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CVv : codficient de variance.

DT : dossier technique.

HPL C : chromatographie liquide a haute performance.

PF > produit fini.

ISO : organisation internationale de normalisation
LNCM : laboratoire national de contrdle des médicaments.
MP  : matiére premiére.

uv > ultraviolet

OMS : organisation mondiale de la santé.

SCR : Substance chimique de référence.
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Intrecluction

Le probléeme des qualités des médicamesttsn probleme majeur de la santé publique. Pour
satisfaire les besoins des patients qui attendesihedicaments qui leur sont prescrits, il faut que
ces derniers présentent toutes les garanties ditégudiefficacité et de sécurité, condition
recommandé par I'organisation mondiale de la sabigst pour cette raison que des systemes ont
ete élaborés pour contrdler les médicaments dabstlde permettre leur commercialisation sur le

marché sans aucun danger pour la santé publique.

Le laboratoire national de contréle des médicamesitde seul organisme a qui il incombe ce réle
qui est celui de pratiquer un contrble sévere emdede qualité de travail des médicaments
marocains, pour assurer une qualité sans failleedeproduits mis sur le marché national. Il assure
aussi ce controle dans le cadre d’'une |égislatiocte et des réglementations en vigueur.

Le service d’analyses physico chimiques ¢tuesune entité qui conduit une grande partie des
analyses appliquées aux contrdles des médicantdlgs.sont effectuées sur la base des exigences
de la pharmacopée Européenne, ainsi que celle skieddechnique (confidentiel). Ce dernier est
fourni par les laboratoires fabricants des spéémlpharmaceutiques. Ces dossiers fournissent une
grande partie sinon la totalité des renseignemsgtessaires a l'identification et au dosage de ces
spécialités.

Notre travail s’inscrit dans cette logégqude contrbler l'activité thérapeutigue des deux
antibiotiques (Gentamycine et Spiramycine) en faisame étude comparative entre leur teneur en
principe actif dosé par HPLC et leur action sur desiches bactériennes sélectionnBegiflus

subtilis et Bacillus pumilis
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L’objectif de notre travail consiste a faire dest$ede sensibilités des antibiotiques périmés
et non périmés ainsi que des dosages de ces depaieHPLC afin d’établir une relation entre la
teneur en principe actif et la sensibilité des geynAinsi est-il nécessaire de savoir si réellergent
méthode HPLC peut étre une méthode alternative pefléter I'activité biologique de certains
antibiotiques a partir de leur teneur en princigtef &

Ce présent mémoire est réparti en quatre chapitres

» Le premier chapitre présente quelques généralitees médicaments et les
analyses physico chimiques

* Le deuxieme chapitre décrivant la définition eclassification des antibiotiques et
principalement Spiramycine, Gentamycine et Rifamgci

» Le troisieme chapitre est I'étude de la sensibilaétérienne aux antibiotiques

* Le quatrieme chapitre traite le dosage des aniijpies par la méthode HPLC.
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|- Présentation du laboratoire national de controledes médicaments :

I-1 Présentation des activités du LNCM :

« Les déterminations analytiques et les essaimnguessite le contréle des médicaments et
des spécialités pharmaceutiques, objets de pansemietout autre article destiné a I'usage de la

médecine humaine, et contribuer a I'enseignemeéwlico-pharmaceutique. »
—le contréle du médicament s’effectue selon les digdasuivant :

4+ Le contrble de visa :

Effectué sur les spécialités sollicitant I'Adgation de débit des spécialités

pharmaceutiques (ADSP).
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+ Le contrble d’inspection :

Etant sous la responsabilité d’inspecteurs rpharens qui sont chargés de visiter les
laboratoires pharmaceutiques et les officines, aythnme biannuel, d’'ou ils prélevent des
échantillons afin de les contrdler au sein du latwre.

£ Le contrble de livraison :

S’appligue a tous les médicaments livrés auxpitabx a partir de ['unité

d’approvisionnement.

+ Le contrble de produits d’homologation :

Il est réalisé sur des produits qui demandem® autorisation de deébit des spécialités
pharmaceutiques sur le marché national (dispositiéslicaux et articles de puériculture
destinés a I'enfant d€"age).

£ Le controle de produits de réclamation :

Ce contrble se fait systématiquement en casédamation des utilisateurs (médecins,

citoyens...)

—Le LNCM est chargé également d’étudier conforménaemtcirculaires ministérielles :

- La documentation pharmaceutique, clinique et phaont@xicologique.
- Les bulletins d’analyses des produits finis impsrté
= Les bulletins d’analyses des matieres premiérégesct

- Les dossiers des vaccins et sérums en vue dediattm certificat de libération de

lot.

—Le LNCM est aussi :
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- Inscrit sur la liste des laboratoires officiets I[HODMS

- Laboratoire de référence de la ligue arabe
- Membre observateur de la Pharmacopée Européenne

- Membre du réseau des laboratoires nationaux éargpdu controle des médicaments [1].
lI-Généralités sur les médicaments :
[I-1- Définition :

£ Médicament :

Le médicament dérive du mot latin « Medicamentuguiyeut dire « remede ».

Le Dahir portant loi n°1-76-432 de février 1977.pB1°3369, ainsi que l'article L511 du
code de la santé publigque définissent le médicacmnine suit :

« On entend par médicament, toute substance ouasitigm présentée comme possédant
des propriétés curatives ou préventives a |'égasdntiladies humaines ou animales, ainsi que tout
produit pouvant étre administré a I'homme ou d@rflahen vue d'établir un diagnostic médical ou
de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctiamganiques ».(Article. L. 5111-1 du code de la

santé publique)

£ Composition d’'un médicament :

Un médicament est constitué lencipe actif, excipiengt parfoisdes additifs.

£ Principe actif :

C’est une substance pharmacologiguement active inaeaun de I'organisme ; établie a

I'origine des indications thérapeutiques. Son desegl établi en fonction de la puissance du patient
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(enfant, adulte) la plupart du temps, en tres éafiroportion dans le médicament par rapport aux

excipients.
+ Excipient :

C’est une substance inerte au plan thérapeutiqregitant la préparation du médicament.
L'excipient a pour fonction d'améliorer l'aspectlewodt, d'assurer la conservation, de faciliger |
mise en forme et I'administration du médicamenseht aussi a acheminer la substance active vers
son site d'action et a contréler son absorptionl'peganisme. L'excipient devrait étre bien toléré.

Les excipients les plus courants sont 'amidorsuere, la gélatine, les graisses, I'eau, 'alcool ...

L’ensemble principe (s) actif (s) et excipientsinfolés et préparés a I'avance selon des
normes internationales strictes «les bonnes pregigle fabrication » constituent une spécialité

dotée d’'une dénomination commerciale appartenat#ieratoire fabricant.

[1-2-Définitions des termes reliés aux médicaments

+ Spécialité Pharmaceutique :

Correspond selon le code de la santé publiqueraadicament préparé a I'avance, dosé au
poids médicinal présenté sous un conditionnemenicpker, et caractérisé par une dénomination

spéciale portant sa composition, le nom et I'adressfabricant.

£ Pharmacopée :

D’aprés I'Organisation Mondiale de la Santé (OM8he pharmacopée est une norme
pharmaceutique destinée a assurer dans une eolitique donnée, I'uniformité de la nature, de la

gualité, de la composition et de la concentraties mhédicaments.
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Il existe plusieurs pharmacopées : Fam®e; Britannique, américaine (USP), Japonaise,

Chinoise et internationale.

Chaque pharmacopée est constituée de plusieursesparies monographies, les

prescriptions générales, les réactifs et les méthgénérales d’'analyses.

£ Druqg Master File (D.M.F) :

Le D.M.F. est une documentation référentielle etficdentielle rédigé par le fournisseur des
matieres premieres. Il porte tous le détail du PAomenclature, description, développement
chimique, la qualité des matiéeres premieres, lahege ou le mode de préparation des matiéres
premieres, le contréle de qualité durant la fatidca I'isomérie, le polymorphisme, les impuretés

et les essais de stabilité.

£ les impuretés :

Les impuretés apparaissent pendant la synthéserdipe actif ; elles peuvent comprendre
les produits de dégradation, de synthése, stéoéoeies, des produits de réactions secondaires, etc.

Elles devraient étre identifiées, qualifiées etlétas sur le plan toxicologique.

£ |’étalonnage :

L’étalonnage est un processus de comparaison déme@t « inconnu » par rapport a un
standard équivalent ou meilleur ; ils sont clagsggtalon international, national, étalon primaire

secondaire.

+ les substances chimiques de référence SCR:

La substance chimique de référence est définie @ommmatériau prévu pour étre utiliser
dans des essais chimiques et physiques spécifidales lesquels ces propriétés sont comparées aux
propriétés des échantillons a examiner. Le degngudeté d’'une telle substance dépend du but de

son utilisation.

£ Autorisation de Débit d’'une Spécialité Pharmaceuitie] (ADSP) :
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Aujourd’hui au Maroc, grace a son propre systemeSRDtous les médicaments sont

contrélés par le LNCM en vue d’assurer le respestakigences actuelles en matiere de sécurité, de

gualité et d’efficacité.

Un systeme d’ADSP permet d’assurer que tous leslyi autorisés sur le marché
Marocain ne sont fabriqués que par des fabricagitéésa, dont les activités sont régulierement

inspectées par I'autorité compétente LNCM.
= Définition de TADSP

Au Maroc, le nom d’ADSP remplace le nom AMM (Autation de Mise sur le Marché) du

pays d’origine.

L’OMS définit AMM comme étant un document offidiémis par I'autorité compétente,

établi en vue de la commercialisation ou la distidn d’un produit.

Ce document doit préciser, notamment, la dénonoinata forme, la composition, la durée
et les conditions de conservation ainsi que legaatéristiques du conditionnement. Il contient
également toute l'information approuvée, destinéecarps médical et au public et précise les
conditions de délivrance, le nom et I'adresse tiaire de '’AMM et |la durée de la validité de eett

autorisation [1].

llI- Techniques d’analyse physico-chimiques :
llI-1- La spectroscopie d’absorption dans I'UV visble :

Certaines molécules organiques ont la prtapriéabsorber les radiations de courte
longueur d’onde (200-800 nm) et peuvent étre caraétes grace a cette propriété.

Le domaine du visible et de I'UV a été abondantréeudié et ce depuis longtemps. Mais
s'il est indispensable pour une approche expérateiole la nature de la liaison, il est pauvre en
information structurale. Son emploi est de plupks réservé a lI'analyse quantitative via la loi de
Beer-Lambert [2].

+ Identification par UV visible :
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L’identification, dans le domaine de lultialet visible, nécessite 'emploi d’'une

substance de référence. On enregistre d’abord éetrep de référence puis dans les mémes

conditions celui de la substance a identifier atdaloser.

£ Dosage par 'UV

Le dosage spectrophotométrigue comporte en gémn@elcomparaison entre la densité
optique d’'une solution contenant la substance anaa et celle d’'une solution contenant la

substance de référence.

Il existe une relation entre la quantité de la kmmiabsorbée et la concentration de la
substance en solution appelée la loi de Beer-Lanidler

A=Log (10/) =e | C

A : Absorbance ou densité optique

10 : Intensité du rayonnement incident

| : Intensité du rayonnement apreés la traversd&deantillon
€ : Coefficient d’absorption a une longueur d’'onde

| : longueur du trajet optique dans la (I'épaissteita cuve)
C : Concentration de la solution a analyser.

NB : Cette loi ne s’applique qu’aux solutions diluées @&ec des radiations
monochromatiques.

llI-2- Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

I11-2-1- le temps de rétention et volume de rétamti

En chromatographie d’élution, les mesureséiention peuvent étre exprimées en termes de
temps de rétentiongt directement défini par la position du maximum gic dans le
chromatogramme.

Le g peut étre déduit par le calcule de volume de tiétle VR
Ve = V * &

V : débit de la phase mobile
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tr : temps de rétention ou distance sur la lignea$e kentre le point d’injection et la
perpendiculaire abaissé du max du pic corresporadanbmposant considére [2].
[lI-2-2-facteur de symétrie (ou de trainée) AS :

AS d’un pic est donné par I'expression :

Wo.0s: largeur du pic au vingtiéme de sa hauteur. | As = W5/ 2d

d . distance entre la perpendiculaire abaigsémaximum de pic et le bord d’entrée du pic au
vingtieme de sa hauteur.

[11-2-3-Résolution :

Rs entre deux pics peut étre calculé par I'expression
W,: largeur du pic

Rs = (1.18 (g, tr1))
Wp+ Wi

[11-2-4-La formule de La teneur en % de principgificlans la matiére premiére :

T% = Aire Essai / Aire STD x mSTD / VSTD x VE /mE XTSTD (%) x 100/ (100-T.eau)

m STD : masse de la substance chimique de référence en mg
m E : masse d’essai en mg
TSTD : Titre de la substance chimique de référence
VSTD : volume de dilution de standard en ml
T eau: Teneur en eau du STD
VE : volume de dilution d’essai
[11-2-5La formule de La teneur en % de principeifi@ans le produit fini:

T (mg/ unité) = Aire Essai/ Aire STD x mSTD / VD x VE /mE x PM x TSTD (%)/100) x
100/ (100- T.eau)

T (%)= T (mg/unité) x 100/VT

m STD : masse de la substance de référence (mg)
mME : masse d’essai (MmQ)

TSTD : Titre de la substance chimique de référence
VSTD : volume de dilution de standard

T eau teneur en eau du STD

VE : volume de dilution d’essai

VT : valeur théorique déclarée dans la Spécialitérphaeutiqud2].
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V- Les antibiotiques :
V-1 Définition :

Pendant longtemps on a appelé antibiotique toubstance chimique pouvant inhiber la
croissance ou détruire d’autres micro-organismegte@léfinition est aujourd’hui trop restrictive et
doit étre abandonnée car les molécules obtenuesyptitese ou par modification chimique d’'une
molécule naturelle peuvent étre douées des ménmsid¢tes. Un antibiotique est actuellement
défini comme toute substance d’origine biologiquesgnthétique agissant spécifiguement sur une
étape essentielle du métabolisme des bactériest(agtbactérien) ou des champignons, et pouvant

étre administré a I'organisme.

Les antiseptiques a la différence des antibiotiqprésune action le plus souvent brutale et

non spécifique. lls sont trop toxiques pour étmmiadstrés a I’lhomme par voie générale.

Quelle que soit I'origine de I'antibiotique, il da@voir les propriétés suivantes :
Une action antibactérienne

Une toxicité sélective

Une activité en milieu organique

Une possibilité d’absorption et de diffusion daorsganisme [3].
I\VV-2- Classification des antibiotiques:

Les antibiotiques sont classés selon leur struadierdase, leur mécanisme d’action, leur
spectre d’activité et leurs propriétés pharmacojogs. Les antibiotigues ayant une structure
chimique identique, leur conférant un méme mécamidtaction antibactérienne se classent dans la
méme famille. Il existe onze grandes familles dl@intiques auxquelles, il faut ajouter diverses
molécules isolées a activités antibactériennessi®lts familles d’antibiotiques peuvent avoir un
méme mode d’action. C'est ainsi que certains agisg@r inhibition de la synthése du

peptidoglycane de la paroi bactérienne.
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D’autres encore inhibent la synthese des acidekigques. Les antibiotiques d’'une méme
famille peuvent se différencier par leur spectractivité. On les réunit alors dans des groupes
guelque fois subdivisés en sous-groupes. Les atitjpes d’'un méme groupe ou d’un méme sous-
groupe difféerent uniguement par leurs propriétéarpiacologiques. Leur activité in vitro est
identique. Cette classification constitue un guydiique des antibiotiques dont la connaissance est
indispensable pour leur utilisation correcte [3].

IV-2-1-L'origine de I'antibiotique :

Les antibiotiques sont élaborés par organisme vigaret produits par synthese. A I'heure
actuelle, il s’agit souvent de molécules, le plosvent obtenues par hémisynthese.

IV-2-2-La nature chimique de I'antibiotique :

Trés variable, souvent une structure de base commycle beta-lactame (famille des beta-
lactamines) sur laquelle il ya hémisynthese. Ceselment donne souvent, le nom a la famille.
IVV-2-3-Les modes d’action :

On regroupe souvent les antibiotiques selon leudemaction. L'activité thérapeutique des
antibiotiqgues se manifeste a trés faible dose dmaaiere spécifique, par inhibition de certains
processus vitaux, a I'égard des microorganismes.

IV-2-4-Les modalités d’action des antibiotigues :

Certains antibiotiques sont bactéricides, c’estra-gu’ils détruisent la bactérie, tandis que
d’autres, bactériostatiques, 'empéchent simplerderge multiplier.

» Bactériostatique : le nombre de bactéries variadpeés un temps d’incubation et de contact
donné avec un antibiotique est inférieur a celusene, en l'absence d’antibiotique
(témoin).

» Bactéricides : le nombre de bactéries tuées aprésmps d’incubation et de contact donné
avec un antibiotique est inférieur a celui détegran temps 0. Donc arrét de croissance et

mortalité quantifiable en temps de CMB (concentratninimale bactéricide) [4].
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IV-2-5-Le spectre d'activité :

Un antibiotique a un spectre d’activitgga (pénicillines qui affectent la plupart des Baets
Gram+ et Gram-) ou étroit (nystatine qui n’agit qoentre les champignons) selon qu’ils

s’attaquent a plusieurs types de microorganismesauelques especes seulement [4].

Familles ou moléculesnon classées Principales molécules Spectre
(Modes d'action) ‘

Acide fusidique Acide fusidique | Etroit (coques a Gram positif, coques a
(Inhibition de la synthése des | Gram négatif, bacilles a Gram positif)
protéines)

Aminosides ou aminoglycosides | Gentamicine

_— . Large (sauf bactéries anaérobies). Les
(Inhibition de la synthése des Spectinomycine dsster
téines) streptocoques et lésgsteria sp. sont pell
pro

Streptomycine sensibles.
Macrolides Erythromycine
(Inhibition de la synthése des Etroit (essentiellement coques a Gran

| Josamycine

protéines) 1 positif, coques a Gram négatif, bacilles a
Spiramycine .

' Gram positif)
Rifamycines (ansamycines) ’ Rifamycine SV, rifaximine Etroit (coques a Gram positif, coques a
(Blocage de la synthése des ARN-| Rifampicine Gram négatif, bacilles a Gram positif)
messagers) Large
Tétracyclines Chlortétracycline
(Inhibition de la synthese des Déméthyl-chlortétracycline Large

protéines) Tétracycline

Béta-lactamines Amoxicilline

Large mais inactives sur Pseudomonéis

Acide clavulanique aeruginosa.

Les principales familles d’antibiotiques [5].
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IV-3- Spiramycine :

£ Définition :

Macrolide antibiotique élaboré par cesa souches detreptomyces ambofaciens
constitué principalement de(4R,5S,6S,7R,9R,10R3IE 16R)-6-[[3,6-didésoxy6-3-C-méthyl-
a-L-ribo-hexopyranosyl)-3-(diméthylamin@-D-glucopyranosyl]-oxy]-4-hydroxy-5-méthoxy-
9,16-diméthyl-7-(2-oxoéthyl)-10-[[2,3,4,6-tétradge4(diméthylamino)-D-érythro
hexopyranosylloxyloxacyclohexadéca-11,13-dién-2-{@p&amycine | ;M 834)

La spiramycine Il (4-O-acétylspiramycine 1) et l@iramycine Il (4-O-propanylspiramycine |)
sont également présentes.
Activité : au minimum 4100 Ul/mg (substance desgégHi6].

£ Caracteres :

Aspect : poudre blanche ou faiblement jaunatrégiblement hygroscopique.

+ Solubilité :
Peu soluble dans I'eau facilement soluble dar®tane, dans I'éthanol & 96 pour cent et dans le

méthanol [6].

£ Structure chimigue :

CH,

O
(CH,L)N O
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Initialement destinée a la médecine humaine, Laaspicine a également été développée en

meédecine vétérinaire. Chez 'lhomme, elle avait g3 regain d’intérét dans les années 80-90
avec I'évaluation de la pathologie, du fait parrapie de son activité sur la Iégionellose, sur les
souches de Streptococcus pneumoniae résistantedentylpénicilline et de son intérét dans le

traitement de la toxoplasmose congénitale [7].

La spiramycine est complexe formé de trois compissaajeurs (I ; Il ; 11l) qui se différencient par
le substituant en position 3 du noyau lactonig8eOH (spiramycine 1), 3-O-acétyl (spiramycine II)
et 3-O-propionyl (spiramycine lll) autrement diéslspiramycine Il et Il dérivent respectivement

d’'une acétylation et d’'une propionylation de larapiycine | (Tableau I).

La spiramycine est le seule macrolide possédanbyau a 16 atomes de carbones qui contiennent
deux sucres diméthylamino substitués ce qui pdursidre compte de l'absence de toxicité

hépatique.La spiramycine | est la forme principales autres composantes ne doivent représenter
guau maximum 15 % de la spiramycine totale seles frecommandations de la pharmacopée

européenne.

La composition de la matiére premiere est la suevgpar rapport a la substance desséchée) :
* Spiramycine | > 80%
* Spiramycine Il < 5%
* Spiramycine llI< 10%
» Spiramycine | + spiramycine Il + spiramycine 11B8%

Tableau | : Caractéristiques des différents composéde la Spiramycine

F le Poids
Fn_rme de la ormu moléculaire
spiramycine brute en Dal
I CasHrN2Ows 843.07
I CasHwsN201s 88511
HI C4sH7:N205 809 14
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Les propriétés physiques, chimiques et biologigleeka Spiramycine |, 1l et Il sont trés voisines

[7].

Spectre d’activité et utilisation thérapeutigue eSpiramycine :

Le spectre antibactérien naturel des ntide®recouvre les bacilles et coques a gram positi
les cocci a gram négatif, les bactéries a gramtibasiaérobies strictes, certains bacielles a gram
négatif, comme Haemophilus infeluenzae, Moraxealarchalis et les mycoplasmes.

La Spiramycine présente de nombreusesatidns chez la plupart des especes domestiques
en pathologie respiratoire, dans le traitementrdasimites chez la vache, dans les staphylococcies
et mycoplasmes chez les porcins et les volailles.

Mécanisme d'action :

Les macrolides doivent leur activité bitiigue a leur liaison a la sous-unité 50S du
ribosome bactérien et plus précisément au niveacothplexe 23S de I'ARN et bloquent ainsi la
réunion du dernier stade de la synthése. Ce modetiah implique que les macrolides sont
essentiellement bactériostatiques, sauf a condimtriaes éleveée.

Spectre d'activité ;

Ces substances ont un spectre relativeétigit limité aux germes suivants :
» Cocci a Gram positif [8].

Effet indésirables :

La Spiramycine n'a pas d’effets tératogenennus et sa bonne tolérance lui permet d’etre
prescrite aussi bien chez la femme enceinte que leheouveau né. Il peut survenir des troubles
digestifs (nausées, vomissements, diarrhées) ehdesgestations cutanées allergiques [9].

IV-4-Gentamycine :

Définition :
Le sulfate de Gentamycine est constitué par unmgélde sulfates des substances antimicrobiennes
produites paMicromonospora purpured.’activité du sulfate de Gentamycine n'est pdériaure

a 590 Ul/mg, calculée par rapport a la substanbgdie [6].

Caracteres :

Aspect : poudre cristalline blanche ou sensiblerbriche.
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Solubilité :

Pratiguement insoluble dans I'eau facilement delwans 'éther, assez soluble dans I'acétone et
dans les huiles grasses [6].

Structure chimique :

OH
CHs

O
HsC HoMN
an o FEJ(NECHB
e o —-] H

HoN NH

La gentamycine est un antibiotique de famille amsides, se manifeste dans le traitement

des infections bactériennes graves,

Spectre d’action

En particulier ceux causées pres Gram négatif bastéElle agit sur un grand nombre
d’espéces bactériennes parmi celle qui sont an@éretrictes (streptocoque, pneumocoque).

Mécanisme d’action

Elle active la synthese des protéines (elle se $ur la fraction 30 S du ribosome. Il en
résulte une modification de la conformation ribostanresponsable d’erreur de traduction

entrainant la formation des protéines anormalestayerdu leurs fonctions).

Il est synthétisé prés Micromonospora, un genreBdetéries gram positives largement

présent dans I'environnement (I'eau et sol).

Comme tous les aminoglycosides, quand la gentamiest donnée oralement, il n'est pas
systémiguement en activité. C'est parce qu'il mbsbrbé jusqu'a aucun degré appréciable de petit
intestin. Il semble étre completement éliminé sahangement dans l'urine. L'urine doit étre
prélevée pendant beaucoup de jours pour récupduts ta dose donnée parce que la drogue lie
avide a certains tissus. Il est administré en veireeuse, en intramusculaire ou topique pour traite
des infections [10].
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La gentamicine est lI'un des quelques antibiotighesmostables qui restent actifs méme

apres la stérilisation a l'autoclave, qui le readipulierement utile dans la préparation de cestai

médias microbiologiques de croissance.

Pour la détermination de la zone thérapeutiqueadghtamicine, les concentrations au pic
et a la vallée doivent étre mesurées. Une insuifisarénale préexistante, un traitement a la
gentamicine prolongé, de méme que les doses supEsieaux concentrations thérapeutiques

peuvent conduire a une toxicité auditive ou unenngpxicite.

La surveillance des concentrations de gentamiainpi@aet a la vallée est donc essentielle

pour la prévention.

L'usage est limite a cause d'effets secondairegsinables tels que I'écotoxicite, la
néphrotoxicité et la toxicité neuromusculaire. Bamséquent, plusieurs stratégies ont développées
de contre ces effets Secondaires néfastes.

L'usage des liposomes, comme vecteurs des meditgnesh I'une de ces stratégies pour
diminuer la toxicité des antibiotiques libres [11].

IV-5-Rifamycines :

Définition :
Sel monosodique de la Rifamycine SV, obégpar transformation chimique de la Rifamycine

B, elle-méme élaborés par certaines soudh®sycolaropsis mediterranei
La Rifamycine SV peut également étre produite tment a partir de certaines substances de A.
mediterranei.
Activité au minimum 900 Ul/mg (substance anhydf@).

Caracteres :
Aspect : poudre fine ou |égerement granulée, rouge.

Solubilité :

Soluble dans I'eau facilement soluble dans I'étthamhydre [6].

Structure chimique :
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La Rifampicine est un antibiotique douée d'une rmiffusion dans I'organisme et dans les
cellules en dehors de son activité sur les mycébiast la Rifampicine est tres active sur les gocci
on l'utilise parfois dans le traitement des infens a staphylocoques et dans la prévention des
meéningites a méninnella pneumophila et chamydiaeRifampicine peut sélectionner rapidement
des mutants résistants lorsqu’elle est utilisémenothérapie.
La Rifampicine est un puissant inducteur enzymatiqui peut acceélérer le catabolisme de divers
médicaments qui serait administrés simultanément.
Les Rifamycines sont un groupe d' antibiotiquedisés par les bactéries de la famille des
actinomycetes
Les Rifamycines sont constituées d'un macrocyatktuet cycle aromatique.
On distingue trois antibiotiques :

* La Rifamycine SV (Rifocine®),

» la Rifamide et,

* la Rifampicine.
Le nom de la rifampicine , un applicable Rifamycoralement sur le marché.
Deux produits sont utilisés en thérapeutiqueRifamycine SV et la Rifamycine. Elles sont actives
sur les cocci a gram positif ou négatif ainsi que s bactéries a gram négatif (Brucella,
Haemophilus, Bordetella, Legionella, Bactéroidassdbacterium). Les apparitions fréquentes de

résistances chromosomiques font qu’on doit évieeled employer seules [11].

Spectre d'activité :
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La Rifamycine SV et la Rifampicine sont bactéricideelles ont une excellente activité sur les

germes a Gram positif (staphylococcus et entéraes)qu
La Rifamycine est particulierement efficace contmgcobactéries, et sont donc employés pour
traiter la tuberculose, lépre, et complexe d'avilemimycobactérie Infections.

Mécanisme d'action

L'activité biologique des rifamycins se fonde durhibition de la synthese ADN-dépendante
d'ARN. C'est di a l'affinité élevée des rifamyaiesla polymérase prokaryotic d'ARN. Les données
de structure en cristal de la limite d'antibiotiguka polymérase d'ARN indiquent que la rifamycine
bloque la synthése en causant des désaccordustfmts avec de l'oligonucléotide croissant. Si
la rifamycine lie la polymérase apres que le pregesa chaines d'élongation ait commencé, on
n'observe aucun effet sur la biosynthese, qui esfocmée a un modele qui suggere que la
rifamycine bloque physiquement I'élongation a cesirEn outre, les rifamycins ont montré le

pouvoir vers des tumeurs [12].

Effets indésirables

La rifampicine peut entrainer une coloration rodgs sécrétions comme l'urine, les crachats et le

liquide lacrymal. Elle peut colorer de facon pererate les lentilles de contacts.
Des réactions a la rifampicine apparaissant losstidétements quotidiens ou intermittents :
* Possibilité d'irritation transitoire,

* Risque de réaction d'hypersensibilité.
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Le contrdle de I'activité thérapeutique des antibiges se fait par des testes de sensibilité
bactériennajui se détermine par I'antibiogramme, pour celavarfaire des dosages de l'activité
biologique des antibiotiques périmés et non péri(Bggamycine et Gentamycine).

V-L’etude de la sensibilité :

V-1 Matériel et méthodes :

Le matériel utilisé est celui dont on|se sert soli)en microbiologie (Boites de pétri stériles,

flacons de différents volumes, bain-marie, autag|dnotte a flux laminaire, micropipettes de 200ul
et 1000pul, plaques perforées en inox stérileseleale zone, pied a coulisse pour mesurer les zones
d’inhibition...).

£ Matiére premiere :

Il s’agit de la matiére premiére de I'antibiotiguentrolé qui est la spiramycine

£ Produit de référence :

Il s’agit des étalons de travail des deux subswmtémiques contrélés en I'occurrence la

spiramycine et la gentamycine

£ Produits fini :

Il s’agit de la spiramycine et de la gentamycinaesdkeurs formulations finale c'est-a-dire

avec ou sans excipients.
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£ Souches bactériennes :

Des souches bactériennes de références ont étééesil dans [I'évaluation de [lactivité
antibactérienne ; Il s’agit de deux souches apparte a des grandes collections de
microorganismes :

» Bacillus pumilus NCTC8241

» Bacillus subtilis NCTC 10400

+ Solvant et diluants :

- Tampon phosphate :
On dissout dans 100 ml d’eau distillée@ un mélange 2,72 g de phosphate
monopotassique (K#PO,) et 0,8 g d’hydroxyde de sodium (NaOH) et on t&jus pH & 8.0
avec du HPO, (0.1 N) ou du NaOH (1 N)

- Solvant : méthanol (CiDH)

£ Milieu de culture :

Le milieu de culture utilisé dans ce travail estnlieu gélosé Tryptocaséine Soja dont la
composition est la suivante :

* Tryptone 15 g/l

* Peptone papainique de soja 5 g/l

» Agar milieu bactériologique 15 g/I

- Dissoudre 40 g du réactif dans un litre d’eauilthst; le pH final doit étre égale 7,3+ 0,2 a
25°C.

+ Préparation des inoculums des deux souches :
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Les suspensions de spores des microorganismesétssé étre utilisées comme inoculum sont

préparées comme suit :

On cultive chague microorganisme a 35-37°C pendgatrrs, a la surface du milieu tryptocaséine
soja additionné au préalable de 0.001 g/l de sudatmanganése. Avec de I'eau stérile, on enleve,
par lavage ou grattage, la culture qui comprenacjpalement des spores. On chauffe la suspension
a 70°C pendant 30 minutes et on dilue de faconténobune concentration convenable de spores.
Les suspensions de spores peuvent étre conserggdand une longue période a une température

ne dépassant pas 4°C.

+ Préparation des différentes dilutions :

On prépare des solutions meres des deux antibegtigtilisés ainsi que de leurs étalons de travalil

ou standard de référence (standard, matiére premier

Solvant utilisé pour | Volume de

Antibiotique Masse la préparation de la | solvant
(en mg) Solution mére (en ml)
Sulfate de Gentamycing 30 Tampon phosphate 30
(produit fini)
Sulfate de Gentamycing 30 Tampon phosphate 41,2
(réference SCR)
Spiramycine 20,5 Méthanol 20

(matiére premiere)

Spiramycine 20,6 Méthanol 41
(réference SCR)

£ Réalisation des dilutions :

Spiramycine (matiére premiere) : 100 pg/ml ; 50nig/25 pg/mi
Spiramycine (Standard SCR): 100 pg/ml; 50 pg/mipgsnl
Sulfate de Gentamicine (produit fini) : 200 ug/mi0; pug/ml ; 25 pg/ml
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Sulfate de Gentamycine (Standard SCR) : 100 puga@lyg/ml ; 25 pg/mi

Pour évaluer I'effet inhibiteur des différentesutiibns sur les deux souches bactériennes teséses, |

étapes suivantes sont utilisées:

+ Premiere étape :

Apres avoir préparé le milieu de culture et I'avoir stérilisé a I'autoclave, on le laisse refroidir au

bain-marie a 45° C.

+ Deuxiéme étape :

Une premiére couche (15 ml) est coulée dans des boites de Pétri posées sur une surface plane

pour solidification.

£ troisieme étape :

4 ml de l'une des deux suspensions bactériennes est additionnée a 100 ml de gélose (Agar
Tryptocaséine Soja) refroidie au préalable a 45° C, puis I'ensemble est mélangé avec une agitation
douce, puis 10 ml environ de ce mélange est coulé comme deuxiéme couche dans les boites de

Pétri coulée au préalable.

£ Quatrieme étape :

On dépose des disques en acier inoxydables stériles sur la surface du milieu de culture gélosé

solidifié.

£ Cinguieme étape :

Chaque disque est composé de six puits (5mm de diametre) dans lesquels on dépose 50 ul ou
100ul des trois dilutions préparées pour chaque produit (gentamycine ou spiramycine) et de sa
substance de référence, et ceci est valable pour les deux souches bactériennes (Bacillus pumilus

pour la Gentamycine, et Bacillus subtilis pour la Spiramycine).
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Les boites de pétri sont laissées sous hotte pendant 1 heure pour que I'antibiotique diffuse bien

dans la gélose.

Enfin ces mémes boites sont incubées a 37°C pendant 24 a 48h.

Pour chaque test on effectue deux essais et dewoirig[souches bactériennes et solvant ufilisé

V-2-Résultats et Discussion :

V-2-1-Dosage de I'activité biologique des 2 antibiigues non périmés :

La lecture des résultats se fait en mesurant leeszd’inhibitions provoquées pour chaque dilution

gue ce soit pour la substance chimique de référemées échantillons a tester.

V-2-1-1 Spiramycine

Produit 100 pg/ml 50 pg/mi 25 pg/ml

(concentration)

Référence en mm 49 24 12,5
48,5 24,2 12

Produit fini 45 23 11

en mm 47,5 23,5 11,8

Les résultats pour la concentration 100 pg/ml pajoration :

Produit Concentration du produit 100 pg/ml

Standard en mm 49 48 50
48,5 48,4 48

Produit fini en mm 47 46 44
47,5 47 47,2
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Moyenne de la somme des trois résultats :

Produit Concentration du produit
100 pg/ml

Standard en mm 49
48,3

Produit fini en mm 45,6
47,2

Moyenne de la somme des deux moyennes :

Produit Concentration du produit 100 pg/ml
Standard en mm 48,65
Produit fini en mm 46,4

Sachant que I'activité du standard est : 4389 W/ m
En utilisant la regle de trois on obtient le résustuivant :
4389-> 48,65

X > 46,4

X =4186 Ul / mg

Les résultats trouves dans les tableaux qui repiéseles diamétres en mm des zones d’inhibitions
pour des concentrations qui varient des100 pg/@lug/ml, 25 pg/ml nous donnent pour une

concentration de 100 pg/ml une valeur moyenne postandard 48.65 mm et 46.4 mm pour le
produit fini, Ces valeurs proches refletent I'apgre entre la concentration minimale inhibitrice

4389 Ul/mg pour le standard et 4186 Ul/mg pourrkedpit fini, Donc d’apres les résultats obtenus
on conclut que la Spiramycine produit fini est dessnormes.

V-2-1-2-Gentamicine :

Produit 100 pg/ml 50 pg/ml 25 pg/ml
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Standard en mm 13,56 17,40 9,45
13,90 12,54 12,18
Produit fini en mm 15,27 15,08 10,66
12,72 12,15 11,10

Les résultats pour 100 pg/ml :

Produit Concentration du produit 100 pg/mi
Standard en mm 13,56 34,8 37,8
13,90 25,08 48,72
Produit fini en mm 15,27 30,16 42,64
12,72 24,3 44,4
Somme des résultats :
Produit Concentration du produit 100 pg/ml
(somme des résultats)
Standard en mm 28,72
29,23
Produit fini en mm 29,35
27,14
Moyenne de la somme des deux moyennes :
Produit Concentration du produit 100 pg/ml
Standard en mm 28,97
Produit fini en mm 28,25

En utilisant la régle de trois entre la moyenndéad@&férence et celle du produit & analyser en
prenant comme norme la concentration du standarestjge 40 mg/mi

28,25 - 40 mg/ml

28,977> X

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212(0)535602953 Fax:212(0)5356082 1




Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

X =39 mg/ml
Suivant la méme procédure de Spiramycine, La Geaotaen donne a son tour pour une

concentration de 100 pg/ml les mémes concentratiunsnales inhibitrices de 40 mg/ml pour le
standard et 39 mg/ml pour le produit fini et ceous amene a dire qu’il est dans les normes

(produit conforme).

V-2-2-Dosage de I'activité biologique des 2 antilnjoes périmés :

V-2-2-1 Spiramycine :

Le diametre des zones d’inhibition ont toutes wamddtre qui sont d’environ 5 a 6 mm, ce qui, en
réalité, correspond aux diametres des trous degi@saen acier utilisées pour le test. En conclusion
on pourrait déduire de ce résultat que les traislyits Spiramycine matiére premiere, spiramycine
standard de référence et spiramycine produit #nprésentent aucune activité inhibitrice.

V-2-2-2-Gentamicine :

Aprés 24 a 48h d’incubation les zones d’inhibitiprovoquées par les antibiotiques et leurs
standards de référence sont mesurées par un pedliase électronique dans un lecteur de zone.
Les résultats sont les suivants :

Remarque : on a travaillé avec un standard périmé.

Produit 100 pg/ml 50 pg/ml 25 pg/ml
(concentration)
Référence en mm 15 12 8

15 12 10
Produit fini 17 15 11
en mm 18 15 11

Les résultats pour la concentration 100 pg/ml pajoration :

Produit Concentration du produit 100 pg/mi

Standard en mm 15 24 32
15 24 40

Produit fini en mm 17 30 44
18 30 44
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Moyenne de la somme des trois résultats :

Produit Concentration du produit
100 pg/ml

Standard en mm 23,67
26,33

Produit fini en mm 30,33
30,67

Moyenne de la somme des deux moyennes :

Produit Concentration du produit
100 pg/ml

Standard en mm 25

Produit fini en mm 30,5

En utilisant la régle de trois on obtient le résustuivant :

25 - 100 pg/mi

30,5> X

X =122 pg/mi

Le produit est présenté sous forme d’injection gfnl, donc :
100 correspond a 40 mg/ ml

122 correspond a X

X =122 *40/100

X =48,8 mg/ml

Les résultats trouvés nous donnent une concentratinimale inhibitrice de 146.4 mg/3ml pour le
produit fini et 120 mg/3ml pour le produit dans lesrmes donc on peut déduire que la
Gentamycine produit fini serait surdosée, cecegptiqué par le standard qui est périmé.

Conclusion :
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Les tests des dosages de I'activité biologiqueatdibiotiques périmés a montré qu’il n y a aucune
activité inhibitrice pour la Spiramycine périméugt surdosage pour la Gentamycine périmé, donc
I'explication de l'inactivité proviennent de la dégation du principe actif qui est la molécule
douée d’activité biologiquegste a le confirmer par la méthode HPLC

Clhapitre 4 2
Lo closage cles antibioticjues
par laa methecde FIPLE
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VI-Dosage du principe actif par HPLC :
L’identification par HPLC consiste a comparer les\ps de rétentions entre la matiere premiere et
la substance chimique de référence lors du dosageirttipe actif selon la pharmacopée

européenne.

VI-1-Dosage de la Spiramycine périmée par HPLC :

+ Les conditions chromatographigues :

Colonne :
- (chromolith (R) perforance RP-18 e 100_4,6 mm), &isions : 1= 0,25 md= 4,6 mm,

Phase mobile : on a mélangé 100 ml de la soltémpon avec 1100 ml d’eau distillée et 800 ml
d’acétonitrile.
Solution Tampon : on a préparé 34,8 g de phosphpttassique dans 1 litre d’eau distillée ajustée
a PH=6,5 avec une solution de phosphate monopqtesai27,2 g dans 1 litre d’eau distillée.
Débit : 1,0 ml/min
Détection : spectrophotometre a 232 nm
Injection : 20ul de solution a blanc, de solution a examiner kit&m substance chimique de
référence.

-  Température : 70 °C

Enregistrement : 3 fois le temps de rétention dgleamycine 1.
Solvant de dilution : méthanol R, eau R (3:7 V /V).
Solution a blanc : méthanol R, eau R (3:7 V /V).

+ Préparation de la solution standard :

On dissout une quantité de 25mg de la substano@gune de référence SCR dans le solvant de

dilution et on complete a 25 ml avec le méme sdlvan

+ Préparation de I’échantillon :

On prépare deux échantillons de la matiére prenderespiramycine de la méme fagon que la
préparation du standard dont :

* MP1=25,1mg.

« MP2=25.3mg.
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VI-2-Résultats et discussions:

4,00
3,00+
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1,00+
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I1,IIZIDI T o IS,IDIIII o '4,60' o 's,llzlul " 4 IB,EIDI I?,IDIZII o l8,6ﬂl o 5 %u,uu
hinutes
—— Sample Mame: Blanc; Date Acquired: 110502010 01:28:07 WET, “ial 73, Injectian: 1
Figure 1 : Chromatogramme type de la solution du lsinc
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Winutes
—— Sarrple Marme: 3TD, Date Acquired: 10052010 21:22:43WET, “ial 74, Injection: 1
Figure 2 : Chromatogramme de Spiramycine (solutiorstandard)
Peak Summary with Statistics
Mame: Spiramycinel
Sam ple ! Retention .
Narme Wial |1 Mame Time fmin) Areg % Area | Height
1 STD 74 1 | Spiramycinel 2432 (2458339 | 57,18 | 2277
Mean 2432
Std. Dey .
% R5D
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Peak Summary with Statistics
Name: Spiramycinell

Sample . Fetention )
Name Yial |Inj Mame Time {min) Arem | % Area | Height
1 5TD 74 1 | Spiram ycinel | 3,456 (1715842 | 3990 (133743
Idean 3,496
Std. Dev.
% RED
Peak Summary with Statistics
Name: Spiramycinelll
Sample . Retention )
Hame Yial |Inj Matme Time (min) Area | % Area |Height
1 STD T4 1 | Spiram ycinel [] 5465 | 125647 2,92 7254
ean 5,465
Les spectres UV du standard
Match Plot Match Plot
nend 2R3, Spirarmycinel {230 Spirarmycinel
0,40 I
3 0,207
0,20 ]
0,00+ | : 0,004 | | 3710
v T 1 T 1 T T 1 1 1 T 1 1 T T 1 T T T 1 T 1 T T T T 1 T 1 1 T 1 T T
250,00 300,00 350,00 250,00 300,00 350,00
nm nm
Match Plot
0,020 1 Spirarmycinell
2 0,010
2794 367
0,000 ; 3253 3
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4,00
3,00
53] ™
& 3
2 200 - = =
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1,004 E E %
= = =
0l 2] =
W]
0,00] /%—A‘AT i
'1,60 2,'00' o 3,:50 4,1':":1' 5,:50 ' 's,ﬁu ?,lI:n:l o 8,60 9,1':":1' ' 10,00
hinut e
—— Sarmple Marre: MP1; Date Acquired: 10052010 171719 WET,  Vial 75; Injection: 1
Figure 3 : Chromatogramme de Spiramycine (matiere gemiere)
Peak Summary with Statistics
Name: Spiramycinel
3 Sam ple Retertion

Yial |1 Mame

Mame Time (min) Area % drea | Height

1 MP1 75 | 1| Spiramycinel 2789 | 25365 | 45,76 | 227964
hean 2,789
St Dev.
% RSD
Pe ak Summary with Statistics
Name : Spiramycinell
Sample . Retention ;
Mame Wial | 1ri Mame Tim & tmin) Area % Atea | Height
1 hF* 1 5 1 | Spiramycinel | 4 072 | 2795172 | 5037 (193539
Mean 4,072
Std. Dew.
F RED
Peak Summary with Statistics
Mame: Spiramycinelll
Sample . Retention )
Mame Wial [Ini Marm e Time (min) Area | % Area |Height
1 hF1 73 1| Spiram v cinel 1l 6,544 | 214706 387 [ 123
Mean B 544

Les spectres UV de la matiére premiere:
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Match Plot Match Plot
oE0q  2AA] Spirarycinel 1 20 Spirarmycinel
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Figure 4 : Chromatogramme de Spiramycine (selon laharmacopée européenne)

Le chromatogramme de spiramycine (matiére premidedpn le dosage par HPLC
représentés par la Figure 3 montre la présenca sf@iamycine sous ses trois formes (spiramycine

[, 1l et ll) dont les proportions suivantes 45,76%0,37% et 3,87%, alors que le chromatogramme
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de la spiramycine selon la pharmacopée europée@ime £dition (voir Figure 4) montre que la

forme | est majoritaire (la forme active) qui essponsable de l'activité biologique, ceci peut étre
expliqué par dégradation de la spiramycine formseuls une autre forme.

Conclusion :

Le résultat trouvé du dosage de principe actif g@pycine) par la méthode HPLC, en tant que
meéthode quantitative et qualitative des séparatibms mélange montre que notre échantillon est
dégradé, cela nous donne l'idée de la relationedatrconcentration en principe actif et I'activité

biologique.

VI-3-Dosage de la Gentamicine par HPLC :

+ Les conditions chromatographigues :

Colonne :Zorbax C18 5um ; dimensions : |= 0,25¢% 4,6 mm,

Phase mobile : On dissolve 5,5 g d’heptane suleodatsodium dans un mélange de 50 ml d’acide
acétigue glacial, de 250 ml d’eau et 700 ml de aréth

Débit : 1,5 ml/min

Détection : spectrophotométre a 230 nm

Injection : 10ul de solution a blanc, de solution a examiner kitem substance chimique de
référence.

Température : 25 °C.

Solvant de dilution : I'eau distillée.

Solution a blanc : solvant

+ Préparation de la solution standard :

On dissout une quantité de 92 mg de la substanoeqtie de référence SCR dans 'eau distillée et

on compléte dans une fiole de 10 ml avec le ménvaiso

+ Préparation de I’échantillon :

On a procédé par une prise d’essaie de 2ml danfialeale 20ml, le volume est ajusté par le
solvant de dilution.
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VI-4-Résultats et Discussions :

040

0.504

0.704

060

050+

0.404

0.304

0.204

0104

0.00 T T T T I B e B B e

— ——— T —
0.00 0.20 0.40 0.80 050 1.00 1.20 1.40 1.60 180 2.00
Minutes

—— Sample Name: Blanc; Date Acquired: 27/ay/2010 15:00:21 WET,; “ial: 59; Injection: 1

Figure 5 : Chromatogramme déentamicine (blanc)

040

03804

0704

0.50

0.50

Gentamicine -

0.404

0.304

0204
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0.00 e
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Minutes

—— Sample Name: STD1; Date Acquired: 27/May/2010 15:35:47 WET, “Wial: 60; Injection: 1

Figure 6 : Chromatogramme déentamicine (Standard 1)
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Peak Summary with Statistics
Name: Gentamicine

Sample . Retertion Purityl
Mam & Yial [Inj Mame Time (min) Ares % Area Flag

EP Plate Count | Symmetry Factar

1 5T ]

—

Gentamicing 1.534 | 2933467 [ 100.00 | Mo 1.553861e+003 | 1 .228978e+000

Mean 1.554

St Dew,
% RED

Match Plot

aond 2125 : Gentamicine

200
a p

1.004

000+

L L L L L e e e

200.00 22000 240.00 260.00 250.00 300.00 32000 340.00 360.00 350.00
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—— Sample Mame: STDZ; Date Acguired: 27/May/2010 15:54:46 WET, “ial: 63; Injection: 2

Figure 7 : ChromatogrammeedGentamicine (Standard 2)
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Peak Summary with Statistics
MName: Gentamicine

Sampl . Retert Purit
ﬁ;ﬂfee Wial | Inj Mame Timz(r:woizj Area | % Area :lr;;n EF Plate Court | Symmetry Factor
1 STD2 B3 2 | Gentamicine 1.553 (2922492 | 100.00 |Ma 4 586553e+003 | 1 .226908=+000
Mean 1.553
St Dew.
% R0
3.00+ 2149 . Gentarmicing
2004
ER
1.004
0.00 : -
I g ' ! ! ' ! ' ' ! ! ! T I g ' ! 1 ' ' ' [ B ' ' ! ' ! 1 ! ! ! !
200.00 220000 240.00 260,00 250.00 300.00 320.00 340,00 36000 350.00
Am
0.90
080
0.704 '
] c
] g
0604 c
: [1]
: 5
D.SD—: oo
EN
0404
0.30—5
0.20
Dnné
0.0o 0.20 0.40 0.50 080 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 210
Minute s
—— Sample Mame: E1; Date Acguired: 27/May/2010 16:13:41 WET, Wial: B1; Injection: 1
Figure 8: Chromatogramme de Gentamicine (Essai 1)
Pe ak Summary with Statistics
Name: Gentamicine
= | . R etenti Purit
r?:-'mp: Wial |Inj Mame Timz(r:'::ilzj Area % Ares ;:_Jlna;d EP Plate Court | Symm etry Factor
1 E1 E1 1 | Gentamicine 1559 | 3194628 | 100.00 | Mo 4 702394e+003 | 1.2455825e+000
W ean 1.558
St Dew.
% RSD
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3004 2172 ; Gentamicine
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Figure 9: Chromatogramme de Gentamicine (Essai 2)
Pe ak Summary with Statistics
Name: Gentamicine
Sampl . Retenti Purit
S;:npee “al |Inj Mam e Timz (nljci'g) Aren Y Area IL;I';; EP Plate Count | Symm etry Factor
1 EZ2 62 | 1 |Gentamicine 1555 | 3194506 | 100.00 | Mo 4 639751e+003 | 1 .245075e+000
b ean 1.558
st . Dew.
% RSD
3.004 217 .2 : Gentarmicine
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1.00
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Tableau de calcul :

Principe actif Gentamicine
Titre STD (%) 96
Teneur en eau STD (%) 0
Volume de dilution STD ml 10
Volume de dilution essai ml 10
Poids moyen (mg) 100000
Facterur de coversion 1
Masse (g) AIRE F.R T (mg/unité) T (%) F.R %
talon 1 0,092 2912505| 31657663
ssai : 2 3197926,5 48,488 121,22 99,20%
talon 1 0,092 2935487 31907467
ssai : 2 3194551 48,057 120,14 100,40%
loyenne 48,2725 120,68
Ecartype 0,538
CV trouvé (%) 0,45
CV limite DT(%) 2,5
Théorie % 100
Erreur maximum tolérée 5 %
Limite inférieure 38 95
Limite supérieure 42 105
Teneur (mg/unité) 120,68
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Résultat: Hors normes

Le résultat du dosage de Gentamicine par HPLC iésauit le standard périmé montre que l'essai
est surdosé 120,68% (144,81 mg/3ml) alors que $ag du méme essai avec un standard non
périmé donne un résultat conforme. Ceci peut &tpliqué par la dégradation de standard qui est
responsable de surdosage (Résultat hors norme).
Conclusion :
Ce résultat est en concordance avec les testgyimaks qui montrent que notre échantillon est
surdosé.
VII-Rifamycine :
VII-1-Dosage de la Rifamycine par UV':

+ Réactifs :

* Sodium phosphate monobasique monohydrates {R@k H,O)
» Sodium phosphate bibasique dodécahydrates fR@iL2H20)

Solution Tampon phosphate a pH= 7,3 :
On dissout 2,28 g de (NaPiOy, H,0O) et 18,4 g de (NatfPOy,12H,0) dans un litre d’eau distillée
(solvant).
+ Matériel :
Spectrophotomeétres UV (PERKIN ELMERmlzda 35 UV /VISIBLE Spectrometer ;
logiciel : Winlab)
La solution présente un maximum d’absorpa 445 nm.

(Méthode interne)

£ Préparation de la solution standard :
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On dissout une quantité de 21,5mg drilbsstance chimique de référence SCR (Rifamycine)

dans la solution tampon phosphate a pH=7,3 (sghetrn compléte dans une fiole de 100 ml avec
le méme solvant.

+ Préparation de I'’échantillon :

On dissout une quantité de I'essai dans 50 mbb&ast dont :
E1=4,1500¢
E2=4,4341¢

4+ Solution a blanc :

est le tampon phosphate a pH=7,3
VII-2-Résultats et discussions :

Sample ID Cyc Factor 445,00 nm

STD 1 1,0000 0,0991

STD 1 1,0000 00,0963

Essail 1 1,0000 00,1076

Essail 1 1,0000 0,1060

Essai?2 1 1,00006 ©0,.,1164

Essai? 1 24,0000 60,1155
Tableau de calcul :
Principe actif Rifamycin
Titre STD (%) 90,35
Teneur en eau STD (%) 0
Volume de dilution STD ml 100
Volume de dilution essai mi 50
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Poids moyen (mg) 100000
Facterur de coversion 1
T
Masse (g) Absorbance F.R (mg/unité)| T (%) F.R %
Etalon 1 0,0215 0,1 5
Essai 1 4,15 0,11 255,84 102,34 100,00%
Etalon 1 0,0215 0,1 5
Essai 2 4,4341 0,12 259,96 103,98 100,00%
Moyenne 257,9 103,16
Ecartype 0,82
CV trouvé (%) 0,8
CV limite DT(%) 2,5
Théorie (mg/unité) 250
Erreur maximum tolérée 5 %
Limite inférieure 237,5 95
Limite supérieure 262,5 105
Teneur (mg/unité) 257,92
Résultat: Dans les normes

On a constaté d’'apres le dosage de produit fifRiflBmycine avec la spectroscopie UV visible a

une longueur d’onde de 445 nm (selon le protoc@dadpharmacopée européenne) que notre
produit est dans les normes avec une teneur del@%3 ce qui implique que le produit est

conforme.

VII-3-Dosage de la Rifamycine par HPLC :

4+ Les conditions chromatographiques :
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Colonne :
- Hypersil C18-5um ; dimensions : |= 0,25 @5 4,6 mm,

FST FES

Phase mobile
- Phase mobile A : On mélange 100 ml d’acétonitrile@ ml d’une solution préparé par 3,9

g de phosphate monosidique dans 1 litre d’eaulldsstajustée a PH=7,5 avec la solution
diluée d’hydroxyde de sodium

- Phase mobile B: On mélange 300 ml d'une solutiotparé par 3,9 g de phosphate
monosidique dans 1 litre d'eau distillée ajustéePl=7,5 avec la solution diluée

d’hydroxyde de sodium et 700 ml d’acétonitrile.

Intervalle Phase mobile A Phase mobile B
(min) (pour cent V/V) (pour cent V/V)
0-40 80>20 20>80
40-45 20 80
45-47 26>80 80>20
47-55 80 20

Débit : 1,0 ml/min

Détection : spectrophotomeétre a 254 nm

Injection : 20ul de solution a blanc, de solution a examiner kitem substance chimique de
référence.

Température : au minimum 20 °C.

Solvant de dilution: on mélange 500 ml d'une #olu préparé par 3,9 g de phosphate
monosidique dans 1 litre d’eau distillée ajustédHx3,0 avec une solution de I'acide phosphorique
et 500 ml d’acétonitrile.

Solution a blanc : solvant.

£ Préparation de la solution standard :

On dissout une quantité de 0,0155 g de la substdriceque de référence SCR dans le mélange de

solvant et on compléte dans une fiole de 100 mt &vzenéme solvant.

+ Préparation de I'’échantillon :

On dissout une quantité de produit fini dans 5@ensolvant dont :
E1 =4,1439 mg
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E2 =4.0341 mg

VIl-4-Résultats et Discussions :

050+
040
030
020

0104

uﬂnl_qﬂ_?,th_______________ﬁ_____
— T T
000 200 400 600 500 1000 1200 1400 1600 4800 2000 2200 2400 2600 2500 3000 3200 34.00
Minute =
—— Sample Name: Blanc; Date Acquired: 2Z2/Apr/2010 10:43:17 WET, “ial 1, Injection: 1

Figure 10 : Chromatogramme de Rifamycine la solutipn blanc
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Figurell : Chromatogramme de Rifamycine (solutiontsndard)
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Peak Summary with Statistics
Name: Rifamycin

Sample B Retention
Mame “al | Inj Mame Time (min) Area % Area |EP Plate Court | Symmetry Fador
1 STD Rifamycing |12 1 | Rifamycin 23.297 (7273075 | 10000 | 471066591488 1.095531
Mean x3.297
Std. Dew.
% RED
Match Plot
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=] 339
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—— Sample Name: E1-L-14-1;  Date Acquired: 22/8pr/2010 13:32:07 WET, “ial: 4; Injection: 1

Figure 12 : ChromatogrammeadRifamycine (Essai 1)
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Peak Summary with Statistics
MName: Rifamycin

P

FST FES

sample Wial [Inj Matn e Retentic_nn Area % Area |EP Plate Count | Symmetry Factor Resalution
Mame Titme (min)
1 E1-L-1441 | 4 1 |Rifamycin 23319 [ 8098004 | 10.03 | 63571 4546835 1452255 | 2.221650e+000
il ean 23319
el Dew.
% RED
Peak Summary with Statistics
MName:
sample | [iny | FEtetion | ue | s | EP Plate Count | Symmetry Factor | Resslution
Mame Time (min)
1 E1-L-14-41 | 4 1 132953 232584 0.01 | F32039.290979 1.083209 | 963437 2e+000
2 E1-L-1441 | 4 1 22534 [ 114857 044 | TOS16.975160 1145430 |1 60032 2e+000
3 E1-L-14-41 | 4 1 17.976 | 926452 1.13 | 22727.074310 0964422 | 620231 Ge+000
hd ean 18821
Sid. Dev. 3371
% RS0 7.9

Les spectres UV de I'essai 1 :
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—— Sample Mame: E1-L-14-2, Date Acquired: 22/Apr/2010 14:28:24 WET, “ial: 5; Injection: 1

Figure 13 : ChromatogrammesdRifamycine (Essai 2)
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Peak Summary with Statistics
Name: Rifamycin

Sample ) Retertion .
hame Yial [ Inj Mame Time imin) Area % Ares |EP Plate Count | Symmetry Factor Rezlution
_1 E1-L142 | 5 1 |Ritamycin 23326 | ¥o43274 984 | 61219452374 1344033 | 3.3592299=+000
1 Ean 23326
;:i.Dev.
& RSD
Peak Summary with Statistics
MName:
Sample .| Retertion .
Mam e “ial |Inj Time (min) Area | % Area | EP Plate Count | Symmetry Factor Re=solution
B E1-L142 |5 1 26516 | 7811 | 0.0 | 31398 228475 0553140 | 7.1 22699e+000
B 2 E1-L-142 | S5 1 15953 4687 0.0 990 446253 1429376 | 1.096524e+ 001
B 3 E1-L-142 | 5 1 1¥A83 | 883670 113 | 44876 856325 0934752 | F. 20267 Se+000
1 ean 20.251
A Dev. 5776
4 RSO 28.52
Les spectres UV de I'essai 2:
Match Plot Match Plot Match Plot
0.0015 i —_
t# 010520 ehk #4 Ry cin
313.9 ] 1.007
0.0010 : . 21E ] ] VPR
el 2 o5 ' 2 a0l '
0.0005 1 =l
i TTTT I LI T I —
200.0800.00 200.00300.00 50000300 00
nm nm nim
Tableau de calcul :
Principe actif Rifamycin
Titre STD (%) 90,35
Teneur en eau STD (%) 0
Volume de dilution STD ml 100
Volume de dilution essai ml 50
Poids moyen (mg) 100000
Facterur de coversion 1
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édasmg/unité)
reukhaximumE I (mg/unite)
Etalon 1 6[R155 | 7273078 %
Essai 1 imAelfresriopR9 7364 188,55
Etalon 1 im0 556 ie (783078 (4692308 105
E$sai 2 30381 T eHARAfhunite) 1878612
Moyenne 188,12
Ecartype 0,19
CV trouvé (%) 0,25
CV limite DT(%) 2,5
Résultat: Hors normes

Le dosage de
Rifamycine avec HPLC a montré que sur le chromatogne obtenu, il y avait deux pic de (temps
de rétention tr= 17,983 min et r= 15,953 min) qui sont des impuretés de la Rifamgd’apres

leurs spectres UV qui sont identiques, donc natbdyit est dégradé, ce qui explique la valeur de la

teneur (75,06 %) qui est hors normes.

Conclusion
On peut conclure que le dosage de produit fini danR/cine par HPLC a montré que les résultats

trouvés par le dosage avec spectroscopie UV visitnhé erronées.
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Conclusion

Notre travail sur la relation entre I'activité baglique et la teneur en principe actif dosé par HPLC
de deux antibiotiques nous a amené aux résultatars :

Les chromatogrammes des dosages par HPLC des osiquigis périmés (Gentamicine,
Spiramycine) qui montrait la dégradation des piegpdncipe actif doués d’activité thérapeutiques
s’est avéré inactif vis-a-vis des souches bactees de (Bacilus pimulis et Bacillus subtilis ).
Tandis que les antibiotiques non périmés doséedHpAIC ont donné des pics intenses dont les
concentrations sont dans les normes, et ils ontidame bonne activité biologique.

Nos résultats confirment notre hypothése a sawgil g a une relation entre la concentration du
principe actif dosé par HPLC et l'activité biolog& Donc nous pouvons nous permettre par cette
étude de déduire que la méthode HPLC peut étresadilcomme une méthode alternative et
séléctive pour avoir une idée sur I’acti\iité biotpge en connaissant la concentration en principe
actif.

Cependant, il est difficile de conclure directemguotelle est une méthode des substitution a la
technique d’antibiogramme, car il est prouvé quebactéries développent au fur et a mesure des

résistences a des mémes doses d’antibiotique.

Perspective :
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» Lavalidation de la méthode HPLC de ces trois #otitjues (Spiramycine, Gentamycine et

Rifamycine)

» Elargir les spectres d’etudes avec d’autres aritjaies qui sont similaires pour bien

confirmer notre hypothése.
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