d'isolement approprié, on préleve une colonie
bien isolée et parfaitement identique a I'aide d'un écouvillon. Dans un tube contenant 5mi
d'eau physiologique stérile afin d'obtenir une suspension bactérienne en homogénéisant
soigneusement les bactéries dans le milieu (Standardisation DO= 0.5 McFarland qui
correspond & 108 UFC/ml).

Prélévement d'une seule
colonie bien isolée sur le
milieu TSA

_/ Smldel'ecau
physiologique

On réalise une suspension bactérienne

Figure 19 : Préparation de I’inoculum (Photo originale)

11.6.1.3. Ensemencement

L'écouvillon est trempé dans I'inoculum, essoré en le pressant fermement contre la paroi interne
du tube, afin de le décharger au maximum. On frotte I'écouvillon sur la totalité de la surface
gélosée, de haut en bas, en stries serrées, I'opération est répétée deux fois, en tournant la boite
de 60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. On finit

I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

11.6.1.4. Préparation des dilutions d’ATB

Dans le cadre de cette expérience, on a préparé deux concentrations différentes a partir d'une
solution mere contenue dans une fiole jaugée. La solution mere contenait 20 mg de chaque
ATB, et on a complété le volume de la fiole jaugée a 50 ml en utilisant de I'eau distillée.

Pour obtenir la premiére concentration, nous avons dilué la solution mere en prélevant 5 ml et
en les plagant dans une nouvelle fiole jaugée, ensuite on a ajouté 50 ml d'eau distillée a cette
nouvelle fiole, ce qui a donné une concentration de 40 pg.

On a suivi la méme procedure pour la deuxieme dilution, mais cette fois-ci, le volume initial de
la solution meére était de 12,5 ml. Nous avons ensuite complété le volume a 50 ml en ajoutant

de I'eau distillée.
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Tableau 10 : Les antibiotiques utilisés dans la méthode de I'antibiogramme

Les antibiotiques 1ére concentration 2éme concentration
AMX 40 ug 100ug
PENG 40ug 100ug
AMC 40ug 100ug
AMX : Amoxicilline PENG : Peénicillique G

AMC : Amoxicilline + acide clavulanique

Figure 20 : Solution mére, dilution 1 et 2 des antibiotiques AMX, PENG et AMC (Photo originale)

11.6.1.5. Application des disques d’antibiotiques

On a utilisé des disques vierges et les a immergés aux dilutionl et dilution 2 sur les dilutions 1
et 2 des trois antibiotiques AMX, PENG et AMC (voir la figure 21 qui présente la technique
d’immersion). En divisant les boites en deux, on a ensuite appliqué les disques immerges sur
les boites de Pétri gélosées contenant du TSA, comme illustré dans la figure (22). Tous les tests

ont été réalisés sur les ATB avec une répétition de 4 fois.
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Figure 21 : Technique d’immersion de disques vierges (Photo originale)

Figure 22 : Les boites de pétri divisant en deux concentrations (Photo originale)

11.6.1.6. Incubation
Apreés I’application des disques d’antibiotiques, les cultures sont incubées dans des étuves a une
température de 37 °C pendant 24 h.
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I1.7. Utilisation des agents biocides puissantes

Dans le cadre de notre étude, on a choisi ces agents biocides en fonction de leur efficacité et de
leur compatibilité avec notre méthodologie de recherche. Dans la suite de notre étude, on va
expliquer comment on a utilisé ces désinfectants et antiseptiques et leur importance pour la

validité de nos résultats.

On suit les mémes étapes de I’antibiogramme, c'est-a-dire I'étude de I'effet des agents biocides
sur les bactéries isolées par la sensibilité bactérienne. Elle se réalise par la méthode de diffusion
en TSA, qui consiste a déposer a la surface de la gélose d'une boite de Pétri un ou deux disques
vierges imprégnés de chaque agent biocide, en fonction de I'évaporation de I'agent biocide. Le
tableau (11) ci-dessous présente les désinfectants et antiseptiques utilisés : Eau de Javel, Alcool

éthylique, Alcool isopropanol, Eau oxygénée.

Tableau 11 : Les agents biocides utilisés, leurs concentrations et nombre de disque posés

Agents biocides Concentration Nombre de disque posé
L’eau de javel 12 % 1 disque
Alcool éthylique 96 % 2disques
Alcool isopropanol 70 % 2disques
L’eau oxygénée 10V 1disque

Ensuite, les cultures sont incubées a 37 °C pendant 24 heures. Cette période d'incubation
permet aux bactéries de se développer et de réagir aux agents biocides appliqués, ce qui nous

permettra d'analyser les effets de ces agents sur leur croissance et leur survie.
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CHAPITRE Il ; Résultats et discussion

Notre étude est basée sur les prélevements d'air realises a partir de la zone a atmosphere
contrélée (ZAC) du batiment "A" de la production de produits injectables pénicilliques sur une
période d'un mois (janvier a février 2023). Parmi les 46 prélevements effectués, nous avons
identifié 4 prélevements contaminés. Ces prélevements contaminés joueront un réle important
dans notre analyse des niveaux de contamination et dans I'évaluation de I'efficacité des mesures
de contrdle mises en place dans la ZAC.

I.1. Répartition des préléevements

Sur les 46 prélévements collectés ,04 prélévements sont révélés positifs (contaminés) avec un
pourcentage de 9% et 42 prelévements sont négatifs (non contaminés) avec un pourcentage de

91%. La répartition des différents isolats est réesumeée dans le tableau et la figure ci-dessous.

Tableau 12 : Répartition des prélévements

Les préléevements non contaminés Les prélevements contaminés
42 4

Répartition des prélevements

les prélévements non contaminés H les prélevements contaminés

Figure 23 : Répartition des souches isolées

Selon les résultats de cette répartition plus de 90 % des prelevements sont conformes, et
seulement en 9% des prélévements sont contaminés. Selon la pharmacopée européenne, la
production des produits injectables doit respecter des normes strictes en termes de
contamination. Idéalement, le niveau de contamination dans la production des produits

injectables devrait étre de 0 %.
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1.1.1 Résultats de prélévement de ’air

Les résultats des prélévements d'air ont réveleé que les 4 échantillons ne sont pas conformes aux
normes preconisees par la pharmacopée. Ces non-conformités ont été observees a différents
points testés et a différentes dates pendant le mois de Janvier au sein de l'unité de production.
Chaque prélévement est accompagné d'un bulletin qui présente les résultats détaillés. Les
tableaux ci-dessous fournissent un apercu de ces résultats non conformes.

Tableau 13 : Bulletins des quatre prélévements d'air non conformes

Points de Résultats Points de Résultats
prélevements prélevements

Doseuse - Doseuse +
Embouchonneuse - Embouchonneuse -
Bulletin Table tournante + Bulletin Table tournante -
01> Centre de la ligne - ©02” Centre de la ligne -
10-01-2023 | Centre de la salle - 16-01-2023 [ Centre de la salle -
Pré-stérile - Pré-stérile N
Salle autoclave - Salle autoclave 3
Salle (VRAC) - Salle (VRAC) .

Points de Résultats Points de Résultats

prélevements prélévements

Doseuse - Doseuse -
Embouchonneuse - Embouchonneuse -
Bulletin Table tournante - Bulletin Table tournante -
703" [Centre de Ia ligne ¥ 047 I Centre de la ligne +
27-01-2023 [ Cenire de [a salle - 80-01-2023 [Centre de la salle -
Pre-stérile - Pré-stérile -
Salle autoclave - Salle autoclave -
Salle (VRAC) - Salle (VRAC) -

CL : Centre de ligne ; CL3 : Centre de ligne bulletin (3) ; CL4 : Centre de ligne bulletin(4) ;TT :
Table tournante ; DOS :Doseuse ;(+) :Positif (Contaminé) ; (-) :Négatif (Non Contaming)




CHAPITRE Il :

I1.1. Résultats de I’isolement, purification et d’identification des souches

isolés a partir de contréle de I’air (bio-test)

11.1.1. Isolement et purification des souches

Un total de 04 souches a été isolées et purifiées sur le milieu Soja agar TSA. Les souches CL4
et TT partagent des caractéristiques communes, telles que la présence de colonies lisses d’une
couleur blanche crémeuse. La souche DOS présente des colonies rondes et convexes, avec une

couleur variant du jaune au blanc créeme. Enfin, la souche CL3 affiche une couleur allant du

blanc créme au rose péle.

Figure 24 : Aspect de colonie de la souche CL4

11.1.2. Identification des souches isolées

11.1.2.1. Etat frais

L’observation microscopique montre que les résultats de 1’état frais des souches TT, DOS et

CL4 sont immobiles, en revanche la souche CL3 est mobile.

Tableau 14 : Résultats de I'état frais

Résultats et discussion

Figure 25 : Aspect de colonie de la souche CL3

Points de controéle La date Code Mobilité
Table tournante 10/01/2023 TT  Immobile
Doseuse 16/01/2023  DOS Immobile
Centredelaligne3  27/01/2023 CL3 Mobile

Centredelaligne4  30/01/2023  CL4 Immobile
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11.1.2.2. Coloration de gram

La coloration de Gram des colonies isolées sur le milieu TSA, on a permis de donner I'aspect
des colonies des souches TT, DOS et CL4 (qui sont présentés dans la figure 26, 27,29) sous la
forme de cocci Gram positif et I'aspect des colonies de la souche CL3 sous la forme de

coccobacille Gram négatif qui est présentée dans la figure (28).

Tableau 15 : Résultats de coloration de Gram des souches isolées

RéSljltatsﬂ)uches
TT DOS CL3 CL4
Résultats de coloration
de gram + + - +
Forme cellulaire Cocci Cocci Coccobacille Cocci
Morphologie Grappe de Grappe En chainette En
raisin irréguliére amas

En tétrades

ol W Pl \\\\
A

& n
- r . - .‘ f.y.." ’ f::[ .
Figure 26 : Coloration de gram de la souche TT Figure 27 : Coloration de gram de la souche DOS

O Ry A o

Figure 28 : Coloration de gram de la souche CL3 Figure 29 : Coloration de gram de la souche CL4
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CHAPITRE III : Résultats et discussion

11.1.2.3. Identification biochimique des isolats bactériens

Les résultats du test de la catalase pour 1’étude du type respiratoire ont montré que les souches
purifiées TT, DOS, CL3 et CL4 sont positives pour la catalase. Les réactions de catalase ont
été observées de maniére puissante (+++) pour certaines souches et de maniere modérée (++)
pour d'autres, se traduisant par un dégagement immeédiat de bulles d'oxygene. Les résultats
indiquent que les souches produisent I’enzyme de catalase qui facilite la désintoxication
cellulaire. La catalase neutralise les effets bactéricides du peroxyde d’hydrogéne. Selon I’étude
menée par (Reiner, 2013), la présence de l'enzyme catalase est souvent utilisée pour
differencier les bactéries aérobies des bactéries anaérobies. Les bactéries aérobies, y compris
les staphylocoques et les entérobactéries, sont généralement caractérisées par la présence de

I'enzyme catalase.

.
4

=N ¥u
g CL4 +++

Figure 30 : Test catalase de la souche CL3 et CL4 Figure 31 : Test catalase de la souche TT et DOS
Les résultats du test d'oxydase effectués sur I'ensemble des isolats ont révélé que TT, CL3 et
CL4 sont oxydase négatives, tandis que la souche DOS est oxydase positive. Une réponse
négative au test d'oxydase se traduit par I'absence de changement de couleur du disque

d'oxydase, qui ne prend pas une teinte bleu foncé a violet.

L

® & A

Lasouche TT La souche DOS La souche CL3 La souche CL4

Figure 32 : Test oxydase de la souche TT et DOS Figure 33 : Test oxydase de la souche CL3 et CL4

11.1.2.4. Identification par API

Apreés I’isolement des souches et 1’étude des caractéres biochimiques d’orientation (Catalase,
oxydase), poursuivi avec I'étude du profil biochimique des isolats par les galeries miniaturisées
API Staph pour les staphylocoques et la galerie AP 20E pour les coccobacilles Gram négatif

isolées a partir du milieu TSA.
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11.1.2.4.1. Identification par APl Staph
» LasoucheTT
La galerie APl Staph nous a permis de mettre en évidence les principaux caractéres

biochimiques des souches isolées et qui ont permet d’identifie la souche TT, les résultats sont

représentes dans la figure (34).

[«B)

e

S O oW Jd o w2 - 4 _ L 4 0 9Q 0 I w
3 _ z < r & oW E o < > O I 0

2 cofFsSs5Es2X3z2383x35223F5
TT |- + + + + - - - - - - - - + + + 4+ 4+ - -

Figure 34 : Résultats d’identification de la souche TT par la galerie API Staph

» Lasouche DOS
La galerie APl Staph nous a permis de mettre en évidence les principaux caractéres

biochimiques des souches isolées et qui ont permet d’identifie la souche DOS, les résultats sont

représentés dans la figure ci-dessous.

[¢B]

<

S Do WY Jd oo w2 - - _ L 4 0 9Q 0 I w
S 0 Zz < r < O Wk o < > Q € 0 cx
3 cofFsSsJFE=xXxz85%x5=s223F5
DOS |- + + + + - + - - - 4+ - + + - 4+ - + - -

Figure 35 : Résultats d’identification de la souche DOS par la galerie API Staph
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CHAPITRE Il :

Résultats et discussion

> Lasouche CL4

La galerie APl Staph nous a permis de mettre en évidence les principaux caractéres

biochimiques des souches isolées et qui ont permet d’identifie la souche TT, les résultats sont

représentes dans la figure (36).

[<D)
e
S O oW Jd o w2 - 4 _ L 4 0 9Q 0 I w
5 - Z < r < 4wk o < > Q < 0 cx
3 oo FSsIFEsX3525883x552235
cL4 (- + + + + - - - - - 4+ - - - - %

Figure 36 : Résultats d’identification de la souche CL4 par la galerie API 20 Staph

11.1.2.4.2. Identification par APl 20E

> Lasouche CL3

La galerie API 20E nous a permis de mettre en évidence les principaux caractéres biochimiques

les souches isolées et qui ont permet d’identifie la souche CL3. Les résultats sont représentés

dans la figure ci-dessous.
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Figure 37 : Résultats d’identification de la souche CL3 par la galerie API 20E
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e Lecture

» La souche Stapylococcus xylosus isolée dans notre travail a été prélevée a partir de la
table tournante TT au niveau la zone ZAC.

» Lasouche Micrococcus spp a été prélevée a partir de la doseuse DOS au niveau de la
zone ZAC

» Lasouche Enterobacter sakazakii a été prélevée a partir du centre de la ligne CL3 au
niveau de la zone ZAC.

» La souche Staphylococcus epidermidis a été prélevee a partir de centre de ligne CL4
au niveau de la zone ZAC.
Voir le tableau (16) qui résume tous les résultats d’identification des souches isolées,

par I’état frais, coloration de gram et tests biochimiques catalase et oxydase.

Tableau 16 : Résultats de 1’identification des souches isolées

Préléevement Points Code Etat Coloration Test Test La souche probable
de frais de gram Catalase =~ Oxydase
controles
Table TT Immobile Positif Positif Négatif ~ Stapylococcus
tournante xylosus
Doseuse  DOS Immobile Positif Positif Positif Micrococcus spp

AIR Centrede CL3 Immobile Négatif Positif Négatif ~ Enterobacter

ligne 3 sakazakii
Centrede CL4 Mobile Positif Positif Négatif ~ Staphylococcus
ligne 4 epidermidis
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111.1. Etude de la sensibilité aux antibiotiques

Aprés la réalisation de la méthode de diffusion sur le milieu gélosé Soja agar (TSA), selon les
normes et les recommandations du comité de I'antibiogramme de la société francaise de la
microbiologie (CASFM, 2008). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau (17) et
(18). Ces résultats ont montré que parmi les 46 isolats testés a partir de la zone ZAC, quatre

isolats, y compris S. xylosus, Micrococcus spp, E. sakazakii et S.epidermis, ont été identifiés.

Tableau 17 : Résultats des diamétres des zones d’inhibition

ATB

AMX PENG AMC
Souches
40 100ug 40ug | 100pg | 40ug | 100pg
S.xyslosus 23,8 27,7 24 33,8 29,5 36,9
S'\g'pcrococcus 259 32,1 274 | 351 | 253 | 322
E.Sakazakii 0 0 0 0 0 0
S.epidermidis 17,1 19,2 20,1 28 14,9 19,4

Tableau 18 : Résultats de la sensibilité des souches isolées aux antibiotiques

ATB AMX PENG AMC
Souches 40u 100ug 40ug | 100pg | 40pg | 100ug
S.xyslosus S S I S S S
Micrococcus S S S s S S
spp
E.Sakazakii R R R R R R
S. epidermidis S S S S S S
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Répartition de résultat

d'antibiogramme
40
30
20
10
0
40 100pg 40pg 100pg 40ug 100pg
AMX PENG AMC
| S.xyslosus  H Micrococcis spp E . Sakazakii ®S. epidermis

Figure 38 : Diagramme présente les résultats d’antibiogramme

> Lasouche S. xylosus appartient au vaste groupe des staphylocoques a coagulase négative. Il
s'agit d'une bactérie commensale de la peau des petits mammiféres et des animaux de ferme,
ainsi que de I'nomme. Cette espece a la capacité de former des biofilms et possede peu
d'exigences nutritionnelles, ce qui lui permet de s'adapter a différents environnements
(Dordet-frisoni, 2012). Donc il est établi que cette souche n’a aucune origine que d’un des
opérateurs, par le biais de grattage, d'éternuement ou méme de toux. Il est probable que les
tenues portées présentent au moins une perforation, ce qui a permis a la bactérie de
s'échapper de son habitat préfére.

La souche de S.xylosus isolées a partir de TT présente une sensibilité aux I’amoxicilline avec
un diamétre de 23.8 mm par une concentration 40 g et un diametre de 27.7mm par 100 pg,
suivi par, I’association de I’amoxicilline avec 1’acide clavulanique a un diameétre de 29.5mm
par une concentration de 40ug et avec un diamétre de 36.9 mm par 100 pg. Voir la figure
(39) qui présente les résultats des diamétres des zones d’inhibitions de la souche S.xylosus.

Par ailleurs, I’intermédiaire (I) de la pénicilline G avec un diamétre de 24mm par une
concentration 40 g et une sensibilité a un diametre de 33.8mm par 100ug. La fréequence de
la sensibilité de cette souche selon (BOUSSAHA & YESSAAD, 2022) a mentionné
I’intermédiaire (1) par rapport a I’ Amoxicilline, et une résistance par rapport a la Pénicilline.
Voir la figure (39)

61



CHAPITRE Il ; Résultats et discussion

®
i
2l

Figure 39 : Résultats d’antibiogramme de la souche S.xylosus (Photo originale)

D’aprés (Dordet-frisoni, 2012), les protéines de surface des bactéries a Gram positif jouent un
réle important dans les interactions avec les cellules hotes, les surfaces abiotiques et entre les
bactéries. Quelques protéines de surface ont été identifiées chez S. xylosus mais peu ont été
caractérisées. La plupart des études portant sur ces protéines, chez S. xylosus, est le résultat de
découvertes fortuites. Des protéines impliquées dans la défense contre I’héte ou dans la
formation de biofilm ont été plus précisément caractérisées chez S.aureus. Selon (Berger-
Béchi et al., 1989), la résistance a la méthicilline chez S.xylosus est associée a la production
des protéines Fem (factor essential for methicillin resistance) sont essentielles aux mécanismes
de résistance a la méthicilline, mais sont également impliquées dans la résistance aux

antibiotiques de la famille des p-lactames.

(Campoccia et al., 2006) ont montré qu'il y a une augmentation croissante de la description de
souches de staphylocoques a coagulase négative (SCN) multirésistantes aux antibiotiques dans

la littérature. Ceci constitue un réel probleme en milieu hospitalier

> Les especes du genre Micrococcus on les trouve sur la peau des humains et des animaux, et
dans le sol, 1'eau de mer et I'eau douce, les plantes, les vecteurs passifs, la poussiere et ’air.
Chez les humains, on les trouve surtout sur la peau exposée du visage, des bras, des mains
et des jambes. Elles sont associées a diverses infections, y compris des bactériémies, des
péritonites avec dialyse péritonéale ambulatoire continue, et des infections associées a des
shunts ventriculaires et a des cathéters veineux centraux. Elles ont aussi été isolees
d'échantillons sanguins et chirurgicaux chez certains patients atteints de maladies

coronariennes et infectieuses (canada.ca, 2011)

Alors, ’origine de cette souche soit a partir de peau d’opérateur, soit un filtre d’air été

endommagé et a permet de quelque poussiére.
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La souche Micrococcus spp présente une sensibilité de I’amoxicilline avec un diamétre de 25,9
mm par une concentration 40 pg et un diametre de 32,1 mm par 100 pg, suivi par, 1’association
de ’amoxicilline avec 1’acide clavulanique a un diamétre de25, 3 mm par une concentration de

40ug et avec un diameétre de32, 2 mm par 100 pg.

Cependant de la pénicilline G avec un diameétre de 27,4mm par une concentration 40 g et une

sensibilité a un diametre de 35, 1 mm par 100ug. Voir le figure 40)

32,1 mm/

Figure 40 : Résultats d’antibiogramme de la souche Micrococcus spp (Photo originale)

Une étude realisée par (HERICHE & BOUHEMBEL, 2020) de la méningite bactérienne chez
I’enfant au niveau de L’EPH de Médéa a isolée une souche Micrococus spp apparait résistante

a la pénicilline méme aux d’autre famille B-lactamine .

> Enterobacter sakazakii c’est une bactérie de I’environnement pathogéne opportunistes
Leur principale source réside dans les plantes. Les rongeurs et les insectes, comme les
mouches, peuvent étre des vecteurs de contamination, origine des cas cliniques de tous les
ages mais danger chez les primatures et les jeunes enfants a cause de responsabilité
d’infection humaine : meningites infantiles, entérocolites nécrosantes, infections
systémiques notamment. Leur capacité a former des biofilms, et leur relative reésistance
(notamment grace a la production d’une capsule) au stress osmotique et a la dessiccation,
favorisent leur persistance notamment dans les environnements secs, tels que les poudres
de lait et leur environnement de production (Bowen & Braden, 2006).
Nous suggerons que cette souche a été collecte dans la salle a cause d’un opérateur porteur
sains de ce germe qui a permet de cette bactérie intestinale de sortir de son milieu, en
ajoutons que probablement son cagoule (de I’operateur) n’était pas bien portée, ce qui a

permet la détection de cette souche dans la salle.
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» La souche Enterobacter sakazakii isolée a partir de CL3 présente une forte résistance aux
trois antibiotiques avec les deux concentrations dont AMOXICILLINE, PENICILLINE G
et AMOXICILLINE et ACIDE CLAVULANIQUE a un diametre de 00mm. Voir la figure
(41)

Figure 41 : Résultats d’antibiogramme de la souche E.sakazakii (Photo originale)

L’étude de (LAMOURI & CHEFCHOUFI, 2018) qui a identifié 2 souches de différentes sites
le site 1 de table de la salle et site 18 a partir de robinet de toilette sache que 1’étude (Ecologie
bactérienne des infections nosocomiales : Surveillance de la flore de surface au niveau de
service d’infectiologie de 1’hopital Tbn Zohr, Guelma) montre que la souche Enterobacter
sakazakii (site 1) est sensible aux Amoxicilline + acide clavulanique, et pour Enterobacter
sakazakii (site 18) est résistante aux Amoxicilline + acide clavulanique.

> Staphylococcus epidermidis fait partie des Staphylocoques a "coagulase négative" qui
constituent I'essentiel de la flore résidente de la peau de I'homme et des animaux, Cette
bactérie est transitoire dans les autres flores humaines. Bactérie ubiquitaire responsable :
d’infections ostéoarticulaires, notamment sur prothéses, de bactériémies d’endocardites de
péritonites chez des patients en dialyse péritonéale et de méningite sur matériel de
dérivation du LCR (CLAVE, 2019).
Dans un environnement bien stérile avec des conditions extrémement strictes, il est impossible
pour cette souche de pousser aléatoirement, donc la seule contamination possible dans ce cas
vienne des opérateurs. Nous suggérons quelque possibilités interprétons 1’apparition de cette
souche : Soit le mauvais lavage et nettoyage des mains et de tenus avant d’entrer a la salle,
soit les tenus des opérateurs ont des perforations et lésions que permet aux bactéries de
s’échapper, soit les mouvements répétés et non nécessaires a 1’intérieur de la salle, et méme
les conversations et le bavardage qui augmentent la possibilité d’émission des gouttelettes
contenants des microorganismes (CLAVE, 2019).
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Figure 42 : Résultats d’antibiogramme de la souche S.epidermidis (Photo originale)

Le test de la sensibilité aux antibiotiques a révéler que : Staphylococcus epidermidis est isolée
a partir de CL4 sensible aux I’amoxicilline avec un diameétre de 17.1 mm par une concentration
40 pg et un diametre de 19.2 mm par 100 pg, la pénicilline G avec un diametre de 20.1 mm par
une concentration 40 ug et un diamétre de 28mm par 100 pg, et I’amoxicilline / acide
clavulanique avec un diametre de 14.9 mm par une concentration de 40 ug et avec un diametre

de 19.4 mm par 100 pg.

La souche S.epidermis est naturellement sensible aux B-lactamines, mais les résistances
acquises sont tres fréquentes et les souches souvent multi-résistantes (CLAVE, 2019).
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11.4. Test de la sensibilité aux agents antiseptiques

Dans notre étude, nous avons cherché a évaluer l'efficacité de différents biocides sur des
souches bactériennes isolées. Les souches bactériennes sélectionnées pour cette étude étaient
S.xyslosus, Micrococcus spp, E. Sakazakiiet S. epidermidis. Les biocides étudiés comprenaient

I'eau de javel a 12 %, l'isopropanol a 70 %, I'alcool éthylique a 96 % et I'eau oxygénée a 10 V.
Les résultats du test de ’activité antibactérienne sont présentés dans I’annexe (05).

Tableau 19 : Résultats de la sensibilité des souches isolées aux agents antiseptiques

Biocides Eau
Eau de Isopropanol70 | Alcool oXxygéné

Souches javel 12 % | % ethylique96% | 10V
S.xyslosus 60,5 13,2 12,3 48,4
Micrococcus
spp 50,5 12,2 15,8 54,9
E .Sakazakii 33,5 12 14,8 36,1
S. epidermidis 38,8 11,7 18,1 47,1

Effet des agents biocides sur les
souches contaminants

70
60
50
40
30
20
10

eau de javel 12 % isopropanol70 % alcool Eau oxygéné 10V
ethylique96%

ETT mDOS mCL3 mCL4

Figure 43 : Diagramme présent 1’effet des agents biocides sur les souches contaminants

Le diagramme présente les résultats pour les quatre souches bactériennes (S.xylosus,
Micrococcus spp, E.sakazakiiet et S.epidermidis) en utilisant différents biocides (eau de Javel

12%, isopropanol 70%, alcool éthylique 96% et eau oxygénée).
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> Eaude javel 12% : elle semble relativement efficace contre toutes les souches bactériennes,
avec des taux d'efficacité allant de 33.5% a 60.5%. Cependant, il convient de noter que

I'efficacité la plus élevée pour la souche S.xylosus.

Le mécanisme d'action des dérivés chlorés est d0 au pouvoir oxydant de I'acide hypochloreux,
qui résulte de la transformation de I'nypochlorite en présence d'eau. Le produit de référence est«
I'eau de Javel » ou solution d’hypochlorite de sodium. Le spectre d'activité de I'eau de Javel est
large, a des niveaux d'activité évalués par rapport aux normes a des concentrations tres faibles.
Leur faible codt et sa bonne stabilité qui permet sa conservation pendant au moins un mois sans

perte notable d'activité (Ballereau et al,).

Ce soluté d'hypochlorite de sodium titre en France a 12 degrés chlorométriques. Corrosif
pour les métaux, son usage se limite en milieu médical, aux sols, aux installations sanitaires,

aux laboratoires (Chambon et al., 1999).

> lIsopropanol 70% : Il montre une efficacité modérée, avec des taux d'efficacité allant de
11,7% a 13,2%, les résultats suggerent qu'il pourrait étre moins efficace dans I'élimination

de ces souches bactériennes.

Nos résultats sont similaires a 1’étude de (Luther et al., 2015) démontrant que L’éthanol
et I’isopropanol n’ont pas éradiqué les staphylocoques viables du biofilm aprés 24h de
développement du biofilm de S.epidermidis, les résultats montrent que 1’exposition a

I’éthanol et a I’alcool isopropanol augmente une formation de biofilm de S.epidermidis,

» Alcool éthylique 96% : Il présente une efficacité variable, avec des taux d'efficacité
allant de 12,3% a 18,1%. L'alcool éthylique démontre une efficacité contre certaines
différentes souches bactériennes, avec une efficacité particulierement élevée observée

pour la souche S.epidermidis.

Nos résultats sont comparables a celle de 1’étude de (Chabbi & Kriket, 2016) toutes les
souches bactériennes sont résistantes a 1'alcool chirurgical 70° et 1’éthanol sauf la souche

Staphylococcus aureus qui est sensible a la solution mére de I'alcool chirurgical.

D'aprés (Essayagh et al., 2010) « La majorité des souches bactériennes étudiées étaient
sensibles a I'alcool a 70° », cette variation peut étre attribuée a la difficulté de standardiser

les méthodes d'évaluation des antiseptiques et a la complexité d'appliquer exactement la
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méme méthode dans toutes les situations. Cette approche peut prolonger la durée des

manipulations et accroitre le risque d'erreurs.

> Eau oxygénée 10V : Elle montre une efficacité variable, avec des taux d'efficacité allant
de 36,1% a 54,9%. Cependant, il est important de noter que I'efficacité la plus élevée de
I'alcool éthylique est observée pour la souche Micrococcus spp. L'eau oxygénée peut avoir
une certaine activité contre ces souches bactériennes, mais elle semble également moins

efficace que I'eau de javel dans la plupart des cas.

D’aprés (Chabbi & Kriket, 2016), I'eau oxygénée a une activité antimicrobienne extensive
sur les souches testées Staphylococcaceae et Enterobacteriaceae sont sensibles a la dilution
1/12.

Le peroxyde d'hydrogéne est un agent désinfectant utile pour les objets inanimés comme les
verres de contact. De large spectre d'action, il est inactif par les catalases tissulaires. L'utilisation

prolongée inhibe la formation du tissu de granulation(Tousignant & Giard, 1993).

En conclusion, I'analyse des données met en évidence des différences d'efficacité des
biocides sur les différentes souches bactériennes étudiées. L'eau de javel 12% semble étre le
biocide le plus efficace, avec une efficacité relativement élevée contre toutes les souches, et une
efficacité particulierement notable contre la souche S.xyslosus. Ainsi que 1’eau oxygénée de

10V est efficace mais reste 1’eau de javel le plus efficace.

Cependant, il est important de noter que l'efficacité des autres biocides, tels que
I'isopropanol 70% et I'alcool éthylique 96%, est plus limitée et variable d'une souche a l'autre.
Ces résultats soulignent I'importance de sélectionner le biocide approprié en fonction de la
souche bactérienne ciblée, et de prendre en compte d'autres facteurs tels que la concentration,
le temps de contact et les conditions d'application pour assurer une désinfection efficace. Des
études supplémentaires pourraient étre nécessaires pour évaluer plus en détail I'efficacité des

biocides sur un plus large éventail de souches bactériennes.
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Conclusion générale

Au cours de notre stage au Laboratoire de microbiologie et de stérilité a I'unité SAIDAL
Médea, nous avons observé que I’Enterobacter sakazakii est le germe le plus fortement
résistant. 1l s'agit d'une bactérie opportuniste pathogéne présente dans I'environnement, capable
de former des biofilms et présentant une certaine résistance, Les trois antibiotiques testés se
sont revélés inefficaces contre cette souche en raison de la présence d'un opérateur porteur sain
de la souche E.sakazakii. Les échantillons ont été prélevés dans I'air de la zone ZAC pendant
de la production, ou I'hygiéne était insuffisante. Par ailleurs, les autres souches isolées
provenant de la peau humaine se sont révélées sensibles aux antibiotiques de la classe des R-

lactamines.

L'éradication de ces germes dans la zone ZAC a été réalisée a l'aide de quatre antiseptiques
et désinfectants. Les choix de ces produits ont été basés sur leur disponibilité sur le marche,

leur coGt réduit et leur facilité d'utilisation dans la vie quotidienne.

Selon nos résultats, I'eau de Javel s'est avérée étre le désinfectant le plus efficace, méme a
faibles concentrations, contre toutes les souches bactériennes testées. L'eau oxygénée et I'alcool
éthylique ont également montré une activité antimicrobienne significative, bien que leurs
concentrations varient, Ces deux derniers sont efficaces en raison de leurs propriétés oxydantes.
En revanche, I'isopropanol a un effet faible sur les bactéries testées a cause de leur rapidité de
I’évaporation. L'activité antimicrobienne des biocides peut également varier en fonction de
divers facteurs tels que la concentration du produit, la durée d'exposition et les caractéristiques

spécifiques de chaque souche bactérienne.

Selon les bonnes pratiques de fabrication (BPF), il est crucial de suivre les directives et
protocoles appropriés établis par les autorités compétentes, tout en se tenant informé des
avancées scientifiques en matiere de lutte contre les infections. Afin d'optimiser I'efficacité
antimicrobienne des agents biocides et de prévenir I'émergence de résistances chez les souches
microbiennes, il est recommandé aux employeurs de la zone ZAC de procéder a une rotation
entre chaque production des médicaments injectables, par des désinfectants et antiseptiques
utilises. En effectuant cette rotation réguliére, il est possible d'éviter que les micro-organismes
ne développent aucune résistance due a une exposition prolongée a un seul produit biocide. Par
exemple, en alternant I'utilisation de 1’agent biocides a base d'alcool, de base oxydante, Il est
également recommandé d'effectuer un dépistage régulier des employés porteurs sains, avec un

changement tous les six mois.
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Annexe 01 : Le Groupe SAIDAL
Le Groupe industriel SAIDAL est né de la restructuration de 1I’Entreprise Publique Economique
SAIDAL en 1998 et controle trois filiales de production et deux unités de service a pour mission

de développer, de produire et de commercialiser des produits pharmaceutiques a usage humains.

Le groupe SAIDAL a pour objectif stratégique de consolider sa position de leader dans la
production de médicaments génériques et de contribuer, ce faisant, a la concrétisation de la

politique nationale du médicament mise en ceuvre par les pouvoirs publics. (Mémoire).

|
SAIDAL

Figure 01 : Logo du groupe SAIDAL
Site de production de Médéa

Le site de production de Médéa est spécialisé dans la production d’antibiotiques pénicilliniques
et non pénicilliniques. Le Complexe Antibiotiques, dont la production a démarré en 1988,
produit les formes galéniques suivantes : injectables, gélules, pommades, sirops et comprimés.
Le site est caractérisé par une capacité de production importante dans la fabrication de matiéres
premieres en vrac et des spécialités pharmaceutiques et des laboratoires d'analyse permettant le

contr6le complet de la qualité.
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Figure 02 : Localisation de Groupe SAIDAL MEDEA



Les annexes

Annexe 02 : Equipement, matériels, systémes et réactifs

Figure 01 : Lecteur des zones d’incubations Figure 02 : Microscope optique

Figure 03 : Bio-collecteur d’air
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Figure 04 : Balance Figure 05 : Balance analytique
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Figure 06 : Vortex Figure 07 : Densitométre Mf-Units
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Figure 08 : Autoclave

Figure 09 : Réfrigérateur

Figure 10 : Incubateur
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Figure 11 : Fiole de jaugée Figure 12 : Pipette gradué

Figure 13 : Flacons en verre
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EF VWR European A
631-1550
VWR* Microscops

CUT EDGES

Figure 14 : Lame et Lamelle Figure 15 : Disques vierges
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Figure 16 : Boites de Pétri stériles Figure 17 : Ecouvillons stériles

Figure 18 : Bouchons
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Figure 19 : Réactifs ZYM “’A”’ et “’'B”’ Figure 20 : Réactifs VP1 et VP2

Figure 21 : Réactif TDA
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Figure 22 : Poudre de zinc Figure 23 : Disques d’oxydase

Figure 24 : Réactifs Nitratel et Nitrate2
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Sigma-Aldrich

o 2.,
ol Panol
% for HPLC, 99.994

Figure 25 : Isopropanol Figure 26 : Eau oxygénée

Figure 27 : Alcool Ethylique Figure 28 : Eau de Javel
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Figure 29 : Eau physiologique Figure 30 : Eau distillé
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Annexe 03 : Echantillon
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Figure 01 : Bulletin du control microbiologique de I’air
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Annexe 04 : Milieux de culture
Soja Agar
Composition : (formule en grammes par litre d’eau distillée)
- 15,0 g Peptone de caséine.
- 5,0 g Peptone de farine de soja.
- 5,0 g Chlorure de sodium.
- 15,0 g Agar.
Préparation
Dissoudre 40 g dans 1 litre d’eau déminéralisée par chauffage dans un bain-marie
Bouillant ou sous vapeur fluente ; autoclaver (15 min a 121°C)

Final pH 4 25°C: 7,3 =

Figure 01 : Préparation de milieu Soja Agar TSA
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Annexe 05 : Les tableaux

Tableau 01 : Lecture de la galerie API

Test

OPNG

ADH
LDC
OoDC
CIT
H2S

URE
TDA

IND

VP

GEL

GLU

MAN

INO

SOR

RHA

SAC

MEL

AMY

ARA

Composant actifs

Orthp-nitro
phenylgalactosidase

Arginine
Lysine
Ornithine
Citrate de sodium
Thiosulfate de
sodium
Urée
Tryptophane

Tryptophane

Pyruvate de sodium

Gélatine de Kohen
Glucose
Mannitol
Inositol
Sorbitol

Rhamnose

Saccharose

Melibiose

Amygdaline

Arabinose

Réactifs /[Enzymes

R-galactosidase
(OrthoNitrophényl-
RD-
galactopyranosidase)
Arginine-Dihydrolase
Lysine-Décarboxylase
Orthine-
Décarboxylase
Utilisation de ClTrate

Production d’H2S

UREase
Tryptophane
Désaminase

Production d’inodole

Production d’acétoine

Gélatinase
(GELatine)
Fermentation
oxydation (GLUcose)
Fermentation
oxydation (MANnitol)
Fermentation
oxydation (INOsitol)
Fermentation
oxydation (SORbitol)
Fermentation
oxydation
(RHAmMnose)
Fermentation
oxydation
(SACcharose)
Fermentation
oxydation
(MELibiose)
Fermentation
oxydation
(AMYgdaline)
Fermentation
oxydation
(ARADbinose)

Résultats
Négatif Positif
Incolore Jaune
Jaune Rouge-orangé
Jaune Rouge-orangé
Jaune Rouge-orangé
Vert pale- Bleu-Vert-Bleu
jaune
Incolore- Dépdt noir-fin
grisatre liseré
Jaune Rouge-orangé
TDA-immédiat
Jaune Marron
rougeatre
Kovac’s-immédiate
Incolore Rose
Vert pale-
jaune
VP1+VP2 / 10min
Incolore Rose-Rouge
Rose péle
Non Diffusion de
diffusion pigment noir
Bleu-Bleu- Jaune
Vert
Bleu-Bleu- Jaune
Vert
Bleu-Bleu- Jaune
Vert
Bleu-Bleu- Jaune
Vert
Bleu-Bleu- Jaune
Vert
Bleu-Bleu- Jaune
Vert
Bleu-Bleu- Jaune
Vert
Bleu-Bleu- Jaune
Vert
Bleu-Bleu- Jaune
Vert
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Tableau 02 : Profil de la sensibilité/résistance aux désinfectants et antiseptiques des souches
bactériennes

Biocides Eau
Eau de Isopropanol70 | Alcool 0Xygené
Souches javel 12 % | % ethylique96% | 10V
S.xyslosus S I I S
Micrococcus spp S I S S
E .Sakazakii S I I S
S. epidermidis S I S S




