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INTRODUCTION

Le processus de retraitement des dispositifs médicaux réutilisables est un procédé
spécial nécessitant une maitrise et un contrble des différentes étapes de préparation.
D’apres les Bonnes pratiques de pharmacie hospitaliere, « L’emballage est compatible avec
le procédé de stérilisation, assure le maintien de la stérilité jusqu’a l'utilisation et permet
I'extraction aseptique du dispositif » (1). L'état stérile d’'un dispositif médical ne peut étre
maintenu que lorsque I'emballage est intégre. Dans le cas des emballages souples (sachets,
gaines ou pliages) les déchirures ou perforations compromettant la stérilité sont facilement
identifiables. Dans le cas des conteneurs réutilisables, l'intégrité de I'emballage est plus
difficile a contréler et notamment juste avant l'utilisation au bloc opératoire. Pour cette raison
des tests de fonctionnalités sont effectués préalablement au conditionnement afin de
contrbler le maintien des performances de ces emballages avant stérilisation. Lorsque ces
contrbles se révelent négatifs, les conteneurs sont retirés du circuit de production et devront
faire I'objet d’'une maintenance avant réutilisation. En France, une méthode d’essai pour
évaluer I'étanchéité de la fermeture cuve/couvercle des conteneurs est décrite dans un
document normatif (2). Ce test de fuite a I'eau pratiqué dans certains établissements de
santé (3) est actuellement non reconnu par les fabricants de conteneurs. Cet essai de
performance a-t-il véritablement un caractere prédictif de la rupture d’étanchéité de la
barriére stérile ?

L’objectif de ce travail est de vérifier le maintien de l'intégrité du systéeme de barriére
stérile de conteneurs présentant un test de fuite a I'eau positif, en prenant en compte les
variations de pression observées pendant le transport et le stockage de ces dispositifs. Est-
ce que l'effet de la pression peut-étre une porte d’entrée de contaminants ?

Dans la premiere partie de ce travail, nous rappellerons limportance du
conditionnement qui s’intégre dans le processus global de stérilisation, les différents tests de
fonctionnalités et le rble du Systéme de Barriére Stérile (SBS).

Dans un second temps, nous débuterons par le contexte de notre étude, établirons
les essais préliminaires indispensables a la rédaction de notre protocole de recherche. Enfin
nous présenterons les résultats de notre étude évaluant I'intérét du test de fuite a I'eau pour

le contrble de fonctionnalité des conteneurs.
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PARTIE | : LE CONDITIONNEMENT ET LES CONTROLES DE FONCTIONNALITE EN
STERILISATION

1. Généralités
La stérilisation des dispositifs médicaux est une activité optionnelle de la PUI soumise a

autorisation préfectorale. Cette activité est exercée sous la responsabilité du pharmacien

gérant de la PUI ou d’'un autre pharmacien responsable aprés délégation de celle-ci (4).

La stérilisation est un procédé spécial nécessitant une maitrise de toutes les étapes du
processus car il est impossible de vérifier I'état stérile du produit final sans altérer son
intégrité. 1l est donc nécessaire de disposer d’opérateurs qualifiés et d’'un systéme
d’assurance qualité afin d’atteindre I'objectif final. Les différentes étapes du processus de
stérilisation sont décrites dans la figure suivante. Chacune d’entre-elles fait I'objet
d’exigences et de contréles qui lui sont rattachés. Nous décrirons plus spécifiquement les

éléments participant a la maitrise du conditionnement.

7 .
Stockage et Pré-
distribution désinfection

Libération Reéception
de la charge ettri

A
| .
|

A

II

Mettoyage
et ringage

Sterilisation
Conditionnement

- Verification
des
instruments

Figure 1: Les différentes étapes du cycle de retraitement des DMR
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2. Le conditionnement

Aprés I'étape de nettoyage, I'étape de recomposition qui lui succéde consiste a controler
et assembler les différents instruments d'une méme composition selon un listing défini et
validé. Aprés recomposition, les dispositifs et articles seront conditionnés dans un emballage

qui permettra de garantir le maintien de leur stérilité jusqu’au moment de son utilisation.

3. Le systeme de barriére stérile (SBS)

by

Les emballages utilisés lors du conditionnement sont de type a usage unique ou
réutilisable. Le choix du type d’emballage pour un dispositif médical dépend notamment de
leur configuration et de leur masse, mais également des conditions de stockage et de
transport, du co(t, du mode de stérilisation et du mode douverture attendu par les

utilisateurs (présentation aseptique).

Selon la norme ISO 11607-1(7), le systeme de barriére stérile (SBS) est « I'emballage
placé directement en contact avec le dispositif et constitue une barriére imperméable aux

micro-organismes ».
« Le systeme de barriére stérile préformé est un systéme de barriere stérile qui est fourni

partiellement assemblé pour remplissage et fermeture finale ou scellage ». Le conteneur

réutilisable répond a la définition du SBS préforme.

L’emballage de protection est défini par une « configuration de matériaux congue pour éviter
tout dommage au systéeme de barriere stérile et a son contenu depuis leur assemblage

jusqu’au point d’utilisation ».

L’association d’'un SBS et d’'un emballage de protection constitue le systéme d’emballage.

Pharmacopée NF EN 868-1 NF EN I1SO 11607-1

Protecteur individuel de stérilité (PIS)  Emballage primaire Systéme de barriére stérile (SBS)
Emballage de protection Emballage secondaire  Emballage de protection

Unité protégée Emballage final Systéme d'emballage

Figure 2 : évolution des terminologies sur le conditionnement (5)
4. Les emballages souples

41. Les matériaux

Les matériaux utilisés dans la confection des emballages souples doivent permettre
la pénétration de I'agent stérilisant, en procurant une résistance mécanique et en assurant
un role barriére aux micro-organismes.
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4.2. Le papier
Celui-ci est fabriqué a base de fibres de cellulose blanchie, non recyclées, enrichies
d’additifs permettant 'amélioration des performances. La norme NF EN 868-3 (6) spécifie les

exigences auxquelles doivent répondre les papiers.

4.3. Le non-tissé ou intissé

Le non-tissé (NT) est défini comme « une feuille manufacturée, constituée de voile ou de
nappe de fibres, qu’elles soient orientées directionnellement ou par hasard, liées par friction
et/ou cohésion et/ou adhésion » (7). Il est constitué de fibres naturelles hydrophiles
(cellulose) ou synthétiques hydrophobes (polyéthyléne, polypropyléne, polyester). L’absence
de structure géométrique organisée le différencie du papier. Il existe une grande variété de

non tissés selon le procédé de fabrication, de la nature des fibres et des adjuvants utilisés.

La présence d’un liant entre les fibres du NT, créant un enchevétrement des fibres,

augmente la résistance mécanique et améliore les performances de barriére microbienne.

Figure 3 : Les fibres du non tissé en cellulose Figure 4 : Les fibres du tisssu en microscopie

en microscopie d’aprés Arjowiggings d’aprés Arjowiggings

Le non-tissé SMS est formé de trois couches de fibres : Spunbond-Meltblown-Spunbond. Le
Meltblown est un réseau de fibres denses permettant la filtration des micro-organismes. Les

couches Spunbond apportent de la résistance.

Figure 5 : Les fibres SMS d'apres Valutech
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4.4. Les films plastiques

Ne permettant pas le passage de 'agent stérilisant, les films plastiques sont utilisés en
association avec le papier ou le NT qui eux seuls permettent le passage de la vapeur d’eau.
Généralement le polyéthylene est associé au polyester et au polyamide. Le plus souvent il
s’agit d’'un complexe associant deux films dont l'un est utilisé pour le scellage par
thermofusion et 'autre comme support. L’association de deux films co-extrudés renforce la

résistance mécanique et la sécurité vis-a-vis du risque de perforations.

4.5. Les différents types de conditionnements souples

a) Les feuilles de stérilisation

Elles sont constituées de papier crépé simple ou renforcé ou de NT simple ou double. Les

feuilles de stérilisation utilisées sont a usage unigue et définies dans la norme EN 868-3.

Grande mémoire de forme

Absorption e o P
P Trés faible résistance mécanique

Mémoire de forme

Crépé renforcé Absorption . . L
Faible résistance mécanique

Résistance mécanique importante

Non-tissé z .
Peu de mémoire de forme

Risque d’humidité résiduelle

Résistance mécanique importante
Pas de mémoire de forme

Non-tissé SMS

Risque d’humidité résiduelle

Tableau | : Avantages et inconvénients des feuilles de stérilisation
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Figure 6 : feuille de NT pliée lors du conditionnement

L’emballage Wrap Dry® signifie emballage sec. La feuille violette constituée de
polypropyléne et d’une couche hydrophile favorise la diffusion et la vaporisation des exces
de condensats pendant la phase de stérilisation. Elle doit toujours étre associée a un SBS

car elle ne constitue qu’'un emballage de protection.

Figure 7 : Wrap dry®

L’emballage Kimguard one step® est constituée de deux feuilles de NT
(polypropylene) soudées sur les 2 bords. L’avantage énoncé par le fabricant est la réalisation
d’'un emballage double feuille en un seul temps de pliage, ce qui réduirait le temps agent

consacré au pliage.
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Figure 8 : Emballage one step® (8)

On appelle pliage le terme définissant le conditionnement réalisé a 'aide de feuilles de
stérilisation. L’utilisation de deux feuilles, anciennement appelé double emballage, permet
une ouverture en deux temps au moment de l'utilisation. L’emballage externe, plus exposé
aux contaminants environnementaux serait 6té a I'extérieur de la salle opératoire. Dans un
second temps, I'emballage interne (actuellement SBS) serait enlevé dans la salle

d’intervention juste avant 'utilisation du DM stérile.

Les feuilles pour emballage peuvent étre de couleurs différentes facilitant ainsi la
détection d’éventuelles déchirures ou perforations. Il existe plusieurs types de pliages (9) : le
pliage enveloppe ou le pliage pasteur. Le pliage enveloppe serait a favoriser car le nombre

de plis formés permettent une meilleure barriére contre les microorganismes. La fermeture

est ensuite réalisée par un ruban adhésif comportant un indicateur de passage.
Position des mains

; % pour les figures 3,4 et 5
1 . . %} :

5 6 7
4 5 5]

8

Sb I Kz ~

=
[=]
@

Figure 9 : Pliage type enveloppe (10) Figure 10 : Pliage type Pasteur (5)
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b) Les sachets et les gaines de stérilisation

Les sachets et les gaines de stérilisation répondent a la définition des « systémes de barriere

stérile préformés ».

Plusieurs types existent :
- Les sachets entierement papier
- Les sachets avec une face papier et une face plastique
- Les sachets avec une face en NT et une face plastique

En général, les trois cbtés du sachet sont scellés par le fournisseur tandis que la fermeture
finale est effectuée par l'utilisateur par thermoscellage. Il existe des gaines dont seuls les
cbtés longitudinaux sont scellés par le fournisseur permettant 'adaptation aux différentes
tailles des instruments.

Les exigences spécifiques pour les sachets et gaines thermoscellables sont indiquées dans
la norme EN 868-5 (11)

Le systeme de barriere stérile « ULTRA® » présente l'avantage d’avoir une excellente
pelabilité grace au matériau employé. Il ne présente pas de défibration ou d’émission de
particules lors de l'ouverture qu’il soit réalisé sur 'un ou l'autre c6été de la soudure par
l'utilisateur (12).

Onglet pour la préhension

Soudure rainurée 3 zones

Indicateur de passage

Chevron facilitant la pelabilité

Numeéro du lot
Sens de la pelabilité
Dimensions nominales




Figure 11 : Caractéristiques présentes sur les sachets de stérilisation

Facile & souder

Sachet Face transparente qui permet de voir
papier/plastique le DM
Pelabilité totale

Difficulté de conditionner les DM
lourds et volumineux
Défibration lors de I'ouverture

Face transparente qui permet de voir
le DM Difficulté pour le scellage
Pelabilité totale Risque de défibration
Trés pratique pour les DM volumineux

Sachet
papier/plastique
avec soufflet

Face transparente qui permet de voir

le DM
Sachet non- Pelabilité totale Risque d'humidité résiduelle
tissé/plastique Pratique pour les DM lourds et
volumineux

Résistance mécanique intermédiaire

Visualisation impossible du
contenu
Ouverture par déchirement
(particules et risque de faute
d’asepsie)

Sachet Echange de vapeur sur la surface
papier/papier totale du sac

Facilité de scellage
Bonne adaptation a la dimension du
DM
Face transparente qui permet de voir
le DM

Absence de chevrons facilitant la
pelabilité

Gaine
papier/plastique

Tableau Il : Avantages et inconvénients des sachets et gaines de papier/plastique

stérilisation (5)
5. Les emballages rigides
5.1. Les conteneurs

Le conteneur est un « systeme de barriére stérile rigide congu pour étre utilisé de

maniere répétée » (7). Il appartient au groupe des « systemes de barriére stérile préformé ».
5.2. Les matériaux des conteneurs

lIs sont congus en acier inoxydable, en aluminium anodisé ou en matériau
synthétique. L’aluminium anodisé offre une légéreté supérieure a celle de I'acier inoxydable

mais sa résistance aux chocs et a la déformation est plus faible. L’aluminium posséde des
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propriétés physiques d’accumulation thermique et de conductibilité thermique élevées

apportant en parallele des résultats de séchage intéressants.

5.3. Anatomie des conteneurs

Les conteneurs sont de forme carré ou parallélépipédique. lls sont constitués d’'une
cuve pouvant recevoir des paniers internes ou directement des instruments placés sur le
fond. lls disposent d’un couvercle permettant la fermeture du conteneur et parfois d’un sur-
couvercle selon les générations, La cuve comporte un porte-étiquette pour identifier la
composition et deux poignées afin de faciliter le portage. Les conteneurs ont un systéme
permettant le passage de la vapeur d’eau et celui-ci se situe dans la plupart des cas au
niveau du couvercle.

Tous les éléments sont inscrits sur la figure ci-dessous.
Couvercle

Joint d’étanchéité

Filtre a usage unique
avec  témoin de
passage de la vapeur

Coins internes arrondis d’eau

facilitant le nettoyage

Cuve

Systéme de fermeture
Porte-étiquette

Poignée

Figure 12 : conteneurs au CHMS
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5.4. Avantages et inconvénients des conteneurs

Avantages Inconvénients

Dimension normalisée permettant un Codt a l'achat

stockage ordonné _ L R
Maintenance réguliére colteuse

Conditionnement adapté a des instruments

lourds Obligation de les désassembler lors du
lavage
Bonne résistance mécanique lors du _ o
transport et du stockage Contréle rigoureux avant chaque réutilisation
Identification simple avec I'étiquetage Poids
Evite les déchets et les colits d’élimination Difficulté d’appréciation des détériorations
engendrés par les emballages & usage possibles
unique

Tableau Il : Avantages et inconvénients d’un conteneur

5.5. Les systemes de filtration

A. Filtre de papier crépé a usage unique. lls répondent aux mémes exigences que les
feuilles de crépes décrites dans la norme EN 868-3. lls sont préférentiellement équipés
d’un indicateur de passage et sont tenus en place par le porte-filtre. lls sont remplacés

lors de chaque recomposition.

B. Filtre mécanique :
a) Soupape (pression/dépression)

Figure 13 : Soupape du Steriset Wagner (13)
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Les soupapes réagissent différemment selon les différences de pression au cours du cycle
de stérilisation :
- Pendant les phases de pression sub atmosphérique : la soupape s’ouvre
en laissant pénétrer la vapeur d’eau.
- Pendant les phases de vide : la soupape s’ouvre en sens opposé, l'air et la

vapeur s’échappe en dehors du conteneur

En dehors du cycle de stérilisation c’est-a-dire pendant le stockage et le transport : la
soupape est fermée, et constitue une barriere a la pénétration des micro-organismes. Le
principal avantage du systéme soupape est qu’il n’utilise pas de consommable. Son principal
inconvénient réside dans la difficulté d’exécuter un contréle de fonctionnalité des soupapes
en routine. Les soupapes sont localisées soit dans le couvercle ou dans le fond de la cuve

du conteneur.

b) Systéme MicroStop® KLS MARTIN :

Le systeme Microstop est constitué d’'un disque en matiére plastique indéformable,
placé sur la face interne du couvercle et formant une barriére infranchissable pour les
germes. Ce filtre est indiqué pour 500 cycles ou une année d’utilisation (14). Selon le
principe d’inhibition de flux décrit par Pasteur, il impose un chemin tortueux aux gaz, retenant
ainsi les particules et les germes. Ce systeme revendique une efficacité a 99.99999% de la
barriere microbienne bien que le dossier scientifique repose sur un échantillon de 2
conteneurs testés 3 fois. Les performances de stérilisation et de I'aptitude au stockage ont
été réalisées sur 5 conteneurs(15).

Zones Entrée d'ai Zones
horizontales ntree d'air - porizontales

b

=)

&u:@?&ﬂs

]
]
t

[ v
Sortie d'air Sortie d'air

Figure 14 : filtre Microstop KLS Martin (16)

C. Filtres de tissus : utilisés pour 200 cycles ou trois mois d’utilisation.
D. Autres filtres permanents/réutilisables (membrane en PTFE testé pour 5000 cycles) :
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a) Systeme PRIMELINE® AESCULAP : le filtre PTFE est validé pour 5000 cycles de
stérilisation, il s’agit d’'une barriére microbienne a action permanente. Ce dernier est
intégré au couvercle en polysulfones.

b) Systeme Permafilt R® CBM-Medlane : c’est une bi-filtration en PTFE placée sur les
parois latérales de la cuve. Il est validé pour 2000 cycles de stérilisation.

Figure 15 : Systéeme Permafilt'R de CBM-Medlane (17)
5.6. Les systémes de verrouillage
A. Verrouillage automatique par le systéme ThermoLoc® : sous l'action de la chaleur

pendant le cycle de stérilisation, le verrou coulisse vers le bas bloguant ainsi la

fermeture jusqu'a 'ouverture volontaire du conteneur.

Figure 16: systeme ThermoLoc® de Landanger : Steriset Wagner (13)

B. Verrouillage avec scellés : les scellés ou plombs sont des systemes de verrouillage
en matériau synthétigue disposés avant le cycle de stérilisation. lls peuvent
comporter un indicateur de procédé et seront rompus et enlevés avant l'utilisation du
contenu du conteneur en salle d’intervention. L'absence ou la rupture de scellé

témoigne d’une ouverture possible du couvercle du conteneur.
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5.7. Les fonds des conteneurs

A. Fond standard

B. Fond avec filtre : principe identique au filtre de couvercle

C. Fond avec purgeur: il permet de sécher les charges lourdes contenant des
instruments. Ce principe n’est pas adapté pour le conditionnement et la stérilisation
des textiles. Le liquide provenant de la condensation peut s’écouler hors du
conteneur lorsque la température dépasse un certain seuil (130°c pour les
conteneurs SteriSet®).

Figure 17 : Ecoulement du purgeur thermique quand celui-ci s’ouvre de Landanger :
Steriset Wagner (13)

5.8. Couvercle et sur-couvercle

A. Couvercle rigide en acier inoxydable ou en aluminium

B. Couvercle en PolyPhénylSUIfone (PPSU)

Systéeme PRIMELINE® AESCULAP : le couvercle est en matériau synthétique et la cuve en
aluminium. Contrairement aux couvercles en aluminium, ce dernier est plus résistant aux
chocs et déformations mais il présente une interaction avec les produits de lavage ou de
ringcage. Il existe une incompatibilité entre les tensio-actifs contenus dans ces agents
chimiques et les polysulfones non recuits présents dans le matériau entrainant sa fragilité et
sa rupture. Cela s’appelle le stress-cracking dont le résultat est I'apparition de microfissures.
Il est nécessaire dutiliser un programme de lavage différent ou un produit parfaitement

adapté a ces couvercles pour éviter ce phénomene.
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Figure 18 : Conteneur version PRIMELINE de la marque AESCULAP (18)

C. Sur-couvercle : en inox ou en aluminium anodisé

5.9. Les conteneurs d’hier a aujourd’hui

% Curt Theodor Schimmelbusch (1860-1895) est un physicien et médecin allemand.
Vers 1890 (19), il propose une stérilisation quotidienne des pansements médicaux
conditionnés et stockés dans la méme boite jusqu’a leur utilisation pendant
l'intervention chirurgicale. Pour cela il modifie les dessins du stérilisateur et invente
les boites de stérilisation cylindriques. Il s’agit d’'un tambour métallique avec un
couvercle refermable et des orifices de ventilation latéraux refermables. Le tambour
est recouvert d’'une doublure de coton épais. Il est également destiné a contenir les
instruments chirurgicaux. Celui-ci étant fermé, il est transporté jusqu’au lieu de

'opération sans contamination. (20)

Figure 19 : Stérilisateur a vapeur congu par Curt
Schimmelbusch pour la stérilisation des
instruments et pansements chirurgicaux en
1899 (8)

Figure 20 : Stérilisation a vapeur de Schimmelbusch
dans le catalogue AESCULAP de 1904 (10)
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k. 1. Boite en métal nickelé pour instruments.
2005100550 38. » 5020080 : 142. » | 429<I20x80 : 108. »
: : 5 : 150

i 6B, : 102. » : . »
WOAM0XT0 : 88, 5 | 400XA0x00 : 158, » | 40200 : 171, »
(Voir psge €0 nos autres dimensions de boites en 86 numéros).

k. 3. Boite pour stérilisation, modéle dn
Prof. Gosset, composée d'un fond, d'un bassin infé-
rieur et d'un couvercle formant trois plateaux pour
disposer les instruments stérilisés au moment de
Vopération. Dimensions 320<240<60....... 180. »

k. 5. Boite avec couvercle i charnitres pour
colon et pansements. (Ces boites se font soit en
métal nickelé, soit en tole étamée).

A90x130x115  270x165x150

k. 6. Bofte en métal nic-
kelé vercle & éclipse

tle étamée ~ 19. » 30. 7 33,3 pour coton. -

métal nickelé  64. » 8. . : e

Dimensions 02605160 52. , k. 9. Boite a eau spéclale pour stériliser
tole étamée a5 . ©7. 3 l'eau dans les autoclaves horizontaux.

métal nickelé 152. »

6 litres.. 225, » 8 litres.. 250. »

k. 12. Boites en cuivre nickelé pour la stérilisation des pansements.
(Le premier chiffre représente le diamétre).

k. 12. Boite de Schimmel-
busch pour la stérilisation des
pansements i lautoclave, fer-
‘meture & charniére.

5080 100120
——— ——— k.15 Roite de Dayen,
ee.. > 78. - pour la stérilisation de Veau,
1205120 2405160 en caivre nickelé.
By e 1 litre 4 litres
2 ey
240240 2003240 S G T
Les boites de 80 et 100% de diamétre se font avee trous sur les eités, AL a2s. »
loutes les autres avee éclipse sur le couvercle, Sur demande et moyen- o 10560 s
un supplément de 10 francs nous placons une seconde éclipse dans D240
e fond de a boite. 288, . 145, . 065

Figure 21 : conteneurs commercialisés en 1934 (21)

@

% 1950 : cylindres Schimmelbusch

Figure 22 : Cylindres Schimmelbusch vers 1950 (22)

0
0'0

« Dans les années 70 s'imposa une nouvelle méthode de mise a disposition du

matériel stérile : le systéme du set. Son principe de base : l'instrumentation, les

champs et les compresses destinés a une opération étaient préparés dans un set.
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Les instruments faisant partie d’'un set étaient définis et par conséquent standardisés.
Aprés 'opération, le set pouvait ainsi étre évacué dans son ensemble et retraité. Le

patient suivant était opéré au moyen d’'un nouveau set. » (22)

Figure 23 : Triple conteneur, composé d’éléments de fond, de cadre et de couvercle a
partir de 1971 (22)

< 1972-1984 : génération 1 — AESCULAP(23)

» Petites poignées autobloquantes 90°

Figure 24 : Poignées autobloquantes

» Plaquettes d’identification de chaque cété
» Plaques de fermeture sur la cuve

» Filtre carré, sans joint sur le porte filtre

= Clé de verrouillage
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Figure 25 : Filtre carrée
«» 1984-1987 : génération 2 — AESCULAP(23)

= Petites poignées autobloquantes 90°

= 2 plaquettes d’identification a gauche et étiquette de passage a droite
= Plaques de fermeture sur la cuve

= Filtre carré, sans joint sur le porte filtre

= Systeme de verrouillage avec un plomb

Figure 26 : Conteneur avec un systeme de verrouillage avec un plomb
< 1987-1994 : génération 3 — AESCULAP(23)

» Petites poignées autobloquantes 90°

» 2 plaquettes d’identification a gauche et étiquette de passage a droite

Figure 27 : Conteneur AESCULAP de génération 3
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» Plaques de fermeture sur le couvercle avec ressort intégré

= Filtre rond avec un joint sur le porte filtre

Figure 28 : Couvercle avec un filtre rond avec un joint sur le porte filtre

= Systeme de verrouillage avec un plomb

% 1994 a aujourd’hui : génération 4 : AESCULAP(23)

» Larges poignées autobloquantes 90°
» 2 plaquettes d’identification a gauche et étiquette de passage a droite
= Plaques de fermeture sur le couvercle avec ressort intégré

= Filtre rond avec un joint sur le porte filtre

Figure 29 : Filtre rond avec un joint sur le porte filtre

= Systeme de verrouillage avec un plomb

= Systeéme de sur-couvercle

Figure 30 : Conteneur génération 4 AESCULAP
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6. Les contrbles de fonctionnalités

Selon les BPPH publiées en 2001, « Avant stérilisation, chague conteneur réutilisable fait
I'objet d’un contrble visuel, et son aptitude au fonctionnement est vérifiée selon les
recommandations du fabricant. [...] Un plan de maintenance des conteneurs est établi et mis

en ceuvre, et le remplacement de tout élément est enregistré. » (1).

Nous allons présenter ci-aprés les différents tests de fonctionnalités permettant de
contréler les performances d’un conteneur. Actuellement et seulement depuis peu de temps ,
en dehors du fabricant AESCULAP® (24), peu de fabricants fournissent les
recommandations nécessaires a I'exécution des contrdles de fonctionnalité des conteneurs
avant réutilisation. Par conséquent, ces tests de fonctionnalité, indispensables avant chaque
réutilisation d’'un emballage réutilisable sont rédigés en interne dans les établissements de

santé.

6.1. Le contrble visuel

Au Centre Hospitalier Métropole Savoie (CHMS), avant chaque utilisation, les conteneurs
ou emballages réutilisables rigides font I'objet d'une vérification visuelle de leur

fonctionnalité. Toutes les parties du conteneur sont contrélés selon la procédure interne :

a. Cuve et couvercle : vérifier 'absence de déformation sur le pourtour supérieur de la

cuve et sur le couvercle

b. Poignées et portes-étiquettes : vérifier la présence des rivets et des vis de serrage au

niveau des portes-poignées et des portes-étiquettes

c. Guide-joint du couvercle : vérifier le bon positionnement et 'immobilité des rails du

guide-joint

d. Joint du couvercle : vérifier I'état du joint, I'absence de coupures, fissures,

décollement, écrasement, sortie de gorge

e. Joint du porte filtre : vérifier I'absence de décollement, de fissure ou de coupure du

joint

f. Systeme de verrouillage du porte-filtre : vérifier 'absence de déformation du porte-

filtre et I'efficacité de son systéme de verrouillage

g. Soupape : vérifier 'absence d’enfoncement ou de déformation des platines
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h. Systéme de verrouillage : vérifier le bon fonctionnement

Chaque contrdle est enregistré sur un document de tracabilité.

6.2. La cloche a vide

Ce test est décrit dans la norme EN 868-8 de juillet 1997. Le test de la cloche a vide
évalue lI'imperméabilité des scellages qui ne sont formés ni par fusion ni par adhésion. Cette
méthode est destinée au conteneur rigide et détermine «la capacité des scellages a
préserver une pression inférieure a la pression atmosphérique pendant au moins 10 minutes,
lorsque le conteneur est soumis & une pression extérieure dépassant les limites élastiques ».
Il s’effectue en plusieurs étapes grace au couvercle d’essai. La premiére étape consiste a
définir le point de dépression a partir duquel apparait une déformation sur un conteneur
d’'essai. La deuxiéme étape s’exerce sur deux conteneurs de dimensions identiques. L'essai
est validé si les deux conteneurs maintiennent une dépression. Ce test difficilement
réalisable en pratique quotidienne n’est plus décrit dans la derniére version de la norme EN
868-8.

©
q:_=__,,c-=~.b__ﬁ>ﬁ_‘:.“.:—E
=i
(1) Soupape d'arrat
(2-) Couvercle d'essai sarvant & scaller

(@) Pampa b vida
(4} Manomitra

Figure 31 : Couvercle d’essai du test de la cloche a vide (25)
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6.3. Le test aux ultrasons

Ce test développé en partenariat avec un établissement hospitalier utilise le principe des
ultrasons. Le détecteur ultrasons DE 120/EX est composé d’'un émetteur placé a lintérieur
du conteneur et d’un récepteur a I'extérieur du conteneur. Il convient de déplacer la sonde
réceptrice sur le pourtour du conteneur afin de détecter une éventuelle fuite. En effet, la fuite
crée une turbulence générant des sons a haute fréquence aussi appelés ultrasons. Cette

méthode nécessite d’effectuer un étalonnage sur un conteneur neuf.(3)

6.4. Le test de fuite a I'eau

Le test de fuite a 'eau est aussi appelé « test par rotation sur la tranche ». Le principe du
test a I'eau (2) évalue 'étanchéité de la fermeture cuve/couvercle des conteneurs. C’est un
test simple et utilisé en routine au CHMS. Aprés contrdle visuel des fonctionnalités des
conteneurs, chaque conteneur présentant un défaut fait 'objet d’un test a I'eau avant son
départ en réparation. A son retour aprés maintenance le test est a nouveau pratiqué pour

vérifier la qualité de cette opération.

Avant: recomposition 1 Test 3 Feau

Controle visue Operateur n®1

maintenance

28me tegt 2 Feau

e r n°1

mdﬂﬁ@mm@mm Conforme : o _E'!LJ CE

Figure 32: Protocole de suivi des conteneurs au Centre Hospitalier Métropole Savoie

(3)
Les différentes étapes du test de fuite a I'eau sont de :

a. Mettre de I'eau au fond de la cuve pour arriver a une hauteur d’environ 5 mm

b. Remettre en place le couvercle grace a son systeme de fermeture.
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c. Se placer au-dessus d’un champ permettant une meilleure visualisation des fuites
d’eau.

d. Basculer avec précaution le conteneur sur la tranche afin de ne pas déborder sur
le systéme de filtration.

e. Observer pendant 20 secondes d’éventuelles fuites.
f.  Renouveler 'opération sur chacun des 4 c6tés du conteneur.
Le test a I'eau est défini positif lorsque des fuites apparaissent sur au minimum l'un des

cOtés du conteneur testé. Le résultat est négatif en 'absence de fuites.

Ce test a fait 'objet d’'une étude nationale auprés de 7 établissements de santé. Aprés
élaboration d’'un protocole commun, les 7 établissements participants ont obtenu les

résultats suivants :

Tableau 1V: Résultats des tests a I’eau effectués dans deux pays

France (3) Suisse (26)
Nombre d'établissements de santé 7 4
Nombre de conteneurs testés 257 1024
% de test a I'eau positif 29 17

Suite aux enquétes démontrant un nombre conséquent de conteneurs présentant une
mauvaise étanchéité, AFNOR a rédigé un protocole harmonisé : FD S98-053 Juillet 2014
Protocole d'essais a effectuer sur les systémes de barriére stérile réutilisables (conteneurs)

afin d'évaluer I'étanchéité de la fermeture Cuve/Couvercle (2).
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PARTIE Il : ETUDE

1. Le contexte

Suite aux résultats d’'une 'enquéte nationale montrant que 29% des conteneurs présents
dans les établissements de santé présentait un résultat positif au test de fuite a I'eau (3), la
guestion de savoir si la présence de fuites de la jonction cuve/couvercle était potentiellement
corrélée au risque de perte du maintien de la stérilité dans un conteneur de stérilisation s’est

naturellement imposée.
2. L’objectif

L’objectif de notre étude est d’évaluer le maintien de la stérilité dans les conteneurs
présentant un test de fuite a I'eau positif. Un conteneur positif au test constitue-t-il toujours
un systeme de barriére stérile ? Pour répondre a ces questions, nous allons dans un premier
temps effectuer des essais préliminaires afin de déterminer les facteurs susceptibles de
provoquer la pénétration de microorganismes durant le stockage et le transport entre deux
établissements. Dans un second temps, nous procéderons a |'étude du maintien de
I'étanchéité de la jonction cuve/couvercle des conteneurs en les exposant a un aérosol

bactérien dans une chambre étanche.

3. Essais préliminaires

Selon différents auteurs (27)(28) I'efficacité de la barriere peut étre influencée par des
changements de pression. Lors d’essais préliminaires évaluant I'impact des variations de
pression au cours du stockage et transport, 2 types d’emballage ont été utilisés : panier
emballé sous feuille non-tissé et conteneur. Dans chacun des conditionnements ont été
placées quatre sondes d’enregistrement de pression et de température (TECHNOSOFT®)
avant stérilisation. Au cours de l'essai, les données sont enregistrées toutes les minutes
avec une sensibilité de +/- 15 mbar et une résolution de 2 mbar et pendant une durée de 10

jours. Les quatre compositions contenaient toutes des instruments.

Les tableaux V et VI expriment le poids et le volume des compositions. Ces données

seront exploitées pour le calcul du volume entrant.
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Poids Volume des instruments (L)

Poids du . Poids
Type des conteneur Poids net des otal avec d=m/V et
paniers instruments (g) Densité (acier inoxydable) =
: brut (g) (9)

vides (g) 8 kg/L

Panier A 1376 2190 3566 0.45

Panier B 1395 2418 3813 0.48

Conteneur C 1384 4231 2847 7798 0.53

Conteneur D 1010 4792 3782 8310 0.60

Tableau V : Détermination des poids composant les quatre emballages secondaires.

Volume des instruments (L) Vol Volume disponible
olume
Type avec d=m/V et Densité (L) =V total - V
o total (L) _
(acier inoxydable) = 8 kg/L instruments
Conteneur
: : 0.56 18.14 17.58
dimensions 56 x 27 x 12 cm
Panier
0.45 6.38 5.92

dimensions 51 x 25 x5 cm

Tableau VI : Détermination des volumes des emballages
3.1 Détermination du délai de refroidissement a la sortie des autoclaves

Afin de déterminer le délai de refroidissement a la sortie des autoclaves, des essais ont
été réalisés avec quatre sondes de P/T° placées dans deux types d’emballages : paniers
emballés sous double feuille non-tissé et des conteneurs. Les emballages contenaient tous
des instruments. Toutes les compositions ont été stérilisées ensemble dans le méme
stérilisateur a 134°C pendant 18 min. minimum. Les résultats sont présentés dans la figure
33.
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Figure 33 : Variation de la température en sortie d’autoclave

Aprés stérilisation et lors du déchargement, la température moyenne a l'intérieur des
compositions en sortie d’autoclave est de 83,5 °C. Il faut environ 120 minutes aprés la sortie
d’autoclave pour atteindre une température de 37 °C a l'intérieur des emballages et environ
5 heures et 30 minutes pour retourner a la température ambiante de I'arsenal soit 23 °C. |l
n’existe pas de différence de la vitesse de refroidissement entre les emballages souples et

les conteneurs.

3.2. Détermination du volume d’air entrant dans les compositions en sortie
d’autoclave

A Tissue du cycle de stérilisation et lors du refroidissement, il se produit une entrée d’air
vers l'intérieur des compositions du fait du phénoméne de contraction des gaz. Grace a nos
sondes de P/T° et en appliquant la loi des gaz parfaits [ ( pression x volume ) / température =
constante ], il est possible de déterminer ce volume d’air entrant. Dans les conditions de
refroidissement de la charge, la pression atmosphérique étant constante, nous pouvons
utiliser cette formule

V]_/T]_ = V2/T2
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T: (K) : température moyenne mesurée des compositions en sortie d’autoclave

T, (K) : température moyenne mesurée des compositions minimums atteint aprés complet
refroidissement

V; (L) : volume d’air théorique a I'intérieur des compositions en sortie d’autoclave

V; (L) : Volume d’air théorique a I'intérieur des compositions aprés refroidissement

Vi -V, (L) = volume possible de 'appel d’air extérieur

Remarque : les deux conteneurs étant de mémes dimensions, de méme pour les paniers, un

seul volume est calculé.

Type Vi (L) T, (K) T, (K) V, (L) Vi-V, (L)
Conteneur 17,02 356.5 295.5 14.57 2,45
Panier 5.63 356.5 295.5 491 0,72

Tableau VII : Détermination des volumes d’air entrant lors du refroidissement

Le tableau VII montre qu’au cours du refroidissement, 2,45 litres d’air extérieur vont

pénétrer a l'intérieur des conteneurs contre 0,72 litre dans le cas des paniers emballés.

En conditions normales, I'air pénétre au travers des filtres des conteneurs ou des
emballages non-tissé ce qui n’a pas d’impact sur le maintien de I'état stérile du fait de leurs
propriétés de barriére filtrante. Cependant si 'emballage non-tissé est endommagé ou si le

conteneur n’est plus hermétique, I'air peut alors pénétrer en dehors du systéme filtrant.

3.3. Détermination des variations de pression en conditions réelles lors du stockage
et du transport

Lors du transport, la variation d’altitude fait varier la pression atmosphérique. Lorsque

l'altitude augmente, la pression diminue et inversement.
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Figure 34 : Variation de la pression et du volume

Variation verticale de la pression atmosphérique

Altitude | Pression
— (m) (hPa)
Bea ol 0160 | 300
7190 | 400
5570 | 500
3010 700
1460 850
© Météo-France niveau de 55013 25
Figure 35 : Variation de la pression atmosphérique selon I'altitude

d'aprés Météo-France®

Dans un premier temps nous pouvons Vérifier que la pression contenue dans les

conteneurs varie de la méme facon que la pression atmosphérique théorique en utilisant la

formule suivante :

P(Z)=PO(]-'(O,OOGS*Z)IZBS,15)5'255

avec z (metre) : altitude

Po (mbar) : pression atmosphérique

P(z) (mbar) : pression théorique a une altitude donnée

A partir des enregistrements des sondes de pression/T® et de la formule des gaz parfaits
[ ( pression x volume ) / température = constante ] il est possible de déterminer le volume
d’air entrant dans chaque emballage. Dans les conditions de refroidissement de la charge, la
température de la zone de déchargement étant constante, nous pouvons utiliser la loi de

Mariotte :
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P]_.V]_ = P2.V2

P, (bar) : pression mesurée au Centre Hospitalier Métropole Savoie 0,962 bar
P, (bar) : pression mesurée a la destination finale
V; (L) : volume d’air théorique a l'intérieur des compositions au CHMS

V; (L) : volume d’air théorique a l'intérieur des compositions a la destination finale

Nous avons réalisé des essais en entrant nos compositions dans deux salles de bloc
opératoire affichant une surpression de 25 Pa soit 0.25 mbar. Les variations observées a
l'intérieur des emballages ne sont pas significatives étant donnée la sensibilité de la sonde a

2 mbar.
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Figure 36 : variation de la pression (mbar) pendant I’entrée et la sortie

d’une salle de bloc opératoire

Dans le cas d’'une salle de bloc opératoire maintenue en surpression par rapport aux
couloirs, nous pouvons déterminer le volume d’air entrant sous contrainte dans nos

emballages (tableau VIII).

Variation par rapport au CHMS Variation entre
(281 m d’altitude) arsenal et bloc
opératoire
(281 m d’latitude)
Altitude (m) 580 1325 238 281
AP (mbar) 32 115 4 0,25
V-V, (L) conteneur 0,61 2,39 0,07 0
V-V, (L) panier 0,21 0,83 0,03 0

AP = variation de pression et V1-V2 = variation de volume

Tableau VIII : variation du volume a l'intérieur des conteneurs
selon la variation de pression pendant le transport
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On observe d’aprés le tableau VIl que la différence de pression entre la salle de bloc

opératoire et le couloir ne provoque pas de variation de volume.

De la méme facon, nous avons étudié les variations de pression lors du transport en

ascenseur entre les étages -2 et + 4 (figure 37).
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Figure 37 : variation de la pression entre les différents étage du CHMS (mbar)

Malgré la faible sensibilité des sondes employées, ce graphique nous permet d’observer les
variations de la pression selon les étages de I'établissement. L’étage le plus bas (Niveau -2)

présente la plus grande pression dans les emballages.

3.4. Conclusion des essais préliminaires

Les résultats de nos essais préliminaires montrent que lors du stockage dans les
arsenaux stériles, I'entrée dans les salles opératoires ou lors des déplacements en
ascenseur, les variations de pression sont trop faibles pour engendrer une pénétration d’air a
l'intérieur des emballages. Ce phénoméne d’entrée d’air est cependant bien marqué lors du
refroidissement des compositions au déchargement du stérilisateur et lors du transport entre

2 établissements de santé situés a une altitude différente.
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4. Matériels et méthode

4.1. Protocole

Choix du microorganisme: Micrococcus luteus, comparable en taille avec
Staphylococcus aureus est un coccus Gram positif aérobie avec un diamétre de taille de 1.0
al1l.8um (27).

1. Sélection des conteneurs

A partir des conteneurs présents dans le circuit de production, et aprés exécution des
contrbles de fonctionnalité, effectuer le test de fuite a I'eau afin de sélectionner les
échantillons :

Composition d’une série de 3 conteneurs avec surcouvercle :

- F-: conteneur avec test de fuite a 'eau négatif et présence d’'un filtre (= témoin
négatif)

- F+: conteneur avec test de fuite a I'eau positif et présence d’un filtre
- T+ : conteneur sans filtre (= témoin positif)

Les conteneurs utilisés sont les mémes d’'une série a une autre. lls sont identifiés tels
que:F-delab5;F+delab5etT+delab

Réalisation de 15 séries de 3 conteneurs pour chaque surpression.

2. Préparer des géloses de Trypticase soja (BD®) sur des plateaux en polypropyléne de
dimension 12.5 cm sur 22 cm. Mettre en suspension 40 g de poudre dans 1 litre
d’eau stérile, bien mélanger puis chauffer sous agitation fréquente et laisser bouillir
pendant 1 minute de fagon a dissoudre entiérement la poudre. (2 litres pour 15

plagues).

Laver puis stériliser les plateaux de PP avant chaque remplissage. Disposer 1 plateau

contenant le milieu TSA dans chaque conteneur.
Composition par litre de produit :

- 15 g de digestion pancréatique de caséine
- 5 g de digestion papainique de soja
- 5gde chlorure de sodium

- 15 g de gélose
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3. Stériliser les conteneurs au cours d’'un méme cycle a 125°C pendant 20 min.

Figure 38: graphique du cycle « caoutchouc »

4. Apres déchargement des conteneurs, laisser refroidir pendant 2h30 (selon les essais
préliminaires) dans la zone de déchargement

5. Protéger par un emballage de protection pour le transport jusqu'a la salle de

manipulation
6. Préparer une série de 3 conteneurs

a. Pression utilisée : surpression de 25, 50 ou 75 mbar.

b. Aérosol biodynamique : utilisation d’'un aérosol et d’'une suspension de

Micrococcus luteus a la concentration de 5.10° UFC pour 1 ml. Décongélation
par friction a température ambiante des aliquots de Micrococcus luteus. Dans
la fiole contenant 1 ml de solution de Micrococcus luteus, 4 ml d’eau stérile

(eau ppi) sont ajoutés avec une seringue stérile a usage unique pour un
volume final de 5 ml et une concentration finale de 108 UFC/m.

c. Les conteneurs sont empilés dans la chambre d’aérosolisation d’un volume
total de 0,11 m® selon un ordre défini (voir figure 39: montage de la
manipulation)

d. Nébulisation de 5.10®8 UFC de Micrococcus luteus pendant 20 min avec
nébuliseur EKS Pro Ultrasonic Silent Jet 0201®.
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e. Ajout de la surpression dans la chambre grace a une pompe a air a pied.

f. Surveillance de la pression a lintérieur de la chambre grace au manométre

manuel externe.

g. Lachambre étanche reste fermée pendant 60 minutes.

Ouverture de la chambre

Aérosol de

Micrococcus luteus

Nébuliseur

Test de fuite positif

[ |

Cupule

Conteneur

Manomeétre

> ]
Entrée d'air ﬁ Témoin négatif

Témoin positif

\

/

L5 Chambre étanche

Figure 39 : montage de la manipulation

~

7. Retirer les conteneurs de la chambre. Désinfecter la surface grace a une lingette

BACTINYL®

8. Emballer a nouveau chaque conteneur dans un emballage de protection pour le

transport jusqu’au laboratoire de bactériologie

9. Manipulation sous hotte a flux laminaire. Les conteneurs sont préalablement

nettoyés avec une lingette BACTINYL®. L’aide opérateur ouvre le conteneur et le

présente a l'opérateur installé sous la hotte a flux laminaire. L’'opérateur attrape de

facon aseptique la plague de PP et la glisse dans un sachet de stérilisation

préalablement stérilisé. Les manipulations sont réalisées avec des gants stériles sur

un champ stérile.

Matériel nécessaire pour chaque manipulation :

- 2 cagoules,
- 2 masques,
- 2 casaques stériles,

- 2 paires de gants stériles,
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- 1 champ de table stérile 70x90 cm,

- 1 marqueur stérile (identification des plaques),

- Gel hydro-alcoolique,

- Lingettes BACTINYL®.

- 1 soudeuse

- 15 sachets papier/plastique préalablement stérilisés

10. La fermeture des sachets par soudure est réalisée directement sous la hotte a flux
laminaire.
11. Aprés fermeture des emballages, les plaques sont disposées dans une étuve a 37°C.

12. Une lecture des plaques est réalisée au 5°™ jour. Les plaques positives sont

identifiées et quantifiées en UFC.

13. Chaque série de 3 conteneurs est réalisée 5 fois & la méme pression

Témoin positif : colonies de | / Témoin négatif : pas de
Micrococcus luteus colonies

Figure 40 : Lecture des plaques de gélose TSA
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4.2. Méthodes de calculs

Détermination du volume entrant dans les conteneurs

Comme PV = constante, nous pouvons déterminer le volume d’arrivée dans les conteneurs
grace a la formule suivante :

Varrivée = (Patmosphérique-Vdépart)/(Patmosphérique+surpression)
avec Vggpart du conteneur = L * | * h (L=longueur, I=largeur et h=hauteur).

Soit Ventrant= Vdepart - Varrivée

Détermination du nombre théorigue d’'UFC entrant dans les conteneurs

Sachant que 5.10% UFC ont été nébulisées dans une chambre d’un volume de 0.11m?3, nous
pouvons ainsi calculer le nombre de UFC par m® puis déterminer avec la formule suivante le
nombre d’'UFC entrant dans les conteneurs en théorie :

UFCentrant en theorie = UFCo = [UFC/ ms]-ventrant

Détermination du Log Reduction Value (LRV) : valeur de réduction logarithmique

LRV = log UFC, - log UFC,

UFC,: nombre total théorique de bactéries présentes dans le volume d’air et pénétrant dans
les conteneurs

UFC; : nombre de bactéries présente sur les plagues de géloses aprés incubation.

Un LRV supérieur ou égale a 6 peut étre considéré suffisant et permet d’obtenir le 10-6
correspondant a la définition de I'état stérile. Le Niveau d’Assurance Stérilité est obtenu
lorsque le LRV est supérieur ou égale a 6.(28)

Détermination du pourcentage de la barriére filtrante

Barriére filtrante (%) = 100 — (UFC,.100) / UFC,

Particularité des calculs

Les UFC sont déterminées en quantités strictes lorsque les colonies sont visibles. Si celles-ci
sont absentes UFC<1 ou lorsque celles-ci sont présentes en grandes quantités (UFC>300)
alors :

- Si UFC>300 nous prenons par défaut UFC = 300

- Si UFC <1 nous prenons par défaut UFC = 0.1 pour le LRV car log 0 impossible et
UFC = 0 pour la barriére filtrante.
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5. Résultats

BN

Les résultats des essais effectués a chacune des pressions 25, 50 et 75 mbar sont
présentés respectivement dans les tableaux 1X, X et XI.

= -

:: :; :1‘:; Upl::q::r Micrococecus luteus Autres bactéries leg UFC, LRthlr.lngszc. m::::r\[:“

T1+ =300 =300 1 Staphylococcus cohnii 5.74 3,26 99,945653

1 Fi+ 250 250 582 342 99 862013
F1- <4 582 6,82 100

T2+ =300 >300 5,74 3,26 49 845653

2 F2+ 125 125 5,92 383 99 885136

F2- 23 23 5,81 445 00, 006426

T3+ =300 >300 5,85 337 99 857730

3 F3+ 10 10 5,98 4498 99, 895948
F3- <1 579 6,79 100

Td+ =300 =300 1 Staphylococcus cohnii, 1 bactérie non identifiable 5,74 3,26 40 345653

4 F4+ =300 5,81 333 40 853382

F4- 1 1 582 5,82 40 209543

T5+ =300 >300 5,85 337 99, 857730

5 F5+ 118 118 5,98 3N 99 8BTT7S

F5- 3 3 5,82 534 40, 800544

T1+ 70 70 5,74 390 99 887319

[ F1+ 1 1 582 582 99, 899548
F1- <1 5,82 6,82 100

T2+ 61 60 1 Staphylococcus hasmolyticus 5,74 3,96 40 335949
7 F2+ =i 5,92 6,92 100
F2- =i 5,81 6,81 100

T3+ 41 40 1 Staphylococcus warmer 585 4,24 00 904223
8 F3+ <1 5,98 6,98 100
F3- =1 579 6,79 100

T4+ 71 53 18 bactéries nen identifidées 5,74 388 99 987138
9 F4+ =1 5,81 6,81 100
Fd- =i 582 6,82 100

T5+ =300 =300 5,85 337 99 857730

10 F5+ 2 2 5,098 568 99,889793
F5- <1 582 6,82 100

T1+ =300 >300 5,74 3,26 90 845653
11 F1+ <1 582 6,82 100
F1- =1 582 6,82 100

T2+ =300 =300 574 3,26 99 845653

12 F2+ 14 14 5,92 478 90 885335

F2- 3 2 1 Staphylocoecus pettenkoferi 5,81 5,33 90 999534

T3+ =300 =300 5,85 337 99 857730

13 F3+ 3 3 5,098 5,50 00, 000684
F3- =i 579 6,79 100

T4+ =300 >300 1 Staphylococcus epidermidis 5,74 3,26 59 845653

14 F4+ 38 38 5,81 423 99, 884095
Fd- =i 582 6,82 100

T5+ =300 =300 5,85 337 99, 857730

15 F5+ 1 1 5,08 39 99 289596
F5- <1 582 6,82 100

T+ = témoins positifs ; F+ = conteneurs positifs au test a I'eau ; F- = conteneurs négatifs au test a 'eau

Tableau IX : données des 15 séries a la pression de 25 mbar
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Série avec P=50 | UFC par | Micrococcus LRV = log UFC,- | Barriére filtrante

i nlaq:n i Autres bactéries log UFC, g JF . ot

Ti+ 215 213 1 acinetobacter, 1 non identifia 6,03 3,70 98 880057

1 Fi+ 7 7 6,11 526 99 999455

F1- 5 5 6,11 54 59 993611

T2+ 300 289 1 Staphylococcus hominis 6,03 3,56 89,872173

2 F2+ 4 4 6,22 561 90 999756
F2- <1 6,10 710 100

T3+ 181 179 2 Staphylococcus hominis 6,14 3,88 89 986942

3 F3+ 1 1 6,27 627 99 999946
F3- <1 6,08 708 100

T4+ 80 88 1 Staphylococcus epidermidis, 1 Staphylococcus capitis 6,03 408 89,8991652

4 F4+ 1 1 6,10 6,10 99,999920

F4- 1 Staphylococcus haemaolyticus 6,11 6,11 99 999922

TS5+ 44 24 6,14 4,50 90 096826
il F5+ <1 6,28 728 100
F5- <1 6,11 711 100

Ti+ 1 1 6,03 6,03 99 999907
6 Fi+ <1 6,11 71 100
F1- <1 6,11 711 100

T2+ 11 10 1 Staphylococcus coagulase négative 6,03 4,98 99,998950
7 F2+ <1 6,22 722 100
F2- <1 6,10 710 100

T3+ 23 22 1 non identifié 6,14 478 99 995341
8 F3+ <1 1 6,27 727 100
F3- <] 6,08 7,08 100

T4+ 10 9 1 Staphylococcus coagulase négative 6,03 503 99,999072
9 F4+ <1 1 6,10 7,10 100
F4- <] 6,11 711 100

T5+ 1 1 6,14 6,14 90999928
10 F5+ =1 6,28 728 100
F5- <1 6,11 711 100

T+ 39 36 1 bacillus, 1 Staphylococcus coagulase négative, 1 non identifié 6,03 224 99,996353
11 F1+ =1 6,11 711 100
F1- <1 6,11 711 100

T2+ 113 112 1 pantoea sp. 6,03 398 99 989519

12 F2+ 9 9 6,22 526 99 999452

F2- 7 7 6,10 525 99 5999443

T3+ BS B5 6,14 4.21 90 993868

13 F3+ 3 3 6,27 579 90 999838

F3- 2 1 1 Staphylococcus coagulase négative 6,08 5,78 90, 999835

T4+ 68 67 1 champignon 6,03 4.20 99 993693

14 F4+ 9 9 6,10 515 90 9599284
F4- <1 6,11 71 100

TS5+ 102 100 2 Staphylococcus coagulase négative 6,14 4,13 99,992641

15 F5+ 1 1 6,28 6.28 99 5599947
F5- <1 6,11 711 100

T+ = témoins positifs ; F+ = conteneurs positifs au test a 'eau ; F- = conteneurs négatifs au test a 'eau

Tableau X : données des 15 séries a la pression de 50 mbar
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= -
:: ;I; :1:; U:I::q::r Micrococcus luteus Autres bactéries log UFC, mvhgh::pgfc. m:::::r[‘m
Ti+ % nombreuses colonies 6,20 422 90,993924
1 F1+ <1 6,28 7,28 100
F1- 1 kocuria sp 6,28 6,28 99 999947
T2+ 57 nombreuses colonies 6,20 444 9,996393
2 F2+ <1 6,38 7,38 100
Fa. <1 627 727 100
T3+ 20 nombreuses colonies 1 colonie Staphylococcus haemalyticus 6,31 4,00 99,990106
3 F3+ <1 643 743 100
F3- <1 6,25 725 100
T4+ 134 frés nombreuses colonies 3 colonies staphylococcus hominis et 1 colonie acinetobacter johnsonii 6,20 4,07 99,991519
4 F4+ <1 627 727 100
F4- 1 1 6,28 6,28 40 009347
To+ 12 quelgues colonies 1 colonie Staphylococcus coagulase négative 6,31 523 49,999409
5 F5+ <1 644 744 100
F5- <1 6,28 728 100
Ti+ 84 83 1 colonie S.hominis 6,20 427 5,954684
[ Fi+ 3 3 628 5,80 99,999841
F1- <1 6,28 728 100
T2+ 79 78 1 colonie S.epidermidis 620 4,30 99,995000
7 F2+ <1 6,38 738 100
F2- 2 2 627 5,96 00 089891
T+ 75 73 1 colonie S.epidermidis et 1 colonie S pasteuri 6,31 443 40 996308
8 Fi+ 2 1 1 colonie S.epidermidis 6,43 6,13 99,999926
F3- <1 6,25 725 100
T4+ 11 9 2 colonies S.epidermidis 6,20 516 409, 999304
9 F4+ <1 627 727 100
F4- <1 6,28 728 100
T5+ 11 11 6,31 527 99,999459
10 | F5+ <1 644 744 100
F5- 1 1 6,28 6,28 00,009947
T+ 46 46 6,20 4,54 99,997089
1 | Fi+ 4 4 628 567 99,999788
F1- 6 4 1 colonie Staphylococcus wamer + 1 colonie non identifiable 6,28 5,50 08,089681
T2+ 160 160 6,20 3,99 00, 089874
12 | F2+ 13 13 6,38 527 99,999460
F2- 1 1 627 6,27 040,009946
T3+ 114 114 6,31 425 09,094388
13 | F3+ <1 643 743 100
F3- =1 6,25 725 100
T4+ 134 134 6,20 407 09,991519
14 | Fa+ 4 4 627 5,66 09,999783
F4- =1 6,28 728 100
T5+ 46 46 6,31 465 09,097736
15 | F5+ <1 6,44 744 100
F5- <1 6,28 728 100

T+ = témoins positifs ; F+ = conteneurs positifs au test a I'eau ; F- = conteneurs négatifs au test a I'eau

Tableau Xl : données des 15 séries a la pression de 75 mbar

Dans les figures 41, 42 et 43, les résultats des tableaux 1X, X et Xl sont classés en 4
groupes : <1 UFC ;de 1a 9 UFC ; de 10 a 99 UFC et > 100 UFC.

Les résultats montrent que :

- quel que soit la pression appliquée, 100% des conteneurs ne disposant pas de filtres (T+)

sont contaminés.

- A 25 mbar, 74% des conteneurs présentant une fuite au test a I'eau laissent pénétrer les

microorganismes malgré la présence barriere filtrante. 53% des mémes containers sont

contaminés a 50 mbar et 33% a 75 mbar.
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T+ (P = 25 mBar)

>100

m<l wm[1-9] =[10-99] >100

F- (P = 25 mBar)

=
=

m<l wm[1-9] =[10-99] >100

F+ (P = 25 mBar)

\ 4
\\_/’

m<l wm[1-9] =[10-99] >100

T+ = témoins positifs ; F+ = conteneurs positifs au test a I'eau ; F- = conteneurs négatifs au test a 'eau

Figure 41 : Répartition du nombre d’UFC par conteneur a une pression de 25 mbar

51



T+ (P = 50 mBar)

m<1 m[19] ®[10-99] = >100

F- (P = 50 mBar)

m<l m[1-9] ®[10-99] © >100

F+ (P= 50 mBar)

H

m<1l m[19] =[10-99] = >100
T+ = témoins positifs ; F+ = conteneurs positifs au test a I'eau ; F- = conteneurs négatifs au test a I'eau

Figure 42 : Répartition du nombre d’UFC par conteneur a une pression de 50 mbar
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T+ (P=75 mBar)

m<l m[1-9] =[10-99] = =100

F- (P = 75 mBar)

m<l wm[1-9] = [10-99] = =100

F+ (P= 75 mBar)

m<1 ®m[1-9] =[10-99] = >100
T+ = témoins positifs ; F+ = conteneurs positifs au test a I'eau ; F- = conteneurs négatifs au test a I'eau

Figure 43 : Répartition du nombre d’UFC par conteneur a une pression de 75 mbar
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Les données sélectionnées pour les tests statistiques ont été basées sur la pression
et le LRV. La moyenne a été effectuée sur le nombre d’'UFC retrouvées sur les plaques de
géloses selon le type de conteneur (5 conteneurs témoins positifs, 5 conteneurs avec un test
de fuite a I'eau positif et 5 conteneurs avec un test de fuite a 'eau négatif). Cette moyenne
est réalisable étant donné que ce sont les mémes conteneurs qui ont été utilisés pour les
différentes séries. La méthode ANOVA (analyse de la variance) a été choisie pour cette
analyse. Elle évalue I'importance d’'un ou plusieurs facteurs en comparant les moyennes des
variables de réponse du LRV pour les différents niveaux de facteurs (pression et type de

conteneurs).
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Type conteneur (Pression (mBar)| LRV o enne
T1+ T+ 25 3,39299769
Fl+ F+ 25 3,89573862
F1- F- 25 5,81830839
T2+ T+ 25 3,39952207
F2+ F+ 25 4,28467999
F2- F- 25 4,87054405
T3+ T+ 25 3,52134567
F3+ F+ 25 5,34152134
F3- F- 25 6,7934848
T4+ T+ 25 3,39233701
F4+ F+ 25 3,75675486
F4- F- 25 6,29979445
T5+ T+ 25 3,37396797
F5+ F+ 25 4,37900185
F5- F- 25 5,81830839
T1+ T+ 50 4,10323955
Fl+ F+ 50 5,74166619
F1- F- 50 5,88630564
T2+ T+ 50 3,88242412
F2+ F+ 50 5,57898955
F2- F- 50 5,73192096
T3+ T+ 50 4,15804139
F3+ F+ 50 6,14487132
F3- F- 50 6,25812373
T4+ T+ 50 4,28447045
FA+ F+ 50 5,57683265
F4- F- 50 6,59050818
TS5+ T+ 50 4,45160687
F5+ F+ 50 6,75682986
F5- F- 50 7,10902212
T1+ T+ 75 4,32170488
Fl+ F+ 75 5,90768056
F1- F- 75 5,90768056
T2+ T+ 75 4,20448772
F2+ F+ 75 5,74500392
F2- F- 75 6,26529125
T3+ T+ 75 4,19387396
F3+ F+ 75 6,60866252
F3- F- 75 7,2502129
T4+ T+ 75 4,2301899
F4+ F+ 75 6,14143961
F4- F- 75 6,75652254
T5+ T+ 75 4,94608948
F5+ F+ 75 7,44135817
F5- F- 75 6,75652254

T+ = témoins positifs ; F+ = conteneurs positifs au test a I'eau ; F- = conteneurs négatifs au test a 'eau

Tableau XII : données utilisées pour les tests statistiques
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Chaque LRV moyen est représenté par un point dans la figure ci-dessous selon la
pression et le type de conteneurs. Les conteneurs négatifs au test a I’eau (contréle

négatif, F-) ont un LRV plus élevé que les témoins positifs (T+).

Diag. valeurs indiv. de LRV

4 [ .
. ]
* [
- .
6
]
- b : * *
& .
4 .
5 . -
]
3 . 3
4 8
[ .
H
-
L ]
3
Pression 25 50 75 25 50 75 25 50 75
Conteneurs F- F+ T+

T+ = témoins positifs ; F+ = conteneurs positifs au test a I'eau ; F- = conteneurs négatifs au test a I'eau
Figure 44 : Représentation graphique des données

Dans un second temps, plusieurs critéres sont a tester selon la méthode ANOVA (analyse

de la variance).

- Les comparaisons multiples permettent d’évaluer la différence entre des moyennes a
'aide d’un intervalle de confiance. Les intervalles de confiance (Figure 45) n’incluent
pas la valeur zéro, I'hypothése nulle est rejetée signifiant ainsi qu’il existe une
différence significative entre les moyennes (p-valeur = 0,020).

- Le test de Levene teste 'homogénéité des variances. L’égalité des variances est une
condition afin d’effectuer les tests paramétriques. Les variances sont homogenes au
seuil alpha=5% (p-valeur = 0,067)

- La méthode des comparaisons multiples est souvent plus puissante, ici p-valeur des

comparaisons multiples est plus faible que le test de Levene.
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Test de I'égalité des variances : LRV en fonction de Conteneurs
Intervalles de comparaisons multiples pour I'écart type, a = 0,05

Comparaisons multiples
Valeur de P 0,020

F- }—‘ Test de Levene

Valeur de P 0,067

F+ I I

Conteneurs

0.50 0.75 1.00 125 1.50 175

Si les intervalles ne se superposent pas, les écarts types correspondants sont significativement différents.
T+ = témoins positifs ; F+ = conteneurs positifs au test a I'eau ; F- = conteneurs négatifs au test a 'eau

Figure 45 : Analyse de la variance entre les groupes (conteneurs)

Une carte multivariée a été réalisée dans la figure ci-dessous. Elle représente
graphiguement les relations entre des facteurs (ici la pression et le type de conteneurs) et la
réponse (LRV). Cela permet de comprendre les interactions. Nous pouvons observer dans
'analyse multivariée qu'en moyenne, la différence entre le témoin positif (T+) et les
conteneurs F- et F+ est assez importante pour chaque pression. Le graphique de I'analyse

multivariée montre aussi que plus la pression est basse moins le LRV est important.

Carte multivariée de LRV en fonction de Pression - Conteneurs

7 Pression
s} 25
[ 50

=] 75

LRV
w

F= F+ T+
Conteneurs
T+ = témoins positifs ; F+ = conteneurs positifs au test a I'eau ; F- = conteneurs négatifs au test a 'eau

Figure 46 : Analyse multivariée
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Le diagramme des valeurs résiduelles examine l'ajustement adéquat dans les analyses
ANOVA et de régression. Nous pouvons voir sur la figure ci-dessous que les valeurs sont
normalement distribuées grace a la droite de Henry. L’analyse des résidus est correcte et

permet I'analyse des résultats de TANOVA.

Au seuil alpha = 5%, il y a suffisamment de preuves statistiques pour dire qu'il y a un
effet "conteneur" (ANOVA p-valeur = 0,000) et un effet "pression” (p-valeur = 0,012) sur
la valeur du LRV. Par contre, aucune interaction pression-conteneur n'est observée (p-
valeur = 0,08).

Diagrammes des valeurs résiduelles pour LRV

Droite de Henry En fonction des valeurs ajustées
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L
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Histogramme En fonction de I'ordre
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0
-10 -0.5 0.0 0.5 10 15 1 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Valeur résiduelle Ordre des observations

Figure 47 : Analyse de variance a deux facteurs - modéle linéaire général :
LRV en fonction de Pression ; Conteneurs

La méthode de Dunnett a été utilisée dans la suite des résultats, elle permet la création
d’intervalles de confiance pour les différences entre la moyenne de chaque niveau de facteur
et la moyenne d’un groupe de contrdle, ici les conteneurs et le LRV.

Dans la figure 48, au seuil alpha = 5%, il y a une différence statistiquement significative
entre les conteneurs négatifs au test a '’eau (contréle négatif, F-) et les conteneurs
positifs (F+) (p-valeur = 0,002).
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IC simultanés de Dunnett a 95 %
Moyenne du niveau - moyenne du contréle pour LRV

-+ = I * |

T+ -F- | * I

Conteneurs

-3.0 -2.5 -2,.0 -L5 -L.0 -0.5 0.0
Projet : rapport Lucie Decaroutmpj; Feuille de travail : Feuille de travail 1; 24,/02/2017 15:46:09

Si un intervalle ne contient pas la valeur zéro, la moyenne correspondante est
significativement différente de la moyenne du contrdle.

T+ = témoins positifs ; F+ = conteneurs positifs au test a I'eau ; F- = conteneurs négatifs au test a 'eau

Figure 48 : Analyse Post-hoc des moyennes différentes - comparaisons multiples de
Dunnett avec un contrble : réponse = LRV, terme = Conteneurs

De la méme maniere dans la figure 49, au seuil alpha = 5%, il y a une différence
statistiqguement significative entre le contréle positif T+ et les conteneurs positifs au
test a 'eau (F+) (p-valeur=0,002) ainsi qu’entre le contréle positif T+ et les conteneurs

négatifs au test a ’eau (F-).

IC simultanés de Dunnett a 95 %
Moyenne du niveau - moyenne du contréle pour LRV

F+-T+

Conteneurs

0.0 0.5 10 15 2,0 25 3,0
Projet : rapport Lucie Decarout.mpj; Feuille de travail : Feuille de travail 1; 24/02/2017 15:59:40

St un intervalle ne contient pas la valeur zéro, la moyenne correspondante est
significativement différente de la moyenne du contréle.

T+ = témoins positifs ; F+ = conteneurs positifs au test a I'eau ; F- = conteneurs négatifs au test a 'eau

Figure 49 : Comparaisons multiples de Dunnett avec un contrdéle :
réponse = LRV, terme = Conteneurs
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DISCUSSION

Au cours de ce travail, nous avons souhaité vérifier I'intérét et la pertinence du test de
fuite a I'eau pour contrbler le maintien des performances des conteneurs de stérilisation.
Pour répondre a ces questions, nous avons effectué plusieurs essais préliminaires avant
d’élaborer le protocole d’étude final : détermination du volume d’air entrant dans les
compositions stériles a la fin d’'un cycle de stérilisation, observation des variations de
pression a l'intérieur des emballages lors de leur transport et de leur stockage. Ces différents

essais sont discutés et justifiés en premiére partie.

Détermination du volume d’air entrant dans les compositions a la fin d’'un cycle de

stérilisation

Afin d’apprécier les échanges gazeux s’effectuant au travers des systémes de
barriére stérile aprés stérilisation et au cours du refroidissement des compositions (Figure
33), nous avons mesuré, a l'aide de sondes de T°/P placées a lintérieur de différents
plateaux opératoire, le temps nécessaire pour revenir a la température ambiante. Aprés 120
minutes de refroidissement, la température a I'intérieur des plateaux est encore de 37°C et le
retour a la température de 23°C ne s’effectue seulement qu’aprés 5 h 30. Ces résultats, ainsi
que l'ensemble des mesures associées, nous éclairent sur le délai de refroidissement
nécessaire avant manipulation des articles lors du déchargement des stérilisateurs. Avec ces
données, on comprend aisément que lors de la manipulation trop précoce des compositions
stérilisées ou que lors de leur dépose sur une surface pleine, un risque d’'endommagement
ou de recondensation interne soit observé du fait de I'absence de refroidissement complet.
Selon les BPPH «Le déchargement du stérilisateur est effectué aprés complet
refroidissement ... et n'est pas source d’endommagement et de contamination ». Un délai
minimum de 2 heures semble donc étre un délai nécessaire avant toute manipulation des
emballages stériles pour respecter cette recommandation. Ce résultat est proche de celui
obtenu par Lefebvre et al (29) qui préconisait un temps minimum de 105 min. comme délai
standard de refroidissement des conteneurs. La différence retrouvée s’expliquant notamment
par le site de relevé de température. Alors que nous considérons la T° interne des paniers au
contact des instruments, Lefebvre a mesuré la T° de surface des conteneurs a l'aide d’'un

thermometre infra-rouge.

Ce délai de refroidissement est justifié également lors d’'une demande urgente par les

utilisateurs de compositions directement issues du stérilisateur. Du fait de la température
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élevée des instruments en fin de cycle de stérilisation (80°C), celle-ci ne permet par leur
préhension par le chirurgien et pourrait également endommager les tissus du patient par
brllures. D’autre part, on observe d’aprés la figure 33, qu’il n’existe pas de différence de la
vitesse de refroidissement selon le type d’emballage. Contrairement a toute attente, les
conteneurs et leur contenu ne restituent pas plus vite que les paniers opératoires emballés

sous non tissé, I'énergie calorifique accumulée au cours du cycle de stérilisation.

Les températures mesurées en sortie d’autoclave et aprés refroidissement nous ont
permis de mesurer le volume théorique entrant dans nos compositions suite au phénomene
de contraction des gaz lors de leur refroidissement. Aprés application de la loi des gaz
parfaits, ce volume varie de 0,72 litres dans les paniers emballés et peut atteindre 2,45 litres
dans les conteneurs (tableau VII). Selon les dimensions des conteneurs, certains auteurs
décrivent un volume pouvant atteindre jusqu’a 6 litres (38). Dans les conditions normales, cet
air entrant va traverser les systémes de barriére stérile (SBS) empéchant ainsi la pénétration
de micro-organismes a lintérieur des emballages. Lors de [utilisation de conteneurs
présentant une atteinte de I'étanchéité de la jonction cuve/couvercle, une partie de cet air
entrant pourrait pénétrer sans franchir ce SBS. Selon la qualité de l'air de la zone de
déchargement, le nombre de poussiéres et de micro-organismes pourrait étre relativement
important. D’aprés Dunkelberg et al (30), I'efficacité de la barriére peut étre influencée par
différents facteurs et notamment la concentration de bactéries dans [I'air ambiant.
Actuellement, seules les zones de conditionnement des unités de stérilisation ont une
exigence de maitrise de l'air définie selon les spécifications de la classe ISO 8 de la norme
NF EN ISO 14644-1 (31). Dans son projet de révision des BPPH (32), la SF2S souhaite que
cette exigence de classe ISO 8 soit également étendue a la zone de déchargement afin de

prévenir la contamination des produits stérilisés lors de leur refroidissement.

Détermination des variations de pression en conditions réelles lors du stockage et du

transport

Le transport joue un réle important lors de la mise a disposition des compositions
opératoires stériles d’autant que certains blocs opératoires ne se situent pas a proximité
directe de l'unité de stérilisation. Dans certaines situations, il arrive méme que les deux
établissements se situent a des altitudes différentes donc a des pressions atmosphériques
différentes. Lors du transport de nos compositions, Il a été mesuré une variation de pression
de 4 & 115 mbar (tableau VIII). D’aprés la loi de Mariotte, a température constante, la
pression est inversement proportionnelle au volume. Cela entraine donc un appel d’air dirigé

vers lintérieur du conteneur lorsque la pression augmente, c’est-a-dire lorsque [l'altitude
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diminue. Nous notons une variation du volume maximal mesuré de 2,4 litres dans ces
conditions (tableau VIII). Il est également intéressant de noter que la surpression d’une salle
de bloc opératoire (+ 25 Pa ou + 0,25 mbar) n’a pas d’'impact sur la variation de volume dans
les paniers ou conteneurs stériles. De facon parallele et contrairement aux hypothéses
avancées par Dunkelberg (33), les variations de pression dues au transport en ascenseur
n'ont qu’'une faible incidence sur ces variations (Figure 37). Le transport en dehors de
I'établissement est donc vraisemblablement la situation la plus a risque de contamination
avec I'augmentation de pression atmosphérique. Les surpressions relatives présentes dans
les arsenaux de stockage ou dans les salles de bloc opératoires ne semblent pas constituer

des facteurs de contamination.
Le protocole FD S98-053 comme test de performance

Selon les BPPH, « Avant stérilisation, chaque conteneur réutilisable fait I'objet d’un
contrble visuel et son aptitude au fonctionnement est vérifiée selon les recommandations du
fabricant ». D’aprés I'lSO 11607-1 paragraphe 5 « les criteres d’acceptation doivent étre
établis pour l'inspection précédant chaque réutilisation ». A ce jour, tous les établissements
de santé équipés de conteneurs ne disposent pas d’'une check-list de contrdles et seul, un
fabricant de conteneurs, met a disposition des utilisateurs ce type de recommandations (24).

Un autre document proposé par la SF2S est mis a disposition sur leur site web (32).

Si le contréle visuel de fonctionnalité est a ce jour le principal test exécuté par les opérateurs
en stérilisation, celui-ci est insuffisant pour détecter un défaut d’étanchéité de la jonction
cuve/couvercle (3). Dans I'ISO 11607-1 « apres formage du systéme de barriére stérile, les
fermetures doivent constituer une barriére contre les micro-organismes » (7). Les fermetures
sont définies comme « le moyen utilisé pour fermer un emballage lorsque aucun scellage
n’est réalisé », par exemple le joint du conteneur. Par conséquent, I'existence d'une fuite
révélée par un test a I'eau positif ne pourrait-elle pas étre a 'origine de pénétration de micro-
organismes dans les conteneurs ? Cette méthode de détection ne pourrait-elle compléter les

controles visuels actuels ?

Selon la méme norme « l'intégrité du systeme barriere stérile doit éfre démontrée aprés la
stérilisation et suivie d’essais de performances » (7). Concernant ces essais, la norme
précise « les méthodes d’essais normalisées pour I'évaluation de l'intégrité du SBS sont
préférées ». Il est donc difficlement concevable que les contréles de fonctionnalités par
inspection visuelle correspondent aux essais de performance évoqués. Une question
similaire se pose concernant le test a I'eau. Une réponse peut étre apportée par d’autres

éléments de la norme « en absence d’essais d’intégrités validés applicables au SBS, les

62



propriétés de performance de la barriere microbienne peuvent étre établies en
soumettant a essai les propriétés de barriere stérile des matériaux et lintégrité des
scellages et fermetures ». Le protocole FD S98-053(2) répond donc bien aux spécifications

de la norme ISO 11607-1 et peut étre considéré comme un essai de performance.
Choix de la méthode

Les essais préliminaires nous ont permis de démontrer que les variations de température
et de pression sont des facteurs influengant le volume a l'intérieur des compositions stériles.
Du fait de l'identification et I'existence de ces flux d’air, nous avons souhaité vérifier que
l'impact d’'une rupture d’étanchéité de la jonction cuve/couvercle n’avait aucune incidence
sur le risque éventuel de pénétration de micro-organismes. En s’appuyant sur les exigences
de la norme I1SO 11607-1 « les essais de performance du SBS doivent étre effectués dans
les conditions les plus défavorables », nous avons élaboré, a partir d’'une recherche
bibliographique et des essais pratiques, les conditions d’'un environnement conduisant au

scénario le plus contraignant :

- Choix du micro-organisme: Microccocus luteus, Bacillus subtilis et Staphylococcus
epidermidis sont les trois micro-organismes les plus fréquemment retrouvés dans la
littérature (27) (28) (34) (33) (30). Micrococcus luteus, coccus Gram positif, de
dimensions < 2 um, non infectieux pour une personne en bonne santé et facile a
obtenir auprés du laboratoire de microbiologie environnementale du CHMS a été
retenu. D’autres auteurs préférent la méthode hollandaise du « test de I'emballage
final » en utilisant des particules de latex de 1 um de diamétre. Cette méthode
alternative nécessite un compteur de particules laser et la connexion de 'emballage

sur une pompe a vide (35).

- Choix du mode et du milieu de culture : nous avions initialement employé des
céramiques inertes (CeramTec Ceramic, laurens, SC, USA) comme support pour la
fixation des contaminants environnementaux. Aprés exposition, ceux-ci étaient mis
en culture dans un milieu TSA liquide. Cependant, du fait de I'impossibilité de
comptabiliser le nombre d‘UFC dans chaque tube positif, nous avons fait le choix
d’utiliser des géloses solides. Un premier test a été effectué sur des boites de pétri
conventionnelles mais celles-ci n'ont pas résisté a la température du cycle de
stérilisation. Nous avons donc choisi de couler nos propres géloses dans des plaques
de polypropylene résistantes a la température de stérilisation utilisée (cycle 125°C,
20 min, 2.05 bar). La durée et température d’incubation ont été déterminées avec le

service de microbiologie environnementale du CHMS.
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- Choix des pressions : 3 valeurs de pressions, 25, 50 et 75 mbar ont été choisies afin
de provoquer une modification de la pression a lintérieur des conteneurs. Ces
valeurs de pressions ont été retenues car celles-ci étaient compatibles avec les
variations observées lors du transport des compositions. La surpression était ajoutée
dans une chambre étanche a 'aide d’une pompe a pied et aprés exposition, celle-ci

était progressivement éliminée par ouverture la valve.

- Choix des conteneurs : a partir de conteneurs régulierement maintenus et prélevés
dans le circuit de retraitement, nous avons sélectionné des conteneurs présentant les
caractéristiques souhaitées : 5 conteneurs satisfaisant 'ensemble des contrdles de
fonctionnalité (visuel + test a I'eau négatif), 5 conteneurs présentant un test a I'eau
positif (fuite), 5 conteneurs qui serviront de témoins positifs (sans filtre). Le facteur

déterminant étant la réponse au test de fuite a 'eau.

Apreés sélection de tous ces paramétres, nous avons réalisé 15 séries de 3 conteneurs pour

chacune des pressions.

Les résultats présentés dans les tableaux 1X, X et XI révélent parfois la présence de
colonies autres que Micrococcus luteus. Ces autres espéces sont des staphylocoques, des
bacilles ou encore des Acinetobacter. Ces bactéries absentes de I'aérosol ont pu s’introduire
lors des différentes étapes du protocole : installation dans la chambre, réceptacle du
nébuliseur, transfert vers le laboratoire de microbiologie, manipulation sous hotte ou encore
scellage des emballages. La présence de ces nouveaux contaminants n’est pas surprenante
si 'on considére nos témoins positifs, car ceux-ci pouvaient s’introduire a tout moment de la
manipulation du fait de I'absence de filtres. Cependant, la révélation d’'une contamination
exogene pour au moins un témoin négatif (F-) de chaque série de pression, démontre la
difficulté d’effectuer une manipulation de facon totalement aseptique. Cela est d’autant plus
vrai que, bien que les sachets d’emballage finaux des plateaux aient été préalablement
stérilisés, la réalisation de la soudure finale ne s’est pas effectuée avec une soudeuse elle-
méme stérile. Ces risques de contaminations lors de manipulation sont largement décrits
dans la littérature (36) et constituent l'inconvénient principal de ces méthodes de test de
stérilité. En tout état de cause, ces colonies exogénes sont relativement peu nombreuses

dans notre étude et demeurent inférieures au seuil de 2 UFC/plateau.

Selon nos résultats, 100% des témoins positifs (sans filtres) sont contaminés et ceci
qguel que soit la pression exercée. Ce résultat tout a fait logique valide le principe de
recueillement de Micrococcus luteus et la bonne tenue de nos géloses apres stérilisation

(absence de desséchement). Plus surprenant concerne ceux obtenus avec les conteneurs
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considérés fonctionnels (F-). Pour chacune des pressions, un pourcentage relativement
élevé de compositions contaminées est observé : 27% a 25 mbar, 27% a 50 mbar et 40% a
75 mbar. Ce résultat nous ameéne a plusieurs réflexions. Le niveau de 10° bactéries est-il un
seuil trop élevé pour la barriére filtrante d’'un conteneur ? Les pressions exercées, bien que
compatibles avec des évenements susceptibles de survenir pendant le transport sont-elles
trop élevées ? Les conteneurs représentent-ils un SBS satisfaisant ? Une réponse partielle
est apportée par Harry et al (27) qui ont étudiés le comportement de 111 conteneurs vs 161
emballages souples lors de I'exposition & un aérosol de 10° Micrococcus luteus. Les résultats
de cette étude confirment la contamination de 87% des conteneurs avec un taux
significativement plus élevés en fonction de leur &ge. L’étude ne précise pas si ceux-ci
étaient régulierement maintenus. Un résultat similaire est obtenu dans une étude menée par
Dunkelberg (33) qui démontre la contamination de 83% de containers soumis a I'exposition
de contaminants a I'exception des conteneurs récents (< 2 ans) et disposant d’un filtre
permanent. En conséquence, les résultats obtenus avec nos conteneurs (F-) ne sont pas

incompatibles avec les observations de la littérature.

Lors du traitement de nos résultats, nous avions initialement exprimé ceux-ci sous la
forme d’un % de barriére filtrante. Un pourcentage de 99,9964 % de capacité de rétention
des micro-organismes pouvait étre obtenu et calculé (tableau IX série 2). En réalité ce mode
d’expression des résultats, également utilisé par Junghann (15)(37) dans ses travaux est
insuffisant pour démontrer les performances de la barriére filtrante des conteneurs. Ce taux
de rétention de 99.9964% correspond en réalité a la pénétration de 23 UFC de Micrococcus
dans I'emballage. Peut-on qualifier d’efficace une barriére laissant pénétrer 23 UFC de

micro-organismes ?

D’aprés Dunkelberg et al (33), I'expression des résultats en facteur de réduction
logarithmique (LRV) serait plus adaptée pour démontrer et apprécier le rdle des barriéres
filtrantes. Si I'on considére un LRV > 6 comme le garant d’'un produit stérile et du rble de
barriére filtrante, on constate effectivement que quel que soit la série considérée, le nombre
de micro-organismes est inférieur ou égal a 1. Si I'on s’intéresse au LRV de chaque groupe
de conteneurs, on observe : LRV (F-) > LRV (F+) > LRV (T+). Ce classement est logique du
fait que les conteneurs exempts de fuite doivent présenter un LRV supérieur ou égal a 6
pour correspondre a la définition de I'état stérile alors que les témoins positifs, donc

nécessairement non stériles, disposent d’'un LRV faible.

D’autre part, I'analyse statistique révéle que plus la pression est basse et plus le LRV

est faible (Figure 46). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que I'action d’une pression élevée
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serait susceptible de masquer la fuite par compression du couvercle sur la cuve. Cependant
dans le cas d’une fuite importante, cette pression n’est sans doute pas assez élevée pour
comprimer l'orifice de la fuite. Il n’a pas été décidé lors ce travail de quantifier la fuite mais
seulement de la qualifier : absence ou présence. Il serait sans doute intéressant de pouvoir

le réaliser. Le test aux ultrasons serait une piste a explorer. Cette quantification nous

permettrait de vérifier 'hypothése de I'effet pression sur la fuite et le LRV.

Dans la figure 49, la comparaison multiple de Dunnett nous permet d’évaluer la
signification statistique de différences entre des moyennes a l'aide des intervalles de
confiance. Au seuil alpha =5%, il existe une différence statistiquement significative entre les
conteneurs sans fuite (F-) et les conteneurs positifs au test a I'eau (F+) (p-valeur=0,002).
Ceci montre que I'existence d’'un défaut d’étanchéité de la jonction cuve/couvercle influence

la valeur du LRV et donc les performances de la barriére filtrante.

De méme, la figure 48 montre une différence statistiquement significative entre le
témoin positif (T+) et les conteneurs (F+) (alpha =5%, p-valeur=0,002) Ce résultat démontre
la différence de comportement entre ces 2 groupes de conteneurs bien qu’aucun des deux

ne soit capable de garantir le maintien de la stérilité

Enfin, la répartition du nombre d'UFC en fonction du type de conteneur et de la
pression exercée, nous montre une forte proportion d'UFC dans les témoins positifs (T+) par
rapport aux conteneurs ayant un test de fuite négatif (F-). A la pression de 25 mbar, nous
obtenons 73% d’échantillons supérieures a 100 UFC pour les témoins positifs (T+) et 73% <
1 colonie pour les conteneurs témoins négatif. Cette observation est confirmée par I'analyse

multivariée de la figure 49 qui confirme qu’il existe une différence significative entre (T+) et

(F-).

Pour la réalisation de cette étude, nous avons fait le choix de ne pas utiliser
d’instruments dans les conteneurs pendant les tests afin d’exposer totalement les plaques de
géloses a I'aérosol de Micrococcus. La présence d’un plateau d’instrument sur le dessus des
géloses, aurait probablement créé un obstacle physique. Il serait éventuellement intéressant
de réaliser cette étude uniquement avec des instruments a l'intérieur des conteneurs car la
présence de gélose favorise la révélation et la croissance des microorganismes. Il est
envisageable de considérer qu'en I'absence de géloses placées directement dans le fond
des conteneurs, le nombre de colonies identifiées sur un support inerte serait nettement
inférieur. En effet il n’est pas impossible que le comportement inerte des instruments limite le

développement des colonies.
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A partir des résultats de cette étude nous pouvons conclure que les contréles visuels
de fonctionnalité des conteneurs sont insuffisants pour évaluer leurs performances avant
chaque réutilisation. Contrairement a l'affirmation de certains fabricants soutenant que
« l'efficacité de la barriére microbienne n’est pas liée a I'étanchéité des conteneurs », cette
étude montre qu’une rupture d’étanchéité de la jonction cuve/couvercle ne permet pas de
garantir le maintien de I'état stérile a l'intérieur de ces conteneurs. Le test a I'eau proposé
dans le document FD S98-053 permet d’évaluer I'étanchéité de cette jonction et met donc en
évidence la défectuosité de la barriere microbienne. Afin de prévenir ce défaut, une
maintenance réguliere des conteneurs réutilisables est indispensable. L’application de ce
test pourrait également étre effectuée par les sociétés en charge de ces prestations de
maintenance afin de vérifier I'efficacité des travaux exécutés. A ce jour la fréquence de ce
test n'est pas définie mais celui-ci est facilement réalisable et applicable pour les
établissements de santé soucieux de la qualité des emballages utilisés. L'utilisation de
conteneurs défectueux et présentant notamment un test a I'eau positif pourrait compromettre

la sécurité des patients.
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CONCLUSION

Dans la pratique quotidienne, il n’est pas possible de vérifier I'état stérile de chaque
composition opératoire avant son utilisation. Ainsi pour garantir la stérilité du produit final, les
étapes du processus de stérilisation doivent étre parfaitement maitrisées et un contr6le final
de l'intégrité des emballages doit étre réalisé juste avant l'utilisation du produit stérile. Dans
le cas des emballages souples, la recherche de déchirures ou de perforations
compromettant la stérilité du dispositif emballé est relativement aisée. Inversement, dans le
cas des conteneurs réutilisables, il n'existe pas de contréles similaires pour identifier une
rupture d’intégrité. Pour ces derniers, il est donc nécessaire d’effectuer, avant chaque
recomposition, des contrbles de fonctionnalité afin de s’assurer du maintien de leurs
performances. Le test de fuite a I'eau est I'un des tests proposé et appliqué par certains
établissements de santé en France. A ce jour, ce test est trés controversé par les fabricants
d’emballages réutilisables. Ceux-ci prétendant le maintien de la stérilité de conteneurs
présentant un test de fuite positif. Au cours de ce travail, nous avons souhaité vérifier l'intérét
et la pertinence du test de fuite a I'eau pour évaluer le maintien des performances des

conteneurs de stérilisation avant réutilisation.

Dans un premier temps, afin de déterminer l'effet des principaux facteurs pouvant
provoquer la pénétration d’air et de micro-organismes dans les emballages réutilisables,
nous avons obhservé et analysé les variations de pression et de température pouvant survenir
lors du stockage et du transport de compositions stériles. Dans un second temps, afin de
vérifier 'aptitude de la barriére filtrante de conteneurs positifs au test de fuite a I'eau, nous
avons placé ces emballages dans une chambre d’aérosolisation pour simuler leur exposition
a un air contaminé. 5 séries de 3 conteneurs ont été exposées a un aérosol de Micrococcus
luteus au cours de 3 variations de pressions différentes : 25, 50 et 75 mbar. Des plaques de
gélose TSA a lintérieur des emballages ont permis de révéler I'éventuelle présence de
microorganismes aprés 5 jours de culture a 37°C. Les résultats en UFC/ plateau sont
convertis en facteur de réduction logarithmique (LRV) afin d’apprécier l'efficacité de la
barriere filtrante.

Les résultats des premiers essais montrent que lors du refroidissement des
compositions aprés stérilisation, un volume d’air pouvant atteindre 3 litres peut pénétrer a
l'intérieur des conteneurs. Ce volume d’air entrant peut atteindre 2.4 litres lors du transport
entre deux établissements situés a des altitudes différentes. Les surpressions habituellement
présentes dans les salles de bloc opératoire (25 Pa) ne sont pas suffisantes pour provoquer

de flux d’air vers l'intérieur des emballages.
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Concernant la pénétration de micro-organismes, les résultats de notre étude
confirment que les conteneurs présentant un test de fuite a I'eau positif (fuite), sont
significativement plus contaminés que des conteneurs négatifs au test (p-valeur=0,002).
D’autre part une méme différence significative est observée entre des conteneurs ne
disposant pas de barriére filtrante et ceux positifs au test de fuite (p-valeur=0,002). Par
ailleurs, l'application d’'une surpression peut étre retenue comme un facteur favorisant la
pénétration de micro-organismes a l'intérieur des emballages stériles. D’apres ces résultats,
le test de fuite a I'eau peut étre considéré comme discriminant pour apprécier le maintien des

performances de la jonction cuve/couvercle des conteneurs réutilisables.

En conséquence, les conteneurs positifs au test devraient étre retirés du circuit de

retraitement et faire 'objet d’'une maintenance curative avant toute réutilisation.

VU ET PERMIS D'IMPRIMER
Grenoble, le : 2003 /92

LE DOYEN LE PRESIDENT DE LA THESE

Pr. Michel SEVE Dr Raphaéle GERMI
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LUCIE DECAROUT

EVALUATION DE L’'INTERET DU TEST DE FUITE A L’EAU POUR LE CONTROLE DE
FONCTIONNALITE DES CONTENEURS DE STERILISATION

RESUME :

Le conteneur est un emballage réutilisable qui doit permettre d’assurer le maintien de
la stérilité jusqu’au point d’utilisation. Afin de vérifier la préservation des performances de ces
emballages, certaines unités de stérilisation utilisent le test de fuite a 'eau. A ce jour, ce
contréle de fonctionnalité n’est ni retenu, ni reconnu par les fabricants. L’objectif de ce
travail est de vérifier le maintien de la stérilité a I'intérieur des conteneurs lorsque le test de
fuite est positif (rupture d’étanchéité cuve/couvercle). Afin d’identifier les conditions pouvant
modifier I'efficacité de la barriére microbienne, les variations de pression et de température
ont été relevées lors du stockage et transport. Au total, 5 séries de 3 conteneurs (témoin
positif sans barriére filtrante, conteneur avec test de fuite a I'eau négatif et positif) ont été
exposées, aprés stérilisation, a un aérosol de Micrococcus luteus dans une chambre
étanche a différentes pressions : 25, 50 et 75 mbar. Préalablement, des plaques de gélose
étaient disposées au fond des conteneurs puis mises en culture apres exposition pendant 5
jours a 37°C. Les résultats en UFC ont été convertis en facteur de réduction logarithmique
(LRV) afin d’apprécier l'efficacité de la barriére filtrante. Les résultats confirment que la
surpression est un facteur favorisant de la pénétration de micro-organismes dans les
conteneurs. D’autre part, les conteneurs présentant un test positif sont significativement plus
contaminés que des conteneurs disposant d’une étanchéité parfaite (p-valeur=0,002). Le test
de fuite a I'eau peut donc étre considéré comme discriminant pour évaluer le maintien des

performances des conteneurs.

MOTS CLES: stérilisation, systéme de barriére stérile, test de fuite a I'eau,

contamination, conteneurs

ADRESSE : [Données a caractére personnel]
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