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Eau et « Bonnes pratiques » (1) 

• Eau potable 

• Eau pour le rinçage final et pour la production 

de vapeur doit être compatible avec le 

processus de stérilisation 

• EN 285 + A2 : 2009 (annexe B et E) 

• EN 13060 + A1 : 2009 (point 4.7.6) 

• Eau doit être évaluée, maîtrisée et surveillée 
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Eau et « Bonnes pratiques » (2) 

• Analyses périodiques 

• Contrôles microbiologiques de germes 

opportunistes 

• Anomalies évaluées 

• Conception du réseau prévue en 

conséquence 

– pas de bras mort 
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Les différentes eaux à l’hôpital 
Type d’eaux Normes Recommendations Responsabilité 

potable du réseau Ordonnance sur les denrées 

alimentaires 

Ville 

potable du réseau Rec OFSP légionelles Hôpital 

potable en bouteille Ordonnance sur les denrées 

alimentaires 

Producteur 

stériles Pharmacopée Européenne Producteur (hôpital) 

purifiée Pharmacopée Européenne Producteur (hôpital) 

hautement purifiée Pharmacopée Européenne Producteur (hôpital) 

pour dialyse conventionnelle Pharmacopée Européenne, Rec 

Européennes, ISO 13959 

Hôpital 

pour hémodiafiltration Rec Européennes Hôpital 

Liquide de dialyse ISO 11663 Hôpital 

de rinçage des laveurs/désinfecteurs 

de fibroscopes 

Norme ISO 15883-4 Hôpital 

des tours de refroidissement Rec OFSP légionelles Hôpital 

Source : Dominique Blanc, CHUV 



Quels contrôles de l’eau sur les LD ? 

• Eau potable, au moins 

• Qualité de l’eau de rinçage final 

– Idem qualité d’eau d’alimentation des 
générateurs de vapeur (EN 285, annexe B1) 

• Résidus de produits chimiques 

– conductimètre 

• Contrôles microbiologiques 

– Pas si désinfection thermique 

– Si LD-E, nécessaire 
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Essais relatifs à la contamination 

microbienne de l’eau de rinçage après 

désinfection (Annexe E – EN ISO 15883-4) 

 • Echantillon d’eau, au moins 200 ml 

– Alimentation 

– Déversement 

– Dans un flacon stérile de 250 ml  

• Test après 4 h ou 48 h si conservation entre 2 
et 5°C 

• Désinfection des surfaces à l’isopropanol 
70% filtré stérilement à 0.2 μ et laisser 
sécher 
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Quels microorganismes rechercher ? (1) 

• EN ISO 15883-4, 4.9.2.2 

– Bactéries aérobies mésophiles 

• Exigences : <10 ufc/100 ml 
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Quels microorganismes rechercher ? (2) 

• Absence de : 

– Legionellae 

– Pseudomonas aeruginosa 

– Mycobactéries 

• Méthodologie décrite  

– annexe E de l’EN ISO 15593-4 
• Milieux de culture 

• Temps d’incubation 

• Etc. 
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Maîtrise des surfaces 

• Contrôle microbiologique 

– Plaques de gélose de surface définie (au 
moins 20 cm2) 

– Pression 25 g/cm2 

– Durée 10 secondes 

• Réduction du nombre  

 de placards et étagères 

• Tables de travail  

 sans tiroir 



Résultats des contrôles 

microbiologiques 
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Contrôle de l’air 

• Limites de la classe 8 en activité 

Contamination microbiologique 

– maximum  200 ufc/m
3 

 

• Prélèvement d’air 

– Appareil spécifique 

– Voir avec hygiène hospitalière ou société 

spécialisée 



15 



Contrôles des instruments 

• Biocharge (bioburden) 

– Contrôle sur le matériel après lavage 

– La charge microbienne doit rester faible 

• locaux 

• aération 

• vêtements 

• flux de la marchandise 
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Rappel normatif 

• EN ISO 17665-1 introduction 

« Lorsqu’il est nécessaire de fournir un DM 
stérile, les Normes internationales qui 
spécifient les exigences relatives à la 
validation et au contrôle de routine des 
procédés de stérilisation exigent de 
réduire la contamination bactériologique 
adventive d’un DM à sa valeur minimale 
avant stérilisation. » 
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Importance 

• Faible contamination des instruments 

 
Analyse de la contamination microbienne sur les instruments

A B

N° ciseau Nbre de colonies Nbre de colonies

1 16   0   

2 125   2   

3 15   0   

4 65   0   

5 223   1   

6 14   0   

7 29   0   

8 17   1   

9 56   2   

10 24   1   

Total 584   7   

Moyenne 58.40   0.70   

A : 5 janvier 1999, prélèvement avec les mains juste avant l'emballage

B : 26 janvier 1999, prélèvement avec des gants à la sortie du tunnel de lavage



Méthodologie 

• Choix des instruments :  

– Courants 

– Provenant du circuit hospitalier 

– De dimension adaptée 

– Lavage 

– Manipulation avant  

 conditionnement à  

 main nue 
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• Prélèvement des instruments (nombre 

déterminé) sur le lieu d’activité 
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 Mise dans un flacon stérile 
numéroté présenté par la 
personne responsable des 
prélèvements 

 Enregistrement du prélèvement 
sur une fiche d’enregistrement 
avec type d’instrument et nom de 
la personne ayant manipulé et 
contrôlé l’instrument 

 

Méthodologie 



Méthodologie 

• Elution des instruments 

avec un milieu défini 

• Filtration de la solution 

• Incubation à 30°C 

• Lecture  

– Comptage des UFC 

après 3 jours. 

21 



RESULTATS     
Bio-contamination moyenne  
(UFC/instrument après correction) observée à chaque contrôle (N=10 instruments) sur une période de 8 ans. 
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Contrôles des stérilisateurs 

• Les indicateurs chimiques et biologiques 
sont utilisés chaque fois que nécessaire. 
Ils peuvent participer à l’évaluation de 
l’efficacité de la stérilisation. Ils répondent 
aux normes en vigueur. 

• Vapeur : éventuellement lors de la 
validation 

• Oxyde d’éthylène : chaque cycle 

• VH2O2 : selon modèle 
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Extrait documentation GKE 
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Normes 
– Auparavant EN 866-1,-2,-3,-4,-5,-6,-7 

– ISO 11138-1 : 2006 Exigences générales 

– ISO 11138-2 : 2006 Indicateurs biologiques pour la 
stérilisation à l’oxyde d’éthylène 

– ISO 11138-3 : 2006 Indicateurs biologiques pour la 
stérilisation à la chaleur humide 

– ISO 11138-4 : 2006 Indicateurs biologiques pour la 
stérilisation à la chaleur sèche 

– ISO 11138-5 : 2006 Indicateurs biologiques pour la 
stérilisation à la vapeur d’eau et au formaldéhyde à 
basse température 

– ISO/CD 11138-6 : 2008 Indicateurs biologiques pour 
la stérilisation aux vapeurs de peroxyde d’hydrogène 
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Organismes d’essai 
• Vapeur 

– Geobacillus stearothermophilus 

• Oxyde d’éthylène 
– Bacillus atrophaeus , Bacillus subtilis 

• Chaleur sèche 
– Bacillus atrophaeus 

• Formaldéhyde 
– Geobacillus stearothermophilus 

• Irradiation 
– Bacillus pumilus 

• Peroxyde d’hydrogène 
– Geobacillus stearothermophilus 
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Population d’organismes d’essai 

• Population nominale   

– Geobacillus stearothermophilus   1 x 105 

– Bacillus atropheus  1 x 106 

– nombre déterminé à 0.1 x 105 ou 106 

 

• Valeur D 

– Geobacillus stearothermophilus 1.5 min (121° C) 

– Bacillus atropheus 12.5 min (600 mg.l-1 OE à 30° C) 

– Bacillus atropheus 2.5 min (600 mg.l-1 OE à 54° C) 
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Caractéristiques 

• Nom de l’espèce bactérienne 

– Geobacillus stearothermophilus 

• Numéro de souche dans la collection 

d’origine 
– ATCC 7953, NCTC 10007, DSM 22 et CIP 52.81 

• Nombre de spores viables par support 

–   1 x 105 

• Valeur D : 1.5 min (121° C) 
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Documentation fournie par le fabricant 
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Utilisation (1) 
• Quand ? 

– chaque cycle de stérilisation qui ne sont pas 
libérables paramétriquement, soit :  

• EO, FO 

• VH2O2  (?)  

– lors de la validation des stérilisateurs 

• Où ? 
– Placer les indicateurs biologiques aux points les plus 

difficiles  

– Eventuellement dans un dispositif d’épreuve de 
procédé 
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Utilisation (2) 

• Dès la fin du cycle, l’indicateur est placé dans un 
incubateur, en même temps qu’un indicateur 
biologique témoin du même lot de fabrication et 
non exposé à la stérilisation 

• Comment ? 
– selon les indications du fabricant 

– exemples :  
• 1 - 7 jours à 55-60°C pour la vapeur 

• 1 - 7 jours à 30-35° C pour l’oxyde d’éthylène 

• Lecture rapide 

– Attention au calibrage des étuves ! 
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Incubateurs 
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Indicateur biologique à lecture rapide 

• Détection d’une enzyme naturelle de 

Bacillus subtilis, la bêtaglucosidase qui 

intervient dans la croissance des spores 

• Analyse d’un produit fluorescent 

• Lecteur spécifique nécessaire 

• Après 3 ou 4 heures seulement 



Milieu initial 

Si croissance, il y a 
libération d’enzymes 
  

spore 

bacille 
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L’activité enzymatique libère 
 la substance fluorescente 

Appareil à lecture 
rapide 
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Résultats 

 

Témoin non 

stérilisé 

+ + - - 

Indicateur stérilisé + - + - 

Résultats NC C NC NC 
 

Les résultats doivent être consignés, datés et visés 
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Responsabilité – ISO 14161 : 2009 

• Le responsable de la stérilisation s’assure que : 
– L’indicateur biologique convient au procédé de 

stérilisation à valider ou contrôler 

– Les recommandations du fabricant pour le stockage 
et l’utilisation sont suivies 

– Pas d’utilisation après la date limite 

– Manipulations conformes aux directives 

– Achat de produit conforme à EN ISO 11138 
• Déclaration de conformité 

– Formation adéquate du personnel 

– Mise au rebut 



Quelle remarque à faire sur cette image ? 
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Conclusion 

• Si l'on croit les comptes rendus des laboratoires 

et les procès-verbaux des policiers, il est plus 

facile de dénombrer à mille près des microbes 

que des manifestants 

     Philippe Bouvard 
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