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Mise en pratique des tests de contamination 
microbiologique et chimique

Bernard Van Gansbeke – Hôpital Erasme

Description des tests existants

Exemples d’application
Education
Formation
Validation

Résultats en pratique réelle
PET Scan – Cyclotron

Pharmacie – cytostatiques
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Particules, microorganismes, 
produits toxiques, ...

Que pouvez-vous en faire ?

recherche 
d’endo-
toxines

test de 
stérilité

media         
fill test

nbre de 
microorg.   

par m³

nbre de 
microorg.   

sur surface
nbre de 

particules  
par m³

nbre de 
microorg.   
sur gants

nbre de 
microorg. 

sédimentant

test  fluores-
cence
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement

nombre de particules dans l’air : exigences

0 1 2 3 4 5 6

Classe A

Classe B
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Classe D

(particules 0,5µm - échelle logarithmique)

en activité

au repos
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement

nombre de particules dans l’air

0 5000000 10000000 15000000 20000000
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Classe B
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Classe D

bureau

particules 0,5µm

en activité

au repos
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement

nombre de particules dans l’air
sources de particules (hors zac) : 

1 personne assise = 0,1.106 part./min

en mouvement lent = 5.106 part./min

+ autres sources : ventilation non filtrée,

emballages, ...

2 personnes dans 20m² : 

2 x 106 part./min = 120.106 part./h

dans 20m² x 3m = 60m³

= 2.106 part/m³/h
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement

élimination des particules
but à atteindre : classe B : 35.104 part./m³ en activité

classe C : 3,5.106 part./m³ en activité
2 personnes dans 20m² = 2.106 part/m³/h

- réduire l’entrée de matériel
- réduire l’entrée d’air sale (surpression) 
- habillement
- renouvellement de l’air (min. 20x/h)
- sédimentation
- sédimentation accélérée par un flux d’air (0.5m/sec)
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement

mesure du nombre de particules

Bernard Van Gansbeke – BOPP’s DAYS 2011

Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement

mesure du nombre de particules
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement

nombre de microorganismes dans l’air

lien avec nombre de particules = ???

air d’un bureau : 200-700 cfu/m³

classe B : 10 cfu/m³ en activité

classe C : 100 cfu/m³ en activité

classe D : 200 cfu/m³ en activité
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement

nombre de microorganismes dans l’air

sources de microorganismes (hors zac) : 
1 personne = 1000-10.000 cfu/min
+ autres sources : climatisation non filtrée, 

humidité, ...

2 personnes dans 20m² : 
2 x 5000 cfu/min = 600.000 cfu/h
dans 20m² x 3m = 60m³
= 10.000 cfu/m³/h

but à atteindre : classe B : 10 cfu/m³ en activité
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement

élimination des microorganismes
- réduire le nombre de particules 

réduire l’entrée, renouveler l’air, sédimentation 
accélérée, ...

- filtration de l’air
- désinfection des mains
- habillement

- survie des microorganismes
type de germe
humidité

- nettoyage / désinfection

Bernard Van Gansbeke – BOPP’s DAYS 2011

Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement

mesure du nombre de microorganismes :
filtration (1000 L en 10 min.)
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement : 

sédimentation
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement

nombre de microorganismes – autres mesures
dans l’air, par sédimentation

classe A : < 1 cfu

classe B : 5 cfu

classe C : 50 cfu

- matériel nécessaire : boites de gélose 90mm, 
incubateur

- technique : boites ouvertes pendant 4h

- en pratique : 

réduire le temps (dessèchement)

lier la mesure à l’activité
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement :

surfaces
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement

nombre de microorganismes – autres mesures

sur les surfaces
classe A : < 1 cfu
classe B : 5 cfu
classe C : 25 cfu

- matériel nécessaire : 
boites de gélose contact
55mm, incubateur

- technique : contact pendant 5 sec.
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement :

gants
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Tests de qualité de l’air et de 
l’environnement

nombre de microorganismes – autres mesures

sur les gants

classe A : < 1 cfu

classe B : 5 cfu

classe C : non défini

- matériel nécessaire : boites de gélose 90mm, 
incubateur

- technique : contact pendant 5 sec.

- en pratique : lier la mesure à l’activité

Bernard Van Gansbeke – BOPP’s DAYS 2011



10

Tests de qualité des préparations :
test de stérilité
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Tests de qualité des préparations

test de stérilité
technique : ensemencement direct ou filtration ?

rapidité

volume testé

substances inhibitrices

faux négatifs

faux positifs

intérêt 

oui pour les lots (dose banding, séries)

limité pour les productions extemporanées
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Tests de qualité des préparations

test de stérilité

limites importantes pour les préparations de 
cytostatiques extemporanées :

- délai (48-72h min, 14j)

- sensibilité

contamination possible : quelques bactéries

dilution : qques cfu dans 100-1000ml

échantillon : min. 10% (destructeur)

- pouvoir inhibiteur

filtration obligatoire

- déchets
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Tests de qualité des préparations

test de stérilité : alternatives
séries 

- filtration stérilisante

+ test d’intégrité du filtre

- stérilisation

+ paramètres du cycle

extemporané :

contrôle de l’environnement

media fill test
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Tests de qualité des préparations :
media fill test
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Tests de qualité des préparations

media fill test
principe : série de préparations où les médicaments 

sont remplacés par des milieux de culture –
incubation de la forme finale

avantages :

- sensibilité

- non destructeur

inconvénients :

- séparé de la routine
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Tests de qualité des préparations

media fill test : technique
PIC/S
préparation la plus proche possible de la préparation 
habituelle

USP <797> : 3 niveaux
- faible risque : simple
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Perf. de milieu 
stérile

vial 1

vial 2

vial 3

4 x 5ml

4 x 5ml

4 x 5ml

Tests de qualité des préparations
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milieu 
stérile

A 1

B 1

A 2

B 2

A 3

B 3

A 1 B 11

2

3 A 1

B 1

A 2

B 2

A 3

B 3

vial 1

vial 2

vial 3

vial 4

vial 5

vial 6

idem A 2 / B 2
idem A 3 / B 3

- risque moyen : manipulations multiples
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Tests de qualité des préparations

- risque élevé : à partir de poudre
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milieu 
en poudre

seringue 1

seringue 2

seringue 3

vial 1

vial 3

sans filtre

avec filtre

vial 2avec filtre

vial 1

vial 3

sans filtre

avec filtre

vial 2avec filtre

vial 1

vial 3

sans filtre

avec filtre

vial 2avec filtre

Tests de qualité des préparations

media fill test : technique
reproduire les conditions réelles

- nombre de manipulations

- nombre de flacons

- perfusion (double emballage ?)

- qualité des bouchons

nombre de tests : 1 journée de travail
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Tests de qualité des préparations

endotoxines
origine : poudres, matériel non stérile, solutions non 

stériles

délai entre mise en solution et stérilisation

test : LAL (coagulation, colorimétrie, ...)

inhibitions multiples

en pratique : peu d’intérêt si simple mise en solution  
de spécialités pharmaceutiques
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Tests de sécurité :
substances fluorescentes
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Tests de sécurité

manipulation de substances fluorescentes
principe

- manipulation normale

- révélation en UV (produit fluorescent à sec)

reproduire les conditions réelles

- qualité des bouchons

- nombre de flacons

- nombre de manipulations

Bernard Van Gansbeke – BOPP’s DAYS 2011

Utilisation des tests

Situation au 28/01/2011
pas de loi – pas d’obligation

mais normes et tests sont connus

la majorité des installations ne seront pas conformes 
aux futures exigences

mais quel est le résultat final dans vos installations 
actuelles ?

prévoir l’évolution vers plus strict : le personnel doit 
comprendre les exigences et y être préparé
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Utilisation des tests

Moyen didactique
- montrer qu’il y a une contamination des surfaces
outil : géloses contact 55mm

technique : prendre des empreintes sur différentes 
surfaces, incuber 48h, compter les colonies

exemple : murs, sols, mobilier
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Utilisation des tests
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sol mur
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Utilisation des tests

Moyen didactique
- montrer qu’il y a une contamination de l’air
outil : géloses 90mm

technique : laisser des boites ouvertes, incuber 48h, 
compter les colonies – filtration d’air

exemple : bureau, près des hottes
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Utilisation des tests
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sédimentation

filtration 1 m³
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Utilisation des tests

Moyen didactique
- montrer l’effet des hottes sur la qualité de l’air

outil : géloses 90mm

technique : laisser des boites ouvertes, incuber 48h, 
compter les colonies – filtration d’air

exemple : dans la hotte, à différents endroits
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Utilisation des tests
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dans le local

dans la hotte
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Utilisation des tests

Moyen didactique
- montrer la contamination des mains
outil : géloses 90mm

technique : empreintes de doigts, incuber 48h, 
compter les colonies

exemple : bijoux, doigts avant/après lavage des 
mains, avant/après désinfection des mains, après 
retrait des gants
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Utilisation des tests
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bagues

doigts
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Utilisation des tests

Moyen didactique
- montrer l’intérêt d’une technique de préparation

outil : fluorescence

technique : démonstration

exemple : 

préparation sans égalisation de pressions

préparation avec égalisation de pressions

préparation avec matériel de sécurité
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Utilisation des tests
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Utilisation des tests

Moyen de formation/évaluation
- montrer l’efficacité d’un nettoyage/désinfection
outil : géloses contact 55mm

technique : prendre des empreintes, incuber 48h, 
compter les colonies

exemple : avant désinfection de la hotte (dans zones 
peu accessibles) vs. après désinfection. Idem pour les 
surfaces et sols
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Utilisation des tests

Moyen de formation/évaluation
- mesurer la qualité du travail 

outil : géloses 90mm

technique : prendre des empreintes de gants, incuber 
48h, compter les colonies

exemple : 

nouveau personnel : comptages de doigts au début 
de la formation et après entraînement
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Utilisation des tests

Moyen de formation/évaluation
- mesurer la qualité du travail 

outil : fluorescence

technique : faire réaliser une 
préparation, mesurer le 
nombre de contaminations

exemple : nouveau personnel : 
3 préparations avant formation 
vs. 3 préparations après 
formation
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Utilisation des tests

Documentation du fonctionnement quotidien
PIC/S : 

- absence de contrôle final, donc prendre précautions 
microbiologiques

- appliquer un programme de contrôle physique et 
microbiologique adapté

- utiliser les media fill tests

Bernard Van Gansbeke – BOPP’s DAYS 2011

Utilisation des tests

Documentation du fonctionnement quotidien (physique)
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Hotte (repos) Hotte (activité) Local (B, en 
activité)

Norme Fré-
quence

Norme Fré-
quence

Norme Fré-
quence

Nbre parti-
cules/m³

3520 1x/an 3520 4x/an 352000 4x/an

Vitesse 
(m/s)

0.30 
FLV

1x/an - - 0.30 ? 1x/an 
repos ?

Intégrité 
HEPA

oui 1x/an - - oui ? 1x/an 
repos ?

Renouvel-
lement air

- 1x/an - - > 20/h 1x/an 
repos ?
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Utilisation des tests

Documentation du fonctionnement quotidien (microbiol.)
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Hotte (en activité) Local (en activité)

Norme 
(A)

Fréquen 
ce

Norme 
(B)

Norme 
(C)

Fréquen 
ce

Sédimen-
tation (4h)

< 1 Chaque 
séance

5 50 1x/sem

Contact < 1 1x/sem 5 25 1x/mois

Doigts < 1 Chaque 
série

5 - Chaque 
série

cfu/m³ <1 4x/an 10 100 4x/an

Utilisation des tests

Documentation du fonctionnement quotidien 
PET Scan – Cyclotron

hotte FLV

dans local FLV classe B (pression < 0)

sas classe C (pression > 0) 

laboratoire classe D

Pharmacie – cytostatiques

hotte FLV

dans local non classé (pression < 0)

sas non classé 

bureau non classé
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Utilisation des tests

Documentation du fonctionnement quotidien (microbiol.) -
Cyclotron
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Hotte Local

Sédimentation 0 (19/20)
1 (1/20)

-

Contact Plan : 0 (10/10)
Paroi : 0 (10/10)

Sol : 1-6 (moy 2)
Mur : 1-2 (moy 0)

Doigts 0 (9/10)
1 (1/10)

-

Filtration (cfu/m³) 0 (10/10) 2-31 (moy 15)

A

A

A

A

B

B/C

Utilisation des tests

Documentation du fonctionnement quotidien (microbiol.) -
Pharmacie
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Hotte Local Bureau

Sédimen
tation 

Champ : 0 (12/18)
1-4 (6/18)

Hors champ : 0 (12/20)
1-3 (8/20)

9 - 41 22 - 24

Contact 0 (n=23) Sol : 9 – 19
Mur : 0 - 2

Bureau : 
17 - 25

Doigts 0 (12/14)
1 (2/14)

- 110 - 200

Filtration 
(cfu/m³)

0 (3/3) 65 - 85 55 - 131

A

A

A

A/B
C

C

C

C

C/D

C
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Utilisation des tests

Documentation du fonctionnement 
- valider la technique aseptique

outil : media fill test

technique : 

exemple : cf PIC/S

- au démarrage (validation de l’installation)

- régulièrement

- à chaque modification de la technique

- en cas d’augmentation de la charge de 
travail

documenter 
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