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NOMENCLATURE 

T Température (Kou °C) 
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Chaleur latente 

Q Chaleur sensible (J) 

Flux thermique (W) 

À Conductivité thermique 

Capacité thermique massique 
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DEFINITIONS 

- Asepsie : conditions qui empêchent la contamination du matériel par des micro-

organismes, protégeant le malade contre les risques d'infection. 

- Biocharge : ensemble des micro-organismes viables sur un objet ou un paquet à 

stériliser. 

- Charge : communément, est appelé charge l'ensemble des éléments (équipement, 

matériel, flacon, filtres ... ) placé en même temps à l'intérieur d'un équipement de 

stérilisation. 

- Erreur maximale tolérée : c'est le niveau d'erreur limite au-delà duquel on considère 

qu'il peut y avoir un impact sur le contrôle du procédé. 

- Fluide caloporteur : fluide qui peut emmagasiner de la chaleur et la restituer lorsqu'il se 

condense en refroidissant. 

- Flux thermique : c'est l'énergie qui traverse une surface S par unité de temps, et 

s'exprime en Watts. 

- Forme végétative : la forme végétative d'un micro-organisme existe lorsque celui-ci se 

trouve dans des conditions favorables ; c'est sous cette forme qu'il se multiplie (par 

opposition à la forme sporulée) 

- Montage : dispositif utilisé pour la production des injectables qui est constitué d'une 

association de différents éléments (flacon, filtre, tubulures ... ) 

- Procaryote : qualifie les êtres vivants possédant une structure cellulaire sans organite et 

dont le noyau est dépourvu de membrane, s'opposant ainsi à la structure eucaryote. 
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INTRODUCTION 

De toutes les technologies utilisées dans l'industrie pharmaceutique, celles qui ont trait à 

la stérilité des médicaments sont probablement les plus difficiles à maîtriser, puisque l'état 

stérile correspond à un si haut niveau de qualité, qu'il est impossible de certifier cette 

qualité en analysant des échantillons du produit. 

Selon les normes ISO 9001 et ISO 9002 [12] : " ... il convient de veiller à la validation des 

procédés de stérilisation avant leur mise en application, à la surveillance de leur 

fonctionnement en routine, à l'entretien du matériel ainsi qu'à la formation du personnel et 

à son évaluation. Un pilotage continu des opérations et un respect permanent des 

procédures documentées sont nécessaires pour assurer la conformité aux exigences 

spécifiées" 

Il est donc indispensable de partir du principe qu'un procédé de stérilisation n'est jamais 

assez maîtrisé et que toutes les entités qui gravitent autour sont responsables de sa 

fiabilisation. 

Ce travail est la synthèse d'une réflexion s'inscrivant dans une logique d'amélioration 

continue, et est le fruit d'une remise en question des pratiques de validation à sanofi 

pasteur. 

En effet, suite à un audit de l'AFSSAPS en 2004, la validation de charges stérilisées par la 

vapeur avait été identifiée comme insuffisamment représentative de l'utilisation du 

procédé de stérilisation en routine. Il a donc été décidé d'améliorer ces pratiques et de 

développer de nouvelles stratégies de validation permettant de répondre aux diverses 

problématiques : 

- Comment valider en étant le plus représentatif des conditions réelles d'utilisation tout en 

envisageant les conditions les plus défavorables susceptibles de se produire? 

- Comment adapter les validations en fonction des besoins des utilisateurs et en fonction 

du niveau de criticité du procédé? 

- Comment optimiser la qualité de la stérilisation des éléments ? 
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Ce travail de thèse sera constitué d'une partie bibliographique portant sur les principes 

généraux de la stérilisation par la vapeur, et d'une partie expérimentale axée sur la mise 

en application des nouvelles stratégies de validation élaborées à sanofi pasteur. Ces 

travaux expérimentaux ont pour objectifs de tester et d'optimiser la stérilisation d'éléments 

jugés difficiles à stériliser en évaluant leur stérilisabilité au travers de critères 

préalablement définis. 
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1. La stérilisation 

1.1 Définitions 

La stérilisation est définie dans la littérature comme « la mise en œuvre d'un ensemble de 

méthodes et de moyens visant à éliminer tous les micro-organismes, de quelque nature et 

sous quelque forme que ce soit, portés par un objet préalablement nettoyé » 

La stérilité s'exprime en terme de probabilité, car le niveau théorique à atteindre est d'au 

plus un micro-organisme vivant pour 106 unités soumises à la stérilisation. Ce seuil étant 

défini dans la pharmacopée européenne comme « le niveau d'assurance de la stérilité » 

ou NAS. Il correspond donc à la probabilité de trouver un article non stérile dans une 

population d'un million d'unités soumises à un procédé de stérilisation. 

L'agent stérilisant qui fera l'objet de ce travail est la vapeur d'eau ainsi, nous ne 

développerons pas les autres méthodes de stérilisation qui ont fait l'objet de nombreux 

ouvrages. [6] 

1.2 Les deux approches de la stérilisation 

On distingue, en fonction des produits à stériliser, deux types de traitements stérilisants. 

La première approche est adaptée aux produits thermosensibles et consiste à étudier la 

charge microbienne (le bioburden) pour adapter les paramètres de la stérilisation afin 

d'atteindre un NAS de 10-6 . 

La deuxième approche est basée sur la notion d'overkill : la pratique du concept d'overkill 

(ou «sur-stérilisation » en français) est courante et convient aux matériaux capables de 

supporter des paramètres temps-température élevés. Dans ce cas, il n'est pas nécessaire 

d'évaluer la biocharge, puisque l'on se place dans des conditions extrêmes en considérant 

que les micro-organismes présents sont les plus résistants, et que leur nombre est de 

106
, puis les paramètres du cycle sont calculés dans le but de réduire cette biocharge 

fictive de 12 log pour atteindre un NAS de 10-6. Cette biocharge fictive nous permet de 

stériliser avec une grande marge de sécurité car elle représente un challenge bactérien 
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plus sévère en nombre et en résistance par rapport aux conditions réelles rencontrées en 

stérilisation par la vapeur. 

1.3 Les opérations préalables à la stérilisation 

« On ne stérilise bien que ce qui est propre ! » 

Cette formule est au centre des opérations préalables à effectuer avant toute stérilisation 

car la charge microbienne présente avant la stérilisation doit être la plus faible possible. 

+ Le premier traitement à effectuer sur les objets et matériels souillés est la pré-

désinfection dans le but de diminuer la population de micro-organismes et de 

faciliter le nettoyage ultérieur. Cette opération a également pour but de protéger 

le personnel lors de la manipulation des instruments et d'éviter la contamination 

de l'environnement. 

+ Le nettoyage fait suite à la pré-désinfection. Tout nettoyage associe un agent 

détergent chimique et un agent physique [21 ]. Dans tous les cas, le nettoyage au 

moyen d'une machine à laver est préférable au nettoyage manuel. 

+ A la suite du nettoyage, le séchage est indispensable pour limiter tout 

développement bactérien. 

+ Enfin, le conditionnement devra présenter les qualités suivantes : 

- Maintenir avant la stérilisation le niveau minimum de contamination initiale 

obtenu par le nettoyage. 

- Permettre le contact avec l'agent stérilisant ; le choix du conditionnement 

dépendra donc du mode de stérilisation envisagé. 

- Assurer le maintien de la stérilité jusqu'au moment de l'utilisation. 

- Participer au maintien de l'intégrité des caractéristiques organoleptiques, 

physiques, chimiques et mécaniques du matériel. 

- Permettre l'extraction et l'utilisation de ce matériel dans des conditions 

aseptiques. 
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2. La stérilisation par la vapeur d'eau 

2.1 Historique 

Denis Papin, médecin français né en 164 7, invente en 1681 , une marmite à 

vapeur appelée "New Digester". 

Cette marmite était constituée d'un cylindre muni d'un piston et d'une soupape 

de sûreté. 

Un peu d'eau était introduite dans le cylindre qui était chauffé, et de la vapeur 

d'eau était produite, ce qui poussait le piston vers le haut, celui-ci se bloquait à 
une certaine hauteur grâce à une petite tige. A ce moment on retirait la marmite ® 

du feu et on attendait que la vapeur d'eau se refroidisse et se condense en eau. 

Ainsi le vide était créé dans le piston . Il suffisait de relâcher le piston en 

débloquant la tige pour que celui ci soit poussé violemment vers le bas sous 

l'action de la pression atmosphérique. 

Le but était de soulever des charges lourdes. 

Au XIXème siècle, avec les travaux de Nicolas APPERT débute l'ère de la 

stérilisation des aliments en bouteilles scellées, permettant ainsi de garder à 

température ambiante, les denrées alimentaires périssables conditionnées dans 

des emballages étanches et traitées par la chaleur. 

Le procédé utilisé consistait à exposer au bain-marie les bouteilles, ceci figure 

dans une publication devenue célèbre : « L'art de conserver pendant plusieurs 

années toutes les substances animales et végétales » dont la première édition 

date de 181 O. 

APPERT donnait une explication juste du principe de conservation : « l'action 

du feu », écrivait-il , « détruit ou au moins neutralise, tous les ferments qui, dans 

la marche ordinaire de la nature, produisent ces modifications qui, en 

changeant les parties constituantes des substances animales et végétales en 

altèrent les qualités» . 
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Pendant ce temps, l'industrie de la conserve s'organise bien que la 

stérilisation au bain-marie, à une température inférieure à 100°C ait un effet 

très insuffisant. 

A,PUT 117-4 9 - i l4 r1- lnYtl'll6Ut' d" fHbt6d6 
di fcib rlc-citlon de• <011,e rv•• ollm•n teilri• 

En octobre 1851 , Raymond CHEVALLIER-APPERT, le petit neveu 

d'APPERT, perfectionna la marmite de PAPIN et breveta ainsi l'autoclave 

avec manomètre à colonne de mercure permettant de traiter les conserves à 

une température 

supérieure à 100°C. 

En 1879, Charles CHAMBERLAND, chercheur dirigeant le laboratoire de 

PASTEUR à l'Ecole Normale Supérieure souhaitait travailler à la température 

la plus élevée possible en utilisant l'eau comme agent de destruction des 

micro-organismes, il fit donc fabriquer, un autoclave cylindrique en métal 

épais, l'eau était chauffée "en vase clos" par la résistance. 

Le robinet d'évacuation était laissé ouvert pour que la vapeur chasse l'air en 

prenant sa place. Lorsque la vapeur sortait par le robinet en sifflant on 

considérait que l'air était purgé et on fermait alors le robinet. 

Autoclave de CHAMBERLAND : 

ti.·1:.momCtrede 
pression 

.................... ... . . . . 
: : . . . . . . . . . . : : . . . . 
'EJ' l panier ~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . ............... ....... 

Page 19/127 



2.2 Avantages et inconvénients 

L'eau est un milieu non polluant car ne génère pas de résidu toxique, son coût est peu 

élevé, elle est facile à obtenir et présente une efficacité remarquable car c'est un des 

meilleurs fluides caloporteurs. 

La stérilisation à la vapeur représente donc le premier choix pour le matériel qui résiste 

aux températures et pressions élevées, aux brusques variations de pression, elle n'est 

donc pas adaptée aux matériaux sensibles à la chaleur et à l'humidité. 

2.3 Efficacité de la vapeur 

L'utilisation de l'eau en phase vapeur, permet de mettre à profit deux propriétés 

essentielles des gaz : 

+ La possibilité de diffuser dans toutes les directions en se libérant des contraintes 

de la force de gravité, permettant ainsi un traitement stérilisant homogène. 

+ L'effet sporicide obtenu par la condensation, en effet, pendant la période de 

chauffage, la vapeur au contact de l'objet à stériliser est toujours à une 

température plus élevée que celui-ci, ainsi la vapeur se condense lorsque sa 

température atteint sa température de saturation : la vapeur va stériliser la 

charge grâce à la très grande quantité de chaleur apportée à l'objet lors du 

changement d'état. 

L'eau condensée est environ 1000 fois plus dense que la vapeur. Cette densité 

beaucoup plus élevée de la phase liquide autorise des transferts d'énergie et de 

matière suffisants pour assurer l'effet sporicide en quelques minutes. 

Il existe deux types de chaleur: 

- La chaleur latente, responsable majoritairement de l'effet stérilisant, est 

l'énergie emmagasinée pour un changement d'état sans évolution de 

température, et libère 2083 kJ/kg de vapeur, pour une pression de 1,036 bars en 

pression relative. 
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-La chaleur sensible est l'énergie calorifique qui provoque l'élévation de 

température d'un élément sans changement d'état, elle libère 4,2 kJ/kg/°C, pour 

la même pression que précédemment. 

-La somme de ces deux chaleurs donne l'enthalpie de la vapeur dont chaque 

kilogramme produit dans un stérilisateur libère environ 2210 kJ en se condensant 

sur les parois ou sur la charge. 

2.4 Diagramme de phases de l'eau et qualité de la vapeur 

La figure 1 nous permet de distinguer trois zones qui correspondent à des états stables de 

la matière : l'état solide, liquide et gaz. Les zones de changement d'état montrent deux 

phases qui coexistent, ce sont des courbes d'équilibre. 

Figure 1  : Allure du diagramme des phases de l'eau en fonction de la pression p et 

de la température T 

Pression 

p -------;----
Domaine 
Solide 

Transitf.on 
. Condensati.on 
Sublimation...._ 

T 

Domaine 
Fluide ou 
Hypercrîtiq ue 

Point Critiqr..;.e 

Domaine Vapeur 

~  

Il existe plusieurs types de vapeur, mais la qualité de vapeur que l'on utilise pour la 

stérilisation est en équilibre avec l'eau à l'état liquide et se visualise sur le diagramme de 

phases au niveau de la courbe de saturation vaporisation H liquéfaction : cette vapeur est 

dite saturée, ce qui lui permet de réaliser pleinement son rôle caloporteur. [19] 

Si l'équilibre de la courbe de saturation est rompu, il existe alors deux cas de figure : 
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• La pression reste constante mais la température s'élève : la vapeur est 

surchauffée, elle contient moins d'eau que dans les conditions d'équilibre ainsi la 

conduction de chaleur est moins efficace et a une action stérilisante moindre. 

• La température reste constante mais la pression s'élève : la vapeur est 

sursaturée, elle contient plus d'eau que dans les conditions d'équilibre 

(gouttelettes en suspension). Les objets vont être alors plus humides, avec une 

diminution des surfaces exposées à la vapeur. 

Le diagramme de Savage (figure 2) rend compte de l'efficacité stérilisante de la 

vapeur suivant son degré de surchauffe, et qual ifie le procédé de stérilisation par 

la vapeur en fonction de ce degré de surchauffe. 

Expérimentalement, la surchauffe de la vapeur a été réalisée en chauffant une enceinte 

close contenant de la vapeur saturée à la température, appelée initiale, de l'équilibre, 

jusqu'à une température, appelée finale, sans apport supplémentaire d'eau. [2] 

Figure 2 : Diagramme de Savage 
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Ce diagramme montre qu'i l est souhaitable que l'état physique de la vapeur soit aussi 

voisin que possible de l'état saturé en effet, lorsque l'on s'éloigne trop des conditions de 

vapeur saturée , à partir d'un certain degré de surchauffe, la sporicidie disparaît : la vapeur 

n'est plus stérilisante ! 

A l'état saturé et en l'absence d'autres gaz, il existe une corrélation entre la pression et la 

température comme l'indique la table de Regnault, dont un extrait figure ci-dessous (Voir 

annexe 1) 

Pression de vapeur relative (en bar) 0 1 2 

Température (en °C) 100 120,6 134 

2.5 Transfert thermique 

L'efficacité de la vapeur décrite précédemment est également liée au mode de transfert 

thermique : la vapeur possède une énergie cinétique microscopique qu'elle transmet à 

l'objet à stériliser, mais ce transfert de chaleur peut se réaliser par une combinaison de 

plusieurs modes : la conduction , la convection et les rayonnements . 

+ Lors d'une stérilisation à la vapeur, l'échange énergétique sous forme de 

convection doit être majoritaire car la vapeur est un fluide et le transfert de 

chaleur s'effectue depuis le fluide chaud vers le corps solide plus froid , l'élément 

à stériliser. 

+ Dans ce cas, il s'agit d'une convection dite « forcée » car le fluide est mis en 

mouvement par une action extérieure (injection , pompe à vide .. . ) 

Ce mécanisme de transfert est rég it par la loi de Newton : 

q> = h x S (Tsolide - Tfluide) 

avec : 

q> = flux thermique transmis par convection (W) 

h : coefficient de transfert de chaleur par convection (Wm-2 0 c-1) 
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S : aire de la surface de contact solide/fluide (m2
) 

Tsolide : température de surface du solide (°C) 

Tfluide : température du fluide (°C) 

La valeur du coefficient de transfert de chaleur par convection est fonction des 

caractéristiques géométriques de la surface de contact solide/fluide, de la 

vitesse du fluide, de sa nature : masse volumique, chaleur massique, 

conductivité thermique, viscosité dynamique. 

La conduction et le rayonnement peuvent également participer au transfert 

d'énergie, c'est par exemple le cas lorsque l'autoclave possède une double 

paroi. 

3. Les micro-organismes 

La définition de la stérilisation citée précédemment indique qu'il s'agit « d'éliminer tous les 

micro-organismes ... » 

La première remarque concerne le terme « éliminer», qui signifie « détruire » en 

stérilisation à la vapeur, il est donc intéressant de connaître les mécanismes à l'origine de 

cette destruction. 

La deuxième remarque que l'on peut faire concerne « les micro-organismes » : 

Ceux-ci sont des êtres vivants, ils peuvent être procaryotes tels que les bactéries, 

eucaryotes tels que les algues, les protozoaires, les champignons ou les levures, enfin, on 

trouve les virus qui constituent un groupe à part car ne sont ni eucaryote, ni procaryote 

puisqu'ils ont besoin de cellules hôtes pour se multiplier. 

Les prions ne sont pas considérés comme des micro-organismes car se sont des 

protéines, mais ils sont cependant la préoccupation majeure des centres de soins. 

Ainsi, la destruction des micro-organismes n'est pas simple car l'efficacité de la vapeur 

dépend de nombreux facteurs qu'il est important de considérer. 
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3.1 Facteurs influençant l'efficacité de la stérilisation par la vapeur 

• La taille de la population microbienne 

En effet, plus la population microbienne est initialement importante, plus il faudra de temps 

pour la réduire . 

+ La thermorésistance de la population 

L'efficacité de la stérilisation par la vapeur varie fortement avec le type de micro-

organisme traité car tous n'ont pas la même sensibilité comme le montre la figure 3 : il 

existe des espèces très résistantes qui survivent plusieurs heures à plus de 100°C, c'est 

le cas des spores bactériennes. [1] 

Figure 3 : Classement des principaux micro-organismes en fonction de leur 

thermorésistance 

Destruction des 
spores bactériennes 

Destruction des bactéries 
végétatives thermorésistantes 

Mycobactéries 

Virus non lipidique 
Champignons 
Bactéries végétatives 
non thermorésistantes 
Virus lipidique 

120°C 

100°c 

Bacil/us subtilis 

Bacil/us stearothermophi/us 

Bacillus cereus 

Mycobacterium tuberculosis 

Rhinovirus 

Staphylococcus aureus 

Virus herpes simplex 
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+ La température et la durée de l'exposition 

Plus le traitement est long et à température élevée, et plus le nombre de micro-

organismes tués sera grand. 

+ L'environnement local 

Certains environnements peuvent en effet offrir une protection, tel qu'un support poreux 

ou au contraire, favoriser la destruction des micro-organismes, tel qu'un pH acide d'une 

solution à stériliser. 

3.2 Les spores bactériennes 

3.2.1 Historique 

Dans la seconde moitié du XIXe siècle, TYNDALL, COHN et KOCH mettent en évidence 

le fait que certaines espèces de bactéries puissent passer une partie de leur vie sous 

forme de structure cellulaire dormante, connue aujourd'hui sous le nom de spore : ce sont 

de petites unités ovales ou sphériques de dimensions comprises entre 0,2 et 2 µm, que 

l'on retrouve dans les sols et l'air et qui se développent à partir de cellules végétatives de 

cinq genres bactériens : Alicyc!obacil/us, Bacil/us, Clostridium, Sporo!actobacil/us et 

Sporosarcina. 

Les spores correspondent à l'état inactif ou « dormant» d'un micro-organisme. Cet état 

« dormant » est dépourvu d'activité métabolique et est un subtil moyen d'échapper à la 

menace d'un environnement défavorable. 

3.2.2 La sporulation 

La spore qui prend naissance à l'intérieur même de la cellule végétative est une cellule 

entièrement nouvelle et différente du point de vue structure, composition chimique et 

enzymatique. Le phénomène de sporulation est déclenché par l'épuisement des 

ressources nutritives dans un contexte physico-chimique qui peut être variable suivant les 

espèces. 

Page 26/127 



3.2.3 Morphologie et structure 

La structure très particulière de la spore bactérienne (figure 4) est à l'origine de sa 

résistance.[?] 

Figure 4 : Schéma et photo de la structure sporale 

Cortex 
Tunique interne 

Tunique externe 

Exospore 

Paroi 

Membrane 
cytoplasmique 

Cytoplasme + noyau 

+ Le noyau de la cellule contient entre autre le chromosome, il est délimité par la 

paroi. 

+ Le cytoplasme est entouré d'enveloppes assurant sa protection , il est caractérisé 

par une faible teneur en eau, et par une activité métabolique pratiquement nulle. 

+ La paroi (ou mur cellulaire) contient le peptidoglycane normal , qui deviendra 

après germination de la spore, la paroi de la cellule végétative. 

• Le cortex représente 10 à 20% de l'ensemble, c'est une couche épaisse de 

structure rigide et d'aspect monomorphe; il est formé d'un peptidoglycane 

inhabituel avec beaucoup moins de liaisons internes et très sensible aux 
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lysozymes, de plus, il contient une forte proportion de dipicolinate de 

calcium dont !'autolyse constitue une étape déterminante de la germination. 

+ Cette structure de base est ensuite enveloppée par des tuniques de nature 

protéique, riches en ponts dissulfures, ces tuniques assurent la résistance aux 

enzymes. 

3.2.4 Origine de leur résistance 

Ces structures sont douées d'une résistance extraordinaire aux agressions de 

l'environnement telles que les radiations ultraviolettes, les désinfectants chimiques et la 

dessiccation, mais ce qui nous intéresse particulièrement dans ce travail, est leur 

résistance à la chaleur : la spore identifiée comme la plus résistante est celle de Bacil/us 

stearothermophi/us, et d'après divers travaux de recherches, cette thermorésistance 

pourrait avoir pour origine de nombreux facteurs. 

+ L'état déshydraté des constituants cytoplasmiques 

Dès 1951, SUGIYAMA montre que leur faible teneur en eau est probablement la base de 

cette très forte résistance. 

En effet, le contenu en eau de la spore correspond à 15-20% du poids, alors que celui de 

la cellule végétative est d'environ 80%. Il a été montré que la température de dénaturation 

des protéines et des acides nucléiques augmente avec le niveau de déshydratation du 

milieu dans lequel elles sont chauffées grâce à la stabilisation des structures spatiales des 

protéines par l'état de déshydratation. 

+ L'imperméabilité des enveloppes 

En effet, les membranes et parois sont enrichies en lipides et par conséquent sont très 

peu perméables à tous composés aqueux. Il en résulte une augmentation de la résistance 

de ces spores aux fortes températures. 

+ La teneur en calcium 

La forte teneur en calcium doit également intervenir sur la structure spatiale des molécules 

en liant les groupes chargés négativement (voir figure 5). 
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Figure 5 Stabilisation de la structure spatiale des macromolécules par les ions 
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Par le même mécanisme, le calcium peut relier deux groupes chargés négativement sur la 

même chaîne peptidique, repliée sur elle-même, ce qui lui confère une meilleure 

résistance aux déformations engendrées par les traitements thermiques. 

+ La présence d'acide dipicolinique (acide pyridine-2-6-dicarboxilique) 

L'acide dipicolinique absent des cellules végétatives, constitue près de 15 % du poids sec 

de la spore, il est formé exclusivement au cours de la sporulation à partir de l'acide 

diaminopimélique. Il se trouve complexé à des ions calcium (figure 6), et serait en partie 

responsable de la stabilité des composés comme l'ADN ainsi que du maintien de la 

pression osmotique interne nécessaire à la conservation de l'état de déshydratation du 

cœur sporal. 

Cependant, d'autres mécanismes de résistance entrent en jeu puisque des mutants 

résistants à la chaleur et dépourvus d'acide dipicolinique ont été isolés. 

Figure 6 : Formule chimique de l'acide dipicolinique 

Ca-OOC COO-Ca-OOC COO-Ca-

+ L'acide N-succinyl-glutamique 

Ce composant est inexistant dans les cellules végétatives mais il est synthétisé dès les 

premiers stades de la sporulation, il est également susceptible de jouer un rôle dans la 

thermorésistance. 
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3.3 Destruction des micro-organismes par la vapeur 

Nous allons nous intéresser aux mécanismes de destruction des micro-organismes, ainsi 

qu'aux lois mathématiques régissant ce phénomène. 

3.3.1 Mécanismes d'action 

La destruction des micro-organismes est obtenue par l'action conjuguée de la chaleur et 

de l'humidité, la vapeur permettant le transfert de la chaleur à l'intérieur de la spore pour 

atteindre les acides nucléiques. 

L'efficacité maximale n'est obtenue qu'avec de la vapeur saturée : le rôle de l'eau est 

majeur dans le processus de destruction des micro-organismes, puisque aussi bien les 

bactéries que les spores sont moins sensibles à la chaleur sèche : Il a été montré qu'une 

enzyme, la luciférase conservait 40% de son activité après 36 heures à 135°C en chaleur 

sèche, tandis qu'elle était rapidement inactivée en présence d'eau. 

+ Les premiers dommages de la cellule apparaissent au niveau de la membrane, 

en effet, vers 50 à 60°C, la fuite d'acides aminés et de précurseurs d'acides 

nucléiques a été mise en évidence par GARDNER et PHIL en 1977. 

+ Puis, les protéines bactériennes sont ensuite dénaturées par un phénomène 

chimique complexe, dont la réaction est globalement assimilée à une hydrolyse 

(figure 7) ainsi que par un phénomène de coagulation lié aux fortes 

températures. 

La dénaturation des protéines s'explique par le fait que la conformation naturelle 

des protéines, qui est stabilisée en partie par des liaisons hydrogènes entre 

groupements carbonyles (COO) et amines (NH2), est facilement altérée si ces 

liaisons sont remplacées par des liaisons hydrogènes issues d'une réaction 

d'hydrolyse entre les groupements COO, NH2, et les molécules d'eau. Les 

protéines étant inactivées, il y a inhibition des mécanismes de duplication 

moléculaire. 
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Figure 7: Phénomène d'hydrolyse entre deux acides aminés 
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+ La vapeur d'eau permet également de détruire les acides aminés qui se 

retrouvent catabolisés par des réactions d'oxydation, de décarboxylation .. . mais 

également tout autre constituant cellulaire tels que les pyrogènes libérés lors de 

la lyse bactérienne : comme le montre la figure 8, la structure d'un 

lipopolysaccharide est sensible aux réactions d'oxydation et hydrolyse. 

Figure 8 : Formule chimique d'un lipopolysaccharide 
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3.3.2 Description mathématique 

La thermorésistance des micro-organismes peut être représentée par modélisation 

empirique, ceci signifie que la description mathématique qui va suivre est issue de 

modèles théoriques vérifiés dans un intervalle de température précis qui est de 

[110°C - 150°C] 

+ Courbe de survie 

Les premiers travaux expérimentaux concernant la destruction des micro-organismes ont 

été établis par BIGELOW et BALL entre 1920 et 1928, et ont montré « qu'à température 

létale constante, le nombre de micro-organismes de souche pure et homogène décroît 

logarithmiquement en fonction du temps, au cours du traitement thermique » comme le 

montre le graphique 1. 

Graphique 1 : Courbe de survie d'un micro-organisme en coordonnées semi-

logarithmique à 121°C 
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La courbe de survie détermine la probabilité de survie ; la variation du nombre de spores 

viables avec le temps est fonction du nombre initial de spores et peut s'exprimer 

mathématiquement par la relation : 
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dN dN - = -k N ou - = -k dt dt T N T 

En intégrant, nous obtenons : 

N N t fd- = -kr fdt 
No N 0 

[ Avec N =No à t= 0, d'où log :a= -k, t (1) 

logN = logNo-kr t 

N =No e-k,.i 

Avec: 

- No= nombre initial de spores ; 

- N = nombre final de spores au temps t ; 

- kr = constante de vitesse de la loi cinétique de destruction des micro-organismes à la 

température T, cette constante est caractéristique du micro-organisme mais dépend aussi 

d'autres paramètres environnementaux et notamment la température. Ceci est représenté 

par l'équation d'Arrhenius : 

kT =A e-1\.E/RT 

Avec: 

- A (min-1) une constante ; 

- L'i.E (J mole-1
) l'énergie d'activation de la réaction ; 

- R ("" 8,31 J rno1e-1K-1) la constante des gaz parfaits; 

- T (K) la température 

A partir de cela, deux lois d'inactivation des micro-organismes en découlent [5], la 

première concerne la décroissance bactérienne dans le temps à température constante et 

la seconde s'intéresse à l'évolution de la décroissance bactérienne lorsque l'on modifie la 

température. 
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+ Première loi d'inactivation des micro-organismes : Le temps de réduction 

décimale 

A partir de la courbe de survie présentée dans les graphiques 1 et 2, nous définissons 
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De façon générale, d'après l'équation (1 ), nous pouvons écrire : 

N 1 
log-=--t 

No DT 

No 
Si N = - , nous avons DT= t puisque DT est le temps de réduction décimal , temps 

10 

nécessaire pour réduire le nombre de micro-organismes à 10% de sa valeur initiale. 

D'où D = loglü 
T k 

T 
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• Seconde loi d'inactivation des micro-organismes : la valeur d'inactivation 

thermique 

Il a été observé expérimentalement que dans l'intervalle de température [110°C - 150°C], 

et pour une même variété de spore, le temps de réduction décimale Dr décroît avec la 

température selon une loi logarithmique : la représentation graphique de log Dr = f(T) est 

une droite comme le montre le graphique 3. 

Graphique 3: Représentation de log Dr = f(T) 
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1,2 

1 
.... 0,8 0 
C'l 
0 0,6 ...J 

0,4 
0,2 

0 1 

110 115 120 
Température (en °C) 

125 130 

Cette loi énonce que chaque fois que l'on élève la température d'un certain nombre de 

degrés , la stérilisation (donc la décroissance bactérienne) est dix fois plus rapide. En 

d'autres termes , ce différentiel de température, noté z est l'élévation de température 

permettant de réduire dix fois la valeur Dr , z a la dimension d'une température et 

s'exprime en degrés Celsius. 

z est l'inverse de la pente de la droite log Dr = f(T) 

1 
logD = --T + log(DT=O) 

z 
(2) 
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Avec Iog(Dr=o) une constante représentant l'extrapolation à une température de 0°C. 

Cette constante n'a pas de sens physique propre, puisque ce modèle n'est correct que 

dans une certaine fourchette de température. 

En adoptant z= 10°C , on choisit le micro-organisme de référence : B. stearothermophil/us 

qui est supposé plus résistant que tout autre micro-organisme sporulé. 

La valeur z = 10°C est particulièrement intéressante parce que 10 est la base des 

logarithmes décimaux. 

Exemple : pour une valeur de z= 10°C, un traitement stérilisant qui est appliqué pendant 

15 minutes à 111°C produit le même effet qu'un traitement de 1,5 minutes à 121°C. 

En conclusion, les phénomènes de stérilisation sont régis par deux lois logarithmiques. 

Selon la première de ces deux lois : à température constante, la population de micro-

organismes revivifiables décroît logarithmiquement en fonction du temps. 

Selon la deuxième loi, la vitesse de cette décroissance ne dépend que de la température, 

et elle s'accroît exponentiellement en fonction de celle-ci. 

Chaque micro-organisme est définit par une valeur de D et de z (tableau 1) qui lui est 

propre. 

Tableau 1 : Exemple de valeurs de D et de z, caractéristiques des micro-organismes 

Micro-organismes D121°C z 

Bacillus stearothermophilus 1,5 min 10°C 

C/ostridium sporogenes 0,8 min 10°C 

C/ostridium botulinum types A et B 0,31 min 10°C 

Staphy/ococcus aureus 0,25 min 10°C 

Pseudomonas aeruginosa 0,17min 5°C 
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+ Temps équivalent : Fr et taux de létalité : ~ 

A chaque température T est lié un temps de destruction thermique Fr, appelé temps 

équivalent. Il s'exprime en minutes. 

A température constante : 

N 
F=Dlog-

No 
(3) 

Il peut être utile de calculer le temps de stérilisation à une autre température. Ceci est 

possible lorsque nous connaissons la valeur de z. D'après l'équation (2): 

1 
log(Dr) = --T + log(Dr=o) 

z 

1 
Iog(D,.éf) = --T,éf + log(Dr=o) 

z 

D' après I' équation (3) : 

Fr -Dr 

F,.éf D,.éf 

D'où: 

rréf-r 

Fr= F,·éfIO z (4) 

Il est courant d'utiliser le temps de stérilisation à 121°C comme référence et la plupart des 

valeurs de D sont données pour cette température. 

Cette dernière équation permet d'obtenir, à effet  identique, le temps de stérilisation à une 

autre température. 

L'effet létal, quant à lui, est l'inverse de la quantité précédente, il s'exprime en min-1 

Effet létal = -1 = 
1 

Fr Temps équivalent 
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Pour additionner les effets stérilisants on se sert d'un nombre sans dimension (au sens 

physique de ce terme) qui est le taux de i ~ qui est défini par le rapport: 

D = Effet létal à la température T 

T Effet létal à la température de référence Tréf 
(5) 

1 

F 
F T-Tréf 

D'après les équations (4) et (5): ~ = _r_ = Tréf =IO_=_ 
1 FT 

FTréf 

Reprise de l'exemple précédent et calcul du taux de létalité à 111°C : 

1  1 

Lw'c = Fiwc = 15rnin =Ü,l 
lll'C 1  ] 

Fi21,c 1,5 min 

Ce qui correspond à 10% de celui obtenu pendant le même temps à 121°C. Le taux de 

létalité est multiplié par dix chaque fois que la température s'accroît de 10°C, comme nous 

pouvons le constater dans le tableau 2 : 

Tableau 2 : Valeur de la létalité i~ ~  

r'c 10°C 
Ll2l'C r'c IO'C 

L121°c r'c IO'C 
Ll21°C r'c IO'C 

Ll21'C 

!OO 0,{) tO HO 0,100 120 l,000 DO I0,()0 
100,.5 O,OH HO,$ O,llO 120,5 1,096 J3o;s l0,97 
JO! 0,û!3 Hl 0,126 m 1,259 l3l 12,59 
lOl,5 0,014 !l l,5 0,l'..18 !21,S l,380 Bl,.5 JJ,.80 
.!02 0,0!6 !12 O,l.Sl! 122 uu 132 15,85 
l02,5 0,017 112,5 0,174 122,5 l,iJS 'J32,5 17,:13 
103 0,020 ll3 0,200 113 l,99S 133 19,95 
lOJ,5 0,022 l 13,5 0,219 123,5 2, lilS 133,5 21,88 
104 0,025 H4 o,:m 124 2,512 134 :u,12 
104,5 0,028 Jl4,5 0,275 124,5 2,754 134,5 27,54 
W5 o,OJ2 115 0.316 m 3,162 135 Jl,62 
IOS,3 0,035 115,S 0,34"1 125,S J,467 135,5 34,61 
!06 0,040 ll6 0,398 12<.i 3,91$1 136 39,81 
l06,5 0,044 116,5 0,437 126,5 4,365 136,5 43,65 
!01 0,050 rn 0,501 121 ' 5,0!2 m }(), 12 
101,5 0,055 m.s 0,550 rn,s 5,495 tri,S $4,95 
WH,$ 0,0159 lll!,S 0,692 118,S 6,9JB 138,S 69. lll 
!09 0,079 !!9 û,794 129 ï,943 139 79,4J 
Hl9,5 (l,087 119,5 O,!l'll 129,S S,?!O 139,S 87,10 
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+ La valeur stérilisatrice : F; 
La somme des effets stérilisants cumulés au cours du cycle de traitement représente la 

valeur stérilisatrice du traitement. On définit la valeur stérilisatrice F; d'un traitement de 

stérilisation comme la somme des effets cumulés pendant chaque intervalle de temps !J..t: 

Il existe une valeur stérilisatrice particulière : FO, elle correspond, en minutes, au temps de 

la valeur stérilisatrice lorsque la température de référence est 121, 1°C et z=10°C. 

4. Le procédé de stérilisation à la vapeur 

4.1 Définition du procédé 

Le procédé de stérilisation à la vapeur se décompose de la façon suivante : 

+ Le procédé principal, purement pharmaceutique, dont le rôle est de libérer le lot 

stérilisé et pour lequel il est indispensable de : 

- Définir les charges nécessaires 

- Documenter ces charges 

- Définir les règles de libération des charges et du cycle 

- Libérer les charges et le cycle à partir des règles précédentes 

+ Les procédés secondaires, ils permettent de fiabiliser le procédé principal. 

De nombreuses entités sont concernées : le contrôle technique pour la validation 

de ces procédés, la métrologie, la maintenance, l'assurance qualité, le contrôle 

qualité ... 
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4.2 Documents de référence 

4.2.1 Le cadre réglementaire 

La stérilisation doit obéir à des critères régis par la réglementation du pays dans lequel le 

produit stérile sera commercialisé. 

+ La Pharmacopée Européenne 

Chapitre 5.1.1. Méthode de Préparation des Produits Stériles. 

+ Recommandations françaises : Bonnes Pratiques de Fabrication 

Lignes directrices particulières : 1. Fabrication des médicaments stériles. 

+ La Pharmacopée Américaine 

<1211 > Sterilization And Sterility Assurance Of Compendial Articles. 

+ Les cGMP sont détaillées et expliquées dans les monographies éditées aux USA 

par la PDA (Parenteral Drug Association) 

N°1 : Validation des cycles de stérilisation à la vapeur [8] 

4.2.2 Le cadre normatif 

Les règles dictées par les documents précédemment cités nous donnent les objectifs à 

atteindre mais ne nous disent pas comment y parvenir, ainsi de nombreuses normes 

permettent de guider les laboratoires dans leur démarche de qualité, cependant, ces 

normes sont volontairement générales pour permettre une possible progression en 

fonction de l'évolution des techniques. 

+ Les normes européennes 

- Norme EN 554, octobre 1994 [11] : « stérilisation de dispositifs médicaux. Validation et 

contrôle de routine pour la stérilisation à la vapeur d'eau » 

C'est la première norme de référence concernant les stérilisateurs à vapeur d'eau pour 

charge poreuse, cette norme spécifie les exigences relatives à la mise au point, à la 

validation, au contrôle et à la surveillance du procédé de stérilisation à la vapeur d'eau 

des dispositifs médicaux. 

- Norme EN 285 février 1997 « Stérilisateurs à la vapeur d'eau. Grands stérilisateurs » 
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Cette norme fixe les exigences générales et les essais relatifs aux grands stérilisateurs à 

la vapeur d'eau (capacité supérieure ou égale à 54 litres) utilisés essentiellement dans le 

domaine de la santé, pour la stérilisation d'une ou de plusieurs unités de stérilisation pour 

produits emballés (instruments, charges poreuses, production commerciale de dispositifs 

médicaux) 

- Norme EN 13060 «Petits stérilisateurs à la vapeur d'eau» pour les chambres de 

stérilisation inférieures à 54 L. 

Cette norme a été adoptée au niveau européen en avril 2004 et a été homologuée par 

!'AFNOR le 5/11/2004, elle a au départ été conçue pour les grands stérilisateurs ayant une 

chambre de stérilisation de volume supérieur à 54 L. 

En l'absence de norme spécifique pour les petits stérilisateurs, la norme EN 554 

constituait le seul référentiel existant. 

Depuis avril 2004, l'adoption de la norme européenne EN13060 applicable aux petits 

stérilisateurs à la vapeur d'eau apporte un nouveau référentiel complétant la norme EN 

554. 

+ Les normes internationales 

Ces normes sont rédigées par !'Organisation Internationale de Normalisation, les 

principales sont les suivantes : 

- ISO 11134 : Stérilisation des produits sanitaires - Prescriptions pour la validation et le 

contrôle de routine - Stérilisation industrielle par chaleur humide. (Février 1994) 

- ISO 11138 - 3 : Stérilisation des produits de Santé. Indicateurs biologiques. Partie 3: 

Indicateurs biologiques pour stérilisation à la vapeur d'eau. (Septembre 1995) 

- ISO 11140 - 1 : Stérilisation des produits de santé - Indicateurs chimiques. Partie 1: 

Prescriptions générales. (Juillet 1995) 
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4.3 L'autoclave 

4.3.1 Définition et schéma d'un autoclave 

Un autoclave (figure 9) est un récipient à parois épaisses et à fermeture hermétique conçu 

pour réaliser sous pression la stérilisation à la vapeur. 

Figure 9 : Schéma d'un autoclave 

Zone Préparation 

Générateur 
de vapeur 

Local Technique 

Égouts (rejets gazeux+ liquides) 

t 

4.3.2 Principaux instruments d'un autoclave 

• Joints 

Les joints peuvent être de type non gonflable ou gonflable et assurent une fermeture 

hermétique des portes de l'autoclave. 

Les joints non gonflables sont utilisés, en général , lorsque la porte vient se rabattre sur le 

joint. 
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Les joints gonflables sont gonflés par une alimentation intérieure d'un fluide (air comprimé, 

eau, vapeur) qui pousse les joints d'étanchéité contre la porte à chaque début de cycle. 

A la fin du cycle, le joint d'étanchéité se rétracte. 

+ Pompes 

- La pompe d'al imentation permet d'alimenter en eau et selon les besoins, le générateur 

de vapeur, ou la pompe à vide. 

- La pompe à vide permet l'aspiration de l'air et de la vapeur, et accélère le séchage en 

association avec la montée en température. 

Sur le marché, il existe différentes sortes de pompes util isées en stérilisation , cependant, 

dans la pratique, on retrouve souvent la pompe à anneau liquide (figure 10), probablement 

pour une question de coût et de résistance aux températures élevées. 

Figure 10 : Photo d'une pompe à anneau liquide 

Les pompes à vide à anneau liquide utilisent l'eau comme médium de fonctionnement. 

Un piston excentré tourne dans le caisson rempli en partie de liquide. 

Par le mouvement de rotation de la roue et la force centrifuge qui en émane, le liquide 

forme à l'intérieur du cylindre un anneau liquide. 

Grâce à la position excentrée de la roue à aubes, le gaz du procédé est aspiré par la bride 

d'aspiration (figure 11) . 

Le gaz est ensuite compressé, puis évacué par la lumière d'échappement. 
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Figure 11 : Mécanismes d'aspiration par l'anneau liquide 

- 1---.-: 

+ Générateur de vapeur : 

On distingue deux origines de production de vapeur pour tous les types d'appareils de 

stérilisation : 

Vapeur produite à l'extérieur de l'appareil 

- Vapeur directe : la vapeur produite par la chaufferie de l'établissement est utilisée 

directement dans le stérilisateur. 

- Vapeur directe utilisée en vapeur primaire : la vapeur produite par la chaufferie de 

l'établissement circule en vapeur primaire dans un échangeur de vapeur. 

Vapeur produite par l'appareil lui-même 

- Générateur électrique : Un corps de chauffe muni de résistances électriques apporte de 

l'énergie thermique à l'eau pour la vaporiser. 

- Générateur à gaz ou à fuel : Une rampe de brûleurs fonctionnant au gaz ou au fuel 

réchauffe l'enveloppe jusqu'à production de vapeur. 

+ Filtre à air ou évent 

L'air utilisé après stérilisation , pour remise à la pression atmosphérique, doit être filtré pour 

empêcher la recontamination microbienne de la charge qui a été stérilisée. 

Cette entrée d'air doit se faire à l'aide d'un filtre à air " très haute efficacité " retenant 

toutes les particules de dimensions supérieures à 1 mm et n'autorisant le passage que de 

0, 1 % au maximum de particules comprises entre 0,3mm et 1 mm. 

Page 44/127 



4.4 Le cycle de stérilisation par la vapeur 

4.4.1 Les paramètres physiques d'un cycle 

De façon générale, un cycle est paramétré sur la température qui règne dans l'autoclave, 

le temps que dure le cycle de stérilisation et la pression à l'intérieur de l'appareil. 

+ La température 

Il est nécessaire de régler la température de consigne au-dessus de la température 

souhaitée à l'intérieur de la charge, du fait de la perte en énergie inhérente à chaque 

appareil, ainsi que de la perte d'énergie lors du transfert de chaleur dans les éléments. 

+ Le temps 

Ce paramètre joue un rôle direct dans la destruction des micro-organismes, en effet, selon 

la courbe de survie, le nombre de micro-organismes décroît logarithmiquement en fonction 

du temps. 

Si l'intérêt de la température et du temps de stérilisation semblent évidents à première 

vue, il convient d'expliquer plus en détail l'importance de la pression. 

+ La pression 

Le paramètre pression ne joue aucun rôle direct dans la stérilisation, il est en fait à relier 

directement à la vapeur d'eau. Comme on a pu le voir précédemment, la destruction des 

spores ne peut être obtenue qu'à une température supérieure 100°C, or pour obtenir de la 

vapeur d'eau à cette température, il faut se placer dans une atmosphère se trouvant à une 

pression supérieure à la pression atmosphérique. 

4.4.2 Les différentes phases d'un cycle de stérilisation 

Un cycle se découpe en plusieurs phases : 

+ Le pré-conditionnement 

- Au début du cycle, l'air à l'intérieur de la chambre de stérilisation ne se mélange pas à la 

vapeur produite par l'autoclave à cause d'une différence d'élasticité physique : à égalité de 

pression et de température, la densité de l'air est environ 1,5 fois celle de la vapeur, ce qui 

provoque une stratification dans la zone la plus basse de la cuve en créant des « poches 
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d'air» qui restent donc froides puisque l'air est un excellent isolant (conductivité 

thermique: 0,028 Wm-1K-1). 

La formation de gradients thermiques importants peut induire des retards dans la 

stérilisation, voire son absence, on devra donc s'attendre à un résultat imparfait, sinon 

désastreux, bien que l'opération de stérilisation puisse se dérouler dans des conditions 

apparemment normales pour le manipulateur de l'autoclave. 

- La phase de pré-conditionnement a pour but d'extraire l'air de la chambre de stérilisation 

et de le remplacer par de la vapeur saturée sèche en créant un vide puis en injectant de la 

vapeur dans la chambre. Ceci est répété plusieurs fois de façon à bien évacuer l'air 

résiduel et permettre à la vapeur d'eau de se répartir dans l'ensemble de la chambre, 

particulièrement jusqu'au cœur de la charge, dans les interstices, ce qui est très 

intéressant notamment pour les corps creux et poreux. 

La qualité de la purge d'air par le vide, au début d'un cycle de stérilisation à la vapeur, est 

d'une importance fondamentale pour que la charge à stériliser soit portée ultérieurement à 

une température aussi homogène que possible, condition essentielle du bon résultat de la 

stérilisation. 

+ Le plateau de stérilisation 

- Il correspond à la phase de stérilisation proprement dite. La température et la pression 

sont maintenues au niveau requis pour la stérilisation, durant un temps défini. 

- Le temps d'exposition se calcule à partir du moment où, après évacuation complète de 

l'air lors de la phase de pré-conditionnement, le matériel a atteint la température prescrite 

et est exposé à l'action de la vapeur d'eau saturée sous pression. Le temps réel de 

stérilisation varie en fonction de la température déterminée, mais il est toujours préférable 

de stériliser à la température la plus élevée compatible avec la charge. 

+ Refroidissement et séchage 

- A la fin du plateau de stérilisation, la pression de l'autoclave est diminuée en dessous de 

la pression atmosphérique (p s 70 mbar absolu) de façon à évacuer la vapeur d'eau pour 
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obtenir le séchage : cette baisse de pression provoque une vaporisation de l'eau 

résiduelle qui fait appel à l'énergie emmagasinée dans la charge et par conséquent, la 

charge refroidit. De la qualité du vide dépendra la siccité de la charge à la sortie du 

stéril isateur. 

- Enfin , l'admission d'air filtré termine le cycle de stérilisation et permet de ramener la 

pression à la pression atmosphérique permettant par la suite l'ouverture de porte. 

Remarque : La formation de condensats est inhérente au procédé de stérilisation par la 

vapeur et se produit tout au long du cycle , le problème est que ceux-ci compromettent la 

stérilisation car l'eau produite se trouve toujours à une température inférieure, ainsi , la 

surface en contact à stéril iser ne bénéficie pas du traitement recherché. 

Dans la partie expérimentale, nous verrons quels sont les moyens adaptés pour réduire 

leur formation et pour favoriser leur élimination. 

Figure 12 : Exemple de cycle de stérilisation 

-. -= E 
··- ...---· 

=: 

Sens de lecture 

4.5 Fiabilisation du procédé de stérilisation à la vapeur 

4.5.1 Validation et qualification 

La validation est une procédure documentée qui permet d'obten ir, d'enregistrer et 

d'interpréter les résultats nécessaires pour montrer qu'un procédé donné produira de 
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façon constante et répétable un produit répondant aux spécifications et aux critères de 

qualité prédéterminés. 

Elle est intégrée dans une démarche de qualification [20] et se répartit en trois parties : 

Qualification d'installations (QI) , qualification opérationnelle (QO) et qualification de 

performance (QP). [18] 

1 
Qualification 
d'installation 

Validation 

l 
Qualification 

opérationnelle 

+ Qualification d'installation 

1 
Qualification de performance 

Validation du couple charge I cycle 

La QI doit dresser la liste de toutes les informations concernant l'identification, la 

localisation, les exigences d'exploitation et les dispositifs de sécurité de l'équipement. Le 

protocole de QI énumère le nom, la description, le modèle, les numéros d'identification, la 

localisation, les raccordements et les exigences d'exploitation du stérilisateur. 

Il doit vérifier que le stérilisateur correspond bien aux spécifications d'achat et que tous les 

plans, manuels, listes de pièces détachées, adresses des vendeurs, coordonnées et 

autres informations pertinentes sont disponibles. 

+ Qualification opérationnelle 

Le protocole de QO décrit les informations requises pour établir, preuves à l'appui, que 

tous les éléments du stérilisateur fonctionnent bien comme prévu dans la mesure où il est 

utilisé conformément aux spécifications du procédé. Cela implique de tester tous les 

témoins du fonctionnement normal, tous les points d'alerte, tous les interrupteurs et 

écrans, tous les témoins d'interaction et toute autre indication des mécanismes et du 

fonctionnement. 

Le document relatif à la QO doit renfermer des informations sur l'étalonnage du 

stérilisateur, les activités avant exploitation, le fonctionnement habituel et les critères 

d'acceptation. 
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+ Qualification de performance 

Cette partie de la validation du stérilisateur intervient après la réalisation, l'examen et 

l'approbation de la qualification d'installation et de la qualification opérationnelle. 

Le protocole de QP décrit la ou les méthodes utilisées pour démontrer que le stérilisateur 

donne uniformément les résultats requis et répond aux normes spécifiques lors d'une 

utilisation habituelle et, le cas échéant, dans les situations les plus défavorables. 

Le travail qui constitue cette thèse se rapporte directement à cette phase de qualification, 

dans la mesure où il permet d'optimiser la validation de charge associée à un cycle et à un 

équipement. 

La qualification d'un autoclave nécessite des moyens appropriés permettant de juger de la 

qualité du procédé de stérilisation, ainsi nous allons développer les principaux types de 

contrôles utilisés. 

4.5.2 Contrôles de routine et contrôles périodiques 

Certains contrôles [17] sont indispensables pour la libération d'un couple cycle/charge, il 

s'agit des contrôles de routine effectués à chaque cycle de stérilisation (vérification des 

paramètres de stérilisation : température, pression, temps de plateau). 

Cependant, d'autres contrôles sont nécessaires pour s'assurer qu'entre deux périodes de 

validation (validation N et validation N+1 ), l'équipement, le procédé n'ont pas dérivé, ce 

sont les contrôles périodiques qui s'effectuent selon une périodicité définie au préalable. 

Dans le but de fiabiliser le procédé, il est primordial que celui-ci soit totalement verrouillé 

par les systèmes de validation et de contrôles comme le montre le schéma ci-contre : 

Validation N 

Le procédé: 

Contrôles de routine 

Validation N+1 
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+ Les paramètres physiques 

Le diagramme qui est issu d'un enregistreur à disque ou d'un enregistreur électronique à 

défilement linéaire, est un indicateur majeur sur les conditions qui règnent dans la 

chambre du stérilisateur, et permet de savoir si, durant le temps établi, le vide requis, la 

pression exigée et la température imposée ont été atteints et si ces paramètres sont 

restés constants. 

+ Correspondance pression I température 

Durant le plateau de stérilisation, les paramètres de la vapeur doivent rester 

rigoureusement constants, il y a donc lieu de contrôler la température et la pression en 

permanence selon la table de Regnault (Annexe 1) qui garantit le maintien de la qualité de 

la vapeur dans son état de vapeur saturée sèche pour autant qu'il n'y ait pas d'air dans la 

charge. 

Toute déviation par rapport à la corrélation pression / température donnée par les tables 

de Regnault peut être interprétée. 

En effet, la présence d'air résiduel entraîne localement pour une même pression, une 

température moindre. 

On peut également détecter la présence de vapeur surchauffée lorsque la température lue 

est supérieure à celle attendue ou détecter la présence de vapeur sursaturée lorsque la 

pression lue est supérieure à celle attendue. 

Pour évaluer la conformité de la vapeur d'eau saturée par rapport à la table de Regnault, 

seules les Bonnes Pratiques de Stérilisation (BPS) indiquent qu'un écart maximum de plus 

ou moins 50 mbar est toléré entre la pression théorique calculée et la pression lue à la 

température pendant le plateau de stérilisation. 

Cependant, cette valeur de 50 mbar est trop figée, il faudrait plutôt déterminer une 

tolérance adaptée pour chaque cycle différent puisque l'on aura une pression et une 

température différente. 
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+ Les indicateurs de passage 

Ces indicateurs dits de classe A sont décrits dans les normes EN 867-1 et ISO 11 140-1 : 

ce sont des indicateurs physico-chimiques de stérilisation pouvant être lus immédiatement 

après la stérilisation, ils dépendent uniquement de la présence de la vapeur et/ou de la 

chaleur et virent indépendamment du temps de contact. On peut utiliser des indicateurs 

intégrés dans le matériau d'emballage ou apposés sur cet emballage (étiquettes ou 

rubans autocollants). Ils ne prouvent pas que le contenu de l'emballage est stérile, mais 

seulement que le matériel a été soumis à un cycle de stérilisation afin que « les produits 

qui n'ont pas été stérilisés puissent être clairement distingués de ceux qui l'ont été » [2] 

+ Le test d'étanchéité ou test de fuite 

Le test de vide permet d 'évaluer l'étanchéité de l'autoclave, dont ceux conformes à la 

norme EN 285 [1 O] possèdent un cycle préprogrammé, comportant trois phases : une 

phase de descente en vide voisin de 70 mbar, puis stabilisation pendant dix minutes et 

remontée à la pression atmosphérique : la tolérance normative de la variation de la 

pression est de 1,3 mbar/minute. 

+ Les tests de pénétration de la vapeur 

Bowie Dick, Lantor Cube, Steris DART (Daily Air Removal Test ) sont des tests de 

pénétration de la vapeur, ils sont décrits dans les normes EN 554 [11] et EN 867-4, et 

permettent de vérifier le fonctionnement de l'équipement en détectant la présence d'air 

dans l'autoclave : un test satisfaisant indiquera une pénétration rapide de la vapeur, une 

purge d'air adéquate et l'absence d'entrée d'air dans l'autoclave lié à une fuite, cependant, 

une entrée d'air faible ne pourra pas être détectée par un de ces tests, mais par le test 

d'étanchéité. 

Le test de Bowie Dick : 

On trouve sur le marché des paquets-test prêts à l'emploi, ils sont constitués d'un paquet 

de textile, au centre duquel est introduite une feuille de papier sur laquelle est collé du 
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ruban autoclave 1222 de classe B selon EN 867-1 / 867-3 dont l'encre est sensible à la 

présence de vapeur et à la durée d'exposition . 

Le paquet est ensuite placé dans le stérilisateur, de préférence à des endroits où l'air peut 

s'accumuler (la vidange) où au niveau des joints d'étanchéité (près des portes), puis il est 

exposé à un des deux cycles : 134 °C/3,5 min ou 121 °C/20 min. 

En présence d'air, le changement de couleur est inhibé. En effet, même si le temps 

d'exposition est correct, l'encre ne vire qu 'en fonction de la valeur stérilisatrice qu 'elle 

reçoit. 

Après stérilisation , en cas d'évacuation insuffisante de l'air, la couleur du papier n'est pas 

uniforme : on met en évidence une bulle d'air résiduel en forme d'œuf (figure 13) qui est 

responsable du défaut de pénétration de la vapeur. 

Figure 13 : Test de Bowie Dick avant et après stérilisation 

Av;mt St..ér ili sa t io 

+ Essais de distribution de la chaleur, autoclave à vide 

Ils servent à détecter les hétérogénéités de température dans l'enceinte du stérilisateur et 

doivent être réal isés avant les essais de transfert de la chaleur. 

Ces essais doivent être réalisés à l'aide de sondes de température étalonnées. 

La position de ces dernières est documentée et permet d'établir le profil de distribution de 

la chaleur dans l'enceinte et repérer les points qui se réchauffent le plus lentement. 

Les exigences concernant l'uniformité de la température pour chaque type de stérilisateur 

doivent être définies et permettent de s'assurer que la chaleur est uniformément distribuée 

dans l'enceinte. 
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Les cGMP, les normes EN554 et HTM2010 divergent sur le nombre de capteurs à mettre 

en place, le nombre de 12 capteurs par m3 augmenté de 2 capteurs supplémentaires par 

m3 est généralement admis. 

La température doit être conforme aux spécifications en tous points de la chambre et 

pendant toute la durée de cycle : 

- La fluctuation maximum pour chaque mesure est de 1°C. Par contre entre 2 points de 

mesure dans la chambre elle est de 2°C (écart entre la sonde la plus froide et la sonde la 

plus chaude). Le délai d'équilibre des températures entre "points froids" et "points 

chauds" doit être inférieur à 15 secondes pour une chambre inférieure à 800 litres et 

inférieur à 30 secondes pour une chambre supérieure à 800 litres. 

- La température mesurée pendant le plateau doit être à l'intérieur de la bande de 

stérilisation qui est définie comme « la plage des températures susceptibles de régner 

dans toute la charge pendant le temps de maintien selon la norme EN 554 [11]. La 

température de stérilisation maximale est calculée en ajoutant 3°C à la température 

consigne. 

+ Essais de transfert de la chaleur dans le matériel à stériliser 

La validation de charge passe par l'étude du transfert de la chaleur au cœur des éléments 

à stériliser en introduisant des sondes de température de manière étanche. 

Elle a pour but de mettre en évidence les décalages éventuels qui peuvent exister entre 

les cinétiques d'équilibre de température à l'extérieur et à l'intérieur des unités à stériliser. 

Comme nous le verrons dans la partie « Résultats» de ce travail, la visualisation d'un tel 

décalage permettra d'adapter le cycle, le conditionnement, le positionnement des 

éléments afin de garantir que la charge subisse en tous ses points le même traitement 

thermique. 

Le procédé est considéré acceptable une fois que l'on a montré que toute la charge 

recevait une quantité suffisante de chaleur. 
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+ Essais microbiologiques 

Ce test permet d'évaluer l'efficacité de la stérilisation en démontrant la corrélation entre 

les paramètres d'un cycle et la létalité des micro-organismes. 

De tels essais consistent à vérifier si les micro-organismes les plus résistants à la 

stérilisation par la vapeur ont été détruits après avoir été introduits à proximité d'une 

sonde de température, dans une charge à stériliser, puis stérilisés selon le cycle utilisé en 

routine. 

On utilise des bactéries non pathogènes, sous forme de résistance sporulée : l'espèce la 

plus difficile à détruire par la vapeur est B. Stearothermophilus, cette espèce n'est pas un 

germe banal, de plus, il est thermophile, donc son emploi permet d'éviter les faux positifs. 

Leur utilisation n'est pas exigée, mais elle est recommandée par la Pharmacopée 

Européenne, la FDA ; les IB doivent être constitués d'une population connue de 105 

spores au minimum selon la Pharmacopée Européenne et 106 spores selon la FDA, et ont 

pour caractéristiques : D121 °c"" 1,5 min et z = 10°C. 

L'utilisation la plus fréquente est celle d'IB autonomes car leur mise en culture ne 

nécessite pas de prélèvement, et aucun contact avec l'extérieur car le milieu de culture est 

incorporé dans le dispositif : ceci permet d'éviter des contaminations externes. 

Cependant, ces IB ont leurs limites, car, de par leur taille, il est parfois impossible de les 

placer aux endroits les plus critiques, tels qu'une aiguille de seringue. De plus, le support 

utilisé pour les IB autonomes ne représente pas la réalité dans la mesure où les micro-

organismes peuvent avoir une résistance différente en fonction du support sur lequel ils se 

trouvent (valeur de D variable), ainsi dans certains cas, l'utilisation d'IB autonome n'est 

pas la méthode la plus adaptée, donc lorsque cela devient nécessaire et concrètement 

réalisable, il est possible de développer des inoculations d'éléments, ce qui permet de se 

rapprocher au mieux de l'évaluation des conditions réelles de stérilisation. 

Certes, la réalisation de tels IB se heurte à la difficulté d'obtenir des IB fiables et 

reproductibles. Les problèmes rencontrés sont liés d'une part à l'inoculation du nombre 
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initial de spores, mais également aux opérations d'ensemencement, de transfert sur milieu 

de culture, des conditions de culture elles même, ainsi qu'à la stabilité des spores dans le 

temps (vieillissement, diminution de la thermorésistance ... ). 

+ Qualité de la vapeur 

Le degré de saturation de la vapeur, également appelé titre de la vapeur est le paramètre 

qui permet de définir la fraction massique de vapeur sèche. 

Le titre d'un mélange eau-vapeur est noté X, il est le rapport entre la masse de la vapeur 

saturée sèche dans le mélange et la masse totale du mélange (eau en phase liquide + 

vapeur saturée sèche) 

Le titre idéal X=1 est celui de la vapeur saturée sèche (la température et la pression 

suivent les valeurs données par les tables de Regnault) : il n'y a aucune particule d'eau 

sous forme liquide. Pour l'utilisation dans les stérilisateurs, le titre de la vapeur ne devrait 

pas descendre en dessous de 0,97 ce qui signifie que pour 1 kg de vapeur, il y a 30g d'eau 

non vaporisée, et que ce mélange vapeur saturée sèche/eau ne contient que 97% de 

l'enthalpie de vaporisation, donc moins énergétique que 100% de vapeur saturée sèche. 

+ Essai de siccité de charge 

La siccité finale d'une charge est définie par l'eau résiduelle présente dans la charge à la 

fin du cycle de stérilisation, ce critère doit être évalué, car il n'est pas anodin : si les objets 

sortent mouillés du stérilisateur, ceci est un frein au maintien de l'état de stérilité car la 

présence d'eau est favorable à une recontamination. 

La siccité peut être évaluée de plusieurs façons : 

- Par une observation visio-tactile, mais d'autres méthodes peuvent être plus précises, 

telles que : 

- Le prélèvement à l'aide de matériels gradués, cette méthode est adaptée lorsque l'on 

peut recueillir les condensats facilement (au fond d'une cuve par exemple), mais ce n'est 

pas toujours le cas. 

- Comme le précise la norme EN 285 [1 O], la pesée peut être adaptée dans certains cas : 
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« L'augmentation de l'humidité relative est mesurée par pesée de la charge d'essai 

avant et après stérilisation : 

Pour une charge de tissu : l'augmentation de poids doit être inférieure à 1,8% 

Pour une charge de caoutchouc : l'augmentation de poids doit être inférieure à 

1,5% environ 

Pour une charge métallique : l'augmentation de poids doit être inférieure à 0,2% » 

Ces mesures nécessitent l'emploi d'une balance de haute précision, mais elle n'est 

réalisable que pour des éléments de poids et d'encombrement standards. 

- Enfin, la thermogravimétrie est un moyen très précis et adaptable à tout type d'élément 

pour mesurer la quantité d'eau par différentiel de chaleur libérée. 

4.5.3 Diagramme d'lshikawa 

Le diagramme représenté sur la page suivante permet d'avoir un aperçu des diverses 

actions qui permettent de fiabiliser les procédés (principal et secondaires) de stérilisation. 

La qualité du médicament dépend donc d'un partage de lourdes responsabilités entre les 

divers acteurs. 
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PARTIE 
EXPERIMENTALE 
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1. Contexte 

Ce travail a été réalisé dans le cadre de l'optimisation de la validation de la stérilisation 

par la vapeur à sanofi pasteur. 

La première partie « Matériel et Méthode » permet de présenter le matériel ayant servit 

à la partie expérimentale, et permet de poser les problématiques d'une validation de 

stérilisation cycle /charge. 

De plus, les nouveaux principes issus du déploiement de ces nouvelles stratégies de 

validation sont définis et expliqués pour comprendre les objectifs de la « Partie 

expérimentale » qui est une mise en application au travers d'essais de stérilisation 

d'éléments. 

2. Matériel et méthode 

2.1 Présentation du matériel utilisé 

Afin d'effectuer une étude sur le transfert de chaleur pour optimiser la stérilisation d'une 

charge, il est nécessaire de posséder des outils adaptés. 

2.1.1 L'autoclave 

L'autoclave qui a permis le déroulement de ces essais exploratoires occupe une place 

stratégique dans la fabrication des injectables puisqu'il permet le mélange des solutions. 

Ce procédé se caractérise donc par sa criticité puisque le produit qui en est issu 

participera à la réalisation de la spécialité par des procédés aseptiques, ainsi, le matériel 

stérilisé se retrouve en contact direct avec le produit injecté au patient. 

L'autoclave est un autoclave Fédégari, celui-ci est régulé par la pression, ce qui 

constitue un avantage par rapport à ceux régulés par la température, puisque la 

régulation est plus sensible. 

Il est connecté à un ordinateur, relié par une sonde de régulation de la pression, qui 

transfère les informations à cinq sondes de température fixes. L'enregistrement 
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permettant la libération de lot est effectué par un enregistreur CHESSELL relié à 3 

sondes de température et une sonde de pression . 

De plus, cet autoclave possède une double enveloppe chauffante qui permet de réduire 

la quantité de condensats formés. 

Cet autoclave est implanté en frontière d'une zone de préparation du matériel en classe 

C, et d'une zone de stockage du matériel stérile, en classe B, avec des hottes sous flux 

laminaires classe A dans B. Pour respecter le flux produit, le chargement s'effectue dans 

la classe C, et le déchargement dans la classe B, mais pour les essais réalisés, qui 

feront l'objet de la partie « Résultats », chargement et déchargement se sont effectués 

dans la classe C. 

2.1.2 Sondes de température et centrale de mesure 

Les relevés de température sont réalisés à l'aide de sondes thermocouples type T 

reliées à une centrale de mesure KAYE VALIDATOR 2000. Les thermocouples (figure 

14) doivent être fiables et étalonnés, l'erreur maximale tolérée de la mesure de la 

température est inférieure à 0,5°C. 

Figure 14: Thermocouple type T 

Les appareils sont capables d'effectuer des calculs , à l'aide de microprocesseurs 

programmés à cet effet. Ils permettent le calcul de la valeur stérilisatrice qui est calculée 

pour chacune des sondes de façon cumulée avec comme valeurs constantes réglées 

automatiquement à une température de référence de 121, 1°C et une destruction 

thermique z égale à 10°C. 

Cet appareil comprend 36 voies maximum et permet un relevé de la température toutes 

les minutes. [13) 
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2.1.3 Dispositifs pour l'insertion de sonde de température 

Les thermocouples doivent être insérés au cœur des éléments, d'une manière 

parfaitement étanche à l'air et à la vapeur. 

La méthode de placement des sondes ne doit pas influer sur les caractéristiques de 

pénétration de la vapeur en créant un chemin préférentiel ce qui empêcherait de rendre 

compte de ce qui se passe dans les conditions normales d'utilisation. 

Afin de mesurer la température et la valeur stérilisatrice au cœur des éléments sans 

favoriser le passage de vapeur, les sondes sont placées à l'aide d'un dispositif 

spécifique rendu hermétique par l'utilisation d'un clamps et d'un joint percé comme le 

montre la figure 15. [13) 

Figure 15 : Dispositif permettant le passage de sonde de température 

Vers intérieur item 

2.2 Problématiques d'une charge 

2.2.1 Les différents types de charge 

+ Charge solide simple 

Les charges solides sont constituées de matériel ne nécessitant qu 'un traitement des 

surfaces lisses internes et externes des éléments. 

Cela peut être de la verrerie vide (flacons, bécher), des instruments inox (ciseaux, 

canules). 
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+ Charge solide poreuse 

Les charges poreuses sont constituées de matériel nécessitant un traitement en 

profondeur des éléments ou des surfaces. 

Il s'agit des textiles (combinaison, serpillière), des matières élastomères (tuyau, joint), 

des filtres. 

+ Charge liquide 

- C'est le cas de charges contenants des liquides dans des récipients non bouchés 

hermétiquement mais protégés par des filtres évents tels que des flacons d'eau, des 

milieux de culture. 

- On retrouve également des charges contenants des liquides dans des récipients 

bouchés hermétiquement tels que des seringues ou des flacons remplis. 

Dans ce cas la vapeur d'eau ne participe pas chimiquement à l'inactivation des micro-

organismes car celle-ci est faite par l'eau de la solution. 

On adaptera les caractéristiques du cycle selon la charge à stériliser [15], cependant, 

celle-ci doit être suffisamment homogène pour que tous les éléments aient un 

comportement thermique très proche. 

La problématique soulevée dans ce travail concerne les charges poreuses, dont la 

pénétration de la vapeur peut être variable d'un élément à l'autre, cette inertie devra 

donc être maîtrisée. 

2.2.2 Nature d'une charge 

Les caractéristiques de la charge à prendre en compte sont nombreuses, les facteurs 

qui ont le plus d'influence sur la stérilisation sont, de façon évidente la perméabilité du 

conditionnement à la vapeur, mais également l'hydrophilie ou hydrophobie, les capacités 

et conductivités thermique, la porosité ... 
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+ L' hydrophilie ou hydrophobie 

Les matériaux hydrophobes monteront en température très lentement, ceci est lié aux 

forces de répulsion entre la vapeur et l'élément à stériliser, dans ce cas, l'apport 

d'énergie par la condensation sera minime. 

Les matériaux hydrophiles, quant à eux, se gorgeront d'eau, ils monteront rapidement 

en température, mais la présence de condensats sera à l'origine de points froids, il sera 

donc nécessaire de réfléchir à des moyens permettant leur élimination. 

+ La chaleur massique 

La chaleur massique (ou capacité thermique massique) d'un élément influe sur sa 

montée en température. 

Plus la chaleur massique (Cp) d'un élément est élevée, et plus l'énergie thermique (Q) 

nécessaire pour l'amener à la température désirée sera élevée, la relation est la 

suivante: 

Q = m X Cp (Tfinale - Îinitiale) 

Avec: 

Q : énergie à fournir à l'objet (en J) 

m: masse de l'objet (en kg) 

Cp: chaleur massique de l'objet (en J kg-1 K-1) 

Îfina1e et Îinitiale sont les températures initiales et finales de l'objet (en K) 

Le terme m x Cp est la capacité thermique de la totalité du corps étudié. 

+ La conductivité thermique 

La conductivité thermique notée À concourt à une bonne cinétique de montée au plateau 

de stérilisation car c'est la vitesse avec laquelle la chaleur est transportée dans un 

matériau. 

La conductivité dépend principalement de la nature du matériau et de la température. 

Elle se mesure en W m-1 K-1 

À (acier inoxydable)= 26 W m-1 K 1 

À (verre)= 1,35 W m-1 K-1 

À (eau)= 0,6 W rn-1 K-1 
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Par ces différentes valeurs, on en déduit qu'il sera plus facile , à masse égale, de 

stériliser un élément en inox, qu 'un flacon en verre. 

+ La porosité 

Une masse poreuse est constituée d'un grand nombre de cellules microscopiques où 

l'air peut facilement pénétrer, ainsi, quand le vide est tiré la quantité d'air dans chaque 

cellule est faible et quand la vapeur entre dans le stérilisateur elle pénètre dans la 

masse poreuse et pousse l'air d'une cellule vers la suivante, de plus en plus près du 

centre de la masse. 

Au fur et à mesure que la vapeur pénètre, elle se condense au contact de l'air plus froid 

restant dans la masse poreuse. Il se forme alors une sorte de zone sphérique, délimitée 

par la condensation, qui se réduit au fur et à mesure que la pression s'accroît dans le 

stérilisateur. Cette zone contient une bulle d'air qui gène la pénétration de vapeur et 

donc la réalisation de la stérilisation. 

+ L'homogénéité d'un liquide 

Dans le cas des liquides qui présentent une sédimentation, ceux-ci ont un 

comportement thermique non uniforme puisque la zone froide peut se déplacer pendant 

le traitement thermique. 

2.2.3 Détermination des points froids potentiels 

La réelle problématique est de savoir où positionner les sondes de température. 

Dans le but d'identifier avec certitude la localisation du/des points froids dans un 

élément, il est nécessaire de détailler le circuit de passage des fluides à l'intérieur de 

l'élément, pour détecter l'endroit où il semble le plus difficile d'extraire l'air, et le moins 

accessible à la vapeur. 
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Dans le cas d'éléments de forme géométrique simple, possédant un axe de symétrie, il 

est très facile d'identifier le/les points froids . 

Prenons l'exemple d'un dispositif de circulation , où la sonde est disposée au centre et 

au fond du ballon , sans toucher le fond. 

Papier STERIFEUILLE 
doublé+ élastique 

Sonde située au point 
supposé froid 

"'- Barreau magnétique 

En revanche, lorsque les éléments possèdent des montages complexes, associés à des 

filtres et à de longues tubulures on ne peut plus raisonner selon le principe du centre 

géométrique de l'élément, mais il faut envisager le centre « pneumatique ». 

C'est le cas d'une cuve de mélange double enveloppe associée à des montages : 

Légende: 

>-
) 

• 

Inox 

Event Midisart 2 000® : filtre hydrophobe, 
surface de filtration = 20 cm2 

Tuyau silicone 

Raccord « Y » 

Chemin préférentiel de la vapeur 

Point supposé froid 
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Çà"8 X 14 

Çà"8 X 14 15 cm 

400 cm 

Montage sans 
tubulure plongeante 

Çà"8 X 10 

0'8X14 
15 cm 

MIDISART • 
Système d'agitation : Turbine NOVASEPTIC 

EVENT 
_,.. __ SARTOFLUOR 

On ne peut plus se permettre de vérifier la température au centre et au fond de la cuve 

car la vapeur peut s'i ntroduire facilement dans la cuve par le filtre Sartofluor® dont la 

surface d'échange est très élevée (6000 cm2
) , donc la cuve recevra une quantité de 

vapeur beaucoup plus importante que le plus long des tuyaux silicone (415 cm) dont le 

flux de vapeur entrant est limité par la présence de l'évent Midisart 2000® (surface 

d'échange de 20 cm2 
) , ainsi le point froid sera situé au milieu de cette tubulure dans 

laquelle il sera indispensable de positionner une sonde de température. 

Le point critique n'est donc pas toujours le centre géométrique de l'élément, ni le centre 

de la masse du produit : c'est cette approche qu'il est important de considérer ! 

Comme nous le verrons dans la partie expérimentale, pour certa ins montages, il sera 

très difficile de déterminer les points froids avec certitude, des essais exploratoires 

s'avèreront nécessaires , afin de déterminer les sites les plus difficilement stérilisables. 
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2.2.4 Facteurs influençant la qualité de la stérilisation 

+ Le choix du cycle de stérilisation 

Il est indispensable d'adapter le cycle aux types d'éléments à stériliser (cycle pour 

charge liquide, pour charge poreuse ... ) et de l'optimiser en fonction des contraintes 

propres à l'équipement et à la charge. 

+ La composition de la charge 

Des éléments trop différents les uns des autres ne se stérilisent pas de la même façon. 

Ainsi, composer une charge avec des éléments ayant un comportement thermique très 

proche permet de gérer plus facilement les phases d'optimisation. 

+ Le volume d'occupation de la chambre de l'autoclave 

La charge doit occuper au maximum 70% du volume total de la cuve car les éléments à 

stériliser ne doivent pas être trop serrés dans l'autoclave afin d'assurer une extraction 

d'air, une pénétration de vapeur suffisante, et une élimination des condensats 

convenable. 

De plus, les éléments à stériliser doivent être distants de la paroi d'environ 10 cm 

puisque lorsque l'autoclave ne possède pas de double enveloppe, une grande quantité 

de condensats ruisselle le long de la paroi. 

+ La configuration de la charge 

La disposition spatiale des éléments ne doit pas nuire à la distribution et à la pénétration 

de la vapeur, par conséquent le matériel ne doit pas être serré car cela limite le transfert 

de chaleur par convection. 

De plus, emboîter ou empiler des récipients influence sur le comportement 

thermique car les récipients chargés pêle-mêle sont un frein à la stérilisation : il faut 

donc envisager des supports, des séparateurs ... 

+ Le conditionnement de la charge 

Après stérilisation, seul un matériel correctement conditionné pourra rester stérile, il est 

donc nécessaire de conditionner les éléments dans un emballage spécifique perméable 
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à la vapeur, protecteur de la stérilité, cependant, si celui-ci est mal conçu, il sera un frein 

à la stérilisation lié à la formation de points froids. 

Comment conditionner correctement son matériel ? 

Tout d'abord, le chargement d'un contenant (sachet. .. ) ne doit pas être excessif car cela 

empêche le transfert de chaleur par convection, de plus, les dimensions de l'emballage 

doivent être ajustées au maximum à l'objet à stériliser ainsi que la quantité d'emballage 

en fonction du flux de production. 

L'épaisseur maximale des emballages souples (sacs) a une influence directe sur la 

température de la zone froide car les emballages plus épais chauffent plus lentement. 

[22] 

+ La complexité des montages 

Il est important de simplifier les caractéristiques des montages afin de favoriser la 

stérilisation. 

Ceci consiste par exemple à éviter l'utilisation de longs tuyaux quand cela n'est pas 

nécessaire car l'extraction de l'air est plus difficile lorsque la longueur du tube augmente. 

Des études sur les modèles tubulaires ont montré que la zone centrale du tube est le 

site le plus difficile pour l'extraction de l'air dans le cas d'un tube ouvert aux deux 

extrémités. [4] 

Si le matériel possède des parties démontables, il est important de pouvoir le démonter 

autant que possible et s'il n'est pas démontable, il est préférable de le laisser en position 

ouverte pour permettre le passage de la vapeur. 

+ Le positionnement des éléments 

L'orientation (horizontale ou verticale) des éléments est importante pour favoriser 

l'évacuation d'air, la pénétration de la vapeur et l'élimination des condensats. 

Les sachets individuels doivent pouvoir être disposés verticalement dans les paniers, les 

filtres raccordés à des tubulures ou non doivent être maintenus verticalement. 

Concernant des objets creux, ceux-ci doivent être positionnés de façon à permettre une 

bonne évacuation de l'eau. 
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2.3 Les grands principes des nouvelles stratégies de validation à 

sanofi pasteur 

Lorsque l'on effectue une validation, il faut être le plus représentatif des conditions 

utilisées en production. 

La validation de charge fait partie de l'étape de qualification de performance d'un 

autoclave et l'on doit montrer que l'autoclave stérilise la charge. 

Dans le but d'optimiser la validation, de nouvelles stratégies sont mises en place à 

sanofi pasteur, et concernent : 

la définition de niveaux d'asepsie 

le choix des éléments servant à la validation 

le placement reproductible et représentatif des sondes de température et 

des indicateurs biologiques dans ces éléments 

l'optimisation de la pénétration de la vapeur 

2.3.1 Les niveaux d'asepsie 

Les procédés de stérilisation par la vapeur peuvent avoir des objectifs différents, c'est le 

cas de procédés de stérilisation terminale et de stérilisation qui précèdent une filtration 

stérilisante : dans le premier cas, il s'agit d'une étape finale de stérilisation avant la 

libération du lot, ainsi, cette étape de la vie de l'injectable est critique puisque 

déterminante par rapport à la stérilité, tandis que dans l'autre cas, il existe un procédé 

de stérilisation (la filtration stérilisante) qui succède à la stérilisation à la vapeur. 

La notion de niveaux d'asepsie est primordiale puisqu'elle nous permet de distinguer des 

procédés dont les risques en terme de stérilité diffèrent. 

Le principe est donc de prioriser les différents types de stérilisation à l'autoclave, afin 

d'adapter les règles et les fréquences de validation nécessaires. 

A sanofi pasteur (Marcy L'Etoile), on distingue différents niveaux pour les procédés, en 

fonction des objectifs à atteindre. [14] 
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+ Niveau d'asepsie 1 

Ce niveau d'asepsie est le plus critique, et nous pouvons citer, en tant que procédé de 

niveau d'asepsie 1 : 

- Les procédés aseptiques, où le matériel stérilisé à l'autoclave sera mis en contact 

direct avec le produit final. 

- Une stérilisation terminale où le produit stérilisé issu du procédé sera injecté 

directement au patient. 

Ainsi, ces procédés de stérilisation requièrent le maximum d'attention, puisque dans ce 

cas, le risque est de libérer un lot non stérile. 

+ Niveau d'asepsie 2 et 3 

Ces deux notions sont très proches, et concernent des procédés dont le matériel 

stérilisé à l'autoclave permet la préparation du produit fini, mais dont la stérilisation 

ultérieure de ce produit par filtration stérilisante par exemple, rend le procédé moins 

critique qu'un procédé de niveau d'asepsie 1 dans la mesure où le risque sera industriel 

puisque l'on risque de perdre le lot. 

Selon les types de procédés de fabrication, et selon les enjeux dont il est question, 

nous sommes amenés à adapter les règles de validation. 

Ainsi, il faut définir et appliquer des règles de validation pour chaque niveau d'asepsie 

afin de montrer que l'on maîtrise le niveau d'asepsie que l'on revendique. 

Les règles de validation conditionnées par les niveaux d'asepsie concernent : 

- La définition des charges maximales et minimales à valider 

- La fréquence des validations périodiques 

- La méthodologie à appliquer lors des essais préliminaires ... 
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2.3.2 Les critères d'acceptabilité de validation de charge 

+ Le temps de maintien en température au cœur de chaque élément 

Dans le cadre des nouvelles stratégies de validation des charges autoclave, un nouveau 

critère apparaît : la notion de temps de maintien qui est le temps passé à une 

température supérieure à 121°C. 

Ceci permet de s'assurer que le/les points froids identifiés de chaque élément atteignent 

les critères requis en temps/température car pour stériliser parfaitement un élément, il 

faut qu'il soit totalement exposé à l'agent stérilisant pendant un temps donné. 

+ La valeur stérilisatrice 

Selon les BPF [9], ainsi que la FDA (GMP), la stérilisation est obtenue pour une valeur 

minimale F0 = 8 min pour les solutions parentérales de grands volumes avec 121°C et 

z=10°C. 

Selon la PDA (Parenteral Drug Administration) qui regroupe des représentants des 

grandes firmes pharmaceutiques, la stérilité est obtenue à un niveau satisfaisant pour 

une valeur F0 = 12 min dans les mêmes conditions que précédemment. (Technical 

monograph) 

A sanofi pasteur, la valeur stérilisatrice ne doit pas être inférieure à 20, ce qui laisse une 

grande marge de sécurité par rapport à Fo è:: 12 ou 8. 

+ L'intervalle de température de stérilisation 

Lors du palier de stérilisation, il est important que tous les points de la charge soient 

maintenus dans un intervalle de température. 

Dans les conditions d'overkill, la température du plateau de stérilisation doit être 

comprise entre 121°C et 124°C. 

+ L'évaluation du comportement thermique des éléments 

La différence de montée en température au sein d'une même charge, entre le premier 

élément arrivé à la température de consigne du palier de stérilisation et le dernier 

élément, ne doit pas excéder cinq minutes, ce critère noté ~ t (schématisé par la figure 
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16) permet de s'assurer que les éléments gardent un comportement thermique 

homogène entre eux, c'est-à-dire qu'ils reçoivent la même quantité de chaleur au même 

moment. 

Figure 16 : Schéma de visualisation du critère L'lt 

Température 

• La siccité 

Temps 1er Temps 
élément dernier 

élément 

Température de consigne 

Température à atteindre 
dans les éléments 

~ t: Temps de 
montée en T°C 

Temps 

Comme nous l'avons précisé, les objets qui sortent mouillés du stérilisateur, sont sujets 

à une recontamination qu'il faut impérativement éviter. A l'heure actuelle, la siccité sera 

évaluée de façon visio-tactile. 

• Les phases intermédiaires 

Ceci ne constitue pas un critère d'acceptabilité, mais plutôt un « critère d'anticipation » 

car les phases intermédiaires, situées entre le pré-conditionnement et le plateau de 

stérilisation, et entre le plateau de stérilisation et le refroidissement / séchage, ont un 

intérêt particulier, puisqu 'en comparant les données de pression et de température d'une 

validation à l'autre, cela nous permet de détecter toute dérive de l'équipement et donc 

d'anticiper les actions de maintenance. 

2.3.3 Méthodologie pour la validation de charge 

La validation de charge est faite pour un autoclave précis , car chaque autoclave a un 

comportement différent, la méthodologie qui suit doit donc être spécifique à chaque 

équipement. 
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+ Etudes préalables 

Il est indispensable que les besoins des utilisateurs soient pris en compte, afin que les 

nouvelles méthodologies de validation soient complètement adaptées à l'utilisation 

quotidienne : il faut étudier les charges stérilisées par l'utilisateur, étudier leur 

configuration dans l'autoclave, la quantité de chaque élément nécessaire, puis toutes 

ces informations nous permettront de proposer à l'utilisateur une méthodologie 

spécifique de validation de charges. 

- Classer les éléments 

A sanofi pasteur, le mode de conditionnement a été déterminé comme le premier facteur 

ayant un impact sur la stérilisation, ainsi les éléments à stériliser sont classés selon leur 

mode de conditionnement. 

A titre d'exemple, voici trois modes de conditionnement qui correspondent à trois 

groupes d'éléments à stériliser : 

Éléments emballés en sac Soplaryl® 

Éléments emballés en sac Tyvek® 

Éléments non emballés, leur état de stérilité étant assuré par des filtres évents 

Puis, des familles sont déterminées selon le type et la nature des éléments. 

Concernant le groupe des éléments emballés en sac Soplaryl®, on peut citer trois 

familles: 

« Petit Matériel » : matériel de type solide simple 

« Poreux » 

« Montage » 

« Filtre » 

Enfin, si cela est nécessaire, on peut affiner le classement en déterminant des sous-

familles en prenant soin de ne faire varier qu'un seul critère à la fois afin de pouvoir 

évaluer l'impact que cela a sur la stérilisabilité des éléments, par exemple, dans la 

famille «Montage», il est nécessaire de distinguer deux sous-famille différentes lorsque 
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l'on a deux montages identiques qui diffèrent seulement par la longueur de leur tuyau. 

- Identifier les chefs de famille 

Afin de réduire la quantité de charges à valider, nous identifions un ou plusieurs 

représentants de chaque sous-famille. Il s'agit des éléments critiques qui constitueront 

les futures charges de validation. Ces chefs de famille sont déterminés selon des règles 

précises, découlant de la logique ou de l'expérience. 

+ Les essais préliminaires 

Après avoir défini l'ensemble des éléments les plus difficiles à stériliser, il est 

indispensable de pouvoir justifier les choix de ces éléments par des études 

expérimentales que l'on appelle essais préliminaires, du fait que ceux-ci précèdent les 

validations de charges. 

Ces essais permettent l'étude du transfert de chaleur dans les éléments identifiés 

comme critiques, les résultats obtenus nous permettront d'optimiser les montages, ainsi 

que les cycles de stérilisation pour garantir une qualité de stérilisation optimale. 

Par la suite, on définira et validera les charges en se positionnant systématiquement 

dans des conditions défavorables en effectuant des contrôles microbiologiques et des 

mesures aux points froids identifiés dans les éléments les plus critiques. 

Pour un même cycle de stérilisation, la méthodologie suivie pour les essais préliminaires 

diffère en fonction du niveau d'asepsie des procédés. 

Le NA 1 étant le niveau le plus critique, on effectue les essais sur une charge type de 

production afin d'avoir des charges validées qui se rapprochent le plus possible de la 

production, c'est de cette méthodologie dont est issue la partie expérimentale de ce 

travail. 

Pour les NA2-NA3, on se base sur l'ensemble des éléments devant être stérilisés. 

+ Définition des charges 

La définition des charges peut se réaliser de plusieurs façons, on peut en effet définir et 

valider des charges exactes ou bien des charges maximales et minimales. 

Ces deux méthodes peuvent être utilisées en fonction du besoin. 
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La validation de charges exactes est envisagée pour faire face à un besoin spécifique 

ou à cause d'une lacune technologique, mais elle induit une rigidité d'utilisation en 

routine dans la mesure où l'on ne doit pas stériliser toute autre charge différente de la 

charge validée. 

En revanche, la notion de validation de charges minimales-maximales, permet d'assurer 

une flexibilité en production, avec la possibilité de stériliser des charges comprises dans 

l'intervalle validé [Charge minimale-Charge maximale], ces nouvelles stratégies de 

validation développées à sanofi pasteur envisagent cette possibilité. 

La charge maximale doit être définie comme la charge la plus contraignante, la plus 

pénalisante pour le cycle, c'est-à-dire la plus difficile à stériliser, cependant, la 

composition de la charge maximale doit être représentative du besoin de stérilisation 

des services de production tout en envisageant le pire cas susceptible de survenir dans 

des conditions de production (quantité maximale d'éléments à stériliser) 

Concernant le NA 1: la charge maximale sera constituée de chaque chef de famille en 

quantité maximale par rapport aux charges types stérilisées en production. 

En NA2 et NA3: la charge maximale sera constituée par l'élément le plus difficile à 

stériliser dans sa quantité maximale, puis le second élément le plus difficile à stériliser 

en quantité maximale ... etc. jusqu'à remplir l'autoclave. 

La charge minimale sera constituée de l'élément le plus difficile à stériliser en quantité 

minimale, sous réserve que l'autoclave possède une rampe lors de la régulation en 

température. 

- En effet, les autoclaves qui ne possèdent pas de rampe de régulation en température 

ont une régulation moins précise car la sonde de régulation ne prend en compte 

l'information de la température dans l'autoclave qu'avec des intervalles de temps très 

grands. Ce phénomène a son importance lorsque la charge est poreuse car les 

éléments possèdent dans ce cas une faible conductivité thermique, une chaleur 

massique élevée, tels que des filtres, des textiles ... 
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Figure 17 : Exemple de comportement thermique d'une charge minimale et d'une 

charge maximale dans un autoclave régulant en température ne possédant pas de 

rampe de régulation 

Exemple de consigne : injections de vapeur permettant de passer de 20°C à 122°C en 

15 minutes. 

Température 

Temps 

Température dans la 
chambre de l'autoclave 

Température à l'intérieur 
d'une charge maximale 

Température à l'intérieur 
d'une charge minimale 

Lorsque l'autoclave fonctionne à pleine charge (tracé bleu), les éléments de la charge 

absorbent la chaleur, et favorisent une répartition homogène de la chaleur, ainsi, la 

sonde de régulation reçoit une température qui correspond relativement à la 

température au cœur des éléments, mais lorsque ce même autoclave est très peu 

chargé (tracé violet) et que les éléments à stériliser sont poreux, il est possible que la 

température perçue par la sonde soit complètement décalée par rapport à la 

température au cœur des éléments car l'absence d'une grande quantité à stériliser nuit 

à l'homogénéité de la température dans l'autoclave, et lorsque la sonde de régulation 

donne l'ordre d'arrêter les injections de vapeur, certains éléments n'ont pas atteint la 

température de consigne. 
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- Concernant les autoclaves possédant une rampe de régulation en température, ceux-ci 

possèdent une sonde de régulation qui régit l'injection de vapeur à des intervalles de 

temps très courts : 

Figure 18 : Exemple de comportement thermique d'une charge minimale et d'une 

charge maximale dans un autoclave régulant en température possédant une 

rampe de régulation 

Exemple de consigne : injection de vapeur permettant d'augmenter la température de 

10°C toutes les minutes. 

Température 

Temps 

Température dans la 
chambre de l'autoclave 

Température à l'intérieur 
d'une charge maximale 

Température à l'intérieur 
d'une charge minimale 

Lorsqu'un autoclave en charge minimale présente une rampe, la température perçue par 

la sonde de régulation est très proche de la température dans les éléments car des 

injections fréquentes de vapeur favorisent une meilleure homogénéité de température 

dans l'enceinte, malgré la faible quantité d'éléments à stériliser. 

+ Mode de fonctionnement en routine 

Ces nouvelles stratégies de validation permettent à l'utilisateur d'obtenir une grande 

flexibilité parfaitement maîtrisée par rapport aux éléments à stéril iser, et ainsi de 

substituer un élément par un autre élément appartenant à la même famille ou plus facile 
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à stériliser. Il est également possible de stériliser des éléments en quantité variable, tant 

que la quantité appartient à l'intervalle validé. 

De plus, si les essais exploratoires ont permis de montrer que la stérilisation d'un 

élément ne dépendait pas de son emplacement dans l'autoclave, aloïs celui-ci peut être 

variable, en revanche, la position des éléments doit rester figée, car comme nous le 

verrons plus tard dans la partie expérimentale, ce critère à un rôle prépondérant dans la 

réussite de la stérilisation. 

+ Validation périodique 

Le nombre de sondes dans un élément sera réduit au point le plus froid observé lors des 

essais préliminaires. 

En terme de fréquence de validation, celle-ci est variable en fonction du niveau 

d'asepsie cependant, une charge sera systématiquement validée trois fois dans le but 

de démontrer que les essais sont reproductibles entre eux. 

- Pour le NA1 

Chaque cycle est validé tous les six mois avec une des charges et les charges sont 

validées tous les ans, il faut donc passer obligatoirement toutes les charges dans une 

année. Pour un même cycle, on répartira les charges sur les deux périodes de validation 

de six mois 

- Pour les NA2 et 3 

Chaque cycle est validé tous les ans, la périodicité de validation de charge n'étant pas 

déterminée, il faudra effectuer des rotations tous les ans pour que dans une période 

donnée, toutes les charges aient été validées. 

+ Synthèse 

Cette méthodologie adoptée à sanofi pasteur est une nouvelle façon de valider les 

charges et permet de rapprocher la validation des conditions réelles d'utilisation des 

d'autoclaves, ce qui a pour conséquence, un gain en qualité de stérilisation. 

Ceci nous a également permis de diminuer considérablement le nombre de charges de 

validation, et permet un gain conséquent de temps, ainsi disponible pour la production. 

Page 78/127 



Le logigramme de la figure 19 permet de visualiser l'ensemble des étapes à réaliser et 

situe à quel niveau intervient le travail décrit dans la partie résultats. 

Figure 19 : Logigramme présentant le déploiement des nouvelles stratégies de 

validation à sanofi pasteur 

Lister les éléments à 
stériliser 

Etudier les configurations de l'autoclave et le besoin 
en élément à stériliser selon l'utilisation en routine 

Classement des éléments par famille 

Détermination des chefs de famille selon des 
règles pré-établies 

Réalisation des essais préliminaires 

Détermination des points 
froids et du cycle adapté 

Confirmation des règles 
pré-établies ? 

Définition des charges 

Validations de charges 

Définition de 
nouvelles règles 

Optimisation : 
Cycle 
Charge 
Eléments 
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2. Résultats 

2.1 Objectifs 

Cette partie « Résultats » est une synthèse qui met en évidence le travail d'optimisation 

réalisé au cours de la mise en place des nouvelles stratégies de validation de charges 

de l'autoclave Fédégari précédemment cité, ainsi les éléments constituants les charges 

stérilisées lors des essais préliminaires ne sont pas tous décrits, ceux choisis sont ceux 

dont la stérilisation était la plus délicate. 

Ce travail cible l'optimisation du transfert de chaleur lors des deux premières phases du 

cycle de stérilisation : le pré-conditionnement et la phase de stérilisation. En effet, la 

phase de séchage-refroidissement peut aussi être optimisée, mais celle-ci n'a aucune 

incidence sur la pénétration de la vapeur dans les éléments. 

L'exploitation des résultats obtenus s'effectuera principalement selon trois critères 

d'acceptabilité : 

- Nous nous intéressons aux critères de temps et de température de maintien au cœur 

de la charge pendant le pallier de stérilisation : la stérilisation des charges par 

l'autoclave s'effectue selon l'approche overkill car la résistance du matériel le permet 

donc le temps et la température sont déterminés par la nécessité de réduire de 12 log la 

charge fictive de 106 micro-organismes, ainsi, à 121°C, il est nécessaire que le temps de 

maintien en température soit de 12 x 1,5 (valeur de D121 ,1°c} = 18 minutes. 

- De plus, la valeur stérilisatrice F0 doit atteindre un minimum de 20, celle-ci prend en 

compte les effets stérilisants de la phase de montée en température ainsi que de la 

phase de stérilisation. 

- Enfin, on souhaite s'assurer que la vapeur a atteint tous les éléments de la charge de 

manière homogène, pour juger cela, l'intervalle ilt de temps de montée à une 

température supérieure ou égale à 121°C, entre le premier et le dernier élément ne 

devra pas excéder 5 minutes. 
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2.2 Etapes préalables 

2.2.1 Test d'homogénéité des températures dans l'autoclave 

Un test d'homogénéité a été réalisé et a permis de montrer que les écarts de 

température dans la chambre de l'autoclave étaient dans les limites acceptables pour 

déclarer ce test conforme, ce qui est un pré-requis pour garantir l'indépendance de 

l'emplacement des éléments dans l'autoclave. 

2.2.2 Test au vide 

Un test au vide a été effectué avant la réalisation de chaque essai afin de s'assurer de 

l'étanchéité de l'autoclave, d'autant plus que le passage des sondes de température au 

travers de l'autoclave par le presse étoupe peut perturber son étanchéité. 

Les fuites détectées étaient inférieures à 13,3 mbar pour 10 min ce qui est conforme à la 

norme EN 285. 

2.2.3 Détermination des paramètres des cycles de stérilisation 

Afin d'optimiser la qualité de la stérilisation, il a été nécessaire d'adapter le cycle à la 

charge à stériliser en fonction des résultats obtenus lors des trois essais. 

+ Description du cycle du premier et du deuxième essai : Annexe 3 et 4 

Pour les deux premiers essais, le cycle programmé est identique dans ses deux 

premières phases : 

- La phase de pré-conditionnement comporte trois pulses de pré-vide à 0.1 bar abs, dont 

le premier vide possède un temps de maintien et une injection de vapeur pendant 5 min 

qui contribue à un remplacement efficace de l'air par la vapeur. 

- La phase de stérilisation est programmée avec une température de consigne fixée à 

122°C pendant 20 min dans le but de respecter le critère d'acceptabilité de 

temps/température au cœur des éléments. 
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+ Description du cycle du troisième essai : Annexe 5 

Ce cycle a été programmé pour le troisième essai afin d'améliorer la stérilisation des 

éléments les plus difficiles à stériliser, il diffère des deux précédents par l'ajout d'un 

quatrième pré-vide. 

Ainsi, la phase de pré-conditionnement comporte quatre pulses de pré-vide à 0.1 bar 

abs, dont le premier vide possède un temps de maintien et une injection de vapeur 

pendant 5 min, les consignes du palier de stérilisation sont fixées à 122°C pendant 

20 min. 
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2.3 Réalisation des essais 

2.3.1 Configuration des trois charges dans l'autoclave et positionnement des 

éléments 

Les éléments correspondants à des rectangles barrés sont des éléments dont on a 

souhaité tester la stérilisabilité au cours des essais, concernant notre étude, ceux-ci, 

constituent le ballast qui nous permet d'effectuer des comparaisons entre les trois 

essais, les conditions de chargement étant ainsi reproductibles. [16] 

+ Premier essai 

- Configuration de la charge dans l'autoclave 

Chariot + matériels 

- Positionnement du matériel sur le chariot 

Les montages M116, M113, M131 sont 

positionnés horizontalement. 

Ballast 

Les montages M 122, M 124A, M 107 sont 

positionnés verticalement dans la panière 

inox. 

Classe A 

Classe C 

Étagère haute 

Etagere basse 

Panière inox: 
s: s: s: 
-' 
N 
N 

-' 
N t 
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+ Deuxième essai 

- Configuration de la charge dans l'autoclave 

- Disposition du matériel sur le chariot 

Le montage M113 est positionné 

horizontalement. 

Les montages M107, M 124A, M122 sont 

positionnés verticalement dans la panière inox. 

Les montages M 116-coupé et M 116 et sont 

positionnés verticalement à l'aide de Tyrap®. 

Le montage M116-coupé sera détaillé dans la 

partie 2.4.2 . 

Ballast 

Chariot 
+Matériel 

Classe A 

Classe C 

Etagère haute 

-· -0 ::J ru 
0 ::J >< -· ro-

(il 

CZJIZJ M 107 
M 124A 
M 122 

Etagère basse 

EJ 
CZJ 
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• Troisième essai 

-Configuration de la charge dans l'autoclave 

Ballast 

Chariot + matériel 

-Disposition du matériel sur le chariot 

Le montage 131 est 

positionné horizontalement 

dans la panière inox. 

Les montages 107, 122, 124 sont 

positionnés verticalement dans la 

panière inox. 

Classe A 

Classe C 

Etagère haute 

M 131 

Etagère basse 

Panière inox 

M 113 

Les montages 113, 116 sont 

positionnés verticalement, 

maintenus au chariot avec des 

Tyrap®. 
CSJ CSJ M 116 

~  
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2.3.2 Etude détaillée de chaque montage et résultats en temps/température et Fa 

Pour chaque montage nous étudierons sa fonctionnalité , ses caractéristiques, la 

présence potentielle de points froids à partir desquels nous définirons le positionnement 

des sondes de température lors du déroulement des essais . 

Puis nous présenterons une analyse des résultats en terme de temps et de température 

de maintien , de valeur stérilisatrice, ce qui nous permettra de juger de l'efficacité des 

modifications apportées pour optimiser la stérilisation. 

Légende: 

Inox 

Filtre Midisart 2 000® : filtre hydrophobe 
surface de filtration = 20 cm2 

Tuyau silicone 

>--. 
Raccord « Y » 

)' Chemin préférentiel de la vapeur 

ai::::=>· Emplacement d'une sonde de température 

0 Essai non réalisé 

Remarque sur l'utilisation de filtres Midisart® : ceux-ci permettent de conserver l'état 

stérile des montages. Ils laissent pénétrer la vapeur au contact du matériel, et protègent 

de la contamination secondaire. 
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• Montage M 107 

-Fonctionnalité : ce montage est un dispositif de circulation permettant d'effectuer des 

prélèvements. 

-Caractéristiques : ce montage est conditionné en sachet Soplaryl®, et les tubulures 

sont maintenues enroulées. 

-Identification des points froids potentiels : ce montage possède une aiguille dont le 

faible diamètre peut limiter le flux de vapeur circulant à l'intérieur, de plus, la présence 

d'un filtre évent à proximité peut entraîner une accumulation des condensats. 

Enfin, ce montage présente un centre de géométrie en terme de longueur des tubulures 

silicone avec des filtres Midisart 2000® ayant des surfaces d'échange identiques : la 

vapeur empruntera les chemins les plus courts (1) et (2), donc la zone théoriquement la 

moins accessible aux échanges gazeux est située au centre du montage. 

-Positionnement des sondes de température: la sonde M 107-1 sera positionnée au 

milieu de la tubulure silicone du centre du montage et la sonde M 107-2 sera 

positionnée entre l'aiguille et l'évent, dans la tubulure silicone. 

-Illustrations: 

~ ~ 

~
1  .e\8Xl2-151 

0sx /1 
1-'sx 10 

\\.':;;=-;o °'======X 12-80 cm=•m-so ï) l ~ ;{/ 
" ~1  y. "' D . ., ~" " 

{;/ <h 6 X 8 Aiguille 

/>6XIO-1 M107-1 

~ 

M107-2 
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Tableau 3: Résultats du montage 107: temps passé à une température;:: à 121°C 

et valeur stérilisatrice cumulée jusqu'à la fin du plateau de stérilisation 

M 107-1 M 107-2 

Temps pendant Fo fin du plateau de Temps pendant F0 fin du plateau de 

lequel T°C <:: 121°C stérilisation lequel T°C <:: 121°C stérilisation 

1er essai 18 min 26 min 21 min 30 min 

2ème essai 19 min 27 min 0 0 

3ème essai 18 min 26 min 0 0 

Ce montage a été disposé verticalement tout au long des trois essais, ce qui a facilité 

l'écoulement des condensats, par conséquent, les résultats indiqués par les sondes 

répondent aux critères de validité temps / température de la phase de plateau et du 

F0 <:: 20, aucune optimisation spécifique n'a été nécessaire. 

Lors du premier essai, la zone située entre l'évent et l'aiguille a montré une plus grande 

facilité à être stérilisée par rapport à la zone située au centre géométrique du montage. 

Le point froid se trouve donc au centre du montage, où les échanges gazeux se révèlent 

les plus faibles, nous avons donc choisi de ne pas repositionner de sonde M 107-2 dans 

les essais suivants afin de permettre l'exploration d'autres points potentiellement froids 

dans d'autres éléments. En effet, le type d'enregistreur utilisé est constitué de 36 

sondes, il a donc fallu faire des choix stratégiques quant au nombre de sondes par 

élément. 

+ Montage M 113 

- Fonctionnalité : ce montage est un filtre/capsule Kleenpack-KA 2® 

- Caractéristiques : le filtre constitué par du PTFE est hydrophobe, sa surface d'échange 

est de 0,08rn2
• Ce montage n'est pas conditionné, et les tubulures sont maintenues 

enroulées. 
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- Identification des points froids potentiels : ce filtre est hydrophobe, nous envisageons 

donc que la stérilisation a l'intérieur du filtre soit délicate, malgré le faible volume mort à 

stériliser. 

De plus, les tubulures (1) et (2) sont longues, des points froids peuvent donc apparaître 

au milieu . 

- Positionnement des sondes de température : la sonde M 113-1 sera positionnée dans 

la capsule Kleenpak®, coté stérile et la sonde M 113-2 sera positionnée dans la tubulure 

en silicone (2), bien que celle-ci soit moins longue que la tubulure (1) ; cependant, on 

privilégie la zone située en sortie de filtre, côté stérile. 

- Illustrations : 

(1) 
-A- 08X 12 
--'ç;j- ---- - - ---0 8 X 10 80cm 15 cm -Sens de 

U'" 
= = 

M 113-1 

M 113-2 

(2k 8 X 14 

- =§= 0 8 X 10 l 5 cm 
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Tableau 4 : Résultats du montage 113 : temps passé à une ~ à 121°C 

et valeur stérilisatrice cumulée jusqu'à la fin du plateau de stérilisation 

M 113-1 M 113-2 

Temps pendant F0 fin du plateau de Temps pendant F0 fin du plateau de 

lequel T°C;::: 121°C stérilisation lequel T°C;::: 121°C stérilisation 

1er essai 14 min 23 min 20 min 27 min 

2ème essai 17 min 25 min 20 min 28 min 

3ème essai 18 min 26 min 0 0 

Lors des deux premiers essais, la sonde M 113-1 positionnée  dans le filtre ne respecte 

pas le critère de temps de maintien à une température supérieure à 121°C. Ceci peut 

s'expliquer par I' « effet bouchon » car les molécules d'eau à l'état gazeux sont 

repoussées par la matière hydrophobe du filtre, puis condensent et forment un bouchon 

qui ne pénètre pas dans le filtre. 

La différence du temps de maintien entre les deux premiers essais ne s'explique pas 

dans la mesure où les cycles, le positionnement, l'emplacement sont identiques. 

Cependant, les F0 sont très proches (23 et 25 min), cette différence semble donc être 

liée à l'incertitude de mesure liée à l'enregistrement du temps chaque minute. 

Le montage était positionné horizontalement durant les deux premiers essais, puis il a 

été décidé lors du 3ème essai, de positionner le montage verticalement en le fixant au 

chariot, à l'aide de Tyrap® dans le but d'éliminer le bouchon d'eau. Le cycle du troisième 

essai a lui aussi été optimisé, on remarque donc que la synergie de l'ensemble de ces 

modifications a permis d'obtenir un temps de maintien suffisant de 18 min. 

Concernant la sonde M 113-2, dès les deux premiers essais, on a pu remarquer la 

conformité des résultats aux critères requis, nous avons donc choisi de ne pas 
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repositionner de sonde à cet endroit lors du dernier essai, afin d'obtenir des informations 

supplémentaires sur d'autres éléments. 

• Montage M 116 

-Fonctionnalité : ce montage est un dispositif de filtration. 

-Caractéristiques : ce montage n'est pas conditionné, et les tubulures sont maintenues 

enroulées. Les deux filtres (Sartoclean® et Sartobran P®) sont hydrophiles et sont 

constitués d'acétate de cellulose. Ils possèdent une grande surface d'échange de 6000 

cm2, cependant, la porosité est différente : le filtre Sartobran P® a une porosité 

beaucoup plus faible que le filtre Sartoclean® : Sartobran P® : 0,45µm +  0,2µm et 

Sartoclean® : 3µm + 0,8µm 

-Identification des points froids potentiels : les deux filtres peuvent faciliter la rétention 

de condensats, mais celui ayant la plus faible porosité est le plus critique, car plus les 

alvéoles sont petites, et plus l'air et les condensats sont retenus. 

La tubulure qui relie les deux filtres se trouve éloignée des chemins préférentiels de la 

vapeur, de plus, elle risque de retenir les condensats formés dans les filtres, cette zone 

risque donc d'être un point froid. 

-Positionnement des sondes de température : la sonde M 116-1 sera positionnée dans 

la capsule Sartobran®, coté stérile et la sonde M 116-2 sera positionnée dans la 

tubulure silicone, entre les deux filtres. 

-Illustrations : 

M 116-1 
3 µm + 0,80 µm 

~ ~ ~~ ~  n 

Ill 8 X 12 i i ~ • : : ,'; _ CM<• • h " 

L ~ IOO cn:ens defi/tratimi Q _s.,_., d_efi-dtr_• •; • ~ C ~ " -
L .=.20 cm -------

CAPSUL E SARTO BRAN ~ 
(6000 cm') 1 

iZJ8xl4 fl) 8 x l 4 

L =20cm 

D 
0..tS µm + 0,2 µm 

M 116-2 
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Tableau 5 : Résultats du montage 116 : temps passé à une température;?: à 121°C 

et valeur stérilisatrice cumulée jusqu'à la fin du plateau de stérilisation 

M 116-1 M 116-2 

Temps pendant Fo fin du plateau de Temps pendant F0 fin du plateau de 

lequel T°C 2 121°C stérilisation lequel T°C 2121°C stérilisation 

1er essai 12 min 21 min 12 min 23 min 

2ème essai 20 min 27 min 15 min 21 min 

3ème essai 20 min 28 min 20 min 24 min 

Tableau 6 : Résultats du montage 116-C : temps passé à une température;::; à 

121°C et valeur stérilisatrice cumulée jusqu'à la fin du plateau de stérilisation 

M 116-C1 M 116-C2 

Temps pendant Fo fin du plateau de Temps pendant Fo fin du plateau de 

lequel T°C 2 121°C stérilisation lequel T°C 2 121°C stérilisation 

2ème essai 20 min 27 min 16 min 22 min 

Lors du 1°r essai, les deux sondes du montage M 116 nous permettent de supposer la 

formation de condensats puisque les temps de maintien à une température supérieure à 

121°C sont très faibles (12 min), ce phénomène est certainement accentué par la 

position horizontale du montage empêchant l'écoulement des condensats, on décide 

donc pour le deuxième essai, de positionner les filtres du montage M 116 à la verticale, 

et on réalise un montage M 116-C sectionné au niveau de la tubulure reliant les deux 

filtres (Figure 20), les sondes M 116-C1 et M116-C2 sont positionnées à l'intérieur de 

chaque filtre, endroits les plus difficiles à stériliser. 
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Figure 20 : Montage M 116-C et montage M 116 positionnés verticalement sur le 

chariot 

Les résultats obtenus lors du 2ème essai nous montrent que le positionnement à la 

verticale a favorisé la stérilisation puisque les temps de maintien et les Fo sont 

supérieurs au 1er essai, cependant, le temps de maintien de la sonde M 116-2 n'est 

toujours pas valide, puisqu'il est de 15 minutes. 

Enfin, nous n'observons pratiquement aucune différence entre le montage M 116 et 

M 116-C ce qui signifie que le montage en série des deux filtres n'est pas à l'origine de 

leur difficulté à être stérilisés, de ce fait, nous avons choisi de continuer à optimiser la 

stérilisation du montage M 116 qui ne nécessite pas de contrainte de connexion 

aseptique par l'utilisateur, à la différence de M 116-C. 

Grâce à l'optimisation des paramètres du cycle du 3ème essai, la zone située dans la 

tubulure entre les deux filtres a atteint un temps de maintien et un Fo conformes aux 

critères requis. 

+ Montage M 122 

- Fonctionnalité : ce montage est un filtre pour puisage azote ou air comprimé. 

- Caractéristiques : ce montage possède deux filtres Midisart 2000®, et un filtre 

Sartofluor®, celui-ci est hydrophobe, et est constitué de PTFE. Sa surface de filtration 

est de 1500 cm2 
. 
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Le conditionnement du montage est effectué sachet Soplaryl® et les tubulures sont 

enroulées à l'intérieur. 

-Identification des points froids potentiels : comme pour le montage î î 3 constitué d'un 

filtre hydrophobe, il est possible qu'un point froid se forme à l'intérieur du filtre, lié à 

«l'effet bouchon». 

Nous pouvons également supposer la présence d'un point froid au milieu de la longue 

tubulure de quatre mètres. 

-Positionnement des sondes de température : la sonde M  î 22-î sera positionnée dans 

le filtre, coté stérile et la sonde M  î 22-2 sera positionnée dans la tubulure silicone. 

-Illustrations: 

FILTRE SARTOFLUOR 

% 8x 14 

f;d 8 X 14 

20cm 

M 122-2 
M 122-1 

Tableau 7 : Résultats du montage 122 : temps passé à une ~ à 121°C 

et valeur stérilisatrice cumulée jusqu'à la fin du plateau de stérilisation 

M 122-1 M 122-2 

Temps pendant Fa fin du plateau de Temps pendant Fa fin du plateau de 

lequel T°C ;;::: î 2î °C stérilisation lequel T°C;;::: î 2î °C stérilisation 

1er essai 11 min 19 min 17 min 24 min 

2ème essai î9 min 26 min î9 min 27 min 

3ème essai î8 min 26 min 0 0 
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Lors du 1er essai, bien que le montage soit positionné verticalement de façon à éliminer 

les condensats, les résultats du temps de maintien et du F0 de la sonde située à 

l'intérieur du filtre ne sont pas satisfaisants, ainsi que le temps de maintien de la sonde 

située dans la longue tubulure, nous optons donc pour la suppression du sachet 

Soplaryl® dont l'utilisation n'était pas justifiée. 

Le deuxième essai nous permet de voir que l'élimination du sachet a été bénéfique pour 

la stérilisation, compte-tenu de ces résultats, nous choisissons de ne pas insérer de 

sonde dans la tubulure pour permettre d'obtenir des informations supplémentaires dans 

d'autres éléments. 

+ Montage M 124A 

- Fonctionnalité : ce montage est utilisé pour le prélèvement d'EPPI 

- Caractéristiques : les tubulures en sachet Soplaryl® sont enroulées et conditionnées à 

l'intérieur du sachet. 

- Identification des points froids potentiels : les tubulures (1) et (2) sont équivalentes en 

terme de stérilisabilité puisqu'elles sont de la même taille, et possèdent toutes les deux 

un filtre Midisart 2000® à leur extrémité, donc on choisira le milieu de l'une d'entre elles 

pour y insérer une sonde. 

La tubulure (3) est courte, et constitue un chemin préférentiel de la vapeur, cependant, 

le flacon Nalgène a un faible volume, ainsi, les échanges gazeux peuvent être limités, 

on souhaitera donc avoir des indications de températures et de F0 à cet endroit. 

- Positionnement des sondes de température : la sonde M 124A-1 sera positionnée au 

fond et au centre du flacon et la sonde M 124A-2 sera positionnée au milieu de la 

tubulure silicone la plus longue. 
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-Illustrations : 

M 124A-2 

(1) 
_.50 111 250 cm 

0 8xl-I 0 Sxl-1 0 Sxl-1 0 Sxl-1 * ~  
20 cm 0 8xl 0 f 0 8xl0 20 c m 

0 6xJ (3) 
15 ClI 

FLACON NALGENE 300 ml 

M 124A-1 

Tableau 7: Résultats du montage 124-A: temps passé à une ~ à 121°C et 

valeur stérilisatrice cumulée jusqu'à la fin du plateau de stérilisation 

M 124-A1 M 124-A2 

Temps pendant F0 fin du plateau de Temps pendant F0 fin du plateau de 

lequel T°C ;::: 121°C stérilisation lequel T°C ;::: 121°c stérilisation 

1er essai 20 min 28 min 18 min 27 min 

2ème essai 20 min 28 min 5 min 20 min 

3ème essai 20 min 28 min 20 min 28 min 

Lors des trois essais, ce montage a été positionné verticalement, ce qui était propice à 
l'élimination des condensats : les résultats des trois essais sont satisfaisants pour la 



sonde située dans le flacon Nalgène, montrant ainsi que les échanges gazeux sont 

suffisants. 

Concernant la sonde M 124-A2, située dans la tubulure (2), on peut constater que les 

résultats du deuxième essai ne restent pas dans la logique du premier et du dernier 

essai dont les temps/température et F0 sont supérieurs aux critères définis. 

Si l'on analyse de façon plus précise le comportement thermique de la sonde M 124-A2, 

on se rend compte que la température de cette sonde a atteint 121,2°C pendant 1 min, 

puis est descendue pendant 11 min à 120,8°C, et enfin, celle-ci est restée 5 min à une 

température supérieure à 121°C. 

Nous supposons qu'une faible quantité de condensat a perturbé la stérilisation en ce 

point de mesure, il a donc été indispensable de tester à nouveau la zone centrale de la 

tubulure lors du dernier essai. 

Par cet exemple, on met en évidence l'importance du temps de maintien en 

température, sans discontinuité. 

+ Montage M 131 

- Fonctionnalité : ce montage est un dispositif de transfert. 

- Caractéristiques : ce montage est conditionné en double sachet Soplaryl®, les 

tubulures sont enroulées et les vannes sont fermées. 

- Identification des points froids potentiels : le double ensachage et la position fermée 

des vannes sont un frein au passage de la vapeur, et favorisent la rétention des 

condensats. 

Comme pour le montage M 122, nous pouvons supposer la présence d'un point froid au 

milieu de la longue tubulure de quatre mètres d'autant plus que ce montage ne possède 

qu'une seule entrée de vapeur. 

- Positionnement des sondes de température: la sonde M 131-1 sera positionnée dans 

la vanne fermée, et la sonde M 131-2 sera positionnée au milieu de la tubulure silicone. 
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- Illustrations : 

M131-1 M 131-2 

0 ,, ,. n 0 ""' · J'L_ l x.,_• __ • __ 1 _____ • __ - ____ -Y-_ 

Platine 4 m 0 8x l0 15 cm 

n 
standard 

Grlc de vannes 
V A 34/35 o. V A 44/45 

Tableau 8 : Résultats du montage 131 : temps passé à une température 2: à 121°C 

et valeur stérilisatrice cumulée jusqu'à la fin du plateau de stérilisation 

M 131-1 M 131-2 

Temps pendant F0 fin du plateau de Temps pendant Fo fin du plateau de 

lequel T°C ~ 121 °C stérilisation lequel T°C ~ 121 °C stéril isation 

1er essai 19 min 28 min 20 min 27 min 

2ème essai 0 0 0 0 

3ème essai 19 min 28 min 20 min 30 min 

Les résultats obtenus lors des deux essais sont satisfaisants, si cela n'avait pas été le 

cas, nous aurions pu optimiser la stérilisation en ouvrant les vannes du montage, mais il 

ne faut pas oublier que toute modification effectuée risque d'être contraignante pour 

l'utilisateur. 
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2.3.3 Analyse du comportement thermique 

• Analyse de la montée en température : ~  

Ce critère se calcule pour chaque essai, c'est l'intervalle de temps entre le premier 

élément qui arrive à une température supérieure ou égale à 121°C et le dernier élément, 

~  ne doit pas dépasser 5 minutes. 

Ceci permet de s'assurer que tous les éléments reçoivent la même quantité de chaleur 

au même moment. 

Les tableaux 9, 10 et 11 donnent les heures de début et de fin auxquelles les sondes 

positionnées dans les montages ont mesuré des températures supérieures ou égales à 

121°C. 

La couleur de police verte correspond à l'élément le plus rapide à atteindre ou dépasser 

la température de 121°C, et la couleur de police rouge identifie l'élément le plus lent à 

atteindre ou dépasser cette même température. 

Tableau 9: Analyse de la montée en température des éléments lors du premier 

essai 

N° de sonde Heure de début et de fin : T°C ~ 121°C 

M 107-1 19h58720h16 

M 107-2 19h54720h15 

M 113-1 20h01720h15 

M 113-2 19h55720h15 

M 116-1 20h06720h14 

M 116-2 20h04720h16 

M 122-1 20h03720h14 

M 122-2 19h54720h11 

M 124-A1 19h55720h15 

M 124-A2 19h58720h15 

M 131-1 19h57720h16 

M 131-2 19h55720h15 

Page 99/127 



Pour le premier essai, .6.t = 12 minutes, ce temps de montée en température est très 

éloigné par rapport au critère définit au-préalable, et cela signifie que la pénétration de la 

vapeur dans les éléments est extrêmement variable selon leurs caractéristiques, ce qui 

explique les diverses actions d'optimisation entreprises au cours du deuxième et du 

troisième essai. 

Tableau 10 : Analyse de la montée en température des éléments lors du deuxième 

essai 

N° de sonde Heure de début et de fin : T°C 2: 121°C 

M 107-1 9h14-79h33 

M 107-2 0 

M 113-1 9h15-79h32 

M 113-2 9h12-79h32 

M 116-1 9h12 -79h32 

M 116-2 9h17 -79h32 

M 116-C1 9h12-79h32 

M 116-C2 9h16-79h32 

M 122-1 9h13-79h32 

M 122-2 9h13-79h32 

M 124-A1 9h12 -79h32 

M 124-A2 9h28 -79h33 

M 131-1 0 

M 131-2 0 

Remarque : La couleur de police violette permet de mettre en évidence le fait que la 

sonde M 124-A2 est la dernière à avoir atteint une température de 121 °C au minimum, 

cependant, ceci ne reflète pas le comportement thermique des autres montages car une 

goutte d'eau liée à la condensation de la vapeur sur la sonde M124-A2 a perturbé ce 

point de mesure. 

Lors du deuxième essai , certaines optimisations ont été réalisées, et l'intervalle du 

temps de montée .6.t est devenu conforme au critère .6.t = 5 minutes. 
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De plus, nous remarquons que les premiers montages à atteindre 121 °C sont plus 

nombreux par rapport au premier essai , ce qui montre que les éléments tendent à 

adopter un comportement thermique homogène entre eux. 

Tableau 11 : Analyse de la montée en température des éléments lors du troisième 

essai 

N° de sonde Heure de début et de fin : T°C ::?:: 121°C 

M 107-1 9h46710h04 

M 107-2 0 

M 113-1 9h45710h03 

M 113-2 0 

M 116-1 9h43710h03 

M 116-2 9h43710h03 

M 122-1 9h45710h03 

M 122-2 0 

M 124-A1 9h43710h03 

M 124-A2 9h43710h03 

M131-1 9h45710h04 

M 131-2 9h43710h03 

Enfin , concernant le troisième essai, L'lt = 3 minutes, cette amélioration par rapport au 

deuxième essai est liée à l'optimisation du cycle par l'ajout d'un pré-vide, ce qui a 

favorisé l'extraction d'air et la pénétration de vapeur dans les éléments . 
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• Analyse des graphiques de transfert de chaleur dans les éléments 

Comparons les graphiques 4, 5, 6 relatifs au transfert de chaleur dans les éléments pour 

les trois essais : 

-Lors du premier essai les courbes de température sont hétérogènes : 

Les sondes situées dans les filtres (M 113-1, M116-1, M 122-1) montent faiblement en 

température (10°C à 30°C d'écart avec les sondes les plus hautes), ces écarts entre les 

éléments sont liés à la formation de condensats dans les filtres. 

Les éléments ayant des comportements thermiques hétérogènes, ceci a donc nécessité 

d'optimiser la qualité de la stérilisation. 

Graphique 4 : Premier essai : représentation de la température en fonction du 

temps à l'intérieur des éléments 

---M107-1 

- - - - - M 107 -2 

---M113-1 

- - - - - M 11 3-2 

---M116-1 

- - - - - M 116-2 
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---M124A-1 

28 ~ ~ 1 1  - - - - - M 124A-2 

18 ~ ~ ~  ---M131-1 

19:08 19:18 19:28 19:38 19:47 19:55 20:05 
- - - . - - M 131-2 

Temps 

Page 102/127 



- Lors du deuxième essai , le comportement thermique des éléments est assez 

hétérogène avant le premier pré-vide : écarts de 15°C à 30°C entre les sondes 

présentes dans les filtres et les sondes les plus hautes en température, cependant, les 

modifications réalisées sur les éléments montrent que le premier pré-vide est beaucoup 

plus efficace que lors du premier essai puisque les températures des éléments 

deviennent davantage homogènes lors de la deuxième et de la troisième phase de 

montée en température. 

Graphique 5 : Deuxième essai : représentation de la température en fonction du 

temps à l'intérieur des éléments 
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- Lors du troisième essai , le comportement thermique des éléments est très proche à 

partir du premier pré-vide, la comparaison entre les trois graphiques nous donc permis 

de visualiser l'efficacité de la phase d'optimisation réalisée. 

Graphique 6: Troisième essai : représentation de la température en fonction du 

temps à l'intérieur des éléments 

118 
--- M107-1 

108 ---M113-1 

98 

88 
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78 - - - - - M116-2 

68 

58 --- M122-1 

48 
---M131-1 
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28 -----M131-2 
____ ..,, .. 

18 
8:57 9:07 9:16 9:26 9:36 9:46 9:56 --- M1 24A-1 

Terrps 
- - - - - M124A-2 

Remarque : nous pouvons effectuer une corrélation entre les éléments ayant révélé des 

difficultés à être stérilisés selon les critères de temps/température et de F0 obtenus, et 

les éléments dont les courbes de température sont systématiquement dans la limite 

basse des graphiques, tels que les montages possédants des filtres. 
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+ Analyse de la covariance 

On nomme covariance de deux variables aléatoires à valeurs réelles X et Y, 

d'espérance E(X) = µet E(Y) = lJ , la valeur : Cov (X,Y) = E((X-µ)(Y-lJ)) 

L'utilisation de la covariance met en évidence la variation simultanée des variables : 

écart de temps et écart de température pour chaque élément, selon une référence, 

déterminée par l'élément le plus facilement stérilisable pour chaque essai. 

Les écarts de temps/température pour chaque élément, par rapport à la référence, ont 

été recueillis lors de chaque seuil haut en température, lors des pré-vides. 

Tableau 12 : Analyse de la covariance : écart temps/température 

Valeur de la covariance : Cov (Ecart temps,Ecart température) 

1er seuil haut 2eme seuil haut de 3eme seuil haut de 4eme seuil haut 
Essai : 

de pré-vide pré-vide pré-vide de pré-vide 

1er essai . 13,88 . 1,2 

2eme essai . 9,32 • 2,05 

3eme essai -3,37 -4,56 

Selon ce tableau, nous pouvons affirmer avec des valeurs à l'appui, que les éléments 

tendent à adopter un comportement de plus en plus homogène entre eux puisqu 'à la fin 

du dernier seuil haut de chaque essai , avant d'arriver à la phase de plateau de 

stéril isation, la covariance se rapproche de plus en plus de la valeur de O. 
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2.3.4 Synthèse 

+ Le positionnement 

A travers différents montages, nous avons pu nous rendre compte de l'importance du 

positionnement et du conditionnement d'un élément. 

En effet, les filtres placés verticalement atteignent des critères de temps/température et 

Fo bien meilleurs que ceux positionnés horizontalement, il est donc indispensable, quand 

cela est possible, de les maintenir à la verticale par divers systèmes : Tyrap®, panière, 

tuteurs et supports divers ... 

+ L'ajout de pré-vide 

En terme d'optimisation, l'ajout d'un pré-vide pendant la phase de pré-conditionnement 

permet d'améliorer grandement la stérilisation des éléments ayant tendance à retenir 

l'air, accumuler des condensats ... 

Comme on a pu l'observer, pour certains éléments, l'ajout du troisième pré-vide n'a pas 

amélioré les critères de temps/température et de F0 , c'est le cas pour les montages 122, 

124-A, en effet, les éléments étaient déjà à leur « maximum de stérilisation » . 

Ainsi, l'ajout un pré-vide est efficace sur les éléments difficiles à stériliser (très poreux 

par exemple), à condition que l'on ait déjà songé à une optimisation préalable du 

positionnement, du conditionnement. .. 

+ L'emplacement 

Nous avons pu remarquer que l'emplacement des éléments, quant à lui, n'est pas un 

critère de stérilisation, puisqu'il n'y a pas de différence significative entre les résultats 

d'un même élément lorsque celui-ci est placé dans deux charges différentes, à des 

emplacements différents. 
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Le déploiement des nouvelles stratégies de validation à sanofi pasteur nécessite 

de porter un regard critique sur les pratiques de validation précédentes dont l'obtention 

d'une valeur stérilisatrice minimale de 20, au sein d'une charge suffisait à déclarer une 

validation de charge conforme lorsqu'aucune cause de non-validité n'avait été identifiée 

(modification de l'emplacement d'une sonde ou d'un indicateur biologique après 

l'exposition au cycle d'autoclavage par exemple). 

Une telle utilisation de la valeur stérilisatrice est en effet discutable certes, celle-ci 

permet de rendre mieux compte de la quantité de chaleur reçue par la charge, 

puisqu'elle est calculée du début à la fin du cycle, dès que la température dépasse 

100°C. Ainsi, la valeur stérilisatrice prend en compte la quantité de chaleur reçue lors 

des phases de montée et de descente du cycle de stérilisation et s'ajoute à la durée du 

plateau de stérilisation. 

Cependant, lors de la phase de pré-traitement du cycle, l'extraction de l'air et le 

chauffage ont lieu, mais la chambre de l'autoclave n'est pas complètement en ambiance 

de vapeur saturée à l'origine de l'efficacité optimale de la sporicidie. 

Nous pouvons également nous rendre compte combien le Fa est un outil sensible à la 

quantité de chaleur car une variation de 0, 1°C pendant 18 minutes, entre deux cycles, 

entraîne une variation du Fa de 2 minutes environ. 

De plus, l'absence d'un critère de valeur stérilisatrice maximale à ne pas dépasser ainsi 

qu'un ensemble de procédés de stérilisation par la vapeur non optimisés (équipement-

cycle) ont eu pour conséquences l'obtention de validations de charges peu 

reproductibles entre elles dans la mesure où les Fa étaient très variables entre deux 

validations de charges identiques. 

A cela s'ajoutait la nécessité de réitérer la validation de certaines charges dont les 

indicateurs biologiques étaient non-valides, ceci étant parfois lié à une trop forte 

exposition à la chaleur. 

Le Fa n'est plus le critère principal, il devient secondaire, mais il est néanmoins 

important, car c'est un paramètre réglementaire, et qui, lors des essais préliminaires, 
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permet de comparer les éléments les plus difficiles à stériliser, quand les couples 

temps/température sont identiques. 

La façon dont se positionnent les nouvelles stratégies de validation de la 

stérilisation par la vapeur permet de tendre vers une maîtrise du transfert de la chaleur 

aux étapes les plus critiques : maîtrise du temps de montée et du temps de maintien en 

température dans les éléments, maîtrise de la température [température minimale-

température maximale]. 

Ainsi, ces principes d'amélioration de la validation se répercutent à différents niveaux : 

- Du point de vue qualité des produits stérilisés, la maîtrise de la 

température au cœur des éléments apporte une grande confiance dans les 

procédés de stérilisation, de plus, cela est bénéfique pour les produits 

thermosensibles. 

- Du point de vue économique, l'optimisation du transfert de chaleur dans 

les éléments a pour conséquence une diminution du temps global des 

cycles de stérilisation, ainsi, l'énergie utilisée par l'autoclave est 

majoritairement dédiée à la stérilisation, et non plus à des déperditions de 

chaleur; à la diminution des coûts énergétiques s'ajoute une augmentation 

du temps disponible de l'autoclave permettant ainsi d'augmenter la 

rentabilité de l'utilisation de l'équipement. 

Quant à la réalisation des essais préliminaires, ceux-ci nous ont permis 

d'acquérir une plus grande connaissance du comportement thermique des éléments 

stérilisés, puis d'optimiser différents critères et d'adapter les paramètres du cycle en 

fonction de la charge. 

Au départ, la construction des essais préliminaires était basée sur des règles issues de 

la logique ou de l'expérience, et dont nous avons souhaité justifier les règles les moins 

évidentes par la réalisation d'essais, cette façon de procéder a permis de gagner du 

Page 109/127 



temps en terme de nombre d'essais à effectuer (temps d'occupation de l'autoclave 

moindre), mais l'utilisation de plans d'expérience peuvent s'avérer nécessaires lorsque 

les facteurs sont multiples et complexes, car la modification d'une seule variable à la fois 

permet d'identifier les facteurs les plus influents. 

En effet, il serait intéressant de connaître exactement les caractéristiques qui impactent 

la qualité de la stérilisation des filtres, car les résultats ont montré que ces éléments 

étaient difficiles à stériliser, mais plusieurs facteurs peuvent influencer cela, tels que la 

surface d'échange, la porosité, la matière (hydrophile ou hydrophobe), l'association à un 

montage ou pas ... 

Il faudrait donc effectuer davantage d'essais sur les filtres pour déterminer des règles 

qui pourraient servir ainsi lors de la définition des éléments critiques. 

Enfin, ces nouvelles techniques de validation sont en phase d'élaboration, nous 

n'avons donc pas de recul suffisant pour certifier que la libération de lots par l'utilisateur 

ne se fera pas sans difficulté dans la mesure où cela n'a pas été encore expérimenté. 

Les réponses restent à venir et les nouveaux défis à relever, cependant, il est 

indispensable que les divers acteurs puissent élaborer ensemble et dans le détail les 

modalités de ce projet difficile et laborieux. 
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THESE SOUTENUE PAR: NATHALIE PLANES 

TITRE: STERILISATION PAR LA VAPEUR: OPTIMISATION DE LA VALIDATION DE 

CYCLES EN CHARGE 

CONCLUSION 

La stérilisation par la vapeur est un procédé qui a fait ses preuves et qui exige 

l'extraction de l'air environnant afin de permettre la diffusion de la vapeur au niveau des 

éléments à stériliser, et favoriser ainsi le transfert de chaleur. 

L'assurance de l'efficacité de l'opération passe par l'optimisation du cycle de stérilisation 

en fonction de la charge et de l'efficacité du traitement thermique. 

C'est ce travail qui est entrepris dans cette étude : afin de juger de l'efficacité du 

traitement thermique sur la charge, des capteurs thermiques sont positionnés au cœur 

des éléments à stériliser permettant le suivi en temps réel de la température lors de 

l'opération. 

Le procédé est considéré acceptable si la charge reçoit la quantité requise de chaleur. 

Nous avons à cette fin élaboré et testé des dispositifs adaptés permettant une insertion 

des sondes et des indicateurs biologiques de façon parfaitement étanche dans le but de 

ne pas biaiser les résultats. 

Nous avons montré qu'il est possible de valider le procédé dans des conditions 

représentatives de l'utilisation en routine, tout en envisageant les conditions les plus 

défavorables (quantités maximales d'éléments jugés les plus difficiles à stériliser) pour 

que l'utilisateur obtienne une grande marge de sécurité face à son activité quotidienne. 

Les résultats de la partie expérimentale témoignent de l'importance d'effectuer des 

essais préalables permettant d'identifier les éléments les plus critiques, mais également 

de justifier le positionnement des sondes placées aux endroits où l'air semblait le plus 

difficile à extraire et aux endroits les moins accessibles à la vapeur. 

Page 112/127 



Nous avons également optimisé la qualité de stérilisation en modifiant les paramètres du 

cycle de stérilisation, en simplifiant les montages, en orientant les éléments de façon à 

permettre un écoulement efficace des condensats. 

Enfin nous avons pu nous rendre compte combien l'interprétation des résultats est 

pertinente lorsque les critères d'acceptabilité définis au préalable permettent de juger de 

l'efficacité réelle de la stérilisation. Il s'agit notamment du temps de maintien à la 

température souhaitée, de l'évaluation du comportement thermique des éléments entre 

eux. 

La qualité de la stérilisation doit s'inscrire dans un projet d'amélioration continue, et ce 

travail à permis de maîtriser davantage le procédé au travers de la validation de 

charges. 

VU ET PERMIS D'IMPRIMER 

Grenoble, le 15 septembre 2006 

LE DOYEN LE PRESIDENT DE LA THESE 
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Annexe 1: Corrélation Pression (en bar) I Température (en degrés celsius) 

:i T°C 
Pvapeur Pvapeur 

T°C 
Pvapeur Pvapeur !1 

(Absolue) (Relative) (Absolue) (Relative) 
;; 

100 1,013 0 121 2,049 1,036 
., 

.· 

101 1,05 0,037 121, 1 2,055 1,042 

102 1,088 0,075 121,2 2,062 1,049 

103 1,127 0, 114 121,3 2,068 1,055 ,î: 

~  
104 1,167 0,154 121,4 2,075 1,062 !; 

105 1,208 0,195 121,5 2,081 1,068 

106 1,25 0,237 121,6 2,088 1,075 

107 1,294 0,281 121, 7 2,094 1,081 

108 1,339 0,326 121,8 2, 101 1,088 
! 

109 1,385 0,372 121,9 2, 108 1,095 I;, 

110 1,432 0,419 122 2,114 1, 101 

111 1,481 0,468 122, 1 2, 121 1, 108 , ... 

112 1,531 0,518 122,2 2, 128 1, 115 

113 1,583 0,57 122,3 2, 134 1, 121 

114 1,636 0,623 122,4 2, 141 1, 128 

115 1,69 0,677 122,5 2, 148 1, 135 
! 

116 1,746 0,733 122,é 2, 154 1, 141 

li 
117 1,803 0,79 122,7 2, 161 1, 148 

' 118 1,862 0,849 122,8 2, 168 1, 155 ' 

119 1,923 0,91 122,9 2, 175 1, 162 

119, 1 1,929 0;916 123 2,182 1, 169 

119,2 1,935 0,922 124 2,25 1,237 

119,3 1,941 0,928 125 2,321 1,308 

119,4 1,947 0,934 126 2,394 1,381 

119,5  1,954 0,941 I·' 127 2,468 1,455 

119,6 1,96 0,947 128 2,545 1,532 

' 119,ï 1,966 0,953 129 2,623 1,61 

. 119,8 1,972 0,959 130 2,703 1,69 
1' 119,9 1,979 0,966 131 2,785 1,772 

120 1,985 0,972 132 2,869 1,856 

120, 1 1,991 0,978 133 2,956 1,943 
.... 

120,2 1,998 0,985 134 3,044 2,031 1 

120,3 2,004 0,991 135 3,135 2,122 
I' 

120,4 2,01 0,997 136 3,228 2,215 

120,5 2,017 1,004 137 3,323 2,31 

120,6 2,023 1,01 138 3,42 2,407 

120,ï 2,029 1,016 139 3,519 2,506 

120,8 2,036 1,023 H ,. 

i 120,9 2,042 1,029 I· l 
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Annexe 2 : Règles définies pour déterminer les chefs de famille potentiels 

Règle n°1 : Les éléments emballés en double sachet sont plus difficiles à stériliser que ceux 
emballés en simple sachet. 

Règle n°2 : Les éléments bouchés (stérifeuille, papier aluminium), emballés en Soplaryl® 
sont plus difficiles à stériliser que ceux non bouchés. 

Règle n°3 : Moins un élément est accessible aux échanges gazeux, plus il est difficile à 
stériliser. 

Règle n°4: Dans un montage, plus les tubulures sont longues, plus l'élément est difficile à 
stériliser. 

Règle n°5 : Les montages présentant une particularité : aiguille, vanne, filtre + évents sont 
plus difficiles à stériliser que ceux présentant uniquement des tubulures+ évents. 

Règle n°6 : Les montages avec embouts évents sont plus difficiles à stériliser que les 
montages avec embouts type platine inox, canne inox, raccord CPC, cloche car la vapeur 
pénètre moins facilement dans l'élément. 

Règle n°7 : Le Nalgène est plus difficile à stériliser que le verre et l'inox (rugosité/porosité et 
moindre conductivité thermique). 

Règle n°8 : Flacons/ballons sans montage : Plus le rapport section col/volume est petit, plus 
l'élément est difficile à stériliser. 

Règle n°9 : Flacons/cuves avec montage : A montage égal, plus le volume des cuves/flacons 
est petit, plus l'élément est difficile à stériliser, car les échanges gazeux au niveau des bras 
mal-passants du montage deviennent trop brefs et/ou n'impliquent pas des quantités de 
vapeur suffisantes. 

NB : Le filtre Sartofluor, de par son débit élevé par rapport aux autres évents, constitue un 
passage préférentiel pour les gaz (la vapeur). Lorsque les durées liées au volume à transférer 
sont brèves (cas des petites cuves), il y a risque accru sur les autres éléments moins bien 
passant du montage. 

Règle n°10 : Les éléments ne présentant pas de plongeante sont plus difficiles à stériliser que 
ceux ayant une ou plusieurs plongeantes car le mélange gazeux à l'intérieur des 
cuves/flacons est moins homogène. 

Règle n°11 : Plus les éléments sont emballés en grand nombre, plus ils sont difficiles à 
stériliser. 

Règle n°12 : Plus la surface d'échange ou volume mort est grand, plus les filtres sont difficiles 
à stériliser. 

Règle n°13 :Les filtres hydrophobes sont plus difficiles à stériliser que les filtres hydrophiles. 
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Annexe 3  : Premier essai : graphique des courbes de températures et pression dans l'autoclave Fédégari 
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Annexe 4  : Deuxième essai : graphique des courbes de températures et pression dans l'autoclave Fédégari 
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Annexe 5 : Troisième essai : graphique des courbes de températures et pression dans l'autoclave Fédégari 
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Annexe 6 : Premier essai : graphique des températures au cœur des éléments étudiés 
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Annexe 7: Deuxième essai : graphique des températures au cœur des éléments étudiés 
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Annexe 8 : Troisième essai : graphique des températures au cœur des éléments étudiés 
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Nathalie PLANES 

Résumé: 

STERILISATION PAR LA VAPEUR 
OPTIMISATION DE LA VALIDATION DE CYCLES EN CHARGE 

La stérilisation par la vapeur exige une extraction de l'air environnant afin de permettre la 

diffusion de la vapeur au niveau des éléments à stériliser, et favoriser ainsi le transfert de 

chaleur. 
L'assurance de l'efficacité de l'opération passe par la validation du cycle de stérilisation 

associé à une charge à stériliser. 

C'est ce travail qui est entrepris dans cette étude: afin de juger de l'efficacité de la 

stérilisation de la charge, des capteurs thermiques ont été positionnés au cœur des 

éléments à stériliser permettant le suivi en temps réel de la température lors (je 

lopération. 

Nous avons élaboré et testé des dispositifs adaptés permettant une insertion des sondes 

et des indicateurs biologiques de façon parfaitement étanche dans le but de ne pas biaiser 

les résultats et nous avons montré qu'il est possible de valider le procédé dans des 

conditions représentatives de l'utilisation en routine. 

Les résuttats obtenus dans ce travail témoignent de l'importance d'effectuer des essais 

préalables permettant d'identifier les éléments les plus difficiles à stérili er et de justifier le 

positionnement des sondes placées aux endroits les plus critiques. 

L'efficacité réelle de la stérilisation a pu être évaluée par la définition préalable de critère$ 

d'acceptabilité pertinents à partir desquels nous avons optimisé la qualité de la 

stérilisation. 
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