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Résumé

Objectif : Cette étude visait a réaliser des contrdles microbiologiques des médicaments sous forme de
solutions et de collyre au Laboratoire National de la Santé. Méthodologie : Les échantillons analysés
ont été obtenus a partir de la Direction de la Pharmacie et du Médicament (DPM) et chez 4 grossistes
pharmaceutiques du Mali. Les médicaments sous formes injectables et les collyres ophtalmiques ont été
retenus pour 1’étude. Nous avons effectué les tests de stérilité par la méthode d’inoculation directe
décrite dans les pharmacopées pour la pratique au laboratoire. L’étude a été réalisée de janvier 2020 a
décembre 2022. Résultats : Le paramétre microbiologique effectué sur les échantillons a été le test de
stérilité. Un total de 369 échantillons de médicaments (356 formes injectables et 13 collyres
ophtalmiques) a été analysé avec un taux de conformité de plus de 97%. Les catégories de médicaments
analysés étaient en grande partie des Dénominations Communes Internationales (DCI). Les génériques
de marque et les DCI ont représenté un taux de non-conformité respectivement de 1,4% et 2%. Tous les
collyres ophtalmiques ont été conformes, soit 100%. Conclusion : Les tests de stérilité demeurent
essentiels pour garantir la qualité des produits pharmaceutiques mais aussi la sécurité du traitement et
la prévention des risques liés a la contamination microbienne. Les collyres ophtalmiques (en flacons ou
unidoses) étaient plus conformes que les formes injectables, les génériques de marque étaient aussi plus
conformes que les DCI.

Mots clés : Médicaments ; Milieux de culture microbienne ; Souches microbiennes ; Test de stérilité ;
qualité microbiologique ; Mali.

Abstract

Objective: This study aimed to carry out microbiological controls of medicines in the form of solutions
and eye drops at the National Health Laboratory. Methodology: The samples analyzed were obtained
from the Directorate of Pharmacy and Medicines (DPM) and from 4 pharmaceutical wholesalers in
Mali. Injectable forms drugs and ophthalmic eye drops were selected for the study. Sterility test were
carried out using direct inoculation method described in the pharmacopoeias for laboratory practice. The
study was carried out from January 2020 to December 2022. Results: The microbiological parameter
performed on the samples was the sterility test. A total of 369 drug samples (356 injectable forms and
13 ophthalmic eye drops) were analyzed, with a compliance rate of other 97%. Most of the drugs
categories analyzed were International Common Denomination (INNs). Branded generics and INNs had
a non-compliance rate of 1.4% and 2% respectively. All ophthalmic eye drops were 100% compliant.
Conclusion: Sterility testing remains essential to ensure the quality of pharmaceutical product but also
the safety of treatments and the prevention of risks linked to microbial contamination. Ophthalmic eye
drops (bottles or single doses) were more compliant than injectable forms and branded generics were
also more compliant than INNs.

Keywords: Drugs; Microbial culture media; Microbial strains; Microbiological quality; Sterility test;
Mali.
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INTRODUCTION

Les tests microbiologiques et en I’occurrence
les tests de stérilité sont des étapes cruciales
dans l'assurance qualit¢ des produits
pharmaceutiques [1]. La stérilité des produits
sous formes injectables et des collyres
ophtalmiques est essentielle en raison de leur
administration dans les milieux sensibles, non
seulement pour protéger la santé des patients,
mais aussi pour répondre aux normes
rigoureuses de I'industrie pharmaceutique et des
autorités sanitaires [1]. Ces médicaments
nécessitent une attention particuliere afin de
prévenir les risques d'infections graves et de
garantir leur sécurité et leur efficacité. La
contamination de ces produits pharmaceutiques
par des micro-organismes indésirables
constitue un risque majeur car elle peut avoir un
impact sur la qualité des produits et la sécurité
des patients. Les processus et procédures
réglementaires comprennent diverses méthodes
de contr6le de qualité décrites dans les
Pharmacopées [1]. Actuellement, les tests de
dénombrement microbien et la recherche de
germes spécifiques d’une part, les tests de
stérilité et la recherche d’endotoxine d’autre
part sont recommandés selon que le produit
pharmaceutique soit non-stérile ou stérile [2,3].
En Pologne une étude réalisée sur la qualité
microbiologique des produits pharmaceutiques
non stériles a révélé la présence de
microorganismes (champignons et microbes
aérobies) dépassant les limites acceptables [4].
En Asie des études réalisées sur le controle de
gualité ~ microbiologique  de  certaines
préparations couramment utilisées au Pakistan
et au Bengladesh ont révélé une contamination
microbienne dans toutes les formes galéniques
a ’exception des crémes et des gélules, tandis
que les sirops étaient hautement contaminés.
[5,6]. D’autres études ont fait état d’une
contamination en Tanzani de produits
pharmaceutiques distribués aux patients dans
un hopital tertiaire public. Dans cette étude, les
contaminants prédominants étaient les genres
Klebsiella, Bacillus et Candida [7]. Une
contamination des produits au-dela des limites
acceptables a également été rapportée dans des
études menées ailleurs en Afrique notamment
au Nigeria, en Egypte et au Ghana [8-10]. La
qualitt  microbiologique  des  produits
pharmaceutiques doit étre évaluée comme une
étape importante du contréle de qualité, en
particulier dans les pays en développement, ou
les conditions climatiques peuvent favoriser la

prolifération des micro-organismes dans les
produits médicaux. Cette qualité
microbiologique a été moins étudiée au Mali.
C’est ainsi que nous nous SOmmes proposées de
mener cette étude dont 1’objectif principal était
de réaliser des contréles microbiologiques des
médicaments par 1’¢tude de la stérilité
microbienne de ces derniers par des techniques
appropriés.

MATERIEL ET METHODES

s Lieux, type et période de I’étude
C’est une étude prospective réalisée de janvier
2020 & décembre 2022 au Laboratoire National
de la Santé. Les échantillons analysés ont été
obtenus avec la Direction de la Pharmacie et du
Médicament et 4 grossistes pharmaceutiques
exercant au Mali.

% Echantillon
Les échantillons étaient les préparations
pharmaceutiques a usage parentérale et les
collyres ophtalmiques. Les préparations
parentérales sont des préparations stériles
destinées a étre injectées, perfusées ou
implantées dans le corps humain ou animal. Ce
sont des préparations injectables (petit volume),
préparations injectables pour perfusion (grand
volume), préparations a usage parentéral a
diluer, poudres & usage parentéral et implants.
Parmi les préparations injectables, différentes
voies d’administration peuvent &tre utilisées :
intraveineuse, intramusculaire, intradermique,
sous cutanée, intra-artérielle et intraoculaire
[11-13].
Les collyres ophtalmigues sont des solutions ou
suspensions stériles, aqueuses ou huileuses
contenant un ou plusieurs principes actifs et
destinés a I’instillation oculaire. Les récipients
se présentent en uni dose ou multi dose. Ces
solutions doivent étre non seulement stériles,
mais aussi apyrogenes [14,15].

++ Réactifs de microbiologie
Souches de référence : Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC
19404 et Candida albicans ATCC 10231.
Milieux de culture : les milieux utilisés étaient
le bouillon thioglycollate (THIO) pour la
recherche des bactéries aérobies et anaérobies
et le bouillon trypticase soja (TSB) pour la
recherche des bactéries aérobies, des levures et
des moisissures.
Environnement de culture : laboratoire de
microbiologie avec un poste de sécurité
microbiologique (PSM Bio Il ADVANCE) et
incubateur de marque MEMMERT

Rev Mali Infect Microbiol 2025, Vol 20 N°3

Page 79



Article original

Sterilité des injectables et des collyres

% Echantillonnage
Grossistes : 4 grossistes pharmaceutiques du
Mali ont été sélectionnés au hasard et codifié de
Gl aG4.

Taille et échantillonnage des collyres et
préparations pharmaceutiques :

La taille de nos échantillons a analyser a été
déterminée par la formule de Schwartz selon
laquelle : n= t2 (1-p)/c2= (1,96*1,96)*0,4(1-
0,4)/ (0,5*0,5)= 368,79
ou n= taille de I’échantillon nominal pour
I’obtention des résultats significatifs ; t= niveau
de confiance (la valeur de niveau de confiance
de 95% sera 1,96 et p= 4% (proportion estimée
de la population qui représente la
caractérisation [16].
Ainsi un total de 369 echantillons de
médicaments a été analysés. Les échantillons
ont été prélevés au hasard chez les grossistes
pharmaceutiques, 10 unités d’un méme lot pour
les médicaments formes injectables et 5 flacons
d’un méme lot pour les collyres ophtalmiques.
%+ Meéthodes microbiologiques
Tests de stérilité :
Les tests de stérilité ont été réalisés selon le
chapitre « 71 » de la pharmacopée américaine
[USP « 71 »]. Les tests ont été effectués par la
méthode d’inoculation directe. Nous avons
d’abord confirmé la stérilité des milieux de
culture avant le test.
Tests d’aptitudes de la croissance
microbienne :
Pour les tests d’aptitudes de la croissance
microbienne et la validation de la méthode,
nous avons utilisé 3 souches microbiennes de
référence sus mentionnées. Les milieux de
culture utilisés étaient le bouillon thioglycollate
(THIO) pour la recherche des bactéries aérobies
et anaérobies et le bouillon trypticase soja
(TSB) pour la recherche des bactéries aérobies
et des levures et des moisissures.
Condition de culture :
Introduction directe de 1’échantillon dans le
bouillon THIO et incubation a 30 °C pendant 14
jours,
Introduction directe de 1’échantillon dans le
bouillon TSB et incubation a 25 °C pendant 14
jours.
Nous avons incubé des témoins THIO et TSB
dans les mémes conditions que les échantillons.
Les cultures huileuses ont été agitées
doucement chaque jour sauf pour les milieux de
détection des bactéries anaérobies stricts afin de
maintenir les conditions d’anaérobiose [17,18].

Aprés 14 jours d’incubation, nous avons
procédé a la lecture des cultures a 1’ceil nu en
commencant par les contréles négatifs puis les
cultures des échantillons. Les cultures huileuses
ont été agitées doucement chaque jour sauf pour
les milieux de détection des bactéries
anaérobies stricts afin de maintenir les
conditions d’anaérobiose. La lecture consistait
a détecter une turbidité dans les cultures, effet
de la croissance microbienne. L’observation
macroscopique est essentielle pour la détection
d’une prolifération microbienne a savoir un
trouble, un dépot ou une voile. S’iln’y a aucune
manifestation de croissance microbienne le
produit & examiner satisfait a 1’essai de stérilité.
S’il existe une preuve de prolifération
microbienne, le produit ne satisfait pas 1’essai
de stérilité, dans ce cas procéder a des
isolements et une identification du germe en
cause et refaire 1’essai.
% Criteres de validation
- Les milieux ne doivent présenter aucun
développement microbien
- La croissance des micro-organismes
ensemenceés doit étre précoce et abondante.
- La croissance microbienne doit étre précoce
et abondante, en présence et en absence de
produit & examiner donc ce dernier ne
possede pas un effet antimicrobien.
+« Criteres de conformité et de reprise
de test
Criteres de conformité
- Absence de bactéries aérobies
- Absence de bactéries anaérobies
- Absence de levures et moisissures
Criteres de reprise de test
Premiére répétition de I’essai
Le nombre de d’échantillons choisis a examiner
est le méme que celui indiqué pour le premier
essai. Si aucune manifestation microbienne
n’est décelée le produit est conforme. S’il y a
prolifération une deuxieme répétition de I’essai
s’impose.
Deuxieéme répétition
e Prélever un nombre d’échantillon double
que celui qui a été utilisé dans le premier
essai et premiére répétition de 1’essai.
e S’il n’y a aucune prolifération microbienne
le produit est conforme.
S’il y a prolifération le produit est déclaré¢ non
conforme.
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Produits dans bouillon de thioglycolate
(THIO)

Clair Trunble

Produit Conforme Faire subculture sur Refau'e r essal

gélose nutritive

Refaire I’essai

Pas de colonies
Produit conforme

Produits dans bouillen de tryptone soja

Produit Conforme Faire subculture sur Refa].re r essal

gélose nutritive

Refaire I"essai

Pas de colonies
Produit conforme

Figure 1 : Schéma récapitulatif de 1’essai de stérilité

RESULTATS

L’étude a ¢été réalisée de janvier 2020 a
décembre 2022 au Laboratoire National de la
Santé. Les analyses ont été effectuées sur les
échantillons collectés auprés de quatre
grossistes pharmaceutiques et de la DPM. La
grande majorité des échantillons provenait de
I’Inde (Tableau I).

Tableau I : Nombre d’échantillons selon les pays
de provenance (G)

Pays de Nombre Pourcentage
provenance d’échantillons (%)
Inde 204 55,28
Chine 45 12,20
Mali 36 9,76
Allemagne 15 4,06
France 12 3,25
Ghana 09 2,44
Autres* 48 13,01
Total 369 100

*Autres : Togo (4), Tunisie (3), Suisse (2), Malawi (3),
Ladvi (4), Grece (1), Espagne (1), Egypte (1), Emirats
Arabes Unis (4), Grande Bretagne (2), Néant 23.

Les médicaments sous forme injectable étaient
au nombre de 356 contre 13 collyres
ophtalmiques. Sur les 369 échantillons de
médicaments analysés le taux de conformité a
été de 97,8 % (Tableau I1I).

La grande majorité des échantillons était ceux
du grossiste G4 soit 79,40 %. (Tableau II). Les
collyres ophtalmiques ont été conformes a
100% (Tableau I11). Le taux de conformité des
génériques de marque était supérieur a celui
des produits sous Dénominations Communes

Internationales (DCI). Le taux de conformité
des échantillons était supérieur a 97% chez
tous les grossistes (Tableau II).

Tableau 11: Nombre d’échantillons selon les
grossistes (G)

Site de Nombre Pourcentage

prélévement d’échantillons (%)

G4 293 79,4

G1 33 8,9

G2 23 6,2

G5 12 3,3

G3 8 2,2

Total 369 100

Tableau 111 : Taux de conformité selon les formes

galéniques

Formes Nombre Nombre Taux de

galéniques d’éch d’éch conformité
analysés  conformes (%)

Médicaments 356

injectables 348 97,8

Collyres

ophtalmiques 13 13 100

Total 369 361 97,8

Tableau 1V : Taux de non-conformité des
échantillons selon les catégories de médicaments
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Catégories Nombre  Nombre Taux de
de d’éch d’éch non-
médicaments  analysés non conformité
conforme (%)
DCI 361 7 1,9
Générique de 68 1 14
marque
Total 369 8 2
DISCUSSION

Les pharmacopées attestent la stérilité des
médicaments sous formes injectables et des
collyres ophtalmiques a 100% [17,18]. Dans
notre étude, le test de stérilité a été réalisé sur
deux formes galéniques, les formes injectables
et les collyres ophtalmiques avec un taux de
conformité de plus de 97%. La stérilité des
collyres ophtalmiques a été prouvée a 100%.
Les études réalisées par Ould et al en 2009 et
par Benattia en 2012 en Algérie ont révélé que
les produits sous formes injectables étaient
tous  conformes  (aucune  croissance
microbienne). Les études faites par Mersellab
et al en 2015 en Algérie sur une solution
injectable « Clofenal 75 mg/3mL » ont été
aussi conformes au test de stérilité [1, 19-20].
Cette différence observée entre notre étude et
les études réalisées dans d’autres pays pourrait
s’expliquer par I’environnement dans lequel le
test a été réalisé. Une autre étude réalisée par
Salem et al. en Egypte sur la qualité
microbiologique des produits pharmaceutiques
non stériles a révélé que sur 182 échantillons
testés, (17,03 %) et (19,23 %) avaient
respectivement dépassé les limites maximales
acceptables du nombre total de microbes
aerobies et du nombre total de levures et de
moisissures [9]. Les médicaments analysés au
cours de notre étude étaient en grande partie
des DCI avec un taux de non-conformité de
2%. Les génériques de marque avaient aussi
fait ’objet d’étude et étaient plus conformes
gue les DCI (Tableau V).

CONCLUSION

La conformité  microbiologique  des
médicaments sous forme de solutions
injectables et des collyres ophtalmiques a été
évaluée au cours de cette étude. Les tests de
stérilit¢,  conformément aux  normes
internationales permettent de prévenir les
risques d’infections graves et de complications
liées a la contamination microbienne. Le taux
de conformité obtenu au cours de cette étude
est en faveur de la protection de la population
car les produits testés répondent aux exigences

de qualité et de sécurité, indispensables a leur
efficacité thérapeutique et leur innocuité. Il
conviendrait d’étendre cette étude au
dénombrement et & la recherche de germes
spécifiques d’une gamme plus large de
médicaments s’assurer de leur qualité et
innocuité.
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