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L'on trouve souvent du sang ou de petits
bouts de tissus sur les instruments chirurgi-
caux utilisés. Or pour éviter les infections et
pour éviter tout probléeme lors de l'utilisa-
tion de ces instruments, ces souillures doi-
vent étre éliminées par nettoyage. Dans le
service de pré-désinfection et nettoyage
d'une stérilisation centrale moderne, I'on a
recours & des laveurs-désinfecteurs ainsi
qu'a des nettoyeurs a ultrasons. Les résul-
tats de nettoyage obtenus avec ces appa-
reils sont testés par exemple visuellement
(contréle visuel de la présence ou non de
souillures) ou au moyen de colorants réagis-
sant aux protéines. Ces deux types de
contréle dépendent toutefois largement du
jugement subjectif de la personne chargée
des tests; de plus, dans le cas de la méthode
de coloration, I'instrument doit faire I'objet
d'un nouveau nettoyage, afin d'éliminer I'in-
dicateur colorant. Il est en outre impossible
de déterminer quantitativement les
souillures résiduelles. Par conséquent, si
I'on souhaite introduire des méthodes de
nettoyage des instruments plus précises, ces
limitations sont loin d'étre satisfaisantes.
Nous avons analysé le systéme Pro-tect, qui
se compose d'un batonnet de ouate a frot-

ter l'instrument et d'un réactif permettant
de mesurer la concentration des protéines.
Au moyen de séries de dilution de pro-
téines, nous avons déterminé la corrélation
entre l'intervalle de réaction et l'intensité
de la couleur de la réaction et nous avons
comparé la sensibilité de la mesure Pro-tect
avec celle de la méthode de coloration des
protéines. Il en résulte que Pro-tect permet
de prouver la présence de protéines méme a
une quantité aussi faible que 25 pg envi-
ron, le tout au moyen d'un test par frottis
trés simple sur l'instrument. Nous sommes
donc d'avis que la mesure de la qualité du
nettoyage des instruments au moyen de
Pro-tect s'avere utile non seulement pour
contrler le processus de nettoyage, mais
aussi pour évaluer les performances des
détergents et des laveurs-désinfecteurs.

Introduction

L'on trouve souvent du sang ou de petits
bouts de tissus sur les instruments chirurgi-
caux utilisés. Or pour éviter les infections
et pour éviter tout probleme lors de l'utili-
sation de ces instruments, ces souillures
doivent étre éliminées par nettoyage. Dans
les services hospitaliers de nettoyage des
instruments — p. ex. dans les stérilisations
centrales —, I'on a recours a des détergents
enzymatiques puissants utilisés dans les
laveurs-désinfecteurs ainsi qu'a des net-
toyeurs a ultrasons. Il est toutefois particu-
lierement difficile d'éliminer les souillures
tenaces des instruments. Selon divers rap-

ports, des tests bactériologiques effectués
sur 50 instruments (dont de grands cro-
chets, des blue chips et des ciseaux Metzen-
baum) nettoyés normalement apres les
interventions chirurgicales ont abouti aux
résultats suivants: présence de micro-orga-
nismes dans une concentration de 100 ufc
sur 14% des instruments, 11 a 100 ufc sur
14% supplémentaires et absence de tout
micro-organisme dans 30% des cas seule-
ment (1). Certes, un test microbiologique
est un excellent moyen pour prouver la pré-
sence de souillures bactériennes sur des
instruments nettoyés; il n'empéche que
pour un collaborateur de la stérilisation
centrale, ce type de test est relativement
complexe a effectuer.

En d'autres termes: on a besoin d'un pro-
cessus qui indique de maniére simple,
rapide et précise la quantité de souillures
résiduelles sur les instruments aprés le trai-
tement de ceux-ci. Actuellement, les résul-
tats du nettoyage des instruments sont tes-
tés soit visuellement, soit au moyen de
colorants réagissant aux protéines, soit au
moyen d'un indicateur contenant de l'adé-
nosine triphosphate (ATP; présent en
grande quantité dans le sang). Les deux
premiers types de controle dépendent tou-
tefois largement du jugement subjectif de
la personne chargée des tests; de plus,
dans le cas de la méthode de coloration,
I'instrument doit faire I'objet d’'un nouveau
nettoyage, afin d'éliminer le colorant.
Enfin, il est impossible de déterminer quan-
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titativement les souillures résiduelles.
Quant a la mesure de la concentration d’ATP
résiduel au moyen d'un indicateur, celle-ci
est plus précise et fournit en outre des indi-
cations quantitatives. Par contre, elle
nécessite l'utilisation d'un réactif ainsi que
d'un appareil spécial de mesure de la lumi-
nescence; elle n'est par conséquent pas tres
répandue. Dans ce contexte, la nécessité
apparait clairement de disposer d'une
méthode simple, permettant de mesurer
quantitativement les résultats du nettoyage
des instruments.

Nous avons donc analysé le systéme Pro-
tect — qui se compose d'un batonnet de
ouate a frotter I'instrument et d’un réactif
permettant de mesurer la concentration des
protéines —, afin de déterminer si ce produit
est capable de mesurer les résultats du net-
toyage des instruments.

Nos tests ont montré que Pro-tect permet
de prouver la présence de protéines jusqu'a
une quantité aussi faible que 25 pg envi-
ron, le tout au moyen d'un test de frottis
tres simple sur linstrument. Ce résultat
nous semble tout a fait remarquable et c'est
la raison pour laquelle nous présentons ci-
apres un rapport portant sur I'efficacité de
Pro-tect; nous nous fondons sur des don-
nées de performances élémentaires, notam-
ment sur les courbes standard obtenues sur
la base de solutions protéiniques diluées
ainsi que sur une comparaison de la sensibi-
lité des mesures Pro-tect et de la méthode
de coloration des protéines.

Matériaux et méthodes

Kit de test de nettoyage par frottis

Le produit que nous avons testé s'appelle
Pro-tect® (Biotrace International plc. Brid-
gend, Grande-Bretagne); il s'agit d'un kit
de test de nettoyage par frottis (fig. 1). Ce
kit comprend un batonnet de ouate a frot-
ter sur la surface de I'instrument ainsi qu'un
petit tube synthétique contenant un réactif
de Biuret (750 pl) (fig. 2, 3) servant a
mesurer la concentration protéinique. Apres
avoir été passé sur I'instrument, le batonnet
est introduit dans le tube synthétique par
I'ouverture du haut. Ce faisant, le batonnet
transperce une membrane protectrice a I'in-
térieur du tube et entre en réaction avec le
réactif de Biuret, qui vire de couleur, en
fonction de la quantité de protéines pré-
sentes.
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Processus de mesure pour déterminer les
courbes d’absorption du réactif de Biuret
Pro-tect et de I'’échantillon

Le réactif Pro-tect de 5 kits a été pipeté et
introduit dans une cuvette en verre de 1 x 1
cm. La plage de mesure d’un spectrophoto-
meétre UV-lumiére visible Shimadzu 1240
(Shimadzu Co., Ltd., Kyoto, Japon) a été
réglée entre 400 et 700 nm, et la densité
optique du réactif (contrdle) a été mesurée a
des intervalles de 20 nm. Ensuite, 100 pl de
plasma (obtenus par centrifugation de sang
héparinisé a 3000/min pendant 5 minutes)
ont été ajoutés au réactif puis, 30 minutes
apres le mélange, la densité optique de
I'échantillon a été mesurée selon la méme
méthode que pour le réactif de controle.

Evolution dans le temps de la densité
optique du réactif de Biuret Pro-tect

Le réactif Pro-tect de 5 kits a été pipeté et
introduit dans une cuvette en verre de 1 x 1
cm. 20 pl de plasma (obtenus par centrifu-
gation de sang héparinisé a 3000/min pen-
dant 5 minutes) ont été ajoutés au réactif et
introduit dans la cuvette (échantillon A); la
densité optique de cet échantillon a ensuite
été mesurée a 560 nm toutes les 10 minutes
apres le mélange, pendant 60 minutes. 20 pl
de plasma, dilué quatre fois dans une solu-
tion saline physiologique, ont ensuite été
introduits dans une autre cuvette, dans
laquelle on a ajouté le réactif de 5 autres
kits de test Pro-tect (échantillon B). La den-
sité optique a, dans ce cas également, été
mesurée selon la méme méthode.

Courbe standard Pro-tect
Du Chem Trak Puratinum (Medical Analysis
System, Inc., Californie, USA) a été dilué

Fig. 1: Apparence du kit de test Pro-tect® (Biotrace Co., Ltd.)

dans une solution saline physiologique de
sorte a obtenir une concentration protéi-
nique totale respectivement de 5, 10, 25,
50, 100 et 300 pg/100 pl; chaque solution
diluée a ensuite été absorbée par 5 baton-
nets Pro-tect. Puis ceux-ci ont été intro-
duits dans les petits tubes synthétiques
prévus a cet effet, pour déclencher la réac-
tion. Aprés 30 minutes, le réactif avec
l'échantillon de chacun des 5 tubes de
méme concentration a été pipeté dans une
cuvette et la densité optique de chaque
échantillon a été mesurée a 560 nm.
Comparaison de la sensibilité de mesure
entre la méthode de coloration des pro-
téines et la méthode Pro-tect

100 pl de Chem Trak Puratinum, dilué a des
concentrations protéiniques de 5, 25, 50 et
100 pg/100 pl, ont été déposés sur 3 pla-
quettes en acier inoxydable (15 x 50 mm),
qui ont séché pendant 3 heures a tempéra-
ture ambiante. Chacune des plaquettes en
acier inoxydable a ensuite été immergée
pendant 5 minutes dans une solution de
noir d’amide 10 B (fig. 4, 5) (Clean Chemi-
cal Co., Ltd., Osaka, Japon), un colorant qui
se fixe aux protéines, puis rincée pendant 1
minutes sous l'eau courante avant d'étre
remise a sécher a température ambiante.
100 pl de solutions protéiniques concen-
trées a 5, 25, 50 et 100 pg/100 pl ont été
pipetés sur 5 batonnets Pro-tect. Une fois
les solutions absorbées, les batonnets ont
été introduits dans les petits tubes synthé-
tiques prévus a cet effet, pour déclencher la
réaction. Apres 30 minutes, le réactif avec
l'échantillon de chacun des 5 tubes de
méme concentration a été pipeté dans une
cuvette et la densité optique de chaque
échantillon a été mesurée a 560 nm.
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Méthode de coloration des protéines,
méthode Pro-tect et mesure de concen-
tration d’ATP avec, comme échantillon,
du sang déposé sur des plagquettes en
acier inoxydable

Du sang complet héparinisé a été dilué res-
pectivement 10, 40, 100 et 400 fois dans
une solution saline physiologique. 20 pl de
chaque dilution ainsi que 20 pl de sang
complet ont été appliqués sur 3 plaquettes
en acier inoxydable (15 x 50 mm). Pour
chaque dilution, une premiére plaquette a
été mise a sécher pendant 3 heures a tem-
pérature ambiante, puis immergée pendant
5 minutes dans du noir d'amide 10 B, puis
rincée pendant 1 minutes sous l'eau cou-
rante. Une deuxiéme plaquette a été frottée
avec un batonnet Pro-tect, qui a ensuite
été introduit dans le petit tube synthétique
prévu a cet effet, pour déclencher la réac-
tion. La derniére des plaquettes a été frot-
tée avec un batonnet de ouate afin de
mesurer la concentration d'ATP; I'ATP sur le
batonnet a été extrait dans 1 ml d'eau
déminéralisée. La concentration d’ATP dans
la solution ainsi obtenue a été mesurée
selon le processus de la bioluminescence
(fig. 6, 7). Le réactif et I'appareil de mesure
de la concentration d’ATP provenaient tous
deux de Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.,
Tokyo, Japon.

Résultats

La figure 2 montre la courbe d'absorption
pour le réactif de Biuret Pro-tect et pour
I'échantillon. Dans la fourchette comprise
entre 500 nm et 700 nm, la densité optique
du contréle du réactif de Biuret était quasi
nulle, celle de I'échantillon en revanche
était de 3194 a 520 nm, de 2475 & 560 nm
et de 2479 a 580 nm. Etant donné que la
densité optique a a peine oscillé a une lon-
gueur d'onde de 560 nm, nous avons décidé
de prendre 560 nm comme valeur de réfé-
rence pour la mesure de la densité optique
de nos expériences.

La figure 3 montre l'augmentation de la den-
sité optique, au fil du temps, du réactif de
Biuret Pro-tect apres la réaction. 30 minutes
apres le début de la réaction, I'échantillon A
faisait état d'une absorption de 0,946; 60
minutes apres le début de la réaction, I'ab-
sorption était de 1,212; 30 minutes apres le
début de la réaction, I'échantillon B indi-
quait une absorption de 0,438; 60 minutes
aprées le début de la réaction, I'absorption
était de 0,575. Sur la base de ces résultats,

Fig. 2: Courbes
d’absorption pour le
réactif de Biuret
Pro-tect® et pour
I'échantillon.

Fig. 3: Evolution
temporelle de la
réaction avec le
réactif de Biuret
Pro-tect®.

Fig. 4: Courbe
standard Pro-tect®.
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nous avons décidé, pour déterminer la
concentration protéinique avec Pro-tect, de
mesurer la densité optique 30 minutes a
compter du moment ou le batonnet avait
été introduit dans le tube.

Figure 4: courbe standard pour le réactif
Pro-tect, apres la réaction avec les baton-
nets imbibés des solutions de 5, 10, 25, 50,
100 et 300 pg de protéines par 100 pl. La
courbe standard avait la forme d'un bol a
I'envers. L'absorption était de 0,274 pour 10

Mg de protéines, de 0,690 pour 50 pg de
protéines, de 1,230 pour 100 pg de pro-
téines et de 2,220 pour 300 pg de protéines.
La figure 5 présente les résultats de la colo-
ration au noir d'amide 10 B de plaquettes
en acier inoxydable sur lesquelles avaient
été déposés 100 pl d'une solution concen-
trée a 5, 25, 50 et 100 ug de protéines par
100 pl. Si nous n'avons pas pu constater de
nette coloration bleue pour la plaquette
avec 5 ug de protéines, la coloration était

par contre marquée a partir de 25 pg de
protéines et plus. La figure 6 montre le
résultat 30 minutes aprés avoir frotté les
solutions de méme concentration avec les
batonnets et apres la réaction avec le réac-
tif Pro-tect. La densité optique du réactif
apres la réaction était de 0,154 pour 5 ug
de protéines, de 0,452 pour 25 g de pro-
téines et de 0,630 pour 50 ug de protéines.
La figure 7 montre ces mémes échantillons
apres avoir déposé 20 ul de sang sur les

Concentration protéinique (1g)

Contréle (0) 5

25

50 100

Fig. 5: Sensibilité de mise en évidence de la méthode de coloration fixant les protéines.
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Fig. 6: Sensibilité de mise en évidence de la méthode Pro-tect®.
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Fig. 7: Résultats des mesures effectuées avec la méthode de coloration fixant les protéines, avec la méthode Pro-tect® et avec la mesure de la
concentration de I'adénosine triphosphate (ATP) avec du sang sur des plaquettes en acier inoxydable.

plaquettes en acier inoxydable, leur appa-
rence apres coloration au noir d'amide 10 B,
les concentrations d’ATP des batonnets qui
avaient été passés sur les plaquettes en
acier, des photos du réactif Pro-tect apres
la réaction ainsi que les concentrations pro-
téiniques déterminées sur la base des résul-
tats de la figure 6. Lors d'une dilution de
400 fois du sang, la coloration bleue était a
peine discernable, mais dés une dilution de
100, une légére coloration bleue était
visible. A linverse, avec Pro-tect, nous
avons pu constater a I'eeil nu que pour le
sang dilué d'un facteur de 10, la quantité
de protéines devait se situer entre 50 et
100 pg et que pour le sang dilué 100 fois,
elle devait étre comprise entre 5 et 25 pg.
Les mesures de concentration d’ATP ont,
quant a elles, permis d'enregistrer des
valeurs quantitatives (2,21 x 10-11
mol/ml), méme pour le sang dilué 400 fois.

Discussion

Si I'on veut garantir une stérilisation irrépro-
chable, il est indispensable de nettoyer au
préalable les instruments chirurgicaux, afin
de les débarrasser de souillures résiduelles
tenaces telles que le sang. Or pour controler

les résultats de ce nettoyage, I'on doit pou-
voir déterminer la quantité de protéines et
d'autres souillures résiduelles sur les instru-
ments nettoyés. Toutefois, les méthodes qui
ont cours actuellement — comme l'inspection
visuelle apreés le nettoyage pour voir s'il reste
encore des substances sur les instruments ou
le processus de coloration des protéines, qui
implique également un controle visuel —, ces
méthodes dépendent largement du jugement
subjectif de la personne chargée du controle
et elles ne permettent pas de fournir des
données quantifiables.

Le produit Pro-tect, dont le test fait I'objet
du présent rapport, fonctionne de maniére
tres simple. 1l suffit en effet de frotter la
surface de l'instrument a tester avec un
batonnet de ouate et d'introduire ensuite
celui-ci dans le petit tube en plastique livré
a cet effet et contenant un réactif de
Biuret. Les processus difficiles a mettre en
ceuvre ou exigeant des réactifs ou des appa-
reils spéciaux ne réussiront pas a s'imposer
dans les services de stérilisation centrale,
déja tres sollicités. Dans cette optique, Pro-
tect peut étre considéré comme un hon pro-
cessus de mesure des résultats du net-
toyage des instruments.

La sensibilité de mesure de Pro-tect est
relativement bonne. Comme le montre en
effet l'illustration 6, la personne chargée du
test peut, a I'eeil nu, déterminer de maniére
fiable la présence de protéines dés 25 g
déja. Certes, la méthode de coloration au
noir d'amide 10 B permet également de
détecter 25 pg de protéines, mais elle
implique de renettoyer Il'instrument testé
afin d'éliminer la solution colorante.

Lorsque nous avons prélevé au moyen des
batonnets Pro-tect le sang dilué sur les pla-
quettes en acier inoxydable et que nous
avons effectué les mesures conformément
aux photos, qui montrent les réactions par
coloration pour 100 pl de solution respecti-
vement a 5, 25, 50 et 100 pg de protéines
(fig. 6), Pro-tect nous a permis de déterminer
des valeurs semi-quantitatives de protéines
dans des fourchettes de 5-25 pg ou de 50-
100 pg (fig. 7). Certes, le noir d'amide 10 B
permet également d'obtenir des valeurs semi-
quantitatives lorsque I'on procede a une élu-
tion de la coloration bleue dans une solution
basique, mais l'obtention de I'élution exige
beaucoup de temps et de travail, et la solu-
tion dextraction risque, dans certains cas,
d'endommager l'instrument. Par conséquent,
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Pro-tect est supérieur a la méthode de colo-
ration au noir d'amide 10 B, de nos jours lar-
gement répandue pour tester les résultats des
nettoyages. Il faut toutefois également
reconnaitre que les résultats obtenus avec
Pro-tect sont moins détaillés que ceux obte-
nus par la mesure de la concentration d'ATP.
A noter qu'avec le réactif de Biuret du kit Pro-
tect, la réaction se poursuit dans le temps;
ainsi, méme 60 minutes apreés le début de la
réaction, la densité optique n'est pas encore
stabilisée (fig. 3). Ce phénoméne s'explique
probablement par les progres effectués sur le
réactif et grace auxquels celui-ci réagit déja
en présence d'infimes quantités de protéines.
Avec Pro-tect, il est par conséquent néces-
saire de déterminer la mesure a un instant
précis aprés le début de la réaction. Pour
notre part, nous pensons que cet instant peut
étre fixé a 30 minutes apres le début de la
réaction. De plus, étant donné que la quan-
tité de protéines présentes sur le batonnet
dépend de la taille de la surface sur laquelle
on a frotté le batonnet, il faut également
déterminer cette derniere. Nous pensons

qu'une surface de 1 x 1 cm sur l'instrument
est suffisante, ce qui n'empéche toutefois pas
de procéder a une mesure en frottant toute la
surface de l'instrument. En outre, I'on peut
tout a fait imaginer ne controler les résultats
du nettoyage qu'a un endroit précis de I'ins-
trument, p. ex. a larticulation d'une pince,
un endroit dont on sait qu'il est particuliere-
ment difficile a nettoyer.

Puisqu'il permet d'effectuer, de maniere
simple et fiable, des mesures semi-quanti-
tatives, Pro-tect constitue donc un procédé
privilégié pour évaluer les résultats du net-
toyage d'instruments chirurgicaux et s'avere
également trés utile pour tous ceux qui
recherchent des processus de nettoyage
plus efficaces.
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Kindertherapie
Aufmerksamkeitsstorg./Hyperaktivitat, Soz. Kompetenz,
Hor- und Sprachentwicklung, Kinderhypnose, Kinder-AT
Ausbildung zum Supervisor / Praxisberater
Arztl. Weiterbildung Psychotherapie (Blockform)

Lhi versitat Tubi ngen

WilhelmstraBe 5, D-72074 Tubingen
07071/ 29-76439, -76872, -75010 FAX: 29-5101

wit@uni-tuebingen.de, http://www.wit.uni-tuebingen.de/
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