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Introduction 
 

La microbiologie est l'étude des organismes microscopiques, tels que les bactéries, les virus, les 

champignons. Cette discipline comprend la recherche sur la biochimie, la physiologie, la biologie 

cellulaire, l'écologie, l'évolution et les aspects cliniques des microorganismes, y compris la réponse de 

l'hôte à ces organismes [1]. La contamination biologique ou biocontamination correspond à la présence 

d'un élément biologique indésirable (bactérie, champignon, virus, toxine) dans un produit, ou dans 

l'environnement du produit (eau, air, surface). Dans l’industrie pharmaceutique la maîtrise de la 

contamination microbienne est un enjeu majeur pour l’ensemble des fabrications des produits et en 

particulier lors de la fabrication des produits stériles. Les contrôles microbiologiques jouent ainsi un rôle 

primordial pour assurer la qualité et la conformité des différents composants à chaque étape de la 

production industrielle pharmaceutique, que ce soit pour la matière première ou le produit final, ainsi 

que pour l’environnement et tout au long des différentes étapes du processus. Ces contrôles sont réalisés 

conformément aux directives de la Pharmacopée Européenne pour les produits stériles, non-stériles, dans 

des zones réglementées.  

 

Ces contrôles reposent principalement sur l’identification et le dénombrement des microorganismes 

rencontrés afin d’adopter une réponse adaptée. Diverses méthodes sont employées mais la boîte de Petri 

reste la plus utilisée. Que ce soit dans l’industrie, en laboratoire de recherche ou en analyse, sa simplicité 

d’utilisation au regard des résultats obtenus en fait un candidat de choix. Pour cela, afin d’assurer la 

qualité et l’exactitude des données recueillies sur les produits, ces boîtes de Petri doivent elles même 

justifier d’un niveau de qualité adéquat.  

 

Biomerieux, leader français de la production de boîtes de Petri assure leur efficacité grâce à un processus 

de fabrication standardisé avec différents points de contrôles de leur qualité. Afin de garantir, voire 

d'améliorer ces contrôles en cours de production, l'entreprise souhaite implémenter leur digitalisation. 

Comment ce concept peut-il s’introduire dans ce contexte ? Quels seraient les facteurs ou contraintes à 

prendre en compte ? 

 

C'est dans ce contexte que j’ai réalisé mon stage de fin d'étude sur lequel repose cette thèse d'exercice. 

Elle s'articulera en deux parties. La première, bibliographique rappelant les bases microbiologiques. La 

seconde, expérimentale, retraçant le travail effectué. 
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1 Les bactéries  
 

1.1 Généralités 

Les organismes les plus simples qui vivent sur terre aujourd'hui sont les bactéries. Trop petites pour être 

visibles à l'œil nu, ce sont les plus abondantes de tous les organismes et ce sont les seules à se caractériser 

par une organisation cellulaire procaryote. La vie sur terre ne pourrait pas exister sans les bactéries, car 

celles-ci rendent possibles un grand nombre des fonctions essentielles des écosystèmes, notamment la 

décomposition de la matière organique, et dans de nombreuses communautés aquatiques, la 

photosynthèse. En effet, la photosynthèse bactérienne a été la source d'une grande partie de l'oxygène de 

l'atmosphère terrestre. La recherche bactérienne continue de fournir des informations extraordinaires sur 

la génétique, l'écologie et les maladies. La compréhension des bactéries est donc essentielle.[2] 

 

Représentées dans les roches les plus anciennes dont on a obtenu des fossiles, âgées de 3,5 à 3,8 milliards 

d'années, les bactéries ont été abondantes pendant plus de 2 milliards d'années avant l'apparition des 

eucaryotes dans le monde. Les premières bactéries photosynthétiques (cyanobactéries) ont modifié 

l'atmosphère terrestre avec la production d'oxygène qui ont conduit à une extrême diversité bactérienne 

et eucaryote. Les bactéries jouent un rôle vital à la fois dans la productivité et dans le cycle des substances 

essentielles à toutes les autres formes de vie. Les bactéries sont les seuls organismes capables de fixer 

l'azote atmosphérique. 

 

Les bactéries sont omniprésentes sur Terre, et vivent partout où les eucaryotes se trouvent. Beaucoup 

d'autres environnements extrêmes dans lesquels des bactéries sont retrouvées seraient mortels pour toute 

autre forme de vie. Les bactéries vivent dans des sources chaudes qui cuiraient d'autres organismes, dans 

des environnements hyper salins qui déshydrateraient d'autres cellules, et dans des atmosphères riches 

en gaz toxiques comme le méthane ou le sulfure d'hydrogène qui tueraient la plupart des autres 

organismes. Ces environnements difficiles peuvent être similaires aux conditions présentes sur la Terre 

primitive, lorsque la vie a commencé. Il est probable que les bactéries ont évolué pour vivre dans ces 

conditions difficiles au début et ont conservé la capacité d'exploiter ces zones lorsque le reste de 

l'atmosphère a changé. 

 

Partout où les microbiologistes se rendent, de nouvelles espèces sont découvertes, ce qui, dans certains 

cas, modifie notre façon de penser les bactéries. Dans les années 70 et 80, un nouveau type de bacterium 

a été analysé, ce qui a finalement conduit à la classification d'un nouveau type de cellules procaryotes, 

les archaebactéries (ou Archaea). Même au microscope électronique, les différences structurelles entre 
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les différentes bactéries sont mineures par rapport à d'autres groupes d'organismes. Comme les 

différences structurelles sont si minimes, les bactéries sont classées principalement en fonction de leurs 

caractéristiques métaboliques et génétiques. Les bactéries ne peuvent être caractérisées correctement que 

lorsqu'elles sont cultivées sur un milieu défini, car les caractéristiques de ces organismes changent 

souvent en fonction de leurs conditions de croissance. 

 

 

1.2 Structure 

 
Figure 1 - Schéma d'une bactérie [2] 

 

La cellule bactérienne est qualifiée de procaryote. En effet à l’inverse des cellules eucaryotes qui 

contiennent un noyau, les cellules procaryotes en sont dépourvues, leur ADN est libre au sein du 

cytoplasme de la cellule. 

 

La structure d’une bactérie se décompose en plusieurs éléments, comme présenté sur la figure 1, qui met 

en évidence les différents composants de base des bactéries de l’extérieur vers l’intérieur : 
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• Une paroi rigide qui lui donne sa forme et sa résistance. Grâce à sa paroi, la bactérie peut résister 

à une forte pression osmotique interne entre 5 et 20 atmosphères et elle protège la cellule contre 

le gonflement et la rupture. Elle est constituée d’un polymère, le peptidoglycane ou mucopeptide 

ou muréine. Il s’agit d’un réseau de molécules de polysaccharides reliées par des liaisons 

transversales polypeptidiques. Cette paroi permet de différencier les bactéries dites Gram positif 

et les Gram négatif.[3] 

 

• La paroi recouvre une membrane plus mince : la membrane cytoplasmique. Il s'agit d'une fine 

couche tapissant la surface intérieure de la paroi cellulaire et la séparant du cytoplasme. Elle agit 

comme une membrane semi-perméable qui contrôle le flux des métabolites vers et depuis le 

protoplasme.[4] 

 

• Le cytoplasme est un système colloïdal contenant une variété de solutés organiques et 

inorganiques, 80% d'eau et 20% de sels et de protéines. Il est riche en ribosomes, substances de 

réserve, pigments, vacuoles à gaz, ADN et fluides. Ces ADN sont fortement enroulés avec des 

polyamines et des protéines de support mélangées. On retrouve également les plasmides qui sont 

des ADN extra circulaires.  

 

• L’appareil nucléaire de la bactérie consiste en un filament d’ADN circulaire sans membrane (ce 

qui fait la spécificité procaryote) sous forme d’un chromosome unique. La cellule bactérienne 

est haploïde. 

 

Le cytoplasme contient les éléments suivants : 

 

• Région nucléoïde : les bactéries manquent de noyaux et ne possèdent pas les chromosomes 

complexes caractéristiques des hôtes eucaryotes. Au lieu de cela, leurs gènes sont codés dans un 

seul anneau d'ADN double brin qui est entassé dans une région de la cellule connue sous le nom 

de région nucléoïde. De nombreuses cellules bactériennes possèdent également de petits cercles 

d'ADN qui se répliquent de manière indépendante, appelés plasmides. Les plasmides ne 

contiennent que quelques gènes, qui ne sont généralement pas essentiels à la survie de la cellule. 

Il est préférable de les considérer comme une partie excisée du chromosome bactérien. 
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• Ribosomes : ils permettent la synthèse des protéines. Les ribosomes bactériens sont plus petits 

que ceux des eucaryotes et se distinguent par la présence de protéines et d'ARN. Les antibiotiques 

tels que la tétracycline et le chloramphénicol peuvent faire la différence : ils se lient aux 

ribosomes bactériens et bloquent la synthèse des protéines. 

 

Certaines bactéries peuvent être composées d’éléments supplémentaires (permettant ainsi de les 

classifier différemment). Ces éléments peuvent être :  

• Une capsule supplémentaire pour sa protection et résistance 

• Des flagelles, pour la rendre plus mobile, mince rigide et hélicoïdale composées de la protéine 

flagelline. Ces flagelles ont une longueur de 3 à 12 µm et sont très minces. Seulement 10 à 20 

nm d'épaisseur. Les flagelles sont ancrés dans la paroi cellulaire et tournent, entraînant la bactérie 

à travers l'eau comme une hélice. 

• Les pili ou fimbriae sont des appendices protéiques (constitués de sous unités de piline organisées 

en hélice formant les filaments). Ils sont plus courts que les flagelles bactériens, jusqu'à plusieurs 

µm de long et environ 7,5 à 10 nm d'épaisseur. Les pili aident les cellules bactériennes à se fixer 

sur des substrats appropriés et à modifier l'information génétique. 

• Certaines bactéries forment des endospores à paroi épaisse autour de leur chromosome et d'une 

petite partie du cytoplasme environnant lorsqu'elles sont exposées à des conditions pauvres en 

nutriments. Ces endospores sont très résistantes au stress environnemental, en particulier à la 

chaleur, et peuvent germer pour former de nouveaux individus après des décennies, voire des 

siècles. 

 

La taille des bactéries va de 1 à 3 µm, cependant certaines peuvent atteindre jusqu’à 500 µm.[5] 

 

Les bactéries prennent essentiellement trois formes :  

• La forme sphérique caractérise les cocci ou coques. Leur mode de division conduit à des 

groupements typiques en chaînette (streptocoques), en grappe de raisin (staphylocoques), en 

cubes (sarcines), etc. 

• La forme en bâtonnets caractérise les bacilles. Quelquefois, les bâtonnets sont incurvés (vibrions) 

ou prennent la forme d'une massue (corynébactéries). Parfois, les bâtonnets sont tellement courts 

qu’ils peuvent être confondus avec des coques (coccobacilles). 

• Les formes spiralées se rencontrent chez les tréponèmes, les leptospires et les spirochètes.[6] 
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1.3 Classification 

 

Les bactéries se divisent en deux lignées au début de l'histoire de la vie, différentes dans leur structure 

et leur métabolisme. Les biologistes classent les deux groupes de bactéries dans des domaines distincts. 

L'un des domaines, l'Archaea, est constitué par les archaebactéries ("anciennes bactéries"). Malgré leur 

nom, elles ne sont pas aussi anciennes que l'autre domaine bactérien, mais autrefois, on considérait que 

les survivants de ce groupe étaient confinés dans des environnements extrêmes qui pouvaient ressembler 

à des habitats des débuts de la Terre. Cependant, le recours au dépistage génétique a révélé que ces 

bactéries "anciennes" vivent également dans des environnements non extrêmes. L'autre domaine plus 

ancien, est constitué par les eubactéries ("vraies bactéries"). Il comprend la quasi-totalité des espèces 

de bactéries nommées.[2], [7] 

 

Les archaebactéries et les eubactéries sont similaires en ce sens qu'elles possèdent toutes deux une cellule 

procaryote, mais elles varient considérablement au niveau biochimique et moléculaire. Elles diffèrent 

dans quatre domaines clés : 

 

- La paroi cellulaire : les deux types de bactéries ont généralement des parois cellulaires, 

recouvrant la membrane plasmique, qui renforcent la cellule. Les parois cellulaires des 

eubactéries sont constituées de complexes « glucide-protéine » appelés peptidoglycanes, qui 

s'assemblent pour créer un maillage solide qui confère à la paroi cellulaire eubactérienne une 

grande résistance. Les parois cellulaires des archaebactéries sont dépourvues de peptidoglycane. 

 

-  Membranes plasmiques : toutes les bactéries ont des membranes plasmiques avec une 

architecture à couche lipidique. Les membranes plasmiques des eubactéries et des 

archaebactéries sont toutefois constituées de types de lipides très différents. 

 

-  Machine de traduction des gènes : les eubactéries possèdent des protéines ribosomales et une 

Acide ribonucléïque (ARN) polymérase qui sont nettement différentes de celles des eucaryotes. 

Cependant, les protéines ribosomiques et l'ARN des archaebactéries sont très similaires à ceux 

des eucaryotes. 

 

-  Architecture des gènes : les gènes des eubactéries ne sont pas interrompus par des introns, alors 

qu'au moins certains des gènes des archaebactéries possèdent des introns. 
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Les bactéries ont donc différentes formes au sein de ces grands groupes : bacille droit et en forme de 

tige, coccus de forme sphérique et spirillus.  

 

Les bactéries ne sont pas faciles à classer selon leurs formes, et ce n'est que récemment, grâce aux 

connaissances acquises sur leurs caractéristiques biochimiques et métaboliques qu’une classification 

globale satisfaisante, comparable à celle utilisée pour d'autres organismes, a pu être établie. Les premiers 

systèmes de classification des bactéries reposaient sur des colorations différentielles telles que la 

coloration de Gram. Les principales caractéristiques bactériennes utilisées pour la classification des 

bactéries étaient 

1. Photosynthétiques ou non photosynthétiques 

2. Mobile ou non mobile 

3. Unicellulaire ou multicellulaire 

4. Formation de spores ou division par des fissions binaires 

 

Ainsi, deux grands types de bactéries peuvent être identifiés grâce à un procédé de coloration appelé 

coloration de Gram. La distinction entre bactéries Gram positif et bactéries Gram négatif repose sur une 

différence de composition pariétale. 

 

- Les bactéries à Gram positif ont une paroi peptidoglycane plus épaisse et colorent en violet. La 

paroi des bactéries Gram positif est riche en acide teichoïque, absent chez les bactéries Gram 

négatif et en acide diaminopimélique, moins abondant chez les Gram négatif 

 

- Les bactéries gram-négatifs les plus courantes contiennent moins de peptidoglycane et ne 

retiennent pas le colorant de couleur violette. Elles ont une paroi plus riche en lipides. Les 

bactéries gram-négatifs colorent en rouge. La couche externe de la membrane fait que les 

bactéries gram-négatifs résistent à de nombreux antibiotiques qui interfèrent avec la synthèse de 

la paroi cellulaire des bactéries gram-positives. Chez certains types de bactéries, une couche 

gélatineuse supplémentaire, la capsule, entoure la paroi cellulaire.  
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Figure 2 - Processus de coloration Gram des bactéries [8] 

La figure 2 représente les différentes étapes de coloration des bactéries selon leur type. Les Gram + se 

colorent en violet et les Gram – se colorent en rouge. 

 

Le tableau I présente quelques-unes des principales caractéristiques des embranchements. 
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Tableau I - Présentation des grands groupes de bactéries et leurs caractéristiques, exemple à l'appui [2] 

 
 

 

 



 19 

1.4 Croissance 

 

Les bactéries se divisent par fission binaire et les cellules se divisent pour former deux cellules filles. La 

division nucléaire précède la division cellulaire et donc, dans une population croissante, de nombreuses 

cellules ayant deux corps nucléaires peuvent être observées. La croissance bactérienne peut être 

considérée à deux niveaux : augmentation de la taille des cellules individuelles et augmentation du 

nombre de cellules. La croissance en nombre peut être étudiée par des comptages bactériens ; celle du 

nombre total et du nombre de cellules viables. Le comptage total donne le nombre de cellules vivantes 

ou non et le comptage viable mesure le nombre de cellules vivantes, capables de se multiplier. 

Lorsque les bactéries sont cultivées dans un milieu liquide approprié et incubées, leur croissance suit un 

processus défini. Si des dénombrements bactériens sont effectués à intervalles réguliers après 

l'inoculation, la représentation graphique du nombre de bactérie obtenu en fonction du temps est une 

courbe de croissance. Cette courbe montre les phases suivantes : 

 
Figure 3 - Les différentes étapes de la croissance de bactéries [7] 

 

Cette courbe reflète la croissance des bactéries grâce à l’évolution du nombre de bactéries en fonction 

du temps.[7] 

 

• Phase de latence – Lag phase 

Immédiatement après l'inoculation, il n'y a pas d'augmentation sensible du nombre de bactéries, bien 

qu'il puisse y avoir une augmentation de la taille des cellules. Cette période initiale est le temps 
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nécessaire à l'adaptation au nouvel environnement et cette phase de latence varie selon l'espèce, la nature 

du milieu de culture et la température. 

 

• Log phase ou phase exponentielle 

Après la phase de latence, les cellules commencent à se diviser et leur nombre augmente de façon 

exponentielle avec le temps. 

 

• Phase stationnaire – stationary phase 

Après une période de croissance exponentielle, la division cellulaire s'arrête en raison de l'épuisement 

des nutriments et de l'accumulation de produits toxiques. Le nombre de cellules viables reste stationnaire 

car un équilibre existe entre les cellules mourantes et les cellules nouvellement formées. 

 

• Phase de déclin – decline phase 

C'est la phase où la population a diminué en raison de la mort cellulaire. Il y a plus de cellules que de 

nutriments disponibles pour leur croissance. 

 

Les différentes étapes de la courbe de croissance bactérienne sont associées à des altérations 

morphologiques et physiologiques des cellules. La taille maximale des cellules est obtenue vers la fin 

de la phase de latence. Dans la phase de logarithme, les cellules sont plus petites et colorées 

uniformément. Dans la phase stationnaire, les cellules sont fréquemment variables et présentent une 

coloration irrégulière en raison de la présence de granules de stockage intracellulaire. La sporulation se 

produit à ce stade. En outre, de nombreuses bactéries produisent des produits métaboliques secondaires 

tels que des exotoxines et des antibiotiques. Les formes d'involution sont courantes dans la phase de 

déclin. 

 

1.5 Métabolisme  

 

Les bactéries ont des métabolismes et des fonctions uniques. Les bactéries se sont adaptées à de 

nombreux types d'environnements, dont certains considérés comme difficiles. Elles ont réussi à envahir 

des eaux très salées, des environnements très acides ou alcalins, et des zones très chaudes ou froides. 

Les bactéries sont présentes dans les sources chaudes où les températures dépassent 78°C (172°F) et 

certaines ont été récupérées, vivant sous 435 mètres de glace en Antarctique !  
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Une grande partie des connaissances sur les bactéries provient d’études en laboratoire cependant, une 

grande partie de leurs capacités sont encore inexplorées, il faudrait les étudier dans leur environnement 

naturel.  

 

Les bactéries ont développé de nombreux mécanismes pour acquérir l'énergie et les nutriments dont elles 

ont besoin pour leur croissance et leur reproduction. Beaucoup sont des autotrophes, des organismes 

qui obtiennent leur carbone à partir de dioxyde de carbone (CO2) inorganique. Les autres bactéries sont 

des hétérotrophes, des organes qui obtiennent au moins une partie de leur carbone de molécules 

organiques comme le glucose. 

 

Les réactions cataboliques productrices d'énergie peuvent être de nombreux types différents, bien 

qu'elles impliquent toutes des réactions de transfert d'électrons dans lesquelles le mouvement d'un 

électron d'une molécule à une autre est couplé à une réaction de capture d'énergie qui produit de 

l’Adénosine Triphosphate (ATP).  

 

Certaines bactéries hétérotrophes peuvent métaboliser les sucres ou les hydrates de carbone complexes 

pour produire de l'énergie. Ces bactéries doivent produire un certain nombre de protéines spécifiques, 

notamment : 

- Des enzymes qui dégradent les polysaccharides en leurs unités de sucre constitutives  

- Un système de transport pour accumuler le sucre à l'intérieur de la cellule  

- Des enzymes pour convertir le sucre en l'un des intermédiaires centraux du métabolisme, comme 

le glucose-6-phosphate.  

 

Il existe plusieurs voies centrales pour l'utilisation des glucides, notamment la voie de glycolyse 

d'Embden-Meyerhof et la voie du pentose phosphate, toutes deux également présentes dans les cellules 

eucaryotes. Certaines bactéries possèdent la voie Entner-Doudoroff, qui convertit le glucose 

principalement en pyruvate, ainsi que d'autres voies qui accomplissent la conversion du glucose en 

composés plus petits avec moins d'étapes catalysées par des enzymes.[8][9] 

2 Croissance isolement et identification des bactéries 
 

En microbiologie, pour réaliser la croissance des bactéries il faut les nourrir avec les nutriments 

nécessaires. Cette croissance peut être réalisée grâce à un milieu de culture, c’est-à-dire un mélange de 
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nutriments préparés pour la croissance microbienne. Ce milieu de culture permet de faire croître, 

reproduire, transporter et conserver des micro-organismes. 

 

L’inoculum est le qualificatif donné à une suspension de micro-organismes. Il intervient dans 

l'inoculation, processus d’introduction de microbes dans le milieu de culture. Les bactéries peuvent se 

développer dans ou sur le milieu de culture selon son type. Les résultats obtenus à la suite de la culture 

sont soit :  

- Une culture pure ne contenant qu'une seule espèce ou souche.  

- Une culture mixte contenant plusieurs espèces.  

- Une culture contaminée contenant des espèces d'organismes indésirables. 

 

Les bactéries seront ensuite isolées grâce à différentes techniques, en vue de leur identification et leur 

analyse. 

 

2.1 Les besoins nutritifs des bactéries  

 

Les nutriments sont utilisés dans la biosynthèse et la production d'énergie et sont donc nécessaires à tous 

les êtres vivants. Les bactéries, comme toutes les cellules vivantes, ont besoin d'énergie et de nutriments 

pour construire des protéines et des membranes structurelles et pour piloter des processus biochimiques. 

 

Les bactéries ont besoin de sources de carbone, d'azote, de phosphore, de fer et d'un grand nombre 

d'autres molécules. Le carbone, l'azote et l'eau sont utilisés en plus grande quantité. 

 

Les besoins nutritionnels des bactéries peuvent être regroupés en fonction de la source de carbone et de 

la source d'énergie. Certains types de bactéries doivent consommer des molécules organiques préformées 

pour obtenir de l'énergie, tandis que d'autres bactéries peuvent générer leur propre énergie à partir de 

sources inorganiques.[10] 

 

Les organismes qui utilisent le composé inorganique dioxyde de carbone (CO2) comme source de 

carbone sont appelés autotrophes alors que les bactéries qui ont besoin d'une source organique de 

carbone, comme les sucres, les protéines, les graisses ou les acides aminés, sont appelées hétérotrophes. 

De nombreux hétérotrophes, comme Escherichia coli où Pseudomonas aeruginosa, synthétisent tous 

leurs constituants cellulaires à partir de sucres simples comme le glucose, car ils possèdent les voies de 
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biosynthèse nécessaires. D'autres hétérotrophes ont perdu certaines de ces voies de biosynthèse ; pour 

se développer, elles ont besoin que leur environnement contienne des acides aminés particuliers, des 

bases azotées ou des vitamines chimiquement intactes. 

 

On distingue 

 

• Les autotrophes, qui tirent leur énergie de la lumière du soleil, sont appelés photo autotrophes, 

tandis que ceux qui récoltent l'énergie de produits chimiques inorganiques sont appelés 

chimioautotrophes. 

• Les hétérotrophes, qui tirent leur énergie de la lumière du soleil, sont appelés photo-

hétérotrophes, tandis que celles qui tirent leur énergie de molécules organiques sont appelées 

chimio-hétérotrophes. 

 

è Les photo autotrophes.  

De nombreuses bactéries réalisent la photosynthèse en utilisant l'énergie de la lumière du soleil pour 

construire des molécules organiques à partir du dioxyde de carbone. Les cyanobactéries utilisent la 

chlorophylle A comme pigment clé pour capturer la lumière et utilisent les molécules de monoxyde de 

dihydrogène (H2O) comme donneur d'électrons, libérant de l'oxygène gazeux comme sous-produit. 

D'autres bactéries utilisent la bactériochlorophylle comme pigment et sulfure d’hydrogène (H2S) comme 

donneur d'électrons, laissant comme sous-produit le soufre des éléments. 

 

è Chimioautotrophes.  

Certaines bactéries obtiennent leur énergie en oxydant des substances inorganiques. Les nitrifiants, par 

exemple, oxydent l'ammoniac ou le nitrite pour obtenir de l'énergie, ce qui favorise l'absorption du nitrate 

par les plantes. Ce processus est appelé fixation de l'azote et est essentiel dans les écosystèmes tertiaires, 

car les plantes ne peuvent absorber l'azote que sous forme de nitrate. D'autres bactéries oxydent le soufre, 

le gaz hydrogénique et d'autres molécules inorganiques. Sur les fonds océaniques sombres, à 2500 

mètres de profondeur, des écosystèmes entiers subsistent grâce à des bactéries qui oxydent le sulfure 

d'hydrogène lorsqu'il s'échappe des cheminées thermiques. 

 

è Les photo-hétérotrophes.  

Les bactéries dites violettes non soufrées utilisent la lumière comme source d'énergie, mais obtiennent 

du carbone à partir de molécules organiques telles que les hydrates de carbone ou les alcools qui ont été 

produits par d'autres organismes.  
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è Chimio-hétérotrophes.  

La plupart des bactéries obtiennent à la fois des atomes de carbone et de l'énergie à partir de molécules 

organiques. Il s'agit notamment des décomposeurs et de la plupart des agents pathogènes.[11] 

 

2.2 Les milieux de culture – définition 

 

Un milieu de culture est une préparation au sein de laquelle des micro-organismes peuvent se 

multiplier. Tout milieu de culture doit contenir une source d'énergie, des sources de carbone, d'azote, de 

soufre, de phosphore, des minéraux, par exemple Ca2+, Mg2+, Na+ -vitamines et facteurs de croissance, 

de l’eau. Il est donc composé d’un mélange de substrats nutritifs (acides aminés, peptides, bases 

nucléiques, sucres) et d’un système tampon pour éviter les variations importantes du pH. Il est possible 

d’ajouter d’autres facteurs de croissance comme le sang, les protéines, l’hémoglobine. Ils doivent 

présenter un pH voisin du pH optimal ; présenter une force ionique optimale. Le milieu peut être 

isotonique, mais ce n’est pas obligatoire.  

Les milieux de culture sont de nature solide, semi-solide ou liquide.[12]  

 

2.3 Les différents types de milieu 

 

Les différents types de milieux peuvent être différenciés selon leur composition, leur consistance, leur 

conditionnement ou leur fonction ou application. 

 

- Selon la composition : 

è Milieux définis chimiquement (synthétiques) : leur composition chimique exacte est connue. 

Exemple : le phosphate de sel inorganique de glucose pour E. coli. 

è Milieux complexes (non synthétiques) : leur composition chimique n'est pas spécifiquement définie 

et ils peuvent contenir notamment des extraits et digestats de levures, de viande ou de plantes. Par 

exemple, le bouillon nutritif.  

è Culture tissulaire : pour les organismes nécessitant des tissus vivants pour leur croissance, par 

exemple les lignées cellulaires HeLa. 

 

- Selon la consistance 

è Solide - avec 1,5 à 3,0 % de gélose 
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è Liquide - pas d'agent solidifiant 

è Semi-solide - avec moins de 1,5% de gélose 

 

L’élément essentiel utilisé pour la consistance est l’Agar-agar. C’est un polysaccharide complexe utilisé 

comme agent solidifiant pour les milieux de culture. Il est généralement non métabolisé par les microbes. 

Il se liquéfie à 100°C, et se solidifie à 40°C. 

 

L'ajout de composants de cuisine, comme la gélatine ou l'agar, a conduit à la conception de milieux de 

culture solides et, par conséquent, à la description possible d'espèces bactériennes en culture pure. 

L'utilisation de milieux de culture solides et de boîtes de Petri a probablement été comparable aux 

progrès réalisés par Koch et Pasteur dans la microbiologie clinique moderne.  

 

- Selon le conditionnement 

è En tube ou flacon 

èEn boîte de Petri. La microbiologie clinique a été révolutionnée par l'invention de la boîte de Petri, 

qui, grâce à l'utilisation d'un couvercle transparent, a permis d'observer les colonies et de limiter la 

contamination. 

 

- Selon la fonction ou l’application du milieu 

è Les Milieux de culture non sélectifs  

Ils sont destinés à une utilisation générale. Ils sont le plus souvent solides et de composition simple Ils 

ne contiennent pas d'inhibiteurs et devraient permettre la croissance de la plupart des micro-organismes 

présents dans les échantillons cliniques étudiés. Les infusions de viande ou les extraits de cœur ou de 

cerveau ont été les premiers substrats utilisés empiriquement. Des composants végétaux peuvent 

également être utilisés. 

 

è Les Milieux de culture enrichis  

Ils contiennent des nutriments spéciaux pour favoriser le développement d’organismes fastidieux. Ils 

sont conçus pour faciliter la croissance de micro-organismes exigeants. Le principal composant 

d'enrichissement est le sang, qui fournit de l'hémine et d'autres nutriments. Ce composant est 

fréquemment ajouté aux milieux de gélose dans plusieurs milieux commerciaux pour augmenter 

notamment la croissance des espèces bactériennes anaérobies.  
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è Les Milieux de culture sélectifs  

Ils favorisent artificiellement la croissance d’une espèce au détriment des autres. Cette sélectivité peut 

être obtenue en rajoutant des antibiotiques au milieu. Les acides désoxycholiques sont fréquemment 

utilisés comme inhibiteurs des bactéries à Gram positif.  

 

è Les milieux d’identification  

Ils permettent de mettre en évidence une ou plusieurs propriétés d’une bactérie pour l’identifier.[13][14] 

 

2.4 L’isolement de cultures pures 

 

L’isolement consiste à séparer les divers microorganismes d'un mélange, pour obtenir ces cultures 

bactériennes pures.[15] Il permet :  

• D'isoler une ou plusieurs souches contenues dans un mélange : il y aura autant de colonies 

différentes que de souches différentes.  

• De vérifier la pureté d'une souche étudiée : une souche pure ne donnera qu'un type de colonie.  

L'isolement, la purification et l'identification des bactéries sont les premières étapes des études 

bactériologiques.[16] Les bactéries existent dans la nature sous des formes mixtes. Pour étudier 

chaque espèce indépendamment, il est donc nécessaire d'obtenir leur culture pure.   

 

Pour réussir un isolement, il faut donc parvenir à disperser suffisamment les cellules microbiennes pour 

que, après croissance, les colonies qui en sont issues ne se touchent pas. 

L'isolement des bactéries peut se faire à l'aide d'un milieu ordinaire, dans lequel diverses bactéries 

peuvent se développer, ou d'un milieu sélectif qui permet la croissance de germes spécifiques. Des 

exemples de milieux généraux sont la gélose nutritive, la gélose tryptique soja. Des exemples de milieux 

sélectifs sont la gélose thiosulfate citrate bile saccharose pour les vibrios, et la gélose glutamate amidon 

phénol rouge pour les aeromonades et les peudomonades.  

Les bactéries sont généralement isolées des reins et de la rate des poissons, ainsi que de l'hépatopancréas, 

de l'organe lymphoïde et des muscles des crevettes. Ces tissus sont des organes de surveillance qui 

abritent généralement les bactéries pathogènes pendant l'infection. 
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La culture pure, désigne, une culture composée d'individus issus d'une seule et même personne. Comme 

tout travail bactériologique, quel qu'il soit, dépend de la manipulation et l’étude de cultures pures aussi 

fiables que possible, de nombreux efforts ont été faits au fil du temps pour mettre au point des méthodes 

fiables d'isolement d'une seule bactérie. 

 

La culture pure est essentielle pour l'étude de la morphologie, de la physiologie, des caractéristiques 

biochimiques et de la sensibilité aux agents antimicrobiens d'une souche bactérienne particulière. 

 

Les cultures pures s'obtiennent au mieux en utilisant des milieux solides, par la méthode de la plaque 

à stries, la plaque d’étalement ou de la plaque coulée.  

 

• La méthode de la plaque striée, si elle est correctement réalisée, est la méthode la plus pratique. 

Dans cette méthode, une anse contenant de l'inoculum est placée près de la périphérie de la plaque 

avec un milieu gélosé et étalée ou striée sur la partie supérieure de la plaque par des traits 

parallèles qui se chevauchent. L'inoculum est strié sur d'autres parties de la plaque afin que des 

colonies isolées puissent être observées dans la dernière zone striée. 

 

Les points à prendre en considération lors de l'inoculation concernent l’anse d'inoculation qui doit être 

stérilisée avant chaque inoculation de colonies à partir de la plaque de gélose. Chaque fois que la boucle 

est stérilisée par la chaleur, elle doit être refroidie avant l'inoculation de la colonie suivante. 

 

La méthode de striage est la technique la plus courante d'isolement des cellules bactériennes à la surface 

des plaques de gélose. C'est un moyen simple et rapide d'isoler les cellules de bactéries à la surface des 

plaques de gélose par des moyens mécaniques. 

 

Après incubation, la zone au début de la strie présentera une croissance confluente de cellules 

bactériennes, tandis que la zone à la fin de la strie présentera des colonies discrètes de cellules 

bactériennes.[17] 



 28 

 
Figure 4 - Isolement de bactéries par la méthode de plaques à stries [16] 

La figure 4 schématise les différentes étapes de la réalisation d’un isolement de bactéries par la méthode 

de la plaque striée. L’inoculum est ainsi réparti sur plusieurs parties de la plaque de gélose de manière à 

affaiblir de plus en plus la concentration en bactéries afin d’observer au mieux les colonies. 

 

• Méthode de la plaque coulée : cette méthode est utilisée pour compter le nombre de bactéries 

formant des colonies dans un échantillon liquide. Dans cette méthode, une quantité fixe 

d'inoculum est prélevée dans un bouillon. L’échantillon est placé au centre d'une boîte de Petri 

stérile à l'aide d'une pipette stérile. De l'agar-agar, fondu et refroidi est ensuite versé dans la 

plaque de Petri contenant l'inoculum et bien mélangé. Après la solidification de l'agar-agar, la 

plaque de Petri est inversée et incubée à 37 °C pendant 24-48 heures. 

 

Les bactéries se développeront à la fois en surface et dans le milieu. Les colonies qui se développent 

dans le milieu sont de très petite taille et peuvent être confluentes. Peu de bactéries qui se développent à 

la surface de la plaque de gélose sont de même taille et apparaissent comme celles d'une plaque à stries. 

 

• Méthode de la plaque d'étalement : Cette technique est utilisée pour quantifier facilement les 

bactéries présentes dans une solution. Dans cette technique, l'échantillon est dilué, puis une petite 

quantité est ajoutée à la plaque de gélose. L’'échantillon est ensuite étalé uniformément sur la 
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surface de la gélose à l'aide d'un étaleur. Après la croissance des colonies, le nombre de colonies 

est compté et le nombre initial de bactéries dans l'échantillon est compté .[18] 

 

La figure 5 montre la technique de la plaque coulée à gauche, versus la méthode de la plaque d’étalement 

à droite. 

 

Pour les deux méthodes, à partir d’une quantité d’inoculum diluée les opérations vont consister soit à 

mélanger l’inoculum avec le milieu de culture encore liquide, soit à l’étaler sur le milieu de culture 

solidifié. 

 
Figure 5 - Comparaison de la méthode de la plaque coulée à gauche à la méthode de la plaque d’étalement à droite [18] 

2.5 Morphologie et croissance des colonies 

 

Dans le milieu de culture approprié, les bactéries consomment les nutriments et commencent à se 

multiplier et croître, elles s’empilent ainsi et au bout de milliers voire millions de bactéries, elles sont 

observables à l’œil nu. Cette pile de bactéries est ainsi issue d’une seule et même cellule, formant ainsi 

ce qu’on appelle une colonie. Chaque espèce de bactérie produit une colonie visuellement différente 
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d’une bactérie à une autre. Analyser la morphologie d’une colonie permet ainsi de caractériser et 

identifier la bactérie en question.[19] 

 

Une colonie est donc définie comme une masse visible de micro-organismes provenant tous d'une seule 

cellule mère. Une colonie constitue donc un clone de bactéries toutes semblables génétiquement. 

 

Certaines colonies peuvent être colorées, d'autres sont de forme circulaire et d'autres encore sont 

irrégulières. 

 

Parfois, cette seule étude permet de connaître le genre étudié, car les colonies sont typiques. Une 

terminologie spécifique est utilisée pour décrire les types de colonies les plus courants.[20] 

 

- Forme - quelle est la forme de base de la colonie ? Par exemple, circulaire, filamenteuse, etc... 

Habituellement les colonies sont rondes, mais d’autres colonies ont des formes plus ou moins 

variées. 

 

Les quatre types de colonies le plus souvent rencontrées sont : 

RONDE         IRREGULIÈRE           EN ÉTOILE       ENVAHISSANTE 

 

 

 

 

- Taille - le diamètre de la colonie. La taille est parfois difficile à évaluer, ainsi il est préférable de 

mesurer les colonies les plus grosses parfaitement isolées. 

 

ü Colonies ponctiformes : Colonies à peine visibles, dont la taille est inférieure au mm  

 

ü Petites colonies : Colonies dont le diamètre est compris entre 1 et 2 mm  

 

ü Colonies moyennes : Colonies dont le diamètre est compris entre 3 et 5 mm  

 

ü Grosses colonies : Colonies dont le diamètre est supérieur à 5 mm  

 

Figure 6 - différentes formes de colonies bactériennes 
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- L'altitude ou le relief - elle décrit la vue de côté d'une colonie. 3 types sont plus souvent 

observés : 

 

ü Très fréquemment observé : Bombée ou plate 

ü Couramment observé : en vague concentrique (souvent le cas des colonies envahissantes genre 

Proteus) 

 
 

- Marge/bordure - le bord d'une colonie permet de distinguer les colonies à bords nets et les 

colonies à bords irréguliers. 

 

- Surface - c’est un critère important car relié à d’autres caractères dont parfois la pathogénicité. 

Comment la surface de la colonie apparaît-elle ? Par exemple, lisse, scintillante, rugueuse, ridée 

ou terne. 

 

 

- Opacité - par exemple, transparent (clair), opaque, translucide (comme si l'on regardait à travers 

du verre dépoli), etc. 

 

- Couleur (pigmentation) - par exemple, blanc, chamois, rouge, violet, etc… Celle-ci peut être 

naturelle (pigments) ou du a un colorant ou un indicateur de pH présent dans le milieu. 

 

La figure 7 présente un exemple de colonies colorée d’ E.coli sur différents milieux : 

 

 

 

 

 

 

                Gélose Mac Conkey            Gélose GLBCP               Gassner                Gélose LB   

 Figure 7 - Différents types de pigmentation selon la gélose 
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La pigmentation d’une colonie est due à la production d’un ou plusieurs pigments par la bactérie. Il faut 

différencier les pigments non diffusibles (seule la colonie est colorée) des pigments diffusibles (qui 

colorent également le milieu de culture). 

 

De nombreux autres caractères pourraient être décrits. En effet, il arrive que, la consistance, l’odeur 

soient aussi significatives de l’espèce bactérienne en présence. Par exemple une colonie sentant l’eau de 

Javel oriente vers l’espèce Pasteurella multocida ou bien encore une consistance muqueuse vers les 

bactéries encapsulées. 

 

La figure 8 reprend les différentes caractéristiques de bactéries retrouvées 

 
 

Figure 8 - Différentes caractéristiques visuelles des colonies bactériennes. [21] 

Dénombrement des colonies 

Selon la pharmacopée internationale, point 3.3.1 Essais de dénombrement des microbes, les méthodes 

recommandées sont la méthode de filtration sur membrane ou les méthodes de comptage sur plaque de 

gélose (boîtes de Petri). La méthode du nombre le plus probable est généralement la méthode la moins 

précise pour les dénombrements microbiens ; cependant, pour certains groupes de produits à très faible 

charge microbienne, elle peut être la plus appropriée. 
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Une fois isolées, ces bactéries peuvent être dénombrées sous la forme d’Unités Formant Colonies (UFC). 

Permettant ainsi d’estimer le nombre de bactéries vivantes dans une colonie. 

Le comptage des UFC nécessite la culture sur plaque de gélose des microbes. Il ne compte que les 

cellules viables. C'est le contraire de l'examen microscopique qui compte chaque cellule, vivante ou 

morte.[22] 

 

Le but de la numération sur plaque de gélose est d'estimer le nombre de cellules présentes en fonction 

de leur capacité à donner naissance aux colonies. Elle se fait dans les conditions spécifiques du milieu 

nutritif, du temps et de la température. Dans de nombreux cas, l'estimation du nombre de bactéries par 

UFC sous-estime le nombre de cellules vivantes. 

 

3  Contrôle microbiologique des préparations non stériles  
 

Selon la Pharmacopée Internationale, la présence de certains micro-organismes dans des préparations 

non-stériles peut avoir le potentiel de réduire, voire d'inactiver l'activité thérapeutique du produit et ainsi 

peut avoir un effet négatif sur la santé du patient. Les microbes présents dans les médicaments ne les 

rendent pas seulement dangereux du point de vue infectieux, ils peuvent en outre modifier les propriétés 

chimiques, physiques et organoleptiques des médicaments ou changer le contenu des ingrédients actifs. 

De plus, les micro-organismes peuvent transformer les médicaments en produits toxiques.[23] 

 

Les fabricants doivent donc garantir une faible charge biologique des formes finies de dosage en 

appliquant les lignes directrices actuelles sur les bonnes pratiques de fabrication (BPF) pendant la 

fabrication, le stockage et la distribution des préparations pharmaceutiques.[24] 

 

3.1 Dénombrement des germes totaux 

 

L'examen microbien des produits non stériles est effectué selon les méthodes indiquées dans les textes 

relatifs aux points 3.3.1 Essais de dénombrement des microbes et 3.3.2 Essais pour des microorganismes 

spécifiques de la pharmacopée internationale. [23] La monographie 5.1.4 de la Ph. Eur 10.0 fournit 

également des tests pour le dénombrement de microorganismes, DGAT (Dénombrement des germes 

aérobies totaux) et DMLT (Dénombrement des moisissures et levures totales), qui pourraient être 

présents dans les ingrédients pharmaceutiques et les produits finis.  
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Ces méthodes ne sont pas applicables aux produits contenant des microorganismes viables en tant 

qu’ingrédients actifs. D'autres procédures peuvent être utilisées, mais elles doivent s'avérer équivalentes 

aux méthodes de la Pharmacopée. [25][26] 

 

Ces méthodes sont :  

- Méthode de dénombrement sur plaque 

Soit par ensemencement en profondeur pour les produits non filtrables ou non solubles : l’échantillon 

est déposé́ dans une boîte de Petri vide puis mélangé́ à un milieu gélosé́ liquéfié́ adapté à la culture des 

bactéries ; 

Soit par étalement en surface : l’échantillon est étalé́ à la surface de boîtes de Petri à milieux gélosés 

appropriés à la culture des bactéries.  

- Méthode du nombre le plus probable  

Utilisée lorsque l’emploi des autres approches est impossible du fait d’une fidélité et d’une exactitude 

inférieure. De plus, les résultats obtenus pour le dénombrement des moisissures sont peu fiables. Il s’agit 

d’une série d’au moins trois dilutions successives du produit réalisées au 1/10. Le produit est dilué dans 

un milieu de culture liquide approprié avec si nécessaire ajout d’un tensio-actif ou agent neutralisant. 

Les tubes sont ensuite incubés 5 jours. Pour chaque dilution, on notera le nombre de tubes présentant 

une pousse microbienne.  

- Méthode de filtration sur membrane 

Le principe est de concentrer les microorganismes potentiellement présents dans un produit filtrable sur 

une membrane qui sera ensuite mise en contact avec un milieu nutritif approprié permettant ainsi la 

croissance microbienne en colonie visible à l’œil nu. Le nombre d’UFC est ensuite compté à la surface 

de chaque boîte. Cette méthode est recommandée en première intention par la Pharmacopée.  

Les critères d'acceptation des produits pharmaceutiques non stériles sont basés sur la numération 

microbienne aérobie totale et la numération totale combinée levures/moisissures. Ces critères 

d’acceptation sont exprimés en UFC. 
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Le tableau II comprend une liste de micro-organismes spécifiques pour lesquels des critères 

d'acceptation sont fixés. Cette liste n'est pas nécessairement exhaustive [23] 

 
Tableau II - extrait de la Pharmacopée internationale, 9eme édition – Critères d’acceptation de quantité de bactéries présentes dans des 

produits pharmaceutiques selon la voie d’administration 

 
La qualité microbiologique des préparations est définie comme satisfaisante aux critères établis dans la 

monographie 5.1.4 de la Ph. Eur 10.0 "Qualité microbiologique des préparations pharmaceutiques non 

stériles et des substances à usage pharmaceutique". 

 

4 Contrôles microbiologiques environnementaux pour les 
préparations stériles 

 

L’environnement représente un véritable réservoir de bactéries. Que ce soit dans l’eau, l’air ou sur les 

surfaces, différentes bactéries peuvent être rencontrées.[27] 

Afin de réduire au minimum les risques de contamination microbienne et particulaire lors de la 

fabrication de préparations stériles, certaines règles sont à respecter. Celles-ci sont définies par les 

Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF). [28] 

Les BPF imposent :  

- Un contrôle de l’air par prélèvement actif et par sédimentation ; 
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- Un contrôle de surface par gélose contact ; 

- Un contrôle par empreintes des gants des opérateurs travaillant en Zone à Atmosphère Contrôlée, 

(ZAC). (BPF, 2011) [29] 

4.1 ZAC 

La maîtrise du milieu passe par l’utilisation des ZAC qui « doivent être maintenues à un niveau de 

propreté́ approprié et alimentées en air filtré sur des filtres d’efficacité́ correspondant au niveau de 

propreté́ requis. »  Selon les BPF, elle « est construite et utilisée de façon à réduire l’introduction, la 

multiplication ou la persistance de substances contaminantes [30] ». 

 

Les zones d'atmosphère contrôlée sont destinées entre autres à la fabrication des produits stériles. Le but 

est de protéger, à la fois, le produit, le manipulateur et l’environnement. Les modalités de conception, 

de construction, de mise en œuvre et de qualification d’une ZAC sont principalement décrites dans les 

normes ISO 14644.[31]  

 

Elles sont classées, selon les qualifications requises pour leur environnement, en 4 classes de ZAC : [32], 

[33] 

• Classe A : C’est la classe la plus contraignante, où l’environnement de production doit être le 

plus stérile possible. Un flux d’air unidirectionnel et des vitesses inférieures peuvent être utilisés 

dans les isolateurs clos et dans les systèmes clos type « boîte à gants ». Afin de garantir le 

maintien de cette classe, des points de prélèvements sont réalisés afin de suivre la conformité 

règlementaire ;  

• Classe B : Elle est utilisée dans le cas d'opérations aseptiques de préparation et de remplissage. 

La classe B est l’environnement immédiat d'une zone de travail de classe A ; 

• Classe C et D : : Zones à atmosphère contrôlée destinées aux étapes moins critiques de la 

fabrication des médicaments stériles. 
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Tableau III - Nombre maximal de micro – organismes autorisés en ZAC selon les BPF 

 

4.2 Contrôle microbiologique des surfaces 

 

Il peut se faire de différentes méthodes :  

 

- Méthodes par empreintes, elle est réalisée grâce à [34] : 

ü Une Boîte contact : boîte de Petri possédant un ménisque de milieu de culture convexe. Celle-ci 

est ainsi appliquée pendant un temps donné avec une force d’application définie, sur la surface à 

analyser ; 

ü Une Lame gélosée : lame recouverte de chaque côté́ par un milieu de culture. Elle est appliquée 

directement sur la surface à contrôler ; 

ü Un Pétrifilm: milieu gélosé́ déshydraté́ placé entre deux films. Il s’applique directement sur la 

surface à contrôler après réhydratation.  

 

- Méthode par écouvillonnage : 

Un écouvillon sec ou humidifié est frotté contre la surface à contrôler. Cet écouvillon sert ensuite à 

ensemencer des milieux de cultures pour la détection des micro-organismes. 

 

- ATPmétrie :  

Elle permet d’obtenir un résultat très rapide. Cette technique de biologie moléculaire, basée sur le 

principe de la bioluminescence permet la mesure de l’ATP total. Ce suivi instantané de l’état des surfaces 

et des liquides en zone de production permet de valider immédiatement l’efficacité et le bon déroulement 

du process de nettoyage ou à défaut, de réagir rapidement avec des actions correctives. 
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4.3 Contrôle microbiologique de l’air 

è Méthode par aspiration : 

Un certain volume d’air est aspiré au travers d’un appareil qui permet d’impacter les microorganismes 

et particules sur une boîte de Petri contenant un milieu gélosé́. Il s’agit d’un prélèvement actif. Le volume 

d’air aspiré est corrélé au volume de la zone considérée. 

èMéthode par sédimentation : 

Dans ce cas de figure, la boîte de Petri contenant un milieu gélosé́ est laissée ouverte pendant une durée 

pré déterminée, afin de recueillir les particules par sédimentation. Il s’agit d’un prélèvement passif.[35]  

4.4 Autres contrôles 

Selon la classe de ZAC et la méthode validée par l’entreprise, des contrôles supplémentaires peuvent 

être réalisés comme : 

  

- Le contrôle particulaire : il permet de détecter les variations de tendance environnementale. Il est réalisé 

grâce à des compteurs particulaires placés à des endroits donnés. Tout dépassement de seuil induit une 

mise en alarme du système. [30] ; 

 

- Le contrôle du personnel : des prélèvements peuvent être réalisés sur les gants, le torse de la 

combinaison etc. 

Conclusion 
 

Les bactéries sont des organismes complexes avec impacts différents sur notre santé. Les contrôles 

microbiologiques permettent de les identifier et les dénombrer afin de maîtriser les différents risques de 

contamination biologiques retrouvés dans l’industrie.  La Pharmacopée Européenne cadre ainsi toutes 

les actions, procédures, spécifications à respecter afin d’être conforme aux attentes de qualité et de 

sécurité.  Les boîtes de Petri, d’utilisation largement répandue, sont un moyen fiable pour atteindre ces 

objectifs. Leur qualité conditionnera la qualité des procédés et produits des industries de santé. 
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Partie expérimentale 
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5 Présentation de l’entreprise 
 

5.1 Historique  

Biomérieux est une entreprise familiale, celle de la Famille Mérieux qui s’engage au service de la 

biologie en 1897, lorsque Marcel Mérieux, élève de Louis Pasteur et Emile Roux, fonde un laboratoire 

d'analyses médicales à Lyon : l'Institut Mérieux. Cet institut développe ainsi des vaccins et des produits 

biologiques, dont des réactifs. Il est alors à l’origine des premiers sérums antitétaniques. En 1937, suite 

à son décès, le fils de Marcel Mérieux, Charles Mérieux prend les rênes du laboratoire et introduit, dans 

le courant des années 1940, une technique développée par le hollandais Frenkel – la culture in vitro. 

Cette nouveauté transforma ainsi la fabrication des vaccins et conduisit à la production de réactifs pour 

les tests de diagnostics in vitro. 

 

L’institut Mérieux deviendra un leader mondial dans les vaccins humains et vétérinaires puis donnera 

naissance à de nombreuses entreprises qui feront partie du domaine familial jusqu’en 1994, date du 

désengagement de la famille des activités de vaccinologie. 

 

En 1963, le fils de Charles Mérieux, Alain Mérieux, crée BD Mérieux, détenue à parts égales entre 

l’Institut Mérieux et Becton Dickinson. Lorsqu’en 1974, Alain Mérieux devient actionnaire majoritaire 

de BD Mérieux, la société prend le nom de bioMérieux. 

 

Au fil du temps, l’institut Mérieux, figure 9, s’est par la suite élargi avec l’acquisition d’entreprises dans 

divers domaines comme l’immunothérapie (Transgène), le contrôle alimentaire (Merieux 

Nutrisciences) ; la recherche en virologie (ABL Inc) ou plus récemment en biologie moléculaire (Bio 

Fire diagnostics) 
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Figure 9 - Différents champs d’action de Biomérieux[36] 

 

Biomérieux est un acteur mondial dans le domaine du diagnostic in vitro depuis plus de 55 ans 

l’entreprise fournit des solutions diagnostiques au service de la santé des patients et de la sécurité des 

consommateurs. Elle développe des tests à forte valeur médicale et économique, capables d’identifier et 

caractériser toujours plus précisément les pathogènes et fournir des résultats toujours plus rapides et 

fiables, pour une meilleure prise en charge des patients 

 

Avec pour objectif d’améliorer la santé publique pour lutter contre les maladies infectieuses, l’entreprise 

œuvre dans 3 domaines principaux :  

• Les immunoessais par le développement de test à forte valeur médicale 

• La biologie moléculaire en tant qu’acteur majeur du diagnostic syndromique des maladies 

infectieuses 

• La microbiologie où elle se positionne en leader dans les applications cliniques et industrielles. 

 

Les clients de Biomérieux sont répartis en 2 domaines principaux : 

- Domaine clinique : hôpitaux et laboratoires d’analyse ; 80 % du chiffre d’affaire. Ils utilisent 

principalement les produits pour le diagnostic et la prise en charge des maladies infectieuses ; 

 

- Domaine industriel : 20 % du chiffre, en constante évolution. Ils utilisent principalement les 

produits pour la détection de microorganismes dans leur zone de production pour le contrôle 

qualité ou à des fins de recherche et développement ; ces industries étant aussi bien 

biopharmaceutiques, qu’agroalimentaires ou cosmétiques ; 
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Le domaine industriel est celui qui correspond au travail effectué dans cette thèse. Vis-à-vis de ces 

clients, des exigences et contraintes supplémentaires influent sur les procédés de production des divers 

produits proposés afin d’assurer leur conformité aux attentes. Biomérieux fournit ainsi des produits aptes 

à contrôler les divers éléments entrant en compte le long de la chaine de production des produits de ces 

industries avec pour finalité l’intérêt du patient ou du consommateur. Il est donc important que ces 

différents contrôles soient les plus exacts possible. Même si Biomerieux n’est pas une industrie 

pharmaceutique, leurs produits se conforment aux normes requises pour ces environnements. 

 

5.2 Produits commercialisés :  

 

Les produits proposés par Biomerieux sont : 

ü des réactifs nécessaires à la détection, l’identification et la quantification de l’agent pathogène, 

ü des instruments permettant de réaliser ces tests de façon automatisée, 

ü des logiciels destinés au traitement et à l’interprétation des résultats, 

ü des services personnalisés pour assister les laboratoires d’analyses médicales ou de contrôles 

industriels, 

ü des milieux de culture pour les contrôles de surface ou d’environnement. 

 

La figure 13 présente des exemples de produits proposés : 
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5.3 Le site de Craponne et le secteur Petri 3 

 

Le site de production de Craponne est l’un des 5 sites de production de Biomérieux. Il est situé à 

proximité de Lyon et a été créé en 1978. Ce site est spécialisé dans les activités de R&D ainsi que dans 

la production de milieux de culture prêts à l’emploi : les boîtes de Petri et les Tubes et Flacons à partir 

de milieux déshydratés (milieux secs) fabriqués sur le site également. 

 

Figure 10- Différents produits commercialisés par Biomérieux 
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Il s’agit du principal producteur de boîtes de Petri du groupe avec une production annuelle de 220 

millions de boîtes de Petri. 

Pour la production de boîtes de Petri, le secteur est subdivisé en : 

 

- Secteur Petri 1 : production de boîtes de Petri à destination du domaine clinique, ces boîtes 

servent aux prélèvements et diagnostic, les piles de boîtes sont simplement ensachées et les 

contraintes environnementales sont moins strictes en ZAC. 

 

- Secteur Petri 2 et Petri 3 : production de boîtes à destination de l’industrie. Il s’agit du même 

service pour les deux secteurs, la différence réside dans le fait qu’ils ne sont pas dans le même 

bâtiment, mais l’objectif à terme sera de les fusionner en un seul secteur Petri 3. Ces boîtes de 

Petri servent au contrôle de l’environnement de travail des industries afin de s’assurer de leur 

conformité aux normes en vigueur. Ces boîtes sont triplement ensachées et produites en ZAC, 

diverses contraintes sont ainsi amputables à cette organisation. 

 
Figure 11 - Brochure de présentation des activités du site de Craponne 

La figure 14, issue d’une brochure de présentation du site de Craponne et de ses activités explique 

brièvement ce qu’est un milieu de culture, présente les différents produits du site, leurs volumes ainsi 

que les clients pour lesquels ces produits sont destinés. 
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Ø Organisation interne du secteur Petri 2/3 

 

Les secteurs Petri2/ 3 sont composés : 

 

- D’un Responsable d’activité qui manage tous les secteurs ; 

- 3 équipes : 2 en horaires décalés qui alternent matin et soir une semaine sur deux ainsi qu’une 

équipe en permanence de nuit ; 

- Un pilote qui dirige ces équipes chacun assisté d’un assistant technique ; 

- Un ingénieur méthode production rattaché au responsable production est attribué au secteur pour 

aider à gérer tous les projets incluant la production ; 

Les différents opérateurs de fabrication, conditionnement, ZAC et quai. Parmi les opérateurs en 

ZAC, on distingue des « Techniciens » qui sont en charge du pilotage de ces lignes.  
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6 Contexte  
 

Dans la production et notamment la production pharmaceutique ; au cours des dernières années, un 

tournant important a eu lieu : l’échange d’informations se fait majoritairement par voie numérique. La 

digitalisation de l’information, présente maintenant dans la vie de chacun, est également présente dans 

l’industrie. Les machines utilisées sont de plus en plus autonomes et capables d’échanger des 

informations. L’automatisation des systèmes modernes a laissé la place à des systèmes interconnectés. 

Il y a une réelle influence pour intensifier l’interaction entre les machines et l’homme. L’objectif de cette 

transformation industrielle est de relier efficacement les machines, les Hommes et les procédés, avec un 

partage et traitement en temps réel des informations. 

 

La digitalisation est définie comme l'intégration des technologies numériques dans la vie quotidienne, 

par la dématérialisation de tout ce qui peut être numérique. Elle permet une centralisation de 

l’information tout en améliorant la communication en interne et en externe, le tout associé à un gain de 

temps et d’argent. Elle se met en place de différentes manières que ce soit de la collecte et traitement de 

données, au pilotage de procédés ou encore l’interconnexion d’équipements.[37] 

 

L’industrie pharmaceutique est l’une des plus réglementées. Chaque aspect du développement, des 

essais, de la fabrication, du conditionnement, de la commercialisation, du stockage, de la distribution et 

de l'utilisation d'un produit pharmaceutique est soumis à un examen minutieux à chaque étape, les 

données sont saisies, analysées et communiquées. Conformément aux bonnes pratiques de fabrication 

en vigueur, l'intégrité des données ou « Data Integrity » fait référence à l'exhaustivité, la cohérence et 

l'exactitude des données.[38] 

 

Les principes qui garantissent l’intégrité des données selon l’ALCOA++++[39] sont les suivants : 
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Tableau IV - Définition de l'ALCOA++++ 

 
Dans le cadre du site de Craponne, le travail effectué a pour but de mettre en place une digitalisation de 

la méthode de prise des poids des boîtes de Petri, destinées au secteur pharmaceutique, sur les lignes de 

production tout en respectant l’intégrité des données selon la définition des BPF. 

 

7 Présentation de la chaine de production 
 

La production de boîtes de Petri à destination de l’industrie pharmaceutique est réalisée sur le secteur 

Petri 3. Il est composé de 3 lignes de production Les lignes Count Tact 2 (CT2) et count tact 3 (CT3) 

pour les boîtes dites Count Tact ou Count Tact locksure ainsi que la ligne 7 pour les boîtes 90. 

i  
Figure 12 - Boîtes de Petri Count tact (sur la gauche) et boîte 90 (sur la droite)[40], [41] 
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7.1  Présentation des zones du secteur de production 

 
 

Les zones du secteur essentielles à la production des boîtes de Petri, sur la figure 16, selon le sens du 

flux sont :  

- Le quai pour la réception des matières premières ; 

- La zone de convoyage et de stockage permettant de faire rentrer de manière stérile, les différentes 

matières premières nécessaires pour la production ; 

- La zone de fabrication : avec des cuves de fabrication, du matériel de pesées etc. où est réalisée 

la fabrication de la gélose ; 

- La ZAC où se trouvent les lignes de production, ou les boîtes de Petri vides seront remplies de 

gélose ; 

- La zone de conditionnement où les boîtes de Petri sont conditionnées en carton afin d’être 

expédiées vers les prestataires. 

 

7.2 Présentation d’une ligne de production 

 

Une ligne de production en elle-même est composée de divers éléments :  

Fab
rica
tion 

ZAC 

QUAI reception 
matières 
premières 

Zone de 
conditionnem
ent 

Zone de 
convoyage vers 
ZAC / stockage 

                                   Divers / bureaux 

Figure 13 - Principales zone du secteur 



 49 

• Un convoyeur qui permet l’acheminement des boîtes de Petri conditionnées sous forme de 

gaines, depuis le local de convoyage vers la ZAC ; 

• Un poste de dépilage approvisionné en boîtes de Petri vides fermées. Ce poste permet ainsi la 

distribution des boîtes de Petri ouvertes sur le tapis ; 

• Un banc de pompe, à l’avant du poste de dépilage, relié via des tuyaux aux cuves de fabrication 

qui va permettre le remplissage des boîtes de Petri en gélose ; 

• Un tunnel pour l’acheminement des boîtes sur un tapis ; 

• Un poste de marquage pour l’identification des boîtes  

• Un poste de contrôle et un poste bureau administratif ; 

• Un poste d’empilage pour l’empilement des boîtes suivi de leur convoyage via un FIFO ; 

• Des ensacheuses, au nombre de 3 pour le triple ensachage des piles de boîtes. 

 

 
 

Figure 14 - Vue d'une ligne de production depuis le poste de dépilage 
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Figure 15 - Poste de contrôle de la masse en cours de production 

 
Figure 16- Vue d'une ligne de production depuis la fin du tunnel 

 

•  
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7.3 Le cycle de fabrication des boîtes de Petri  

 

Il se décompose comme suit : 

 

- Réception des matières premières (les milieux secs, boîtes, films etc.). 

Il s’agit de tous les éléments entrant dans la composition du produit final. Sur le site de Craponne sont 

fabriqués les milieux déshydratés (dits milieux secs) qui vont être utilisés pour la fabrication de la gélose. 

L’approvisionnement est donc interne. Des boîtes de Petri vides (soit count tact, soit 90) sont achetées 

auprès de divers fournisseurs. Enfin, les bobines de film servent à l’ensachage des boîtes de Petri une 

fois fabriquées. 

 

- Préparation de la gélose en zone de Fabrication. 

Les milieux déshydratés additionnés d’autres composants permettent d’obtenir la gélose finale liquide 

grâce à des cuves de fabrication. Selon les différents types de gélose fabriqués, des additifs particuliers 

à la formulation peuvent être rajoutés. 

 

- Répartition de la gélose en ZAC dans les boîtes de Petri. 

À partir des cuves de fabrication, la gélose est distribuée en ZAC via des montages de tuyaux stériles. 

Ces tuyaux sont ainsi connectés en ZAC aux différentes lignes de production, au niveau du poste de 

dépilage, via un banc de pompe, débouchant sur plusieurs voies (6 ou 8 selon la ligne) qui va assurer le 

remplissage de boîtes de Petri vides en gélose liquide fabriquée. A la suite du remplissage des boîtes, 

encore ouvertes, elles sont entrainées par un tapis à travers un tunnel.  

 

- Reprise de la gélose dans un tunnel. 

À l’intérieur du tunnel, un flux d’air permettra ainsi la reprise de la gélose (sa solidification). En fin de 

tunnel, la gélose doit être totalement reprise avant la fermeture des boîtes. Une fois fermées, les boîtes 

sont donc convoyées vers un poste d’empilage. 

 

- Identification des boîtes par marquage à jet d’encre  

Un poste de marquage à jet d’encre est placé sur les convoyeurs de boîtes depuis la fin du tunnel jusqu’au 

poste d’empilage. Ce poste de marquage permet une identification de toutes les boîtes. 
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- Empilage des boîtes en piles de 10 puis convoyage jusqu’aux ensacheuses. 

Ce poste d’empilage va ainsi permettre un empilement de boîtes issues de la même voie. Au bout de 10 

boîtes par pile, les piles quittent ce poste et sont encore convoyées vers les postes d’ensachage. 

 

- Triple ensachage des piles de boîtes 

Les boîtes de Petri contenant de la gélose stérile sont donc triplement ensachées, en passant 

successivement par 3 ensacheuses différentes. 

 

- Encartonnage des rouleaux selon différents formats et étiquetage des cartons. 

Une fois triplement ensachés, les rouleaux de boîtes sortent de ZAC et débarquent dans la zone de 

conditionnement où ils seront mis en carton. Différents formats de packaging sont effectués : 

ð X20 = 2 rouleaux par carton  

ð X100 = 10 rouleaux par carton  

Ces cartons sont également étiquetés pour assurer leur traçabilité. 

 

- Palettisation des cartons de boîtes puis envoi chez le prestataire d’irradiation. 

Ces cartons sont une seconde fois encartonnés puis envoyés chez le prestataire d’irradiation.  Bien que 

toutes les opérations soient réalisées en ZAC de manière totalement stérile, cette irradiation finale vient 

assurer la destruction totale de tout germe résiduel pendant la production. Des pastilles d’irradiation sont 

déposées sur les sachets en cours de production. Ces pastilles seront les témoins de la réalisation de 

l’irradiation. 

 

- Envoi au centre logistique de stockage et distribution après irradiation 

 

Le cycle de production des boîtes avec les différentes étapes est représenté dans la figure 20. 
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Figure 17 - Cycle de production des boîtes de Petri 

 

7.4 Contrôles en cours de fabrication 

 

Divers contrôles sont réalisés tout le long de la chaine de production, conformément aux normes BPF. 

ð Lors de la fabrication de la gélose : contrôle du pH. 

ð En cours de production en ZAC : contrôles en lignes ou In process Control (IPC) sur chaque 

ligne.  

ð Des prélèvements sporadiques sont également réalisés sur les piles ensachées pour s’assurer de 

leur conformité. 

ð Échantillonnage effectué dans la zone de conditionnement en fonction de la taille du lot. Une 

partie des échantillons est directement envoyée au contrôle qualité, l’autre partie part en 

irradiation avant de revenir au Contrôle qualité (CQ). 

 

Ce n’est qu’une fois la conformité de la production établie par le service qualité produit que le lot sera 

libéré sur le marché et livré aux clients. 
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8 Problématique 
 

Lors du processus de production de boîtes de Petri, des IPC sont réalisés en sortie de tunnel afin de 

s’assurer de l’intégrité du procédé tout au long de la répartition, mais également la conformité des boîtes 

produites. Il s’agit d’un contrôle des attributs (masse, jet d’encre, reprise gélose, couleur, …). Cela se 

traduit par la mesure de la masse à intervalle régulier sur une ligne de boîte de Petri. Elle consiste à 

contrôler un petit échantillon de boîtes et ainsi capter les éventuels déréglages de procédé et les corriger 

dans le flux afin d’éviter de produire des boîtes hors spécifications. 

 

Les périodes d’échantillonnage ont été définies historiquement au regard de l’expérience des opérateurs. 

Une étude de capabilité menée par une entreprise externe en 2013 avait conduit à fixer une période 

d’échantillonnage de 20 minutes sur CT2. Elle est réalisée toutes les 20 minutes pour les lignes de 

production CT3 et CT2 et toutes les 15 minutes pour la ligne L7. 

 

En Décembre 2019, un membre de l’équipe de Qualification Validation du site a réalisé une étude afin 

de justifier de manière statistique la fréquence des IPC de masse de gélose appliqués sur les lignes de 

production. Cette étude a permis de mettre en évidence différents facteurs influençant la masse de gélose 

réellement répartie. Il s’agissait d’un plan d’expérience quantifiant l’influence de plusieurs sources de 

variations de masse de gélose préalablement identifiées par une analyse du procédé de répartition. Ainsi 

les périodes actuelles pour les IPC de masse ont été justifiées comme suffisantes pour garantir un niveau 

de qualité acceptable de 1%. 

 

La méthode de détermination de la masse en elle-même reste assez archaïque. En effet c’est une action 

manuelle réalisée par un opérateur. De plus, les données ne sont pas collectées ainsi que le suivi de leur 

évolution ou leur analyse. Les résultats de ces prises de masse sont joints au dossier de lot mais sans 

exploitation possible. 

 

La prise de masse est tracée par une fiche remplie manuellement à chaque IPC. Cependant il s’agit d’un 

pointage par tranche. En effet, l’opérateur peut marquer si la masse est dans la zone acceptable, de 

surveillance ou de rejet. Ainsi, il est difficile d’établir une courbe de tendance précise avec un aperçu de 

l’évolution des masses sur chaque voie. 
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La problématique est donc multiple avec plusieurs aspects aussi bien au niveau méthode qu’au niveau 

technique. L’objectif final de ce projet est donc une digitalisation de la méthode de la mesure des masses 

sur les lignes de production. 

 

8.1 Enjeux pour l’entreprise 

 

Les enjeux pour l’entreprise sont assez divers. Tout d’abord les IPC en eux même, font partie du 

processus d’échantillonnage global du procédé de production des boîtes de Petri. Lors d’une non-

conformité d’un IPC, c’est-à-dire présence de boîtes avec des masses dans la zone de rejet, alors toute 

la production est rejetée jusqu’au dernier contrôle conforme réalisé. Cela représente évidemment un coût 

non négligeable pour l’entreprise. 

 

La masse de gélose témoigne de la potentielle efficacité du produit final. En effet, le risque engendré par 

une non-conformité des géloses entraîne une répercussion sur les produits ou sur les données des clients 

(industrie pharmaceutique) et in fine un risque pour le patient. Il est de ce fait nécessaire de contrôler le 

procédé, le produit et s’assurer d’être dans les spécifications demandées. 

 

La norme NF ISO 2859-1 est la norme qui régit les règles d'échantillonnage pour les contrôles par 

attributs - Partie 1 : procédures d'échantillonnage pour les contrôles lot par lot, indexés d'après le niveau 

de qualité acceptable (NQA). Les IPC rentrent dans ce processus d’échantillonnage. Les exigences de 

cette norme sont entre autres l’implémentation de la Data Integrity ou Intégrité des données. Une 

digitalisation du procédé actuel permettrait donc d’être conforme en termes de data integrity. 

 

Enfin, les IPC sont un moyen de contrôler les déréglages éventuels du procédé. Avoir une méthode plus 

fiable avec un recueil de données permettrait d’analyser le comportement des lignes, ainsi les actions 

nécessaires et adaptées pourraient être enclenchées pour obtenir une fiabilisation de la performance des 

lignes.  

 

8.2 Méthodologie suivie 

 

La réalisation du projet est déclinée en plusieurs étapes indispensables. Pour chacune, afin d’avancer, 

des objectifs précis à atteindre étaient définis, mais il a fallu également prendre en compte et s’adapter 
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selon les évènements et informations arrivant au fil de l’eau. La démarche a donc été actualisée au fur et 

à mesure des résultats.  

 

Suite au premier rendez-vous fournisseur, proposant des solutions de pesage avec analyse et inspection, 

une stratégie d’approche du sujet et de sa réalisation sous la forme d’un diagramme Gantt a été mise en 

place (figure 21). 

 
Figure 18 - Gantt de réalisation du projet 

 

La stratégie peut être résumée en 3 étapes principales : 

Ø Étape 1 : Définition du besoin par une collecte de données d’entréesè rédaction d’un cahier de 

charges pour présenter au mieux le besoin. 

Ø Étape 2 : Recherche de solutions adaptées aux problèmes, levée des éventuels points de blocage 

è trouver des fournisseurs de solution et les étudier. 

Ø Étape 3 : Choix de solution et implémentation.  

 
 
Divers services gravitent autour de la production afin d’assurer la conformité de celle-ci. Ainsi il était 

indispensable de saisir l’impact, les contraintes du projet sur ces différents services également afin 

d’assurer une implémentation fluide. Ces différents services sont :  

 

- La qualité opérationnelle 

Les IPC étant une opération procédurée et tracée dans le dossier de lot, il était indispensable d’échanger 

avec la qualité opérationnelle sur les répercussions de nos éventuelles modifications.  
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- La qualification validation 

Dans l’éventualité d’un nouveau système de pesées, ce service serait impliqué dans sa mise en place. 

 

-  La qualité produit  

Le service de qualité produit du site est responsable de la libération de produit fini fabriqué sur Craponne. 

Chaque étape du procédé de fabrication a été évaluée de manière à identifier les étapes pouvant impacter 

potentiellement un Attribut Qualité Critique (AQC) du produit. 

 

- Les Systèmes informatisés ou IS 

Il s’agit du service responsable de toute la composante informatique et connexions réseaux du site. Il est 

impossible de parler de digitalisation et d’industrie 4.0 sans parler systèmes informatisés.  

 

9 Résultats 
 

9.1 Résultats étape 1  

 
9.1.1  1er contact fournisseur 

 

Il a servi de point de départ pour établir un plan d’action. Des moyens de pesée sont disponibles dans 

l’industrie principalement agroalimentaire mais avec une adaptation possible au champ d’action du 

projet. Les équipements proposés sont compatibles avec la certification 21 CFR Part 11. Enfin cette 

étape a clairement mis en évidence la nécessité de présenter le produit, son environnement et le procédé 

d’IPC actuel aux fournisseurs afin qu’ils puissent s’en saisir et ainsi proposer des solutions adaptées 

 
9.1.2 Collecte de données 

 
La collecte de données s’est réalisée de plusieurs manières afin de rassembler le plus d’informations 

pour réaliser l’état des lieux de la situation et évaluer les besoins pour rédiger les Spécifications Besoin 

Utilisateurs (SBU) qui est un document reprenant le contexte, la problématique, le détail du processus 

actuel et le cahier des charges du processus futur souhaité. Ce document est utilisé en interne pour définir 

le besoin et lancer le projet, mais il sert également de base pour présenter ainsi nos besoins aux 

fournisseurs de solutions.  

 

- Immersion terrain 
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Elle a servi à réaliser un état des lieux. Les IPC sont des contrôles principalement qualitatifs incluant le 

contrôle de l’aspect de la boîte, la présence du data matrix, la présence de bulles, microbulles, particules 

mais également quantitatifs avec vérification de la masse de la gélose 

Le processus d’IPC se détaille selon les étapes suivantes : 

1- Prise des boîtes dans l’ordre croissant des numéros de voies 1à6/8 ; 

2-  Scan du Data de l’une des boîtes (habituellement la 1ère) : vérification du numéro de lot ; 

3- Vérification de l’aspect des boîtes via l’ensemble des contrôles qualitatifs ; 

4- Tare de la balance avec un couvercle de boîte ; 

5- Décollage de la gélose à l’aide d’un serflex pour la faire tomber dans le couvercle 

6- Mesure de la masse puis tare de la balance ; 

7- Le cycle reprend à partir de l’étape 4 pour chaque boîte jusqu’à la fin ; 

8- Remplissage de la fiche de masse 

 

Pour chacune de ces étapes les dérives potentielles ont été répertoriées et les actions mises en place ou 

à essayer de mettre en place pour les contrer ont été répertoriées (Tableau V) 

 
Tableau V - Analyse des étapes du processus d'IPC 

• Sur CT2 : échantillonnage automatique toutes les 20 minutes 

Sur L7 et CT3 demandes d’échantillonnage manuelles. 

Risques : oubli de réalisation de l’échantillonnage au bout de 20 minutes, manque de 

précision dans la périodicité des IPC 

Amélioration possible : automatisation au niveau de l’online (système de commande 

informatique) de la demande d’IPC. Mise en place d’un système d’alarme. 

 

1- Prise des boîtes dans l’ordre croissant des numéros de voies 1à6/8 

Risque : manque de vigilance lors de la collecte des boîtes : Mélange des voies. 

Amélioration possible : risque faible mais corrigé par le marquage du numéro de voie sur la 

boîte. Cependant il subsiste un risque dû à l’habitude des opérateurs, mais une formation et 

sensibilisation adaptées devraient suffire. 

 

2- Scan du Data de l’une des boîtes (habituellement la 1ère) : vérification du numéro de lot. 

Risque : défaut du Data/défaut jet d’encre : Rejet de production jusqu'à la dernière 

conformité donc environ 20 minutes de production. 
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Solution : nettoyage jet d’encre avant début production.  

Amélioration possible : contrôle du jet d’encre (déjà réalisé), nettoyage des têtes d’encre 

avec écouvillon adapté pour assurer la justesse de l’impression. 

 

3-Vérification aspect des boîtes, jets d’encre et gélose etc. 

Risque : boîtes abîmées/présence bulles, microbulles 

Solution : arrêt ligne, nettoyage embout des têtes d’encre au serflex. 

Amélioration possible : nettoyage embout avec écouvillon adapté. 

 

4- Tare de la balance avec un couvercle de boîte. 

Risque : Rien à signaler 

Solution : Non applicable 

Amélioration possible : enregistrement du poids d’une boîte puis pesée directement de la 

masse en gélose par la balance automatique. Mais il y a un point de vigilance, au sein du 

même lot le poids des boîtes de Petri semble être le même mais peut différer d’un lot de 

boîtes à l’autre. 

 

5- Décollage de la gélose à l’aide d’un serflex pour la faire tomber dans le couvercle 

Risque : fragmentation de la gélose, perte de matière 

Solution : reprise du/des morceaux tombés. 

Amélioration possible : soit pesée la gélose directement dans la boîte, soit on trouve un autre 

système de décollage moins destructif. 

 

 

6- Relevé de la masse de gélose puis tare de la balance 

Risque : oubli de notation du poids avant la tare 

 

7- Le cycle reprend à partir de l’étape 4 pour chaque boîte jusqu’à la fin. 

8- Remplissage de la fiche de poids  

Risque : se tromper dans le remplissage par automatisme, ne pas lancer de réglage 

Solution : Vigilance des opérateurs 
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Commentaire :  

manque de suivi de l’évolution de la déviation de la masse de gélose 

 

- Point qualité opérationnelle 

Les procédures qualité qui régissent les IPC sont principalement le dossier de lot dans lequel est tracé 

cette opération, la fiche de suivi de masse et enfin la procédure d’utilisation des balances pour le contrôle 

de la masse de gélose qui décrit entre autres la méthode de prise de masses. Un élément important à 

relever est la mise en place de la Data integrity lors de la collecte de ces données. Ce point serait assuré 

avec une certification 21 CFR Pat 11 de l’équipement mis en place. 

 

- Point avec qualification validation 

À la suite de cette étape, il apparaît qu’au vu du projet d’optimisation de la ligne actuelle, la tendance 

serait plus à renforcer les IPC plutôt qu’à rallonger leur fréquence. En effet pour challenger les IPC, il 

faudrait une étude de capabilité du procédé actuel comprenant son analyse fonctionnelle, l’identification 

de facteurs d’influence ainsi que la réalisation d’essais. Cela devrait se faire via la réalisation d’un plan 

d’expérience avec étude statistique. Actuellement, le principe de décoller la gélose de la boîte pour la 

peser serait plus fiable que de peser la boîte entière. Cependant, cette dernière option reste envisageable. 

Passer sur du contrôle non-destructif nécessiterait un renforcement temporaire des IPC avec un switch 

progressif entre la méthode actuelle et l’automatisation du procédé. 

 

- Point avec qualité produit 

La qualité produit base ses consignes, procédures et actions en matière d’échantillonnage sur la norme 

ISO 2859-1. En effet même si l’entreprise n’est pas certifiée, elle tend cependant vers un alignement au 

plus près possible sur cette norme. Ainsi toute amélioration à faire sur le processus des IPC aurait une 

plus-value à s’inscrire dans les exigences de la norme. 

Les IPC servant à détecter les dérives du procédé, si le procédé est capable, un allongement des 

fréquences est envisageable mais dans le cas contraire il faudrait penser à les rapprocher. Parmi les AQC 

évalués lors des IPC, la problématique de la masse de gélose est plus sensible. Des masses trop hautes 

par exemple pourraient être synonymes d’une dilution de certains composés et donc un risque en termes 

de performance du produit. 

 

- Point Systèmes informatisés 

Tout équipement ou logiciel extérieur au site et qui doit être mis en relation avec des équipements 

existants ou mis en réseaux sur le système actuel doit satisfaire à des exigences de sécurité, de mise à 
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jour ou d’installation. Une collaboration entre le service SI de Biomerieux et celui du fournisseur choisi 

sera essentielle tout au long de la mise en place de la solution choisie.  

 

Grâce à cette première étape, un cahier des charges a été rédigé. Il peut être retrouvé en Annexe 1 de ce 

document. 

 

9.2 Résultats étape 2 : Recherche de solutions adaptées aux problèmes  

 

Il a tout d’abord fallu réaliser un Benchmark des fournisseurs. Cette opération consistait à effectuer des 

recherches sur le marché des différents fournisseurs de solutions de pesée. 2 fournisseurs A et B ont été 

identifiés.  

 

Afin d’élargir les recherches, les méthodes de réalisations des IPC sur un autre site Biomerieux ont été 

étudiées et cela a permis de découvrir une troisième solution possible à cette problématique. 

 

9.2.1 Présentation des différentes solutions 

 

9.2.1.1 Solution du fournisseur A 

 

La solution proposée par le fournisseur A est un logiciel connecté avec des équipements additionnels. Il 

s’agit d’un logiciel avec une License de base et plusieurs modules au choix permettant la collecte des 

données ainsi que leur traitement, mais également un pilotage des opérations, identique au processus 

actuel utilisé (cf. annexe 1), à ceci près que toutes les opérations seront informatisées (remplissage de la 

fiche de masse, validation). 

 

Une fois l’application installée sur un ordinateur en ZAC, les opérateurs pourront rentrer les informations 

nécessaires sur une interface web disponible sur tablette informatique. L’un des modules clé de cette 

solution est le module de statistique de Tares qui permettrait de mettre en place la pesée non destructive 

des boîtes. En début de lot, la masse à vide des boîtes de Petri pourra être enregistrée dans le logiciel, 

qui pourra ensuite faire la soustraction automatique suite à la pesée des boîtes remplies pour obtenir la 

masse de gélose.  

 

 



 62 

 
Figure 19 - Caractéristiques du logiciel du fournisseur A 

Ce logiciel serait donc installé sur le réseau avec une possibilité de 3 ouvertures en simultané avec 

connexion aux balances et aux équipements informatiques nécessaires. Le serveur web serait accessible 

via divers équipements (mobile, tablette ou ordinateur). La consultation des données pourra être réalisée 

à distance par tout utilisateur avec les accès requis. Les services qualité ou industrialisation pourraient 

ainsi avoir facilement un accès à l’état des contrôles à tout moment. 
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Figure 20- Synoptique d'installation du logiciel 

 

9.2.1.2 Solution du fournisseur B 

 

Dans le cadre de cette solution, il s’agit d’une balance connectée, c’est-à-dire une balance à laquelle est 

intégrée une interface utilisateur moderne tactile permettant de piloter les différentes actions requises. 

Répondant aux exigences de conformité du domaine pharmaceutique, elle assure une intégrité des 

données et la connectivité, la manipulation ergonomique des échantillons, la facilité d'intégration des 

processus et la communication illimitée au plus haut niveau d'exactitude et de précision. 

 

Il existe un panel d’applications permettant de répondre aux besoins de Data integrity, de pesées et 

d’enregistrement automatique des données. Ces balances peuvent également être reliées aux 

équipements informatiques déjà présents en ZAC, soit par une connexion filaire ou une connexion réseau 
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sans fil. Pour l’analyse et le traitement de données, celles-ci seront exportables sous un fichier excel ou 

PDF. Cette solution impliquerait un remplacement de toutes les balances du secteur. 

 

 

 

 
 

Figure 21 - Balance connectée proposée par le fournisseur B 

 

9.2.1.3 Solution autre site Biomerieux. 

 

Il s’agit d’un simple logiciel de maîtrise statistique de procédés (SPC vision) installé sur un ordinateur 

relié aux balances de pesées. Il permet la collecte des mesures et données de traçabilité et sert 

essentiellement pour le suivi en temps réel avec une carte de contrôle et des alarmes statistiques. Il 

permet également une analyse statistique ou la possibilité de renseigner les causes assignables ou les 

actions correctives effectuées lors d’un défaut du procédé. Ce logiciel n’est malheureusement pas 

qualifié et validé ainsi son utilisation est purement à titre d’indication visuelle, les données qui en 
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émanent ne peuvent pas être acceptées comme gage de qualité. Il reste impératif de conserver le ticket 

de pesée qui fera foi. Dans notre problématique le ticket de pesée doit être supprimé pour arriver à la 

digitalisation du contrôle. 

 

 

 
 

Figure 22 - Aperçu de l'interface d'utilisation du logiciel SPC vision 

 

9.3 Résultats étape 3 : Choix de solution et implémentation.  
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Comparaison des solutions 

 
Tableau VI - Avantages et Inconvénients des solutions de digitalisation proposées 

 Solution A Solution B Solution C 

Avantages Réutilisation des 

balances 

Logiciel complet et 

paramétrable 

Possibilité de le 

relier à d’autres 

équipements de 

contrôle et de 

suivre tout le lot 

Utilisable avec tout 

type de balances 

Balance connectée 

Data integrity +++ 

Conforme avec les 

Bonnes Pratiques 

de Laboratoires 

Interface simple à 

manipuler 

Faible effort de 

qualification 

validation, faible 

effort IS 

Protocole logiciel 

déjà prêts 

Inconvénients Coût Pas de logiciel 

pour le traitement 

automatique : 

nécessité de 

paramétrer 

manuellement 

Balance limitée à 5 

échantillons à la 

suite 

Délai de mise en 

place 

Pesée destructive 

Nécessité de 

changer les 

balances 

Nécessité de 

garder 

l’imprimante de 

ticket de pesée 

 

 

  

En comparant les différentes solutions, la tendance est plus vers la solution A du fait de sa flexibilité, 

des différents paramètres, de la possibilité d’avoir un suivi de tous les contrôles au cours de la production 

d’un lot, dès la fabrication de la gélose. Cette solution ne demanderait pas de changement des 

installations de balance, ce qui serait un plus financier. Il s’agit de la solution répondant au mieux au 

cahier des charges 
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Cependant l’utilisation du module de statistique de tare présenté par le fournisseur soulève la 

problématique de la pesée non destructive. Le principal point de blocage de cette méthode est la capacité 

de maîtriser la masse des boîtes de Petri, pour s’assurer qu’une potentielle variabilité de masse n’influe 

pas sur la masse de gélose et que cela passe inaperçu. 

Pour cela un plan d’expérience a été rédigé et exécuté. Il peut être retrouvé en Annexe 2 de ce document.  

 

La validation finale de solution ainsi que les décisions concernant le pilotage du projet doivent être 

réalisés par le comité de pilotage du site. 

 

10 Conclusion du Projet 
 

Le travail réalisé a été présenté en comité de pilotage du site. À la suite de ce comité il a été décidé de 

faire de ce sujet un projet global site et de ne pas le limiter au secteur Petri 3, afin d’avoir une vision à 

long terme et à plus grande échelle et de réaliser cette avancée significative pour tout le site. Une étude 

plus poussée devrait être réalisée dans ce cas avec un élargissement des recherches de solutions, pourquoi 

pas même des appels d’offres. Si le système est mis en place il faudra penser à exploiter les données qui 

seront aussi un indicateur du fonctionnement de la ligne et permettront de passer à une phase 2 de 

challenge des fréquences d’IPC à des temps plus longs. 

 

La mise en place de contrôles digitalisés vise à faire avancer l’industrie dans l’ère du 4.0. Cette industrie, 

par rapport à celle d’avant plus structurée, se veut dynamique, flexible et décentralisée. La mise en réseau 

se fait à deux échelons. D’une part, au sein de l’entreprise elle-même, les systèmes informatiques se 

mêlent à la production industrielle. D’autre part, l’entreprise par rapport à son environnement optimise 

les interactions et la communication entre l’entreprise et toutes les autres parties prenantes de la chaîne 

de valeur du produit. 
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Conclusion Générale 
 

Ayant établi l’importance des contrôles microbiologiques en industrie ainsi que la place des boîtes de 

Petri dans ce domaine, il est évident que la qualité des produits pharmaceutiques dépendra de la qualité 

des boîtes utilisées pour ces contrôles. Ce projet a eu pour objectif de digitaliser le procédé de contrôle 

en cours de production de ces boîtes de Petri afin de gagner en performance. Il a fallu identifier les 

besoins, explorer les différentes solutions liées à la problématique, puis les confronter aux réalités du 

terrain afin de faire des choix éclairés. 

 

L’implémentation de la digitalisation dans cette étape du procédé de production peut ainsi se faire de 

différentes manières. Il peut s’agir d’objets connectés, de mise en réseau d’équipements, d’exportation 

automatique et de traitements de données. Les solutions existantes sont donc multiples, mais le choix et 

la mise en œuvre doivent impérativement se faire en tenant compte de l’utilisation qui sera faite sur le 

terrain : le besoin utilisateur. Le but n’est pas de rajouter des mouvements ou étapes superflus, il faut 

assurer une adhérence des opérateurs. 

Sur le long terme, il faut imaginer que la collection et l’analyse de données au niveau de ces IPC 

permettraient d’acquérir plus de données sur la capabilité et les performances des lignes de production. 

Une mise en relation des différents équipements de contrôles ou de mesure, présents sur le circuit de 

fabrication des boîtes de Petri permettrait un suivi continu et en temps réel de l’état des lots produits. 

 

La digitalisation avec notamment la Data integrity représente une réelle plus-value dans le traitement et 

le suivi des données et actions entrant en jeu dans la production. Cependant, il faut être conscient des 

limites de cette digitalisation. Sans des données d’entrée adaptées, la digitalisation ne peut être exploitée 

à son potentiel maximum et ne présente ainsi qu’un faible intérêt. 

 

Au sein d’une entreprise il faut également adopter une démarche d’amélioration globale avec une vue 

d’ensemble afin d’éviter un fonctionnement à plusieurs vitesses, qui entraînerait un effet antagoniste à 

celui de l’évolution recherchée. 

 
Le Doyen de l’UFR de Pharmacie     Le Président du Jury 

 
Brigitte VENNAT      Eric BEYSSAC  
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Annexes 
 

Annexe 1 : Cahier des charges – Spécification des Besoins Utilisateur 
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Annexe 2 : Plan d’expérience – Poids des boîtes de Petri en ZAC 
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SERMENT DE GALIEN 
 

 
« Je jure, en présence des maîtres de la faculté́, des conseillers de l’ordre des pharmaciens 

et de mes condisciples :  

- D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur 

témoigner ma reconnaissance en restant fidèle à leur enseignement ;  

- D’exercer, dans l’intérêt de la santé publique, ma profession avec conscience et de 

respecter non seulement la législation en vigueur, mais aussi les règles de l’honneur, 

de la probité́ et du désintéressement ; 

- De ne jamais oublier ma responsabilité́ et mes devoirs envers le malade et sa 

dignité́ humaine ;  

- En aucun cas, je ne consentirai à utiliser mes connaissances et mon état pour 

corrompre les mœurs et favoriser des actes criminels. 

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidèle à mes promesses. 

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé́ de mes confrères si j’y manque. » 
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Résumé 
 
 
Dans le processus de production pharmaceutique, le contrôle microbien est très important. Des matières 

premières aux produits finis, tout le processus de production se poursuit pour garantir la qualité absolue 
des médicaments et in fine la sécurité du patient. Parmi la multitude de méthodes de contrôles existant 

de nos jours, les boîtes de Petri restent plébiscitées. Il est donc primordial d'assurer leur production de 

manière standardisée, assurant un niveau de qualité et conformité justifiant de l'exactitude des données 

recueillies lors de leur utilisation. Ainsi, lors de leur fabrication, des contrôles sont effectués pour assurer 

un niveau de qualité acceptable, conformément à la réglementation en vigueur, la Pharmacopée 
Européenne. 

La digitalisation s'est imposée ces dernières années dans la société. La révolution numérique ou 

quatrième révolution industrielle a de permis nombreuses avancées, notamment dans le domaine des 

industries de santé en termes de recueil et traitement de données, systèmes informatisés, objets 

connectés ou encore d'automatisation des procédés, garantissant ainsi des niveaux de performance plus 
élevés dans l'industrie. Digitaliser les procédés de contrôles, en cours de production des boîtes de Petri, 

apparaît comme une étape essentielle pour gagner en qualité et productivité dans ce domaine. 
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