UE Pharmacie

Cours : Opérations pharmaceutiques

Léanadsorption

LA STERILISATION

|. INTRODUCTION

La stérilisation est le fait de priver un objet ou un produit des micro-organismes
qui le souillent. On doit adapter la méthode au produit et il est possible de les
associer.

JATTENTION\ Il faut toujours réaliser la stérilisation 3 I'intérieur du
consitionnement et dans une zone a atmosphere controlée ! +++

L'efficacité de la stérilisation dépend du degré initial de contamination
microbienne, on va donc utiliser une matiére peu contaminée initialement pour
plus d’efficacité.

Nous retrouvons différentes méthodes de stérilisation :
Stérilisation parlachaleur(chaleur humide, chaleurséche)
Stérilisation par gaz alkylants

Strérilisation parirradiations

Filtration stérilisante

Stérilisation pargazplasma

=+ + +

II. LES TEMOINS DE STERILISATION

IIs permettent de vérifier I'efficacité de la stérilisation: il faut vérifier la
température et la durée.

1. Les témoins physico-chimiques

Ce sont des substances qui témoignent du passage parla phase de stérilisation.

On retrouve plusieursindices de passage :
& Changementde couleurparrapportau pointde fusion

Ex : acide benzoique qui possede une température de fusiona 121°C
€ Indicateurcoloré

Ex : éosine passantdurose pale au orangé

Les méthodes que I’ont utilise ont des caractéristiques différentes pour té moigner
du passage par laphase de stérilisation :

& Chaleur humide : bande thermosensible avec un changement de couleur
au contact de la vapeur d’eau

€ Chaleurséche: bande thermosensible avecun changement de couleurau
point de fusion

€ Parrayonnement: pastillesPVCimprégnéesd’unindicateurcoloré

€ Par _gaz plasma : changement de couleur en présence de peroxyde
d’hydrogéne

2. Les témoins biologiques

Ce sont des témoins qui permettent de vérifier la réduction de 6log d’une
population aprés traitement stérilisant.
Pour chaque indicateur, il faut connaitre le NO(nombre initial de germes présents)
et le DT (temps de réduction décimal).
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En fonction de laméthode, nous n’utiliserons pasla méme souche pour
vérifiersilastérilisation a été efficace :

= Chaleurséche : Bacillus subtilus

= Chaleurhumide : Bacillus stearothermophilus

=  Paroxyde d’éthylene : Bacillus subtilus var. Niger
=  Parrayonnement:Bacillus pumilus

Cessouchesn’ont pas étéchoisies au hasard, ce sont les souches les plus
résistantes pourle traitementdonné.

RECAP: bien différencier témoins biologiques (permettent de vérifier la
réduction de 6log apres stérilisation) et physico-chimiques (substance qui
témoigne du passage parla stérilisation) +++

I1l. STERILISATION PAR LA CHALEUR

C’est une méthode de choix si le produit la supporte car c’est la méthode la plus
efficace etlaplussdire.

La sensibilité des microorganismes alachaleurdépend:
o De l’espéce microbienne

1. Les espéces microbiennes

Leur sensibilité a la chaleur dépend de I’espéce considérée. On apprécie cette
méthode par I'utilisation d’espéces trés résistantes a la température (voir les
différentes souches dans les témoins biologiques).

Il faut aussi savoir que les spores sont beaucoup plus résistantes que les formes
végétatives pourune méme espeéce (spores =forme de résistance).

Donc le moyen de stérilisation utilisé devra non seulement détruire les formes
végétatives maisaussilesspores.

2. Durée et nombre de germes

La stérilisation suit une loi décroissante du nombre de microorganismes en
fonction dutemps a température constante.
Le nombre de germessurvivantestinverse aladurée du traitement.

Logique, plus vous traitez longtemps le produit moins il y a de risque qu’il reste des germes
ala fin.

On peutdoncprendre en compte la formule suivante :log (N/NO) = -kt
avecNO : nombre initial de germes présents (vaut 1076)
N : nombre de germesal’instantt
DT : tempsde réduction décimale
Cette formule n’est pasa apprendre, retenez seulement que le nombre de germes survivant
est une fonction inverse de la durée du traitement.

> Letempsderéductiondécimale:

o Delaforme
o Deladuréedu traitement . . i . L
o Dunombre de germes avanttraitement (=NO) A une température donnée, DT correspond au temps nécessaire pour réduire la
o De latempérature population de microorganismes d’un facteur 10soit 1log. Donc apres untemps DT,
o Du milieu de développement des germes (I'abondance en eau favorise le on a 10 fois moins de bactéries qu’au départ.
dvp des germes alors que dans un milieu lipophile on aura moins de i ) )
chances de dvp des germes) Le DT est constant pour une souche donnée. Pour le Bacillus stearothermophilus
(utilisé pourlachaleur humide) le DT = 1min30/2min.
Pour une stérilisation efficace, il faut une décroissance d’au minimum 10”6 soit
6log par rapport a la contaminationinitiale.
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Donc 2min (DT du bacillus stearothermophilus) X 6 (car pour une stérilisation efficace il
faut une décroissance de 1076) = 12min, on rajoute une marge de sécurité de 3min.
+++ La stérilisation alachaleurhumide doitalorsdurer 15mina 121°C.

> Lavaleurd’inactivationthermique Z:

C’est I’élévation de température nécessaire pour réduire la valeur de DT d’un
facteur10. Pluslatempérature du traitement est élevée, plus le DT diminue.

Pour Bacillus stearothermophilus, Z = 10°C. Donc pour une élévation de 10°C
(soit131°C), le DT estdivisé par 10 et ne vaut plus que 0,2min soit 12s.

> LetempséquivalentFT:

C'est le temps nécessaire pour obtenir le méme effet qu’un temps définia la
température de référence. Ce parmétre permet de comparer des traitements
thermiques différents.

Ex : 1min a 121°C équivauta2min a 118°C.

Cela veut dire que si I’appareil varie simplement de quelques degrés, on va
doubler ou tripler le temps nécessaire pour avoir le méme résultat de
stérilisation.

> La valeurstérilisatrice F2T:

C'estla somme des effets stérilisants sur I’ensemble du cycle de stérilisation. Elle
permet de vérifier si lastérilisation a été efficace ounon.

Ex pour la chaleur humide : Quand Z = 10°C et que la T = 121°C, la valeur
stérilisatrice est notée FO et permet la comparaison de I'efficacité de
traitements différents.

FO doit étre au minimum de 8min pour que la stérilisation soit dite efficace.
C'est I’équivalent d’une stérilisation pour laquelle il y aurait eu une
décroissance de 8logdoncde 1078 pourdessporestrésrésistants.

On peutdire qu’unestérilisation ol FO=35min est acceptable. Mais on ne peut
pas dire qu’elle estacceptable si FO = 4min. Sespére que vous avez compris, c’est
parceque on dit que FO doit étre au minimum de 8min.

Le but de la stérilisation est d’obtenir une probabilité de non stérilité de 10"-6.

Le niveau assurance stérilité minimal de 107-6 se traduit donc par une réduction
de 6log de la contamination microbienne de départ.

3. Stérilisation par chaleur humide

C’est une méthode de choix de par son efficacité, I'innocuité de son procédé (e

n’est que de I'eau transformée en vapeur), sestempératures relativement basses (120;
140°C).

[rrmsmemm e ——— e ——————————— e ——— -
: llvay avoir une maitrise des moyens de controle :

= Qualitédel’eau:traitée pouréviterimpuretés et entartrage

= Qualité delavapeur: purgerle systéeme pouréviter poches d’air

= Le titre de vapeur saturée doit étre de 99% (poids vapeur/poids eau
liquide), cela veut dire que la vapeur doit rester a |'état gazeux pour
assurerla stérilisation.

= Pureté chimigue de |'eau : pas de traces de graisses, de particules

: métalliques.
Lo e o ] ] - -l

Un cycle de stérilisation alachaleurhumide est composé de 4 phases :
- Phasedevide: élimination de I'air
- Phaseplateau:
121°C pendant 15 min
ou 134°C pendant10min
- Refroidissement
- Séchage

Avantages : facilité d’utilisation du matériel, innocuité agent stérilisant
Inconvénients : attention objets thermosensibles, attention objets sensibles a
I’oxydation.

Applications : surtout les médicaments, matériel médico-chirurgical acier
inoxydable, verre, latex

2020-2021

Le Tutorat est gratuit. Toute vente ou reproduction est interdite.

Pr PICCERELLE




UE Pharmacie

Cours : Opérations pharmaceutiques

Léanadsorption

4. Stérilisation par chaleur seche

C’estune technique utilisant de I’air chaud a pression atmosphérique, en étuve.

Ilvay avoir plusieurs étapeslors de lastérilisation par chaleurséeche :
- A 180°C pendant30min pour la stérilisation des contenants enverre dans
le cadre des procédés de fabrication aseptique
- A 220°C pour la dépyrogénisation des contenants en verre (ampoules,
flacons p.p.i.)

Le temps pour atteindre latempérature de stérilisation est pluslongacause de la
faible conductivité thermique de I'air.

Applications : pour objets métalliques et récipientsverre p.p.i., mais pas pour

les médicaments.

L'efficacité de lafiltrationest confirmée avecune suspension de microorganismes
vivants de petite taille qui seraelle aussi filtrée.

Le témoin biologique de référence est Pseudomonas diminuta (0,3um).

Le filtrat ne doit pas donner de développement microbien dans un milieuapproprié
sinon celaveutdire que le filtre est endommagé.

IV. FILTRATION STERILISANTE

C'est une technique de stérilisation qui s’applique aux fluides (gaz, liquides
monophasiques).

Cette techniqueest utilisée pour les solutions ayant un principe actif thermolabile.

Le filtre est choisi etil doit :

étre compatible avecle PA dissous

avoirun faible taux de rétention du PA

avoirun diametre des pores de 0,22um pourassurer la stérilisation
Mécanismes: Criblage, impactinertiel, adsorption

28R

Les paramétresimportants sont:

V. STERILISATION PAR DES AGENTS CHIMIQUES

1. Leformaldéhyde

Cette technique consiste en I’évaporation du formaldéhyde liquide sous forme de
monomeres gazeux. La pénétration de ces monomeres est lente et faible et crée
une alkylation et une dénaturation des protéines.

Cette technique peut poser des problémes car les monomeres peuvent se
polymériser et ainsi diminuer|’efficacité de la stérilisation.

Le formaldéhyde n’agit qu’en présence de vapeurd’eau eta 50°C.
Un systeme détection du gaz (qui estirritant, toxique) n’est pas nécessaire car une
fuite serait directement détectable du fait de son odeur caractéristique.

Inconvénients : faible pénétration, maitrise difficile des paramétres de
stérilisation, polymérisation des monomeéres (=baisse de |’ efficacité), corrosion

du matériel, irritant pourla peau et I'appareil respiratoire.
Applications : stérilisation des surfaces, mais absolument pas pour les
médicaments.

2. L'oxyde d’éthyléne

¢ lanaturedufiltre (cellulose, nylon, polypropylene) L'OE est un gaz inodore, trés réactif, inflammable, explosif si 3% < C° < 83%.
* Saporosité Pourabaisserle risque d’explosion, onle mélangeavecun gazinerte comme le N2
¢ Sonseuil derétention oule CO2.
* Lapertedecharge Ce gaz agit par alkylation etintervientdonc dans le métabolisme microbien. Il a une
excellente pénétration au sein des solides poreux.
Lui aussi nécessite une certaine humidité pour pouvoir agir.
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Parametres d’efficacité :

¢ Concentrationen OEdépend de latempérature, de la nature de I’objet, du
temps contact
Température : entre 37 et 60°C ++ (donc PAS a température amabiante)
Humidité relative : permetladiffusionde I’OE a travers les membranesdes
germes, favorise I’alkylation et la transformation des formes sporulées en
formes végétatives (moins résistantes)

¢ Durée d’exposition : dépend de la concentration en OE et de la
température, détermine laqualitéde lastérilisation

Avantages : bonne diffusibilité
Inconvénients : toxicité, désorption lente (difficile de faire sortir le gaz du
matériau a stériliser), polyéthylénes 2 relargage rapide et latex = relargage
lent, formation de dérivés toxiques si ajout H20 ou Cl (éthyléne chlorhydrine,
éthyleneglycol), seuil olfactifhaut (explose avant repérage doncnécessité d'un
systeme de détection), matériel sensible alachaleur

Applications: stérilisation des médicaments s’il n’y a aucune autre méthode
possible, du matériel médico-chirurgical, du matériel a usage unique.

Les rayons gamma sont les plus utilisés carils sont les plus pénétrants. L’énergie
apportée doit étre inférieure a5 MeV pour ne pas créer de radioactivité induite.

Avantages : pourvoir de pénétration importante, on peut donc facilement
stériliserdu matériel atravers son emballage étanche commercialisé, procédé
fiable etreproductible, stérilisation a froid

Inconvénients : modifications possibles des propriétés physico-chimiques des
médicaments ou matériaux

Controles : répartition des rayonnements et leurintensité : les dosimeétres sont
des intégrateurs ce qui fait qu’on peut mesurer la densité optique des
dosimeétres et la variation de densité optique est proportionnelle a la dose
absorbée

Applications : médicaments avec radio-stérilisation, antibiotiques a risque

d’hydrolyse (non stérilisablespar chaleur humide), matériel médico-chirurgical,
greffons osseux.

Un sel ou un ester est moins sensible que |’acide libre a la radiolyse, les
médicaments solides sont plus stables aux rayonnements ionisants.

VI. STERILISATION PAR LES
IONNISANTS (RI)

RAYONNEMENTS

Cette technique entrainelaformation de radicaux libres instables qui vont oxyder
lesmembranes des bactéries (peroxydation lipidique) pourles éliminer.lly a une
action cumulative et proportionnelle ala dose.

Le mécanisme estceluide laradiolyse del’eau contenue dans les microorganismes.
On a 2 sourcesirradiantes: 60Co (cobalt) et 137Cs (césium).

La dose absorbée dépend:
o De I'activité et configuration de lasource
o De ladistance de |la source au produit
o Dutempsd’exposition etdu nombre de passages devantlasource
o De lanature du produit, sa composition, densité, de son conditionnement

VII. STERILISATION PAR LE PLASMA

Un cycle de stérilisation par plasmaest composé de 5 phases:
& Phasedevide
# Injection de peroxyde d’hydrogéne
& Diffusion du peroxyde d’hydrogene
& Phase plasma(=gazionisé)
% Retourala pressionatmosphérique

Les éléments constitutifs du plasma sont transportés en flux continu vers la
chambre de stérilisation pendanttoute la phase plasma.

C’estune stérilisation a basse température, réalisée par combinaison des effetsdu
peroxyde d’hydrogéne et du plasma. Son témoin biologique est Bacillus circulans.

Le gaz ou le mélange de gaz n’a pas d’effet sporicide tant qu’il n’est pas activé (=
tant qu’il n’est pas a I’état de plasma). La durée de vie des espéces du plasma est
tres courte.
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Caractéristiques:

Durée inférieure acelle de lastérilisation seche ou humide

Température <oxyde éthyléne (55°C)

Possibilité de traiterla plus grande gamme d’objets possible

Absence de risque pour opérateurs, patients, matériel dans des conditions
normales d’utilisation

Intérét : matériel thermosensible comme ceux en plastique, certaines fibres

optiques (fibroscopes).
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