PLO6 - DETERGENCE, DESINFECTION ET PRIONS
FRANCOISE ROCHEFORT (LYON)

Au sein d'un service de stérilisation, les instruments chirurgicaux
réutilisables suivent un processus maintenant trés encadré de
nettoyage et de stérilisation ou désinfection. Le nettoyage est
une phase dont on mesure de plus en plus limportance, en par-
ticulier dans la prévention de la transmission des Agents
Transmissibles Non Conventionnels (ATNC).

LE CONTEXTE HOSPITALIER

Deux catégories de produits doivent étre envisagées : linstru-
mentation chirurgicale stérilisable et les dispositifs non stérili-
sables : il s'agit essentiellement des endoscopes souples. Le pro-
cessus de traitement de linstrumentation chirurgicale souillée
commence en France au bloc opératoire par une prédésinfection,
sauf cas particulier. Les instruments sont ensuite transportés
dans le service de stérilisation, plus ou moins rapidement selon
les cas. En stérilisation, le nettoyage en laveur-désinfecteur est
recommandé et si le dispositif ne le supporte pas, il sera nettoyé
en ultrason ou manuellement. La derniére étape, aprés un condi-
tionnement, est une stérilisation a la vapeur d’eau, avec un pla-
teau de stérilisation de 18 mn a 134°, comme le préconise la cir-
culaire 138 du 14 mars 2001.

Pour les endoscopes souples, le circuit est différent puisque le
traitement s'effectue habituellement dans le service utilisateur :
il met en ouvre un double nettoyage et une désinfection termi-
nale, utilisant un désinfectant.

Il est intéressant de se reporter aux définitions données par les
normes afin de bien préciser les termes de lavage, nettoyage,
détergence, désinfection...(normes ISO 15883-1, NF EN IS0 862,
NFT 72101..) mais on ne trouve pas de définition de la propreté.

PROPRIETES D'UN DETERGENT

Le détergent utilisé va mettre en ceuvre le phénoméne de déter-
gence, avec une efficacité qui va dépendre de la formulation uti-
lisée. Il a 2 actions, une action chimique de dénaturation de la
souillure et une action détergente: la souillure est décrochée,
désagrégée pour étre en partie solubilisée et en partie émulsifiée.
Un détergent va permettre l'élimination des salissures de son
support grace a

- Son pouvoir mouillant qui diminue la tension superficielle de
'eau qui peut ainsi pénétrer dans la salissure et provoquer son
ramollissement.

- Le décollement et la fragmentation des salissures : La salis-
sure est «encerclée» par le liquide et va glisser sur le support.

- Son pouvoir émulsionnant va maintenir les salissures en sus-
pension.

Le détergent peut avoir une action sur la paroi bactérienne qui
explique alors une action désinfectante.

LES DETERGENTS

La formulation d'un détergent est complexe et il y a souvent asso-
ciation de plusieurs principes actifs et d'adjuvants. On distingue
les détergents alcalins a base d’hydroxyde de sodium ou de potas-
sium, les tensioactifs qui abaissent la tension superficielle du liqui-
de (On retrouve ces tensioactifs dans la formulation des détergents
dits «neutres ou faiblement alcalins »), les détergents acides a
base d'acide phosphorique ou d'acide citrique et les détergents
enzymatiques qui font appel a des enzymes qui vont couper les
liaisons intramoléculaires: hydrolase, oxydase, peroxydase.
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Selon les formulations, les associations sont variables et vont
avoir un pouvoir détergent plus ou moins marqué.

LES FACTEURS QUI VONT INFLUENCER LA QUALITE
DU NETTOYAGE

-Les souillures : leur origine (minérale, organique), leur
concentration et leur éventuel séchage sur le support.

- La température : l'action optimale de chaque détergent est
associée a une plage de température.

- Le temps de contact, déterminé par le fabricant, il sera d'au-
tant plus long que linstrument a nettoyer a une structure com-
plexe

- La qualité de l'eau : Le calcium et le magnésium présents dans
l'eau dure diminuent l'action détergente du produit.

- La force mécanique appliquée, par les bras d’aspersion dans le
laveur ou par le frottement lors du lavage manuel.

- Les instruments eux-mémes : leur forme plus ou moins com-
plexe, la présence de charniéres, d’anfractuosités, de canaux... et
leur état de surface.

Si on reprend la définition du nettoyage, citée ci-dessus, il est
mis en ceuvre «pour éliminer la contamination d'un objet jus-
qu'au niveau requis ». Comment caractériser ce niveau requis ?
Intervient alors la notion de propreté qui est une notion trés rela-
tive liée a 'évaluation de l'efficacité du nettoyage, et qui dépend
donc de la limite de sensibilité de la méthode utilisée. En des-
sous de quelle valeur résiduelle, peut-on parler de propreté?
Pour évaluer l'efficacité du nettoyage, la norme NF EN ISO 15883
indique 3 méthodes: l'examen visuel, lutilisation de souillure-
test, mais il est difficile de standardiser les souillures et la
recherche de protéines. 'Annexe C de la norme 15883-1 cite 3
méthodes : test a la ninhydrine, test du Biuret, méthode OPA
(dialdéhyde orthophtalique). De nombreux articles ont testé ces
méthodes, ainsi que d'autres techniques, afin de détecter le plus
finement possible les protéines résiduelles encore présentes
aprés nettoyage mais elle sont plus ou moins accessibles a un
service de stérilisation centrale. Les tests préts a 'emploi, basés
sur un écouvillonnage et une réaction du Biuret ou a la ninhydri-
ne sont faciles d’emploi mais d’une sensibilité non suffisante en
cas de chirurgie a risque.

Plusieurs études anglaises ont recherché la contamination pro-
téique sur des instruments dans des boites chirurgicales traitées
en stérilisation et prétes a étre utilisées. Ces études mettent en
évidence un taux élevé de protéines résiduelles, sur pratiquement
tous les instruments testés, de lordre d'une centaine de micro-
grammes, voir jusqu'a 1 ou 2 mg selon linstrument.(1 microgram-
me de résidu protéique peut contenir 1014 protéines).

LES DESINFECTANTS

Une désinfection de haut niveau ne sera mise en route que pour
du matériel ne supportant pas la stérilisation. Les propriétés bac-
téricide, virucide, sporicide et fongicide peuvent étre vérifiées par
des normes. Il existe de nombreuses catégories de désinfectants,
les principaux sont les composés chlorés avec ['hypochlorite de
sodium, les aldéhydes avec principalement le glutaraldéhyde, les
oxydants avec l'acide peracétique et les phénols. Le glutaraldé-
hyde, excellent désinfectant, induit la réticulation des protéines
entre elles et a une action stabilisante sur les prions. La circulai-
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re 138 du 14 mars 2001, relative a la prévention de la transmis-
sion des ATNC, préconise son abandon. Les différentes prépara-
tions a base d'acide peracétique contiennent de l'acide peracé-
tique (APA), du peroxyde d’hydrogéne, de l'acide acétique et de
l'eau en proportions variables (900 a 4000 ppm) et sont classées
par la circulaire 138, dans le groupe II des produits a efficacité
partielle.

PROBLEMATIQUE DU PRION

Rappelons que dans les Encéphalopathies Spongiformes
Transmissibles  (EST), les Agents Transmissibles Non
Conventionnels (ATNC) sont constitués d'une protéine prion anor-
male PrPSc. Elle différe de la protéine PrP naturellement présen-
te dans l'organisme humain par sa configuration spatiale: elle est
constituée essentiellement de feuillets béta plissés, trés hydro-
phobes. Ces prions se caractérisent par une grande résistance aux
enzymes protéolytiques (protéases) et par une faible solubilité
dans les détergents. Ils sont résistants a la plupart des procédés
habituels de stérilisation et de désinfection. Il existe une corré-
lation entre le taux de PrPSc évalué par immunodétection et le
titre infectieux obtenu aprés inoculation a l'animal, cependant il
existe des situations cliniques et expérimentales ol une dissocia-
tion a été observée. L'inoculation a 'animal reste la méthode de
référence. Cependant lefficacité de la transmission a lanimal
varie en fonction de linoculum (espéce, souche, tissu), de la voie
d‘inoculation, de la dose, de l'animal hote et de ['‘éventuel traite-
ment préalable du produit infecté. Linactivation se définie par
'absence de détection d‘infectiosité sur le dispositif médical et
dans les effluents. L'élimination (voir le terme « décontamina-
tion » dans les études) correspond a une absence d‘infectiosité
sur le dispositif mais a une présence dans les effluents. Il est
aussi évoqué un pouvoir de « déstabilisation » de la protéine
prion qui devient alors sensible a la protéinase K et donc peut
étre ensuite dégradée.

Au Royaume-Uni, des scénarios visant a évaluer en chirurgie
le risque de contamination d’'un patient pris en charge apres
un patient contaminé ont été élaborés en 2001. En 2006,
le ESAC-pr (Engineering et Science Advisory Committee into
the decontamination of surgical instruments including Prion
Removal), comité créé par le NHS (National Health Service) en
2005 pour étudier les applications pratiques de la recherche sur
la décontamination des instruments chirurgicaux, a réactualisé
ces scénarios :

Infectivité des tissus :

Infectivité (ID5,/q) prévision
SNC, partie postérieure de l'ceil 8 logs
Partie antérieure de 'ceil 3-4 logs
Formations lymphoides : Rate, Amygdale 4-5 logs
s tissus 3 logs
Charge infectieuse sur les instruments :
Quantité de tissus restant sur linstrument
aprés lintervention 10 mg
Effet du 1° nettoyage 1a 3 logs
Effet du ler autoclavage 2 a 3 logs
Infectiosité transférée a chaque réutilisation 1310 %
donc jusqu'a 1 mg
Effet des nettoyages ultérieurs 1 log
Effet des stérilisations ultérieures 0 log

ETUDES MENEES

On peut noter une évolution des études parues pour rechercher
une action d’élimination ou une action d‘inactivation des prions.
Les premiers travaux publiés, il y a une quinzaine d'années, étu-
diaient les méthodes reconnues comme ayant une efficacité sur
les prions (hypochlorite, soude, autoclavage...) mais dans des
conditions sans rapport avec la pratique hospitaliére francaise
(autoclave a déplacement de gravité, action simultanée de la
soude et de l'autoclavage... ). Essentiellement depuis 2004, sont
apparus des travaux étudiant l'action des détergents et des désin-
fectants dans des conditions plus proches de celles rencontrées
lors d’'une intervention chirurgicale. Ces études sont basées sur
des tests in vitro recherchant la PrPSc aprés action du détergent
sur des lames de verre ou d'acier contaminées et par des études
in vivo utilisant des tiges d'acier implantées dans le cerveau de
hamsters aprés avoir été contaminées et en contact avec le
détergent étudié. Ces études différent par le support utilisé, la
souche de prion, le niveau de contamination, le temps de contact
choisi, la température... et leurs résultats ne sont pas tous com-
parables. Les détergents testés sont des produits utilisés habi-
tuellement pour le nettoyage des instruments mais ces études se
placent dans les circonstances les plus défavorables: sans prédé-
sinfection, souvent sans passage dans un laveur, sans action
mécanique et sans stérilisation ultérieure. Il apparait que des
produits ou des procédés possédent une efficacité certaine mais
il est difficile de comparer les efficacités obtenues dans les dif-
férentes études.

LES DETERGENTS ETUDIES

Un certain nombre de détergents ont été étudiés, avec des
concentrations et des temps de contact variables. Compte tenu
de limportance de la formulation dans l'action résultante, il est
difficile de faire des généralités sur des catégories de détergents
(détergent alcalin ou enzymatique).

A Uheure actuelle, les principaux détergents étudiés et qui ont
montré une certaine efficacité sont les suivants. :

- 28 ALKAONE® (laboratoire DECONEX). Dans l'état actuel des tra-
vaux, il est préconisé le lavage en LD avec ALKAONE 0,5% a
70°c, pendant 5 minutes.

- HAMO 100® (laboratoire STERIS). Les études expérimentales
ont été faites avec différentes conditions : au départ avec une
concentration de 1,6% puis finalement de 0,5%, a 55°c pen-
dant 15 minutes ou 1% a 60°c, pendant 15 minutes. La pro-
position en routine est de 0,2% a une température d’au moins
43°c, pendant 4 minutes.

- PRIONZYME® (laboratoire GENENCOR). Ce produit n'est pas com-
mercialisé actuellement en France.

- SEPTOCLEAN® (laboratoire Docteur Weigert). En dehors de la
concentration standard, il est préconisé 2 types de cycle de lava-
ge, selon le niveau d’action : « un cycle avec déstabilisation des
prions » faisant appel a une concentration de 5ml/l a 55°
pendant 5minutes ou un « cycle complet avec déstabilisation,
inactivation et décontamination des prions » qui comprend un
double nettoyage : 5 ml/l @ 55° pendant 5 minutes pour
le premier et 10ml/l a 60°c pendant 10 minutes pour
le deuxiéme lavage.

LES PROCEDES DE DESINFECTION OU DE STERILISA-
TION ETUDIES
Le procédé de lavage OXIVARIO®, mis au point par la société

MIELE met en ceuvre un double nettoyage et utilise le pouvoir de
libération d’oxygene actif sous conditions alcalines. Un premier



lavage utilise un détergent alcalin, pH 12 a 13 pendant
10 minutes a 90°. Un deuxiéme nettoyage associe le méme
détergent alcalin sans tensioactif et un acide peracétique pen-
dant 10 minutes a 60°c.

Le peroxyde d’hydrogéne sous forme liquide, a forte concentra-
tion(59% ou 60% pendant 10 a 20 minutes) a une efficacité par-
tielle. Il est testé sous forme de gaz plasma, dans le STERRAD
100S (avec un cycle standard avec 2 injections ou un cycle spé-
cial avec 4 injections) et cette stérilisation seule n'est pas effi-
cace mais son emploi aprés l'action d'un détergent alcalin ou
enzymatique montre une efficacité contre les prions. Lemploi de
peroxyde d’hydrogéne vaporisé (appareil V-PRO 1 STERIS), méme
sans nettoyage préalable apparait également actif sur les prions.

LES DESINFECTANTS ETUDIES

- Lhypochlorite de sodium a 2% de chlore actif, sert de référence.
- Acide peracétique : Les conditions de routine (concentrations
et temps de contact) ne permettent pas linactivation des prions
et des études récentes montrent un pouvoir de fixation des pro-
téines plus faible que pour le glutaraldéhyde mais qui varie d'une
formulation a une autre.

- Glutaraldéhyde : la circulaire 138 demande son remplacement.
En fait son pouvoir de fixation des protéines semble variable
selon sa formulation.

- Une solution a base d'orthophtalaldéhyde (CIDEX®) a 0,55%
pendant 5 minutes s'est avérée inefficace

- Un désinfectant phénolique Environ LpH® 5% 30 min a 20°c
montre une efficacité.

Il serait important d'arriver a démontrer que ['utilisation d'un
détergent donné dans des conditions précises de concentration,
de température et de durée d'action, permet d’obtenir une effica-
cité suffisante pour remplacer ['‘étape d’inactivation par la soude
dans la prévention de la transmission des EST. Un protocole stan-
dard doit étre publié par 'Afssaps qui permettra ['étude des déter-
gents dans des conditions communes.

Il restera a vérifier que les instruments inox mais aussi les autres
métaux (tungsténe, titane...) également présents au sein de l'ins-
trumentation chirurgicale supportent a long terme lemploi en
routine de ces détergents. Enfin la phase de désinfection qui a un
effet limité sur les prions ou au contraire qui renforce la fixation
des protéines, doit donc étre précédée d'un nettoyage extréme-
ment soigneux et efficace.
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