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Stérilisation : synthèse des normes ayant trait 
aux indicateurs biologiques

I. Définitions et Exigences
Indicateurs biologiques : système d’essai contenant des micro-organismes viables, garantissant une résistance 
définie à un procédé de stérilisation spécifié5 
Ils permettent d’évaluer directement la létalité microbienne d’un procédé de stérilisation. Lorsqu’ils sont utilisés en 
parallèle de dispositifs de surveillance du procédé physique et/ou chimique, ils peuvent fournir une indication de 
l’efficacité d’un procédé de stérilisation donné1 
Les deux principales caractéristiques d’un indicateur biologique sont la population nominale des micro-organismes 
et la résistance de l’indicateur biologique au procédé de stérilisation, exprimée comme la valeur de D1 

Organismes d’essai : micro-organismes, traditionnellement des spores bactériennes généralement dérivées des 
espèces Bacillus et Geobacillus.
Suspension : organismes d’essai viables en suspension dans un fluide.
Porte-germe inoculé : support dans ou sur lequel a été déposé un nombre défini d’organismes d’essai viables.
Indicateur biologique autonome : indicateur biologique présenté de telle manière que l’emballage destiné à 
l’incubation contienne le milieu d’incubation nécessaire à la récupération des organismes d’essai.
Dispositif d’épreuve de procédé (DEP) : article conçu pour constituer une résistance définie à un procédé de 
stérilisation et destiné à évaluer l’efficacité du procédé2 

Selon l’Annexe F2 : 

Terminologie Composants Dessin

Organisme d’essai Micro-organismes

Suspensions d’organismes 
d’essai

Micro-organismes en suspension 
dans un fluide

Porte-germe inoculé Micro-organismes inoculés sur une 
surface

Indicateur biologique autonome

Porte-germes inoculé dans un 
emballage primaire

OU

Système prêt à l’emploi combinant 
un porte-germes inoculé et un 
milieu de culture

Pour le procédé de stérilisation à la vapeur saturée, les exigences sont :
 L’organisme d’essai est le Geobacillus stearothermophilus et les souches sont précisées4.
 Pour les porte-germes inoculés et les indicateurs biologiques, le dénombrement d’organismes viables ne doit 

pas être inférieur à 1,0 x 105.
 Température minimale d’exposition : au moins 5°C en dessous de la température maximale déclarée par le 

fabricant.
 Température maximale d’exposition : celle déclarée par le fabricant. Si aucune température maximale n’est 

déclarée, une température de 140°C doit être utilisée.
 Temps d’exposition : supérieur ou égal à 30 minutes.
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 La résistance doit être exprimée comme la valeur D en minutes à 121°C. La valeur D121 doit être supérieure 
ou égale à 1,5 minute4. 

 La valeur de z des organismes d’essai dans la suspension, sur le porte-germes inoculé ou dans l’indicateur 
biologique doit être déterminée dans trois conditions de température au moins, comprise entre 110 et 130°C. 
Ces données doivent être utilisées pour calculer la valeur de z, qui doit être supérieure ou égale à 6°C 4.

Pour les procédés de stérilisation à l’oxyde d’éthylène, les exigences sont :
 Les organismes d’essai doivent être des spores de Bacillus atrophaeus, Bacillus subtilis et les souches 

sont précisées3.
 Pour les porte-germes inoculés et les indicateurs biologiques, le dénombrement d’organismes viables ne 

doit pas être supérieur ou égal à 1,0 x 106.
 Température minimale d’exposition : supérieure ou égale à 55° C.
 Température maximale d’exposition : telle que déclarée par le fabricant. 
 Temps d’exposition : supérieur ou égal à 6 heures.
 La résistance doit être exprimée comme la valeur de D en minutes à 54°C et/ou à 30°C. 

La valeur de D doit être supérieure ou égale à 2,5 min à 54°C et à 12,5 min à 30°C 3.
Pour le procédé de stérilisation à la vapeur de peroxyde d’hydrogène, les exigences sont :

 L’organisme d’essai est le Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953. 14

 Température maximale d’exposition : celle déclarée par le fabricant
 Ne sont pas encore définies dans le projet de norme :

- le dénombrement d’organismes viables, pour les porte-germes et emballage primaire,
- la température minimale d’exposition 
- la concentration de l’agent stérilisant et le temps d’exposition
- la résistance 14

II. Choix et Utilisation des indicateurs

1.  Sélection
Il convient que l’utilisateur choisisse son indicateur biologique en fonction du procédé de stérilisation particulier 
qu’il va utiliser 1
L’utilisateur doit contrôler :

 au niveau de la fabrication que le fabricant a mis au point un système de qualité officiel et que la 
traçabilité des composants est assurée.

 au niveau de l’étiquetage, qu’il y ait :
- un code unique pour retracer l’historique de fabrication
- le nom de l’organisme d’essai
- une indication du procédé de stérilisation pour lequel l’indicateur est approprié
- la date d’expiration
- le nom du fabricant, sur chaque unité de suspension, de chaque emballage de porte-germes et de 

chaque indicateur biologique.
 au niveau du stockage : les indicateurs emballés individuellement doivent être placés à l’intérieur d’un 

emballage secondaire pour le transport et le stockage, selon les normes sur les emballages.
 au niveau de la résistance : l’essai de résistance doit inclure la dénomination du dénombrement 

d’organismes viables et la détermination des caractéristiques de résistance selon l’association d’au moins 
deux des méthodes décrites. Au moins deux des valeurs doivent obtenues doivent figurer sur 
l’étiquetage2.

2.  Informations exigées pour les indicateurs biologiques2 :
 Le nom ou l’abréviation de la collection de culture à partir de laquelle l’organisme d’essai est obtenu et le 

numéro de référence de la souche
 Le procédé pour lequel le produit peut être employé, la résistance, le mode opératoire et le porte germe utilisé 

pour déterminer la résistance
 Les conditions de stockage spécifiées
 Les instructions pour la mise au rebut
 Les instructions d’utilisation, en particulier les données concernant le milieu, l’incubation et les autres 

conditions à respecter pour la récupération des organismes d’essai après exposition au procédé de 
stérilisation
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 Le nombre d’organismes d’essai par ml (suspension) ou par unité (porte germes inoculé ou indicateur 
biologique)

 Le nombre d’unités de produits dans l’emballage secondaire
 Une référence à la présente ISO 11138.
Le responsable de la stérilisation vérifie le certificat d’analyse et s’assure que les valeurs correspondent. 
Exemple :

    
3 .Utilisation 
Nombre et emplacement

Pour la qualification opérationnelle des stérilisateurs à la vapeur d’eau, la notion d’indicateurs 
biologiques a disparu dans la nouvelle version de cette norme11. 
Pour la qualification des performances microbiologiques des stérilisateurs à l’oxyde d’éthylène 8, le 
point C 12 mentionne que jusqu’à 10 m3 de volume de chambre utile, le nombre d’indicateurs biologiques est 
de 3 par m3, avec un nombre minimal de 5. De 10 m3 à 100 m3, le nombre d’indicateurs biologiques est de 1 
par m3 supplémentaire.
Pour le contrôle de routine, le nombre d’indicateurs biologiques correspond à la moitié du nombre 
d’indicateurs lors de la qualification des performances microbiologique.
Dans le tableau C.38 - Exemples du nombre minimal recommandé d’indicateurs biologiques :
Pour un volume de chambre utile de 1 m3, le nombre d’indicateurs biologiques est au moins égal à 5 pour la 
qualification microbiologique des performances. Pour le contrôle de routine, le nombre d’indicateurs 
biologiques minimal recommandé est de 38.
Dans l’Annexe F10 : essai de type des performances, il est indiqué de placer pour chaque cycle, 4 DEP dans 
la chambre du stérilisateur, de les retirer en fin de cycle et de les soumettre aux modes opératoires de culture 
spécifiés par le fabricant et de soumettre un support inoculé non exposé provenant du même lot que celui 
utilisé pour l’essai, aux modes opératoires spécifié par le fabricant. Répéter l’essai 2 fois de plus. 

Pour la validation des stérilisateurs à la vapeur de peroxyde d’hydrogène, les normes ne sont pas encore 
définies14. Veuillez vous référer au manuel de ce type de stérilisateur.

Manipulation 
Il convient de suivre les directives du fournisseur pour ce qui concerne la manipulation de l’indicateur 
biologique suite à la stérilisation. En règle générale, les indicateurs biologiques sont retirés de la charge sans 
compromettre la sécurité du personnel et dans un délai spécifié validé1

Incubation
La période d’incubation requise peut varier en fonction de la nature de l’indicateur biologique et du procédé 
de stérilisation1. Une période d’incubation de sept jours est recommandée pour les indicateurs biologiques 
destinés à des procédés établis2. A cet égard, il convient de consulter l’étiquetage de l’indicateur biologique 
et les informations supplémentaires fournies par le fabricant. Celui-ci doit fournir les informations relatives 
aux conditions de culture (c'est-à-dire la température d’incubation, le temps d’incubation et le choix du milieu 
de croissance1.
En règle générale, les indicateurs biologiques des Geobacillus stearothermophilus peuvent être incubés à 
des températures comprises entre 55° C et 60° C. Les indicateurs biologiques des Bacillus atrophaeus et des 
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Bacillus subtilis peuvent être incubés à des températures comprises entre 30° C et 39° C, conformément aux 
spécifications fournies par le fabricant1.

Exemple : Indicateur Attest®
 retrait des indicateurs du paquet test
 vérifier l’indicateur chimique sur le paquet de l’indicateur biologique
 porter des lunettes de sécurité et appuyer sur le capuchon
 briser l’ampoule de verre dans le compartiment de l’incubateur réservé à cet effet
 tenir l’indicateur biologique par le capuchon et tapoter sur le tube jusqu’à ce que le milieu de culture 

imprègne la bandelette au fond du tube, puis incuber
 écraser, tapoter et mettre en incubation au moins un indicateur biologique non stérilisé chaque jour où 

un indicateur stérilisé est mis en incubation et à chaque étalonnage du lecteur automatique.

          
                                           Exposé et conforme                                         Non exposé

Il existe des indicateurs biologiques à incubation rapide.

III. Paramètres de tolérance et Interprétation des résultats 
Les fabricants doivent fournir des informations écrites concernant l’interprétation des résultats obtenus et les 
instructions d’incubation.
Il convient que pour un procédé de stérilisation validé dans lequel tous les paramètres préétablis ont été satisfaits, 
on constate une croissance nulle de l’indicateur biologique. 
Tout résultat d’essai présentant une croissance de l’indicateur alors qu’aucune n’est attendue, peut constituer une 
indication de procédé non valide, d’indicateur défectueux ou d’un système d’essai défaillant et devrait conduire à 
une enquête afin de déterminer la cause du résultat positif. 
Les actions à entreprendre peuvent impliquer la mise au rebut du lot de produit en tant que lot non stérile1.
Résultat attendu : absence de prolifération, après incubation de l’organisme d’essai dans l’un quelconque des 
indicateurs de stérilisation à l’oxyde d’éthylène qui ont été traités.
Résultat non conforme si toute culture d’un indicateur biologique révèle une prolifération de l’organisme d’essai. Il 
convient d’interdire l’utilisation de la charge11.

IV. Surveillance et contrôles de routine 

Si des indicateurs doivent être utilisés pour la mise à disposition du produit, les enregistrements des 
paramètres du procédé de stérilisation physique et les résultats des essais des indicateurs sont revus afin de 
démontrer que le procédé de stérilisation a bien été effectué7.
Lorsque des indicateurs biologiques sont utilisés pour la surveillance de routine, il convient de les positionner 
aux emplacements identifiés comme les moins accessibles pour la stérilisation lors de la validation et doivent être 
considérés comme faisant partie des critères de libération et qui s’ajoutent au mesurage des paramètres de 
procédé5.
Les données utilisées pour valider le procédé de stérilisation fournissent au moins la valeur définie pour un 
détecteur d’air et/ou l’interprétation d’un indicateur biologique utilisé seul ou avec un DEP. 
Lorsque des indicateurs biologiques sont utilisés pendant la requalification, il convient que leurs performances 
présentent une épreuve similaire à celles des indicateurs utilisés pendant la  validation7.
Vapeur d’eau :
Les indicateurs biologiques doivent être utilisés 1x/an lors de la validation13

Pour les stérilisateurs à la vapeur d’eau non validés/validables, un indicateur biologique doit être utilisé dans 
chaque charge12.
Oxyde d’éthylène
Le conducteur de stérilisation, pour chaque charge est tenu de déposer au moins un indicateur biologique selon 
FD S98-135 (avril 2005).
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Peroxyde d’hydrogène
Le conducteur de stérilisation, pour chaque charge est tenu de déposer au moins un indicateur biologique selon 
les recommandations françaises. (ndlr : En Suisse, cela dépend des modèles et des équipements à disposition 
permettant ou non une libération paramétrique)

V. Divers

Stockage et manipulation 
Il convient de suivre les recommandations du fournisseur en ce qui concerne le stockage et la manipulation des 
indicateurs biologiques. Le non respect de ces recommandations pourrait affecter l’intégrité et la performance de 
l’indicateur. 
En général, il convient de conserver les indicateurs biologiques dans leur emballage de protection jusqu’à leur 
utilisation. 
Lors du stockage, il convient d’accorder une attention toute particulière à la température, l’humidité relative, les 
influences chimiques et la lumière. Ils peuvent généralement être stockés à température ambiante. Attention aux 
dates de péremption1. 
Exemple : « Conserver dans un endroit entre 2°C et 25°C. S’assurer que l’indicateur biologique est à température 
ambiante avant son utilisation. Garder à distance de tout système de stérilisation, de source d’oxyde d’éthylène, 
de peroxyde d’hydrogène, d’acide, de base ou de toute substance antimicrobienne, volatile, des cassettes 
Sterrad. Ne pas utiliser au-delà de la date de péremption indiquée. » (Mode d’emploi Sterrad CycleSure 24 
biological indicator)
Formation 
Le personnel chargé de la mise en place, du retrait, des essais et de toute manipulation des indicateurs 
biologiques doit avoir suivi les formations nécessaires. Il convient que cette formation soit documentée et que l’on 
vérifie régulièrement qu’elle reste adaptée. Il est recommandé de disposer de procédures écrites pour l’essai et la 
manipulation des indicateurs biologiques1.
Mise au rebut
Les indicateurs biologiques composés de micro-organismes non dangereux peuvent être manipulés sans 
restriction aucune et il convient que leur expédition et leur transport respectent les règles internationales en 
matière de transport de micro-organismes non dangereux. 
Les indicateurs biologiques inactivés peuvent être jetés comme des déchets ménagers, tout comme les 
indicateurs périmés ou inutilisés à condition que le micro-organisme ne soit pas dangereux. Cependant il convient 
de suivre les instructions du fabricant pour la mise au rebut, qui requiert le plus souvent une stérilisation 
préalable1.
Exemple : Avant de jeter tout test positif ou ayant dépassé la date de péremption, stériliser à la vapeur à 121°C 
pendant au moins 30 minutes ou par tout autre procédé de stérilisation en vigueur (Prospectus de ProSpore2).
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ANNEXE 1 : Exemples d’indicateurs biologiques

Vapeur Vapeur

Oxyde d’éthylène Oxyde d’éthylène

Peroxyde d’hydrogène Peroxyde d’hydrogène
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