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RESUME

INTRODUCTION

Beaucoup de matieres premiéres employées a I'hdpital proviennent de Chine et d’Inde, pays
dans lesquels les autorités réglementaires ne peuvent assurer des audits régulierement, ni
des contrdles suffisants.’®' Il parait donc important de vérifier la qualité des matiéres
premiéres utilisées pour la fabrication de préparations pharmaceutiques.

Le but de ce travail est d’évaluer la qualité microbiologique (endotoxines et biocharges) sur
une sélection de matiéres premiéres utilisées pour des préparations injectables et/ou
solutions orales et ainsi de vérifier 'absence d’endotoxines et germes pathogénes dans ces
matiéres premieres. L’applicabilité de la méthode utilisée pour évaluer la biocharge des
matiéres premiéres a aussi été vérifieée pour 5 matieres premiéeres testées. (Benzoate de
Sodium Atropine Sulfate, Sodium Thiosulfate, Lactate de Sodium et Calcium
Hydrogénophosphate Dihydraté).

MATERIELS ET METHODES

Le taux d’endotoxines présentes dans les matiéres premiéeres a été évalué par la méthode
de colorimétrie cinétique avec I'appareil Endosafe®MCS de Charles River.'®*

La biocharge des différentes matiéres premiéres a été quantifiée par les méthodes de
dénombrement de germes aérobies totaux, moisissures/levures et recherche germes
spécifiés, par filtration (produits hydrosolubles) ou ensemencement direct (produits non
hydrosolubles).*

RESULTATS ET DISCUSSION

Les matiéres premiéres sélectionnées présentent toutes des taux d’endotoxines et une
biocharge respectant les normes établies par la Ph. Eur. ! En effet, aucun lot de matiére
premiére testé ne présentait une quantité d’endotoxines supérieure aux limites exigées par la
Ph.Eur. Certaines matiéres premiéres présentaient des faibles contaminations microbiennes
mais aucun germe pathogéne n’a été détecté.

La vérification de 'applicabilité de la méthode a permis de mettre en évidence que certaines
matiéres premieres analysées ont des propriétés physico-chimiques antimicrobiennes,
notamment pour le Benzoate de Sodium et le Sodium Thiosulfate. Dans ce cas-ci, une
neutralisation avant filtration de la matiére premiére est indispensable.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les résultats obtenus pour les endotoxines et la biocharge sont conformes aux normes
exigées par la Ph.Eur.?' Les matiéres premiéres sélectionnées peuvent étre utilisées en
toute sécurité au sein de I'’hdpital pour la préparation de médicaments injectables et solutions
orales. La reproductibilité de ces résultats entre les différents lots doit étre évaluée par la
suite.
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1. INTRODUCTION

1.1 Le contrble de qualité microbiologique des matiéres premieres

Les Bonnes Pratiques de Fabrication ne sont pas harmonisées au niveau mondial. Or,
actuellement les principaux fournisseurs des matieres premiéres pharmaceutiques sont la
Chine et I'lnde. La production hospitaliere doit en effet, employer de hombreuses matiéres
premiéres provenant de ces pays et leur qualité doit étre conforme a la Pharmacopée
Européenne. %%’

En milieu hospitalier, le contrdle microbiologique représente une exigence réglementaire au
niveau des produits pharmaceutiques injectables, des produits utilisables en dialyse et du
matériel chirurgical.”

Lorsqu’'un médicament est administré par une voie jugée critique comme la voie
intraveineuse, la préparation doit étre dépourvue de pyrogénes pouvant engendrer de graves
effets secondaires chez le patient.?

Les pyrogénes sont définis comme étant des substances pouvant provoquer une brusque
élévation de la température.® Cette classe de pathogéne est variée. Elle regroupe les
molécules de nature virale, fongique et bactérienne, dont les endotoxines et
lipopolysaccharides (LPS) qui nous intéressent plus particulierement. Il s’agit de toxines
contenues dans la membrane externe de bactéries Gram négatif, qui sont libérées
uniqguement au moment de la lyse bactérienne. L’exposition d’un patient a des doses
extrémement faibles en endotoxines peut avoir des conséquences graves, notamment en
raison de l'activité des endotoxines sur le systéme immunitaire. Elles peuvent provoquer des
fievres élevées, une vasodilatation importante des vaisseaux, une coagulation
intravasculaire ou un choc septique.'* De plus, une atteinte des voies respiratoires est
souvent signalée : les endotoxines peuvent induire un asthme ou I'aggraver™41>3,

De surcroit, les endotoxines sont trés résistantes aux procédeés de stérilisation employés en
routine tels que la stérilisation par la chaleur humide ou la filtration microbiologique.™

En raison des dangers potentiels des endotoxines pour le patient et de leur résistance aux
procédés de stérilisation, la présence des endotoxines dans les produits pharmaceutiques
notamment dans les préparations injectables doit impérativement étre contrélée.

Historiquement, le contréle des pyrogenes se faisait de fagon in vivo sur les lapins.
Actuellement, les procédés d’analyse et de recherche d’endotoxines reposent sur l'utilisation
du lysat d’'amoebocytes de Limule (LAL test).>’ La source du réactif de LAL provient du sang
d’'un animal qui est le Limulus polyphemus communément appelé limule ou crabe en fer a
cheval.>®* Ce second test est de plus en plus utilisé et repose sur le principe de la
coagulation des endotoxines en présence du LAL".

La Ph. Eur.?! exige des analyses d’identités sur les matiéres premiéres mais peu concernant
la qualité microbiologique. Toutefois, des tests de contrble microbiologique (endotoxines et
biocharges) sont nécessaires pour garantir la qualité des matiéres premiéres.



1.2 Contexte du travail de recherche

Le travail de recherche s’est effectué au sein de la pharmacie centrale du CHUV, dans les
unités de contrdle qualité et production.

Le contréle qualité doit évaluer la qualité microbiologique des matiéres premiéres pour
pouvoir déterminer si ces dernieres peuvent induire des contaminations dans les produits
finis, surtout de qualité stérile.?

Au vue du nombre de matiéres premiéres utilisées par la pharmacie, il n’est pas possible
dans le cadre de cette étude, d’évaluer la qualité microbiologique de I'ensemble des
matieres premiéres utilisées pour la fabrication de préparations pharmaceutiques au CHUV.
Parmi toutes les matiéres premiéres utilisées a I'hopital figurant dans la liste des PL (produits
par lots), les choix suivants sont effectués :

1) Toutes les matiéres premiéres utilisées dans les préparations injectables ou par voie
intrathécale (ex : Clonidine HCI) sont retenues (ex : Calcium Chlorure)

2) Toutes les matiéres premieres avec mention apyrogene (ex : Sodium Chlorure) sont
sélectionnées

3) Une matiére premiére d’origine naturelle est testée (ex : Atropine Sulfate)

4) Les matiéres premiéres ayant des propriétés inhibitrices décrites dans la littérature
sont retenues (ex : Benzoate de Sodium, Sodium Thiosulfate et Lactate de Sodium).
23-26

5) Parmi les matiéres premiéres dédiées a une administration per os :

a) Une matiére premiére stupéfiante est sélectionnée (ex: Morphine
Chlorhydrate)

b) Une matiére premiére connue pour étre contaminée est retenue (ex : Calcium
Hydrogénophosphate dihydraté)

1.3 Objectifs du travail de recherche

Le but de ce travail consiste a évaluer la qualité microbiologique des matieres premiéres en
respectant les différentes normes exigées par les Pharmacopées (surtout Ph. Eur. et
USP)™?! et selon les prescriptions internes du laboratoire. Le contréle de la qualité
microbiologique comprend la recherche d’endotoxines et le contrdle de la biocharge des
matiéres premieres sélectionnées dans le cadre de cette étude.

1.4 LES ENDOTOXINES

1.4.1 Etymologie et découverte des endotoxines

Le terme endotoxine tient son origine de la racine étymologique grecque scindant ce mot en
deux parties distinctes : endon (signifiant & I'intérieur) et toxicon (le poison). *

La découverte des endotoxines est apparue quelque peu aprés les postulats de Koch, a la
fin du XIX® siecle suite a I'étude du choléra (Vibrio cholerae), par le célébre chercheur
Richard Pfeiffer. En effet, dans ces travaux, il a été remarqué qu'il existe une substance
pyrogéne qui est libérée lors de la lyse du vibrion provenant de la membrane externe de la
bactérie.?



1.4.2 Présence des endotoxines

Les endotoxines sont retrouvées dans les parois des bactéries Gram négatif de nature
lipopolysaccharidique (LPS) (par exemple : E. coli, S.Typhi, Haemophilus influenzae) et chez
certaines algues ou plantes supérieures.® Elles peuvent se retrouver également dans 'air
ambiant et sont susceptibles de contaminer les matiéres premiéres utilisées en production
hospitaliere.”

1.4.3 Structure chimique des endotoxines

Les endotoxines sont des LPS qui sont constitués de trois parties distinctes : la région du
lipide A, le core et la répétition de I'antigéne O, comme représenté dans la Figure 1 ci-
dessous. °

Les parties du core et de la chaine O («Ohne Kapsel») sont responsables de
limmunogénicité des pathogénes. La région du lipide A a pour fonction de fixer le LPS dans
la partie externe de la membrane des bactéries. Elle est également responsable de la
toxicité et de I'activité pro-inflammatoire. Les lipides A, sont alors reconnus par le systéme
immunitaire et associé au TLR 4. Et ceci, par l'activation du complément induisant un
composé le C3b responsable du processus d’opsonisation.*>?

Endotoxin ‘ Lipopolysaccharide (LPS)

outer membrane g
O-antigen

Lipooligosacchaide (LOS)

i O-antigen

Core

0 AL i
xﬁ PEUER I Y

Cytoplasm inner core  lipid A N 4 ) g Lipid
inner membrane

peptidoglycan

Figure 1 : Structure de la membrane des bactéries Gram négatif avec agrandissement de la partie
de I’endotoxine (Lipide A, core et antigéne O).°

1.4.4 Les symptdmes et effets sur la santé

Les symptdbmes peuvent étre divers, selon la quantité d’endotoxines présentes dans la
préparation.

1) Si peu dendotoxines sont contenues dans la préparation, une fiévre, une
vasodilatation et une inflammation peuvent étre provoquées. L’apparition de fiévre
résulte d’une induction des cellules de Kupffer qui augmentent considérablement la
sécrétion de pyrogenes endogénes tels que I'lL-1 et le TNF. Les neutrophiles quant a
eux, sont responsables du phénomene de vasodilatation. La synthése des anticorps
est le résultat de I'activation des lymphocytes B en présence d’endotoxines.

Il peut également y avoir l'apparition d’une inflammation due a I'activation du
complément.



2)

Si les endotoxines sont présentes en grande quantité, le choc septique et une
coagulation intravasculaire peuvent apparaitre. De plus, lors d’une présence accrue
d’endotoxines dans les préparations injectables des symptomes de type Systemic
inflammatory response syndrome (SIRS) et des Multiple organ dysfunction syndrom
(MODS) ou hépatobiliaires peuvent étre observés, *322°

1.4.5 Méthodes de controle d’endotoxines

Dans la monographie 2.6.14 « 'essai des endotoxines bactériennes », la Ph. Eur.?* décrit
trois méthodes permettant la détection ou la quantification des endotoxines:

1)
2)

3)

La méthode de gélification (essai limite et essai semi-quantitatif) par I'apparition d’'un
gel.

Le turbidimétrie cinétique (cinétique ou en point final) qui mesure la décroissance de
coagulogeéne dans le lysat par apparition d’'une turbidité.

La méthode chromogénique : qui peut étre en point final ou cinétique. C’est cette
derniére qui a été utilisée durant ce travail (colorimétrie cinétique).

C’est une méthode quantitative qui mesure la coloration d’'un composé jaune, le p-
nitroanilide'®. Cette coloration apparait suite & la scission entre le substrat
chromogénique et son peptide (rupture de la liaison 5-pep-pNa), cette réaction est
présentée dans la Figure 2 ci-dessous. La p-nitroanilide est mesurée ensuite par
photométrie entre 385 a 410 nm. Les courbes d’étalonnages sont réalisées a partir
de solutions étalons.

Cette réaction est une réaction enzymatique et elle est liée a des conditions

opératoires trés précises (température 37°C, pH 7 et en présence des ions Mg?* et
Ca2+).l-3,7,8,20

Facteur C | ENDOTOXINES | Facteur Cactive |
v
v
‘ 1- Proenzyme | > ‘ Enzyme active : coagulase ‘
‘ 2 - Substrat chromogene ‘ > E’aranitroaniline
Polypeptide

COLORATION JAUNE

Figure 2 : Cascade de la réaction produite lors de la colorimétrie cinétique.”

1.4.6 Limites en endotoxines autorisées

Afin de pouvoir valider la conformité des matiéres premiéeres, la limite en endotoxines fixée
ne doit pas étre dépassée.

Pour certaines matiéres premiéres, des limites fixes en endotoxines peuvent étre retrouvées
dans I'USP. En revanche, si la valeur n’est pas référencée, un calcul doit étre effectué en
se basant sur la formule, illustrée ci-dessous (équation 1), issue de la monographie de la Ph.
Eur apparaissant dans la monographie de la Ph.Eur. « 5.1.10 Recommandations pour la
réalisation de I'essai des endotoxines bactériennes » et « 2.6.14 Essai des endotoxines

Bactériennes» :

.21



K
v, [Eq.1]
Ou K est la dose seuil d’endotoxines ayant un effet pyrogéne, par kilogramme de masse

corporelle. Et, M la dose maximale recommandée pour le produit, en bolus, par kilogramme
de masse corporelle.

Les valeurs de K selon les différentes voies d’administrations sont définies dans la
monographie « 5.1.10 » de la Ph.Eur # qui spécifie les normes de K selon les différentes
voies d’administrations et sont reprises dans le Tableau 1 ci-dessous :

Tableau 1: « 5.1.10-1 » valeurs de K en fonction des voies d'administration?

Voie d’administration K
\% 5.0 Ul d’entoxines par kilogramme de masse corporelle
IV pour produits radiopharmaceutiques 2.5 Ul d’entoxines par kilogramme de masse corporelle
Intrathécale 0.2 Ul d’entoxines par kilogramme de masse corporelle
Administration parentérale 2
\ . 100 /m
par meétre carré de surface corporelle

La limite maximale tolérée en endotoxines est de 2*10° bactéries, ce qui correspond a 5
Unités d’endotoxines.

1.4.7 Dilution maximale significative

Lors des analyses de dosage, il est important de prendre en considération le fait que la DMS
ne soit pas dépassée afin de pouvoir déterminer correctement la teneur en endotoxines.
Cette derniére est calculée en employant la formule décrite dans la Ph. Eur.?* (monographie
2.6.14) USP (<85>), donnée dans I'équation 2 ci-dessous :

Limite en Endotoxines x concentration de la solution a examiner
A

[Eq. 2]
Ou A équivaut a la concentration la plus basse dans la gamme d’étalonnage.

1.5 Facteurs d’interférences : activité inhibitrice et activatrice

Lors de l'utilisation de la méthode de colorimétrie cinétique plusieurs facteurs d’interférences
peuvent apparaitre (pH, concentration ions bivalents élevée, solution lipidique, alcool, activité
protéolytique, effets dus aux récipients) et fausser les résultats : présence de faux-positifs ou
faux-négatifs. Les interférences les plus fréquentes sont celles d’'un pH inadéquat qui peut
étre ajusté par dilution en séries (sans dépasser la DMS) en employant de I'eau « LAL »
(eau apyrogéne), pour étre compris dans un intervalle de pH de 6.7 4 7.6.

La Ph. Eur. exige un taux de recouvrement compris entre 50 et 200 %. Une activité est
inhibitrice si son taux de recouvrement est inférieur a 50 % et activatrice s’il est supérieur a
200% 1-3,7,8,20




1.6 CONTROLE MICROBIOLOGIQUE
1.6.1 Introduction

En milieu hospitalier, le contréle microbiologique est essentiel pour confirmer la validité des
matieres premieres commandées auprés des différents fournisseurs.

L’essai du controle de la biocharge se fait en utilisant différents milieux de cultures propices
a la prolifération des bactéries et champignons. La recherche des germes peut étre soit
d’ordre général, soit plus spécifique. Dans le premier cas, elle consiste en la recherche de
DGAT et DMLT, réalisée en suivant la monographie du chapitre « 2.6.12 » de la Ph.Eur. Si
des germes plus spécifiques doivent étre identifiés alors la procédure suit la monographie
« 2.6.13 » de la Ph.Eur.?*

1.6.2 Recherche de germes aérobies totaux

Le milieu liquide TSB est employé pour mettre en évidence des germes aérobies totaux, des
moisissures et des levures. Il est constitué d’hydrolysat de caséine et soja. Ce type de milieu
apporte les éléments essentiels a la croissance des différents germes. La présence d’'une
croissance bactérienne est révélée lorsque le bouillon passe d’'un aspect limpide a trouble.**

Le DGAT se détermine également grace a l'utilisation de géloses TSA. Il s’agit de géloses
non sélectives constituées de glucose (définissant le substrat). Ces géloses possedent la
propriété de n’avoir aucun indicateur coloré.*?2%*

Les bouillons TSB et les géloses TSA doivent étre incubés a 30-35°C pendant trois a cing
jours.?

L’anaérobiose de certaines bactéries a été évaluée dans les Bouillons Thioglycolate ?* et
GENbag? bien que ceci ne soit pas exigé par la Ph. Eur. pour les produits non stériles.

1.6.3 Recherche de levures et moisissures

La gélose Sabouraud-Dextrose est employée pour la mise en évidence des moisissures et
levures (DMLT).'??*#2 Les géloses SDA doivent étre incubées & 20-25°C pendant cing a sept
H 55
jours™.

1.6.4 Recherche de germes spécifiés

Afin de pouvoir identifier des germes spécifiés, des milieux sélectifs doivent étre employés.
Le Tableau 2 ci-apres, présente les différents milieux permettant la mise en évidence de
certains germes spécifiques : %

Tableau 2 : Milieux sélectifs permettant la recherche de germes spécifiés

Souches recherchées Milieux sélectifs

E. coli Milieu gélosé Mac Conkey

P. aeruginosa Milieu gélosé Cétrimide

S. aureus Milieu gélosé mannitol-sel

C. albicans Milieu Sabouraud dextrosé-gélosé

S. enterica Milieu gélosé xylose-lysine-désoxycholate

a . ) S . " .
GENbag-GENbox - Générateurs d’atmosphéres pour bactéries exigeantes - bioMérieux Suisse [Internet]. [cité 28 mai 2017].
Disponible sur: http://www.biomerieux.ch/servlet/srt/bio/switzerland/dynPage?doc=SWT CLN PRD G PRD CLN 23
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e Recherche de S. aureus

En 1942, Koch découvrit que la quantité minimale requise aux S. aureus pour croitre est d’au
moins 7.5 % de NaCl. La gélose Chapman contient principalement 75 g de chlorure de
sodium ainsi qu’'une quantité de 10 g de D-mannitol. Ces deux éléments sont essentiels a
lisolement sélectif des S. aureus.”

Pour satisfaire a I'essai de la Ph. Eur les géloses doivent étre incubées a 30-35°C pendant
18-72 h *°. Les résultats sont positifs si la présence de S. aureus est observée par la
croissance de colonies jaunes ou blanches entourées d’une zone jaune.?

e Recherche d’E. coli

La gélose Mac Conkey permet l'isolement des bactéries Gram négatif de la famille des
Enterobacteriaceae. Ce type de milieu permet de faire la différenciation entre les bactéries
fermentant le lactose ou le sucre. ?**°

La détection d’E. coli se fait par la présence visuelle d’un halo rose sur les géloses Mac
Conkey. Ce mécanisme est le résultat de la précipitation des sels biliaires présents dans les
géloses dues a l'acidification du milieu sélectif. Les bactéries fermentant le sucre entrainent
une baisse du pH importante, ce qui induit 'apparition de colonies de couleur oscillant entre
le rose et le rouge. 2+?°

Les souches ne fermentant pas le lactose doivent utiliser les peptones (présent dans la
gélose) pour croitre, ce qui, a I'inverse des bactéries lacto-fermantantes augmente le pH en
I'alcalinisant. Les colonies sont alors blanches ou incolores.??

La Ph.Eur recommande la recherche d’E. coli par isolement sélectif sur gélose Mac Conkey.
Les bactéries doivent tout d’abord étre pré-enrichies dans un bouillon Mac Conkey. Le
bouillon est positif si le milieu de culture devient trouble.”

e Recherche de Salmonelles

Les Salmonelles ont la particularité de croitre a des pH bas.

La recherche de Salmonelles s’effectue par I'emploi d’'un bouillon sélectif d’enrichissement,
nommé RSV ainsi que par I'isolement sur géloses XLD.?**

e Recherche de P. aeruginosa

La présence de P. aeruginosa dans les matieres premiéres peut étre mise en évidence par
le milieu sélectif au Cétrimide. Ce type de bactérie sécréte de la pycocyanine, un pigment
coloré bleu-vert non fluorescent. Le composé cétrimide a la propriété d’inhiber plusieurs
bactéries différentes des P. aeruginosa. Le milieu contient une proportion importante de
Sulfate de Potassium et du Chlorure de Magnésium favorisant la production de pycocyanine
et fluorescéine. Pour la détection de fluorescéine une lumiére ultraviolette est requise. Les
résultats sont dit positifs si une couleur bleu-vert est détectée. Si aucun changement de
couleur n’est observé alors la matiére premiére est exempte de P. aeruginosa.®

P MANNITOL SALT AGAR (MSA) [Internet]. [cité 30 mai 2017]
Disponible sur : https://catalog.hardydiagnostics.com/cp_prod/Content/hugo/MannitolSaltAgar.htm

° CETRIMIDE SELECTIVE AGAR [Internet]. [cité 30 mai 2017]
Disponible sur : https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/IFU1292.pdf
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1.7. Méthodes de contréle microbiologique des produits non stériles

La monographie 2.6.12 de la Ph.Eur. *présente trois méthodes pour assurer le controle
microbiologique des produits non stériles. La premiére méthode consiste a procéder & une
filtration sur membrane. La seconde se nomme méthode d’ensemencement qui peut étre de
deux types : en profondeur ou par étalement en surface. Le dernier procédé est celui du
nombre le plus probable. La méthode de filtration est préférable car elle permet d’éliminer les
interférences et est plus précise que la méthode d’ensemencement. La méthode du nombre
le plus probable est moins utilisée pour des raisons de précisions cependant son emploi est
recommandé pour les matiéres premiéres ayant peu de contamination microbienne.**?*2?

1.7.1 Filtration sur membrane

Cette méthode permet d’obtenir des résultats fiables. Elle ne peut toutefois étre employée
gue pour les produits hydrosolubles. Un isolement sélectif est possible grace a cette
technique de par l'utilisation d’'une membrane poreuse de 0.45 um. Cette derniére, assure
une sélection bactérienne grace a ses propriétés de rétention. *3#%

1.7.2 Méthode d’ensemencement

Cet essai est employé couramment, nhotamment pour tous les produits non hydrosolubles. I
consiste a introduire I'échantillon directement dans le milieu gélosé caractéristique de la
méthode d’ensemencement en profondeur, ou d’étaler 0.1 mL de I'échantillon (méthode de
I'étalement en surface). Les tests doivent étre réalisés au moins a double pour les DGAT et
DMLT 13,21,22

1.7.3 Méthode du nombre le plus probable

La méthode du nombre le plus probable ne doit étre utilisée que lorsque qu’aucune des deux
méthodes mentionnées ci-dessus aux paragraphes 1.7.1 et 1.7.2 ne peut étre employée. En
effet, cette technique posséde des biais analytiques en raison de l'inexactitude des résultats.
Le principe de cet essai constitue a effectuer une série d’au minimum trois dilutions
respectant un rapport de proportionnalité de 1/10 du produit.

Les tubes sont ensuite incubés pendant cing jours a 30-35°C. Le nombre de tubes
présentant une turbidité est ensuite évalug. ***#

1.8 Limites fixées pour les critéres d’acceptations

Le dénombrement des germes aérobies viables totaux, permet de faire une premiere
sélection afin de détecter les germes tels que les moisissures, les bactéries mésophiles et
les levures poussant en aérobiose.
Les limites fixées pour les criteres d’acceptation s’établissent en considérant les facteurs
suivants: la nature du produit utilisé, son utilisation, la voie d’administration et le type de
patients visés (enfants, femmes enceintes, patients immunodéprimés).'®-2?
Les limites ont été fixées en tenant compte de ces différents facteurs et sont les suivantes :

- DGAT < 10% UFG/g ou UFC/mL

- DMLT < 10" UFC/g ou UFC/mL

- Les témoins de manipulations doivent étre limpides et contenir 0 UFC/mL



1.9 Validation des méthodes de dénombrement (applicabilité de la méthode)

Une validation des méthodes analytiques pour les contréles microbiologiques est exigée
dans les BPF et dans la Ph. Eur. %

Lors de la validation de la méthode, un essai, un témoin positif, un témoin négatif et un
témoin de manipulation doivent étre réalisés :

L’essai est constitué du produit et de la souche bactérienne (contamination en
présence du produit).

Le témoin positif est constitué par la présence du diluant et de la souche. Il sert, dans
ce cas-ci, a prouver que la manipulation s’est déroulée correctement et indique le
nombre de bactéries présentes dans linoculum. |l permet aussi de détecter
d’éventuelles propriétés inhibitrices ou activatrices du produit par comparaison a
'essai.

Le témoin négatif, contient le produit. Il représente la biocharge initiale de la matiére
premiére étudiée.

Le témoin de manipulation contient le diluant mais sans le produit. Il doit étre effectué
lors de chaque étape du processus de fabrication. Ce dernier subit les mémes étapes
que les échantillons testés et sert a certifier qu’aucun germe n’a été apporté par
I'opérateur au cours des manipulations.

Dans le cas des matiéres premiéres possédant des propriétés antimicrobiennes, pour
garantir la validité de la méthode, la matiére premiére doit étre neutralisée, en suivant la
directive de la Ph. Eur. ** par :

Une filtration sur membrane

Changement du milieu de culture ou augmentation du volume de diluant

Avec des agents de neutralisations: exemple : neutralisation des ammoniums
guaternaires par ajout de Lécithine

En combinant les méthodes citées précédemment



2 MATERIEL ET METHODES

2.1 Matériel

2.1.1 Produits : matiéres premiéres

Le Tableau 3 présente les différentes matiéres premiéres qui ont été sélectionnées pour les analyses.

Tableau 3 : Matiéres premiéres utilisées

Produit

Fournisseur, ville (commune), pays

Atropine Sulfate PhEur

Sodium Benzoate PhEur

Chlorure de Potassium PhEur

Magnésium sulfate heptahydraté PhEur

Sodium Bicarbonate PhEur

Morphine Chlorhydrate (prélevée en salle 570
(zone stupéfiants) par un opérateur qualifié

Sodium Thiosulfate

Phenobarbital

Calcium hydrogénophosphate dihydraté

Hanseler AG, Herisau, Suisse

Calcium Chlorure apyrogene

Sodium Chlorure apyrogéne

Merck KGaA,Darmstadt, Allemagne

Cuivre Gluconate USP

Pharmaserv AG, Stansstad, Suisse

Clonidine hydrochlorure PhEur

Hydrochlorothiazide

Fagron SA, Thiais, France

Sodium Lactate 50 % PhEur 8.0

Caelo, Hilden, Allemagne

2.1.2 Matériel nécessaire pour I’analyse des endotoxines

Le Tableau 4 ci-dessous regroupe le matériel et appareillage nécessaires pour l'analyse des

endotoxines.

Tableau 4 : Matériel et appareillage pour la recherche d’Endotoxines

Matériel et appareillage

Fournisseur, ville (commune), pays

Balance analytigue Metler Toledo XP204

Metler Toledo AG, Colombus, Etats-Unis

Tips embout avec filtre de 1000 pL

Micropipettes

Socorex Isba SA, Ecublens, Suisse

Transferpette® Brand GMBH + CO KG, Wertheim, Allemagne
Réfrigérateur et congélateur FORS Mediline AG, Studen, Suisse
Minuteur Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda-

Konigshofen Allemagne

Gants en nitrile Supreno”

Ansell HealthcareEurope nv, Brussels, Belgium

Tubes de centrifugeuse de 50 mL et
250 mL apyrogénes Falcon®

Corning Incorporated, Tewksbury, Etats-Unis

Vortex

VWR, Radnor, Etats-Unis

tubes apyrogéne en verre

Lonza, Walkersville, USA

Cartouches Endosafe sensibilité
0.5-0.005 EU/mL, 1-0.01 EU/mL 5-0.05 Eu/mL

Charles River Laboratories, Charleston, Etats-Unis

Appareil Endosafe MCS
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2.1.3 Matériel pour le contrdle microbiologique des produits non stériles

Le Tableau 5 suivant regroupe le matériel et 'appareillage nécessaire pour le contréle microbiologique
des produits non stériles.

Tableau 5 : Matériel et appareillage utilisés pour le contréle microbiologique, produits non stériles

Matériel et appareillage Fournisseur, ville (commune), pays

Pompe de filtration Miliflex

Entonnoirs de filtration Miliflex 100

Cassette de filtration pré-remplie Miliflex TSA+SDA

Tampons peptones-sel Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne

Tampons peptones-sel + 0.1 % tween

Bouillons :Mac Conkey, Thioglycolate, TSB, RSV

Géloses : TSA, SDA et XLA (30 mL)

Pincettes stériles PharmaPlast ConvaTec Limited, Deeside, UK
Eau ppi pour le « sanitizing » de la pompe Bichsel AG, Interlaken
Etaleurs et les dses stériles VWR, Radnor, Etats-Unis

Les fluides A et D

Géloses : Chapman, au sang et Genbags

Bioballs® : multhishots mix kit 550 UFC for
« Growth Promotion Testing » and for »Sterility | BioMérieux SA, Marcy I'Etoile, France
Assurance Testing », souche de Salmonella
Typhimurium de 30 UFC ainsi que le liquide de
réhydratation « 14 days Re-Hydration fluid »

Seringues Luer-Lock™ en polypropyléne d’une | BD, Franklin Lakes, Etats-Unis
capacité de 1, 5 et 10 mL

Aiguilles Microlance 3 (1.1*40 mm)

Gants stériles en latex Gammex"

— 5 Ansell HealthcareEurope nv, Brussels, Belgium
Gants en nitrile Supreno® P g

Désinfectant liquide ANIOSRUB 85 NPC, Lile-Hellemmes, France

Réfrigérateur et congélateur Liebherr Med

Incubateur a 30-35°C Binder

Incubateur a 42°C Heraeus ThermoFischer Scientific, Waltham, Etats-Unis
Flux laminaire A Gelaire ICN Biomedical, Seven Hills, Australie
Flux laminaire B BioAir® EuroClone®,Siziano, Italie

2.2 Méthode

Les différentes analyses de dosage des endotoxines ont été effectuées par la méthode de
colorimétrie cinétique au moyen du réactif de LAL, en respectant les exigences de la Ph.
Eur. L'appareil de MCS/PTS Charles River '*' et le logiciel Endosafe® Endoscan-V ont été
employés.

e Echantillonnage des matiéres premiéres

L’échantillonnage des matiéres premiéres a été préparé dans des Falcon apyrogénes au
moyen de spatules apyrogénes (cf annexe 1). Les matiéres premiéres sélectionnées ont
déja été utilisées en production pour réaliser des préparations et de ce fait des prélévements
a plusieurs reprises ont déja été effectués par les opérateurs dans des conditions respectant
les regles d’hygiene. Pour les matiéres premiéres stériles et apyrogéenes, les prélevements
ont été réalisés avec du matériel stérile et apyrogéne.

e Mise en solution des matiéres premiéres

La mise en solution des matiéres premiéres a été préparée en suivant le monde opératoire
présenté dans 'annexe 2.
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e Dilution des solutions meres

Les dilutions ont été effectuées, soit en employant un facteur 1 :10 ou 1 :100. La méthode
est décrite plus précisément dans I'annexe 4.

e Mesure du pH

Le pH des échantillons a été mesuré a I'aide de bandelettes de pH. La mesure du pH permet
d’avoir une orientation générale, quant a la dilution nécessaire de la matiére premiére. En
effet, si le produit pur se trouve a un pH relativement neutre, alors la matiére premiere ne
devra pas ou alors étre trés peu diluée, car il y a peu de risques d’interférences liées au pH.

e Dissolution des matiéres premiéres insolubles

Les matieres premiéres insolubles ont été solubilisées par I'emploi de solutions
standardisées d’acide chlorhydrique 0.1 M et de I'hydroxyde de sodium 0.1M, jusqu’a
I'obtention d’'un pH neutre. L’absence d’endotoxines a été vérifiée au préalable dans ces
solutions.

2.3 Mode opératoire: contrdle microbiologique des produits non stériles

Les protocoles suivis tenant compte des monographies « 2.6.12 », « 2.6.13 » et « 5.1.4 » de
la Ph.Eur ?* lors de la réalisation des contrdles microbiologiques des matiéres premiéres a
usage pharmaceutique se trouvent en annexes 6 et 7. Les essais de biocharges ont été
réalisés sous un flux laminaire A. Le Tableau 6 ci-dessous récapitule la méthode employée
pour le contréle microbiologique de chaque matiere premiere retenue dans le cadre de cette
étude :

Tableau 6 : Méthode par filtration sur membrane / ensemencement direct

Méthode par filtration sur membrane Méthode par dénombrement sur plaque par
ensemencement direct

- Benzoate de Sodium - Atropine Sulfate

- Chlorure de Potassium - Calcium Hydrogénophosphate dihydraté

- Clonidine Hydrochlorure - Hydrochlorothiazide

- Cuivre Gluconate - Phenobarbital

- Hydrochlorothiazide

- Lactate de Sodium

- Morphine Chlorhydrate

- Sodium Lactate

- Sodium Bicarbonate

- Sodium Thiosulfate

- Sulfate de Magnésium heptahydraté

Le choix de la méthode a été réfléchi en fonction des critéres de solubilité des différentes
matiéres premiéres. L’Hydrochlorothiazide a été testé par les deux méthodes afin de pouvoir
déterminer laquelle était la plus appropriée pour ce type de substance. L’Atropine Sulfate a
une concentration de 10 mg/mL est soluble dans un tampon peptone. Cependant, pour des
raisons techniques, I'essai s’est fait par la méthode d’ensemencement direct.

e Essais de fertilité des milieux

La fertilité des milieux doit étre testée selon les exigences de la Ph. Eur.”! Ces essais de
fertilité des milieux de cultures sont réalisés en routine par le laboratoire, a I'exception des
milieux sélectifs a la recherche de Salmonelles, dont la fertilité a été testée dans le cadre de
cette étude (cf. annexe 8).
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3.RESULTATS

3.1 Mesure du taux d’endotoxines par la méthode Endosafe®MCS™ Charles River

Les Tableaux 7 a 16, illustrés ci-dessous, résument les principaux résultats obtenus pour le
taux d’endotoxines par la méthode MCS de Charles River. ' Le calcul du taux moyen
d’endotoxines (cf calcul détaillés en annexe 3), de I'écart-type, du CV (%) et de la variance y
figure également. Les résultats détaillés ainsi que les essais a répétition pour justifier la
répétabilité des analyses se trouvent en annexe 5.

Tableau 7 : Principaux résultats obtenus pour I’Atropine Sulfate et le Benzoate de Sodium.
Atropine Sulfate Benzoate de Sodium

Solution 1 | Solution 2 Solution 3 | Solution1 | Solution 2 Solution 3
Limite en Endo. | oo 6 55.60 55.60 0.03 0.03 0.03
(EU/mQ)
Taux moyen 1.00110" | 1.00020% | 1.00010" | 5.00*10° | 5.00110° | 5.00*10°
Endo. (EU/mQ)
Ecart-type 1.70*10"" | 1.70*10"" | 1.70*10"" | 0.00*10° | 0.00*10° 0.00*10°
CV % 1.70*10" | 1.7010™* | 1.70*10™* | 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°
Variance 2.89*10" | 2.89*10~" | 2.89*10~* | 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°
Tableau 8 : Principaux résultats obtenus pour le Calcium Chlorure et le Chlorure de Potassium. Sol
=solution

Calcium Chlorure Chlorure de Potassium

Solution 1 | Solution 2 Solution 3 | Solution 1 | Solution 2 Solution 3
Limite en Endo. 0.20 0.20 0.20 235 235 235
(EU/mQ)
Taux moyen 5.67*10% | 8.31*10° | 6.05*10° | 6.71*10" | 6.71*10° | 6.71*10"
Endo. (EU/mQ)
Ecart-type 0.00*10° | 4.58*10~ 6.55*10° | 0.00*10° | 0.00*10° 0.00*10"
CV % 0.00*10° 5.51*10" 1.08*10" 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°
Variance 0.00*10° 2.10*10 4.29*10”" 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°

Tableau 9 : Princi

paux résultats obtenus pour le Calcium Hydrogénophosphate dihydraté et la Clonidine

Calcium Hydro. Dihydraté

Clonidine Hydrochlorure

Solution 1 | Solution 2 Solution 3 | Solution 1 Solution 2 Solution 3
Limite en Endo. 0.18 0.18 0.18 16.50 16.50 16.50
(EU/mQ@)
Taux moyen 2.93*10° | 253*10° | 251*102 | 4.17*10% | 4.17*10% | 4.17*107
Endo. (EU/mQ)
Ecart-type 4.16*10" | 6.11*10" 1.09*10° | 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°
CV % 1.42*10" 2.41*10" 4.34*10" 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°
Variance 1.73*10" | 3.73*10" 1.19*10™* 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°

Tableau 10 : Principaux résultats obtenus pour le Cuivre Gluconate et le Lactate de Sodium

Cuivre gluconate

Lactate de Sodium

Solution 1 Solution 2 Solution 3 Solution 1 Solution 2 Solution 3
Limite en Endo. 32.67 32.67 32.67 0.10 0.10 0.10
(EU/mQg)
Taux moyen 1.75%10° | 1.75*10° 1.7510° | 3.90¢10% | 3.90102 | 3.90*102
Endo. (EU/mQ)
Ecart-type 0.00*10° | 0.00*10° 0.00*10° | 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°
CV % 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°
Variance 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°
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Tableau 11 : Principaux résultats obtenus pour I’Hydrochlorothiazide apreés neutralisation et le Lactate de

Sodium

Hydrochlorothiazide
(avant neutralisation)

Hydrochlorothiazide
(aprés neutralisation)

Solution 1 Solution 2 Solution 3 | Solution 1 Solution 2 Solution 3
Limite en Endo. 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75
(EU/mQ)
Taux moyen 1.00¢10° | 1.07*10® | 1.40*10° | 2.93*10° | 1.55*10% | 1.48*107
Endo. (EU/mQ)
Ecart-type 1.00*10° | 1.15*10" 2.00*10° | 5.77*10" 2.31*10" 1.00*10°
CV % 0.00*10° 1.08*10" 1.43*10" 1.97*10" 1.49*10° 6.76*10°
Variance 0.00*10° 1.33*10° 4.0010° | 3.33*10" 5.33*10° 1.00*10°

Tableau 12 : Principaux résultats obtenus pour la Morphine Chlorhydrate et le Phenobarbital

Morphine Chlorhydrate Phenobarbital

Solution 1 | Solution 2 Solution 3 | Solution 1 Solution 2 Solution 3
Limite en Endo. 071 071 071 0.33 033 033
(EU/mQ)
Taux moyen 1.25*10" | 1.25¢10" | 1.25*10" | 5.0010° | 5.00410° | 5.00*10°
Endo. (EU/mQ)
Ecart-type 0.00*10° | 0.00*10° 0.00*10° | 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°
CV % 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°
Variance 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°

Tableau 13 : Principaux résultats obtenus pour le Sodium Thiosulfate et le Bicarbonate de Sodium
Bicarbonate de Sodium

Sodium Thiosulfate

Solution 1 | Solution 2 Solution 3 | Solution 1 Solution 2 Solution 3
'('I'E”l]'/trf]ge)” Endo. 0.03 0.03 0.03 0.04 0.04 0.04
E‘;g’é Téﬁrmg) 3.33*10° | 3.33*10° | 3.33*10° | 6.35*10° | 5.95¢10° | 5.95%107
Ecart-type 5.31*10" | 5.31*10° | 5.31*10° | 0.00*10° 0.00*10" 0.00*10°
CV % 1.59*10** | 1.59*10™* | 1.59*10** | 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°
Variance 2.82*10°" | 2.82*10°" | 2.82*10°" | 0.00*10" 0.00*10° 0.00*10°

Tableau 14 : Principaux résultats obtenus pour le Sulfate de Magnésium 10% et 4.8 %

Sulfate de Magnésium 10 %

Sulfate de Magnésium 4.8 %

Solution 1 | Solution 2 Solution 3 | Solution 1 Solution 2 Solution 3
Limite en Endo. 0.18 0.18 0.18 0.40 0.40 0.40
(EU/mQ@)
Taux moyen 5.00*10“% | 5.00¢10* | 5.00*10* | 2.08*10*% | 2.08*10* | 2.08*10®
Endo. (EU/mQ)
Ecart-type 0.00%10° | 0.00*10° 0.00*10° | 0.00*10° 0.00*10" 0.00*10°
CV % 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°
Variance 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10° 0.00*10°

Tableau 15 : Résu

Itats obtenus pour le Sodium Chlorure apyrogéne 0.9 % et 10 %

Sodium Chlorure apyrogéne 0.9 %

Sodium Chlorure apyrogéne 10%

Solution 1 | Solution 2 | Solution 3 Solution 1 Solution 2 | Solution 3
Limite en Endo. 0.005 0.005 0.005 0.036 0.036 0.036
(EU/mg)
Taux moyen 1.670¢10° | 5.560*10* | 2.190*10° | 5.000¢10* | 5.000%10* | 5.000*10™
Endo. (EU/mg)
Ecart-type 1.92010" | 0.000*10° | 9.450*10" | 0.000*10° | 0.000*10° | 0.000*10°
CV % 1.150*10° | 0.000*10° | 4.330*10° | 0.000*10° | 0.000*10° | 0.000*10°
Variance 3.700*10° | 0.000*10° | 8.930*10" | 0.000*10° | 0.000*10° | 0.000*10°
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Tableau 16 : Résultats HCI 0.1 M et NaOH 0.1 M

HCI 0.1 M NaOH 0.1 M

Solution 1 Solution 1
Limite en Endotoxines (EU/mQ) 0.25 0.25
Taux d’endotoxines (EU/mg) 1.63*10™ 1.44*10™

3.2 Résultats contrdle microbiologique

3.2.1 Contrble de la biocharge des différentes matiéres premiéres

Les Tableaux 17 et 18, ci-dessous, présentent les différents résultats des témoins négatifs et
de la biocharge obtenus lors du contrdle microbiologique des produits non stériles par la
méthode de filtration. (Un exemple de conversion UFC/plaque en UFC/mL est présenté en

annexe 10).

Tableau 17 : Résultats des témoins négatifs obtenus par filtration sur milieux liquides
et gélosés pour les matiéres premieres. L= limpide, T = trouble et A. = absence

liaui Milieux Milieux gélosés dénombrement en UFC
iquides Aspects
TSB | THIO [ McC | TSA | SDA | McC | Chapman | Cétrimide

Clonidine HCI | L. L. L. 0 0 A. A.S /

E.coli | .aureus
Cuivre L. L. L. 0 0 A. AS /
Gluconate E.coli | .aureus
Chlorure de | L. L. L. 0 0 A. A.S /
Potassium E.coli | .aureus
Hydro- L. L. L. 0 0 A. AS /
chlorothiazide E.coli | .aureus
Morphine L. L. L. 0 0 A. A.S /
Chlorhydrate E.coli | .aureus
Benzoate de | L. L. L. 0 0 A. A.S /
sodium E.coli | .aureus
Bicarbonate L. L. L. 0 0 A. A.S. A. P.Aeru
de Sodium E.coli | aureus
Lactate de | L. L. L. 0 0 A. A.S. /
Sodium E.coli | aureus
Sodium L. L. L. 0 0 A. A.S. /
Thiosulfate E.coli | aureus
Sulfate de | L. L. L. 0 0 A. A.S. /
Magnésium E.coli | aureus
Heptahydraté

15



Tableau 18 : Résultats charge initiale des matieres premieres obtenus par filtration sur milieux
liquides et gélosés pour les matiéres premiéres. L= limpide, T = trouble et A. = absence

liaui Milieux Milieux gélosés dénombrement en UFC
iquides Aspects

TSB | THIO | McC | TSA | SDA | McC | Chapman | Cétrimide
Clonidine L. T. L. 0 0 A. A.S /
Hydrochlorure E.coli | .aureus
Cuivre L. T. L. 0 0 A. A.S /
gluconate E.coli | .aureus
Chlorure L. L. L. 0 0 A. A.S /
de Potassium E.coli | .aureus
Hydrochlorothi | L. T. L. 1 0 A. A.S /
azide E.coli | .aureus
Morphine T. T. L. 0 0 A. A.S /
Chlorhydrate E.coli | .aureus
Benzoate de | L. L. L. 0 0 A. A.S /
Sodium E.coli | .aureus
Bicarbonate L. L. L. 0 0 A. A.S. A. P.Aeru
de Sodium E.coli | aureus
Lactate de | L. L. L. 0 0 A. A.S. /
Sodium E.coli | aureus
Sodium L. L. L. 2 3 A. A.S. /
Thiosulfate E.coli | aureus
Sulfate de L. L. L. 1 0 A. A.S. /
Magnésium E.coli | aureus
Heptahydraté

Les Tableaux 19-20, ci-dessous, présentent les différents résultats des témoins négatifs et
de la biocharge obtenus pour le contrble microbiologique des produits non stériles par la
méthode d’ensemencement direct.

Tableau 19 : Résultats des témoins négatifs obtenus par ensemencement direct
sur milieux liquides et gélosés pour les matiéres premieres. L= limpide, T = trouble et A. = absence

Milieux Milieux gélosés dénombrement moyen en
liquides Aspects UFC
TSB | THIO | McC TSA | SDA | McC | Chapman | Cétrimide
Calcium L. L. L. 0 0 A. AS /
Hydrogéno. E.coli | .aureus
Phenobarbital | L. L. L. 0 0 A. A.S /
E.coli | .aureus
Hydro- L. L. L. 0 0 A. A.S /
chlorothiazide E.coli | .aureus

Tableau 20 : Résultats charge initiale des matiéres premiéres obtenus par ensemencement direct
sur milieux liquides et gélosés pour les matiéres premieres. L= limpide, T = trouble et A. = absence

Milieux Milieux gélosés dénombrement moyen en
liquides Aspects UFC
TSB | THIO | McC TSA | SDA | McC | Chapman | Cétrimide
Calcium T. T. L. 1 35 A. AS /
Hydrogéno. E.coli | .aureus
Phenobarbital | T. T. L. 0 0 A. A.S /
E.coli | .aureus
Hydro- L. T. L. 0 0 A. A.S /
chlorothiazide E.coli | .aureus
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Ci-dessous, la Figure 3 illustre la turbidité du Calcium Hydrogénosphosphate Dihydraté en
comparaison au témoin négatif en milieu Thioglycolate.

Figure 3 : Calcium Hydrogénophosphate (témoin négatif a gauche) et (biocharge initiale a droite)

3.2.2 Résultats d’identifications

Ci-dessous, le Tableau 21 regroupe les différents résultats obtenus suite a une identification
a posteriori. Les germes qui ne peuvent pas étre identifiés par la méthode traditionnelle de
Maldi-tof, doivent étre analysés par séquencage du 16S de 'ARN ribosomique. Le principe
de cette technique repose sur 'amplification des génes 16S a 'aide de librairies chimiques

répertoriées.”®

Tableau 21 : Résultats des tests d’identifications

Matiére premiere Milieux de Identifications Pathogénes
cultures
di hiosulf Gélose TSA Id.1 : Bacillus circulans Germe non pathogéene
Sodium Thiosulfate Gélose TSA Id.2 : Bacillus circulans Germe non pathogéene
Gélose SDA Id. 1 : Paenibacillus humicus | Germe non pathogéne
. Id.1: S. aureus a coagulase .
Sulfate Mg. Hep. Gélose TSA négative (S.hominis) Germe non pathogéne
Hydrochlorothiazide | Gélose TSA Id.1 : Micrococcus luteus Germe non pathogéne
Phenobarbital Gélose TSA Id.1 : Baccillus gr. cereus Germe non pathogéne
Gélose SDA-1 Id.1 : Penicillium spp. Germe non pathogéne
Id.1 : Penicillium spp. Germe non pathogéne
Id.2 : Bacille Gram positif
Gélose SDA -2 Identification par séquencage Germe non pathogéne
du 16S rDNA : Paenibacillus P 9
sp. Probable chibensis
Cal. Hydro. ] Id.1 : Bacille Gram positif A
dihydraté Gélose TSA-2 genre Bacillus Germe non pathogene
Gélose TSA-3 Id.1 : Paenibacillus chibensis Germe non pathogéne

Penicillium spp.

Gélose au sang

Id.1 : Bacillus gr.cereus

Germe non pathogéene

Gélose TSA-1

Id.1 : Penicillium spp.

Germe non pathogéene

Gélose SDA -2

Id. 1 : Penicillium spp.

Germe non pathogéene

Gélose Chapman

Id. 1 : Bacille Gram positif

Germe non pathogéene
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3.2.3 Essais de fertilités des Salmonelles

Les Tableaux 22 et 23, ci-dessous, présentent les résultats obtenus pour les essais de fertilités du
bouillon RVS et géloses XLD.

Tableau 22 : Résultats obtenus pour I’essai de fertilité du bouillon RVS

Nom de la souche Résultats Spécifications Conformité du test
Salmonella typhimurium Trouble Croissance Conforme

Lot : 3821

Staphylococcus aureus Limpide Absence de croissance Conforme

Lot : B 3487

Témoin négatif Limpide Absence de croissance Conforme

Tableau 23 : Résultats obtenus pour ’essai de fertilité de la gélose XLD

Nom de la souche Nombre de | Taux de Spécification Conformité
colonies recouvrement (%) du test
Salmonella typhimurium Colonies roses Conforme
Lot : 3821 27 86.26 clairs avec
centre noir
Témoin négatif 0 0 Absence Conforme

3.3. Validation de la méthode de dénombrement en présence du produit

Pour valider la méthode de dénombrement, il faut que le taux de recouvrement de bactéries
inoculés soit compris entre 50 et 200 %.*

L’équation 3, ci-dessous permet de calculer le taux de recouvrement du témoin positif :

(Valeur du témoin positif)
*
(Nbr UFC BioBall® du fournisseur) 100 [Eq' 3]

Taux de recouvrement (essai) =

L’équation 4 ci-aprés, permet de calculer le taux de recouvrement (%) de I'essai :

Tous d e _) (Valeur de 1'Essai — Valeur du témoin négatif) 100
= *
aux de recouvrement {essal (Nbr UFC BioBall® du témoin positif)
[Eq. 4]

Un exemple de calcul du taux de recouvrement est donné a titre d’exemple a I'annexe 11.
Les Tableaux 24 a 26 ci-apres regroupent le nombre moyen d’'UFC retrouvés dans chaque
aliquot de 100 pL des BioBall® Multishot-550 et single-shot. Ces valeurs sont tirées des
différents certificats d’analyses publiées par le fournisseur des BioBall®.

Tableau 24 : Nombre d’UFC moyen par aliquot de 100 pL des différentes souches testées de BioBall®
Multishot-550 (Lot : B3889)

BioBall® Multishot-550 : nom de la souche | Nombre d’UFC moyen pour un aliquot de 100 pL
Lot : B3889

S. aureus 49.8

P. aeruginosa 45.7

E. coli 47.3

C. albicans 47.3

B. subtilis 46.9

A. brasiliensis 50.0
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Tableau 35 : Nombre d’UFC moyen par aliquot de 100 pL des différentes souches testées de BioBall®
Multishot-550 (Lot : B3909)

BioBall® Multishot-550 : nom de la souche | Nombre d’'UFC moyen pour un aliquot de 100 pL
Lot : B3909

S. aureus 52.0

P. aeruginosa 49.2

C. albicans 47.3

B. subtilis 46.9

A. brasiliensis 48.4

Tableau 46 : Nombre d’UFC moyen par BioBall® single-shot des différentes souches testées
BioBall” single-shot : nom de la souche Nombre d’'UFC moyen pour une BioBall®
C. albicans (Lot : B3638) 28.2

A. brasiliensis (Lot : B3635) 29.0

S. aureus (Lot : B3709) 30.0

P. aeruginosa (B 3754) 28.4

B. subtilis (B 3427) 28.6

NB : les tests effectués avec les BioBalls® de 30 UFC sont suivis d’un astérisque.
¢ Validation de I’Atropine Sulfate par la méthode d’ensemencement direct

Les Tableaux 27 a 30 ci-dessous, regroupent les principaux résultats obtenus pour le témoin
positif, I'essai (contamination en présence du produit) et le témoin négatif lors de
lapplicabilit¢ de la méthode pour le dénombrement de germes aérobies totaux et
moisissures et levures pour I'Atropine Sulfate.

Le témoin positif a été réalisé une fois pour [I'Atropine Sulfate, le Calcium
Hydrogénophosphate et le Calcium Hydrogénophosphate aprés décontamination au four a
micro-ondes.

Tableau 27 : Dénombrement de DGAT et DMLT pour le Témoin positif par la méthode d’ensemencement
direct. T=trouble, L= limpide

Témoin positif S. aureus | P. aeruginosa | B. subtilis | C. albicans | A. brasiliensis
Gélose TSA 1 52.00 50.00 53.00 26.00 45.00
Gélose TSA 2 32.00 22.00 23.00 42.00 50.00
Moyenne 42.00 36.00 38.00 34.00 47.50
Taux de 84.38 78.77 81.02 71.88 95.00
recouvrement %

Gélose SDA 1 / / / 40.00 41.00
Gélose SDA 2 / / / 40.00 31.00
Moyenne / / / 40.00 36.00
Taux de / / / 84.57 72.00
recouvrement %

Bouillon TSB T. T. T. / /
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Tableau 28 : Dénombrement de DGAT et DMLT pour I’essai (contamination en présence du produit) de
I’Atropine Sulfate par la méthode d’ensemencement direct. T=trouble, L= limpide

Essai : contamination S. P. B. C. A.

en présence du produit aureus aeruginosa subtilis albicans brasiliensis
Gélose TSA 1 25.00 3.00 30.00 13.00 30.00
Gélose TSA 2 41.00 22.00 12.00 13.00 12.00
Moyenne 33.00 12.50 21.00 13.00 21.00
Taux de recouvrement % 78.57 34.72 55.26 38.24 44.21
Gélose SDA 1 / / / 26.00 32.00
Gélose SDA 2 / / / 42.00 38.00
Moyenne / / / 34.00 35.00
Taux de recouvrement % / / / 85.00 97.22
Bouillon TSB T L. T / /

Tableau 29 : Dénombrement de DGAT et DMLT pour le témoin négatif, représentatif de la biocharge
initiale de ’Atropine Sulfate par la méthode d’ensemencement direct

TSA 1| TSA2 | Moyenne | SDA1 | SDA2 | Moyenne B(_)rlglgnn
Temoin négatif: | 0 0 0 0 0 Limpide
charge initiale

Tableau 30 : Recherche de germes spécifiés dans le témoin positif, I’essai et le témoin négatif de
I’Atropine Sulfate . T=trouble, L=limpide

Bouillons Géloses
McC RVS McC Chapman XLD

Témoin positif T. T. Présence Présence Présence

E. coli S. aureus Salmonelles
Essai : contamination en T. T. Présence Présence Présence
présence du produit E. coli S. aureus Salmonelles
Témoin négatif : L. L. Absence Absence Absence
charge initiale du produit E. coli S. aureus Salmonelles

e Validation du Calcium Hydrogénophosphate avant et aprés
décontamination par la méthode d’ensemencement direct

Les résultats obtenus pour l'essai (contamination en présence du produit) du Calcium
Hydrogénophosphate Dihydraté sans décontamination et aprés décontamination sont
regroupés dans un tableau comparatif, figurant ci-dessous 31 (Tableau 31).
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Les résultats pour le témoin négatif et la recherche de germes spécifiés sont présentés dans
les Tableaux 32 et 33, ci-apres.

Tableau 31 : Dénombrement de DGAT et DMLT du Calcium Hydrogenophosphate (essai) avant et aprés
décontamination (micro-ondes) par la méthode d’ensemencement direct. T=trouble, L=limpide

Essai : S. aureus | P. aeruginosa | B. subtilis | C. albicans A. brasiliensis
contamination en

présence du produit

Gélose TSA 1 39.00 0.00 3.00 38.00 13.00
Gélose TSA 2 40.00 1.00 16.00 11.00 3.00
Moyenne 39.50 0.50 9.50 24.50 8.00
Taux de 94.05 1.38 25.00 72.06 16.84
recouvrement %

Gélose SDA 1 / / / 50 50
Gélose SDA 2 / / / 50 50
Moyenne / / / 50 50
Taux de / / / 105.71 100.00
recouvrement %

Bouillon TSB T. L. T. / /
Essai : S. aureus | P. aeruginosa | B. subtilis | C. albicans A. brasiliensis
contamination en

présence du produit

(décontaminé)

Gélose TSA 1 19.00 10.00 6.00 19.00 16.00
Gélose TSA 2 11.00 11.00 9.00 12.00 20.00
Moyenne 15.00 10.50 7.50 15.50 18.00
Taux de 35.71 29.17 19.74 45.59 37.89
recouvrement %

Gélose SDA 1 / / / 9.00 50.00
Gélose SDA 2 / / / 25.00 23.00
Moyenne / / / 17.00 36.50
Taux de / / / 42.50 101.39
recouvrement %

Bouillon TSB T. L. T. / /

Tableau 32 : Dénombrement de DGAT et DMLT pour le témoin négatif, représentatif de la biocharge
initiale du Calcium Hydrogenophosphate avant et aprés micro-ondes par la méthode d’ensemencement

direct

Témoin négatif Témoin négatif

charge initiale charge initiale

(avant décontamination) (aprés décontamination)
Gélose TSA 1 2 0
Gélose TSA 2 0 0
Moyenne 1 0
Gélose SDA 1 0 0
Gélose SDA 2 1 0
Moyenne 0.5 0
Bouillon TSB Limpide Limpide
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Tableau 33 : Recherche de germes spécifiés pour I’essai (contamination du produit) et le témoin négatif

(biocharge initiale) avant et aprés du Calcium Hydrogenophosphate Dihydraté. T=trouble, L=limpide
Bouillons Géloses

McC McC Chapman
Essai : contamination en T. Présence Présence
présence du produit E. coli S. aureus
(avant décontamination)
Témoin négatif : L. Absence Absence
charge initiale E. coli S. aureus
(avant décontamination)
Essai : contamination en T. Présence Présence
présence du produit E. coli S. aureus
(aprés décontamination)
Témoin négatif : L. Absence Absence
charge initiale E. coli S. aureus
(avant décontamination)

Ci-dessous, la Figure 4 illustre la recherche de germes spécifiés (S.aureus) dans le Calcium
Hydrogénosphosphate Dihydraté par la méthode de I'isolement sélectif.

Calcium Hydrogeno \ :
Essai - Gélose Chapman \ Calcium Hydrogeno

Lara Bell 24.05.17 - Temt:‘r; BGeéllIOZS:O%hrgman

o
Figure 4 : Calcium Hydrogénophosphate (contamination en présence du produit a gauche) et (témoin
positif a droite)
Ci-dessous, la Figure 5 illustre la recherche de germes spécifiés (E.coli) dans le Calcium
Hydrogénosphosphate Dihydraté en milieu Mac Conkey.

Figure 5 : Calcium Hydrogénophosphate (t¢émoin positif & gauche), (contamination en présence du produit
au centre) et (biocharge initiale a droite).
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e Validation du Lactate de sodium par la méthode de filtration

Les Tableaux 34 a 37 ci-dessous, présentent les principaux résultats obtenus pour le témoin
positif, I'essai et le témoin négatif représentatif de la charge initiale de la matiére premiére
lors de la validation de la méthode du lactate de sodium.

Tableau 34 : Dénombrement de DGAT et DMLT pour le Témoin positif par la méthode de filtration.

T=trouble, L= limpide

Témoin positif | S. aureus P. aeruginosa | B. subtilis | C. albicans | A. brasiliensis
Gélose TSA 1 33.00 25.00 33.00 20.00 * 20.00*
Taux de 66.27 50.81 70.36 70.92 68.97
recouvrement %

Gélose SDA 1 / / / 17.00 * 17.00 *
Taux de / / / 56.74 58.62
recouvrement %

Bouillon TSB T. T. T. / /

Tableau 35 : Dénombrement de DGAT et DMLT pour I’essai (contamination du produit) pour le Lactate
de Sodium par la méthode de filtration. T= trouble, L = limpide

Essai : S. P. B. C. A.
contamination en aureus aeruginosa | subtilis albicans brasiliensis
présence du produit

Gélose TSA 1 92.00 22.00 44.00 37.00* 6.00*
Taux de 278.78 88.00 133.33 185.00 30.00
recouvrement %

Gélose SDA 1 / / / 31.00* 50.00*
Taux de / / / 182.35 294.11
recouvrement %

Bouillon TSB T. T. T. / /

Tableau 36 : Dénombrement de DGAT et DMLT pour le témoin négatif, représentatif de la biocharge
initiale du Lactate de Sodium par la méthode d’ensemencement direct

TSA 1 | SDA1 Bouillon TSB

Témoin négatif :

charge initiale 0 0

Limpide

Tableau 37 : Recherche de germes spécifiés dans le Lactate de Sodium pour le témoin positif, I’essai
(contamination en présence du prouit) et le témoin négatif (biocharge initiale). T= trouble, L= limpide

Bouillons Géloses

McC McC Chapman

Témoin positif T. Présence Présence
E. coli S. aureus

Essai : contamination en T. Présence Présence
présence du produit E. coli S. aureus
Témoin négatif L. Absence Absence
charge initiale produit E. coli S. aureus
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e Validation du Sodium Thiosulfate par la méthode de filtration

Les Tableaux 38 a 40 ci-dessous présentent les principaux résultats obtenus pour le témoin
positif, 'essai et le témoin négatif représentatif de la charge initiale de la matiére premiére
lors de la validation de la méthode du Sodium Thiosulfate.

Tableau 38 : Dénombrement de DGAT et DMLT pour I’essai (contamination du produit) pour
le Sodium Thiosulfate par la méthode de filtration. L= limpide, T=trouble

Essai : S. P. B. C. A.
contamination en aureus aeruginosa subtilis albicans brasiliensis
présence du produit

Gélose TSA 1 0.00 30.00 27.00 34.00* 25.00*
Taux de 0.00 120.00 81.82 170.00 125.00
recouvrement %

Gélose SDA 1 / / / 39.00* 19.00 *
Taux de / / / 229.41 111.76
recouvrement %

Bouillon TSB L. T. T. / /

Tableau 39 : Dénombrement de DGAT et DMLT pour le témoin négatif, représentatif de la biocharge
initiale du Sodium Thiosulfate par la méthode de filtration

Témoin négatif : (charge initiale)

Gélose TSA 1 1
Gélose SDA 1 0
Bouillon TSB Limpide

Tableau 40 : Recherche de germes spécifiés dans le Sodium Thiosulfate pour le témoin positif, I’essai
(contamination en présence du prouit) et le témoin négatif (biocharge initiale). T=trouble, L= limpide

Bouillons Géloses
McC McC Chapman
Essai : contamination T. Présence E. coli Présence S. aureus
en présence du produit
Témoin négatif : L. Absence E. coli Absence S. aureus
charge initiale

¢ Validation du Benzoate de Sodium par la méthode de filtration avant et
apreés neutralisations

Les Tableaux 41 a 43 ci-dessous présentent les principaux résultats obtenus pour le témoin
positif, le témoin négatif (avant et aprés neutralisation) représentatif de la charge initiale de la
matiére premiére et la recherche de germes spécifiés lors de la validation de la méthode du
Benzoate de Sodium.
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L’essai (contamination en présence du produit) figure dans le Tableau 44 comparant
I'efficacité de neutralisation du Benzoate de Sodium par 'emploi Fluide A ou le Fluide D.

Tableau 41 : Dénombrement de DGAT et DMLT pour le témoin positif (diluant = fluide D) pour le
Benzoate de Sodium par la méthode de filtration. T=trouble, L = limpide

Temom positif : S. aureus P. aeruginosa | B. subtilis | C. albicans | A. brasiliensis
Fluide D
Gélose TSA 1 27.00* 24.00* 16.00* 20.00 * 24.00*
Taux de 90.00 84,51 55.94 70.92 82.76
recouvrement %
Gélose SDA 1 / / / 20.00* 25.00*
Taux de 70.92 86.21
recouvrement %
Bouillon TSB T. T. T. / /

Tableau 42 : Dénombrement de DGAT et DMLT pour le témoin négatif, représentatif de la biocharge
initiale du Benzoate de Sodium par la méthode de filtration

Témoin négatif : Témoin négatif :
charge initiale charge initiale
(avant neutralisation) (apres neutralisation)

Gélose TSA 0 0
Gélose SDA 0 0
Bouillon TSB Limpide Limpide

Tableau 43 : Recherche de germes spécifiés dans le Benzoate de Sodium pour le témoin positif, I’essai
(contamination en présence du produit) et le témoin négatif (biocharge initiale). T= trouble, L = limpide

Bouillons Géloses
McC McC Chapman
Essai : contamination en L. Absence Présence
présence de produit E. coli S. aureus
Témoin négatif : L. Absence Absence
charge initiale E. coli S. aureus

Tableau 44 : Dénombrement de DGAT et DMLT pour D’essai (contamination du produit) pour le
Benzoate de Sodium avant et aprés neutralisation par la méthode de filtration. T= trouble, L = limpide

Essai : contamination | S. P. B. C. A.

en présence du aureus aeruginosa | subtilis albicans brasiliensis
produit (fluide A)

Gélose TSA 1 17.00 0.00 18.00 7.00 * 18.00 *
Taux de recouvrement 51.52% 0.00 54.55 35.00 90.00
%

Gélose SDA 1 / / / 4.00 * 13.00 *
Taux de recouvrement / / / 23.53 76.47
%

Bouillon TSB T. T. T. / /
Essai : contamination | S. P. B. C. A.

en présence du aureus aeruginosa | subtilis albicans brasiliensis
produit (fluide D)

Gélose TSA 1 40.00* 12.00* 14.00* 7.00* 21.00*
Taux de recouvrement 148.15 50.00 87.50 35.00 87.50
%

Gélose SDA 1 / / / 2.00* 16.00*
Taux de recouvrement / / / 10.00 64.00
%

Bouillon TSB T. T. T. / /
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Ci-dessous, la Figure 6 illustre la croissance de C. albicans (témoin positif) sur gélose SDA
par la méthode de filtration apres neutralisation du Fluide D.

Figure 6 : Témoin positif inoculé avec 30 UFC de C. albicans sur gélose SDA

Ci-dessous, la Figure 7 illustre la croissance de S.aureus (témoin positif) sur gélose TSA.

Figure 7 : Témoin positif inoculé avec le S. aureus sur gélose TSA

Ci-dessous, la Figure 8 illustre la croissance de S.aureus (témoin positif) sur gélose TSA.

Figure 8 : Essai (contamination en présence du produit) avec inoculation de P.aeruginosa
sur gélose TSA par méthode de filtration du Sodium Benzoate (neutralisé par le Fluide D)
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4. DISCUSSION

4.1 Mesure du taux d’endotoxines par la méthode Endosafe®MCS™ Charles
River

Les limites en endotoxines (EU/mg) pour certaines matiéres premiéres figurent dans 'USP.*°
Celles qui ne sont pas référencées doivent étre calculées en fonction de la voie
d’administration et de la dose journaliére du patient. Cette limite dépend aussi du poids du
patient (70 kg pour les adultes et 35 kg pour les enfants).

1. Les limites les plus basses fixées en endotoxines pour les matiéres premiéres
étudiées sont les suivantes : Sodium Chlorure apyrogene 0.9 % (0.005 EU/mg) et 10
% (0.036 EU/mQ). Le Sodium Thiosulfate (0.03 EU/mg), le Bicarbonate de Sodium
(0.04 EU/mg) et le Benzoate de Sodium (0.03 EU/mg).

2. Le limites les plus hautes en endotoxines pour les matiéres premiéres étudiées sont
les suivantes: Atropine Sulfate (55.60 EU/mg), Clonidine (16.50 EU/mg), Cuivre
Gluconate a (32.67 EU/mg). La limite en endotoxines calculée pour la Clonidine est
élevée, bien que le produit soit administré par voie intrathécale ¢ mais la dose seuil
d’endotoxines ayant un effet pyrogéne (K) est basse avec pour valeur 0.2 Ul par
rapport a 5.0 Ul pour la voie intraveineuse. Ceci exige des précautions particuliéres
pour ce type de matiére premiere.

Lors du contrdle du taux d’endotoxines, trois solutions ont été préparées. La répétition des
prélevements au sein de la méme solution de matiére premiére permettent de valider la
répétabilité des résultats.

Parmi les matiéres premiéres étudiées, aucune n’excédait le seuil acceptable d’endotoxines.
De ce fait, toutes les matiéres premiéres s’avérent étre conformes et ne présentent pas de
danger potentiel pour le patient. Cependant, ces résultats ont été obtenus pour un lot donné
de chaque matiére premiére. Il faudrait effectuer de nouveaux tests d’endotoxines si les
matieres premiéres venaient a étre commandées auprés d’autres fournisseurs car les
résultats d’endotoxines pourraient varier.

Les criteres opératoires a prendre en considération lors de I'analyse des endotoxines pour
obtenir de bons résultats sont les suivants :
- L'eau « LAL » et les solutions a analyser doivent étre préparées a température
ambiante
- Une agitation au vortex est obligatoire pour éviter la sédimentation des endotoxines

L’avantage principal de la méthode MCS de Charles River est la rapidité du temps d’analyse
(environ 15 min). Cette méthode permet aussi de limiter les erreurs opérationnelles, souvent
rencontrées lors des tests préliminaires effectués dans la méthode traditionnelle du test de
« LAL ». La méthode de Charles River possede également la particularité de répondre aux
exigences éthiques en limitant 'emploi d’animaux.*®*’

d USP Endotoxin Limits for Common Injectables [Internet]. [cité 28 février]
Disponible sur : http://www.bcis.gr/bcis/pdf/EndotoxinLimits.pdf
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L’apparition de facteurs d’interférence indique la limite principale de la méthode pour la
recherche d’endotoxines dans les matiéres premiéres. Les facteurs d’interférence peuvent
étre corrigés par un ajustement de pH et de dilutions en série dans la majorité des cas.?

Un autre probléeme rencontré avec ce type de méthodes est que seule une partie des
pyrogenes est détectable. Les germes pathogénes comme le S. aureus et le P. aeruginosa
peuvent se trouver dans les matiéres premieres hospitaliére ont des toxines de nature non
endotoxiniques. La présence de ce type de toxines est alors observée lors du contrdle de
biocharges des matiéres premiéres.?’

C’est pourquoi le contrble des endotoxines et le contréle de la biocharge est nécessaire pour
établir la qualité microbiologique des matieres premieres.

Dans le futur, différents lots devraient étre testés avec deux méthodes en parallele (Charles
River /Lonza) afin de comparer l'efficacité de chacune de ces méthodes.

4.2 Contrble de la biocharge des matiéres premieres sélectionnées

Le contrle de la biocharge des matiéres premiéres non stériles est indispensable pour
assurer I'absence de germes pathogénes qui peuvent étre un danger potentiel pour le
patient.®* Une attention particuliére doit &tre portée sur les matiéres premiéres pouvant étre
administrées par la suite a des patients a risque comme les immunodéprimés ou les enfants.

De maniére générale, les résultats obtenus pour I'étude microbiologique des matiéres
premiéres non stériles sont conformes, car aucun résultat ne s’écartait des limites fixées par
la Ph. Eur.”* Les plaques qui présentaient des résultats positifs ont toutes été identifiées 2
afin de pouvoir déceler I'éventuelle présence de germes pathogenes. Tous les tests
d’identifications ont pu confirmer I'absence de germes pathogénes au sein des matiéres
premiéres. L’interprétation et I'analyse s’est basée sur la liste tirée « de la Directive
2000/54/CE », qui regroupent les germes considérés comme pathogénes.

Les résultats les plus intéressants sont discutés ci-dessous :

L’Hydrochlorothiazide est une matieére premiére employée dans la préparation d'une
suspension orale employée couramment en pédiatrie. Les exigences de la Ph. Eur #
(monographie 5.1.4) demandent au maximum 10> DGAT, 10' DMLT et une absence d’E.coli
pour ce type de préparation. Les résultats expérimentaux obtenus pour cette matiére
premiére sont les suivants : absence d’E.coli, une colonie sur gélose TSA (< 10?> DGAT) et
aucune sur gélose SDA (< 10 DMLT). Ces résultats respectent les exigences
microbiologiques requises par la Ph. Eur. et sont donc conformes.

Le Sodium Bicarbonate est une matiére premiere employée pour la fabrication de solution a
usage buccal. La Ph. Eur. exige pour ce type de préparation une absence de germes
spécifiés tels que le P.aeruginosa, le S. aureus et le C. albicans et un nombre de DGAT
inferieur & 102 et DMLT <10". Les résultats expérimentaux démontrent une absence de tout
germe pathogéne, dont le P.aeruginosa, dans cette matiére premiére, ce qui est important
notamment pour les patients immunodéprimés. En effet, la présence éventuelle de P.
aeruginosa peut étre source d’'un réel danger, car elle peut induire de nombreuses infections
(des pneumonies, des méningites...) qui peuvent étre fatales chez les patients
immunodéprimés. '
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Le Calcium Hydrogénophosphate Dihydraté était la matiere premiére contenant le plus de
germes. En effet, une colonie a été retrouvée sur chaque gélose de TSA et plusieurs
colonies sur les deux géloses SDA (2 et 5 colonies). La biocharge élevée de cette matiére
premiére est liée & son mode de fabrication, dont la contamination intrinseque est inévitable.
Les tests d’identifications ont confirmé l'absence de germes pathogénes. Ces valeurs
respectent les normes exigées par la Ph. Eur., ce qui signifie que la biocharge de cette
matiere premiere est conforme. Toutefois, étant donné que le Calcium Hydrogénophosphate
Dihydraté est susceptible d’étre administré en néonatalogie ou en pédiatrie, des exigences
plus strictes devraient étre fixées pour cette matiére premiére afin d’éviter tout risque de
contamination pour le patient. ** Des mesures ont déja été mises en place par le Laboratoire
pour la prise en charge de cette matiére premiére suite a la découverte de la forte
contamination de la biocharge ayant impliqué le rejet de plusieurs lots.

Suite a cela, des modifications ont di été apportées au processus de fabrication pour valider
les lots : une décontamination préalable de la matiére premiere par un passage aux micro-
ondes pendant 10 minutes est alors réalisée pour pallier a ce probléme.

Ainsi, les lots des matiéres premiéres sélectionnées sont tous conformes et ne présentent
pas de danger réel pour le patient. Comme certaines matiéres premiéres étaient parfois
contaminées, des contréles de routines de la biocharge devraient étre effectués. De plus, il
faudra aussi évaluer la reproductibilité de ces résultats en cas de changement de
fournisseurs ou de lots.

4.3 Essais de fertilité

Lors de la réception d’un nouveau lot de milieu de culture, I'essai de fertilité doit étre
impérativement entrepris. C’est pourquoi, I'Atropine Sulfate requérant une recherche de
Salmonelles, les milieux d’enrichissement ainsi que les géloses propices a la croissance de
ces derniéres ont d{ étre testés.?

La gélose XLD étant un milieu sélectif aux Salmonelles, le contrdle s’effectue en inoculant
une souche dont le milieu permet la croissance et une autre qui est inhibée par le milieu
étudié. Un nombre de 27 colonies roses claires avec centre noir ont été observées sur les
géloses. Le taux de recouvrement calculé était de 86.26 %, ce qui est conforme aux normes
exigées par la Ph.Eur. De plus, pour le test du témoin négatif, aucune croissance n’a été
observée. Les géloses XLD sont considérées comme conformes.

Concernant les bouillons RVS, ces derniers deviennent troubles lors de [Iajout de
Salmonelles, mais restent limpides en présence de S. aureus. Ce résultat est expliqué par le
fait que le S. aureus posséde des propriétés inhibitrices du milieu RVS.* Les bouillons sont
donc conformes et peuvent étre employés pour la validation de la méthode.

4.4 Validation de la méthode de dénombrement en présence du produit

Le but de cette étape est de pouvoir prouver I'applicabilité de la méthode employée pour le
dénombrement de germes aérobies mésophiles totaux, moisissures/levures et germes
spécifiés.?
La validation s’est effectuée sur seulement cinqg matiéres premieres parmi toutes celles
testées en se basant sur les criteres suivants :

- Matieres premiéres inhibitrices : Lactate de Sodium, Sodium Thiosulfate et Benzoate

de Sodium
- Matiere premiére d’origine naturelle : Atropine Sulfate
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- Matiere premiére ayant une biocharge initiale plus élevée : Calcium
Hydrogénophosphate dihydraté

Pour les autres matiéres premieres testées lors de ce travail, les résultats peuvent étre
extrapolés en supposant que les matiéres premiéres, dont les propriétés physico-chimiques
se rapprochent des matieres premiéres validées dans cette étude, se comportent de la
méme maniere.

Deux méthodes danalyses décrites dans la Ph.Eur.”* ont été testées: celle de
'ensemencement direct (Atropine Sulfate et Calcium Hydrogénophosphate dihydraté) et
celle de la filtration (Lactate de Sodium, Sodium Thiosulfate et Benzoate de Sodium).
L’efficacité de chacune des deux méthodes a été évaluée.

o Validation de I’Atropine Sulfate par la méthode d’ensemencement direct

La monographie «5.1.4» de la Ph. Eur.? exige pour les matiéres premiéres d’origine

naturelle administrées par voie orale, une absence de Salmonelles, d’E.coli, de S.aureus et
bactéries gram-négatives résistantes aux sels biliaires.

Les résultats expérimentaux obtenus pour la validation de I'Atropine Sulfate par la méthode
d’ensemencement direct sont les suivants :

1) Les taux de recouvrement obtenus pour les témoins positifs (tampon peptone-sel +
tween 0.1 % avec la souche bactérienne inoculée) sont de : 84.38 % (S. aureus),
78.77 % (P. aeruginosa), 81.02 % (B. subtilis), 71.88 % (C. albicans) et 95.00 % (A.
brasiliensis) pour le DGAT, 84.57 % (C. albicans) et 72.00 % (A. brasiliensis) pour le
DMLT. Les taux de recouvrement sont conformes car ils sont compris entre 50 et
200%.

2) Les taux de recouvrement obtenus pour les essais (contamination en présence de
I'Atropine Sulfate) sont de : 78.57 % (S. aureus), 34.72 % (P. aeruginosa), 55.26 %
(B. subtilis), 38.24 % (C. albicans) et 44.21 % (A. brasiliensis) pour le DGAT, 85.00 %
(C. albicans) et 97.22 % (A. brasiliensis) pour le DMLT.

a. L’Atropine Sulfate exerce un potentiel inhibiteur sur le P. aeruginosa (< 50 %)
activité inhibitrice confirmée par la limpidité du bouillon TSB. Une recherche de P.
aeruginosa par isolement sur gélose Cétrimide aurait pu étre effectuée, afin de
confirmer I'activité potentiellement inhibitrice de [I'Atropine Sulfate sur le P.
aeruginosa, car il s’agit d’'une gélose spécifique a ce germe.

b. Les résultats obtenus pour le C. albicans et I'A.brasiliensis sur les géloses TSA
laissaient penser a une inhibition de la croissance de ces germes. Les taux de
recouvrement obtenus sur la gélose SDA sélective pour le C. albicans et de 'A.
brasiliensis ont permis de prouver I'absence d’inhibition de la croissance de ces
champignons et moisissures.

3) La biocharge initiale de I'Atropine Sulfate est nulle et dépourvue de germes
pathogenes.

e Validation du Calcium Hydrogénophosphate Dihydraté

Les résultats expérimentaux obtenus pour la validation du Calcium Hydrogénophosphate
Dihydraté (comparatif avant et aprés passage aux micro-ondes) par la méthode
d’ensemencement direct sont les suivants :
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1) La biocharge initiale du Calcium Hydrogénophosphate Dihydraté obtenue est de :
a. Avant décontamination : une moyenne d’'une colonie sur gélose TSA et 0.5
sur gélose SDA. Le bouillon TSB est limpide.
b. Apres décontamination : aucune colonie n’est retrouvée ni sur gélose TSA ni
sur gélose SDA. Le bouillon TSB est limpide.

2) Les taux de recouvrement obtenus pour les essais (contamination en présence du
Calcium Hydrogénophosphate Dihydraté) sont de :

a. Avant décontamination : 94.05 % (S. aureus), 1.38 % (P. aeruginosa), 25.00
% (B. subtilis), 72.06 % (C. albicans) et 16.84 % (A. brasiliensis) pour le
DGAT, 105.71 % (C. albicans) et 100.00 % (A. brasiliensis) pour le DMLT.
Une inhibition du Calcium Hydrogénophosphate Dihydraté pour le P.
aeruginosa et le B. subtilis sont observées.

b. Aprés décontamination : 35.71 % (S. aureus), 29.17 % (P. aeruginosa), 19.74
% (B. subtilis), 45.59 % (C. albicans) et 37.89 % (A. brasiliensis) pour le
DGAT, 42.50 % (C. albicans) et 101.39 % (A. brasiliensis) pour le DMLT.

Une diminution des taux de recouvrement de tous les germes sauf pour
I'A.brasiliensis est observée suite a la décontamination de la matiere premiere aux
micro-ondes. Les germes présents initialement dans la biocharge étant éliminés par
le processus de décontamination aux micro-ondes, seuls les germes inoculés sont
retrouvés dans I'essai de la matiére premiére décontaminée aux micro-ondes,

Malgré cela, les taux de recouvrement retrouvés sont inférieurs aux normes exigées
par la Ph Eur. Cela pourrait étre expliqués par une potentielle activité inhibitrice du
produit testé ou par des erreurs opératoires. Le Calcium Hydrogénophosphate
Dihydraté étant insoluble en solution aqueuse, il se pourrait que lors de I'inoculation
de la souche de P.aeruginosa, celle-ci ait sédimenté au fond du flacon. Lors du
prélevement, une mauvaise homogénéisation de la poudre sédimentée pourrait
fausser les résultats.

Une répétition des manipulations aurait di étre effectuée pour exclure les erreurs
opératoires. Faute de temps, cela n’a pas pu étre réalisé.

e Validation du Lactate de Sodium par la méthode de filtration

Les résultats expérimentaux obtenus pour la validation du Lactate de Sodium par la méthode
de filtration sont les suivants :

1) Les taux de recouvrement obtenus pour les témoins positifs (tampon peptone avec la
souche bactérienne inoculée) sont de: 66.27 % (S. aureus), 50.81 % (P.
aeruginosa), 70.36 % (B. subtilis), 70.92 % (C. albicans) et 68.97 % (A. brasiliensis)
pour le DGAT, 56.74 % (C. albicans) et 58.62 % (A. brasiliensis) pour le DMLT. Les
taux de recouvrement sont conformes car ils sont compris entre 50 et 200%.
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2)

Les taux de recouvrement obtenus pour les essais (contamination en présence de
Lactate de Sodium) sont de : 278.78 % (S. aureus), 88.00 % (P. aeruginosa), 133.33
% (B. subtilis), 185.00 % (C. albicans) et 30.00 % (A. brasiliensis) pour le DGAT,
182.35 % (C. albicans) et 294.11 % (A. brasiliensis) pour le DMLT. Et, une présence
d’E.coli.
a. Le Lactate de Sodium possede une propriété activatrice pour le S. aureus.
Or, dans la littérature le Lactate de Sodium a une concentration de 5%
exerce une inhibition sur le S. aureus et les Salmonelles qui peut étre
expliqué par le fait que ces bactéries produisent du Lactate a I'exception des
E. Coli qui ne sont pas inhibées.?® Le résultat obtenu dans le cadre de cette
étude est en contradiction avec les résultats retrouvé dans la littérature. Cela
pourrait étre expliqué soit par la variation de température (hausse) dans I'un
des incubateurs ayant boosté la croissance du S. aureus, soit a des erreurs
de manipulation, notamment au niveau du volume inoculé. D’autre part, les
concentrations en Lactate de Sodium utilisées dans le cas présent different
de celles retrouvées dans la littérature (50 % contre 5 %), ce qui peut induire
une variation des résultats.

L’action activatrice du Lactate de Sodium sur le S.aureus ne peut étre confirmée par ces
résultats. L’analyse devra étre répétée en changeant le milieu testé : le milieu TAT® constitué
de Tryptone, Azolectine et Tween pourrait étre testé. Ce milieu est susceptible de neutraliser
I'effet antimicrobien du Lactate de Sodium par la présence de Tween et de la Lécithine.

e Validation du Sodium Thiosulfate par la méthode de filtration

Les résultats expérimentaux obtenus pour la validation du Sodium Thiosulfate par la
méthode de filtration sont les suivants :

1)

2)

Les taux de recouvrement obtenus pour les essais (contamination en présence de
Sodium Thiosulfate) sont de : 0.00 % (S. aureus), 120.00 % (P. aeruginosa), 81.82 %
(B. subtilis), 170.00 % (C. albicans) et 125.00 % (A. brasiliensis) pour le DGAT,
229.41 % (C. albicans) et 111.76 % (A. brasiliensis) pour le DMLT. Le Sodium
Thiosulfate exerce une activité inhibitrice sur le S.aureus. La littérature cite une
activité inhibitrice du Sodium Thiosulfate sur plusieurs variétés de S. aureus et de
Micrococcus. Cette inhibition est dépendante du pH du milieu : lorsque le pH est bas,
I'effet inhibiteur du Sodium Thiosulfate est plus important. En revanche, lorsque le pH
est plus alcalin, 'effet inhibiteur du Sodium Thiosulfate est attenué. L’utilisation du
tampon peptone contenant du Tween aurait pu peut-étre permettre d’éliminer
linhibition du S. aureus, car le Tween est connu pour ses propriétés neutralisantes.”

La biocharge initiale du Sodium Thiosulfate est d’'une colonie sur gélose TSA et zéro
colonie sur SDA. Il peut étre conclu que le Sodium Thiosulfate posséde une petite
contamination initiale de sa biocharge.

® TAT BROTH MEDIA [Internet]. [cité 05 2017]
Disponible sur : https://catalog.hardydiagnostics.com/cp _prod/Content/hugo/TATBroth.html
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e Validation du Benzoate de Sodium par filtration

Les résultats expérimentaux obtenus pour la validation du Benzoate de Sodium avant et
apres neutralisation sont les suivants :

1)

2)

Les taux de recouvrement obtenus pour les essais (contamination en présence de
Benzoate de Sodium avant neutralisation) sont de : 51.52 % (S. aureus), 0.00 % (P.
aeruginosa), 54.55 % (B. subtilis), 35.00 % (C. albicans) et 90.00 % (A. brasiliensis)
pour le DGAT, 23.53 % (C. albicans) et 76.64 % (A. brasiliensis) pour le DMLT. Il est
remarqué que le Benzoate de Sodium inhibe fortement le P.aeruginosa et le C.
albicans. Une limpidité du bouillon TSB et I'absence d’E.coli est aussi observée.
L’effet inhibiteur du Benzoate de sodium est confirmé par I'étude faite par Stanojevic
24 qui démontre une activité inhibitrice de cette matiére premiéere. En effet, dans cette
étude, les résultats indiquent que la CMI requise pour I'inhibition de P. aeruginosa et
E.coli est de 5 mg/mL et 2.5 mg/ mL pour le C.albicans. Afin de pallier a cette
inhibition, un autre fluide de ringcage que le fluide A (composé de Meat peptone)
devrait étre utilisé. Parmi les fluides de ringage existants, le choix s’est porté sur le
Fluide D (composé de Meat peptone et polysorbate 80), car il est connu pour
neutraliser I'activité inhibitrice des antimicrobiens.’

Suite a l'utilisation du Fluide D, les taux de recouvrement obtenus pour les essais
(contamination en présence de Benzoate de Sodium aprés neutralisation) sont de :
148.15 % (S. aureus), 50.00 % (P. aeruginosa), 87.50 % (B. subtilis), 35.00 % (C.
albicans) et 87.50 % (A. brasiliensis) pour le DGAT, 10.00 % (C. albicans) et 64.00 %
(A. brasiliensis) pour le DMLT. Ces résultats confirment que Il'utilisation du Fluide D
permet de neutraliser I'effet inhibiteur de la matiére premiére pour le P.aeruginosa,
car le taux de recouvrement est désormais conforme. Toutefois, I'utilisation du Fluide
D ne permet pas déliminer [linhibition du C.albicans. Des investigations
supplémentaires pour éliminer cette inhibition devraient étre entreprises.

f USP RINSING AND DILUTING FLUIDS [Internet]. [cité 06.2017]
https://catalog.hardydiagnostics.com/cp_prod/Content/hugo/Fluids-RinsingDilutingUSP.htm
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En premier lieu, I'objectif de ce travail était d’évaluer la quantité d’endotoxines présentes
dans une liste de matiéres premiéres établies. Le choix des matiéres premiéres s’est basé
sur les différentes utilisations a I'ndpital des matieres premiéres (voies d’administration) et
leurs propriétés physico-chimiques.

Lors de I'étude des endotoxines, chaque lot a été analysé trois fois afin de pouvoir assurer la
répétabilité des résultats. Aucun lot ne présentait une quantité d’endotoxines non autorisée
par les limites exigées par la Ph.Eur. Donc, selon les résultats obtenus la Pharmacie du
CHUV peut employer en toute sécurité les matiéres premiéres étudiées pour la fabrication de
préparations injectables ou solutions orales.

En second lieu, I'objectif de ce projet était de contréler la biocharge des matiéres premieres
pour s’assurer l'absence de germes pathogénes. Cette étude a permis de mettre en
évidence que certaines matiéres premiéres présentaient des faibles contaminations
microbiennes mais aucun germe pathogéne n’a été détecté. En s’appuyant sur les résultats
obtenus, la Pharmacie du CHUV pourrait employer les matiéres premieres étudiées en toute
sécurité, sauf pour le Calcium Hydrogénophosphate dihydraté. Pour ce dernier, elle doit
favoriser la décontamination microbienne de cette matiére premiere par passage au four a
micro-ondes pendant dix minutes avant son emploi.

En troisieme lieu, une validation des méthodes employées a été effectuée afin de vérifier
'applicabilité¢ de la méthode employée pour les contréles microbiologiques. Les résultats
obtenus ont démontrés que certaines matiéres premiéres analysées ont des propriétés
physico-chimiques antimicrobiennes. Dans ce cas-ci, une neutralisation avant filtration de la
matiére premiére est indispensable. La méthode par filtration est préférée a chaque fois que
cela est possible car elle permet d’affiner la justesse des résultats. Cependant, la validation
n'a été effectuée seulement pour 5 matiéres premieres. Toutes les validations des autres
matieres premiéres n'ont pas été effectuées. L’'applicabilité de la méthode pour les autres
matiéres premiéres ne peut donc étre confirmée. Il faudrait a terme valider la méthode
utilisée pour évaluer la biocharge des matiéres premiéres afin de garantir 'absence de
facteurs d’interférences (inhibition/ activation).

Dans ce cas-ci, une neutralisation avant filtration de la matiére premiére est indispensable.
De surcroit, I'efficacité de la méthode par filtration devrait étre préférée a chaque fois que
cela est possible. Elle permet d’affiner la justesse des résultats.

Pour la mesure du taux d’endotoxine, I'alternative qui pourrait étre envisagée est l'utilisation
de la méthode Lonza qui présente I'avantage principal d’avoir une meilleure sensibilité par
rapport & la méthode Charles River *®%%*? |a comparaison des deux méthodes devra étre
faite afin de pouvoir déterminer quelle est la méthode la plus adaptée au contréle qualité des
matiéres premiéres examinées en routine.

Pour les contrbles microbiologiques des produits non stériles, le laboratoire de Controle
Qualité pourrait par la suite envisager I'emploi de la méthode microbiologique alternative.
Ces méthodes présentent l'avantage d’étre plus rapides et moins lourdes par leur
automatisation par rapport aux méthodes traditionnelles. L’exemple de I'emploi de la
bioluminescence pourrait &tre cité pour améliorer I'efficience des analyses.**
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ANNEXE 1: Calculs pour la préparation des solutions aqueuses de matiéres

premieres

Exemples de calcul pour une matiére premiére se trouvant sous forme de poudre :

e Benzoate de sodium (100 mg/mL) :

Formule de la concentration massique

m

_ soluté —
Cm - msoluté_ Cm *Vsolution
Vsolution
. , : g _~mg
ou C,, est la concentration massique en ~ou —-
L mL
Mg, ute = Masse du soluté en g ou mg
Veoution = Volume de la solution en L ou mL
. o mg
Sachant que la concentration du produit fini est de 100 _L
m

msoluté: Cm *V

solution

v =100 mL

solution
mg
mL
<=>10.00 g, masse a peser pour une solution (Lot N°1)

m =100 *100 mL = 100000 mg

Autres exemples de calcul :

e Cuivre Gluconate (2.86 mg/ mL)

msoluté: Cm *V
\Y

solution

=100 mL

solution

mg

Sachant que la concentration du produit fini de Cuivre est de O.40—L, la correspondance en cuivre
m

gluconate est de :

63.546—3 =~ 0.40M9

mol mL
4538419 - M9
mol mL
(0.40”"%*453.84ng
x=~__m mol) _, g6 M9
63.546 3 mL
mol
m = 2.86 m * 100 mL =286 mg
mL
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<=>(.286 g, masse a peser pour une solution (Lot N°1)
Exemples de calcul pour une matiére premiére liquide :

e Lactate de Sodium 50 % (1.283 mol/L)

mmol mol
Sachant que la concentration du produit fini est a : 1283 = 1.283T
C,=C,*MM
. , , g . mg
ou C,, estla concentration massique en ~ou ——
L mL
: . mol
C, est la concentration molaire en e
MM est la masse molaire en 9
mol
mol
C,=1283 +112.06- 9 =143.77 4
L mol L
Formule de la dilution : C,*V,=C,*V,
ou C, correspond & la concentration initiale
V, au volume initial
C, ala concentration finale
V, au volume final
Sachant que
C, =50 % <=> 500 g
L
C, =143.77 g
L
V) =x
V, =100 mL
143,779 «100mL
Vi = L — 28.75mL
500
L
o m
Formule de la densité : p= V m = p*V
pa 20°C? =1.28 iB = 1.28 9
cm mL

9 Caelo Natrium lacticum solutum 50 % [Internet]. [cité 27 février 2017]
Disponible sur : https://internet-apotheke-freiburg.de/shop/natrium-lacticum-2275965



https://internet-apotheke-freiburg.de/shop/natrium-lacticum-2275965

m=28.75mL * 1.28

g

36.8 g, masse a peser pour une solution (Lot N°1)
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ANNEXE 2 : Mise en solution des matiéres premiéres

VI.

VII.

Benzoate de Sodium Ph. Eur.

Placer un Falcon apyrogéne de 250 mL sur une balance analytique

Tarer la balance analytique

Peser 10.00 g de calcium chlorure en utilisant une spatule stérile
(autoclavées) ou spatule apyrogéne

Add 100 mg d’eau ppi

Impression du ticket de pesée

Impression des étiquettes pour chaque lot

Répéter 'opération deux fois en suivant le méme procédé, pour avoir trois lots

différents pour chaque matiére premiére
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ANNEXE 3 : Calcul de la limite en Endotoxine et la dilution maximale
significative

La majorité des limites en endotoxines sont spécifiées dans les monographies de la Ph.
Eur.?! Cependant il se peut, qu'aucune limite ne soit trouvée dans la littérature pour certaines
matieres premieres, il est alors possible de la déterminer par calcul.

Exemples de calcul

e Benzoate de Sodium
La dose maximale recommandée pour le sodium Benzoate est de 12 g/j, elle a été
déterminée & l'aide de la plateforme du référentiel des médicaments (REFMED). "

Calcul de la limite selon I’équation 1 :

. Ul _ . EU
Sachant que K en iv :5.OK— ce qui correspond & 5.0K— (car EU = 1U)
g

_ 12000(mg) _, 7, 45(m9)
70(kg) (kg)

(S'O(IIE(U)j EU
Limite en Endotoxines : (Kg) = 03( )

(171.43(””)) - (mg)

g9
(Kg)

Calcul de la DMS selon I’équation 2 :

(o.osEleoo.omE]
mg M-) _ 300

Autres exemple :

e Bicarbonate de Sodium
mmol

kg

Dose maximale : 1.5

<=> 0.001511—0'

g

n=— <=> m= n*MM

" REFMED [Internet]. [cité 27 février 2017]
Disponible sur : https://refmed-consult.intranet.chuv/
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g

ou N =nombre de mole en mol, M = masse eng et MM = masse molaire en —

mol
m= 000157 84,0079 —0.126 9
kg mol Kg
o 1269
Kg

0]
9/ _0.04 (EY)

126™9 (mg)
Kg

Limite en Endotoxines :

[0.04EU*84mﬁj
DMS : my M) 672

(O.OOSEUJ
mL

Autres exemples :
e Sulfate de Magnésium Hepathydraté (100 mg/mL)

Dose maximale : 1g sur une durée de 1-2h00 donc dose maximale totale =2 g

M= 2000mg _ 0857 mg

70Kg ~Kg
(5'00 EKUJ EU
Limite en endotoxines : —g =0.18—
[28.57 mg) mg
Kg
(0.18EU*100mﬁ)
DMS Mg M) 1800

[0.01EUj
mL

e Sulfate de Magnésium Hepathydraté (48.00 mg/mL)

100M9 _ 2
mL

48m => X
mL
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(29*48”‘gj

X =-—————%-=0.969 <=>960mg
(100 mgj
mL
vi= 200MG _ g5 79 M0
70Kg Kg

)
L R4 BY

(13.71"“3) mo
K

Limite en endotoxines :

(0.4EU*48 mgj
DMS : mg m =350.4

e Sodium Chlorure 0.9 % apyrogéne' :

EU EU
5 —— <=>0.005 —

Kg mg

e Sodium Chlorure 10 % apyrogene :

M9 _. 0.005EY
mL mg
100M9 o &
mL
(o.oosEU*loomgj
mg mL
X =
o)
mL
X= 0.055E
mg
Dose maximale : 2 mmol <=> 0.002m—OI
Kg L

m=n*MM

i Simplified Endotoxin Test Method for Compounded Sterile Products [Internet].[cité 27 février 2017]
http://www.criver.com/files/pdfs/emd/endotoxin/gc_en_r_simplified _endotoxin_test method for compo.aspx



http://www.criver.com/files/pdfs/emd/endotoxin/qc_en_r_simplified_endotoxin_test_method_for_compo.aspx

m= 000217455 9 _01491 9
kg mol Kg

149.1mg 5 13M9

70Kg T Kg
-
Limite en endotoxines : g =2.35—
(2 13mg] Mo
Kg

(0.03EU*74.5”‘EJ
DMS : mg ML) _ 447

[O.OOSEUJ
mL

e Chlorure de Calcium :

Dose maximale : 441 mg de calcium chlorure pendant 3 min

Dose maximale: 441 mg * 3 min =1323 mg

M= 1323mg _18 gm

70Kg " Kg
s
—g = 026&

(18.9ng mg

Limite en endotoxines :

Kg

[o.zﬁElJ*ss.zomﬁJ
DMS : mg m =4586.4

(O.OOBEUJ
mL

e Cuivre gluconate

mg

Dose maximale : 1.5—= pour le Cuivre’

J

63.546-3_ —>15M9
mol J

453.841-9 —> x
mol

] UpToDate® [Internet]. [cité 28 février 2017]
https://www.uptodate.com/contents/search
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{1.5m_9’*453.841g

j =10.71—= pour le Cuivre gluconate
J

mol
(L] mg
63.546-9_
mol
M= 10.71mg :0.153m
70Kg Kg
(S'OOEKUJ EU
Limite en endotoxines : —g =32.67—
[o.lss”‘gj my
Kg
(32.67EU*2.86mE]
DMS : my = M) _1868.724
(o osj
mL
e Atropine Sulfate
. . EU
Limite en endotoxines : 55.6 ——
mg
(55.6?*0.523)
DMS: g =0 =556
(0 O5j
mL
e Clonidine Hydrochlorure
o i h EU
Limite en endotoxines " : 16.5 ——
mg
[16.5EU*1.2””EJ
DMS : mg = M-/ _ 3960
[0.005)
mL
e Lactate de Sodium
- s EU
Limite en endotoxines ~: 0.1 ——
mg

K USP Endotoxin Limits for Common Injectables [Internet]. [cité 28 février]
Disponible sur : http://www.bcis.gr/bcis/pdf/EndotoxinLimits.pdf



http://www.bcis.gr/bcis/pdf/EndotoxinLimits.pdf

(o.lEU*m&??mEj
DMS Mg = M-/ 28754
(0.005]
mL
e Sodium Thiosulfate
. ) EU ,
Limite en endotoxines : 0.03 ——
mg
(o.osEU*15omE]
DMS : mg = M- 900
(0.005)
mL

e Morphine Chlorhydrate

La dose maximale par jour est de™ : 20 mgl/j

p= 20M3 _ 5 g M9

70Kg Kg
(O'ZEKUJ EU
Limite en endotoxines : —g =0.71—
(o.zamgj mg
Kg
[0.71EU*4”“E]
DMS : mg EUm 568
(0.00S)
mL

e Hydrochlorothiazide

Administré par voie orale le dosage pédiatrique est de : 100 mg/j (dans ce cas-ci la situation d’'une
administration par voie IV est simulée)
Sachant que le poids moyen d’un enfant est de 30 Kg environ

v= 200M9 _ 5 gg ™I
35Kg Kg

! USP Endotoxin Limits for Common Injectables [Internet]. [cité 28 février]

Disponible sur : http://www.bcis.gr/bcis/pdf/EndotoxinLimits.pdf

m Simplified Endotoxin Test Method for Compounded Sterile Products [Internet]. [cité 28 février]

Disponible sur : http://www.criver.com/files/pdfs/emd/endotoxin/qc_en r_simplified endotoxin_test method for compo.aspx
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o
Uke) 0

(2.86”“9’] mg
Kg

[0.71EU*5mEJ
DMS : Mg M-) _710

(O.OOSEUJ
mL

e Phenobarbital

Limite en endotoxines :

M= 1519
Kg
G-
Limite en endotoxines : g =0.33—
e ™
Kg
[0.33EU*10 ”‘EJ
DMS : mg = M- 660
(o 005)
mL

e Calcium hydrogenophosphate

pi= 22009 _ 5 g M9
70Kg Kg

o
“9) __o17EY

(28.75”“9’] mo
Kg

Limite en endotoxines :

(0.17'%*5”‘3)
DMS : mg M-/ _170

(O.OOSEUJ
mL

" UpToDate® [Internet]. [cité 28 février 2017]
https://www.uptodate.com/contents/search
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ANNEXE 4 : Dilutions des solutions meéres

Préparation d’une dilution 1 :10 => pour 1 échantillon

Prélever 0.1 mL, soit 100 pL de la solution mére avec une micropipette munis de

tips stériles

Placer ce volume dans un tube apyrogene

Compléter avec 900 pL d’eau de type « LAL »

Vortexer I'échantillon pendant 1 min

Prélever 4* 25 uL a placer dans les différents puits de la cartouche

Répéter I'opération pour 3 essais par lots, soit 9 essais par matiéres premiéres

Préparation d’une dilution 1 :100 => pour 1 échantillon

M.
V.

V.

VI.

Prélever 100 pL de la solution préparée au point llI-1V

Insérer ce volume dans un tube apyrogéne

Compléter avec 900 pL d’eau de type « LAL »

Vortexer I'’échantillon pendant 1 min

Prélever 4 *25 uL a placer dans les différents puits

Répéter I'opération pour 3 essais par lots, soit 9 essais par matieres premiéres
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ANNEXE 5 : Résultats détaillés méthode MCS Charles River Endosafe®

e Benzoate de Sodium (100 mg/mL)

Tableau A : Résultats détaillés endotoxines pour le Benzoate de Sodium. E. = endotoxines, Rec.

recouvrement
Solution | Dilution Limite E. CcVv Taux E. Limite Ccv
EU/mg ECH Eu/mg Endo. Rec. spike

A 1:100 0.03 V. <0.005 V. V. V.

1 B 1:100 0.03 V. <0.005 V. V. V.
C 1:100 0.03 V. <0.005 V. V. V.
A 1:100 0.03 V. <0.01 V. V. V.

2 B 1:100 0.03 V. <0.005 V. V. V.
C 1:100 0.03 V. <0.005 V. V. V.
A 1:100 0.03 V. <0.005 V. V. V.

3 B 1:100 0.03 V. <0.005 V. V. V.
C 1:100 0.03 V. <0.005 V. V. V.

e Sulfate de magnésium heptahydraté (48 mg/mL)

Tableau B : Résultats détaillés endotoxines pour le Sulfate de magnésium (48 mg/mL). E. = endotoxines,
Rec. = recouvrement

Limite E. Ccv Taux E. Limite Ccv

Solution | Dilution EU/mg ECH Eu/mg Endo Rec. spike
A 1:1 0.4 V. <0.005 V. V. V.
1 B 1:1 0.4 V. <0.000208 V. V. V.
C 1:1 0.4 V. <0.000208 V. V. V.
A 1:1 0.4 V. <0.000208 V. V. V.
2 B 1:1 0.4 V. <0.000208 V. V. V.
C 1:1 0.4 V. <0.000208 V. V. V.
A 1:1 0.4 V. <0.000208 V. V. V.
3 B 1:1 0.4 V. <0.00208 V. V. V.
C 1:1 0.4 V. <0.000208 V. V. V.

e Sulfate de magnésium heptahydraté (100 mg/mL

Tableau C : Résultats détaillés endotoxines pour le Sulfate de magnésium (100 mg/mL). E. = endotoxines,
Rec. = recouvrement

Limite E. Ccv Taux E. cv

Solution | Dilution EU/mg ECH Eu/mg Limite E. Rec. spike
A 1:10 0.18 V. <0.0005 V. V. V.
118 1:10 0.18 V. <0.0005 V. V. V.
C 1:10 0.18 V. <0.0005 V. V. V.
A 1:10 0.18 V. <0.0005 V. V. V.
2 B 1:10 0.18 V. <0.0005 V. V. V.
C 1:10 0.18 V. <0.0005 V. V. V.
A 1:10 0.18 V. <0.005 V. V. V.
3 B 1:10 0.18 V. <0.005 V. V. V.
C 1:10 0.18 V. <0.005 V. V. V.
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e Sodium bicarbonate (84 mg/mL)

Tableau D : Résultats détaillés endotoxines pour le Sulfate de magnésium (100 mg/mL). E. = endotoxines,
Rec. = recouvrement

Solution Limite E. Ccv Taux E. cvVv
Dilution EU/mg ECH Eu/mg Limite E. Rec. spike
A 1:100 0.04 V. <0.007143 V. V. V.
1B 1:100 0.04 V. <0.005952 V. V. V.
C 1:100 0.04 V. <0.005952 V. V. V.
A 1:100 0.04 V. <0.005952 V. V. V.
2B 1:100 0.04 V. <0.005952 V. V. V.
C 1:100 0.04 V. <0.005952 V. V. V.
A 1:100 0.04 V. <0.005952 V. V. V.
3B 1:100 0.04 V. <0.005952 V. V. V.
C 1:100 0.04 V. <0.005952 V. V. V.

e Sodium thiosulfate (150 mg/mL)

Tableau E : Résultats détaillés endotoxines pour le Sodium Thiosulfate (100 mg/mL). E. = endotoxines,
Rec. = recouvrement

Solution | Dilution Limite E. CcVv Taux E. Limite Rec. Cy
EU/mg ECH Eu/mg E. spike
A 1:100 0.03 V. <0.003333 V. V. V.
1B 1:100 0.03 V. <0.003333 V. V. V.
C 1:100 0.03 V. <0.003333 V. V. V.
A 1:100 0.03 V. <0.003333 V. V. V.
2B 1:100 0.03 V. <0.003333 V. V. V.
C 1:100 0.03 V. <0.003333 V. V. V.
A 1:100 0.03 V. <0.003333 V. V. V.
3B 1:100 0.03 V. <0.003333 V. V. V.
C 1:100 0.03 V. <0.003333 V. V. V.

e Chlorure de potassium (74.5 mg/mL)

Tableau F : Résultats détaillés endotoxines pour le Sodium Thiosulfate (100 mg/mL). E. = endotoxines,
Rec. = recouvrement

Solution | Dilution Limite E. Ccv Taux E. Limite Rec. C_V
EU/mg ECH Eu/mg E. spike
A 1:10 0.03 V. <0.000671 V. V. V.
1 B 1:10 0.03 V. <0.00671 V. V. V.
C 1:10 0.03 V. <0.000671 V. V. V.
A 1:10 0.03 V. <0.000671 V. V. V.
2 B 1:10 0.03 V. <0.000671 V. V. V.
C 1:10 0.03 V. <0.000671 V. V. V.
A 1:10 0.03 V. <0.000671 V. V. V.
3B 1:10 0.03 V. <0.000671 V. V. V.
C 1:10 0.03 V. <0.000671 V. V. V.
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e Cuivre gluconate (2.86 mg/mL)

Tableau G : Résultats détaillés endotoxines pour le Cuivre Gluconates. E. = endotoxines, Rec. =
recouvrement

Solution Dilution Limite E. CvVv Taux E. Limite Rec. C_V
EU/mg ECH Eu/mg E. spike
A 1:100 32.67 V. <1.748252 V. V. V.
1B 1:100 32.67 V. <1.748252 V. V. V.
C 1:100 32.67 V. <1.748252 V. V. V.
A 1:100 32.67 V. <1.748252 V. V. V.
2B 1:100 32.67 V. <1.748252 V. V. V.
C 1:100 32.67 V. <1.748252 V. V. V.
A 1:100 32.67 V. <1.748252 V. V. V.
3B 1:100 32.67 V. <1.748252 V. V. V.
C 1:100 32.67 V. <1.748252 V. V. V.

¢ Clonidine Hydrochlorure (1.20 mg/mL)

Tableau H : Résultats détaillés endotoxines pour la Clonidine Hydrochlorure. E. = endotoxines, Rec. =
recouvrement

Solution Dilution Limite E. Ccv Taux E. Limite Rec. Cy
EU/mg ECH Eu/mg E. spike
A 1:10 16.5 V. <0.041667 V. V. V.
1 B 1:10 16.5 V. <0.041667 V. V. V.
C 1:10 16.5 V. <0.041667 V. V. V.
A 1:10 16.5 V. <0.041667 V. V. V.
2 B 1:10 16.5 V. <0.041667 V. V. V.
C 1:10 16.5 V. <0.041667 V. V. V.
A 1:10 16.5 V. <0.041667 V. V. V.
3 B 1:10 16.5 V. <0.041667 V. V. V.
C 1:10 16.5 V. <0.041667 V. V. V.

e Sodium lactate (1.283 mol/L)

Tableau I : Résultats détaillés endotoxines pour le Sodium Lactate. E. = endotoxines, Rec. = recouvrement

Solution Dilution Limite E. Ccv Taux E. Limite Rec. C_V
EU/mg ECH Eu/mg E. spike
A 0.1283 1:10 0.1 <0.038971 V. V. V.
1 B 0.1283 1:10 0.1 <0.038971 V. V. V.
C 0.1283 1:10 0.1 <0.038971 V. V. V.
A 0.1283 1:10 0.1 <0.038971 V. V. V.
2 B 0.1283 1:10 0.1 <0.038971 V. V. V.
C 0.1283 1:10 0.1 <0.038971 V. V. V.
A 0.1283 1:10 0.1 <0.038971 V. V. V.
3B 0.1283 1:10 0.1 <0.038971 V. V. V.
C 0.1283 1:10 0.1 <0.038971 V. V. V.

52



e Calcium Chlorure (88.20 mg/mL)

Tableau J: Résultats détaillés endotoxines pour le

Calcium Chlorure. E.

endotoxines, Rec. =

recouvrement
Solution Dilution Limite E. Ccv Taux E. Limite Rec. Cy
EU/mg ECH Eu/mg E. spike

A 1:100 0.2 V. <0.005669 V. V. V.

1B 1:100 0.2 V. <0.005669 V. V. V.
C 1:100 0.2 V. <0.005669 V. V. V.
A 1:100 0.2 V. <0.005669 V. V. V.

2 B 1:100 0.2 V. <0.013605 V. V. V.
C 1:100 0.2 V. 0.005669 V. V. V.
A 1:100 0.2 V. 0.005669 V. V. V.

3 B 1:100 0.2 V. 0.005669 V. V. V.
C 1:100 0.2 V. 0.006803 V. V. V.

e Sodium Chlorure apyrogéne (0.9 %)

Tableau K : Résultats détaillés endotoxines pour le Sodium apyrogene (0.9 9%). E. = endotoxines, Rec. =

recouvrement
Solution Dilution Limite E. Ccv Taux E. Limite Rec. Cy
EU/mg ECH Eu/mg E. spike

A 1:1 0.005 V. 0.001889 V. V. V.

1 B 1:1 0.005 V. 0.001556 V. V. V.
C 1:1 0.005 V. 0.001556 V. V. V.
A 1:1 0.005 V. <0.000556 V. V. V.

2 B 1:1 0.005 V. <0.000556 V. V. V.
Cc 1:1 0.005 V. <0.000556 V. V. V.
A 1:1 0.005 V. 0.003111 V. V. V.

3B 1:1 0.005 V. 0.002222 V. V. V.
C 1:1 0.005 V. 0.001222 V. V. V.

e Sodium Chlorure apyrogéne (10 %)

Tableau L: Résultats détaillés endotoxines pour le Sodium Chlorure apyrogéne (10%). E. = endotoxines,
Rec. = recouvrement

Solution Dilution Limite E. Ccv Taux E. Limite Rec. Cy
EU/mg ECH Eu/mg E. spike
A 1:10 0.036 V. <0.0005 V. V. V.
1 B 1:10 0.036 V. <0.005 V. V. V.
C 1:10 0.036 V. <0.0005 V. V. V.
A 1:10 0.036 V. <0.0005 V. V. V.
2 B 1:10 0.036 V. <0.0005 V. V. V.
C 1:10 0.036 V. <0.0005 V. V. V.
A 1:10 0.036 V. <0.0005 V. V. V.
3 B 1:10 0.036 V. <0.0007 V. V. V.
C 1:10 0.036 V. <0.0005 V. V. V.
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e Atropine Sulfate (0.5 mg/mL)

Tableau M: Résultats détaillés endotoxines pour P’Atropine Sulfate. E. = endotoxines, Rec. =
recouvrement

Solution Dilution Limite E. Ccv Taux E. Limite Rec. Cy
EU/mg ECH Eu/mg E. spike
A 1:1 55.6 V. <0.1 V. V. V.
1B 1:1 55.6 V. <0.1 V. V. V.
C 1:1 55.6 V. <0.1 V. V. V.
A 1:1 55.6 V. <0.1 V. V. V.
B 1:1 55.6 V. <0.1 V. V. V.
2 C 1:1 55.6 V. <0.1 V. V. V.
A 1:1 55.6 V. <0.1 V. V. V.
3 B 1:1 55.6 V. <0.1 V. V. V.
C 1:1 55.6 V. <0.1 V. V. V.

e Hydrochlorothiazide avant et aprés neutralisation (5 mg/mL)

Tableau N: Résultats détaillés endotoxines pour I’Hydrochlorothiazide. E. = endotoxines, Rec. =
recouvrement

Solution Dilution Limite E. Ccv Taux E. Limite Rec. Cy
EU/mg ECH Eu/mg E. spike
A 1:1 1.75 V. <0.001 V. V. V.
: B 1:1 1.75 V. <0.001 V. V. V.
C 1:1 1.75 V. <0.001 V. V. V.
A 1:1 1.75 V. <0.001 V. V. V.
2 B 1:1 1.75 V. <0.0012 V. V. V.
C 1:1 1.75 V. <0.001 V. V. V.
A 1:1 1.75 V. <0.0014 V. V. V.
3 B 1:1 1.75 V. 0.0016 V. V. V.
C 1:1 1.75 V. 0.0012 V. V. V.
Solution Dilution Limite E. Ccv Taux E. Limite Rec. Cy
(neut.) EU/mg ECH Eu/mg E. spike
A 1:1 1.75 V. 0.0036 V. V. V.
1 B 1:1 1.75 V. 0.0026 V. V. V.
C 1:1 1.75 V. 0.0026 V. V. V.
A 1:1 1.75 V. 0.0152 V. V. V.
2 B 1:1 1.75 V. 0.0156 V. V. V.
C 1:1 1.75 V. 0.0156 V. V. V.
A 1:1 1.75 V. 0.0138 V. V. V.
3 B 1:1 1.75 V. 0.0148 V. V. V.
C 1:1 1.75 V. 0.0158 V. V. V.
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e Calcium Hydrogénophosphate Dihydraté

Tableau O : Résultats détaillés endotoxines pour

endotoxines, Rec. = recouvrement

le Calcium Hydrogénophosphate Dihydraté . E. =

Solution Dilution Limite E. Ccv Taux E. Limite Rec. Cy
EU/mg ECH Eu/mg E. spike
A 1:1 0.18 V. 0.0026 V. V. V.
1 B 1:1 0.18 V. 0.0034 V. V. V.
C 1:1 0.18 V. 0.0028 V. V. V.
A 1:1 0.18 V. 0.002 V. V. V.
5 B 1:1 0.18 V. 0.0024 V. V. V.
C 1:1 0.18 V. 0.0032 V. V. V.
A 1:1 0.18 V. 0.0222 V. V. V.
3 B 1:1 0.18 V. 0.016 V. V. V.
C 1:1 0.18 V. 0.0372 V. V. V.

e Phenobarbital (aprés neutralisation)

Tableau O : Résultats détaillés endotoxines pour

endotoxines, Rec. = recouvrement

le Calcium Hydrogénophosphate Dihydraté . E. =

Solution Dilution Limite E. Ccv Taux E. Limite Rec. Cy
EU/mg ECH Eu/mg E. spike
A 1:1 0.5 V. 0.0014 V. V. V.
1 B 1:1 0.5 V. <0.005 V. V. V.
C 1:1 0.5 V. <0.005 V. V. V.
A 1:1 0.5 V. <0.005 V. V. V.
B 1:1 0.5 V. <0.005 V. V. V.
2 C 1:1 0.5 V. <0.005 V. V. V.
A 1:1 0.5 V. <0.005 V. V. V.
3 B 1:1 0.5 V. <0.005 V. V. V.
C 1:1 0.5 V. <0.005 V. V. V.

e HCI0.1MetNaOH 0.1 M

Tableau P : Résultats détaillés endotoxines pour

endotoxines, Rec. = recouvrement

. . . Limite E. Cv Taux E. Limite
Solution Essai | Dilution EU/mg ECH Eu/mg E Rec.
HCI 0.25 V. 0.163 V. V. V.
1 NaOH 0.25 V. 0.144 V. V. V.

I’Acide Chlorhydrique et ’'Hydroxyde de Sodium . E. =
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ANNEXE 6 : Protocole contr6le microbiologique des produits non stériles et
hydrosolubles

Objet : cette instruction définit la méthodologie pour le contréle microbiologique des matieres
premiéres (produits non stériles) en se basant sur la Pharmacopée Européenne 9.0 :
monographies : « 2.6.12 », « 2.6.13 », « 5.1.4 » et « 5.1.8 ».

Etape 1 : Dénombrement sur plaque par filtration DGAT et DMLT

-Toutes les étapes doivent étre effectuées sous flux laminaire A, selon les BPF.

Tableau Q : Matériel nécessaire pour la filtration

Matériel nécessaire pour la filtration

Milieux de culture 2 Bouillons Trypticase Soja (TSB) 100mL
2 Bouillons Thioglycolate 100 mL

2 Géloses sabouraud-dextrose (SDA) milliflex (stockage a 2-
8°C, au frigo)

2 Géloses trypticase soja (TSA) milliflex (stockage a 2-8°C, au
frigo)
2 géloses trypticase soja (TSA) 30mL

Tampons/fluides 2 Tampons peptone-sel stérile selon EP pH 7.00 100 mL pour la
dilution et le témoin négatif

1 Flacon de fluide A 300mL

1 Flacon de 500 mL d’eau stérile (pour le ringage de la pompe)
100 mL de solution de javel a 250 ppm (pour le nettoyage de la
pompe)

Matériel usuel de laboratoire La pompe millipore déja en place sous le flux A.

2 Seringue stérile de 10 mL (ou 1 Seringue stérile de 20 mL)
2 aiguilles (ou 1 si seringue de 20 mL)

5 Unités de filtration entonnoir Milliflex stérile de 100 mL
Bouteille pour récupération des déchets liquides

Plusieurs Lingettes alcoolisées

2 Pincettes stériles

1 Téte de pompe autoclavée < 1 mois

1 paire de gants stériles

1 Paquet de Cotons secs stériles et distributeur d’alcool 70/30
stérile

Mode opératoire étape 1 :

l. Préparation de la solution S1 (dilution du produit 1/10) :
10 g de matiére premiére (ou 10 mL s’il s’agit d’'un liquide) ont été introduit dans 100 mL de
tampon peptone-sel selon EP pH 7.00. Puis la solution a été agitée (S1).

Il. Préparation du Témoin négatif :
10 mL de tampon peptone-sel selon EP pH 7.00 ont été prélevé et transféré dans 100 mL de
TSB. Le méme procédé a été suivi pour le bouillon THIO.

M. Préparation de ’Echantillon :
10 mL de la solution S1 ont été prélevé et transféré dans 100 mL de TSB. Le méme procédé a
été suivi pour le bouillon THIO.

V. Filtration sur pompe de I’échantillon :
a. Lapompe a été allumée en mode manuel avec l'indication du volume actif
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b. Unfiltre, puis un entonnoir Miliflex 100 ont été placés sur la pompe

c. 10 mL de fluide A ont été filtré

d. 40 mL de la solution S1 a été filtrée

e. Lamembrane a été transférée sur une gélose TSA Miliflex

f. Les étapes a-d ont été répétées, puis la membrane a été transférée sur une gélose SAB
Miliflex

V. Filtration du Témoin négatif :

a. Unfiltre, puis un entonnoir Miliflex 100 ont été placés sur la pompe

b. 40 mL de tampon peptone-sel selon EP pH 7.00 a été filtré

c. 40 mL de fluide A ont été filtré

d. La membrane a été transférée sur une gélose TSA Miliflex

e. Les étapes a-c ont été répétées, puis la membrane a été transférée sur une gélose SAB

Miliflex

VI. Témoin de manipulation :
Les empreintes de gants ont été prélevées sur milieu TSA afin d’écarter toute potentielle
contamination éventuelle pouvant provenir de I'opérateur

VI. Sanitizing de la pompe :
La désinfection de la pompe doit étre effectuée a chaque fin de session de travail.

VII. Incubation des milieux :
Les milieux ont été incubés selon les conditions suivantes :

Bouillon THIO : 30-35°C durant maximum 3 jours

Bouillon TSB : 30-35°C durant 18-24h00

Gélose TSA : 30-35°C durant 3 a 5 jours

Gélose SDA : 20-25°C durant 5 a 7 jours

Empreintes gants : 20-25°C durant 3 jours et 30-35°C durant 2 jours

Etape 2 : Recherche de germes spécifiés

Tableau R : Matériel nécessaire pour la recherche de germes speécifies

Matériel nécessaire pour la recherche de germes spécifiés

Milieux de culture

Bouillon TSB étape 1

bouillon Mac Conkey

gélose Mac Conkey

Bouillon Rappaport-Vassiliadis
gélose Chapman

gélose Xylose-lysine-désoxycholate
1dses stérile

Matériel usuel de laboratoire

seringues de 3 mL et aiguilles
paire de gants stériles
Cotons secs stériles et distributeur d’alcool
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Mode opératoire :

V.

VI.

V.

¢ Recherche d’E.coli :

Le bouillon TSB a été homogénéisé (mélangé 4 a 5 fois)

1 mL de bouillon TSB a été prélevé puis transféré dans 100 mL de bouillon Mac Conkey

Le bouillon Mac Conkey a été incubé pendant 24-48H a 42-44°C
Le bouillon Mac Conkey a été homogénéisé (mélangé 4 a 5 fois)
Le bouillon Mac Conkey a été repiqué sur une gélose Mac Conkey
La gélose Mac Conkey a été incubée pendant 18-72 H a 30-35°C

e Recherche de S.aureus :

Le bouillon TSB a été homogénéisé (mélangé 4 a 5 fois)

Le bouillon TSB a été repiqué sur gélose Chapman

La gélose Chapman a été incubée pendant 18-72 H a 30-35°C

e Recherche de Salmonelles (produit naturel) :

0.1 mL de Bouillon TSB a été transféré dans 10 mL de bouillon Rappaport-Vassiliadis
Le bouillon Rappaport-Vassiliadis a été incubé pendant 18-24 H a 30-35°C

Le bouillon a été repiqué sur gélose xylose-lysine-désoxycholate

La gélose a été incubée pendant 18-48h00 a 30-35°C
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ANNEXE 7 : Protocole contr6le microbiologique produits non stériles et non

filtrables

Tableau S : Matériel nécessaire pour les produits non stériles et non filtrables

MATERIEL

Milieux de culture 2 Bouillons TSB 100 mL

2 Bouillons THIO 100 mL
3 géloses SDA 30 mL

Tampons/fluides 5 géloses TSA 30 mL

1 tampon petone-sel + tween 0.1% 90 mL

Matériel usuel de laboratoire 1 paire de gants stériles

2 seringues stériles de 20 mL
1 seringue stérile de 10 mL

1 seringue stérile de 3 mL

4 aiguilles

2  étaleurs stériles

Mode opératoire ensemencement direct :

I. Témoins négatifs :

a.

b.

10 mL de tampon peptone-sel + tween 0.1 % ont été introduit dans 100 mL de TSB. Le
méme procédé a été suivit pour le bouillon THIO.

2 mL de tampon pepton-sel + tween 0.1 % ont été prélevé puis versé sur une gélose TSA
et une gélose SDA et étalé au moyen d’'un étaleur sur les différents milieux.

I1l. Echantillons :

a.

b.

—h

10 g da matiére premiere ont été introduis dans 100 mL dans le tampon pepton-sel +
tween 0.1 % stérile (selon EP pH 7.00), solution S1.

Si la matiére premiére n’est présente qu’en trop petite quantité la prise d’échantillon peut
étre réduite a 1/100. Par exemple, le pot d’Atropine Sulfate pesant en tout 5 g, 0.1 g ont
été introduis dans 10 mL de tampon pepton-sel+ tween 0.1% stérile (selon EP pH 7.00).
Si la quantité le permet il serait préférable d’introduire 0.2 g dans 20 mL de tampon
peptone-sel+ tween 0.1 % stérile (selon EP pH 7.00).

10 mL de la solution S1 ont été introduis dans 100 mL de tampon TSB. Puis le méme
procédé a été suivi pour le bouillon THIO. Si le lot est présent en petite quantité, 1 mL ont
été introduis dans 9 mL de TSB. La méme opération a été répétée pour le bouillon THIO.

5 mL de la solution S1 ont été prélevés et puis répartis a I'aide d’'un étaleur a raison de 1
mL sur chaque gélose : 3 géloses TSA et 2 géloses SDA.

Les géloses ont ensuite été laissées reposées pendant 10 min puis refermées.

Les empreintes de gants ont été prélevées sur gélose TSA.
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ANNEXE 8 : Protocole essai de fertilité

Tableau T : Matériel nécessaire pour I’essai de fertilité

Matériel utilisé pour I'essai de fertilité

Milieux de culture 2 géloses Xylose-lysine-désoxycholate

3 Bouillon Rappaport-Vassiliadis

2 Bioballs de Salmonella enterica subsp. enterica sérovar
Typhimurium ou Salmonella enterica subsp. enterica sérovar
Abony

1 Bioball de Staphylococcus aureus

Matériel usuel de laboratoire 1 Micropipette de 100 pL

Tips
2 étaleurs
NaCl 0.9 %

Mode opératoire pour ’essai de fertilité :

L’essai de fertilité s’est effectué sous un PSM de type Il, il doit étre allumé 30 min avant son utilisation.

a.

b.

I. Témoins négatifs

100 pL d’eau stérile ou solution saline de 0.9% a été déposée sur une gélose Xylose-lysine-
désoxycholate puis répartie au moyen d’un étaleur.

Le bouillon Rappaport-Vassiliadis a été ouvert pendant 10 secondes puis refermé au bout de
quelques instants.

Il. Bouillon Rappaport-Vassiliadis

Pour tester la fertilité du milieu : une bioball de Salmonella enterica subsp. enterica sérovar
Typhimurium ou Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Abony a été introduite dans un
bouillon Rappaport-Vassiliadis

Pour tester linhibition du milieu : une bioball de Staphylococcus aureus a été introduite dans
un bouillon Rappaport-Vassiliadis.

Les bouillons ont été incubés en respectant les hormes suivantes :

Pour Salmonella Typhimurium pendant 16-18 H a 30-35°C
Pour Staphylococcus aureus pendant 24-28 H a 30-35°C

lll. Gélose Xylose-lysine-désoycholate
a. Pour tester la fertilité et I'indication du milieu : une bioball de Salmonella enterica
subsp. enterica sérovar Typhimurium ou Salmonella enterica subsp. enterica sérovar
Abony a été déposée sur une gélose de Xylose-lysine-désoycholate puis répartie au
moyen d’un étaleur.
b. Les géloses ont été incubées en respectant les conditions suivantes :

Gélose de xylose—lysine-désoxycholate : incubation & 30-35°C pendant 16-18H
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ANNEXE 9: Validation de la méthode de dénombrement en présence de
produit pour les germes aérobies totaux et les moisissures et levures

Le protocole a été établi en se référant a la monographie « 2.6.12 » de la Ph.Eur 9.0
L’étape de doit se faire entierement sous flux laminaire de type PSM I

Tableau U : Définitions

Définitions

Témoin positif : diluant et la souche
Témoin négatif représentatif de la charge initiale: juste le produit, soit la matiére premiére
Essai : le produit, soit la matiére premiére et la souche

Témoin négatif bouillon : Ouvrir le bouillon approprié puis les refermer aprés quelques
instants

Témoin négatif gélose : Déposer sur une gélose appropriée une quantité de 100 pL d’eau
stérile ou solution saline de 0.9 %, puis la répartir au moyen d’un étaleur

La Ph. Eur. défini les différents milieux de cultures et conditions d’incubations pour les souches a
tester lors de [lapplicabilité de la méthode de dénombrement des germes aérobies totaux et
moisissures et levures, retrouvé dans le Tableau V ci-dessous.

Tableau V: Conditions opératoires a respecter pour les différents microorganismes

Applicabilité de la méthode de dénombrement en présence du produit

Germes aérobies totaux Moisissures et levures
Microorganismes Gélose TSA Bouillon TSB Géloses SDA
S. aureus <100 UFC a <100 UFC a /
NCTC 10788 (ATCC 6538) 30-35°C 30-35°C
pendant < 3 pendant < 3
jours jours
P. aeruginosa <100 UFC a <100 UFC a /
NCTC 12924 (ATCC 9027) 30-35°C 30-35°C
pendant < 3 pendant< 3
jours jours
B. subtilis <100 UFC a <100 UFC a /
NCTC 10400 (ATCC 6633) 30-35°C 30-35°C
pendant< 3 pendant< 3
jours jours
C. albicans <100 UFC a / <100 UFC a 20-25°C
NCPF 3179 (ATCC 10231) 30-35°C pendant < 5 jours
pendant <5
jours
A. brasiliensis <100 UFC a / <100 UFC a 20-25°C
NCPF 2275 (ATCC 16404) 30-35°C pendant < 5 jours
pendant< 5
jours
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Mode opératoire pour les matiéres premiéres Hydrosolubles :

Tableau W : Matériel utilisé pour la méthode des matiéres premieres filtrables

Matériel utilisé pour la de la méthode des matiéres premieres filtrables

Milieux de culture 2 géloses TSA miliflex
7 géloses SDA miliflex
6 bouillons TSB

Tampons/fluides 2 flacons de fluide A 300 mL

3 tampons peptone-sel selon EP pH 7.00
1 flacon de 500 mL d’eau stérile

1 flacon d’eau de Javel

Matériel usuel de laboratoire Une téte de pompe autoclave < 1 mois

1 Paquet de Cotons secs stériles et distributeur d’alcool 70/30
stérile

13 Unités de filtration entonnoir Milliflex stérile de 100 mL

3 seringues de 20 mL avec aiguilles

Bouteille pour récupération des déchets liquides

Plusieurs lingettes alcoolisées

1 paire de gants non stérile

Cette méthode s’applique aux matieres premiéres filtrables, comme par exemple le Benzoate de
Sodium, le Lactate de Sodium et le Sodium Thiosulfate.

|. Préparation de I’Essai

a. 10 g de matiére premiére (ou 10 mL s’il s’agit d’un liquide) ont été introduis dans un tampon
peptone —sel selon EP pH 7.00

b. La solution a été bien agitée

c. La solution a été aliquoter en cing fois 20 mL et insérées dans chacun des tubes Falcon de 50
mL.

Il . Préparation du Témoin négatif (représentatif de la charge initiale du produit)

a. 10 g de matiere premiére (ou 10 mL s'il s’agit d’'un liquide) ont été introduis dans un tampon
peptone —sel selon EP pH 7.00

b. La solution a été bien agitée

c. La solution a été aliquoter en cinq fois 20 mL et insérées dans chacun des tubes Falcon de 50
mL.

lll. Préparation du Témoin positif
a. Letampon peptone-sel a été aliquoter en cing fois 20 mL dans des tubes Falcon de 50 mL

IV . Innoculation des souches
a. Les souche ont été innoculées dans les Essais et les Témoins positfis en suivant les
instructions présentées dans le Tableau V

V. Filtration sur membrane du Témoin négatif

Un filtre, puis un entonnoir Miliflex 100 ont été placés sur la pompe

10 mL de Fluide A a été filtré pour mouiller la membrane

10 mL du témoin négatif

La membrane a été rincée en filtrant 40 mL de Fluide A

La membrane a été transférée sur une gélose TSA Miliflex

L’entonnoir ainsi que le filtré ont été enlevés

Les étapes a-d ont été répétée puis la membrane a été transférée sur gélose SDA Miliflex

@roooow

VI. Filtration sur membrane du Témoin positif
Un filtre, puis un entonnoir Miliflex 100 ont été placés sur la pompe
10 mL de Fluide A a été filtré pour mouiller la membrane

oo
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10 mL du Témoin positif

La membrane a été rincée en filtrant 40 mL de Fluide A

La membrane a été transférée sur une gélose TSA Miliflex

L’entonnoir ainsi que le filtré ont été enlevés

Les étapes a-d ont été répétée puis la membrane a été transférée sur gélose SDA Miliflex
Les différentes étapes ont été répétées pour chacune des souches testées.

VII. Filtration sur membrane de I’Essai

Un filtre, puis un entonnoir Miliflex 100 ont été placés sur la pompe

10 mL de Fluide A a été filtré pour mouiller la membrane

10 mL de I'Essai

La membrane a été rincée en filtrant 40 mL de Fluide A

La membrane a été transférée sur une gélose TSA Miliflex

L’entonnoir ainsi que le filtré ont été enlevés

Les étapes a-d ont été répétée puis la membrane a été transférée sur gélose SDA Miliflex
Les différentes étapes ont été répétées pour chacune des souches testées.

VII. Interprétations des résultats

L’activité est inhibitrice si selon la Ph.Eur. le taux de recouvrement de I'Essai est réduit de plus d'un
facteur deux par rapport au Témoin positif.
Dans ce cas-ci, l'activité inhibitrice de la matiére premiére peut étre neutralisée par les modifications

suivantes :

1) Soit augmenter le volume du diluant ou celui du milieu de culture

2) En employant des agents neutralisants en respectant les directives ci- dessous :
Si la substance interférente est de nature phénolique, alcool, aldéhydes et sorbate, neutraliser
ces derniéres par une dilution. Pour les autres types se référer : « au tableau 2.6.12-2- Agents
usuels de neutralisation des substances interférentes » de la monographie 2.6.12 de la
Ph.Eur

3) Une filtration sur membrane

4) Un mélange des solutions proposées ci-dessus

Mode opératoire pour les matieres premiéres non filtrables:

Tableau X : Matériel utilisé pour la méthode des matiéres premiéres non filtrables

Matériel utilisé pour la méthode des matiéres premiéeres non filtrables

Milieux de culture 18 géloses TSA de 30 mL

10 géloses SDA de 30 mL
6 bouillons TSB

Tampons/fluides 3 tampons petpone-tween 0.1 %

Matériel usuel de laboratoire 14 seringues stériles de 3 mL avec aiguilles

14 étaleurs stériles
6 seringues stériles de 10 mL avec aiguilles

Cette méthode s’applique aux matiéres premieres non filtrables, comme par exemple le Calcium
Hydrogenophosphate dihydraté.”
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I. Préparation de I’Essai

a.

b.
c.

aoop

10 g de matiere premiéere (ou 10 mL s'il s’agit d’un liquide) ont été introduis dans un tampon
peptone —sel +tween 0.1 % selon EP pH 7.00

La solution a été bien agitée

La solution a été aliquoter en cinq fois 20 mL et insérées dans chacun des tubes Falcon de 50
mL.

Si la matiére premiére a présente en trop petite quantité, le mode opératoire est le suivant :
0.1 g de matiére premiére a été introduis dans 10 mL de tampon peptone-sel +tween 0.1 %
stérile (selon EP pH 7.00) ou de préférence si c’est possible 0.2 g dans 20 mL de tampon
peptone peptone-sel +tween 0.1 % stérile (selon EP pH 7.00).

Il . Préparation du Témoin négatif (représentatif de la charge initiale du produit)

10 g de matiere premiéere (ou 10 mL s'il s’agit d’'un liquide) ont été introduis dans un tampon
peptone —sel +tween 0.1 % selon EP pH 7.00

La solution a été bien agitée

La solution a été aliquotée en cing fois 20 mL et insérées dans chacun des tubes Falcon de
50 mL.

Ill. Préparation du Témoin positif

Le tampon peptone-sel + tween 0.1 % a été aliquotée en cing fois 20 mL dans des tubes
Falcon de 50 mL

IV . Innoculation des souches
Les souche ont été innoculées dans les Essais et les Témoins positfis en suivant les
instructions présentées dans le Tableau V

V. Ensemencement direct de ’Essai

1 mL de 'Essai a été étalée sur une gélose de TSA

L’opération a été répétée pour chacune des souches

La méme opération a été suivie pour les géloses SDA

Les géloses sont incubées en respectant les normes établie dans le Tableau V

VI. Interpérations des résultats

L’activité est inhibitrice si selon la Ph.Eur. le taux de recouvrement de I'Essai est réduit de plus d’'un
facteur deux par rapport au Témoin positif.
Dans ce cas-ci, l'activité inhibitrice de la matiére premiére peut étre neutralisée par les modifications

suivantes :

1) Soit augmenter le volume du diluant ou celui du milieu de culture

2) En employant des agents neutralisants en respectant les directives ci- dessous :
Si la substance interférente est de nature phénolique, alcool, aldéhydes et sorbate, neutraliser
ces derniéres par une dilution. Pour les autres types se référer : « au tableau 2.6.12-2- Agents
usuels de neutralisation des substances interférentes » de la monographie 2.6.12 de la
Ph.Eur *®

3) Une filtration sur membrane

4) Un mélange des solutions proposées ci-dessus
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Etape 7 : Applicabilité de la méthode pour la recherche de microorganismes

spécifiés

Le protocole a été établi en se référant a la monographie « 2.6.13 » de la Ph.Eur 9.0

L’étape de doit se faire entiérement sous flux laminaire de type PSM II.

La souche de référence doit étre ajouter au moment du mélange dans le milieu préscrit et le nombre
d’'UFC de la souche ne doit pas excéder 100 UFC. Incuber les préparations pendant la durée

minimale préscrite pour I'essai.

Tableau Y : matériel utilisé pour la recherche de germes spécifiés ; E.coli, S.aureus, P. aeruginosa et

Salmonelles

Matériel utilisé pour la recherche de germes spécifiés : E.coli

Milieux de culture

3 géloses Mac Conkey

3 bouillons TSB

3 bouillons Mac Conkey

Tampons/fluides

3 tampons petpone-tween 0.1 %

Matériel usuel de laboratoire

14 seringues stériles de 3 mL avec aiguilles
14 étaleurs stériles
6 seringues stériles de 10 mL avec aiguilles

Matériel utilisé pour larecherche de germes spécifiés : S.aureus

Milieux de culture

3 géloses Chapman

3 bouillons TSB

Tampons/fluides

3 tampons petpone-tween 0.1 %

Matériel usuel de laboratoire

14 seringues stériles de 3 mL avec aiguilles
14 étaleurs stériles
6 seringues stériles de 10 mL avec aiguilles

Matériel utilisé pour la recherche de germes spécifiés : P. aeruginosa

Milieux de culture

3 géloses Cétrimide

3 bouillons TSB

Tampons/fluides

3 tampons petpone-tween 0.1 %

Matériel usuel de laboratoire

14 seringues stériles de 3 mL avec aiguilles
14 étaleurs stériles
6 seringues stériles de 10 mL avec aiguilles

Matériel utilisé pour larecherche de germes spécifiés : Salmonelles

Milieux de culture

3 géloses Cétrimide

3 bouillons TSB

Tampons/fluides

3 tampons petpone-tween 0.1 %

Matériel usuel de laboratoire

14 seringues stériles de 3 mL avec aiguilles
14 étaleurs stériles
6 seringues stériles de 10 mL avec aiguilles
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V.

Il
1.
V.

Il
1.
V.

VI.

Recherche d’E.coli

10 mL de I'Essai contenant la souche d’E.coli NCTC 12923 (ATCC 12923) a été transféré
dans 100 mL de bouillon TSB

Le bouillon TSB a été incubé pendant 18H a 30-35°C

Puis 1mL de bouillon TSB a été ensemencé dans un bouillon Mac Conkey

Le bouillon Mac Conkey a été incubé pendant 18H a 30-35°C

Les mémes opérations ont été répétées pour le Témoin positif et le Témoin négatif (ne
contienant pas la souche)

Recherche de S. aureus

10 mL de I'Essai contenant une souche de S.aureus NCTC 10788 (ATCC 6538) a été transféré
dans 100 mL de bouillon TSB

Le bouillon a été incubé pendant 18H a 30-35°C

Le bouillon a ensuité été repiqué sur gélose Chapman

La gélose Chapman a été incubée pendant 18H a 30-35°C

Les méme opérations ont été répétées pour le Témoin positif et le Témoin négatif (ne
contienant pas la souche)

Recherche de P.aeruginosa

10 mL de I'Essai contenant une souche de P. aeruginosa NCTC 12924 (ATCC 9027) a été
transféré dans 100 mL de bouillon TSB

Le bouillon a été incubé pendnat 18H & 30-35°C

Le bouillon a ensuité été repiqué sur gélose Cétrimide pendant 18H a 30-35°C

Les mémes opérations ont été répétées pour le Témoin positif et le Témoin négatif ( ne
contenant pas la souche)

Recherche de Salmonelles

10 mL de lP'Essai (d’au moins 10 g) contenant une souche de Salmonella enterica
Typhimurium NCTC 12023 a été transféré dans 100 mL de bouillon TSB

Le bouillon a été incubé pendant 18H a 30-35°C

0.1 mL a été transféré dans 9 mL de bouillon Rappaport-Vassiliadis

Le bouillon a été incubé pendant 18H & 30-35°C

Les méme opérations ont été répétées pour le Témoin positif et le Témoin négatif (ne
contienant pas la souche)

Le bouillon Rappaport-Vassiliadis a été repiqué sur une gélose XLD et incubée pendant 18H a
30-35°C
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ANNEXE 10: Exemple de calcul de conversion du nombre UFC/plaque en
UFC/mL

Si le nombre de colonies trouvées pour le sodium Thiosulfate pour les géloses SDA est de 3
UFC/plague pour les convertir en UFC/mL, il faut effectuer le calcul suivant :

Sachant que 40 mL de la solution S1 a été filtrée, alors :

2 UFC->40 mL
X ->100 mL

(100mL*3UFC)
(40mL)

=7.5UFC

Etant donné que 10 g de Matiere premiére ont été mise dans 100 mL de TSB, ily a
alors 7.5 UFC dans 10 g

= 0.75 UFClg
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ANNEXE 11 : Exemple de calcul du taux de recouvrement pour le témoin positif
et I'essai (contamination en présence du produit)

Par exemple pour I'Atropine Sulfate, le nombre de colonies de S. aureus comptés sur gélose
TSA pour le témoin positif est de : 40 colonies et la valeur du BioBall® est de 49.8.

Le taux de recouvrement pour le témoin positif se calcul en employant la formule ci-
dessous :

Calcul du taux de recouvrement équation 3 et 4 :

(Valeur du témoin positif)

. . * 100
(Nbr UFC BioBall® du fournisseur)

Taux de recouvrement (essai) =

Taux de recouvrement du témoin positif (S.aureus) :

40.00

= 0
2980 " 100 = 80.32 %

Le taux de recouvrement pour I'essai contamination en présence du produit est calculé en
employant la formule ci-dessous :

Taux d e ) (Valeur de 1'Essai — Valeur du témoin négatif) 100
= *
aux de recouvrement essal (Nbr UFC BioBall® du témoin positif)

Taux de recouvrement de I'essai (contamination en présence du produit) pour S.aureus :

(78.57 — 0.00)

100 = 157.77 ¢
@oa0)  *00=157.77%
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