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CONTROLE MICROBIOLOGIQUE DES ENDOSCOPES
I Objet et domaine d’application

Ce mode opératoire décrit les modalités de réalisation et d’analyse d’un contrôle microbiologique d’endoscope au laboratoire d’Hygiène Hospitalière.
Ce mode opératoire s’applique à l’ensemble du personnel du laboratoire d’Hygiène Hospitalière.
Il s’applique également pour la partie prélèvement au personnel en charge du contrôle des endoscopes sur le site de Carhaix.

II Responsabilités

Le chef du laboratoire d’Hygiène Hospitalière est responsable de l’application de ce mode opératoire.

III Références internes et externes

III-1 Références internes
· Calendrier des prélèvements : espace partagé « laboratoire d’Hygiène Hospitalière »

· LAB-PBIO-LOGI-PRO-06 : Acheminement des prélèvements - Pôle Biologie-Pathologie
· LAB-BVHPM-HYGH-PRO-008 : Procédure pré-analytique - Laboratoire d'Hygiène Hospitalière - BVHPM
· LAB-BVHPM-HYGH-MOP-042 : Enregistrement et saisie de résultats sur GLIMS - spécificités du laboratoire d'Hygiène hospitalière
· LAB-BVHPM-HYGH-ENR-100 : Demande de contrôle microbiologique d’un endoscope souple non autoclavable

· LAB-BVHPM-HYGH-ENR-101 : Retour d’un endoscope après contrôle microbiologique

III-2 Références externes

· Externe au pôle Biologie-Pathologie (références ENNOV à venir) : 

Modalités de Contrôle microbiologique des endoscopes 
· Externe au CHRU : CTINILS, Conseil Supérieur d’Hygiène Publique de France : Eléments d’assurance qualité en hygiène relatifs au contrôle microbiologique des endoscopes et à la traçabilité en endoscopie. Mars 2007.
· Externe au CHRU : Instruction N° DGOS/PF2/DGS/VSS1/2016/220 du 4 juillet 2016 relative au traitement des endoscopes souples thermosensibles à canaux au sein des lieux de soins. 

IV Abréviations – définitions

LHH : Laboratoire d’Hygiène Hospitalière
DNP-Thiosulfate : solution contenant du Polysorbate 80, de la lecithine, de l’histidine et du thiosulfate pour neutraliser les principaux désinfectants.
EOH : Equipe Opérationnelle d’Hygiène hospitalière du CHRU
SGL GLIMS : Système de Gestion de Laboratoire équipant le LHH
SHA : Solution Hydro-Alcoolique

IV Contenu

IV-1 Etapes pré-analytiques
IV-1-1 Site de Carhaix 

Le prélèvement est effectué sur le site de Carhaix par du personnel formé, en respectant strictement les modalités de prélèvement décrites dans le paragraphe IV-2-1 ci-dessous.

Ce prélèvement est ensuite acheminé à la plateforme de Biologie de la Cavale Blanche conformément aux modalités en vigueur au pôle Biologie-Pathologie.
IV-1-2 Autres sites du CHRU

Les endoscopes sont acheminés par les unités de soins à la plateforme de Biologie conformément aux dispositions de l’établissement. Le calendrier prévisionnel  des contrôles est sous la responsabilité de l’EOH et du service demandeur. Il est établi en début d’année civile et communiqué au laboratoire d’hygiène hospitalière. Des contrôles ponctuels peuvent être réalisés comme par exemple : retour de maintenance ou résultat non-conforme.
Les prélèvements sont enregistrés dans le SGL GLIMS suivant le mode opératoire en vigueur au laboratoire. 
IV-2 Réalisation de l’examen
IV-2-1 Matériel nécessaire
( Pour le prélèvement :
Conformément à la NF EN ISO 11737-1 de 2006, la solution de prélèvement utilisée est  le DNP-Thiosulfate (Biomérieux®). il s’agit d’une solution de décrochage stérile et de neutralisation de l’activité désinfectante. Elle est prête à l’emploi, à base de Tween 80 et de Thiosulfate de sodium. Elle se présente en flacon de 100 mL.
	Matériel stérile
	Autres

	- 1 pot « type coproculture » pour rinçage

- 1 pot étanche en sachet stérile pour le recueil du prélèvement
- 2 seringues luer-lock 60ml

- 2 x 100ml de DNP-Thiosulfate
- 2 aiguilles BD® Microlance

- 2 prises d’air

- 1 champ stérile

-  2 paires de gants stériles 
- 1 sachet de compresses stériles
- adaptateurs canaux stérilisés (air-eau, water-jet, aspiration…) 
- 1 flacon d’eau stérile


	- 2 masques de soins

- 2 casaques ou blouses
- 2 paires de lunettes de protection
- gants non stériles
- 1 collecteur à aiguilles

- 1 flacon de SHA

- 1 flacon d’alcool à 70°

- 1 feutre indélébile


( Pour l’ensemencement : Utilisation du PSM
· Rampe de filtration et source de vide

· Membranes filtrantes de 0,45µm

· Milieu TSA (Biomérieux®)

· Pinces
IV-2-2 Prélèvement de l’endoscope

Le prélèvement réalisé est un prélèvement global de l’ensemble des canaux. La solution de prélèvement est recueillie dans un même récipient stérile.

Canaux à prélever : 

Prélever les canaux selon le schéma du modèle de l’endoscope
Technique de prélèvement :

· Désinfecter le plan de travail avec un détergent-désinfectant de surface
· Mettre la casaque (ou une sur-blouse), le masque de soin et les lunettes de protection
· Réaliser une désinfection des mains avec une S.H.A.
· Mettre des gants non stériles 

· Disposer un champ stérile sur le plan de travail
· Placer l’endoscope sur ce champ stérile.
· Enlever tous les pistons et valves de l’endoscope s’ils sont restés en place.
· Procéder à la désinfection des orifices des canaux de l’endoscope en les enveloppant d’une compresse stérile imbibée  de solution alcoolique.
· Mettre sur l’endoscope les adaptateurs stériles nécessaires au prélèvement
· Boucher les orifices des canaux en suivant le schéma de l’endoscope en l’absence d’adaptateurs (les gants doivent être stériles).
· Disposer le matériel nécessaire au prélèvement sur le champ stérile

· Percuter les flacons de DNP-Thiosulfate avec les prises d’air 

· Mettre les gants stériles

· Prélever la solution de DNP-Thiosulfate à l’aide de la seringue

· Injecter la solution dans l’orifice proximal du premier canal à prélever afin de la recueillir à l’extrémité distale de l’endoscope.
· Ré-aspirer pour récupérer le liquide restant dans le canal, puis le réinjecter et le chasser avec l’air afin qu’il ne reste plus de liquide dans celui-ci
· L’opération est, le cas échéant, à répéter pour chaque canal 

· Les volumes sont recueillis dans le même pot stérile en prenant soin de ne pas toucher les bords du pot ni la solution recueillie à l’extrémité distale de l’endoscope
· Le volume injecté doit-être compris entre 100 et 200ml.

· Le volume recueilli doit être compris entre 80 ml et 160ml (entre l’injection et le recueil on tolère 20% de perte).

· Fermer le pot et l’identifier (date, N° d’inventaire de l’endoscope, N° de série)

· A la fin de l’opération, nettoyer les canaux de l’endoscope avec de l’eau stérile en utilisant la deuxième seringue et purger avec de l’air.
· Remplir les fiches de traçabilité destinées au service demandeur et au laboratoire.
IV- 2.3 Retour de l’endoscope dans l’unité d’origine
Les fiches de traçabilité de l’endoscope remplies par le L.H.H contiennent les informations suivantes : la date, l’heure du prélèvement, les opérateurs, N° de série et inventaire, type, problèmes rencontrés… (cf. référence précitée).
IV-2-4 Traitement du prélèvement 
· Laisser agir le DNP-Thiosulfate à température ambiante pendant au moins 30 minutes avant la filtration (neutralisation du désinfectant).

· Filtrer la totalité du volume recueilli de l’échantillon sur une membrane stérile 0,45 µm

· Rincer 3 fois la membrane avec 50 ml d’eau physiologique stérile pour éliminer l’effet moussant du détergent contenu dans le DNP-Thiosulfate 

· Déposer la membrane sur le milieu de culture TSA à l’aide d’une pince préalablement flambée

· Incuber à 30°C.
IV-2-5 Lecture  des milieux de culture TSA:
· Lecture journalière des boîtes jusqu’à 5 jours
· Numération des colonies présentes
· Identification de toutes les colonies
· Résultat : ufc/100ml
· Calcul pour rapporter le nombre de colonies à 100ml si le volume filtré est différent de 100ml.
· Les résultats sont saisis dans le SGL GLIMS selon le mode opératoire en vigueur au laboratoire.
IV-3 Etapes post-analytique

· Interprétation des résultats
Les résultats des contrôles microbiologiques sont interprétés en fonction des niveaux cible, d’alerte et d’action définis pour chaque catégories d’endoscopes. (CTINILS de 2007, Information DGOS juillet 2016).

	Catégorie d’endoscopes 
	Flore totale Cible
	Micro-organismes indicateurs 

Staphylococcus aureus, entérocoques, entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et autres Pseudomonas, Stenotrophomonas maltophilia, Acinetobacter sp, Candida sp, champignons filamenteux.

	Endoscopes ayant subi une désinfection de haut niveau (rinçage eau stérile)

	Niveau cible (UFC/100mL)
	<1
	

	Niveau d’alerte (UFC/100 mL)
	-
	

	Niveau d’action (UFC/100 mL)
	≥1
	Absence de microorganismes indicateurs 

	Endoscopes ayant subi une désinfection intermédiaire (rinçage à l’EBM)

	Niveau cible (UFC/100mL)
	< 5
	Absence de microorganismes indicateurs

	Niveau d’alerte (UFC/100 mL)
	5-25
	Absence de microorganismes indicateurs

	Niveau d’action (UFC/100 mL)
	>25
	Absence de microorganismes indicateurs


Les cas particuliers ne figurant pas dans le tableau seront traités par le biologiste.

· Validation des résultats : 

Tous les résultats sont validés selon la procédure post-analytique en vigueur au laboratoire.
· Transmission des résultats
Toute culture positive est signalée par téléphone à l’EOH par le technicien ou le biologiste. L’appel est tracé sur la feuille de paillasse et sur le cahier de transmission du L.H.H.

Si la culture est négative, le L.H.H. appelle l’U.E. à 5 jours pour l’informer du résultat du prélèvement afin de pouvoir remettre le plus rapidement possible en circulation les endoscopes dont les résultats sont satisfaisants.
· Conservation des souches :
Toutes les souches de germes indicateurs sont conservées 1 an au laboratoire (gélose profonde) puis ensuite dans la pièce des congélateurs au RDC de la plateforme.
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