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Face aux lacunes des techniques conventionnelles de stérilisation (autoclave, oxyde 

d'éthylène, irradiation, glutaraldéhyde), une recherche d'alternatives pour la stérilisation 

clinique des instruments et dispositifs médicaux s'impose. La stérilisation par plasma 

froid est l'une des alternatives les plus prometteuses; elle s'avère également très 

complexe. Le plasma, ce e 4LmC état de la matière r. est un gaz partiellement ionisé, qui 

contient de nombreuses espèces actives énergétiques (ions, électrons, radicaux, atomes et 

mol6cules à l'état fondamentai ou excités, photons ultraviolets...), mais dont la 

temphture reste relativement faible ( 4 0  OC), ce qui permet la stérilisation 

d'instruments à base de polymeres et autres matériaux délicats. Deux stérilisateurs 

commerciaux utilisant le procbdé plasma sont actuellement sur le marché (Stemad@, 

Plazlytem) mais leur effet sur les matériaux et leur mécanisme d'action sont mai connus. 

L'innocuité de ces stérilisateurs n'est pas acquise : des modifications des dispositifs et 

instruments stérilisés sont prévisibles, surtout en cas de rest6rilisation. Quant au 

dcanisme d'action, l'analyse des technologies impliqudes nous permet de penser que 

l'efficacité de ces stérilisateurs provient essentiellement de la phase chimique qui précède 

la phase plasma, et que le terme "stérilisateur plasma" n'est pas adéquat. 

Des recherches sont cependant en cours afin de développer des systemes de stérilisation 

basés effectivement sur le plasma froid. Il a été maintes fois démontré que ce procédé est 

capable de tuer des micro-organismes. il satisfait certains des critères d'une technique 

« idéale D de stérilisation. Cependant, son mécanisme est toujours mai connu, et le rôle 

des différentes espèces actives, notamment des photons ultraviolets, est sujet à 

controverse. Nos objectifs consistent donc à améliorer les connaissances de l'effet de la 

stédisation plasma sur les polymères biomédicaux (innocuité), ainsi que sur les micro- 

organismes (mécanisme). Ces deux étapes sont nécessaires pour optimiser un procédé en 

fonction de son efficacité et de son innocuité. 



Deux articles présentent nos travaux de thèse concernant les modifications induites par 

les procéd4s commerciaux SterrdO et PlazlyteTM sur les polymères biomédicaux, 

comparativement l'oxyde d'éthyiène pur (OB), la technique de stdrilisation 3 basse 

température Ia plus courante dans le milieu clinique. Dans le premier, (article 1)' nous 

rapportons les modifications de surface cumulatives induites sur différents biomatériaux 

polymériques : une oxydation de surface, associée B un changement de mouiilabilité est 

observée sur tous les échantillons. Cette oxydation est plus progressive avec Sterraâ@ 

qu'avec PlazlyteTM. Avec ce dernier, le niveau maximum est généralement atteint dès le 

la cycle de stdrilisation, et des molécules de faible poids moléculaire (molécules oxydées 

créées par scission ou résidus d'agent chimique) sont détectées à la surface. 

Afin de pousser notre analyse et de l'étendre aux modifications volumiques, nous avons 

choisi un dispositif particulier: les cathéters d'6lectruphysiologie iî usage unique en 

polyuréthane, utilisés l'institut de Cardiologie de Montréal (article 2). L'oxydation par 

stérilisation au plasma se limite à la surface, tandis que I'OE provoque une alkylation 

plus profonde. Les modifications volumiques se limitent à la consommation d'anti- 

oxydant avec Stemad@, ainsi pu'& une légère altération des oligoméces, qui sont relargués 

davantage lors des essais de biostabilité suite aux procédds Plazlytem et SterradB. Bien 

que ces modifications ne soient pas majeures, et que les propriétés mécaniques ne soient 

très probablement pas altérées, nous avons initié une étude de biocompatibilité afin 

d'évaluer l'effet toxique potentiel des modifications observées. 

Afin de compmdre le mécanisme de destruction des micro-organismes par plasma, il est 

nécessaire de pouvoir varier les paramètres expérimentaux. Pour cette seconde partie de 

la thèse, nous avons utilisé deux réacteurs plasma mmicm-onde 0 développés par le 

Laboratoire des Procédés Plasma à l'École Polytechnique. Les études microbiologiques 

ont été effectuées sur des spores bactériennes Bacillus subtiiis, connues pour leur très 

forte resistance aux procédds de stérilisation, et en partkuiier au plasma. Considérant les 

connaissances acquises sur l'effet du procédé sur les polymères organiques, et les rares 

résultats publiés sur la stérilisation, nous avons posé l'hypothèse que la gravure (ou 



volatilisation) est le principal mécanisme de destruction des spores par plasma froid 

(article 3). Nous avons démontré, pour la première fois, l'importance de la gravure dans 

la destruction des spotes bactériennes. En effet, l'ajout de CF4 au plasma d'oxygène, dont 

on sait qu'il augmente fortement l'efficacité de la gravure des polymères, provoque une 

très forte hausse de la mortalité des spores contrairement aux autres gaz et mélanges 

testés. De plus, le taux de mortalité suit la courbe du taux de gravure en fonction de la 

concentration de Ch dans 1'02. Finalement, nous avons observé de façon directe la 

gravure physique des spores au microscope électronique à balayage. Ils s'av5rent 

cependant d'une résistance inattendue à la gravure : après 90 minutes d'exposition au 

plasma &/CF4, des résidus significatifs subsistent à la surface. Cette résistance est 

probablement liée à leur morphologie sphérique et à la présence relativement importante 

de minéraux dans les parois protégeant le noyau. Dans cet article, nous avons aussi 

démontré que la distance entre i'applicateur micro-onde et les spores, et, surtout, le débit 

gazeux, influencent l'efficacité du procédé. Avec un débit relativement élevé (autour de 

110 centim5tre cubes par minute), le taux de mortalité du plasma 0&F4 atteint en 5 

minutes les 6 log nécessaires selon les définitions de la stérilisation, ce qui est meilleur 

que la plupart des études publiées. Par contre, l'emballage réduit radicalement cette 

efficacité. De plus, l'étude des modifications de surface induite par ce système montre 

une forte oxydation, proche de celle obtenue après 10 cycles de Stemad@. 

Consid6rant d'une part que les ultraviolets peuvent détruire les micro-organismes en 

s'attaquant ii l'ADN et, d'autre part, que les ultraviolets lointains (ou « vacuum 

ultraviolet + VUV, de longueur d'onde AQW nm) très énergétiques (% eV) peuvent 

graver les polymères de façon significative, nom seconde hypothèse était que les VUV 

pouvaient être très efficaces pour la destruction des spores BaciiIus subtilis (article 4). 

L'efficacit6 de l'intense €mission VUV d'un plasma d'hydrogène s'est pourtant avérée 

Limitée à moins de 2 log en 30 minutes. Les MTV n'atteignent pas ou peu la cible 

habituelle des photons -l'ADN situé dans le noyau de la spore -car ils sont absorbés 

par les parois de protéines réticulées qui l'entourent et la protégent. De plus, les VUV 



génèrent un taux de gravure trop faible pour être très efficaces par ce mécanisme. Par 

contre, les ultraviolets de longueur d'onde proche de 260 nm sont beaucoup moins 

absorbés par les protéines, et induisent un maximum de dommages à l'ADN des micro- 

organismes. En cas d'émission intense dans cette région spectrale, l'attaque de l'ADN par 

les UV peut sans doute devenir un mécanisme significatif du plasma. Ceci explique la 

controverse existant sur le rôle de la radiation W dans le mécanisme du plasma, puisque 

le spectre et l'intensité de la radiation UV varient d'un plasma à l'autre. 

Les nombreux paramètres expérimentaux qui influencent L'efficacité du plasma, via la 

nature et la concentration des espèces actives atteignant les micro-organismes, sont 

résumés et discutés dans la discussion générale. La gravure joue un rôle fondamental, et 

provoque non seulement la mortalité mais aussi la volatilisation des micro-organismes, ce 

qui lui donne un pouvoir potentiel de dépyrogénation. Les ultraviolets autour de 26û nm 

peuvent détruire rapidement Ies micro-organismes via l'attaque de l'ADN, un mécanisme 

très spécifique. Une voie de développement trés prometteuse de stérilisateur par plasma 

consisterait donc à optimiser l'efficacité de ces deux mécanismes dans un même système. 

La principale limite de ce procédé reste cependant sa faible pénétrabilité, qui rend 

l'utilisation d'emballages très difficile. 
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ABSTRACT 

Due to the shortcomings of "conventional" sterilization techniques (stem autdave, dry 

heat, ethylene oxide, irradiation, glutaraldehyde), a study of alternatives for clinicai 

sterilization of medical instruments and devices is imperative. Low-pressure plasma 

sterilization is one of the most promising alternatives, but it is also one of the most 

cornplex. Cold plasma, also called r the 4' state of matter r, is a partially ionized gas, 

usually at reduced pressure, comprising numerous energetic active species (ions, 

electrons, radicals, atoms and molecules in a fundamental or excited state, photons etc.), 

while maintaining gas and substrate temperatures below 60 OC; this allows one to sterilize 

polymer-based and other thermosensitive medical devices and instruments. 

Two sterilizers using plasma technology have ken  commercialized, namely SterradB 

and Plazlytem, but little is known about their mechanisms of action and their effects on 

stenlized rnaterials. Yet, materials alteration may occur in these systems, that may 

possibly alter the safety of reprocessed devices and instruments. Based on the analysis of 

the plasma technologies involved, we believe that the efficacy of both sterilizers is 

primarily due to a chemical phase preceding plasma exposure, so that the term a plasma 

sterilizers » does not appear to be weU justified. 

Research is presently in progress to develop sterilization systems which are tnily based 

on low-pressure plasma, a process which has been shown capable of destroying a variety 

of microorganisms, and which rneets many of the requirements for an "ideai" sterilization 

method. But the mechanisms and the rotes of the various plasma constituents, for 

example ultraviolet (UV) radiation, are stiii largely unknown and subject to controversy. 

Our objectives, therefore, have been to improve knowledge about the effects of plasma 

sterilization on biomedical polymers (safety) and on microorganisms (mechanism). These 

two steps are essential for optimizhg a process in terms of safety and efficacy. 
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Two articles present our work on materials alteration induced by commercial plasma- 

based sterilizers, in comparison with exposure to pure ethylene oxide (EO), currently the 

most commonly used low-temperature clinical sterilization method. in the fmt article, we 

report cumulative surface modifications generated on various polymeric devices ; surface 

oxidation and wettability dianges are observed on al1 samples sterilized by plasma-based 

techniques, oxidation tending to be more gradual with SterradB. in the case of 

Plazlytem, the maximum level of oxidation is already attained after the first sterilization 

cycle, and 1ow molecular weight molecules (oxidized molecules created by scission on 

the polymer surface, or residues €rom the chemical agent) are released into the water bath 

during contact angle measurements. 

To deepen our anaiysis and extend it to the case of possible bulk modifications, we have 

chosen a particular type of device, namely single-use electrophysiology polyurethane 

catheters used at the Montreal Heart hstitute (article 2). Oxidation by plasma sterilization 

is restricted to the near-surface layer, while EO induces a slight but deeper-penetrating 

alkylation. Bulk modification is Lirnited to the consumption of an anti-oxidant additive 

with Stemad@, and to alteration of oligomers by SrerradB and PlazIyteTM treatments, 

which l e d  to the more noticeable release of these products during biostability studies. 

These are not large changes so that mechanical properties likely remain unchanged, but 

the observed modifications may have potential toxic effects. We have initiated a 

biocompatibility study to evaluate these. 

For the 'second part of the thesis, conceming the destruction mechanism of 

r n i c r ~ ~ ~ g a ~ s r n s  by plasma, we used two microwave (MW) plasma reactors developed in 

the Plasma Processes Laboratory at Ecole Polytechnique, which ailow one to control 

experimental parameters. Microbiological studies were performed using Bacillus subtilis 

spores, which are very resistant to sterilization processes, and to plasma in particular. 

Based on literature data about plasma sterilization and plasma treatment of polymers, we 

bave put forward the hypothesis that etching (or volatilization) is the main mecbanism of 



xiv 

spore desttuction (article 3). We have demonstrated, for the tint time, the importance of 

etching in the destruction of bacteriai spores. bdeed, the addition of CF4 in an 02 plasma, 

which is known to greatly enhaace polymer etching, greatly increases spore mortality, M, 

in cornparison with other gases and gas mixtures tested. Moreover, the variation of M 

with CF.. concentration follows a remarkably similar trend to that of polymer etch rate. 

Finaily, spore etching was directly observed by scanning electron microscopy. Spores 

exhibit a surptisingly higher resistance to etching than expected, for even after 90 

minutes of 02/CF4 plasma, significant residues are still present on the surface. This 

resistance is probably related to the ellipsoidai spore morphology, and to the relatively 

high concentration of minerals in the coats protecting the core. In this article, we also 

demonstrate that the distance between the MW power applicator and the spores, and 

above aH the gas flow rate, influence the eficacy of the process. With a relatively high 

flow rate (about 110 standard cubic centimeter per minute), the mortality of the 02/CF4 

plasma attains the 6 log decrease necessary to achieved sterilization in 5 minutes, better 

than most published data. However, the presence of wrapping radically decreaes the 

efficacy of our system. Furthemore, duting this 5 minute exposure, Our process induces 

strong surface oxidation, close to that observed after 10 cycles with Sierrado, on the 

sarne biomedicd polyurethane. 

Considering that ultraviolet photons can inactivate microorganisms through DNA 

damage, and thaî the highly energetic vacuum ultraviolet (VUV, Ac 200 nm; E > 6 eV) 

can significantiy etch polymers, our second hypothesis was that VUV photons may be 

very efficient for the destruction of spores (article 4). However, the efficacy of the intense 

VUV emission of a hydrogen plasma "lamp" was found iimited to less than 2 log in 30 

minutes. The reasoe, we believe, is that VUV photons do not reach their target - DNA 
located in the spore core - because they are absorbed by the highly cross-linked 

proteineous walls that surround and protect it. Besides, the VUV etch rate is too weak to 

ailow these photons to be very efficient through this mechanism. in contrat, ultraviolet 

photons near 260 nm are much less absorbed by proteins, and they induce maximum 



lethal darnage to DNA. In the case of intense emission in this spectral region, DNA 

damage by W may become a significant mechanism of destruction of microorganisms 

by plasma. This may help explain the current controversy about the role of W radiation 

in the mechanism of plasma, since the intensity and spectral distribution of W radiation 

from a plasma strongly varies from one case to another. 

The numerous experimentd parameters which influence plasma efficiency, by 

determi~ng the types and concentrations of active species reaching microorganisms, are 

summarized in the general discussion. Etching plays a fundamental role by provoking not 

only the death of spores but also their volatilization : this gives a very interesting 

depymgenisation potential to the plasma process. Ultraviolet photons near 260 nm can 

also rapidly kill microorganisms through DNA damage, a very specific mechanism. A 

very attractive way to develop a new plasma-based sterilization system would therefore 

be to optimize these two mechanisms in a single system. However, the main limit of such 

a process remains its low penetrability, which rnakes sterilization of pre-wriipped 

instruments very difficult. 
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1 

CHAPITRE 1 - INTRODUCTION 

1.1 Problématique de la stérilisation clinique 

Depuis son introduction au d e u  du 19'~ siècle, la stérilisation a rendu possible 

d'importants progrès médicaux, auxquels eiie doit s'adapter continuellement, Cet acte ou 

procédé doit éliminer complètement toute forme de vie, les micro-organismes en 

particulier (Crow 1993 ; Office of Device Evaiuation, 1996). La stérilité absolue n'étant 

pas vérifiable par test microbiologique, on utilise les probabilités, en particulier le degré 

d'assurance de stérilité (Security Assurance Level, S a ) .  Dans la pratique, la stérilité est 

le résultat d'un procédé de stérilisation par lequel la probabilité de micro-organismes 

survivants est inférieure à 1 sur 1 million, ou IO& (Jayabalan, 1995). il est important de 

distinguer la stérilisation de la désinfection, qui n'assure pas la même marge de sécurité 

et n'élimine pas nécessairement toutes les fonnes microbiennes, par exemple les 

endospores (Alvadero 1999). On parle d'ailleurs de désinfection de degré faible, moyen 

ou élevé, selon I'eficacité de l'agent désinfectant sur les différentes fonnes microbiennes 

(Crow 1993). Le choix entre stérilisation et désinfection s'effectue selon le risque 

d'infection (classification de Spaulding, 1972), c'est à dire selon le type de contact avec 

le milieu vivant. Ainsi, la stérilisation est nécessaire pour les dispositifs critiques - mis 

en contact avec des parties stériles du corps humain - et recommandée pour les semi- 

critiques -contact limité aux muqueuses ou à des plaies mineures de la peau. Un haut 

degré de désinfection est cependant acceptable pour ces derniers. 

Initialement limitée à des procédés à base de chaleur, la stérilisation a su s'adapter à 

l'introduction des matériaux plastiques, dans les années 40, par le développement de 

techniques à basse température, telle que L'irradiation gamma pour la stérilisation 

industrielle, et l'oxyde d'éthylène (OE) méiangé au chlorofluorocarbone (CFC) (OUCFC 

12/88%) pour la stérilisation clinique, Si l'irradiation, malgré ses désavantages, reste la 



technique principale de stérilisation industrielle des dispositifs médicaux, la stérilisation 

clinique emploie des méthodes plus variées. Les plus courantes, dites 

« conventionnelles », sont l'autoclave (ou chaleur humide), la chaleur sèche et l'oxyde 

d'éthylène (Chaigneau 1977, Schneider 1994). De nouvelles techniques - plasma froid, 

ozone, acide peracétique etc. -émergent cependant depuis quelques années, et tendent à 

les remplacer (Caputo et al., 1993 ; Crow, 1993 ; Jacobs et Kowatsch, 1993 ; Karlson, 

1989 ; Malchesky, 1993 ; Malchesky, 1997 ; Schneider, 1994 ; Manzati, 1995). Elles 

tentent de répondre aux nombreux bouleversements dans ce domaine, En effet, les 

progrès technologiques incessants, les nouvelles réglementations, les nouvelles maladies, 

les facteurs humains, sociaux et économiques, rendent de plus en plus complexe la tâche 

du personnel de stérilisation hospitalière. 

1.1.1 La nouveaux défis de la stérilisation clinique 

1 .l. 1. l Contraintes matérielles 

La stérilisation doit s'adapter à la nouvelle philosophie chirurgicale, la chirurgie d'un 

jour, et aux nouvelles procédures diagnostiques et thérapeutiques. L'utilisation accrue de 

matériaux plastiques, la miniaturisation et la spécialisation des instruments, liées au 

développement des chimrgies effiactives minimales, posent de nouveaux défis. Les 

dispositifs sont de plus en plus petits, complexes et délicats, donc difficiles à stériliser 

(Geiss, 1994). Pour être efficace, l'agent stérilisant doit pouvoir atteindre les moindres 

cavités et les longues lumières des instruments. De plus, les récents progrès dans le 

domaine des implants consistent à inclure des matériaux biodégradables et biologiques, 

(cellulose, collagène, protéines absorbées, héparine etc.) qui sont extrêmement fragiles 

(Chandy et al., 2000 ; CheUat, 2000; Gogolewski et al. 1995 ; Nair, 1995). Les 

techniques de stérilisation à haute température sont exclues pour ces nouveaux 

dispositifs. Certains procédés à basse température risquent aussi de les endommager. 



1.1 .1.2 Contraintes écologiques 

Le souci de moins polluer que traduisent de nouvelles Iégislations peut avoir un impact 

dans le domaine de la stérilisation. L'interdiction des CFCs dans le domaine médical 

depuis janvier 1996 (e Montreal Protocol on Substances that Deplete îhe Ozone Layer D, 

sigd le 16 septembre 1987 (Jorkasky, 1993)) a place les hôpitaux dans une position 

vulnérable puisqu'ils ont dû réviser le processus de stérilisation de plus de 400 catégories 

de produits tout en continuant à assurer la sécurit6 du personnel et des patients. Certains 

hôpitaux ont choisi de mélanger I'OE avec un hydrochlorofluorocarbone (HCFC), une 

forme de CFC moins dangereuse pour l'environnement (Alfa et al., 1997); mais ce n'est 

qu'une solution intérimaire puisque les HCFC, comme les CFC, doivent être éliminés 

d'ici 2030 (Jorkasky, 1993). D'autres institutions ont choisi I'OE pur ou mélangé avec du 

dioxyde de carbone (CO2), ou encore de nouvelles technologies alternatives, comme 

l'immersion dans l'acide peracdtique ou la stérilisation par plasma etc. (Jorkasky, 1993 ; 

Alfa et al., 1996 ; Rutala et ni., 1998)- D'une façon gbnénle, de plus en plus de produits 

chimiques risquent d'être interdits pour des raisons écologiques ou de sécurité ; les 

stérilisateurs du futur ne devront pas utiliser ni rejeter de produits toxiques. Ainsi l'oxyde 

d'éthylène a été reconnu comme déchet toxique par l'Agence de Protection de 

l'Environnement (Environmental Protection Agency, EPA) (Steelman, 1992) et pourrait 

être banni à son tour. Il en est déjà fortement question dans les pays scandinaves. 

1.1.1.3 Contrainteséconomiques 

Les nouveaux dispositifs sont de plus en plus coûteux, et leur utilisation augmente 

d'année en année. Par exemple, la demande croissante d'endoscopes et de cathéters coflte 

très cher aux hôpitaux, souvent soumis à des compressions budgétaires. La réutilisation 

du materiel médical est l'une des voies de réduction des coûts. Trouver des techniques de 

stérilisation rapide, afin de restreindre le parc matériel de l'hôpital en permettant une 

réutilisation rapide du matériel, est donc un point de plus en plus important pour le 



personnel hospitdier. Or les techniques à l'oxyde d'éthylène, les plus largement 

répandues dans le secteur clinique, nécessitent plus de 24 heures d'aération (Page, 1993 ; 

Steelrnan, 1992) et elles ne conviennent pas à un tel cahier des charges. 

Un autre frein à l'utilisation rapide du matériel stérilis6 est la vérification de l'efficacité 

de la procédure de stérilisation. EUe s'effectue par le biais d'indicateurs chimiques (IC), 

mais surtout d'indicateurs biologiques (iB) à base de spores bactériennes. Étant donné la 

faible vitesse de germination et de croissance bactérienne, la durée de développement 

d'un iB est de 24 à 48h. Un des défis actuels consiste donc à trouver soit des techniques 

de stérilisation entièrement paramétrables, soit de nouveaux indicateurs ài base d'enzymes 

dont le résultat puisse être lu plus rapidement (Albert et al., 1998). Enfin, pour réduire les 

coQts des procédures chimrgicales, la réutilisation de matériel à usage unique est une 

pratique de plus en plus envisagée, en particulier pour les cathéters d'électrophysiologie, 

Cette pratique est interdite dans quelques pays, comme le Canada ou la France (circulaire 

du 14 mai 1986, France ; arrêté ministériel du Gouvernement du Quekc, juillet 1996), 

mais étant donné l'impact économique - estime à 10 millions par an juste pour les 

cathéters au Québec (C~TS, 1993) +ette interdiction pourrait être levée prochainement. 

1.1.1.4 Risques d'infection 

La stérilisation, et plus particulièrement la restérilisation, des instruments et dispositifs 

médicaux posent de façon cruciale la question de I'efficacitè. La stérilisation clinique doit 

faire face à des virus nouveaux ou ré-émergents (HIV, hépatite etc.), des patients 

imuno-déficients plus sensibles iî ces virus, ainsi qu'à des agents infectieux non 

conventionnels, comme les prions (Alfa, 1996 ; Domont, 1996 ; Steelman, 1999). Les 

prions sont de petites particules protéiniques infectieuses, responsables de maladies 

neuro-dégénératives comme la maladie de Creutzfeldt-Jakob (Cm) chez l'humain, ou la 

vache folle chez les animaux (Pmsiner, 1995 ; Rosenberg, 1997). Les prions ont des 

propriétés non-conventionoeiles ; l'une d'elles est mdheureusement leur forte résistance 



à la plupart des procédés chimiques et physiques qui inactivent bacteries et virus (Brown 

et al., 1986 ; Rosenberg et al., 1986; Steelman, 1994; TayIor, 1991 ; Sobeley et al., 

1999). Cela explique que plusieurs cas de transmission iatroghe (c'est à dire via un 

haitemnt médical) de CJD aient été rapportés après des actes neucochinigicaux, des 

greffes de cornées, ou l'injection d'hormones de croissance @ormont, 1996 ; Gibbs et 

al., 1994 ; Pnisiner, 1995). Les rares procédés reconnus efficaces - hydroxyde de 

sodium molaire, hypochlorite de soude, cycle d'autoclave rallongé (18 minutes à 134 OC) 

ou chaleur sèche- sont très destructeurs pour le matériel (Brown et al., 1986 ; Darbord, 

1999). Il est donc cmcial de dttenniner des techniques de stérilisation à basse 

température qui soient efficaces contre ces agents. Les prions n'&tant pas des organismes 

vivants, ils ne sont pas inclus dans la définition de la stérilité. ii nous semble important 

que cette lacune sait corrigée. Toutes les techniques de stérilisation boivent ttre testées en 

ce sens. Pour cela il est impératif de ddvelopper un indicateur biologique pour les 

prions: nous y travaillons au sein du Groupe de Recherche en Biomécanique et 

Biomatériaux (Julien et d., 1999). 

D'autres agents non inclus dans la définition de la stérilité, comme les endotoxines, 

peuvent causer de sérieux probkmes lotsqu'ils ne sont pas éliminds de la surface des 

matériaux. Les endotoxines sont des résidus de parois de bactéries Gram-ndgatives. 

Résistantes à la plupart des techniques classiques de stérilisation, elles sont responsables 

de réactions pyrogéniques chez certains patients (Cwkson et al., 1997 ; Kundsin et 

Walter, 1980). Ce risque s'est illustré dans de riîres mais sérieux accidents en chirurgie 

cardiaque ou hémodialyse, entrainnant parfois même la mort du patient (Cookson et al., 

1997). Comme les prions, les endotoxines sont très à éliminer. La seule 

procédure recommandée par the United States Phannacopeia » (USP) est la chaleur 

sèche B 2S0°C pendant 30 minutes ou 180°C pendant 3 heures, ce qui est totalement 

inadapte pour les matériaux polymériques, voire même pour les métaux (Cookson et al., 

1997 ; Nakata, 1993). Le potentiel de dépyrogénation des techniques de stérilisation 

grnecgentes est peu connu. Le Dr Marchand, à l'Institut de Cardiologie de Montréal, a 

débuté des études en ce sens (Marcband, 1997, commwiication personnelle). 



1.1.1.5 Innocuité de la stérilisation 

La réutilisation des instruments et dispositifs médicaux pose également le problème de la 

compatibilité du procédd avec le matériel stérilisé. En effet, les modifications induites par 

ces procédés sont généralement cumulatives, et les dangers associés augmentent à chaque 

reutilisation. Les altérations provoquées par la stérilisation peuvent aller d'une 

modification mineure de la surface à la destruction du matériau dans les cas extrêmes. La 

destruction est rare et ne se produit généralement que suite à une erreur de compatibilité 

du matériel avec le procédé (en général, plastiques stérilisés à hautes températures). Par 

contre, la dégradation physique progressive et la destruction par fatigue sont plus 

Mquentes (Kapil et al., 1991 ; Pruitt et Baiiey, 1998). Des modifications physico- 

chimiques volumiques peuvent induire une perte de fonctionnalité, en altérant les 

propriétés mécaniques (Pascaud et al., 1997 ; Pruitt et Bailey, 1998 ; Ries et al., 1996, 

Sauer et al., 1996). Des modifications physico-chimiques de surface peuvent avoir un 

impact négatif sur les propriétés de l'interface entre le dispositif et le milieu biologique 

(résistance à la corrosion ou à l'usure, mouillabilité, biocompatibilité etc.) (Goldman et 

al, 19% ; Nair, 1995; Smith et al., 1992; Stach et al., 1995; Stanford et al., 1994; Vezeau 

et al., 1996, Zhang et a1.,1996). De plus, des résidus ou des produits de réaction toxiques 

peuvent êire absorbés ou produits dans le matériau, ce qui constitue un danger potentiel 

pour les patients voire même pour le personnel hospitalier qui manipule les instruments 

(Boomer et Rotz, 1987; Ferrell et al., 1997; Nair, 1995; Page, 1993; Stanley et al., 1971; 

Steelman, 1992). Enfin, les dommages peuvent évoluer dans le temps : la stérilisation 

peut laisser des radicaux libres ou autres espèces réactives dans le matériau qui seront 

responsables & modifications à long terme, comme cela a été démontré avec l'oxydation 

progressive des prothèses de hanche en polyéthylène stérilisée par irradiation gamma 

(Collier et af., 1997 ; Fisher et al., 1995 ; Geuskens et Nedelkos, 1996). 

Les dtérations peuvent constituer un danger pour le patient si elles provoquent une perte 

de la biocompatibihté ou de Ia fonctionnaIité du matériel. Ainsi, l'innocuité du procédé 



sur les mat6riaux est un a i t h e  important de s6lection des techniques de stérilisation bien 

qu'il soit trop sauvent omis. Si une totale innocuité est impossible, il est bon de connaître 

les modifications induites afin d'estimer les limites de réutilisation ainsi que la méthode 

de stérilisation la plus adaptée k chaque catégorie d'instruments, Les Fabricants de 

stkilisateurs donnent généralement peu d'informations, se bornant Si déclarer leur 

procédé compatible ou non (Caputo et al., 1993 ; Feldrniui et Huy, 1997). C'est à l'équipe 

hospitalière qu'incombe le choix de la technique et du nombre de réutilisation. La 

situation est particulièrement critique pour le matériel dit à usage unique. Aucune 

information n'est donnée par les fabricants et les hôpitaux héritent d'une responsabilité 

accrue puisqu'ils dérogent aux prescriptions du fabricant : il leur appartient de démontrer 

que la restérilisation est efficace et sans danger (CÉTS, 1993). 



1.1.2 Cahier des charges d'une technique c idMe H de stérilisation cünique 

A la lumière de ces nouveaux défis, on peut définir le cahier des charges d'une technique 

a iddale » de st6rilisation, dont les critéres sont résumés daas le tableau 1.1. 

Tableau 1.1 Criières du cahier des charges d'une technique de siérilisation clinique 

Température Basse temp6rature ( e 65 O C )  

Tous micro-organismes vivants (SAL : Securiry Assurance Level) 

Efficacité Prions 

Endotoxines 
- - - - - 

Pdnétrabilité Efficacité à travers un emballage 

de l'agent Efficacitb en présence de résidus organiques ou de sels 

sîécilisant Efficacite lors de géométrie complexes (cavités, lumières etc.) 

Environnement (non toxique) 

Personnel (non toxique) 

Patients Sécurité 

* Absence de résidus toxiques 

* Com~atibilité avec matériel stérilisé 

Rapidité Cycle rapide / absence de phase d'aération 

Emballage Disponible 

Adaptabüitt! Sécurité, taille, facilité d'utilisation 

Mécanisme d'action 

Connaissance Effet sur matériaux 

Effet sur micro-organismes 

C d t  raisonnable De l'appareil 
De son fonctionnement 

Monitoring Indicateurs biologiques et chimiques validés 

(et si possible enzymatiques) 



Sans vouloir commenter trop longuement ce tableau, il nous semble important d'insister 

sur deux points : 

1) La connaissance du mécanisme d'action d'un procédé nous semble un élément 

essentiel. Elle permet non seulement d'optimiser le procédé mais d'en connaîire les 

limites, de le contrôler et de prévoir son effet sur le matériel stérilisé. 

2) Contrairement l'efficacité, généralement vérifiée par différents laboratoires de 

microbiologie, l'effet d'un procédé sur les matériaux est rarement l'objet d'6tudes 

indépendantes, malgré le risque potentiel pour la santé des patients. 

1.1.3 Limites des techniques conventionnelles 

A la lumière des nouveaux défis et du nouveau cahier des charges, il apparaît clairement 

que les jours des techniques conventionnelles de stérilisation sont comptés. Leurs 

principales limites sont résumées dans le tableau 1.2. Brièvement, l'autoclave et la 

chaleur sèche sont trop destructeurs pour la plupart des nouveaux instruments délicats 

(Jayabalan, 1995 ; Nair, 1995 ; PDL Handbook Series, 1994) et induisent une corrosion 

des métaux qui diminue la durée de vie des instruments (Cranin et al., 1996 ; Fortsch et 

al., 1993 ; Geiss, 1994 ; Vezeau et al., 1996). 

La stérilisation par irradiation nécessite de larges installations spécialisées en dehors des 

hôpitaux et n'est donc pas adaptée pour la stérilisation clinique. Le traitement du matériel 

médical dans ces centres serait coiiteux et impliquerait des délais trop importants. Par 

ailleurs, cette méthode est assez destructrice pour les matériaux plastiques ; elle provoque 

d'importantes altérations en surface (oxydation) et volume (réticulation et scission de 

chaînes) qui modif~ent de façon significative leurs propriétés mécaniques (Bruck et 

Mueller, 1988 ; Collier et al., 1997 ; Herring et Saylor, 1993 ; Nair, 1995 ; Pascaud et al., 



1997 ; Plester, 1973 ; Premnath et al., 1996 ; Ries et aL, 1996 ; Yagoubi et al., 1997). 

Enfin, certains virus résistent à la dose utilisée (2.5 W s )  (Bmck, 1973 ; Gould, 1983). 

Quant l'OE, il reste l'agent stérilisant le plus couramment employe en stérilisation 

clinique mais sa toxicité, sa mutagdnicité, sa carcinogénicitk et son pouvoir hémolytique 

posent de sérieux problèmes de sécurit6 tant pour le personnel que pour les patients 

(Page, 1993 ; Steelman, 1992). Fortement absorbé par les matériaux polymériques et 

biologiques, il nécessite de longues périodes de désorption (24-72h) pour le matériel 

stérilisé, ce qui impose des ddlais importants entre deux utilisations successives (Stanley 

et al., 197 1 ; Steelman, 1992). De nombreuses études ont d'ailleurs démontré que les 

durées d'aération proposées ne permettent pas toujours une désorption suffisante et donc 

n'éliminent pas les risques d'accidents reliés aux résidus et produits de réaction toxiques 

(Ferrell et al., 1997 ; Haire et al., 1997 ; Nair, 1995 ; Stanley et al., 1971 ; Vink et 

Pieijsier, 1986). 

Enfin, les techniques d'immersion dans le glutacaldéhyde, le formaldéhyde ou l'acide 

peracétique, telles qu'utilisées (durée d'immersion inférieure ii 60 minutes), sont des 

techniques de désinfection ; elles nécessiteraient plusieurs heures d'immersion pour 

détruire 106 spores bactériennes, un traitement jugé trop destructeur pour le matériel. De 

plus, elles ne permettent pas la stérilisation de matériel pré-emballé (Favero et Bond, 

1993). 



Tableau 1.2 Avantages et limites des trois techniques de st6rilisalion les plus courantes 

k c  hnique 

Autoclave 

Radiations 

gamma 

OE pur 

1 rapidité 

1 efficacité 

1 facilité d'emploi 

1 coiit faible 

1 pas de résidus toxiques 

I bonne pdn6tnbiliid 

basse tempéniure 

8 efficacite et fiabilite 

excellente p6nétrabilité 

i pas de produiis nocifs 

8 basse iempénture 

effkacit6 

assez bonne pénéuabiliid 

O peu d'effet sur le 
rnatérÎaux 

Limites 

température élevée ( 121" ou 134°C) 

altéralion majeure des matériaux sensibles ii la 
:haleur et de certains métaux. 

1 installations lourdes, dangereuses et onbreuses, hors 
ie hôpital 

cycle complet long à cause du transport 

dtdration des polymères (scission, r&iculaiion, ...) 

r déconseillke pour certains polymères. el 
critique pour d'autres 

résistance de certains virus 

toxicité du OE et de ses produits de réaction (EG 
ECH) 

+ danger pour patients et personnel 

--) cycle long, dQ L &ration ndcessaire 

conditions humides : dégndation de cenain! 
matdriaux 



Heureusement, grâce aux progrès technologiques, les aiternatives sont de plus en plus 

nombreuses. Comme le reconnaissait la FDA en mars 1993, la technologie des 

stérilisateurs progresse à vitesse grand V. De nombreuses technologies à basse 

température émergent : stérilisation à base de plasma gazeux (SterradQ, PlazlyteQ, et 

autres en développement), ozone (Life Support Inc., Erie, PA; TSQ, Québec, Canada), 

acide peracétique (Steris Corporation, Mentor, OH), lumière pulsée (PureBright, 

PurePuIse Technologies, Inc, San Diego, CA), peroxyde d'hydrogène en phase vapeur 

(AMSCO, Erie, PA), rayons X, etc. Bien qu'encourageant, ce choix constitue un défi 

supplémentaire pour les équipes de stérilisation hospitalière. Elles doivent déteminer 

quelles procédures sont les plus appropriées, évaluer les avantages et inconvénients de 

chacune, connaître leurs limites, et les adapter à leurs exigences. Ceci est d'autant plus 

difficile que les technologies impliquées sont de plus en plus complexes et l'information 

disponible, très insuffisante pour faire un choix éclairé. C'est pourquoi le rôle de 

l'ingénieur et du chercheur en biomédical et biomatériaux est de fournir au personnel 

médical un maximum d'information et de données indépendantes. Cette thèse a été 

entreprise dans cet esprit de collaboration avec le milieu médical. 

Durant ce doctorat, nous nous sommes intéressés il la stérilisation par plasma froid, ['une 

des mdthodes de stérilisation alternatives les plus prometteuses. Ce procédé, comme nous 

le verrons par la suite, satisfait de nombreux critères du cahier des charges. il s'avère 

également très complexe. La suite de ce chapitre a pour but de définir te plasma, 

présenter les systèmes de stérilisation à base de plasma commercialisés ainsi que ceux en 

développement et identifier les données manquantes. Les objectifs qui en découlent 

clôturent le chapitre. 



1.2 La stérilisation par plasma 

1.2.1 Le plasma basse pression 

1.2.1.1 Définition 

Le plasma gazeux, dit 4'm état de la matière, est un gaz partiellement ionisé. Ce milieu 

macroscopiquement neutre, comportement collectif, est composé d'électrons, d'ions, 

d'atomes et de molécules B l'état excité ou fondamental, de radicaux et de photons, qui 

sont tous libres de se mouvoir. Pour la stérilisation, comme pour le traitement des 

polymères et semi-conducteurs, on utilise te plasma froid, aussi appelé plasma basse 

pression, (p S 10 Torr, densite éiectmnique de 10' à 10" cm'3) oil l'absence d'équilibre 

thermique permet de garder une température proche de la température ambiante, tandis 

que les électrons et autres espèces actives ont suffisamment d'énergie pour casser les 

liaisons des molécules organiques (Tableau 1.3) (Morosoff, 1990). Ces espèces actives - 
radicaux, ions, états moléculaires excités etc. -sont créées essentiellement par collisions 

inélastiques entre les électrons «chauds B et des atomes ou molécules à l'état 

fondamentiil. Les particules excitées peuvent ensuite transférer leur énergie à un auue 

atome ou molécule, participer dans des rélactions chimiques ou se désexciter, par exemple 

en émettant un photon dans 1'ultr;iviolet (UV) ou le visible. 

Les plasmas froids sont génédement créés et entretenus en appliquant une énergie 

électrique au gaz, normalement en couriut continu (CC), radiofréquence (RF : 13.56 

MHz) ou micro-ondes (MW : 2.45 Ci&). Dès que cette énergie est retirée, les espèces 

actives perdent leur énergie d'excitation et se recombinent. Ce procédé complexe permet 

d'obtenir des effets très variés; seIon le type de gaz et les autres paramètres 

expérimentaux, le plasma peut déposer un film polymécique, modifier, réticuler, nettoyer 

ou graver une surface (d' Agostino, 1990). 
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Tableau 1.3 Gamme d'énergie des espèces actives du plasma et exemples d'énergies de liaison dans 

les mol6cules organiques. 

Bnergies des espèces actives daas un plasma 

Électrons : O - quelques dizaines d'eV 

Ions : 0-20 eV sans électrode polarisée (jusqu'i 1 ke\ 

si l'électrode est polarisée négativement) 

Métastables : O - >20 eV 

Photons : VUV (dizaines d'eV) jusqu'à infra-rougc 

(I.R.) (-meV) 

Énergies de 

liaison (exemples) 

C-H : 4.3 eV 

C-F : 4.4 eV 

C-C : 3.4 eV 

C=C : 6.1 eV 

C =C: 8.4 eV 

C-N : 2.9 eV 

C-O : 1 1.2 eV 

C=O : 8 eV 

O?: 5 eV 

Hz : 4.5 eV 

1.2.1.2 Les paramètres expérimentaux du pIasma busse pression 

La complexité des mécanismes d'action du plasma froid est liée à la présence simultanée 

de nombreuses espèces actives différentes. Les paramètres internes du plasma - degré 

d'ionisation (n, ), fonction de distribution en énergie des éiectrons (FDEE), densité des 

espéces particulières (N), temps & tésidence d'une espèce particulière (.r+ déterminent 

le type et la concentration de ces espèces actives. ils dépendent des conditions 

expérimentales imposées de l'extérieur (Morosoff, 1990). Les principales variables 

contrôlables lors d'une expérience sont: la Fréquence et la puissance d'excitation, la 

composition du gaz, le débit gazeux, la pression, la température et le potentiel du substrat. 

Les variables géométriques sont définies par la conception du réacteur (composition des 

parois, géométrie, type d'dlecttodes etc,). De plus, étant donné les interactions plasma- 



surface, la nature et la tailie des échantillons à traiter inûuencent elles aussi la nature et la 

concentration des espèces actives, ce qui complexifie encore davantage le problème. 

Nous tenterons, lors de la discussion générale, de résumer comment chacune de ces 

variables peut influencer l'efficacité de destruction des micro-organismes, en considérant 

nos résultats et ceux de la littérature, notamment sur les autres applications du plasma 

froid. 

1.2.1.3 La stérilisation : 1 'uiie des nombreuses applications du plasma froid 

Utilisé en microélectronique depuis les années 60, le plasma froid connaît maintenant des 

applications très variées grâce à sa versatilité. Dans le domaine des polymères, le plasma 

froid permet de déposer des films fins organiques ou inorganiques, de nettoyer et graver 

des résines en micruélectronique, de modifier la surface des polymères pour en améliorer 

les propriétés telles que l'adhésion etc. En biomédical ce procédé est de plus en plus 

utilisé pour créer de nouveaux biomatériaux ou améliorer les performances de ceux qui 

existent, en particulier leur biocompatibilité, par modification de surhce ou greffage de 

molécules (Chandy et al., 2 0  ; Hendricks et al., 2000 ; Ratner, 1990 ; Shi et Ratner, 

2o@3 

Menashi (1968) fut le premier à suggérer l'utilisation du plasma pour la stérilisation. 

Auparavant, Thomas (1964) avait montré la capacité d'un plasma O2 pour l'incinération 

lente des bactéries et autres résidus biologiques. Dès 1970, Baier et De Palma s'en 

inspirèrent en utilisant le plasma d'argon pour le nettoyage des surfaces et convertirent 

par la suite l'appareil pour la désinfection d'instruments dans le domaine dentaire (Baier, 

1992). Depuis, plusieurs centres se sont intéressés à la stérilisation parplasma, 

notamment 1' année française (Vidal et Peletier, 1996) et l'institut Fraunhofer-IGB à 

Stuttgart (Oehr 1999, communication personnelle). Quelques données ont été publiées 

(Boucher, 1985 ; Chau et al., 1996 ; Lin, 1986) mais de nombreux travaux dans les 



années 80 et 90 ne l'ont malheureusement jamais été. Des plasmas à base d'une variété de 

mélanges gazeux ont été étudiés. 

De nombreux brevets ont ét6 déposés, proposant des plasmas d'oxygène pur, de peroxyde 

d'hydrogène, de glutaraldéhyde, d'argon, d'oxyde nitrique ou de mélanges d'oxygène, 

d'azote, d'hydrogène et de gaz inertes (Boucher, 1988 ; Jacob, 1994 ; Jacobs et Lin, 

1987 ; Martens et Campbell, 1994 ; Martens et Rainwater, 1998). Suite à certains de ces 

brevets, deux compagnies ont commercialisé des stérilisateurs utilisant le plasma froid : 

Aviuiced Sterilization Products, ASP, (Johnson Br Johnson, Arlington, TX) pour Sterrad- 

1008, Sterrad-LOOS@ et Sterrad-SW, et AbTox Inc. (Mundelein, IL) pour Plazlytem. 

il est important de préciser dès maintenant que ces stérilisateurs utilisent le plasma froid 

mais conjointement avec un agent stérilisant chimique. il faut les distinguer des appareils 

en développement qui fonctionnent exclusivement avec un procédé plasma (Chau et al., 

1996 ; Kelly-Wintenberg et al., 1999 ; Ku et al., 1996 ; Laroussi, 1996 ; Soloshenko et 

al., 1999). Pour ce faire, nous appellerons les premiers, «systèmes commercialisés n et 

les seconds, « systèmes en développement ». 

1.2.2 Les systèmes commercialisés 

Les systèmes commercialisés de stérilisation par plasma sont présentés à l'article 1, avec 

les schemas de ces appareils et de leurs cycles de stérilisation. Tout en évitant les 

redondances, il nous semble important de faire le point sur ces techniques- 



1.2.2.1 Présentation des stérilisateurs 

Sterrad- 100 @, Sterrad-1 ûûS@ et Stewad-50 @ 

Le stérilisateur Stemad8 100 utilise le peroxyde d'hydrogène (H202) ,  un agent 

désinfectant puissant (Baldry, 1983 ; Sintim-Damoa, 1993), tout d'abord diffusé sous 

forme vapeur pendant 50 minutes puis activé sous forme de plasma grâce à une source 

RF pendant 10 minutes environ (voir article 1, Figure 2.1). 

Étant donné la pénétnbilité limitée du H 2 0 2  et du plasma, ASP propose un adaptateur 

pour les dispositifs à lumière : cette ampoule de Hz02 très concentré - appelée 

« intensificateur de diffusion » - peut être insérée dans les lumières des dispositifs et 

brisée juste avant la stérilisation. Sur le marché américain, le SterradQlOû a reçu le 510k 

pour des utilisations restreintes (Schneider, 1994)' la stérilisation des endoscopes 

flexibles n'étant pas autorisée (Crow et Smith, 1995). Les nouvelles générations de 

SterradB (Sterrad-1OûSQ et Sterrad-SOB) utilisent un cycle similaire à Stemad@lOO 

quoique plus court et répété deux fois. Le Stermd-50, une plus petite chambre, a été 

conçu pour la cestérilisation d'endoscopes rigides au sein même de la salle d'opération 

(Rutala et al., 1999). Ces appareils attendent l'approbation de la FDA. Au Canada, 

Sterrad@100 et IOOS ont été approuvés sans restriction d'utilisation (Alfa et al., 1996). 

Les systèmes SterradB connaissent un assez grand succès dans le domaine clinique avec 

plus de 2000 hôpitaux equipés dans le monde. 

plazlvteTM Srerilization Svstem 

i..e système ~ l a z l ~ t e ~  (artick 1, Figure 2 2 )  utilise alternativement, comme SterradQ, 

deux procédés mais il differe de ce dernier par plusieurs aspects. L'agent chimique est 

l'acide peracétique (PM, de formuIe CH3-CûûûH), un agent désinfectant extrêmement 



puissant (Baldry, 1983 ; Sintim-Darnoa, 1993). d'ailleurs utilisé sous forme liquide dans 

un autre procédé de stérilisation, le Steris20 (Malchesky et al., 1993). Après avoir 

vaporisé et laissé diffuser la solution d'acide peracétique (mélange d'acide peracétique, 

acide acétique, H a  et eau, de proportion respective 5, 10, 22 et 63%), celle-ci est 

évacuée en pompant la cbambre. Ensuite, un mélange de gaz (oxygène, hydrogène et de 

gaz inerte) est exposé à un champ éiectromagn&ique MW (2.45 GHz) pour former un 

plasma qui est envoyé dans la chambre. D'après le fabricant, l'utilisation d'un plasma 

différé (ou secondaire) permet de limiter des altérations du matériel, qui n'est pas exposé 

au champ MW, aux particules chargées ni B la radiation ultraviolette (Caputo, 1993 ; 

Schneider, 1994). 

Il est important de préciser que la compagnie AbTox hc. n'a jamais obtenu l'approbation 

de la FDA pour l'appareil vendu à certaines installations hospitalières, notamment au 

service de stérilisation du Centre Universitaire de la Santé de l'Estrie (C.U.S.E, 

Fleurimont, Qc). AbTox Inc. n'a reçu le 5fOk que pour un format plus petit et différent 

de l'autre sur bien des points mais a jou6, nous semble-t-il, sur l'ambiguïté existante. 

Depuis le début de cette thèse, I'efficacite et l'innocuité de plazlyteTM ont &té remises en 

cause. Dans une étude indépendante, Bryce et al. (1997) ont observé de nombreux échecs 

de la stérilisation par plazlyteTM alon que les indicateurs biologiques n'étaient jamais 

positifs. De plus, la FDA a recommandé de ne plus utiliser ~ l a z l y t e ~  suite à 10 accidents 

survenus avec des instruments chirurgicaux stérilisés par ce système (FDA Safety Alert, 

13 avril 1998). Des blessures graves à la comée, avec dommages de vision nécessitant 

dans deux cas une implantation de cornée, ont été rapportées. Elles avaient pour origine 

des dépôts de sels toxiques cd& pendant la stérilisation d'instruments chirurgicaux 

contenant du zinc ou du cuivre. En mars 1998, la compagnie AbTox Inc. a 

volontairement repris les appareils des institutions américaines qui le désiraient. Cela 

n'incluait pas les appareils vendus au Canada ; le C.U.SE. continue donc de I'utiliser. 



1.2.2.2 Avantages et inconvénients de ~tewad@ et ~ l a z l ~ t e ~  

Tableau 1.4 Stenad@ et ~ l a z l ~ t e ~  et les critères du cahier des charges de la stérilisation clinique 

-- - 

Température  ass se température ( < 65 OC) 1 Oui 1 Oui 

Efficacité 

Tout micro-organisme vivant [ Oui 1 ~nsuffisante 1 

Pénétrabilité 1 1 Limitée 1 ~nsuffisante 1 

Prions 

Endotoxines 

Sécurité 

- - 

Oui (au moins partielle) 

Oui (au moins Dartielle) 

1 Absence de résidus toxiques ( Oui ( Non (FDA Safety Alen) 

? 

? 

Environnement 

Personnel 

Patients 

1 Absence de phase d'aération 1 Oui 1 Oui 

Oui 

Oui 

Rapidité 

Emballage 

Oui 

Oui 

Adaptabilité 

Compatibilité avec matCriel 

Cycle rapide 

Connaissance 

? 

Oui 

Mécanisme d'action . 1 Peu 1 Peu 1 

? 

Oui 

Disponible 

Sdcurité, taille, facilité d'utilisation 

Effet sur matériaux 

CoQt I De l'appareil et du fonctionnement Oui, bienqu'assez klevk I Élevé 
raisonnable du procédé 1 (Adler er ai.. ,998) 

Monitoring 

Oui 

Oui 

Peu 

- 

Oui 

Oui 

Peu 

iB non fiable (Bryce et 
al., 1997) 

iB et IC validés 

Avantages 

Oui 

Les systèmes Sterrad8 et ~laz~yte~ satisfont 2 bien des kgards aux exigences du cahier 

des charges des techniques de stérilisation clinique (Tablea~ 1.4). Ce sont des procédés iî 

basse température ( 4 0  OC), de du& totale de cycle beaucoup plus court que l'oxyde 

d'éthylène (75 minutes3 heures contre 24-72 heures pour ce dernier), ne nécessitant pas 



de phase d'aération et assez simples d'utilisation pour le personnel médical. Ils 

permettent aussi la stérilisation de dispositifs pré-emballés. De plus, l'élimination des 

agents chimiques par la phase plasma permet de ne pas rejeter d'émission toxiques pour 

l'environnement, et de réduire les risques d'exposition du personnel au H2@ et au PAA. 

Suite B de nombreuses études internes et indépendantes, Stercado est reconnu efficace 

envers tout type de micro-organismes (Alfa, 1996 ; Holler et al. 1993 ; Jacobs et al ,  

1993 ; Jacobs, 1995 ; Kyi et al., 1995 ; Penna et al., 1999 ; Roberts et Antonoplos, 1998 ; 

Rutala et ai., 1998 ; Rutala et al., 1999 ; Vassal et al., 1998 ; Vickery et ai., 1999). De 

pius, SterradB semble avoir un potentiel de destruction des endotoxines et des prions; 

Marchand (1997) a montré lors d'une étude préliminaire une diminution de 99.6 à 99.9% 

des pyroghes après le procédé SterradB, comparé à 46 % pour le demi-cycle de 

stérilisation par autoclave et 35% pour I'OE pur. Très récemment, une étudiante de notre 

laboratoire a ddmontré les capacités de StemdB pour la destruction de la protéine 

« Sup35 » de levure de bière Cerevisia, utilisée comme modèle de prions puisque sa 

structure y est très similaire (Julien et al., 1999). Ce modèle doit cependant être validé 

avant toute conclusion. 

Comme nous l'avons vu précédemment, k système ~ l a z l ~ t e ~  ne répond pas au cahier 

des charges du point de vue efficacité et innocuité, ce qui a mené à un retrait partiel du 

marchk en 1998. Plus généralement, la principale limite de StemdB et ~ l a z l ~ t e ~  est 

leur faible péaetrabilité qui limite leur efficacité lors de géométries complexes, en 

particulier les dispositifs à lumière (cathéters, endoscopes ...) (Kyi et al., 1995), et en 

présence de matière organique et de sels (Alfa, 1996 ; CETS 1996 ; Holler et ut., 1993). 

Pour ce dernier aspect, les phases de nettoyage et de séchage s'avèrent critiques, plus 

encore que pour d'autres techniques de stérilisation comme I'OE (Alfa, 1996 ; Penna et 



al., 1999). Les autres Limites des stétilisateurs commerciaux à base de plasma sont 

l'impossibilité de stériliser des liquides et des poudres, ainsi que des matériaux à base de 

ceI1ulose pour StenadB (Jacobs, 1B5) et, plus généralement, un manque de 

connaissances concernant lm niocanisme d'action et leur innocuité sur les 

matériaux. 

1.2.2.3 Mécanisme d'action 

On connaît peu le mécanisme d'action de ces stérilisateurs. Étant donné la présence de 

deux phases distinctes (chimique et plasma), on peut se demander laquelle agit et s'il 

existe une synergie entre les deux. D'après le manufacturier, le mécanisme de SterradB 

consiste en une dénaturation des protéines par interaction avec des espèces oxygénées 

actives, qui seraient le Hz& lui-même, les radicaux libres hydroxyles (*OH) et 

hydropéroxyles (HOO) et la radiation W émise lors de la phase plasma (Jacobs, 1995). 

D'après la thèse de Lin (1986) & l'origine du brevet (Jacobs et Lin, 1987), il existe une 

synergie entre le H202 et les radicaux créés par piasma mais cette thhe n'est appuyée 

d'aucune preuve. Plusieurs indices nous permettent de penser que SterradO n'est pas 

vraiment un stérilisateur plasma : 

a) Krebs et al. (1998) ont démontré que la phase chimique de Hz02 était responsable de 

l'efficacité du proctdé tandis que la phase plasma permettait surtout de stopper la 

phase chimique et d'éliminer tout radical de peroxyde ou autre résidus toxiques qui 

pourrait souiller les instruments (rôle détoxifiant), 

b) Par notre connaissance des pf0ceCdés plasma, nous savons qu'un pourcentage élevé 

d'espèces actives du plasma risquent de se recombiner au contact de l'emballage sans 

atteindre les dispositifs à stériiiser- 

c) Le peroxyde d'hydrogène traverse plus faciiement l'emballage. Il tend à se condenser 

sur les parois des instxuments puisque l'appareil fonctionne h pression de saturation : 



10 Torr, 50 "C environ (Hury, 1997). Or il est reconnu que H202 est encore plus 

efficace sous forme liquide que vapeur (Sintim-Damoa, 1993). 

d) La phase plasma ne constitue que 10 à 19% de la dude du cycle. 

Dans le cas de ~ l a z l y t e ~ ~ .  bien qu'aucune &de n'ait été effectuée à ce sujet, des doutes 

similaires existent. L'acide peracétique est probablement responsable de l'efficacité de 

~ l n z l ~ t e ~  grâce à l'oxydation des liaisons sulhydryl qui casse 1s structure des protéines 

(Caputo, 1994). D'après le fabricant et d6positaire du brevet, des substances réactives 

relativement stables formées dans Ie plasma (oxyghe atomique, radicaux OH, et 

molécules d'Oz excitées) peuvent être transportées dans la chambre de stérilisation et 

oxyder les composant cellulaires (Jacob, 1994). Cependant, on sait que les espèces 

actives d'un plasma différé pénètrent très difficilement à travers un emballage plastique. 

L'efficacité de la phase plasma pourrait donc être négligeable, cette phase ne servant 

dors qu'à éliminer les résidus de PAA. 

1.2.2.4 Altération des matériaux 

L'effet des stédisateurs Sterrad8 et plazlyteTM sur les matériaux est mal connu, peu de 

données étant accessibles. Selon ASP, le systeme Stemad8 a une large compatibilité avec 

les matériaux (Feldman et Hui, 1997). Suite à leur programme d'essai, effectué selon les 

directives de I'AAMI, sur différents dispositifs médicaux réutilisables, ils affirment que 

95% des dispositifs sont compatibles avec SrerradB et peuvent être stérilisés de façon 

sécuritaire. Dans les cas de dispositifs déclarés incompatibles par le manufacturier, les 

principales altérations obsewées sont une décoloration, un revêtement écaillé, un adhésif 

kagilisé, et des cbangements chimiques dans quelques matériaux contenant du sulfure 

(Feldman et Hui, 1997). Cette évaluation & la biocompatibilité et de la fonctionnalité des 

dispositifs stérilisés n'a cependant pas été menée de fqon indépendante. Les critères de 

"cornpatibilitP n'ont pas été et seules les conclusions ont été rendues publiques. 



Les rares études indépendantes ont montré que, comparativement à l'autoclave, Sterrada 

réduit la corrosion du matériel chirurgical métallique donc la perte di: tranchant, ce qui 

augmente la durée de vie du matériel (Fortsch et al., 1993 ; Geiss, 1994). Il permet 

également de réduire l'oxydation du polyéthylène de très grand poids moléculaire 

(UHMWPe) par rapport à l'irradiation gamma (Collier et al., 1997). 

De même, la biocompatibilité et la fonctionnalité de polymères variés ont été évaluées 

après ~ l a z l ~ t e ~ .  Encore une fois. les résultats détaillés n'ont pas été fournis. mais Mude 

conclue : "tous les polymères testés rencontrent un critère d'acceptabilité suite à la 

stérilisation par ~ l a z l ~ t e ~ * *  (Caputo. 1994). Un craquellement léger des endoscopes et 

une perte de flexibilité des adhésifs ont toutefois été observés, Des tests de 

biocornpatibilité ont été effectués et aucun n'a montre ia présence de résidus toxiques. 

Pourtant les accidents en chirurgie ophtalmiques reportés par la FDA étaient dus à la 

présence de résidus toxiques, ce qui montre les limites des tests effectués par AbTox Inc. 

D'une fqon plus générale, la connaissance de ces deux systèmes nous permet de prédire 

certaines modifications sur les matériaux polymériques, étant donné : 

a) le caractère oxydant (Baldry 1983; Goldman et al., 1997 ; Meijis et aL, 1993 ; Sintirn- 

Damoa, 1993) et toxique (Crow. 1993 ; Ikarashi et al., 1995 ; Mdcbesky, 1993 ; Prise 

et al., 1989) des agents chimiques H2& et PAA 

b) la phétrabilité des agents chimiques dans les polymères, qui est modérée pour HZ@, 

et faible pour PAA (Sintim-Damoa, 1993) 

C) que le procédé plasma est connu et utilisé pour les modifications de surface des 

polymères (Egitto et al., 1990 ; Liston et al., 1993 ; Wertheimer et Bartnjkas, 1996 ; 

Wertheimer et al., 1999) (voire section 1.2.5). 



1.2.3 Les systèmes en développement 

Bien que les stériiisateurs commerciaux StemdQ et ~ l a z l ~ t e ~  s'avèrent davantage des 

stérilisateurs chimiques que plasma, il existe un potentiel réel de stérilisation à base de 

plasma. te fait que le plasma froid soit un environnement hautement excité et 

chimiquement réactif tout en maintenant une température proche de l'ambiante est la 

raison première de son succès p u r  le traitement de matériaux thermosensibles comme les 

plastiques et semi-conducteurs (Wertheimer et al., 1996) et de l'intérêt qu'on lui porte 

pour la stérilisation. Ainsi, ce procédé ade nombreux avantages : 

a) Basse température (T < 65 O C ) .  

b) Rapidité du procédé - mécanisme très rapide sur les polymères (Liston et al., 

1993)' destruction de micro-organismes en quelques minutes (Chau et al., 1996) -et 

absence de phase d'aération (Crow et Smith, 1993 ; Schneider, 1994). 

c) Potentiel théorique de dépyrog6nisation et de destruction des prions, grâce iî sa 

capacité non seulement de tuer mais aussi de volatiliser les micro-organismes (plasma 

utilisé pour le nettoyage des surfaces), 

d) Faible potentiel de toxicité sur l'environnement, le personnel médical et les patients. 

En effet, les espèces actives du plasma se recombinent dès que le plasma est 

désactivé, ce qui réduit voire supprime les risques d'émanation toxique. De plus, le 

plasma peut être créé à partir de gaz non toxiques, voire même de l'air. Ce dernier 

point permet aussi de limiter les coûts de fonctionnement. 

Ces dernières années ont connu un essor important de développement de systèmes de 

stérilisation à base de plasma comme principal agent stérilisant. On peut y distinguer 

deux pôles : 1) le plasma à basse pression, en décharge (Baier et al., 1992 ; Chau et al-, 



1996 ; Khomisch et aL, 1998) ou post-décharge (Hury et al., 1998 ; Moreau, 2000) ; 2) 

les décharges à pression atmosphérique (Keiiy-Wintenberg et al., 1998 ; Laroussi, 19%). 

Malgré ces travaux, le mécanisme de destruction des micro-organismes par plasma n'est 

toujours pas bien connu et encore sujet à controverse. 

Revue des hv~othèses du mécanisme du dusma froid sur les micro-organismes 

Bien que la capacité de destniction des niicrcmrganismes par le plasma ait été démontré 

depuis plus de 30 ans, les connaissances concernant le mécanisme de stérilisation par 

plasma sont très limitées (Boucher, 1985 ; Chau et al., 1996 ; Lin, 1986 ; Pelletier, 1993). 

Baier et al. (1992) montrèrent que le plasma d'argon pouvait détruire 99% de rnicro- 

organismes en quelques minutes. Il est cependant vite apparu que la présence d'espèces 

actives oxygén6es est fondamentale pour 11efficacit6 de la stérilisation puisque les 

plasmas contenant de l'oxygène sont beaucoup plus efficaces (Boucher, 1985, Hury et 

al., 1998). L'efficacité du plasma d'argon reste d'ailleurs à élucider: il est possible 

qu'elle soit essentiellement liée ii la présence d'impuretés contenant de l'oxygène (Hz0 et 

air) dans le réacteur. 

En 1986, Lin (1986) considère exclusivement le type de radicaux libres créés dans le 

plasma (sans les déterminer expérimentalement) pour expliquer les différences observées 

entre les différents gaz testés : il en déduit que les radicaux OH et HO2 sont les plus 

efficaces (Addy, 1989 ; Lin, 1986). Nelson et Berger (1989), quant à eux, attribuèrent la 

bonne efficacité du plasma O2 à i'aciion de l'oxygène atomique, très réactif, L'oxygène 

moléculaire excité (essentiellement l'oxygène singulet, '02 OU O.r 'A, dont les deux 

électrons non-couplés sont situés sur des spins opposés) peut également jouer un rôle 

destructeur : Mau& (1973) a montré qu'il s'agit d'un agent bactéricide efficace, dont il 

présente les différents mécanismes possibles & destruction sur les cellules. 



En 1993, Pelletier a proposé de modeliser la stérilisation par plasma par la combustion 

lente des éléments pathogènes, que Pon peut chimiquement comparer à celle d'un 

polymère inerte dans une atmosphère oxydante. ii se base sur le fait que l'Oz a une très 

faible réactivité avec les polymères, mais qu'en présence de radicaux comme l'oxygène 

atomique O et l'ozone 03, il peut y avoir progression d'une combustion à la surface. 

L'effet des autres espèces actives du plasma (UV, ions etc.) ne sont pas pris en compte 

dans ce modèle. 

Chau et al. (1996) proposent un mécanisme ailiant la gravure et l'effet bactéricide de la 

radiation ultraviolette: les espèces actives du plasma peuvent affaiblir les parois 

bactériennes par réaction avec les liaisons hydrocarbonées, ce qui mène à la destruction 

de la bactérie sous la pression osmotique eilou la destruction de la structure interne par 

les espèces actives oxygénées et les ultraviolets. La possibilité de volatiliser des micro- 

organismes par le plasma a été démontrée il y a de nombreuses années par Thomas 

(1964) qui a cependant observé la conservation d'une structure tridimensionnelle des 

spores aprés plasma d'oxygène. 

Toutefois, le rôle de la gravure dans I'efficacite da destruction des micro-organismes n'a 

jamais été démontl*, et celui de la radiation ultraviolette reste l'un des principaux sujets 

de controverse concernant la stérilisation par plasma ; certains le jugent négligeable 

(Boucher, 1985 ; Kelly-Wintenberg et al., 1999), tandis que d'autres au contraire 

considèrent les photons W comme le principal agent stérilisant dans le plasma (Moreau 

et al., 2000, Peeples et Anderson, 1985 ; SoIoshenko et al,, 1999). 

1.2.4 Intérêt d'une étude p a d è l e  des effets sur les spores et les matériaux 

Si les données concernant le mécanisme du plasma froid sur les micro-organismes sont 

es rares, l'effet du plasma A base d'oxygène sur les polymères a f ~ t  l'objet de nombreux 

travaux, notamment ài l'École Polytechnique, dont on peut s'inspirer (Bernier et al.. 



1990 ; Egitto et al., 1993 ; Hoffman, 1990 ; Klemberg-Sapieha et al., 1993 ; Lamontagne 

et al., 1987, Lamontagne et al., 199 1 ; Liston et al., 1993 ; O'Kell et al, 1994 ; 

Wertheimer et Bartnikas, 1996 ; Wertheimer et al., 1996)- En effet, il existe certaines 

similitudes entre les micro-organismes et les polymères organiques tels que le polyimide 

(KaptonB), le polyuréthane etc. Les micro-organismes sont des macromolécules 

principalement composées de carbone, hydrogène, oxygène et azote (pepetidoglycanes, 

protéine structurelle, etc.). La tunique des endospores, connue pour jouer un grand rôle 

dans la résistance de celle-ci envers les procédés chimiques et physiques, est 

essentiellement formée de protéines structurelles plus ou moins réticulées (Drick, 1999 ; 

Meyer et al., 1984 ; Munoz et al., 1978 ; Warth, 1978). 

C'est pourquoi nous proposons une étude parallèle de l'effet sur les micro-organismes et 

les polymères. Bien entendu, ce parallèle a des limites : outre des différences de 

composition (présence de lipides, de minkraux, d'eau etc.), les micro-organismes sont des 

êtres vivants, capables d'auto-réparation, aptes à mettre en place des systèmes de 

protection et qui possèdent une cible supplémentaire des agents infectieux : les acides 

nucléiques composant l'ADN. Nous en tiendrons compte tout au long de cette étude. 

1.23 Effets du plasma a base d'oxygène sur les polymères 

Dans les plasmas qui ne donnent pas lieu à une déposition de film, quatre effets 

principaux peuvent être observés sur les surfaces : nettoyage, gravure, réticulation et 

modification physico-chimique de surface. 

Les travaux SUT l'effet des plasmas à base d'oxygène, qui se sont avérés les plus etlicaces 

pour la stérilisation, ont montré que le piasma peut induire sur les polymères une 

oxydation de surface, une érosion (ou g r am)  de la surface par volatilisation, et/ou la 

création de produits de faible poids moléculaire (LMWP). Ces modifications sont 



limitées à la surface et n'affectent quasiment pas les propriétés volumiques du matériau 

(Liston et al, 1993). Par contre, elles peuvent avoir un effet sur la biocompatibilité. via 

des changements de mouillabilité, i'absorption des protéines, l'interaction avec le sang, la 

formation de LMWP etc. (Hoffman, 1990). Cet effet peut être négatif mais également 

positif, comme l'atteste l'utilisation de plasma oxygénés pour améliorer la 

biocompatibilitd de biomatériaux polymériques, @ce à l'augmentation de l'énergie de 

surface par création de groupements hydroxyle, carbonyle, et carboxyle à la surface 

(Hansen et al., 1%5 ; Ratner et al., 1990). 

Mécanismes des f las mas à base d'oxwène 

La réaction des polymères avec l'O2 augmente en effet de façon drastique dans un 

plasma Les modifications débutent par des bris de liaisons provoqués par des particules 

énergétiques du plasma (ions, électrons, photons, mdtastables, oxygène atomique), 

formant ainsi des radicaux Re, 

qui réagissent alors avec l'oxygène moléculaire, donnant des peroxydes et 

hydropéroxydes selon les équations suivantes : 

Re + -+ ROOe (peroxyde) 

ROOe + RH Re + ROOH (hydropéroxyde) 

Ceux-ci peuvent mener B 3 types de réaction : 

a) Une réticulation : Re + Re + RR ; ROO + Ro + ROOR 

b) Une fonctionnalisation sans scission de chaîne macromolécuIaire qui donne lieu à la 

fornation de groupements hydroxyle, carbonyle, éther, ester etc, à la surface (oxydation) 



C) Une fonctionndisation avec scission de chahes. Celleci mène à la formation, soit de 

produits de faible poids moléculaires oirydés (LMWOM) qui sont des débris liquides ou 

solides, soit de produits volatiles (CO, Ca, HzO, C&) (gravure ou volatilisation). 

Gravure out planna 

Pour induire de la gravure, ie gaz doit être choisi ;ifin de former les produits volatiles 

avec le matériau de la surface. Dans le cas des spores, comme pour les polymères 

organiques, les plasmas h base d'oxyghe peuvent volatiliser la matière sous forme de 

CO, CO?_ et H20. 

Les étapes de la gmvure sont les suivantes : 

- création d'espèces actives dans le plasma 

- transport Zi la surface 

- adsorption à la surfacc 

- r6action 

- désorption 

- transport loin de la surface 

L'oxygtne atomique, 0, joue un rôle particulièrement important dans la pwum des 

polymères d'hydrocarbones. Un lien direct entre le taux de gravure de différents 

polym8res et la concentration d'O dans Ie plasma a ité d&montrée (Egitto et al., 19901, de 

même qu'avec la consommation d'O (Cook et Benson, 1983). L'oxygène atomique est 

particutièrement adapté pour la #gradation oxydative des polymères à cause de son 

nombre aev6 d'electrons & valence et de sa forte électronégativité. Il peut réagir avec 

des sites radicalaires et en créer, du moins sur certains polymbs. Son effet varie ainsi 

selon la stnicture des polymères. Avec un polymère insaturé, O peut s'ajouter à un 

groupe insaturé pour former un site radicalaire à côté sur l'atome de carbone adjacent. 

Avec un polymère saturé, O peut former des groupes hydroxyles, qui peuvent s'oxyder 

davantage et produire éventuellement du CO et C a  volatiles. il peut aussi provoquer la 



suppression d'un atome d'hydrogène, créant ainsi un site radicalaire que l'oxygène 

moléculaire peut alors attaquer (Egitto et al., 1990). 

Cependant, la réaction d'O avec les polymères pour former des radicaux se fait à vitesse 

relativement faible et il faut un flux d'O important pour graver à vitesse appréciable. On 

peut chercher à optimiser le taux d'O en augmentant le taux de dissociation de Oz en O, 

en diminuant les pertes par recombinaison et en augmentant le flux d'O du plasma vers 

l'échantillon. Parmi les méthodes utilisées pour augmenter le taux de gravure de façon 

significative, citons la génèration d'un bombardement ionique par polarisation de 

l'électrode RF, et par ailleurs l'élevation de la température du substrat. Un flux intense de 

photons ultraviolets, plus particulièrement d'ultravioleis lointains (voir la nomenclature 

Figure 3.10, page 119)' permet également d'accélérer la gravure (Fozza et al., 1997 ; 

Fozza et al., 2000 ; Wertheimer et Bartnikas, 1996 ; Wertheimer et al., 1999). Les UV 

lointains, aussi appelés UV de vide 0, sont de longueur d'onde inférieure à 200 nm 

et donc d'énergie supérieure ii 6 eV. La radiation VUV est une composante importante du 

plasma, tant par son apport quantitatif (nombre de photons) que par son activité (énergie 

supérieure h la plupart des liaisons covalentes). Des travaux antérieures ont démontré 

qu'elle agit en synergie avec 1'0 du plasma pour la gravure des polymeres (Fozza et ni., 

1997 ; Fozza et al., 2000 ; Hollhder et al., 1995). 

Enfin l'ajout de certains gaz fluorés comme le tétrafiuorométhane (Ch) dans un plasma 

oxygène permet également d'améliorer le taux de gravure de façon radicale, grâce à 

l'effet catalytique des atomes de fluor (Egitto et al. 1990 ; Lamontagne et al., 1987 ; 

Lamontagne et al., 1991 ; Singler et al., 1991 ; Wmbel et al., 1988). 



1.3 Objectifs 

Nous avons vu tors de cette revue bibliographique que la stérilisation par plasma est une 

aiternative prometteuse h l'oxyde d'éthylène, mais que nos connaissances sont lacunaires 

quant aux mécdsmes d'action et aux effets sur les matériaux. 1Rs objectifs généraux de 

ce projet consistent à améliorer les connaissances sur ces deux aspects, grâice à une étude 

parallèle de l'effet du plasma sur les micro-organismes (efficacité et mécanisme) et 

sur les polymères biomédicaux (innocuité). 

1) Innocuité des systèmes commerciaux Stemdo et Plazlytem 

Notre premier objectif consiste à évaiuer les modifications induites par les techniques 

commerciales de stérilisation à base de plasma sur des dispositifs biomédicaux à base de 

polymères thermosensibles fréquemment utilisés. Ceci a pour but de jauger l'innocuité de 

ces techniques et de mettre sur pied une base de données utile pour la prédiction des 

effets de stérilisations uniques et multiples sur les matériaux. Cela permettra également 

d'estimer leur mécanisme d'action. 

2) Mécanisme de destruction des micro-organismes par plasma 

L'objectif générai de cette seconde partie consiste à améliorer la compréhension du 

mécanisme d'action du plasma sur les spores bactériennes et à le comparer avec les 

stérilisateurs à base de plasma commerciauxl La connaissance du mécanisme est 

essentielle à I'optimisation de i'efficacité de ce procédé, comme à la prédiction de son 

effet sur le matériel stérilisé. Nous utiliserons pour cela des réacteurs plasma développés 

au Laboratoire des Procédés Plasma à l'École Polytechnique qui permettent de varier les 

paramètres expérimentaux. Considérant les données disponibles en 1996, tant sur la 



stérilisation par plasma que sur le mécanisme général de ce procédé, nous émettons les 

deux hypotheses suivantes : 

1) la gravure est le principd mécanisme de destruction des spores par plasma oxygéné ; 

2) les photons W V  peuvent être très efficaces pour la destruction des micro-organismes. 

Les objectifs spécifiques de cette seconde partie sont donc les suivants : 

a) Étudier le rôle de la gravure sur les spores 

4 en variant des paramètres connus pour influencer la gravure des polymères 

(composition du gaz, flux gazeux, fréquence d'excitation ...) 

4 en observant l'effet du plasma sur les spores, comparativement aux techniques de 

stérilisation commerciales, notamment celles A base de plasma. 

4 En observant l'effet du plasma sur un polymère biomédical comparativement aux 

techniques de stérilisation commerciales à base de plasma. 

b) Évaluer le rôle des photons ultraviolets, en particulier les VUV, dans le mécanisme de 

destruction des spores bactériennes, et résoudre la controverse à ce sujet. 

Le prochain chapitre traite du premier objectif de cette thèse, tandis que les deux suivants 

(cbapitre 3 et 4) concernent le second objectif. Lors de la discussion générale au chapitre 

5, nous tenterons de foumir au personnel médical l'information requise pour utiliser les 

stérilisateurs commerciaux dans les meilleures conditions possibles (en connaissance de 

cause) et aux chercheurs, des outirs pour le développement d'un nouveau système de 

stérilisation plus efficace et plus sécuritaire, basé sur le procédé plasma. 



CHMITRE 2 - INNOCUITE DES S Y S T E ~ S  DE STERILISATION 

COMMERCIAUX À BASE DE PLASMA 

Dans ce chapitre, nous présentons les deux articles rapportant nos résultats de l'étude des 

modifications induites par les stérilisateurs SterradB et PlazlyteTM, comparativement à 

l'oxyde d'éthylène pur, qui reste la méthode de stérilisation à basse température la plus 

couramment utilisée dans les hôpitaux. 

Le premier article présente l'étude des modifications de surface induites sur différents 

dispositifs biomédicaux à base de polymères, tandis que le second rapporte l'analyse plus 

poussée effectuée sur un dispositif particulier, un cathéter d'électrophysiologie en 

polyuréthane, 
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2.1.1 Abstract 

Plasma-based sterilization is a prornising alternative to the use of pure ethylene oxide 

@O), for low-temperature clinical sterilization of medical instruments and devices. 

However, few studies have been published that evaiuate its safety in tems of possible 

damage to materials, particularly polymers. The objective of this work was to evaiuate 

polymer surface modifications induced by commercial plasma-based sterilizers, in 

comparison with pure EO : Samples from 5 polyrner-based devices were subjected to 1, 

5, and 10 sterilization cycles by Stenad-1008, PlazlyteTM, and pure EO. Surface analysis 

was carried out by x-ray photoelectron spectroscopy (XPS), dynamic contact angle 

measurements (DCA), and scanning electron microscopy (SEM). Surface oxidation and 

wettability changes were observed on al1 samples sterilized by plasma-based techniques, 

the degree of modifications depending on the sterilizer (Stemdo, PlazlyteT and the 

type of polymer. Drastic changes of surface appearance were also observed by SEM on 

PVC samples sterilized by PlazlyteTM and by pure EO. Possible repercussions on safety 

aire discussed. 

Keywords : plasma-based sterilization, safety, polymer-based medical device, surface 

modification, oxidation. 

2.1.2 Introduction 

Plasma-based sterilization is an alternative Iow-temperature method to the use of pure 

ethylene oxide (EO). Tnterest in it has been raised by the growing role of compIex, 

delicate polymenc devices in medical applications on the one hand, and by the hazardous 

nature of EO on the other hand, the use of which is declining in ctinical establishments.' 



Very succinctly, a cold plasma, (sometimes called the 4~ state of rnatter) is a pactially 

ionized gas at reduced pressure, comprising ions, electrons, W photons, and reactive 

neutrals such as radicals, excited and ground-state molecules. Plasmas have been shown 

to be capable of destmying micrmrganisms2". In the 1990s. two sterilizers using plasma 

technology were commercialized, namely Sterrad-1008 (now replaced by Sterrad- 

100S8, Advanced Sterilization Products, Johnson and Johnson, Irvine, CA), and the 

plazlyteTM Sterilization System (AbTox Inc., Mundelein, TL). As shown in Figure 2.1, the 

sterilization cycle of Sterrad-lûo first comprises a 45 minute period dunng which 

vaporized hydrogen peroxide (H2O2) is diffused throughout the treatrnent chamber, 

following which 300 watts of radio-frequency power are applied at a pressure of 0.5 Torr 

(67 Pa) to mate  the 

I power 

Pressure (torr) 
? 

T i e  (min) 

Figure 2.1 a) Schematic diagram of the Sterrad-LW@ system : Q wnpped samplcs; €9 mys; Q plasma 

region; O matching network; O powercd electrode; @ to vacuum pump;O vacuum chamber; @ pressure 

gauge; 0 injection port for H202 vapor; b) sierilization cycb: O pump-down period; 8 Hl& difision; O 

plasma phase; 8 venting; a end of cycle (after Ixobs and Kowaisch ') 



~ l a z l ~ t e ~  Fig.2.2) instead usa  peracetic acid (PAA) vapor treatment. which is 

alternated with a bbdownstream" plasma treatment by microwave excitation of a low- 

pnssure gas mixture comprising oxygen. hydrogen and argon.' Stemda and ~ l a z l ~ t e ~  

systems are therefore not, strictly speaking, "plasma sterilizers", since their cycles 

include a purely chernical phase, one in which vapors with known sterilizing properties 

are used?-'' 

Pressure (torr) 

Figure 2.2 3) Schematic diagram of the Plazlyte@ system : O mpped samples; QI trays; O to vacuum 

pump; O sterilizaîion chamber; 0 PAA vapor inlet; Q perfonted distribution panel ("showerheûd') ; 

microwave waveguide; @ mgneaon (2.45 GHz) @ gas mixture inlet; @ plasma region; b) srerilitation 

cycle: O pump-down pend,  0 peracetic acid (PU) difhision; O plasma phase; O venting; @ end of cycle 

(lifter Caputo 5. 

Plasma-based sterilization is a pmmising technology in that it is a fast, low-temperature 

process, in which active species disappear practically immediately after the plasma power 

is tumed off; it is therefore potentidy safer for hedthcare workers and for the 

environment However, many questions still remain with regard to its efficacy and 



potentiai hazards from possible modification of treated materiais. Despite its critical 

importance, Iittle is still known about aiteration of biomateriais induced by plasma 

sterilization, since few independent studies have so far been conducted. According to 

their suppliers, both of the above-named stenlizers have a wide materiais 

compatibility<" but only their conclusions on the functionality and biocompatibility test 

progriuns are available, not specific results. 

Yet, surface modification of biomedical devices, particuiarly those including polyrners, 

sterilized by plasma-based systems is practicaily assured. Gas plasma is well known for 

its ability to modify solid surfaces, via etching, deposition and surface modification 

reactions, which are now widely implemented in polymer- and serniconductor-based 

indu~tries.'~ For example, oxygen-containing plasmas are used to oxidize polymeric 

surfaces, to enhance their wettability and adhesion pr~perties."'~ Moreover, the chemicd 

agents used during the chernical phases of SterradB and plazlyteTM systems, hydrogen 
9 14.15 peroxide and peracetic acid, respectively, are aiso known to be strong oxidizers: ' 

Their use may well induce surface oxidation of polymers, and may leave potentiaily toxic 

residues or reaction products on processed devices. A ment FDA safety alert was 

triggered by injuries caused by ~lazi~te~~-sterilized ophthalmic instruments, possibly due 

to toxic compounds resulting from the reaction of certain rnetals with peracetic acid used 

in this  stem.'^ 

Surface modifications are especially of concern when instruments are reprocessed, since 

alterations are generaily cumulative. Nowadays, there is an increasing need to reuse 

biomedical devices for economic reasons : in many countries, reuse of "single-use" 

devices (for example catheters) is frequently practiced in hospitals as a cost-saving 

measure, even though these polymeric devices are a priori quite sensitive to sterilization 

and cleaning procedures. It is, therefore, of major importance to be aware of possible 

material aiterations induced by my given sterilization technique. The aim of this work 



has k e n  to study cumulative surface modifications of polymeric biomedical devices 

induced by the plasma-based cornmerciai sterilizers, and to compare these with the case 

of pure EO sterilization. 

2.1.3 Materials and methods 

2.1.3.1 Preparation and sterilization of sample materials 

Samples from various polymer-based medical devices, selected for their wide application 

in hospitais, were used in this study, namely two different polyurethane catheters (PURI, 

P W ) ,  polyethylene (LDPE) tubing, polyvinylchloride (PVC) tubing, and PVC films; 

with the exception of PVC films, these were ail "single-use" devices. Specimens were 

sterilized according to the procedure usuaily perforrned in hospitals : series of identical 

samples were inserted into porous plastic pouches ("Steril-peel", for EO and plazlyteTM 

sterilization, or "Sterrad sterilization roll" for Sterradlûûo), which dlow one ta keep the 

devices sterile until their use. The effect of these wrappings will be discussed in later 

sections of this article. Specimens were then sterilized 1, 5 or 10 times in the two 

commercial plasma-based sterilizers, Sterrad-1008 or plazlyteTM, and using pure EO for 

comparison. Pure EO sterilization was carried out in a SteriVacO system (3M Company), 

with a Chour cycle, followed by 24 hours of aeration to remove cesidual EO. Sterrad- 

1008 and plazlyteTM stedization cycles were those described in Figs. 2.lb and 2.2b, of 

75 and 120 minutes duration, respectively. After each plasma cycle, samples were rapidly 

removed (within about 30 minutes) from the sterilization chamber, to allow possible 

chemicai reactions to occur upon contact with atmospheric air. In order to assure that the 

sole effect of sterilization was king observed and studied, cleaning, decontamination, 

and simulated-use steps were not undertaken on these samples. 



2.1.3.2 Surface analyses 

Possible surface modifications were assessed by severd cornplementary techniques, 

namely X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), dynamic water contact angle 

measurements (DCA), and optical and scanning electron microscopies (SEM). Surface 

chernical compositions and structures were studied by XPS in a VG ESCALAB 3MkII 

system, using Mg Ka radiation. Spectra were acquired at a take off angle of 90". normal 

to the surface : the binding energies were referenced to the carbon 1s pedc at 285.0 eV, to 

adjust for possible charging effects. The surface concentration of each element was 

detennined by averaging results of three survey spectra. For the deconvolution of high 

resolution Cls spectra, the inelastic background was subtracted using Shirley's method, 

and curve-fitting was performed using a SURFSOFI' program, which pennits a variation 

of the peak positions, of the full width at hdf maximum (FWHM) and of the 

Gaussian/Lorentzian ratio. The curve-fitting qudiîy was assessed by the chi-square 

convergence. 

Surface weitability by water w;is studied using the Wilhelmy plate rnethod;" hereby, the 

dynamic (non-equilibrium) contact angles are detennined when the surface is 

successively irnmersed and extracted from the liquid. Purified water (resistivity 1018 

Qcm) in a beaker was placed inside the test chamber, which protects the sample and 

liquid from airborne contamination and drafts. The specirnen was suspended vertically by 

a wire in the wetting Liquid, from the am of a Cahn DCA-322 electrobalance apparatus 

(CAHN Instruments, Cenitos, CA); immersion and withdrawal of the samples were 

accomplished by raising and lowering the beaker stage. In the present work, this was 

done at a constant rate of 100 p d s ,  and three consecutive loops were performed for each 

specimen ; for each lwp, the advancing (0J and receding (Br) water contact angles were 

calculated from the dope of the load-displacement curve during immersion and 

extraction, respectively. Three to s û  specimens were tested for each trcatment. 



Surface topography was observed by Iight microscopy, and using SEM (JSM 840; JEOL) 

after gold-palladium sputter coating. 

2.1.4.1 X-ray Photoelectron Spectroscojy (XPS) 

The surface compositions of control materiais, as detennined by XPS, are reported in 

Table 2.1. In contrast to PURI and PUR2, which present quite similar surface 

compositions, PVC film and tubing display large differences, with 17.9% and 1.2% of 

chlorine on the surface, respectively. This, and the significant oxygen content observed 

on the PVC and PE sarnple surfaces may be explained as follows : most commercial 

plastics contain additives (plasticizers, antioxidants,, . .) which cm migrate to the surface 

with time. For the case of PVC, in particular, the amount of plasticizer is known to vary 

substantially from one commercial material to another, and can be quite large. 

Furthemore, d l  surfaces exposed to the atmosphere become coated with a thin 

contamination Iayer of hydrocarbon and/or water vapor. Since the present sample 

materials were not subjected to any particular cleaning pmcedure, the above-narned 

additives or contaminants are likely sources for the "anomdous" surface compositions 

reported in Table 1, Finally, the presence of Si observed on most sample surfaces is 

probably related to the molding process during manufacturing. 



Tableau 2.1 Surface composition of control poiymer-based devices, ;is determined by XPS 

Surface C O Cl N Si OIC t SD 

composition (%) 

PUR1 83.6 10.7 - 3.1 2.4 0.13 f 0.M 

PUR2 79.1 14.6 - 3.1 3.0 0.19 f 0.01 

PVC films 73.6 7.8 17.9 - 0.7 0.11 It0.01 

PVC tubing 93.7 2.8 1.2 2.2 - 0.03 f 0.003 

LDPE 93.0 5.2 - - 1.8 0.06 f 0.008 

As expected, iui increase in surface oxidation was the main alteration observed, on dl 

samples sterilized in either of the two plasma-based systems (Stemad@ and ~ l a z l ~ t e ~ ) .  

but not on those processed by pure EO, Figure 2.3 presents their average oxygen-to- 

carbon ratios (OIC), as a function of the number of cycles, from which OIC is seen to 

have risen after StemdB and plazlyteTM sterilization for d l  polymen, increasing with the 

number of cycles. In generai, the end-results (oxidation levels) are similar for SterradB 

and plazlyteTM, with OIC increasing 2 to 6 times above the original value after 10 

sterilization cycles. However, oxidation tended to be more graduai with SterradO, while 

for ~ l a z l ~ t e ~  the maximum level of oxidation was aiready attained after the first 

sterilization cycle (see Fig. 2.3). The origin of this increased oxidation is discussed later. 

In contrast, EO sterilization generally produced little change in the surface composition 

of most polymers, but a slight decrease in O/C was observed for PUR2 catheters. 



O S 10 
number of cycles 

Figure 2.3 Avenge oxygen-to-carbon ratio (010, as a function of sterilizûtion process and the number of 

cycles, for the 6ve types of polymeric devices : a) PüR L cheters ; b) PUR2 caheters; c) LDPE tubing; d) 

PVC fiims; e) PVC tubing (n=3). 



For both plasma-bas& sterilizets, the observed increase in surface oxygen, [O], from 

about 8 to 15% in PVC films, was accompanied by a drop in surface chlorine 

concentration, [Cl], fmm about 17 to 0.2 %, which wcurred during the first cycle with 

~ l a z l y t e ~ ,  and prior to the P cycle with SterradO. The likdy explmation for the dmp of 

[Cl] is the removal of chlorine rhrough HCl f~rmation'~. However, this trend was not 

observed on the PVC tubing, which had a very different initial surface composition ([CI] 

of only 196, as already noted above), despite its king the same generic material. 

High resolution XPS spectra further illustrate the data presented above, namely that the 

concentrations of various oxidized species of carbon (represented by peaks C2 to C4 in 

the deconvoluted specira) in the plasma-stedized simples increased with the numkt of 

cycles, while little difference is noted after ten EO cycles : As shown in Figures 2.4 and 

2.5, an increase of C2 at 286.6 eV (duc to C-O groups, hydroxyl, ether, or epoxide), C3 at 

288 eV (due to C=O or O-C-O, carbonyl or double ether), and C4 at 289.4 eV (due to 

û=C-O), can be clearly observed after the Stemad0 and ~ l a z l ~ t e ~ ~  cycles, including the 

more gndual oxidation in the former case. Another interesting trend is that the C4 peak, 

which implies scission of the macromolecular chain, tends to be higher in the case of 

plazlyteTM-sterilized samples, han for their Stemad8 counterparts. 
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Figure 2 4  C(ls) XPS specin of LDPE tubing 

a) unueated conml ; sterilized by b) 10 EO 

cycles; c) 10 Sierraci@ cycles ; d) 10 PIdyte@ 

cycles (for pe& assignmenu CI 10 C4, see text). 

Figure 2.5 C(ls) lXPS specm of PüRl catheter 

materid stedized by a) Stemad@: O. 1, 5, 10 

cycles; b) Plazlyte@: O, 1.5.10 cycles. 



2.1.4.2 Dynamic Contact Angle (DCA) measurements 

Modified wettability is one of the most apparent results of plasma treatment, and it may 

greatly affect the biocompatibiiity of a device. A common method for characterizing a 

given suface treatment is to measure the contact angles of drops of various liquids, for 

example water, on the surface.19 The surface î?ee energy of the matenal, ys, can be reiated 

to contact angles, according to Young's equation: 

where the subscripts S,L, and V stand for substrate, liquid and vapor, respectively. In eq. 

(l), one can usually make the approximation n v  = y (y king the surface tension of the 

liquid in air), and y s ~  = ys (that is, the numerical value of ys depends little on the gas 

phase composition). 

Now, reai surfaces possess microroughness and spatiai variations in the relative 

concentrations of hydrophilic and hydrophobie molecular groups; this surface 

heterogeneity gives rise to contact angle hysteresis, that is, to different values of the 

advancing (03 and receding (O,) contact angles. Both contact angles can be measured 

using the Wilhelmy plate method used here. The average values of 0, and 8, 

corresponding to the first immersion loop are plotted in Figure 2.6 as a function of the 

number of steriiization cycles, for both types of PUR catheters, PVC films, and LDPE 

iubing. 



Number of sterilization cycles 

Figure 2.6 Average advancing (0,) and receding (O,) contact angles of sterilized materials, as a function of 

sterilimion method and number of cycles : a) PUR1 caiheters ; b) PUR2 critheters; c) LDPE tubing; d) 

PVC films (3 5 n 56). 



Clearly, one does not observe the same trends nor same extent of changes for al1 tested 

polymers, the most obvious effects king those for PUR2 catheters and LDPE tubing ; 

EO treatment did not significantly modify the wettability of these samples, as shown by 

constant or slightly increased 0 values. ~ t a z l y t e ~  tended to decrease both B. and 8, 

values for al1 these polyrners, the only exception king Op of PVC films. Sterilization by 

Stemad@, on the other hand, did not have the same effect, for while 0, values tend to 

decreiise for al1 samples, 8, values increased or decreased depending on the material. 

Contact angle values also varied somewhat after the first and subsequent immersion 

loops. For most samples, these variations were slight, almost undetectable on the load- 

displacement curves (Fig. 2.7a), but in some cases the first $ value differed markedly 

from those of subsequent immersions, as exemplified by the hysteresis in 8, values 

between the first and second cycles, symbolized by H12 (Fig. 2.7b). Thus, with the 

exception of PVC films, the average values of plazlyteTM-sterilized materials were 

significmtly larger than those of other sample materials, at a 95% confidence level 

(p<0.05), the average HI-2 king between 10 and 20" (see Fig. 2.8). The likely origins of 

this behavior are discussed later. 

Load Load 
i 

displacement displacement 

Figure 2.7 DCA loops of a) untreaied conml PUR1 catheter (L* cycle 0. = 79"; 2"' cycle 0, = 77"); and b) 

PUR1 stedized 10 times by Plazlytd (1' cycle 8, = 5 2 O  ; 2d cycle 0, = 74"; H12 : hysteresis of 0, 

between the la and 2"' immersion cycles). 
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Figure 2.8 Avenge hysteresis, Hlt  , for the different types of polymeric devices and stcrilizi~iion processes 

(* significantly different fiom control samples ; pcO.05) 

2.1.4.3 Optical and Scanning Electron Microscopy (SEM) 

Optical and scanning electron microscopies showed certain changes in surfxe 

appearance and topography after d l  types of sterilization methods, EO and plasma-based. 

These alterations included slight increases in the occurrence of microcracks for most 

polymers, and partial discoloration of PUR2 catheters (from blue to grey-blue) after 

plasma-based stedization: this discolocation w u  much more obvious after 10 ~ l a z l ~ t e ~  

cycles than after the equivalent number of SterradB cycles, Moreover, drastic changes 

were observed on PVC tubing following PlazlyteTM and EO treatments (Fig. 2.9) : the 

former type of sterilization increased the surface roughness, via the rippearance of 

"hillocks", even after a single sterilizûtion cycle (Fig. 2.9b), while numerous microcracks 

and diuk spots were noted on EO-stenlized PVC tube samples (Fig. 2.9~). 



Figure 2 3  Scanning electron micrographs of PVC tubing a) as received ; b) after 10 Pldyte@ cycles; c) 

after 10 EO cycles. 



2.1.5 Discussion 

As shown by the XPS analyses, al1 of the polymers subjected to plasma-based 

sterilization treaûnents manifested increased surface oxidation. These oxidation reactions 

possibly occurred in three separate stages, namely : 

i) During the chemical phase of S i e d @  and plazlyteTL" treatments. exposure to the 

highly reactive Hz02 and PAA vapors, respectively, may oxidize many polymers, even in 

the absence of îhe Stenad@ sterilizer, the system's effcacy has been 

shown to be above ail due to the hydrogen peroxide chemical phase?o 

ii) During the plasma portions of the treamient cycles, the oxygen-containing H202 vapor 

in SterradB and the 02+H2+Ar gas mixture in plazlyteTM are fragmented, and resulting 

radicals can induce surface oxiàation by reacting with the exposed polymer  surface^.'"^ 
Ultraviolet radiation from the plasma can penetrate to some depth beneath the polymer 

surface, so that chemical changes are not necessarily limited to the immediate surface 

region.I3" 

iii) An additional consequence of plasma exposure is the creation of free radical sites at 

and below polymer surfaces; when exposed to atmosphere, these long-lived radical 

species can react with atmospheric oxygen and water vapor, giving rise to a wide variety 

of oxygen-containing molecules or functional groups. 1213.21 

The contributions of each of the three sepamte stages (i, ii, and iii) to the final outcomes 

obserwd in this study probably differ significantly between SterradO and plazlyteW, on 

account of their very different plasma technologies (geometries and excitation 

frequencies), (see Figs. 2.1 and 2.2) and chemical agents. However, the plastic wrapping 

containhg the simples greatly lunits the numbers of active species from the plasma 

which reach the sarnple surface, since these will tend to react with the material of the 



wrapping. Thecefore, most of the observed alterations are probably due to the chernical 

agent ((i) above), rather than to the plasma. 

Exposure of polymers to plasmas, especially those containing oxygen, are known to 

result in highly volatile reaction products (such as CO, CR,  HzO, for example),I2 in other 

words, to etching of the polymer surfaces. To test whether etch reactions take place 

appreciably during StemdB and ~ l a z l y t e ~  treatxneno. we included batches of 

polystyrene (PS) microspheres (d = 1pm) in porous wrapping during one sterilization 

cycle of each. Since SEM examination revealed no obvious changes after treatment, we 

conclude that no important mass loss or etching occurred on theses PS particles. 

However, the abovedescriùed morphology changes observed on some polymers after 

~ l a z l y t e ~  ireabnent (Fig. 2.8b), does not exclude ihe possibility of such etch reactions. 

The products of oxidation reactions on the polymer surfaces can comprise a very broad 

variety of organic mole~ules;~' unfortunately, XPS only provides very limited 

information as to their identities, by revealing the number of O-linkages to C atoms, and 

their relative concentrations- Suffice it to Say that many of these compoiinds or oxidized 

functional groups on the polymer chains are highly polar, and thus give rise to a 

significant increase of the surface free energy, y,. According to Young's equation (eq. 

(1)), this is accompanied by a lowering of the wetting angle of water, 8, as obsewed in 

practically al1 cases (Fig. 2.5); while the increase in 8, for the PVC films is assisted by 

the simultaneous loss of chlorine during oxidation, the unexpected slight increase in 0, 

observed in the PURl-SterradB case is an "anomaly", which deserves further 

investigation. 

Another apparent "anomaly" is the much larger 8, hysteresis, Hls between the first and 

second DCA immersion cycles on ~1azlyte~-sterilized samples, compared to controls 

and to samples h m  other sterilization methods (Fig- 2.7)- Small vdues are often 



reported by authors studying DCA of polymer surfaces, 1722U and they can be attributed 

to therznodynamicallydriven changes in the surface configuration : when polyrners are 

imrnersed in liquid water, h e u  surface configurations change in such a way as to 

minimize the interfacial tension under this new condition," thus leading to inward 

rotation of either hydrophobie or hydrophilic groups into the underlying bulk material. 

Subsequently, these groups cannot easily return to the surface, when the environment 

reverts to its original condition (e.g., ambient air). While this can explain the small 

positive or negative Hl,z values observed in control materials, the large H1.2 vahes we 

have observed for ~lazlyte~-sterilized materials require a different explanaiion : os 

shown by o t h e r ~ , ' ~ ~  some of ihe lighter reaction products of comna- or plasma 

treatments (which Strobel and coworkers " refer to as LMWOM - low molecular weight 

oxidized molecules) are readily soluble in water ; during the first immersion cycle, they 

can be removed (a washed ») from the polymer surface into the water bath, ihereby 

leaving the more hydrophobic polymer surface exposed during subsequent immersions. 

Evidently, not d l  oxidized species are removed during washing, however, for example 

polar groups that are chemically bonded to îhe macromolecular chahs, so that the 

polyrners remain more hydrophilic than the control surfaces. Considering the complexity 

of the present situation, there may be other possible contributing causes for the obsewed 

hysteresis, such as the removd of other residues (for exarnple P M ) ,  etc. The smdler 

values for StemdB-sterilized samples underscore the already mentioned differences 

between StemdB and ~ l a z l y t e ~  systems. 

We recall that prolonged exposure to EO proàuced little change in the surface 

composition of the polyniers investigated , except perhaps for PUR2 catheter materid. 

Here, the observed slight decrease in O/C, accompanied by a srnail increase in 0 (see Fig. 

2.3 and 2.6, respectively), may conceivably be due to surface alkylation : the work of 

Nair showed ihat functional groups in certain polymers are reactive with EO under the 

conditions encountered during stedization treatments. However, in the present work, no 

effort was made to search for EO residues or reaction products, since this is already 



covered by numerous earlier s t ~ d i e s ~ ~ ~ ~ :  these have clearly show residuai EO levels in 

certain polymers to exceed current safety limits, even after several days of storage in air 

(the usuai aeration procedure). The detected presence of known toxic, carcinogenic and 

hemolytic compounds on biomedical devices and instruments is an important concern for 

patient safety. For example, areas of cbanged composition we have observed by SEM 

near cracks on the surface of EO-stenlized PVC tubing, may be manifestations of such 

toxic by-products, for they were noted to resorb slowly. 

Finally, it has already ken  noted that nominally identical polymer materiais, for example 

the PVC film and tubing, or the polyurethane catheter materials (PURI and PUR2), could 

reveai quite different surface compositions (Table 2.1), oxidation behaviors, wettabilities, 

and surface topographies. This underlines the important fact that the generic composition 

of a polymer is insufficient for judging whether a particular device can be safely 

resterilized; clearly, the nature and concentration of additives in the polymer formulation, 

the manufacturing process, and numerous oîher variables must aiso be taken into account. 

2.1.6 Conclusion 

Polymers are now used in a very broad range of biomedical applications, including 

medical instruments and devices. For obvious reasons, only low-temperature sterilization 

methods apply to these; cost-saving measures provide a suong incentive for device reuse, 

hence multiple sterilizations. Plasma-based methods a-priori offer the required efficacy 

near ambient temperature to sterilize polymenc devices, but they inevitably also modify 

the exposed polymer surfaces. 

Tn this study, we have shown that two commercial plasma-based sterilizers, SterradB and 

~ l a z l y t e ~ ~ ,  can substantidy alter the surface characteristics of al i  the polymers 

investigated here (PUR, PVC, LDPE), namely their surface composition and 



morphology, and their wettability, even after a single sterilization cycle. Whether or not 

these results conflict with the rnanufacturers' claims that StemdB and ~ l a z l y t e ~  have 

wide materials compatibility, c m o t  be judged fiom the present results alone : more 

detailed analytical studies, but also direct fimctionality and biocompatibility testing of 

each type of sterilized device are required to adequately verify their safety. We have 

taken a first step in this direction with the PUR2 catheter materiai, by analysing the 

effects of plasma sterilization in far more detail; this applies both to the macromolecular 

chahs and oligomers, but also to the biostability of PUR2 catheters?' Biocompatibility 

testing is also presently king carried out. In the case of such blood-contacting devices, 

the risk factors are evidently much higher, since even subtle surface changes can strongly 

affect protein and platelet adsorption, and ali subsequent biologicai reactions. In fairness, 

however, one should add that plasma-induced effects must not only be considered to be 

potentially detrimentai, since improved biocompatibility has frequently been 

demonsüated via setected plasma treacments of polymer surfaces?* Nevertheless, surface 

oxidation effects and the formation of low-molecular weight species resulting from 

chemical (H202, PAA) and plasma treatments we have reported here, must be known to 

hospital workers when they mess available sterilization methods and their 

appropciateness for reprocessing various devices. Regacding sterilization with EO, we 

have generally found a lesser extent of surface modification than following plasma-based 

techniques, but this advantage must be weigheà against the possible hazards of retained 

EO or its toxic by-products in treated polymers. 

Finally, we should remind the reader tbat in al1 the treatments discussed in this artide, the 

specimens were placed in porous wrapping. Thece can be no doubt that the outer ltiyers of 

this wrapping bore the brunt of the chernical modifications induced by the H2G2 and PAA 

treannents, and by the subsequent plasma phases. In spite of this, however, the specimen 

surfaces still were found to be substantialIy altered, as described throughout this article. 

Needless to Say, their direct exposures (ie, in the absence of wrapping) would have 

resulted in more profound effects. 
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2.2 Justification du choix des cathéters d'électrophysiologie 

Pour l'étude plus poussée incluant les modifications volumiques, nous avons choisi un 

cathéter d'électrophysiologie en polyuréthane dit à usage unique, afin de répondre à un 

besoin criant du secteur médical. Les cathéters diagnostiques et d'ablation sont utilisés en 

grand nombre lors d'examens hémodynarniques ou de chirurgies cardiaques invasives 

minimales. La réutilisation de ces cathéters pleins (sans lumière) très onéreux (autour de 

300Wpièce) était cautionnée par le Ministère de la santé et des Services Sociaux (CÉTS, 

1993) et couramment pratiquée par les hôpitaux québécois. Le risque de transmission des 

prions et le malaise entourant ce cautionnement par 1'Etat d'une pratique dont l'innocuité 

et l'efficacité n'avait pas été démontrée, a poussé les autorités gouvernementales du 

Que- il revoir leur position et à interdire formellement la réutilisation de ces cathéters 

depuis juillet 1996. Le CÉTS avait pourtant estimé le potentiel d'économie générée par la 

r&tilisation des cathéters à 6.3 millions de dollars par an au Québec. Dans le contexte 

économique difficile actuel, ce manque à gagner peut avoir de graves conséquences 

indirectes sur la santé si les hôpitaux ne reçoivent pas suffisamment d'argent pour l'achat 

de cathéters neufs et doivent restreindre le nombre d'interventions. C'est pourquoi la 

validation de méthodes de restérilisation fiables (c'est à dire satisfaisant les critères 

d'efficacité et d'innocuité) permettrait de lever cette interdiction et apporterait un 

soulagement au monde médical. 

L'objectif ici consistait donc h étudier les altérations de surface et de volume induites par 

les stérilisateurs Stemad@ et PlazlytefM sur ces cathéters. Pour l'analyse des propriétés 

physico-chimiques du polyuréthane, nous avons travaillé en collaboration avec les 

chercheurs Najet Yagoubi et Danièle Femer, ainsi que Caroline Guignot, étudiante au 

doctorat, du Laboratoire de Chimie Analytique, de la Faculté de Pharmacie Paris XI* en 

France, où j'ai effectué un stage à l'été 1998. L'article qui suit (article 2) présente les 

résultats de ce travaiI conjoint. 



2.3 Plasma-based sterilization : effect on surface and bulk properties, 

and hydrolytic stability of reprocessed polyurethane 

electrophysiology catheters (Article 2). 

S. Lemuge : C. Guignot ', M. ~ a b ~ a d * ,  D. Ferrier ', N. Yagoubi ' and LW. 

~abia'  

'. Biomedical Engineering Institute, École Polytechnique, PO Box 6079, Montréal, Qc 

H3C 3A7, Canada, 

2- Laboratoire de Chimie Analytique, Facultk de Pharmacie Paris XI. nie 1-3 Clément, 

92290 Chatenay-Malabry, France 

Article accepté par : Journal of Biomedical Materials Research, le 26 janvier 2000 

* corresponding author (e-mail: tabrizia@grbb.polymtl.ca) 

No benefit of any kind wili be received either direcùy or indirecùy by the authors. 



Plasma-based sterilization is a promising aitemative to ethylene oxide (EO) for 

reprocessing of electrophysiology catheters. To assess its safety in tenns of materiai 

darnage, modifications of surface and bulk properties as well as hydrolytic stability of 

sterilüzed catheters were evaluated. Polyurethane (PU) single use electrophysiology 

catheters were subjected to 1, 5, and 10 sterilization cycles by S t e r r a d - I O  and 

PlazlyteB, as well as by pure EO for comparison. Surface analysis techniques (ATR- 

FUR, XPS, DCA) showed oxidation lirnited to the near surface layer induced by both 

plasma-based sterilizers, while EO induced slight but deeper alkylation. Using bulk 

analysis techniques (RP-HPLC, SEC), oligomer alteration was observed &ter d l  three 

sterilization techniques, without modification of molecular weights. Hydrolytic stability 

of catheters was slightly changed by plasma-based sterilization, with a little increase of 

released oligomers. Findly, although PlazlyteB and StemdB rue both plasma-based 

techniques, they induced different impacts on catheters, such as the degradation of an 

additive with SterradB, and a cleardifference in coloration with PlrizlyteQ. 

Key words : plasma-based sterilization, siifety, hydrolytic stability, polyurethane 

catheters, surface modifications, chromatography 



2.3.2 introduction 

Diagnostic and ablation electropbysiology catheters in polyurethane (PU) are widely used 

for minimally-invasive surgery. Due to their high cost, reuse of these non-lumen catheters 

is an important cost-saving option for many hospitais. However, the safety of sterilization 

in terms of material damage is aiways a concem when instruments are reprocessed. 

bdeed, sterilization has been shown to induce surface and bulk modifications such as 

corrosion, loss of sharpness, oxidation, alkylation, and absorption of tolric residues on 

reprocessed instruments and devices.'" 

Biomedical PUS are synthetized using a two-step polymerization with 3 types of 

monorners. They have excellent biocompatibility and mechanicai properties as a asult of 

their segmented  structure^ Le. hard segments HS (diisocyanate + polyol), and soft 

segments SS (polyether or polyester). However, they are known to be sensitive to 

sterilization processes, which can modify their bulk and surface properties or dter their 

physico-chernical stability?-' Stedization of PU may aiso introduce a toxicologicd risk. 

Indeed, sorne diisocyanates (MDI, TDI ,...) are imtants, and their diamine degradation 

products (TûA, MDA, ...) are carcinogenic? Pacticuldy, MDA cm be created when 

MDI-based polyurethanes are subjected to certain sterilization processes such as 

irradiation and prolonged s tem autoclaving!*' 

Pure ethylene oxide (EO) is the most commody used low-temperature sterilization 

technique in heaithcare facilities. However, the toxicity of EO limits its interest for the 

reprocessing of such catheters? A long aeration process is required to remove the residuai 

agent and its by-products from sterilized materials ; despite this precaution, Ievels of 

ethylene oxide residues above the FDA standards have been detected in reused catheters 

sterilized by EO." Thus, there is a need for other stedization procedures. 



Plasma-based sterilization is a promising alternative for low-temperature reprocessing of 

biomedical devices. Two sterilizers using plasma technology have been commercialized, 

narnely Sterrad-IOOS8 (Advanced Sterilizatim Products, Johnson and Johnson), and 

Plazlytem (AbTox). Both systems arc safe for heaithcare workers and the environment, 

while aiiowing a fast low-temperature reprocessing of medical instruments. According to 

the suppliers. Stemad0 and PlaziyteM have a wide materials ~ompatibilit~,"~'~ but only 

the conclusions of their functionality and biocompatibility testing are available. 

Furthemore, few independent studies have been performed to address the safety of these 

sterilization procedures for material damage. A preliminary study in our laboratories has 

shown surface oxidation of al1 types of polyrners tested after sterilization by SterradB 

and ~ l a l y t e ~ ~ . ' ~  Bathina et al recentiy evaiuated the gross surface and, the mechanicai 

and electrical integrities of caiheters after five reuses and sterilizations by sterrad@.ls 

Fraying of the insulation at the insulation-electrode interface was the only damage 

observed. However, to mess the safety of reprocessed catheters a more exhaustive study 

is required, which addresses the physico-chemical and microscopic aspects. 

The aim of this work was to evaiuate cumulative surface and bulk modifications induced 

by both plasma-based sterilizers (Stemid@ and PlazlyteTM) on polyurethane non-lumen 

electrophysiology catheters, in cornparison to pure EO. Particular attention was given to 

the possible formation of carcinogenic products (MDA). A first look into the in vitro 

biostability of control and sterilized catheters was aiso achieved to evaluate the influence 

of plasma-based sterilization on their hydrolytic resistance. 



2.3.3 Materials and methods 

2.3.3.1 Sterilization of samples 

Materials used in this study were new single-use electrophysiology polyurethane 

catheters (Cordis Corporation - A Division of J 8 d  Medicd Products, M i d ,  USA). 

Samples were wrapped in plastic sterilization pouches and stedized 1, 5 or 10 times 

using one of the two commercial plasma-based stcrilizen, Sterrad-100S@ or Plazlytem, 

or using pure EO for cornparison. They were added to normai sterilization cycles 

performed in hospitais. Pure EO sterilization was canied out in SteriVacB (3M), with a 

4-hour cycle followed by a 24 hour aeration to remove residual EO. Sterrad-100SB and 

Plrtzlytem sterilization cycles lasted 75 and 120 minutes respectively. After each plasma 

cycle, samples were removed from the sterilization chamber to dlow the possibility for 

short-term chemicai reactions to occur immediately after the process (e-g. 

oxidation/contamination), when the sarnples are brought into contact with atmosphecic 

Vr. 

2.3.3.2 Analysis of surface m o d ~ t i o n  

The gross aspect of catheters was observed visually. Induced surface modifications were 

assessed by severai complementary techniques. Changes of surface chernical composition 

and structure were studied by X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS) in a VG 

ESCALAB 3MW system using MgKa radiation at a W angie of incidence. Dynamic 

water Contact Angle measurements (DCA) were cimied out using the Wilhelmy plate 

balance method, with a Cahn DCA-322 electrobalance apparatus (CAHN Instruments, 

Cerritos, CA); each sample (n=6) were subjected to 3 consecutive immersion cycles, and 

the advancing (0a) and receding (Or) angles were cdculated from the slope of the load- 



displacement curves dunng immersion and emersion respectively. Attenuated Total 

Reflection combined with FTIR (ATR-FIlR) was performed with a Nicolet Magna IR- 

750 spectrometer equipped with a DTGS detector (ZnSe cristal); spectra were collected 

after 128 scans between 4000 and 580 cm-', with a resolution of 2 cm-'. Surface 

topography and defects were observed using Scanning Electron Microscopy (SEM) (JSM 

840 ; JEOL) afkr gold-palladium sputter coating. 

2.3.3.3 Bulk rnod@caiion 

Size Exclusion Chrornatography (SEC) was performed in order to evaluate any 

modification of PU molecular weights. Reverse Phase High Performance Liquid 

Chromatography (RP-HPLC) was used to mess any alterations in the additives or short- 

chah oligomers, as well as to analyze the biostability media For SEC analysis, PU 

samples were dissotved in tetrahydrofurane (THF). For RP-HPLC analysis, a dissolution- 

precipitation procedure was used: PU was ddissolved in THF, then the polymer was 

precipitated using merhanol, The filtered solution was evaporated under vacuum until 

dry. The residue was dissolved in acetonitrile (ACN) prior to anaiysis. For the two types 

of analyses, the chromatographie system consisted of z gradient pump (Spectra Physics 

SP 8700 XR), a sample injector Rheodyne with a 20 pl loop, an UV detector (TSP 

W100) and a software from Borwin (Jasco). Elution conditions for SEC and RP-HPLC 

are specified in Figures 2. I 1 and 2.12, respectively. 

2.3.3.4 Hydrolytic stability 

Hydrolytic stability of control and steriiized samples was evaluated by immersing the 

samples in physioiogical serum (NaCI 0.9% wfv, pH=7,4 i O,l), and then incubating at 

37°C for 4 hours, 1 week or 3 weeks. Solutions and caîheters after Unmersion were 

analyzed nsing protocols for SEC, RP-HPLC and FlïR described in previous sections. 



For RP-HPLC analysis of the biostability media, solutions were lyophilized. Residues 

were then dissolved in ACN and were fdtered on MiUex-FG filters (0,2 pm) prior to 

anaiysis. 

2.3.4.1 Analysis of control eutheters 

ETIR of control sarnples (Figure 2.10) allowed the identification of the polymer as a 

polyether- and MDI-based polyureiiiane according to the specific ether v (C-O-C) 

absorbance at 11 10 cm" and the absorbance at 510 cm-', respectively 16. Main SEC 

parameters (Mn, MW, Ip), as well as surface composition and wettability, as detennined by 

XPS and DCA respectively, are summarized in Table 2.2. 

Tableau 2.2 SEC parameters, surface composition (XE'S), and dynamic contact angles (DCA) of control 

catheterr (Im.: immersion). 

Surface composiriaa Dynarnic contact angles 1 (%}(II=~} parameters W p )  (n = 10) 

OIC : 0.19 * 0.01 

Besides the carbon, oxygen and nitrogen nonnally present in polyurethane, XPS data 

indicated the presence of Si contamination on the catheter surface, which is most 

pmbably related to the rnolding pmess during manufacturing. Moreover, some surface 



oxidation is detected on control catheters, as it is often observed in commercial materiats 

and devices." SEC chromatograms presented a main distribution corresponding to the 

macromolecular chains of PU and a shoulder indicative of an oligomers distribution 

(Figure 2.1 1 a). 

RP-HPLC chromatograms of control samples also provided interesting data (Figure 

2.12). Polar compounds first eluted were collected on KBr pellets and identified by FTIR 

as short HS-based oligomers. Moreover, apolar peaks eluted between 36.2 minutes and 

44.4 minutes were identified by m a s  spectrometry as short SS-based oligomers 

containing poiytetramethylene glycol PTMG, as A(mlz) = 72 between the successive 

peaks (Table 2.3). Finally, two main peaks (A and B, Figure 2.12) were identified 

according to the standards as two additives, the N,NY-bis ethylene stearamide and the 

antioxidant Irganox 1076, respectively. 
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Fiprt 211 SEC : a) typical SEC curve obtained ; b) SEC oligomer profile of catheten after 10 cycles of 

sienlization (NS : non-sterilized) (Columns: Styragel HR 05 and HR 5 (Waters@), and Zorbax PSM 300; 

flow rate: 1 mi/min ; column oven: 30°C ; W wavelength: 280 nm). 

Tableau 2.3 mlz of the major fragments of compounds elurd between 36 and 45 minutes (RP-HPLC). 



Figure 2.12 RP-HPLC chromatogram of control catheters ; (A) N,Nr-bis ethylene stearamide; (B) 

antioxidant ïrganox 1076 (Anaiysis on a CS LiChrospheroO column (5 pm), 250x4 mm id .  Phase A : 

1001125 ACM/HZO, Phase B: THF - Gndient:O-lSmin, 100 46 A ; 15-40 min, 100% A to 1ûû% B - 
Flow rate : 1 &min ; UV detector h280 nm) 

2.3.4.2 Material alterations induced by sterilization 

Visual ins~ection and SEM 

During visual inspection of sterilized samples, a clear difference in coloration was 

observed between samples reprocessed 10 times by Plaziytem (grey-blue) and control 

samples (blue); the shift from blue to grey-blue was observed on all catheters sterilized 

by gas plasma, but this was more obvious with Plaziyte@-treated samples. Observations 

at higher magnification (SEM) did not allow us to conchde that significant modifications 

of the surface topography of SterradQB- and PlazlyteTM-sterilized samples occurred, 

except for a greater number of surface microcracks on the treated sarnples. 



Surface oxidation was found on dl catheters sterilized by both plasma-based sterilizers, 

as shown by the increase of the oxygen-carbon ratio (O/C) (Figure 2.13a). Carbon high- 

resolution spectra also showed an increase of the three subpeaks corresponding to 

oxidized species of carbon (singly bonded oxygen (hydroxyl, ether or epoxide), carbonyl 

or double ether, and carboxylic groups, respectively) compared to the control samples. 

After 10 sterilization cycles, samples sterilized by Sterrada and Plazlytem reached 

similar oxidation levels, about 2 times that of non-sterilized samples. However, oxidation 

tended to be more progressive with SierradB for which surface modification was 

obsewed only after 5 sterilization cycles (Figure 2.13a). In contrrist to plasma-based 

systems, sterilization by pure EO induced a slight decrease of OIC. 

O/C ratio 

Advancing angle 
120 1 Tigtire 2.13 a) Oxygen-carbon ntio (OIC); b) 

advancing and c) receding dynamic contact angie 

of PU simples as a hinciion of sterilization 

technique and number of cycles. 

Receding angle 

O 5 10 

Number of sterilizatioa cycles 



The average advancing (83 and receding (&) angle at the first cycle of immersion are 

reported on Figure 2.13b.c as a function of the number and type of sterilization. 

Modification of the contact angles was found to be in accordance with XPS results. The 

two plasma-based stedizers induceâ a decrease of both advancing and receding angles. 

The largest fluctuations were obsewed wiih the decreasing angle. As for XPS, the 

modification was more sudden with Plazlytem, 8, readiiy dropping frorn 60 to 0" rifter 

the 1'' sterilization cycle. In contrast to tbe plasma techniques, pure EO induced a slight 

rise of both 8, and 8,. 

Analysis of hysteresis between the ttiree consecutive immersion loops by DCA also 

brought some interesting observations. For control samples as well as Stemad@ and EO- 

sterilized catheters, only a slight decrease of 0, and 0, (1-3" per cycle) occurred between 

consecutive immersions. This was almost undetectable on the load-displacement curve. 

In contrast, sarnples sterilized by Plazlytem had a different behavior, the first advancing 

angle king mackedly smaller than that of subsequent immersions (Figure 2.14~~). Figure 

2.14b presents the hysteresis, Hi-2, of 8, between îhe first and second cycles for al1 

samples. 



load 

Figure 214 a) Typical DCA load-displacernent curve of PIiuIyte@-sterilized samples ; b) Hia hysteresis 

( H & 3 ,  1" cycle - 8a 2d cycle immersion in water), as a function of siecilization technique and nurnber of 

cycles (DCA; n=6; NS : untreated ; €01 : 1 cycfe sierilization by EO ; PZ : Pliizlyte ; ST : Sierrad) 

For both SterradB- and Plazlyte'M-processed samples, attention was focused on spectrai 

regions cocresponding to O-containing chernical bonds, i.e. the carbonyl region (1730- 

1695 cm-') and the ether region (1 150-980 cm-'). However, no signif~cant modifications 

were obsewed in these regions, nor in any other spectrum regions, Absorption bands 



characteristic of oxidized chemicai gmups (hydronyl, peroxide, hydropemxide ...) were 

not found. 

On the contrary, FMR spectra of samples sterilized by EO showed a slight increase of the 

whole region of CH2 stretching vibrations (Figure 2.15). This rise was quantitatively 

similar after 5 and 10 cycles, but was not observed dter one EO cycle. 

2911P m 2880 2m W O  m 
O 
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Fig~re 215 ATR-FTIR specmm indicating CH2 saeiching vibration bands of PU samples sterilized by 

eihylene oxide. 

None of the sterilizing agents induced variations of the SEC parameten of PU catheters. 

However, when close attention was paid to the chromatographie profile, a slight, dose- 

independent alteration was observed : the oligomer distribution was slightly modified, 

indicating an influence of sterilization on digomers (Figure 2.1 Lb). 



RF-HPLC 

The chromatographie profiles of EO- and Plazlytem-treated samples did not show 

significant modifications when compared to the control spectra. Smples sterilized by 

StemdB showed a decrease of the peak area of irganox 1076 and the presence of a new 

peak that is attributed to degraded Irganox 1076 (Figure 2.16). This phenornenon was 

dependent of the number of cycles and becme significant after 5 cycles. MDA was not 

detected in any of the samples. 

F@rc 216 Peak area of irganox 1076 and degraded Irgmox 1076 as a funcrion of the nurnber of 

S t d d  cycles (RP-HPLC). 

2.3.4.3 Hydrolytic stability of control and steriIized catheters 

To study the hydrolytic stability of control and stenlized catheters, al1 incubated samples 

were subjected to the analysis of SEC parameters and RP-HPLC, while solutions of 

incubation were andyzed by RP-HPLC. 



No modification of SEC parameters occurred with control or stedized samp1es when 

incubated 4 hows. To accelerate the phenomena that may however exist, catheters after-5 

or 10 cycles of sterilization (EO, Plazlytem, StecradO) were submitted to I or 3 weeks of 

incubation, and compared to non-stedized samples. SEC results were compared using 

two calculations based on different peak integrations. The first one included both chain 

distributions, whiie the second one was made from the beginning of the first distribution 

to the inflexion point between the two distriiutions, thus excluding oligomers. Both 

results are summarized in Figure 2.17. Considering the first calculation, control samples 

showed a progressive increase of Mn as a function of time, while followed the opposite 

trend. Sterilized samples showed similar modifications, variations king more significant 

for plasma-stecilized samples and slightly weaâer with EO-stecilized ones, compared to 

untreated controls. Differences were not obsewed between samples subjected io 5 or 10 

cycles. 

Using the second calculation, Mn and i,, remained constant for al1 samples. These results 

indicated that the variations of molecular weight parameters observed by the first 

calculation were only due to modifications in the second distribution, which corresponds 

to oligomers. Thus, macromolecular chahs were not significantly affected by hydrolytic 

conditions. 
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Figure 217 SEC pariuneters of incubated control and sterilized catheters, determined using two different 

calculations 1) including macromolecular chains and oligomers; 2) excluding oligomers (see text) 

RP-HPLC 

After 1 and 3 weeks incubation, the chromatographie profile of non-steniized 

catheters was different from that of non-incubated or 4 hom-incubated samples (Figure 

2.18). These modifications correspond to variations of peak number and intensity, which 

were exclusively observed in the first minutes of elution. This indicated an alteration of 

HS-based oligomers during incubation. Samples sterilized by EO, Stemad@ or Plazlytem 



O 2 4 lime (min) 

Figure 218 Chromatognphic profle o f  non-sterilizcd caîheten before and ûfter 1 and 3 weeks of 

incubation, 

showed the same impact of incubation on their chromatographie profile : steriliiation did 

not decrease the hydrolytic resistance of oligomers in PU catheters. 

Chromatographie analysis of physiological senun media were consistent with previous 

results. No peaks were detected for any of the samples incubated for 4 hours. ln contras& 



peaks were obsewed in solutions after 1 and 3 weeks. Theu short elution time as well as 

their anaiysis by FllR allowed their identification as HS-based oligomers. However as it 

concems traces, it is hardly possible to give any quantitative conclusions, especiaily since 

the shortest oligomers are relatively unstable and reactive, and may thus have been 

modified in the solution. 

2.3.5.1 Surfiace and bulk modijications 

Plasma-based sterilizers, SierradB and Plazlytem, induced surface modifications on al1 

PU catheters. XPS andysis demonstrated surface oxidation, while DCA results were 

indicative of increased wettability, due to the presence of hydrophilic chemicai bonds. 

However, oxidation was not detected by ATR-FiïR. This can be explained by the 

different depth of anaiysis of the three techniques: DCA is influenced by the first atomic 

layers, XPS has a low surface penetration (c 10 nm), while ATR-Fi'IR has a depth of 

penetration of about I km. We cm conclude that surface oxidation was Iimited to the 

near-surface layer. However, the degradation of antioxidant Irganox 1076 in SterradO- 

sterilized siunples probably took place somewhat deeper in the bulk mateciai. 

The observed alterations cm be explained by the nature of the sterilizing agents. Indeed, 

Sterrad-LOOS@ and Plazlytem combine the use of a stcongly oxidative chemicai 

steciiizing agent, hydrogen peroxide (Ha) and peractic acid (PAA) respectively, that is 

vaporized and leR to difhise into the chamber, alternatcly with the pplasma!1~'~18 In the 

StemdB treatment, this chernical phase has been shown to be responsible for most (if not 

ail) of the bactericida1 e f f i ca~~ ; '~  It is also responsible, at least pady, for the obsewed 



alterations. Indeed, Hz@ cm induce polymer oxidation) and vapor Il& exhibits 

moderate to g d  peneiration of medical products, various plastics iike PVC and PE of 

thickness as g m t  as I mm king pnetrated by H&?' Sioce plasma modifications are 

known to be limited to the near-surface region, the long "soak" time of Hz@ is 

responsible for the consumption of the antioxidant irganox in the bulk material. 

Moreover, during the p 1 asma phase, oxygen-containing reactive species react with the 

exposed polymer surfaces, inducing surface oxnlation and e t ~ h i n ~ + * * ~  Plasma can also 

clean, and activate metals to a high energy state, which then attract organic contamination 

on the stexilized surface.24 Finally, a third phenornenon may be implied here : plasma 

exposure can produce free radicals produced at and below the polymer surfaces, which 

can react with atmospheric oxygen and water vapor, giving rise to a wide variety of 

oxygen-containing molaules or finctional groups? In Plazlytem, PAA can dso 

induce surface oxidiition," but the poa penetration ability of PAA vapors can explain the 

absence of antioxidant consumptiodl 

Despite a generdly similar oxidative effect, Sierraci@ and Plazlyîem induced different 

phenomena on PU catheters : degradation of the antioxidant Irganox 1076 was found to 

be specific to SterradO. In bth plasma sterilizers, but especially in the case of 

Plazlytem, reactive chernicals were found to be able to interact with the catheters and 

induce a color change. Moreover, in contrast to al1 other samples, for which the small and 

positive Hin cm be attributed O the change of surface state after water i m m e r ~ i o n , ~ ~  a 

large negative HIn hysteresis was observed by DCA, The decrease of wettability with 

PlazlyteTM is probiibly due to the release into water of polar (wettable) compounds fiom 

the ciltheters' surface during the fmt immersion. These compounds may be labile surface 

residues Wre 1) Low Molecular Weight Oxidized ~ o l e c u l e s ~  pmduced by scission 

during catheter oxidation (mainly wthylfomate and ylxtone28), or 2) persatic scid 

residues adsocbed on the catheter surface during sterilization. A hirther study should 

involve the systernaiic verification of peracetic acid levels below the accepted A M  

limiis. 



The different modifications induced by the two sterilizers highlight the fact that, aithough 

they are both cailed plasma-based sterilization, SterradB and Plazlytem are quite 

different processes. They differ in: 1) (the) nature and concentration of the oxidative 

agent (Ha02 vs peracetic acid); 2) (the) nature and concentration of the reactive plasma 

species due to different plasma parameters, such as the ionized gas, excitation source (RF 

vs MW), and reactor geometry (direct vs downstream plasma) ; 3) the duration of the 

sterilizing cycle. A step-by-step study of each parameter of the sterilizers would help the 

comprehension of the fundamental mechanisms. 

On the contrary, XPS and DCA analyses of samples subjected to pure EO were indicative 

of a slight alkylation. This was expected since alkylation is the mechanism of action of 

ethylene oxide sterilization on microorganisms, and since such an alteration has already 

been show by others.' in compacison with plasma-based stedizers, sterilization by 

ethylene oxide seemed to have an effect on a deeper layer of the polymer, as alkylation 

was aiso visible by ATR-RIR. Alkylation is a globaI phenomenon, related to three 

possible causes: 1) residue of ethylene oxide molecules in the macromolecular network; 

2) polymer cross-linking; 3) alkylation due to bonding of ethylenc oxide molecules with 

specific chernical groups. 

Considering buk anaiysis, SEC results showed the absence of any effect of plasma-based 

and EO sterilizaîions on Mn, MW and 1, parameters of PU catheters. The observed 

modifications of the oligomer profile were too smd to induce a variation in the above 

parameters. Chromatographie resolution was not high enough to ailow a precise 

interpretation of the implied phenomenon. However, these alterations were consistent 

with an absence of macromolecular chah scission and cross-linking. Thus no aiteration 

of the mechanical properties of catheters cm be expected. Modification of the oligomers 

is probably not specific of the sterilizing agent, but rather due to generai stressing factors 

during sterilization process. 



2.3.5.2 Hydr~ipk stability 

The biostability of stedized PU catheters was another concern in this work. The catheters 

were identified as polyether-based polyurethanes, which possess a good hydrolytic 

mistance compared with polyester-based PU? Then it was demonstrated that despite the 

slight modifications mentioned above, plasma-based and EO sterilization did not 

decrease the hydrolytic stability of PU catheters : no significant variation of 

macromolecular chin  lengths was obsewed using SEC. Moreover, the nature of the 

released compounds was identical. 

We encountered experimental problems in ATR-FTiR for the evaiuation of chah 

degradation after incubation in the physiologicai serum. The reference wavelength 

usudly used to compare spectra could no longer be ernployed for this andysis, as it 

belongs to chernical groups of released hard segments. Moreover, immersion in a 

hydrophilic solution is known to lead to a reorganization of hard and soft segments on the 

surface of catheters. Ttiese combined difficulties did not allow a precise quantitative 

cornparison between spectra. However, we did not observe a significant modification of 

any absorbance ratio that could indicate an intense hydrolysis of the PU miicrornolecular 

chains. 

The sole additionai phenornenon implied by both Plaz1ytem and Stemad@ in cornparison 

with control and EO sampIes was an increase of released oligomers during the immersion 

of catheters in physiological semm, as show by the vanation of SEC parameters. 

Observed changes in SEC oligomer profile d e r  sterilization cm be related to surface 

hydmphilization of catheters. bdeed, oligomers are known to be preferentially Iocaiized 

in the extemai layers of the polynter.m h addition, they are relatively unstable and 

reactive molecules. Thus, oxidation might have occurred preferentiaüy on these 

compounds and led to their degradation (scission). Induced lower rnolecular weight 



compounds are more mobile in the macromolecular network and can thus be more easily 

released in the biological semm during immersion. On the contrary, the lower oligomer 

release fier EO sterilization is probably related to crosslinking and alkylation. 

This study was c d e d  out to compare plasma-based and EO sterilizations in terms of 

material damage for electrophysiology catheters. Plasma-based sterilization by Stemad@ 

and Plazlytem ailows a much quicker reuse of catheters compared to pure EO, since no 

aeration is required. Material modifications were found to be lirnited to oxidation of the 

near surface layer, while EO induced slight but deeper alkylation. No carcinogenic MDA 

was detected with either plasma-based sterilizers or EO sterilization. However, since 

modification of the oligomer profile and surface oxidation was found to be induced by 

plasma-based sterilization, the biocompatibility of sterilized catheters must be assessed. 

This is presently king tested in our laboratory and will be published later. The in vitro 

cytotoxicity test we have performed on catheter extracts at the present time showed no 

cytotoxic effect of Stemad@ sterilization on the PUR ~atheters.~' Yet, sterilization seems 

to express an anti-proliferative effect, which decreases the number of cells compared to 

non-sterilized catheters, and calls for further investigation. Finally, before concluding 

safe reuse of catheters, a hture study should inch& the effect of cleaning and reuse 

since these two steps can induce even more severe material dterations. 
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CHAPITRE 3 - MECANISME DE DESTRUCTION DES MZCRû- 

ORGANISMES PAR PLASMA BASSE PRESSION 

Nous passons maintenant a la seconde partie de cette tfièse, qui concerne l'étude du 

mécanisme d'action du plasma sur les micro-organismes. Le chapitre suivant regroupe les 

deux articles relatifs à nos travaux sur ce sujet. Dans le premier, l'accent est mis sur 

l'étude de la. gravure comme m6canisme de destruction des micro-organismes, alors que 

dans le second, nous focalisons sur te rôle des photons ultraviolets. 

3.1 Choix du micro-organisme étudié 

Comme nous l'avons vu lors de l'introduction, pour obtenir Ia stérilisation par un 

procédé, il faut que celui-ci soit capable de détruire au moins 6 log de tout type de 

microorganisme. Nous avons donc décidé d'étudier l'effet du plasma sur l'un des micro- 

organismes les plus résistants au prockdé, les spores bactériennes Barillus subtilis. 

Les endospores sont des bactéries à l'état donnant, dans un état très déshydraté, avec une 

activité enzymatique et respiratoire limitée au maximum @kicks, 1999 ; Meyer et al., 

1984 ; Tortora et al., 1994). mes  se forment à partir des bactèries végétatives 

(sporulation) lorsque le milieu s'épuise en éléments nutritifs et peuvent retourner sous 

forme végétative (germination et croissance) lorsque le milieu est à nouveau favorable 

@ncks, 1999). Lors de la differentiation d'une bactérie en une spore, diff6rentes 

nouvelles smcnues morphologiques sont formées, notamment les tuniques (ou "coar" en 

mglais). Les spores contiennent également des composés uniques comme l'acide 

dipicolinique @PA) et des proportions de métabolites fort différentes de celies des 

bactéries initiales. Ces modifications procurent aux spores une résistance 



extraordinairement élevée aux procédés de stérilisation comparativement aux autres types 

de micro-organismes (champignons, virus etc.) et aux cellules (Buchanan et al., 1994 ; 

Chang et al., 1985 ; Tortora et al., 1994 ; Warth, 1978). C'est pourquoi les endospores 

bactériennes sont en général utilisées pour tester et valider l'efficacité des procédés de 

stérilisation. 

Dans le cas du plasma, il est généraiement reconnu que les spores Bacilhis subtilis sont 

parmi les spores les plus résistantes et ayant un comportement reproductible ; c'est 

pourquoi nous les avons choisies pour notre étude (Hury et al., 1998 ; Jacobs, 1995). Un 

schéma de leur structure est présenté à l'article 4 (Figure 3.16). il est bien évident que 

pour valider un procédé, démontrer son efficacité sur les seules spores Bacill~rs subtilis ne 

serait pas suffisant : il faudrait tester une large variété de micro-organismes ainsi que, 

autant que possible, les prions. 

Dans le premier article de ce chapitre, nous présentons notre étude du rôle de la gravure 

et de différents paramètres expérimentaux du plasma dans le mécanisme de destruction 

des spores Bacillus siibtilis. 
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The aim of this work is to investigate possible mechanisms of sterilization by low- 

temperature gas plasma : here, spore destruction by plasma is compared with etching of 

synthetic polymers, Bncillus subtilis spores were hoculated at the bottom of glas vials 

and subjected to different plasma gas compositions (Oz, O JAr, 02/H2, COZ, 02/CF,t), al1 

known to etch polymers. 02/CF4 plasma exhibited a much higher e€ficacy than ail other 

gases or gas mixtures we have tested, with a more than 5 log decrease in 7.5 minutes, 

compared to a 2 log decrease with pure oxygen. Examination by scanning electron 

rnicroscopy showed that spores were significantiy etched after 30 minutes of plasma 

exposure, but not completely. We speculate about their etch resistance, compared with 

that of synthetic polymers, on the bais of their morphology and their complex coating 

structure. In contrat to the so-cded in-houe plasma, stedization by Stemda tends to 

increase the obsewed spores size ; chemical modification (oxidation), rather than etching, 

is believed to be the sterilization mechanism of SterradB. 

Key words : stedization, Iow-pressure plasma, rnechanism of spore destruction, etching, 

02/CF,t 

3.2.2 Introduction 

Gap plasma tecbnology is incmasingly used to etch and modify polymeric surfaces;' a 

less common application so far is its use as an alternative low-temperature stedization 

method for biomedical devices. The incteasing deve1opment of complex, delicate 

polymecic devices for medical applications, and the presence of hazacdous residues and 

by-products left by cbemicd steiilization, for exampie when using ethylene oxide (EO) ' 
have underlined the critical need for safer, alternative Iow-temperature sterilization 



methods ; this has greatly raised the interest in low-pressure gas plasma sterilization in 

recent years. 

Very succinctly, cold plasma is a partially ionized, low-pressure gas, comprising ions, 

electrons, and UV photons, as well as reactive neutral species [radicals, excited atoms 

and molecules), with sufficient energy to break covalent bonds and initiate a variety of 

chemical reaction pathways. Plasma bas been shown capable of destroying 

mi~mr~anisrns.' '~~ It is a promising technology, in that it acts rapidly, does not have 

toxic residuals on processed parts or in the exhaust gas, and the temperature of a substrate 

usually does not exceed 600 C. 

Two sterilizers using plasma technology have been commercialized, namely StemdB 

(Advanced Sterilization Products, Johnson and Johnson, Arlington. TX), and plazlytem 

Sterilization System (AbTox Inc., Mundelein, IL). However, little is known or published 

so far about their precise mode of action, for both methods combine the use of an 

oxidative chemical phase in their sterilization cycles, in addition to plasma. The plasma 

sterilization principle of Sterrad-100SB consists of diffusing vaporized Hz02 in the 

treatment chamber, prior to wplying 300 watts of radiofrequency (RE;) power at a 

pressure of 0.5 Ton to create the plasma. PlazlyteB uses peracetic acid vapor exposure, 

which is alternated with a downstream plasma treatment by microwave (MW) excitation 

of a low-pressure gas mixture comprising 02, Hz, and inert gas. Owing to the two distinct 

treatment phases (chemical and plasma), many questions still remain, for example 

regarding the inherent bactericidal efficacy of either phase, wherher they act in synergy or 

not, the efficacy of plasma bough sterilization wrapping, etc. Recently, Krebs et al." 

reported that the measured efficacy of tbe Sterrad@-100 process is above all due to 

hydrogen peroxide, the chemical agent that is left to diffuse during 50 minutes, prior to 

its destruction by the action of plasma exposure. 



More generally, at this point in t h e ,  the efficacy and the mechanisms of plasma 

processes upon micmorganisms are still Iargely unknown. Most of the available data 

corne from the patent Literature, and results are often conttadictory. 3,4,8,[0,12 Among 

specific physicochemical mechanisms of plasma which can possibly kill micro- 

organisms, the foiiowing have b e n  suggested : physical sputtering of the outer ce11 wdls, 

chernical demation by rextive species, a d o r  by UV light from the plasma. 8.10.12 As 

dso pointed out by ~elletier.'~ microarganisms are in Mme ways similar to synthetic 

polymers, namely macromolecules composed of the elements C, H, N and 0 ;  it is 

therefore interesting to draw pardlels with the abundant literature on plasma treatment 

and etching of polymers. Many gases and gas mixtures cm etch polymers in low-pressure 

plasma, the common feature k i n g  that they convert them into volatile reaction products, 

which are then removed by the vacuum pump. Many of the same gases have also been 

shown to have some efficiicy in spore d e s t r ~ c t i o n . ~ ~ ~ ~  Since polymer etch rates 

exceeding 1 pm/ Mn. can be achieved with plasma,'c16 it is interesting to examine the 

possibility that simple etching (volatilization) may be one of the main mechanisms of 

spore destruction by plasma. 

The objective of this work is to study the effect of gas plasma on bacterial spores. More 

specifically, our first goal h a  been to compare the efficacy of different plasma gas 

compositions, al1 known to etch polymers. To further help us elucidate possible kill 

mechanisms, we looked for the visible effect on spores by scanning electron microscopy, 

and cornpareci the results of treatments in laboratory plasma with those of Stemad@, pure 

EO, and steam sterilizations. 



3.2.3 Materials and methods 

3.2.3.1 Sample preparation 

Bacillus subtilis (Bs) spores were chosen, since they are known to have high resistance to 
5,10.17 plasma, and since they are used as SterradB biological indicators. Bs spores in 

suspension in a 40 % ethanol solution (ATCC 9372 : lot 973087, SpordexQ, AMSCO, 

Erie, PA) were used in this study. The D-values (tirne necessary to decrease the number 

of spores by one log) of these spores in dry heat or in pure ethylene oxide are 1.3 and 3.8 

minutes, respectively, according to the supplier. One hundred microliters of the 

suspension was aseptically spread on the fiat bottom of special borosilicate glass virils 

(@= 25 mm, h= 18mm), in the fonn of a monolayer, and left to dry. Preliminary studies 

showed that the initial number of spores, their dispersion and concentration (that is, their 

distribution) influenced the results. Thecefore, we kepi the initial number of spores (10') 

and the surface area (200 mm2) constant, so as to ascertain a monolayer of spores for 

each sample. For reasons to be explained in the " Discussion" section, we have also 

caccied out some experiments with polystyrene (PS) microspheres (lpm diameter) in the 

place of the Bs spores. 

3.2.3.2 Plasma exposure 

Plasma sterilization treatments were carried out in a " large-volume rnicrowave plasma " 

(LMPfM) reactor, described elsewhere,14 but shown schematically in Figure 3.1 : 

microwave power (MW : 2.45 GHz) is applied frorn a strapped-bar slow-wave structure 

through a rectangular fused silica window into the stainless steel reactor chamber. The 

grounded stainless steel sarnple holder was maintUned parailel to the window, so that the 



open ends of the vials faced the glow zone. For each expeciment, three vials were placed 

into the plasma reaction chamber. 

sample holder ' w  
Figure 3.1 Schematic representation of the in-house microwave plasma 

Oxygen-containing gases or gas mixtures used for this investigation were the following : 

1) pure 0 7  ; 2) 02M2 (20180%); 3) 02/Ar (50150%) ; 4) 02/ArM2 (33% each) ; 5 )  pure 

CO? ; and 6) O21CF4 (various mixture ratios); these were chosen on the basis of earlier 

literature on sterilization and on polymer etching, as discussed betow. Oxygen plrisma is 

widely used for the removal of organic materiais, for example for the removal of 

photoresists after lithographie operations in microelectronics,' and the etch rate is 

strongly correlated to the concentration of oxygen atoms, [O], produced by the 

dissociation of 02. '~ Addition of inert gas, like argon (Ar), is known to increase the yield 

of atomic oxygen in 0 2  plasma,'.19 while the addition of H2 increases the output of WV 

radiation by the plasma?0 Finally, cm play an important catalytic role in the etch 

process, and greatly increase the etch rate of pulymers. 1.14,15 C a  was also chosen, 

because it has demonsûated higher bactericidd efficiency than pure a." Each of these 

gases was introduced into the chamber at an operating pressure of 80 mTorr, and plasma 



was excited with 200 Watts of MW power. Spores were exposed to the plasma for 2.5, 

7.5 and 15 minutes, the " treatrnent tirne", t, In order to minimize any possible 

temperature increase (that is, to separate thermal and plasma effects), the plasma was 

applied in the form of 30 second pulses, foiiowed by 30 second pauses. Arnong the mmy 

experimental plasma parameters, we chose to study the influence of flow rate (F), as well 

as the distance between the spore-bearing substrate and the microwave window (d), 

where both these factors are known to irîfiuence the types and concentrations of plasma 

species reaching the samples. However, for most experiments, d was tïxed at 6 cm, small 

enough for the plasma glow to penetrate into the volume of the vials, and F was 

maintained at 50 standard cubic centimeters per minute (sccm). 

After treatments, the spores were recovered aseptically in brain heart infusion medium, 

serially diluted, and spread on blood agar. The numkr of colonies regenerated was 

counted after 24 hours of incubation at 37OC. The log reduction of spore count, also 

cailed mortality (M), was calculated by averaging log ( N a )  for given treatment 

conditions, where No is the initiai number of viable spores (caiculated €rom 3 control 

viais), and N is the number of viable spores afier exposure to plasma. From these data, M 

was plotted versus t. 

3.2.3.3 Scanning Electron Microscopy (SEM) anulysis 

Spores were inoculated on gIass and on single crystai silicon substrates, and subjected to 

15 minutes of plasma treatments, as previously descriid. A thin, conductive film of 

gold-palladium was then depsited ont0 the surface, following which the treated and 

untreated spore samples were observed by SEM (JEOL, JSM 840). The effects of the in- 

house plasmas with different gas mixtures were compared with those induced by 

commercial sterilization techniques such as Sterrad-100S8, pure ethylene oxide 



(SteriVacEO, 3M), and stearn (AMSCO, 3M, 20 minutes at 121°C) ; samples for 

commercial sterilization were added to normal sterilization loads in hospital facilities, 

prior to their observation by SEM. 

3.2.4.1 Sporicidal efficacy of plasma treatments 

The relative efficacies of the six different plasma iceatments on the Bs spores are 

compared in Figure 3.2 ; d l  treaûnents are seen to have induced a spore mortality of 2 log 

or more in 15 minutes, pure 02 plasma king the least effective treatment. Little 

difference can be noted between 02, OZ/Htr 02/Ar, &M2, and CO2 plasmas, while 

02iCF4 plasma exhibits a much higher efficacy, narnely a 5 log decrease within t=7.5 

minutes, compared with the 1-2 log decreases with the other gases or gas mixtures, for 

the same value of t. It is tempting to attcibute this to a higher etch rate of 02/CF4 plasma ; 

indeed, the admixture of a fluorine compound to oxygen is known to greatly enhance the 

etch rate of most polymers,'4 the polymer etch rate varying as a hinction of the CF4 

concentration, [CFd], in the 02iCF4 mixiure. Therefore, we specifically investigated the 

effect of [CF41 on spore mortality, M. Figure 3.3 shows that the variation of M with [Ch] 

follows a remarkably simiiar trend to that of the etch rate, R, of a particular polymer 

(KaptonEO polyirnide), as found in the very same reactor by Lamontagne et al.": both 

curves present clear maxima near [CF4]= 12%. We therefore hypothesize that the 

sporicidal rate in &/CF4 plasma is directly related to the etch rate of the natural 

macromolecules which make up the micmocganisms. The influence on M of gas flow rate 

(F) and the distance between the spore-bearing substrate and the MW window (d) are 

presented in Figures 3.4 and 3.5, respectively : as expected intuitively, M decreased with 

increasing d ; in contrast, M increased with increasing F, reaching a value of more than 6 



log in t=5 minutes. Since the behavior of spore monality with time is not always linear, it 

is not appropriate to convert these results into real û-values ; however, the " equivalent 

D-value " for this latter plasma treatment i s  about 0.8 minutes, cornparcd with 1.3 and 3.8 

minutes for dry heat and pure EO, respectively. 

O 5 1 O 15 

Treatment time, t (min.) 

Figure 3.2 Spore rnoriality, M. of microwave plasma as is function of gas composition (p = 80 mTorr ; P = 
200 W ; F= 50 sccm ; d = 6 cm) + : &/CF4 (85/I5%) ;a: &/Ar (50150%); A:&Ml (20180%) ; Li : 

OJHtfAt (33% each) ; A : C ~ Z  ; : 0z. 
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Figure 3.3 : Spore mortality and polymer etch raie as a function of [CFJ], in an 02/CF4 microwave plasma. 

: spore mortality, M, induced by t = 5 minutes of pluma matment (p = 80 mTorr ; P = 200 W ; 50 

sccm ; d = 6 cm) ; + : etch nte, R (pmlmin.) OF Kapton@ polyimide film, in the same reactor (ûfter 

Lamontagne et al '9. 
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Figure 3.4 Spore mortality (M) of a W3 Ptgme 3 3  Spore moanlity (M) of a &/CFj 

plasma as a function of the gas fiow nte F plasma as a function of the distance between 

(p=80 mTorr; P =  200 W;d=dcm;  t =  5 the bonom of vials ruid the microwave 

min. ; [CF4] = 8 46). applic;1ioc, d (p = 80 mTorr ; P = 200 W ; F = 

50 sccm ; t = 5 min. ; [CF,] = 8 %). 



3.2.4.2 Scanning Electron Microscopy (SEM) 

SEM observation has confinned the etching effect of spores by a-containing plasmas, 

particularly by &/a plasma. Conûol BuciIIus suhilis spores are ellipsoidal, with 

average dimensions of 1.2 pn x 0.6 pm (see Fig. 3.6a) ; whatever the gas mixture, spores 

exposed to plasma for 15 minutes were smaller than the controls, indicating some etching 

(Fig. 3.6b), whilc spores exposed to @/CF4 plasma were most strongly etched, as seen in 

Fig. 3.6~ by their much smaiier strucn~es and oiicroscopic debris. Nevertheless, the 

spores exhibited a higher resistance to plasma etching than expected, for even after t = 90 

minutes spores were not completely removed, and solid residues could still be obsewed. 

The effects of the in-house plasma treatments are compared with those induced on Bs 

spores by the commercial sterilization methods (Sterrad-IOOS@, stem, and pure EO), 

and micrographs shown in Figures 3.6d to f present their characteristic effects. The 

variation of the number of spores seen on ihese micrographs is mainly due to non- 

uniformity of the spore Iayer on the substrates before treatment. Clearly, ihere is no size 

reduction visible in any of these micrographs, on the contrary. Therefore, spore mortality 

here cannot be attributed to etching or erosion, as wiU be discussed further in the next 

section. Absence of etching during the Sterrad sterilization process was confirmed by 

SEM examination of small latex microspheres (1 pn) subjected to Sterrad-IOOS8. 



Figure 3.6 Scanning e l e m n  micrographs of Bacillus subtiltk spores : a) unneakd control ; b) spores 

exposed to t = 15 min. of pure plasma ; c) spores enposed io t = 15 min. of O ~ C F J  plasma (p = 80 

mTm, P = 200 W ; F = 70 xcrn ; d = 6 cm, [Cl51 = 15 5%) ; d) spores rreated by Stenad-IOOS@ ; e) 

spores treated by s t e m  autoclaving (20 min, at 121OC) ; and f) spores treated by pure EO. 



325  Discussion 

3.2.5.1 Eflcacy and mechanism of 02-containing plasmas 

We have compared the sporicidal efficacy of various plasma treatments, ail known to 

etch polymers. 0z/CF4 plasma was found to exhibit much higher efficiency in kiIling Bs 

spores than al1 the oiher plasma treatments teste4 particularly the mixture with [CF4] 

=12% ; to the best of our knowledge, we have demonstrated for the first time the very 

higb efficacy of this mixture for sterilization. The sporicidal rate we observed for 02/CF4, 

6.3 log in 5 minutes (which corresponds to more thm 99.9999% destruction), is higher 

than thnt of al1 other gases or gas mixtures we have tested, and higher than vaiues 

reportcd by other au th or^?^'^'.^^ Lin found N20 to be more efficient than Oz and C a ,  

but he obtained less than 5 log reduction after 30 minutes. H2& plasma was found even 

more efficient? but this is still a subject of controversy, since there is remon to believe 

that this efficacy was due to the sporicidal properties of H202 vapor rather than to the 

plasma itse~f.'~~" indeed when H a  w u  not left to diffus before creating plasma, it 

was fwnd less effective in Iulling spores than  CO^." The etfcacy of the low power RF 

argon plasma of Baier et ai was lirnitd to a 3 log demase in 9 minutes? Chau et al.' 

found that ld bacillus stevMhennophilus fded to grow only after 20 minutes of N20 

electron cyclotron resonance plasma treatment. As for et al.'', they obsewed that 

CO2 plasma exhibited a higher desiruciion efficiency tban its pure oxygen counterpart, 

but sporicidal activity was limitai to 6 log in 30 minutes. 

ûuc study has demonstrated that gas mixture and fiow rate gteatly influence the rate of 

spore destruction. However, other parameters cm also explain the efficacy of our system, 

especially the choice of rnicrowave 0 power : it is worth mentio~ng ihat we have 

dso conducted similar plasma stenlization experiments, in the same apparatus, in which 

the MW power source for plasma excitation was replaced by 13.56 MHz radiofquency 



(RF) power; those results will be reported elsewhere. As in the case of polymer 

etching,".16 the efficacy of RF plasma was found to be lower than its MW counterpart, 

under otherwise identical conditions. The reasons for the observed differences between 

MW and RF plasmas have been the object of in-depth investigation in these laboratories 

", and they are basically attributed to different electron energy distributions which, of 

course, strongly affect the concentrations of charged and neutral active species. The 

relatively high power employed ( s ida r  to that of commercial Sterrad and Plazlyte 

systems, but higher than in Som other work '**), and the optimum operating pressure, as 

detennined by results on polymer etching, can also help explain our results. 

Nevertheless, there are several reasons why direct comparisons between published 

studies are generally not straightforward : 1) the behavior of spores under plasma 

treatrnent is not always linear ;"Io 2) spore mistance depends not only on the spore type, 

but ais0 on ihe methods of preparation and regeneration, on the material and geometry of 

the spore carriers, and on their concentration and distribution on the carriers ; 3) plrisma 

exposure parameters, for example the distance between sarnples and discharge source 

also influence results, as we have clearly observed in the present work. 5,lOJ 1 

Unfortunately, these parameters are not always clearly specified in publications and 

patents ; it would be very helpful if they were specified and, ideally, standardized for 

future studies. 

As already stated, Our results strongly suggest that the high sporicidal efficacy of 02/CF4 

plasma is linked with its high etch rate of organic solids- 1.14.1s Therefore, it is interesting 

to relate our results to the literature on polymer etching. To enhance polymer etching, 

plasma parameters cm be selected so as to increase the dissociation of 02 to atomic 

oxygen, to decrease recombinative loss of 0, and to increase the flux of O h m  the 

plasma to the sample.' This cm explain, for example, why we found spore mortality, M, 

to increase witb the gas flow F and to decrease with the distance d. Although argon 

metastables are known to play an important role in the overall excitation mechanism of 



0 2  plasmas, 02/Ar plasma did not demonstrate much greater efficiency than pure Oz 

plasma. Neither did the 02M2 plasma, although it is known for its increased output of 

highiy energetic VUV radiation, compared to pure plasma. This suggests that the 

sporicidai action of plasma is not greatly atTected by VUV radiation. Further 

investigation of this controversiai issue is currently in progress. 

In conüast to Ar and H2, the addition of C& greatly enhanced spore mortality, since 

fluorine-containing additives, such as  CF4, enhance etching by two different pathways 

(Fig. 3.7). First, they are known to increase the oxygen atom concentration ; second, and 

more important, fluorine atoms produced via the dissociation of CF4 play a " catdytic " 

role in the etch process, by " weakening " the polyrner : F atoms can abstract hydrogen 

from organic solids through highly exothermic reaction, following which the resulting 

radical sites are readily attacked by O atoms, or possibly even by molecular oxygen.' 

Backbone bonds near the radical sites are thereby significantly weakened, and this 

reaction sequence leads to the observed volatile reaction products (HF, CO, C a ,  

COF2, ...). The catalytic effect of CF4 can explain the higher efficacy of 02/CF4 plasma 

compared to the other gas compositions studied here and by other authors. 

While SEM observations of spores generdly do not allow one to draw conclusions about 

the rnechanism of a given sterilization processes, they clearly show that etching 

contributes to the action of @-containhg plasmas, particulacly of 02/C& plasma. 

However, the Bs spores exhibited a surprisingly higher resistance to etching than 

expected for, even after 90 minutes of %/CF4 plasma, they were not totally removed. 

Yet, the initial spore layer thickness in the viais was only a monolayer, less than 1 pm ; 

under the same etch conditions, a 1 p-thick film of synthetic polyrner would have ken  

completely removed in at most a few minutes in thïs samc appmtus.'d~ls 



Pure oxygen plasma + 
Addition of Ar, He, N2, H2 ancilor changes in 
treatment parameters (Tsy P, F,. . .) 

Addition of CF4 , 
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H abstraction, reaciive species concentration, 
formation of radical sites andor ? flux of species to the sample 

( Etching / spore mortahty enhancement 1 

Figure 3.7 Schematic representation of etching in a low-pressure oxygen plasma ; enhancement by addition 

of a fluorine-containing gs. 

There may exist several possible explaoations for this unexpectedly high resistance : the 

first is related to the self-cepairing ability of spores, and to their particular structure and 

composition. Unlike inanimate synthetic polyrners, microorganisms are capable to self- 

repair, so that damage is not always irreversible. Preliminary microbiological results 

showed that the number and size of spore colonies regenerated on gels depend on time 

&ter plasma treatment, which could suggest that some fraction of the viable spores 

damaged by the plasma were capable of recovery. Moreover, the basic structure of spores 

comprises a central core, surrounded successively by a membrane, gerrn ce11 wail, cortex, 

coats, and sometimes an outemost layer eailed exo~porium.~' In other words, the etch 



process rnust penetrate through several layers of structurai protein before the reactive 

species cm mach and destroy the actuai core. Finally, the compositions of smail 

molecules in the spore differ from those of vegetative bacteria, spores having much 

higher calcium and manganese contents?' For example, about 10% of the spore dry 

weight is composed of dipicoiinate anions and calcium cations. Caicium is concentrated 

in the core, but significant amounts can aiso be present in the cortex and coats. This high 

concentration of mineral ions, especially calcium, could conceivably lead to the 

formation of a protective Ca0 layer during oxidation by plasma and this, in mm, might 

retard the etching of deeper-lying constituents of tbe spore. To test this hypothesis, we 

have performed preliminary surface analyses of plasma-treated and untreated spores by 

X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), and by time-of-flight secondary ion mass 

spectroscopy (TOF-SIMS). Since no important differences, for example caicium 

enrichment, could be observed between the two sample types, this particular investigation 

remains inconclusive. Nevertheless, a significant organic layer was found to persist after 

plasma treatment, which resembles the layer More treatment. 

A second hypothesis is that the micmscopic, ellipsoidd morphology of the spores may 

help to protect them against plasma etching. To test this hypothesis, we have subjected 

polystymne microspheres of 1 prn diameter (Fig. 3.8a) to the sarne O2/CF4 plasma etch 

conditions which were used for spores. As shown in Figures 3.8b and c, residues were 

still present &ter t =15 minutes, while a PS fdm would have left no trace." However, the 

observed residues appeared to derive from the outer perimeter of the particles (see Fig. 

3.8c), not fiom the center. This cails for fiwther investigation, now in progress. 



Fi i re  3.8 Scanning electron minographs of polystyrene latex particles a) untreated conml ; b) and c) two 

different locations, after a 15 min. exposure to WCFJ plasma (p = 80 mTorr, P = 200 W ; F = 50 

sccm ; d = 6 cm, [Ch] = 15%). 



3.2.5.2 Sterilization mechanisms of commercial processes 

in contrast to the in-house plasma treatments, sterilization by steam, pure Et0 and 

StemdB does not induce any apparent loss of spore materiai (Figs. 3.6d-f). Indeed, SEM 

observation reveals that etching does not play a significant role in the Sterrad-LOOS@ 

sterilization system ; on the contrary, spores subjected to Sterrad appear larger (Fig. 

3.6d), which is most iikely indicative of chemicai denaturization, for example oxidation, 

which can be induced both by the vapotized H2@ (chemicai phase), and by other reactive 

species during the plasma phase.'7fJ However, Krebs et al!' have recently shown that the 

&O2 chemicai phase largely dominates over plasma effects in Sterriid-1008 sterilization. 

Regarding spores kilted by stem (Fig. 3.6e), their outer membranes appear to have been 

disrupted, probably due to denaturation of their proteins by hydrolysis? Et0 

sterilization, on the other hand, has little apparent effect on the spore morphology (Fig. 

3-60 ; this is not unexpected, considering that the accepted mechanism is alkylation of 

specific chemical hnctional gmups of nucleic acids in the ce11 nucle~s.~ 

3.2.6 Conclusions 

Ali plasma treatments we have investigated have proven capable of killing Bacillus 

subtilis spotes, but their relative efficacies varied significantly arnong the vaiious 

precunor gases. We have demonstrated, to the best of our knowledge for the first tirne, 

the particularly high efficacy of @/CF4 (88/12%) plasma for sterilization, which we bave 

attributed to its high etch rate. @/CFI might therefore be used to advantage as a gas 

mixture in new plasma sterilization technologies. Since we have cleariy shown plasma 

etching to be a key conûibutor to spore mortality, plasma is also likely to prove effective 

in destroying prions and endotoxins, whkh most stedization processes fail to 

ina~tivate.~ However, spore destruction by plasma has been lound to leave solid 



residues, which may conceivably result in adverse biological reactions. More generaiiy, 

since etching is a non-specific mechanism, @/CF4 plasma will also attack the surface of 

polymeric biomedicd devices k ing  sterilized, resulting in surface modification, for 

example ablation, partial fluorination, and oxidation. This may have consequences on the 

biological and physical performance of the sterilized de vice^:^^ and it must be 

considered in the application of plasma to sterilization ; this is an important subject of 

cumnt investigations in Our laboratories. 
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3.3 Effet de l'emballage sur l'efficacité du plasma 0z/CF4 

Nous présentons ici des résultats qui n'ont pas été intégrés à l'article 3. Dans cet article 

nous avons vu qu'une mortalité de 6 log en 5 minutes peut être obtenue avec un plasma 

02/CF4. Cependant un critère important de la stérilisation consistant à pouvoir pré- 

emballer les dispositifs, nous avons testé l'efficacité de notre plasma 02/CF4 à travers 

deux pochettes d'emballage plastifiées : 

1) Dual-Peel@ (Allegiance Healthcare Corporation, USA) constitué d'un feuillet en 

polyester 1 polypropylène, l'autre en papier de grade médical. Cet emballage est 

couramment utilisé pour la stérilisation par OE et PlazlyteTM. 

2) Emballage spécifique de Stemad@, constitué d'un feuillet en Tyvekm et d'un autre en 

polyester-polyéthyliine. 

Les résultats sont présentés à la figure 3.9. 

Mortalité, M (log) 

Emballage DualPeeD- 5 DualPeeD-15 SansehalIage 1 Serrada-5uin min niin 

Figure 3 3  EffTcacitd du plasma @/CFJ 2 travers les emballages DualFeel@ et Stemad@. 



Le taux de mortalité M diminue de façon radicale en présence des deux emballages. Avec 

une du& d'exposition de 5 minutes, M est nul avec l'emballage de Stemad@, et d'un log 

seulement avec bai-Peel@ contre 6 log sans embailage. Après 15 minutes d'exposition, 

le taux de mortdité monte ii 2.5 log avec Dua.Peel@. 

Une baisse importante de l'efficacité avait &gaiement été observée par Lin (1986). Elle 

s'explique par la recombinaison des espèces actives Iocsqu'eIles tentent de traverser 

i'ernballage dont l'épaisseur est de 50 ?i 150 Pm. La faible efficacité qui subsiste peut être 

due à: 1) la diffusion des espèces actives du plasma à travers l'emballage 2) la génhtion 

du plasma à l'intérieur de l'emballage ; voire même 3) une gravure de l'embdlage qui 

agrandit les pores et laisse passer plus facilement les espèces actives. Dms ce dernier cas, 

les propriétés de barrière de I'embailage peuvent être altérks. Quoiqu'il en soit, le taux 

de mortalité obtenu ici avec l'emballage n'est pas satisfaisant. 

Dans l'article suivant, nous complétons les résultats précédents par une étude sur l'effet 

de la fréquence d'excitation sur l'efficacité du plasma Nous reportons ensuite notre 

travail sur les photons VUV ( k 200nm)' qui s'avhmt moins efficaces que nous le 

pensions. Lors de la recherche bibiiognphique, nous avons réalise le cloisonnement des 

diffétentes disciplines impliquant les ultraviolets (photobiologie, stédisation, photo- 

chimie, physique des plasmas, microbiologie). Dans la discussion nous tentons de faire le 

pont entre ces disciplines très variBa, afin de faire le bilan le plus compbt possible des 

connaissances, de comprendre la faik efficacité des VUV et d'en ddduire le rôle des 

UVNUV dans le mécanisme du plasma qui est sujet à controverse comme nous i'avons 

vu au chapitre 1. 



3.4 Sterilization by low-pressure plasma : the role of vacuum- 
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Low-pressure plasma is a promising method for destroying rnicroorganisms, an 

alternative to "conventional" methods, which have numerous drawbacks. Several plasma- 

based sterilization technologies are presently under development, even though the exact 

role of the various plasma constituents, for example ultraviolet radiation, on the 

sterilization mechanism is still unknown and subject to controversy. In this snidy, we first 

report high sporicidal activity of a micmwave (MW) plasma compared to its radio- 

frequency (RF') counterpart, which we believe to be due to the higher concentration of 

rextive particles in the former plasma We then report a relatively low sporicidal efficacy 

of vacuum ultraviolet (VUV) radiation (between 115 and 170 nm) emitîed by an 

hydrogen MW plasma, in spite of the high effectiveness of these photons to break 

chemical bonds. We discuss these results in terms of etching (ablation), which we have 

observed for both synthetic polymers and spores, and in terms of other possible 

mechanisms proposed in the literature. The spocicidai effectiveness of VUV/UV radiation 

appears to Vary markedly with wavelength and intensity, on account of spore structure 

and molecular absorption. 

Key words : sterilization mechanism, low-pressure plasma, vacuum-ultraviolet, bacterial 

spores, etching. 



3.4.2 Background and introduction 

Plasma sterilization is a relatively new application of low-pressure piasma. It is a 

promising alternative to other sterilization methods, such as those based on elevated 

temperature (stem autoclave and dry heat), gamma-irradiation and ethylene oxide, which 

are generally not weli adapted to the new challenges of clinical sterilization (short 

sterilization cycle, low temperature, absence of toxic residues etc. ..). 

A low-pressure plasma can be briefly defined as a partiaily ionized gas, comprising 

charged particles (ions, electrons), neutral particles (atoms, excited and ground-state 

molecules, radicals) and photons covering a broad spectral range ; the latter mainly 

originaie from deexcitation of various excited species present Plasma is generally created 

by applying high frequency (e.g. radio-frequency (RF) or microwave (MW)) electnc 

power to the gas; a key reason for using plasma in sterilization, is the presence of the 

highly reactive species (more reactive than "conventionai" chemicai species), while 

maintaining items to be sterilized (eg polymers) near ambient temperature. 

Oxygen-containing plasmas have been shown to be capable of destroying 

microorganisms, but the mechanism is still unclear : the roles of the various types of 

reactive particles are not known and subject to ~ontrovers~.''~ It has been suggested that 

ions and electrons play a minor role in plasma sterilization, while ultraviolet radiation and 

reactive neutral particles (such as atomic oxygen) are thought to be the principal 

sterilizing agents of the plasma, However it is stiU uncleu whether radicals or photons 

play the main d e  in the destruction of microorganisms in plasmas ; yet, a better 

understanding is necessary to develop more efficient sterilization systems. 

For the study, development, and vaiidation of sterilization processes, one generally uses 

bacterial spores, which are the most resistant fom of living microorganisms. Spores are 



produced by differentiation of vegetative bacteria after exhaustion of necessary nutrients, 

during which a number of new morphological structures are formed, including proteinous 

outer layers, which contribute to tbeir extraordinary cesistance to sterilization processes? 

The effect of plasma and of W radiation on polymers is an important research topic, 

including at Ecole ~ o l ~ t e c h n i ~ u e ? ~ ' ~  Since micmorganisms bear certain similarity to 

synthetic polymers, being macromolecules composed of the elements C, H, N and 0, our 

approach has been to draw parallels between the destruction of microorganisms and the 

abundant literature on plasma treamnt and etching of polymers : h previous articles, 

we have shown that a mortality rate of Bacillus subtilis spores of more than 5 log in 5 

minutes cm be achieved with a MW &/CF4 plasma (88/12%). This particular gas 

mixture was found to exhibit a much higher efficacy than al1 other gases or gas mixtures 

that we have tested, an observation we have correlated with its high etching rate?-" Thus, 

etching appears to be a key mechanisrn in plasma sterilization, but many associated issues 

remain unclear. We believe that the high efficacy of our 02/CF4 plasma system, 

compaced to other published results 35.16.17 is due to the gas composition and the high 

flow rate, as further explained in the above-mentioned publications~7 but dso to our 

choice of a MW power source: in contrast to other systems like Stemad@, which use RF 

(13.56 MHz) excitati~n,'~ we used MW (2.45 GHz) power. Differences between MW and 

RF plasma, the object of indepîh earlier investigation in these ~aboratories,'~.~~ are 

attributed to different electron energy distribution functions and to a resulting higher 

population density of energetic electrons in the MW case, which gives rise to higher 

concentrations of reactive precursors.'g" l Anm of our study was therefore to compare 

RF and MW plasma in tenns of bacteridal activity. 

A second objective of this w o k  has been to stirdy the effect of plasma WNUV 

radiation on microorganisms. As already mentioued, plasmas emit electromagnetic 

radiation ranging from far ultraviolet to the infiared Figure 3.10 presents the terms 

employed in this paper for the ultraviolet part of the spectrum, subdivided into several 



wavelength (or energy) ranges : 1) ultraviolet (UV), from 200 to 380 nm, and 2) vacuwn- 

ultraviolet (VUV), below 200 nm, so called because it is absorbed in atmospheric 

oxygen. The UV portion, in turn, can be separiited into W-A, UV-B and W-C, which 

have k e n  subject to numerous studies in photobiology, for example for its mutagenic and 

mortality effects on cells through DNA damage. W - C  at 254 nm has k e n  used for many 

years for surface disinfection, especiaily in the food industry, and for the prevention of 

infections in healthcare facilities, but the efficxy of this procedure is often questioned?2- 
25 

5(nm) =IO 100 200 290 300 320 380 760 
E (eV) ~ 3 0 0  12.4 6.2 4.3 4.1 3.9 3.3 1.6 

Figure 3.10 Wavelength and energy o f  radiation in the ultraviolet and visible portions of the specwm. as 

used in plasma physics and in photobiology (5 : photon wavelengih ; E : photon energy). 
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Far-W (100 < k c 200 nm) is an important component of VUV emission from plasma, 

since these photons have energy which greatly exceeds that of dl chemical bonds in 

organic molecules, and thus may attack microorganisrns by breaking bonds in iheir 

pmtective However, the role of WVNV radiation h m  plasma is also 

a subject of some controversy : according to some authors, UV radiation plays the main 

role in plauna stecilization of open surfaces. whüe other authors c l a h  its effect to be 

negligible.' 
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Extensive ment studies in our lab~rator~, '~ ' '~  have examined W W  emissions from 

various plasmas, and their effects on different polymers, for example etching : while 

VUV radiation alone cm etch (or ablate) polymers, spergistic interaction of VUV and 

reactive oxygen species (particularly atomic oxygen-AO) created by VUV radiation in an 

oxygen atmosphere gives rise to higher etch rates ; A 0  alone was found to have only 

littie effect." Since we have shown that etching is a key mechanism of spore destruction 

by a second objective of the present work has been to study the effect of 

VUVIUV radiation on spore mortaiity, for example in the form of possible synergies 

sidar to those obsewed for polymer etching. 

3.43 Experimental methodology 

3.4.3. J Sterilization experiments with MW and RF plasma 

Bacillus subtilis (Bs) spores (ATCC 9372 : lot 973087, Spordex@, AMSCO, Erie, PA), 

known as the most resistant type of spore to plasma, were used in this study. As described 

in our previous paper, one hundred microliters of Bs suspension (~o=lo' spores) was 

aseptically spread on the flat bottom of special borosilicate glass vials (@= 25 mm, h= 

lgnun), in the form of a monolayer, and left to dry. 

Plasma sterilization treatments were camied out in a " large-volume microwave plasma " 

(LMPm) reactor chamber, descnbed elsewhere? The experimental set-up for MW and 

RF plasma experiments is shown schematically in Figure 2. In the first case, MW power 

(2.45 GHz) was applied from a strapped-bar slow-wave structure through a rectanguiar 

fused silica window into the stainless steel reactor chamber. The grounded stainless steel 

sample holder was rnaintained parallel to the window, so that the open ends of the vials 



were immersed in the glow zone mg. 3.1 la). In a second set of experiments, RF power 

(13.56 MHz) was used instead, as shown on Figure 3.1 Lb ; to shidy the effect of ion 

bombardment, vials were mounted on the RF-powered electrode, where a d.c. bias 

potentid, Vb= -150 V, was maintained. For comparison, nominalty identical sets of 

experiments were carried out, during which vids were mounted on the grounded 

electrode, thereby king exposed to a much lower flux of lower-energy ions." 

OxygeniCF4 (88%/12%) gas mixture was used for this investigation, based on our 

previous cesults? Except for the excitation ftequency. other experimentd parameters 

were norninally identical : Power was maintained at 200 W, totd gas flow rate at 80 

standard cubic centimeters per minute (sccm), and the operating pressure at 80 millitorr 

(1 1 Pa). In each case, three vials were exposed to the plasma for 5 minutes. The effect of 

pure O2 MW plasma was also determined, for reference and comparison with our earlier 

Figure 3.11 Schematic representations of the plasma system used for a) MW and b) RF plasma treatments. 

In this latter configuration, simples were p h d  eitfier on he powered electrode Wb= 150 V) or on 

the grounded elecaode (Vb= O) : O glass vials inoculateci with Bs spores; @ sarnple holder ; O silica 

window; O rnicrowave applicator ; @ mictowave generaiot; Q RF-powered electrode; &) grounded 

elecirode; @ RF (13.56 MHz) power supply; 0 gas inlet; @ to vacuum pump. 



After treatments, the spores were recovered aseptically in brain heart infusion medium, 

serially diluted, spread on blood agas, and incubated dwing 24 hours at 37OC. For each 

sample (n=3), the number of viable spores d e r  exposure to plasma (N) was determined 

by averaging the number of regenerated colonies counted on 3 agar plates. Then, the log 

reduction of spore count, aiso cailed mortality 0, was calculated by averaging log 

(Na) for given treatment conditions, where No is the initial number of viable spores, 

calculated from 3 control vials : 

M = 113 C log (NdN) 
3 

where each value of N is, in turn, the average of three determinations. 

3.4.3.2 Steriiization experiments with MN radiation 

To study the effect of VUV radiation on spores, we have used a second "in-house" 

experimental system (Fig. 3.12), previously developed for the study of VUV effects on 

polymers:'3~is".10 it consists of a hydrogen plasma " lamp ", isolated from the treatment 

chamber by a WV-transparent window of magnesium fluoride (M& : cutoff 

wavelength L = 112 nm). Hydrogen plasma was selected because of its very strong 

emission in the VUV region, comprising the Lyman and Werner series of molecular 

continua below about 160 nm, and the Lyman a line at 121.5 nm. At 250 W of MW 

power applied to the plasma, the irradiance between 115 and 170 nm at the sarnple 
-2 2030 p s i  tion was approximately 0.12 mW cm . 

hoculated glass viais were placed into the sample chamber and the methodology 

described by Fozza et al 13.1S was used to study the effects of (a) WV aione, (b) active 

oxygen species (AO) created by partial VUV absorption in 02 ; and (c) the combination 



of both VUV and A 0  (VUV+AO) on spore mortality : as show schematicaliy in Fig. 

3.12, exposures were canied out with the vials in vacuum, or immersed in low-pressure 

(300 milliton or 40 Pa) oxygen, directly exposed to the W / U V  photon flux (vial and 

irradiation axis parallel, cases (a) and (c)), or only to the VUV-generated A 0  (vial iuid 

irradiation axis perpendicular to each other, case (b)). Al1 other experimental parameters 

were kept constant (pure hydrogen plasma, p=l tom, F=100 sccm, P=250 W). Exposure 

times were fixed at 5, 15 and 30 minutes. Three vials were subjected to each type of 

treatment, after which spores were regenerated and counted using the same procedure as 

described above. Student t-tests were carried out to determine statistical significance of 

the results at a confidence levei of 95% (~4.05). 

0.3 T& 02 0.3 Torr 

Figure 3.12 Schematic representatim of ihe hydrogen MIK pluma " lamp ", with a VUV-transparent 

Mg& window ( p l  Torr, F = LOO sccm, P = 250 Watts). Via1 positions for a) W alone : spores in 

vacuum, exposed to the photon flux ; b) A 0  alone : spores perpendicular to the photon flux, exposed 

to active oxygen (AO) created by VW in Q, c) W + A O  : spores exposed to active oxygen (AO) 

and to the photon flux : O Hz plasma; 8 Mg& window; Q) monolayer of spores; O to mrbomolecular 

P'"nP. 



3.4.4.1 Plasma experiments 

Figure 3.13 presents the average spore mortality following exposure to the MW and RF 

02/Cfi plasmas under the nomindiy identical conditions descnbed above, and compared 

with pure O2 MW plasma As in îhe case of polymrr etching,'"ll the efficacy of RF 

plasma was found to be significantly lower (pc0.05) than that of its MW counterpart : M 

is seen to be 1.5 log lower for RF thm for MW after a 5 minute plasma exposure. As 

expected, when the vials were placed on the grounded electrode (Vb=O), the efficacy of 

RF-plasma dropped even further, to less than 1 log (compared with M=2.3 on the 

powered electrode, where Vb= -150 V). These experiments again also confirm the 

significantly higher sporicidal effect of O2/m4 plasma compared with its pure O2 

counterpart (p< 0.05): 

Spore mortality, 
M (lw) 

T 

Figure 3.13 Cornparison of spore maaality, M, in MW and RF wCFJ plasmas, after 5 minutes of 

exposure (P = 200 W. p = 80 mTon ; F = Ml sccni; [CE4]=22%) (* significantly lower than the 02/CF4 

MW plasma, at a confidence level of 95% ; pd.05) 



The efficacy of MTV radiation andfor A 0  after 5 minutes of exposure is illustrated in 

Fig.3.14. in al1 cases, spore moctaliîy was very limited CM c 1 log), much lower than f ier  

direct exposure to MW plasma (pure 02 and OJCFd plasmas). The effects of VUV done 

(samples in vacuum) and VUV+AO (samples in 300 mTorr oxygen) were found to be 

similar (M - 0.5 log), while A 0  alone (samples perpendicular to VW radiation) 

exhibiteci even lower mortality (M - 0.1 log) (p4.05). Figure 3.15 shows M values after 

VUV and VüV+AO exposure as a function of treatment time ; even afler 30 minutes of 

exposure. spore mortality wm quite limited (M 5 1.6 log). Four et al 13~'5 found that the 

etch rates of polymers exposed to A 0  alone were lower thm those of W V  which, in 

tum, were lower than those afkr W + A O  treatments. in ihe present study, we noted 

similar trends : significantly iess mortdity was observed with A 0  than with VUV and 

VUV+AO (p<O.OS)+ After 15 minutes or more, VUV+AO dso appeared to be somewhat 

more effective than VUV aione, although the difference was noi significant. In dl cases, 

M values remain significantly below those correspondhg to direct spore immersions in 

the plasmas. 



1 %ore mortality, 

I VUV A 0  VUV+AO 02 plasma 02/CF4 plasma 

Figure 3.14 Cornparison of spote mortality, M, after 5 minutes of cxposure Io 1)VUV alone; 2) AO: and 

3) W + A O  ( V W  imdiation Rom pure hydtogen plasma, p = 1 Torr. F = 100 sccm, P = 250 Watts; 

trcatrnent chamber in vacuum or 0.3 Torr 02). compared with Oz and OZ/CFJ plasma. (* significantly 

different from VUV treatrnent ; peO.05)) 

Fipre 3.15 Spore mortality, M, of 1) VUV radiation done (WV), and 2) VUV with active oxygen 

species (VUV+AO), as a function o f  exposure duration. 



3.45 Discussion 

As expected, the efficacy of MW plasma to kill Bacillus subtilis spores was found to be 

higher than that of its RF counterpat, on account d the higher concentration of reactive 

species (ions, radicals, ...) in the t o m  It is noteworthy that even the VW 

ernission intensity has recently been found to be pater in MW H2 plasma than in its RF 

counterpxt, under otherwise identical  condition^?^ Regarding ihe expenments carried 

out in RF plasmas, greakr sporicidal activity was observed when the specimens were 

mounted on the powered rather than the grounded electrode, on account of the bias- 

induced ion bombaràment in the former case. Al1 these observations parallel those of etch 

experimenis carried out with organic polymcrs,'l and they therefore support our view thnt 

spore mortality in plasmas is strongly rehted to etching, that is, to vulatilization of spore 

materid by its chernical reaction with active species from the plasma For further details, 

for example regarding the observed differences between 02 and 02/CF4 plasmas, the 

reader is refemd to our earlier articles on this s~bject!.~ 

3.4.5.2 The eftect of UV and W on rnicroorganisms 

To understand the effect of plasma VUV radiation on microorganisms, we shalill first cefer 

CO the considerable m u n t  of pubfished work on sterilization by UV irradiation, 

including some on radiation in îhe VUV s p e d  region. UV radiation can induce 

photochemical lesions in the DNA of bacteria and spores, which can lead to ceIl death or 

to mutation." In ihc cape of spores. the most resistant micmorganisms to UV:' UV 

irradiation at atmospheric pressure results in a photoproduct of DNA, the thymine dimer 

5-thyminyl-5,6-dihydrothymine (TDm, commonly referred to as spore photoproduct 



(SP). SP darnage can be corrected during spore germination, via two repair-mechanisms 

of DNA (« nucleotide excision =pair » and an SP-specific enzyme called SP lyase), 

which are considered to be important components of spore resistance towards UV, and 

towards oîher treatments?w The high observed W resistance of spores cm also be 

explained in part by the binding of spore DNA with small acid-soluble proteins (SASP), 

and by photoprotection by dipicolinic acid in the ~ore?'-~' Finally, spore DNA is 

protected by multiple layers which sumund the core, narnely a germ cell wall, cortex, 

inner and outu spore coats. and sometimes an enosp~r iurn?~~~ As shown in Figure 3.16 

for the case of Bs spores, these fonn a 150 to 200 nm-thick proteinous bamier, which cm 

shield the core from the effects of W photons. It is possible that UV radiation can also 

kill spores by modifying these outer layers of the spores, but the importance of this 

second pathway is not yet known. 

Figure 3.16 Schematic representation of îhe morphology of Bacillus subtilis spores (afîer ceferences 38 

and 39) : O exosporium; 0 i ~ e r  and outer spore cocits; (3 cortex; Q germ cell membrane; @ m e ,  



It is interesting and useful to examine the reporîed dependencies of WNUV efficacy on 

wavelength (tbat is, photon energy). Particularly noteworthy in this regard is the work by 

Munakata et al 41 who exposed various sttains of B subtilis spores under vacuum to 

synchrotron radiation of 13 diffetent wavelengths between 50 and 300 nm. Figure 3.17b 

shows their reported inactivation spectra, in which two main regions of high efficac y are 

noted, one in the VUV (around 170 nm), the other in the rnid-W (220 to 270 nm). On 

the other hand, radiation near 100 and 190 nm was found to be relatively ineffective?' If 

we compare this with the emission specinim of our Hz plasma "lamp" (Fig 3.17a), the 
-2 1 photon flux of which is comparable to that of Munakata et al (- 10" cm s ). we find 

that the peak intensity of our VUV source ( k 160 nm) falls into a region of moderately 

high inactivation (compare Figs. 3.17a and 3.1%); however, Our source hm a rather 

broad spectrum with an appreciable radiative component in the tower wrivelengths (low 

inactivation) range, while that of Munakata is concentrated in a 5 nm-wide band around 

170 nm. This has an important influence on the possible photochernical pathways and 

their relative conîributions to the effect of the radiation,I5 and it can bring at lleast some 

partial explanation for the telatively disappointing M values we have presented in the 

M results » section. 



Figure 3.17 Wavelength dependence of a) WVNV radiation intensity from Hz plasma, incident upon 

simples (der  Fozza et d '9; b) inaciivation rate constant kL foc VW/ZN radiation on spores ( a h  

Munakata et al ''); c) optical extinction coefficient kz of DNA (afier hgaki et ai and albumin 

protein (after inagriki et a l  3. 



In this same context, German wockers (unpublished data42) reported mortalities of various 

microorganisms, including Bs spores, d e r  mid-W irradiation with a powerful(15 m W  

cm-2) 254 nm low-pressure mercury lamp; even though the dose was lower in the German 

expeciments compared with ours, (- 25 and LOO mJ , respectively), the 254 nm 

radiation appeaced to be much more effective, namely 1.5 log in 15 minutes, and 2.5 log 

in 1.5 s in this and the German work, respectively, but the latter power density was two 

orden of magnitude higher. Moreau et al l6 showed that the W emission of a N2/& 

post-discharge plasma (which has intense emission in the 300 < h < 4 0  nm region) plays 

a significant role in killing micmrganisms, However, they reported much lower M 

values than ours. Finally, it is noteworthy that ükrainian worke~s~.'~ have recenily 

reported very high mortality of Bs spores in direct current (dc) air plasmas, namely a 6 

log decrease in less than 2.5 minutes. This surprisingly large e€ficacy, which exceeds 

even our "best" results in 02/CF4 plasmas, is the highest ever reported. The authors used 

an unusual set-up, and attributed the efficacy of their system largely to ultraviolet 

radiation from the dc glow discharge. They daim to have found higher M values with the 

UVMJV emission of an air plasma (highest intensity in the 160-220 nm wavelength 

range, at a power density of 0.1 m ~ / c m ~ ) ,  than with UV photons emitted from a mercury 

lamp (at k254 nm) at a much higher power density (1.5 mw/cm2). Yet, according to the 

other literature data we have cited above, the 160-220 nm range is not more efficient than 

the 254 nm radiation? These surprising resdts certainly cd1 for confirmation and further 

investigation. 

Having presented the clear relationship between spore mortality and W / U V  

wavelength, one can now examine probable mechanisms underlying this relationship. in 

al1 micmrganisms, DNA lesion is the main reason for ultraviolet-induced mortality; 

inactivation spectra are therefore cocreiated with the wavelength-dependent absorption 

coefficient of DNA, which is shown in Fig.tc, after the results of inagaki et al. In the 

particular wavelength range that we have used here (115-160 nm), the absorption 

coefficient of DNA is hi@ ; yet, we f m d  only Iimited M values. This cm be explained 



by the fact that the inactivation spectra of spores also depend on the absorption of other 

spore constituents (proteinous outer layers, dipicolinic acid @PA) present in the coce 

etc...), which can absorb VUV photons and prevent them from reaching the DNA. Once 

again, tuming to synthetic polymers, the wavelengthdependent absorption coefficients, 

a(h), of a polymer ailow one to calculate the penetration depth of the radiation, d, for 

particular values of h; in the WV range, d is small, typically a few tens of nrn,l4 but for 

b200 nm it cm exceed 1 Pm. Refemng to the spore structure (Fig. 3.16) and to the 

absorption spectmm of albumin protein (see Fig. 3. lk) ,  a monable mode1 for the -200 

nm thick proteinous outer shell layer of the spore, the W photons may be completely 

absorbed in this shielding layer. This view tends to be supported by the fact that the 

absorption maxima of albumin (Fig. 3.17~) overlap with inactivation minima (Fig. 3.17b) 

near k l O O  nm and 190 nm," as also pointed out by Munakata et al:' 

Thecefore, to reach the DNA with minimal attenuation, VUV radiation must first etch the 

protective outer layers. Complete VUV absorption and removal of this 200 nm thick 

outer layer during roughly 30 minutes would require an etch rate of about 1.1 h s .  Now, 

etch rates of polymers in the same apparatus and under identical experimentai conditions 

have been shown to be rnuch lower: Fozza et al l5 have clearly correlated VUV- (and 

VUV+AO) induced etch rates, R, of various polymers with their a(h) values; those with 

a high relative value of a in the spectrai region of the HZ plasma lamp (Fig. 3.17a) 

displayed high R values, while tow a led to low R values. Polymethylmethacrylate 

(PMMA), the polymer with the bighest R values among those investigated, was found to 

exhibit Ra.2  and 0.24 A/s, for VW and W + A O ,  re~pectivel~.'~ Supposing that R 

values are similar for PMMA and for the proteinous layer of spores, the exposure 

duration required to etch away this 2000 A thick layer under the present VUVtAO 

conditions would be 200010.24 = 8.4 x l d  seconds, or 2.5 hours. Evidently, the use of far 

more intense excimer lmps 45 could greatly ceduce this time, by more than two orders of 

magnitude. In contrast, increasing the wavelength would decrease the etch rate; thus, 

Esrom and ~ o ~ e l s c h a f l  found the I values of PMMA at 1 mbar due to irrdiation by 10 



mW cm-2 excimer lamp sources with 172, 222, and 308 nm wavelengths to be in a 

relationship of 0.035 : 0.02 : 0.01 pm min-' (ie 1 :OS7 : 0.28). 

On the basis of what has just k e n  stated, the etch rate, R, induced by VUV irradiation 

from our Hz plasma "lamp" is too low for complete etching of spores in a reasonable 

time. This contrasts sharply with what we observed in the MW 0dCF4 plasma? when 

R of polymers such as PMMA or polyimide (PT) have been shown to be typicaily 0.5 pm 

min*' (-80 k s )  under the conditions used,1° that is, 400 times higher. However, this does 

not ailow us to conclude from our study whether DNA damage or darnage to spore 

membranes is responsible for the significant mortality (>90%) induced in the present 

VUV irradiation experiments. While DNA damage appears to be clearly demonstrated as 

the mechanism of spore destruction in the highly efficient mid-W (or UV-C, eg at 254 

nm), the mechanism for vacuum-ultraviolet irradiation is thought to be different 4'.J6 and 

still subject to controversy. Two possible explanations may be the following : 1) even 

though the radiation is very strongly (exponentially) attenuated in the outer spore layer, 

some VUV photons can nevertheless penetrate into the core and alter the DNA, as also 

concluded by Munakata et al 41; 2) even though R is too low to completely etch spores, 

membrane damage induced may be sufficient to kill them. Thus, in yeast cells, 

microorganisms with a much larger diameter but thinner membranes than spores, the 

major cause for lethal darnage was found to m u r  in the membrane, not in the DNA?" 

The absence of any match between the inactivation spectnirn and the absorption of DNA 

in this VUV region (compare Figs. 3.17b and c) does not permit validation of this second 

hypothesis until further data are in hand. It is conceivable that the two processes leading 

to spore mortality by VUV photons may even occur simultaneously. 

In the region of lower photon energies (b 200 nm) DNA absorbs fairly weakly (Fig. 

3.17c), a s  we bave aiready noted, but so do the proteinous outer layers ; this may explain 

the high efiicacy in the UV-C wavelength range, for example the above-mentioned 

experiments at 254 nm. hdeed, this resonant radiation from Iow-pressure mercury larnps 



has been used for surface desinfection for many This W regime above 200 nm, 

where photon penetration depths are at least comparable to spore dimensions (see 

Fig.3.16), has the important added convenience and cost-saving characteristic that it does 

not require irradiation to take place under vacuum or protective gas environment. 

However, ail W Imps have drawbacks for the treatment of cornplex geometries, in that 

the radiation travels on a line-of-sight pathway, and is therefore iirnited by shading 

effects. Chemicaily active species from plasma, on the other hand, are not subject to this 

limitation; they can penetrate into smail cavities and obstmcted regions of the exposed 

medium, which may help explain their greater effectiveness that we have reported here. 

3.4.6 Conclusions 

In this research, we have shown that MW plasmas are more effective than their RF 

counterparts in killing Bs spores, under otherwise nominaily identical conditions. This 

result, which can be related to the higher etch rate in the former plasma, confirms the 

major d e  of etching in the destruction of spores directly exposed to the plasma. In 

contrat, the etch mechanism plays a much less clear role in the case of VUVnrV 

irradiation. 

Biologicai effectiveness of WNUV radiation varies markedly with wavelength and 

possibly with power density. VUVIUV emission from plasma, in tum, depends on 

experîmentai parameters such as gas composition. pressure and power.'g30 This can 

pady help to explain the current controversy concerning the role of UV in plasma 

stenlization. In this particular work, we have studied the efficacy of intense VUV 

ernission from H2 plasma in the range from 115 to 170 nm, so that Our conclusions must 

be Iimited to this pafticular wavelength region. 



Our hypothesis has ken  that the very energetic VUV photons emitted in a glow 

discharge plasma may have a greater effect on spores by attacking not only DNA but also 

the spore membranes. However, we have found the Bs spore mortality induced by 0.12 

m ~ c r n - ~  of VUV radiation from 115 to 170 nm to be raiher limited : more than 5 minutes 

of exposure was necessary to kill90% of the microorganisms, and more than 30 minutes 

to kill99%; only marginal improvement was obtained with the simultaneous presence of 

GO. VUV irradiation therefore does not appear very promising, since it is not more 

efficient in killing rnicroorgmisms thm UV-C? whüe king more susceptible to damage 

the surface layers of polymer-based medical devices. 12-15.48 In contrast, low-pressure 

plasmas with high etch rates and intense ernissions in the UV-C region would be 

advantageous by offering both mechanisms for destroying micrwrganisms. 
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CHAPITRE 4 - EFFET DU PLASMASUR LES SPORES ET U S  

Ce chapitre présente les n5sultais comple'mentaires obtenus concernant I'effet du plasma 

"in-house" sur les spores bactériennes. ainsi que la comparaison des modifications de 

surface induites par le plasma "in-house" et Ie st6rilisateur Stemdm sur un polymère 

biomédical, comparaison entreprise pour évaluer rapidement l'innocuité du plasma "in- 

house". 

4.1 Effet du plasma sur les spores bactkiennes 

Comme nous l'avons vu, au chapitre préc&ient, L'effet de volatilisation des spores par 

pIam a dté clairement observé par SEM (voir chapitre 3, article 3). Cependant, on 

observe une résistance physique étonnante des spores au plasma, une quantité non 

négligeable de résidus de spore subsistant sur la surface, même après 90 minutes de 

plasma 02tCF4. Au chapitre 3, nous avons examiné plusieurs hypothhes pour expliquer 

cette forte résistance physique. L'une d'eile Btant la formation d'une couche protectrice 

durant le traitement, nous avons décidé d'analyser davantage Ies spores traités. Les 

conclusions des premières analyses (suite à une exposition des spores A 15 minutes de 

plasma) ont été présentées dans l'article. Cependant, par la suite, nous avons effectuk 

quelques analyses supplémentaires. Nous rapportons ici l'ensemble des résultats 

concernant l'analyse des spores soumis au plasma. 



4.1.1 Matériels et méthUdes 

Les spores Bacillus subtilis, déposés sur des substrats en silicium cristallin (Si), et laissés 

sécher 24h, ont été soumis à différentes durées de iraitement par plasma 02/m. Ils ont 

été observés par microscope électronique à balayage (MEB), associé à une analyse par 

rayons X (Energy-Dispersive X-rays Analysis EDXA), qui permet de détecter les 

éléments présents dans des zones très cibltes, mais sur une beaucoup plus grande 

profondeur que I'XPS (>l pm). L'anaiyse EDXA a été effectuée sans fenêtre de 

béryllium, afin de détecter les éléments les plus légers, comme l'oxygène et le carbone, 

La composition des spores en surface a ét15 caractérisée par XPS et par spectroscopie de 

masse des ions secondaires, couplée Zi un analyseur h temps de vol (ou Time-of-Flight 

Secondary Ion Mass Spectrometry, ToFSIMS). A i'XPS, il 3 été porté une attention 

particuliere à la détection de minéraux connus pour être en quantité relativement 

importante dans les spores : le calcium (Ca) en particulier, mais aussi le potassium (K), le 

magnésium (Mg), le manganèse (Mn), et le phosphore (P) (Thomas, 1964). 

Le principe du ToF-SIMS consiste i bombarder la surface d'un échantillon par un 

f~sceau d'ions dits primaires de relativement faible énergie (25 keV dans notre cas) avec 

une source pulsée. Sous l'effet du bombardement, diverses particules secondaires sont 

émises de la surface (Figure 4.1)- Les ions secondaires atomiques et moléculaires issus de 

la pulvérisation sont enregistrés selon Ieur masse, grâce à l'acquisition parallèle à L'aide 

d'un analyseur à Temps de Vol (Toi?) qui détermine la masse des ions selon la durée 

nécessaire pour atteindre le détecteur. Pwr analyser l'extrême surface, c.à.d. limiter la 

profondeur d'analyse à quelques couches atomiques, (environ 0.5 nm, contre 5-10 am 

avec XPS), on utilise un faiIe courant d'ions pimaires (SIMS statique). Le faile 

courant de la source permet égaiement de limiter les fragmentations, et donc d'obtenir 

une information qualitative sur la structure chimique de l'échantillon en surface, c'est-à- 

dire sur les liaisons et les groupements de surface. 



... Ar, Ga, Cs, sac. 

Figiire 4.1. Princip de la Spectroscopie de Masse des Ions Secondaires, couplbe B un analyseur h Temps 

de Vol (ToF-SIMS) (d'après Mathieu : dmxwww.epfl.cMmchlmaihieu/SIMS.fr.hml (intemet)) 

L'analyse des spores par ToF-SIMS a été effectué par le Dr Yves Deslandes, du Conseil 

National de Recherche du Canada (CNRC) à Ottawa, qui a aimablement collaboré à notre 

travail. L'appareil utilisé par Dr Deslandes est un ToF-SIMS Kratos Prism, fonctionnant 

en mode pulsé, avec un analyseur de masse de résolution supérieure à 5000 pour un 

rapport miz de 27. L'échantillon était attaché mécaniquement au support et incorporé 

directement dans l'instrument sans autre traitement préalable. L'appareil utilisait une 

source d'ion Ga A 25 keV, la dose étant toujours sous la limite statique (c l d 3  iondcm2). 

Seuls Ies ions positifs étaient enregistrés. La surface d'analyse était d'environ 200 ~ r n '  

(contre L mm' environ pour I'XPS). Il a été effectué un minimum de 3 analyses par 

échantillon. 

Les spores soumis au plasma @/CE ont été comparés avec des spores non traités 

(t6moins) et des spores soumis à un cycle de stérilisation par Stemad@. 



4.1.2 Résultats 

MEB + EDXA 

Figure 4.2 Micrographie de spores Bacillus subtilh a) non (témoins) ; b) après 30 Mn. de p l m  

&/CF,; c) après 90 min de plasma WCF4- 



Comme nous l'avons dit iî l'article 3, l'observation au MEB a montré que les spores 

subissent une nette gravure (ou volatilisation) lors du plasma 02/CF~- Cependant, même 

après une très longue période (t=90 min), des résidus sont toujours visibles (Figure 4.2). 

Outre la présence de carbone et d'oxygène, l'analyse EDXA a montré la présence d'une 

quantité significative de calcium (Ca) dans ces résidus, dont la proportion semble 

supérieure à celle dans un spore contrôle. De même, du sodium et du fluor ont été 

détectés. 

L'analyse par ToF-SlMS des spores après 15 minutes de plasma a montré qu'une couche 

organique de composition proche de celles des spores non-traités subsiste A la surface. 

Contrairement A I'EDXA, aucune hausse importante de minéraux tels que le calcium n'a 

été détectée au ToF-SlMS. Une variation d9intensit6 de quelques pics a été observée, 

mais les pics les plus modifiés correspondaient aux groupements contenant du Si. Ceci 

pourrait s'expliquer par la plus grande surface libre du support suite à la volatilisation 

partielle des spores. 

L'analyse par XPS a confirmé les résultats du ToF-SIMS, à savoir qu'après 15 minutes 

du plasma, une couche organique de composition proche des spores contrôles subsiste à 

la surface. Nous avons cependant poursuivi l'analyse XPS pour plusieurs durées 

d'exposition au plasma. Le tableau 4.1 résume les résultats obtenus et les compare h la 

composition des spores stérilisés par SterradB. Les données quantitatives sont d'une 

validité limitée, étant donné i'hétérogénéité de distribution des spores sur la surface, et 

l'absence de recouvrement totale de ceUe4 (qui explique la présence variable de Si et 

d'une partie de O), et Ia dificulté de cibler Ia zone étudiée. Cependant, quelques 

observations intéressantes peuvent être tirées de ces résultats : 



Tableau 4.1 Composition éiémentaue (96) des spores sur substrat Si, 
avant et après traitement par plasma (XI'S). 

Plasma 
02 

kl5min 

C 

O 

N 

F 

Si 

Ca 

Na 

Stemda 
1 cycle 

Contrôle 

48 

28 

1.5 

1.5 

18 

< o s  

1 

L'analyse XPS montre que Ie pourcentage de carbone reste inchangé après 1 cycle de 

SterradB, tandis qu'il diminue nettement avec le plasma "in-house". Au bout de 15 

minutes d'exposition au plasma 02/CF4, il reste 20% de carbone, et l'on peut dire que 

toute la matière organique n'a pas dt6 volatilisée, ce qui confirme les observations par 

ToF-SMS. Environ 7 B 10% de carbone reste présent A la surface après 90 minutes. 

D'apks le spectre Cls, il ne s'agirait pas seulement de contamination de la surface. 

Malgré la quantité importante de fluor déposee L la surface lors du traitement &/Ch (F > 

IO%), nous n'avons pas détecté de liaisons C-F ; il semble que le carbone présent ne soit 

pas lid au fluor. Des traces de calcium et de sodium ont été détectés sur les spores 

contrôles : le Ca semble augmenter léghement, mais reste faible (< 1%)' tandis que la 

concentration en Na ne change pas. Les autres minéraux (K. Mn, Mg, P) sont en quantité 

trop faible pour que leurs pics soient détectés dans le bruit de fond. 



4.1.3 Discussion 

Les résultats de l'article 3 et ceux présentés ici ont montré une forte résistance à la 

volatilisation des spores soumis au traitement plasma. Ceci avait égaiement été observé 

par Thomas en 1964, qui utilisait le plasma d'oxygène pur comme nouvelle méthode 

d'incinération des spores à basse température, afin de déterminer la localisation des 

minéraux (calcium, potassium, manganèse, magnésium, cuivre et phosphore) présents en 

quantité importante dans ces micro-organismes. De nombreuses heures de traitement 

étaient nécessaires pour incinérer quelques milligrammes de spores Bacillus magaterium. 

Suite au traitement, une structure tridimensionnelle était conservée : une masse opaque de 

résidus d'environ les 213 de la taille du noyau, et une membrane révélant une fine 

structure en lamelles correspondant aux minéraux essentiellement localis6s dans les 

tuniques ("coats") et dans le noyau ('%ore9*) des spores. 

.. - . 
Ici, la hausse du calcium et la baisse du carbone observés par EDXA, dont la profondeur 

d'analyse est grande, transcrit l'appauvrissement en matière organique des spores suite au 

traitement plasma. Cependant, les structures tridimensionnelles observées après 90 

minutes de plasma contiennent encore un peu de matière organique, du moins h la 

surface. L'hypothèse de la formation d'une couche protectrice à base de minéraux (du 

type Cao) n'est pas corroborée par les résultats en XPS et ToF-SIMS, qui n'ont pas 

montré de hausse significative de la concentration en minéraux à la surface des spores. Le 

fluor déposé pourrait jouer un rôle protecteur pour la mati6re organique qui subsiste 

encore au bout de 90 minutes de traitement : nous savons que la fluoration d'un polymère 

dans un plasma O21CF4 ralentit fortement son taux de gravure (Egitto et al., 1990). 

Cependant d'après les résultats XPS, le fluor ne serait pas lie au carbone. Ceci mérite une 

étude plus approfondie. 

La forte résistance physique des spores à la gravure semble donc s'expliquer par 

différents facteurs : 



1) Le facteur géométrique : les particules sphériques en PS présentent une plus forte 

résistance à la gravure que les films polyrnériques de composition similaire. La 

géométrie sphérique ou ellipsoïdale des spores pourrait donc les protéger de leur 

volatilisaiion par le plasma. De plus, la présence de résidus après 90 minutes pourrait 

s'expliquer par la protection de certains spores par d'autres : en effet, malgré tous nos 

efforts pour répartir uniformément et pour limiter il une monocouche les spores sur te 

fond des tubes en verre, nous avons observé au MEB la présence de multicouches de 

spores à certains endroits. 

2) Le facteur composition : les particules de PS sont détruites plus rapidement que les 

spores, ce qui indique que ces derniers ont une composition assez résistante. On sait 

que les tuniques sont formés essentiellement de protéines structurelles fortement 

réticulées, notamment de type kératine (Dricks, 1999 ; Meyer et al., 1984). On peut 

imaginer la présence de structures aromatiques difficiles à graver, bien que celle-ci 

n'ait pas été détectée par XPS. 

3) Le dépôt de fluor à la surface pourrait également jouer un rôle protecteur. 

La capacité de réparation des spores ne joue pas de rôle dans la résistance phvsi~ue des 

spores à la gravure. En effet, les réparations de dommages ne s'effectuent pas lorsque le 

micro-organisme est au stade de spore (Setlow et Setlow, 1996). Les réparations 

s'effectuent uniquement lors de la germination et de la croissance en bactéries 

végétatives, et elles jouent très probablement un rôle dans la résistance des spores à 

l'effet kg. du plasma. On observe l'apparition tardive de petites colonies sur les geloses 

lors de l'analyse microbiologiques des spores soumis au plasma "in-house*' : il s'agit très 

probablement d'un signe d'une germination retardée par la réparation du micro- 

organisme. 



4.2 Comparaison de l'effet du plasma "in-house" et des stérilisateurs 

commerciaux à base de plasma sur un matériau polymérique. 

Comme nous l'avons vu B l'article 3, le plasma 02/CF4 (88/12%) s'avère être un 

traitement très efficace pour la destruction des micro-organismes. Cependant, son 

innocuité pourrait ne pas être satisfaisante : on peut craindre qu'un tel traitement, connu 

pour graver fortement les polymères, n'aitère de façon importante les dispositifs 

médicaux à base de polymère. Notre objectif ici consiste donc à évaluer les modifications 

de surface induites sur un polymère biomédical par notre plasma "in-house" avec les 

mélanges O2/CF4 et 02, et de les comparer avec celles observées après stérilisation par 

SterradB. Nous avons vu, 1 l'article 1, que les échmtillons à stériliser par SterradB sont 

emballés dans une pochette de stérilisation en plastique, ce qui peut limiter les 

modifications induites par ce procédé. Nous comparerons donc également avec l'effet de 

Stemad0 sans emballage. Enfin, sachant qu'avec un plasma 02/CFJ, il existe une 

compétition entre les réactions de dépôts et de gravure (d'Agostino et al., 1990)' nous 

estimerons la présence de fluor en fonction du pourcentage de CF4. Nous ne cherchons 

pas ici à valider le procédé en terme d'innocuité, mais simplement à évaluer la nature et 

l'ampleur des modifications induites. Par la même occasion, nous regardons l'effet d'une 

exposition aux VUV émis par le plasma H2, tel que décrit à l'article 4. 



4.2.1 Matériel et Méthodes 

4.2.1.1 Matériel 

Dans l'article 2, nous avons identifié le polyuréthane des cathéters étudiés : il s'agit de 

Pellethane2363@ (Dow Chernicd Co, Midland, MI, USA), un pol yuréthane-éther 

aromatique segmenté, l'un des polyuréthanes de grade médical les plus couramment 

utilisés (voir formule chimique à l'annexe U). Pour cette étude, nous avons choisi 

d'utiliser ce même polymère. Nous nous sommes donc procuré des films de PellethaneB 

236343011. (Lot 2554-94-4, épaisseur 0.57 mm), que nous avons caractérisé par XPS. La 

composition de surface des films contrôles en Pellethane2363@ est comparée dans le 

tableau 4.2 à celle des cathéters en polyuréthane, en particulier les cathéters PUR2 

fabriqués avec le même polymère. ie pourcentage d'oxygène et de silicium est beaucoup 

moins élevé dans les films, ce qui peut s'expliquer par un plus faible pourcentage 

d'additifs et moins de procédures de mise en forme pour ces derniers. 

Tableau 4.2 Composition él€meniaire en surface des 3 types de polyuréthanes dtudiés dans cette these 

(XPS) (PURI : cathéters à base de polyurethane non identifié; P m :  cathéters B base de 

PelIethane@2363 ; Film : PeIIeth;uie@2363) 

c O N Si Ratio O/C + SD 

PUR1 83.6 I 1.3 10.7 I 1.0 3.1 * 0.8 2.4 2 0.5 O. i 3 t 0.02 

PUR2 79.1 11.0 14.610.8 3.110.4 3.010.7 0.19f0.01 

Film 90.6 I 0.9 5.1 I 0.9 3.2 * 1.6 0.420.1 0.06t0.01 



4.2.1.2 Traitements 

Les échantillons ont été soumis à différents traitements : 

a) Plasma 02/CF4 dans les conditions identiques à celles permettant d'obtenir une baisse 

de 6 log du nombre de spores (j' = 200 W, p = 80 mTocr, F = 1 10 sccm ; d = 6 cm, 

[CF4] = 896, t = 5 min, voir article 3). 

b) Plasma 02/CF4 (idem, t= 15 min) 

C) Plasma Oz pur (P = 200 W, p = 80 mTocr, F = 110 sccm ; d = 6 cm, t = 5min) 

d) SterradO 1 cycle 

e) Stemad@ 1 cycle, non emballé 

f) StemdB 10 cycles 

g) Exposition aux W de la «lampe» plasma Hz, suivant les conditions 

expérimentales décrites à l'article 4 (Figure 3.12a; VUV seul, échantillon dans le 

vide, plasma H2, P = 250 W, F = 100 sccm ; t = 15 min). 

Mis à part le cas particulier spécifié (non emballé), les échantillons soumis à Stemad@ 

étaient emballés, comme à l'accoutumée (voir article I et 2), dans une poche d'emballage 

de stérilisation en plastique (voir section 3.3). Par contre, pour les traitements plasma "in- 

house" et VUV, les échantillons étaient en contact direct, afin d'exposer le polymère à 

des conditions expérimentales similaires à celles auxquelles étaient soumis les spores, en 

particulier selon les param&res permettant une baisse de 6 log de ces spores par plasma 

02/CF4. 

4.2.1.3 Caractérisation du matériau et des mod@cations de surface 

La composition et la structure de Ia surface ont été caractérisées par XPS (VG- 

ESCALAB 3 Mkii) avec la radiation Mg K, selon le protocole décrit à l'article 1. La 

mesure de I'angIe de contact statique a ensuite permis de déterminer la mouillabilité et 



l'énergie de surface (y,) en fonction des traitements. Pour la mouillabilité, une gouttelette 

d'eau d'environ 1.6 pl est déposée sur la surface avec une micro-seringue ; l'angle de 

contact, mesuré à l'aide d'un goniomètre NRL (Rd-Hart),  est suivi pendant plusieurs 

minutes, puis extrapolé au temps t a ,  ceci afin de ne pas prendre en compte les 

changements dus : 1) aux réactions liquides-substrat, 2) à l'absorption de l'humidité 

atmosphérique; 3) B l'évaporation du liquide. La détermination de y, s'effectue en 

suivant la méthode de Kaeble et al. (1974). Brièvement, cette méthode est basée sur 

I'additivité des composantes dispersive et polaire de l'dnergie de surface d'un liquide (~ 

(en négligeant la faible composante inductive), ce qui permet d'obtenir l'équation 

suivante : 
.ff 

où Wa est le travail d'adhésion d'un liquide L sur une surface solide [ n (1 + cos O)], 

et &et & sont la racine carré des composantes dispersive (*) et polaire (f) de la tension 

de surface, respectivement. Expirimentalement, cette méthode consiste à mesurer l'angle 

de contact 8 de diffdrents liquides bien cacact6ris6s (eau, formamide, éthylène glycol et 

tricresyl phosphate) avec une surface, puis de tracer la droite de Wa 1 2 a~ = f (PL 1 a t) 

qui relie les points, et d'en déduire 9 et y:, ainsi que y, = '# + y .  (Kaelble et al., 1974 ; 

Sacher, 1980), tel qu'illustré B la figure 4.3. 

O l . YS = 52 DYNES CM" 
O 42 04 0.6 û.8 1 t2 t.4 1.6 10 

SL~UL 

Figure 4.3 Exemple d e  droite obtenue pour Ie calcul des composantes polaire et dispersive de I'dnergie de 

surface (Pellethane@ traité par plasm;i&/CF4 ; t= 5 min) 



Enfin, nous avons cherché à mesurer le taux de gravure g&e B un microm&re digital 

(Digimatic Indicator, Mitutoyo) : en comparant I'épaisseur d'une zone protégée de la 

gravure par un cache en verre à celle d'une zone soumise au traitement plasma, nous 

pouvons déduire l'épaisseur gravée. Cependant, cette technique est de faible précision (i 

1 pm). De plus, l'épaisseur des films de Pellethane03 était trop importante (environ 500 

pm) et surtout trop variable, et leur dureté trop faible pour permettre une mesure 

adéquate. Nous avons donc mesuré la gravure sur des films fins (épaisseur : 50 pm) d'un 

autre polymère, le polyirnide KaptonB (DuPont). 

4.2.2 Résultats 

4.2.2.1 Spectroscopie photo-électronique à rayons X 

Tel que prévu, l'exposition au plasma O2 et 02/CF4 provoque une forte oxydation de la 

surface. La Figure 4.4 présente les variations du ratio oxygène sur carbone (OIC) à la 

surface, suite aux différents traitements. Après 5 minutes d'exposition au piasma "in- 

house", 0/C est nettement supérieur qu'après 1 cycle de stérilisation par StemdB et 

équivalent à celui après 10 cycles. L'oxydation augmente avec la durée du traitement 

plasma, tel qu'illustré par la Figure 4.5. Tandis que le pourcentage d'azote reste constant, 

une légère fluoration de la surface est observée ; elle est faible pour les pourcentages de 

CF4 qui nous intéressent pour la stérilisation ([ad] = 8-12 %), mais augmente avec 

[CF& (Figure 4.6). Cette fluoration, bien que faible, peut avoir un effet significatif sur la 

biocompatibilité du matériau. De plus, elle pourrait s'avérer plus importante dans certains 

cas : en effet, la compétition entre phénomènes de gravure et de dépôt peut être 

influencée par la présence des dispositifs médicaux, ce qui peut faire pencher la balance 

vers un dépôt (d' Agostino et al., 1990). 



co~tfae VW St-d@ SIeITa#f Stemm Oz OdCh 
1 cycle non embrill6 10 cycles (t=5 min.) ( 1 4  min.) 

Figure 4.4 Ratio oxygene sur carbone (OIC) à la surface du Pellethane exposés aux différents traitements 

Figure 45  Pourcentage en carbone (0, o x y g k  (0). azote et fluor (F) éldmentaires à la surface du 

Pellehane@, en fonction de la durée du plasma @/CF+. 



Pourcentage (%) 1 001 

Figure 4.6 Pourcentage dldmentaire à la surface du Pellethane, en fonction du pourcentage de CF4 dans le 

plasma d'oxygéne (t = 5 min). 

La figure 4.7 présente la dtkonvolution des spectres A haute résolution Cls, donnant 

davantage d'information sur la nature des liaisons carbone-oxyghe. Les groupements du 

type hydroxyle (C-O : hydroxyle, époxyde, Bther, pic C3) augmentent le plus fortement, 

jusqu'à constituer plus de 35% des groupements carbonds suite au plasma "in-housa" 

(02/CF4 et 0 2  pur) et plus de 25% lors de SterradB 1 cycle non emballd et SterradB 10 

cycles. Pour des taux d'oxydation relativement similaires, 10 cycles de Stemda tendent 

en revanche B augmenter davantage les Liaisons de type carboxyle ou ester (pic CS) que le 

plasma 02. 



Figure 4 3  Spectre Cls (XPS) du Pellethme@ a) Contrôle, b) Stenad 10 cycles; c) Plasma ~JCFJ  ; d) 

Superposition des Cls des traitements dtudiés (Contrôle, Sterrad@ 1, Sierraci@ 14 plasma 4 et 
pfasma Cl&&) (Cl : C-U C-H; C2 : C- N; C3 : C-O; C4 : C=-û ou O-C-O; C5; O-C=O). 



Il est également intéressant de souligner les faits suivants : 

1) Bien que les films PeiiethaneB contrôtes présentent un OIC inférieur de moitié à celui 

des cathéters PUR2 à base du même matériau, ils atteignent le même degré 

d'oxydation après 10 cycles par StemdB (respectivement 0.35 et 0.38). 

2) Comme nous nous y attendions, la stérilisation par Stemad@ sans emballage induit 

une oxydation beaucoup plus forte qu'en présence d'ernbailage, les espèces oxydées 

du carbone augmentant de façon significative. Cette oxydation reste cependant 

inférieure à celle induite par 10 cycles StemdB avec emballage, et par 5 minutes 

d'exposition au plasma 02/CF4 OU a- L'emballage a pour effet de diminuer très 

nettement les modifications de surface induites par le stérilisateur, en limitant le 

nombre d'espèces actives du plasma, surtout, mais peut-être aussi de l'agent oxydant 

de la phase chimique (Hz&) de StemadB. 

3) L'exposition aux VUV induit une très faible oxydation de surface, inférieure à tous 

les autres traitements. À cause de la complexité de la structure du PellethaneB 

(liaisons C-H, et C-C aliphatiques et aromatiques confondues dans le pic Cl), I'XPS 

n'a pas permis de vérifier In présence d'une éventuelle réticulation de la surface, qui 

est généridement détectée par un élargissement du pic Cl. 

4.2.2.2 Mouillabilité 

Tel que prévu, on observe une diminution de l'angle de contact statique moyen suite à 

chaque type de traitement (Figure 4.8). On trouve d'ailleurs une bonne corrélation 

négative entre l'oxydation de la surface (exprimée par le pourcentage atomique O ou le 

ratio OIC) et l'angle de contact (r4.97) (Figure 4.9). 



hgle de contact siadque 
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Figure 4.8 Angle de contact statique moyen du PelleihaneB suite à chaque type de traitement. 
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contact r = -0.97 
1 O0 
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Figure 4.9 Corrélation entre l'angle de contact statique de l'eau avec la surface et le ratio OIC 

L'énergie de surface y, et ses composantes dispersive et polaire sont reportées dans le 

tableau 4.3, avec le coefficient de corrélation de la droite ayant permis de les calculer. On 



Contrôle 1 19.6 13.0 / 22.6 10.79 1 
SterradB 1 cycle 1 26.2 15.5 1 31.7 10.99 1 

Tableau 4 3  Énergie de surface du Pellethane en fonction du iraiternent (unité : dynes cm-') : y, = énergie 

de surface ; 9 = composante dispersive de y, ; yp = composante polaire de y, ; R* = coefficient dc 

corrélation. 

SterradB 1, non emballé 

StemdB 10 cycles 

Plasma O21CF4 t=5 min 

Piasma 02 t= 5 min 

4.2.2.3 Mesure de la gravure du KaptonB 

La gravure du polyimide Kaptona par plasma 02/CF4 est d'environ 5 et 1 I Pm en 15 et 

30 minutes respectivement. Cela correspond à un taux de gravure de 0.35 pmfmin, ce qui 

est dans l'ordre de grandeur des taux mesurés par Lamontagne et al. (1988), quoi 

qu'infdrieur au taux maximal observé par ces derniers. Ceci est sans doute dû à la faible 

pression utilisée lors de nos expérience (80 mTorr). 

Quant à la gnvure induite par SterradB et VUV, elle est trop faible pour être mesurée par 

cette technique. 
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4.2.3 Discussion 

Comme cela était prévisible, les modifications de surface induites par le plasma in-house 

O2 pur ou @/CF4 sont de type oxydatif, avec augmentation de la mouillabilité (Egitto et 

al., 1990 ; Liston et al., 1993 ; Sterrett et Sachdeva, 1992). Cependant, l'oxydation 

induite par 5 minutes de plasma in-house est nettement supérieure A celle observée après 
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4.2.3 Discussion 

Comme cela était prévisible, les modifications de surface induites par le plasma in-house 

0 2  pur OU 02/CF4 sont de type oxydatif, avec augmentation de la mouillabilité (Egitto et 

al., 1990 ; Liston et al., 1993 ; Sterrett et Sachdeva, 1992). Cependant, I'oxydation 

induite par 5 minutes de plasma in-houe est nettement supérieure iî celle observée après 

1 cycle par SterradB et proche de celle induite par 10 cycles. L'emballage des 

échantillons soumis aux stérilisateurs commerciaux explique en partie seulement cette 

différence d'intensité, puisque sans emballage, l'oxydation provoquée par un cycle de 

Sterradm reste inférieure à celle du plasma in-house. De plus, contrairement au 

stérilisateurs commerciaux Sterrado et Plazlytem, une gravure significative du polymère 

est également observée, ainsi qu'une légère fluoration de la surface dans le cas d'un 

plasma 02/CF4. L'innocuité du procédé n'est donc pas acquise. Rosenbaum et Clahsen 

(1992) ont montré que ceraines propriétés mécaniques de matériaux plastiques pouvaient 

être modifiées significativement par un plasma d'oxygène ou d'air. L'innocuité du 

plasma mériterait une étude plus approfondie en cas de développement d'un tel système 

de stérilisation. Une étude de bimmpatibilité serait notamment requise. Étant donné la 

volatilisation des spores, il ne faudrait pas seulement évaluer la réaction biologique 

provoquée par les modifications induites sur les polymères, mais également celle pouvant 

être déclenchée par la présence de ces résidus de micmorganismes. 



5.1 Innocuité et mécanisme des systèmes commerciaux 

5.1.1 Innocuité de SterradB et Plazlytem 

Dans les articles 1 et 2 nous avons observé que les stérilisateurs commerciaux à base de 

plasma SterradB et Plazlytem provoquent des modifications significatives de type 

oxydatif sur tous les dispositifs polymériques étudiés (PVC, PUR, LDPE). Leur intensité 

varie d'un matériau iu l'autre (même pour plusieurs matériaux ayant les mêmes noms 

génériques), ainsi que de Sterrad@ à PlazlyteTM. Ce dernier point s'explique par les 

agents chimiques et les technologies plasma différents de ces deux systèmes. Au bout des 

10 cycles, le degré d'oxydation des matériaux, exprimé en terme de ratio oxygène sur 

carbone, est relativement similaire d'un appareil à l'autre, et semble avoir atteint un 

plateau. 

L'oxydation est cependant plus progressive avec SterradB et semble impliquer moins de 

scissions de chaînes. On constate en effet un pourcentage Idgèrement moins élevé de 

liaisons de type carboxylique, pics C4 sur les déconvolutions XPS. Ceci peut être relié au 

phénoméne de I'hystérésis Hi2 observde sur les échantillons stérilisés par PlaztyteO : les 

scissions de chaînes peuvent former des produits de faible poids moléculUre oxydés 

(LMWOM) qui sont relargués dans l'eau lois de l'immersion. Une autre explication est 

cependant également possible : I'hystérésis HIS peut correspondre à des résidus d'acide 

pemcétique laissés par Plaziytea à la surface du matériel stérilisé et dissous dans l'eau 



lors de l'immersion. L'augmentation du pic C4 sur les spectres de déconvolution en XPS 

peut d'ailleurs correspondre en partie à la présence de ces résidus, de formule chimique : 

Étant donné la technologie plasma utilisée (plasma différé ou "downstream"), nous 

pensons qu'il est probable que les espèces actives du plasma ne puissent pas pénétrer 

l'emballage en quantité suffisante pour éliminer tous les résidus de PAA. Ce point devrait 

être vérifié lors d'une prochaine 6tude. Qu'ils s'agissent de LMWOM ou de résidus de 

PAA, les molécules celarguées ou dissoutes dans l'eau n'ont pu être détectées par 

chromatographie (article 2). 

Comme nous l'avons indiqué dans l'article 2, les modifications observées ne sont pas 

Forcément contradictoires avec l'innocuité de la stérilisation. Souvent, rendre une surface 

mouillable tend à diminuer l'adsorption des protéines et leur dénaturation, ce qui diminue 

la réaction biologique (Casenave et ai., 1986 ; Engbers et al., 1991). Cependant, Sterrett 

et Sachdeva (1992) ont montré qu'un plasma O2 ou 02/CF4 tend B augmenter la quantité 

de protéines adsorbées sur la surface d'un polyuréthane, ce qui serait lié à la création de 

groupes oxygénés comme les hydroxyles OH. 

Pour conclure quant à la sécurité des dispositifs stérilisés, il faut effectuer des études 

complémentaires spkifiques à chaque dispositif selon son application, afin de vérifier la 

conservation de sa fonctionnalité et de sa biocompatibïiité. Considérant nos résultats, 

nous pouvons cependant émettre queIques suggestions dès maintenant : 

a) L'absence du phénomène d'hystérésis décrit à la section précédente et les 

modifications plus progressives avec SterradO nous font préférer ce système à 

Plazlytem. Nous déconseillons d'aiieurs d'utiliser ce dernier, étant donné les 



modifications décrites précédemment, auxquelles s'ajoutent les faits suivants : 1) les 

appareils Plazlytem vendus n'ont jamais été approuvés par la FDA ; 2) la FDA a 

émis un avis d'alerte, suite à plusieurs accidents graves sur la cornée lors de la 

stérilisation d'instruments chirurgicaux en ophtalmologie. La compagnie a alors 

rappelé les appareils vendus sur le territoire américain ; 3) suite à l'anaiyse de la 

technologie plasma utilisée (plasma différé), nous sommes convaincus que le plasma 

joue un rôle mineur voire inexistant dans ce système, et ne permet sans doute pas une 

complète élimination des résidus de PAA. Les responsables du service de stérilisation 

du Centre Universitaire de la Santé de l'Estrie (C.U.S.E), considérant nos résultats et 

leur insatisfaction du procédé (pannes, coQts élevés...), réfléchissent actuellement ii 

son remplacement par une autre technique basse température. 

b) En attendant une étude plus poussée, nous recommandons de ne pas réutiliser les 

tubes succion en PVC, étant donné les changements drastiques de leur apparence 

suite à la stérilisation par OE et PlazlyteTM. L'Hôpital Sacré Cœur a d'ailleurs décidé 

de ne plus réutiliser ces dispositifs à usage unique qui étaient restérilisés par OE. Les 

traces que nous avons observées à la surface du PVC suite à la restérilisation par OE 

pourraient correspondre à du chlorohydnne d'éthylène (ECH) ou du glycol éthylène 

(EG), deux produits de réactions toxiques. Le PVC est l'un des polymères les plus 

lents à dégazer 1'OE (Steelman 1992) car les plastifiants qu'il contient en forte 

quantité renforcent le temps de rétention. L'OE absorbé peut interagir avec l'humidité 

et le chlore et créer ces produits. 

5.1.2 Réutilisation des cathéters d'électrophysiologie en polyuréthane 

L'étude plus approfondie des cathéters a permis d'identifier te polymère : il s'agit de 

Pellethane82363 dont la composition chimique est présentée à annexe 2. Il contient des 

additifs pour améliorer sa stabilité chimique (antioxydant Irganox 1076)' et sa mise en 

forme par extrusion (bis-éthylène stéaramide). 



L'oxydation provoquée par Stemad@ et Plazlytem est limitée à la surface. On sait grâce à 

des études de dégradation in vivo et in vitro qu'elle s'effectue préférentiellement sur les 

segments souples (éthers) du Pellethane0 ou aux jonctions entre segments souples et 

rigides (McCarthy et al., 1997 ; Meijis et al., 1993 ; Wu et al., 1992), Cette attaque donne 

essentiellement des alcools et des groupements carboxyliques. Des scissions de chaîne 

macromoléculaire ont probablement lieu lors de cette oxydation mais elles sont limitées à 

la surface et n'influencent pas les paramètres volumiques Mn et MW, même après 10 

cycles de stérilisation. 

D'après l'ensemble des résultats présentés ii l'article 2, on peut conclure que les 

propriétés mécaniques du matériau restent inchangées. Par contre, les propriétés de 

surface comme la mouillabilité ont varié substantiellement et des changements de 

comportement dans le sang (adhésion des plaquettes ou autres cellules sanguines) sont 

possibles. De plus, les produits à la surface des cathéters stérilisés par Plazlytem, qu'ils 

soient LMWOM ou résidus de PAA, seront relarguées dans le sang lors de l'utilisation du 

cathéter. Us pourraient être toxiques ou encore modifier I'hémocompatibilité du 

dispositif. Nous ne pouvons pas conseiller la réutilisation de ces cathéters 

d'électrophysiologie avant que cet aspect n'ait été étudié. C'est pourquoi nous avons 

initié une étude de biocompatibilité des cathéters restérilisés. Pour l'instant, les tests de 

cytotoxicité par extraction ont montré l'absence d'effet toxique de Sterrad@ (Ma et al., 

1999). Un effet d'anti-prolifération semble s'exprimer par une moins forte croissance des 

cellules en culture par rapport aux catheters contrôles. Cet effet est également observé 

après stérilisation par OE, mais il est plus marqué après StemdB (Ma 

2000, communication personnelle). L'étude reste à compléter, notamment par des essais 

similaires sur Plazlytem et par des tests en contact direct sur des films en Pellethane@. 

D'ici là, bien qu'il soit difficile de conclure, nous suggérons l'utilisation de Stemdo 

pour fa restérilisation des cathéters PUR2 Nous avons vu, à la section précédente, 

pourquoi nous préférons le système Stemad@ à celui de Plazlytem. Cette préférence reste 



valable malgré la degradation de l'additif mti-oxydant par SterradO car celle-ci n'est que 

partielle (30% au bout de 10 cycles de stérilisation) et ne pose donc pas de problème. 

L'Btude de biostabilité à 1 et 3 semaines a montré que les oligomères étaient relargués 

davantage suite & la stérilisation par plasma mais la durée de contact des cathéters 

d'électrophysiologie avec le sang est beaucoup plus courte (inferieure ai 24 heures). 

En ce qui concerne l'oxyde d'éthylène, une alkylation a été observée. Ceci n'est pas 

étonnant puisque l'on sait que I'OE est rapidement absorbé dans ce mathiau (Chaigneau 

1977), et que les groupements polyuréthanes sont reconnus particulièrement sensibles 

I'aikylation (Nair 1995). La présence potentielle de résidus toxiques (OE, ECH, EG etc.) 

(Steelman, 1992 ; Page 1993) constitue un risque supplémentaire qui augmente avec le 

nombre de dutilisations. U nous semble important de le préciser ici. La restérilisation des 

dispositifs medicaux par oxyde d'éthylène comporte un danger, étant donné Ia toxicité de 

OE et de ses principaux produits de transformation. Suite à Ir st&ilisation proprement 

dite, le matériel est laissé désorber ii l'air libre ou dans des aérateurs spécialisés, afin que 

les tesidus soient inférieurs aux limites suggérées par les réglementations. Cependant la 

vitesse d'absorption et désorption de I'OE varie d'un pdymère à I'autre ainsi qu'en 

fonction de la géométrie du dispositif. La durée d'aération optimale est donc difficile à 

déterminer par un service de stérilisation centrale hospitalier (Chaigrieau 1977, Steelman 

1992, Page 1996). De plus, il a été montré par Steelman (1992) que la phase d'aération 

est fréquemment écourtée à cause d'un besoin urgent de l'instrument. Enfin et surtout, en 

cas de réutilisations successives du matériel, il peut y avoir phénomène de saturation 

(accumulation de OE dans le matériau). En effet, même si la durée d'aération a été bien 

calcutée pour descendre sous la limite suggérée par les normes, elle n'est pas suffisante 

pour désorber complètement, L'accumulation des résidus lors des stérilisations 

successives provoque le dépassement de ce seuil. 

, 
Avant toute réutilisation de cathéters stérilisés par SterradO, d'autres études sont 

nécessaires. Les altérations provoquées par L'utilisation et ie nettoyage des cathéters 



doivent être évaluées puisquYeUes peuvent être encore plus importantes que celles 

générées par la stérilisation. De plus, la réutilisation des cathéters ayant été interdite 

officiellement à cause du risque de transmission iatrogène des prions, il faut répondre à 

ce souci. ii semble impossible de prouver hors de tout doute que les prions ne peuvent se 

transmettre par voie sanguine. il faut donc tester l'efficacité de SterradB sur les prions. 

5.1.3 Mécanisme de SterradB et P!azlyteTM 

Nous avons vu au chapitre 2 que la destruction des micro-organismes par les deux 

stérilisateurs commerciaux est liée à la phase chimique et non à la phase plasma, et que le 

mécanisme d'action est sans doute I'oxydation. Plusieurs de nos résultats permettent 

d'appuyer cette thèse : 

a) l'oxydation des polymères et des spores par Stemdo et Plazlytem ; 

b) l'absence de gravure visibte sur des micro-particules en polystyrène et sur les 

films de KaptonB stérilisées par SterradO et PlazlyteTM, contrairement à ce 

qu'on observe avec le plasma E< in- house » ; 

C) l'absence de gravure visible sur les spores après Stemda et Plazlytem. 

Quoi qu'il en soit, le mécanisme & destruction des micro-organismes par SterradB et 

PlazlyteTM est très différent de ceIui du plasma in-house étudié dans la seconde partie de 

cette thèse, qui agit au moins partiellement par volatiiisation des spores. 



5.2 Mécanismes de la stérilisation par plasma froid 

5.2.1 Rôle de la gravure 

Pour la premiere fois, à notre connaissance, nous avons prouvé l'importance essentielle 

de la gravure (volatilisation) dans le mécanisme du plasma. A l'article 1, nous avons ainsi 

montré qu'en choisissant un gaz connu pour augmenter fortement la gravure (02/CF4), la 

mortalité augmente également fortement. De plus la courbe d'efficacité du plasma 

02/CF4 en fonction du pourcentage de CF4 suit la courbe du taux de gravure selon ce 

même paramètre. Finalement, l'observation au MEB a montré des spores nettement 

gravés. 

5.2.2 Avantages et limites du plasma 0JCF4 

Lors de nos travaux. nous avons vu que l'efficacité du plasma @/CF4 est nettement 

supérieure à celle des autres plasmas testés (O2 pur, 02/Ar, 02/H2, 02/H2/Ar, CO?). La 

vitesse de destruction des micro-organismes atteint 6 log en 5 minutes, ce qui dépasse la 

plupart des données de la littérature à l'exception des travaux de Soloshenko et al., 

(1999). Cela s'explique par le fort taux de gravure de ce plasma. Cet aspect a été bien 

détaillé dans l'article 3, notamment à la figure 3.7 : l'efficacité du plasma &/CF4 est lié à 

son fort pouvoir de volatilisation des micro-organismes, lui-même lié à l'effet catalytique 

du CF4. L'ajout de CFs permet non seulement d'augmenter la concentration en oxygène 

atomique [O) mais aussi de rendre la surface plus vulnérable grâce à l'attaque des atomes 

IF]. De nombreuses études ont cherché à augmenter la concentration d'espèces actives 

oxygénées en modifiant les paramètres du plasma (Chau et al., 1996 ; Moreau et aL, 

1999). Ici, nous avons cherché simultanément à augmenter les espèces actives et à 

sensibiliser la surface. 



Le plasma 02/CF4 a cependant également des limites significatives pour son utilisation en 

st&ilisation. 

a) lies produits fluorocarbonés du type CF4 tendent à être interdits pour des raisons 

environnementales. 

b) Comme nous l'expliquons plus loin (voir section 5.2.4), les conditions optimales du 

plasma (notamment [CF4]& peuvent varier selon la nature et ta quantite des 

dispositifs midicaux B traiter (Egitto et al., 1990). 

C) L'innocuité du procédé pourrait ne pas être satisfaisante puisque le plasma &/CF4 

génère des ait6rations significatives de la surface des polymères traités : une 

oxydation importante ii la surface, supérieure à celle provoquée par les stérilisateurs 

commerciaux, même en absence d'emballage ; une gravure significative (environ 

2pm sur le polyimide KaiptonB pour une durée de traitement pennetirnt de détmire 6 

log de spores) ; une augmentation de la mouillabilité et de la tension de surface, en 

particulier de la composante polaire ; une légère fluoration de la surface. Cette 

demihre s'explique par la dualité entre gravure et polymérisation des plasmas 

contenant des fiuorocarbones. LR ratio entre atomes F et radicaux CFx détermine le 

degré de fluoration de la surface. On tend vers la gravure si F est élevée, mais plutôt 

vers la polymérisation si CFx est élevé (dtAgostino et al., 1990). A la faible 

concentration de CF4 utilisée ici, le plasma tend nettement vers la gravure mais la 

nature et la quantité de dispositifs polpériques à stériliser peuvent évenniellement le 

modifier. 



5.23 Complexité du mécanisme 

L'effet d'une technique de stérilisation ou de désinfection sur les spores bactériennes est 

difficile à comprendre, même avec un procédé simple comme la chaieur humide. Ceci est 

lié à deux choses : 

a) L'existence d'un cycle de sponilation-gemiination-croissance, qui empêche 

d'identifier le moment précis de la « mise à mort ». 

b) La complexité structurelle des spores : les cellules vivantes comme les spores 

possèdent plus d'une cible et il est difficile de déterminer laquelle est responsable de 

la mortdi;$. Ainsi, considérant que Hz& n'a d'effet que sur la tunique de certains 

spores, on peut en d6duire que cette dernière ne constitue probablement pas la cible 

principale, celle-ci étant plutôt situé dans le noyau ou le cortex (Russel 1993). 

La corylexité du plasma froid rend l'étude de son mécanisme encore plus difficile. Les 

nombreuses variables expérimentales, déctites brièvement au chapitre 1, déterminent la 

nature et la quantité des espèces actives d'un plasma et, par-là, influencent l'effet du 

plasma sur les surfaces polymériques. Lorsque l'on parle de stérilisation, de nouvelles 

variables spécifiques - présence ou non d'emballage, nature et quantité des surfaces à 

stériliser etc. - doivent être considérées. Dans le schéma suivant (Figure 5.1), nous 

tachons de résumer l'ensemble de ces paramètres dont nous discutons ensuite l'influence 

sur l'efficacité de la stérilisation B la lumière des connaissances acquises tout au long de 

ce projet. 
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5.2.4 Influence des différents paramètres du plasma sur l'eîkacité du procédé 

Composition 
du gaz 

Puissance 

Facteurs 

nature des 
dispositifs . Emballage *. 

'a. 

Présence de résidus 
C.~**'"" organiques et/ou de sels 

Type et densité de 
surface des rnicro- 
organismes 

Figure 5.1 Schéma récapitulatif des différents paramètres intluençant I'effrcacite de desmiction des 

micro-organismes par plasma (inspiré de Kay et aL, 1980) via une influence des paramètres internes 

du plasma, des interactions plasma-surface et des barrières potentielles aux espèces actives (Flèches 

pointillées : fateurs spécifiques à la st6nlisation). 



Comme nous l'wons vu durant cette thèse, la composition du gaz est un facteur 

déterminant de l'efficacité du plasma (article 3). On savait déjà qu'un plasma à base 

d'oxygéne est beaucoup plus efficace qu'un plasma d'argon. Ici, le plasma @/CF4 s'est 

avéré beaucoup plus efficace que tous les autres gaz et d a n g e s  testés. Dans une 

moindre mesure, une différence a ét6 observeie entre 02 pur, CO2, H202 et air (voir article 

3, et Hury et ai., 1998). La composition du gaz détemine le type d'espèces actives, 

notamment de radicaux, de molécules exciths (oxygène atomique, oxygène singulet, 

radicaux hydroxyles etc.) et, par la même occasion, l'intensité et la distribution de 

longueur d'onde de la radiation W et VUV émise. Ainsi, l'ajout de CF4 pennet 

d'augmenter le taux de dissociation de 02 en O et de créer des atomes de fluor très 

efficaces. L'ajout d'azote permet égaiement d'accroître la création d'oxygéne atomique 

tandis que l'hélium (He) augmente la densité électronique et l'énergie moyenne des 

dectrons (Egitto et al., 1990). 

Débit gazeux (F) 

Le débit gazeux est égaiement un facteur important (article 3) car il détermine en grande 

partie la concentration des espèces actives. On sait que pour augmenter la gravure, il faut 

augmenter le flux d'O du plasma vers l'échantillon. Dans notre expérience, doubler le 

débit a presque doublé le nombre de log de spores ddtniits en 5 minutes. On peut 

supposer que l'on atteint un plateau h un certain débit, quand les espèces actives 

deviennent trop nombreuses pour être toutes utilisées. L'efficacité peut même diminuer 

puisque le temps de dsidence du gaz diminue lorsqu'on augmente le débit 

(.c=poV/F). Ne pouvant pas augmenter davantage le &'bit sans modifier la pression dans 

la cbambre - qui pompait B son maximum - nous n'avons pas testé l'effet d'un débit 

supérieur à 1 10 centimètres cubes par minute. 



Pression (a) 

Lors de cette étude, nous n'avons pas modifié la pression bien que celle-ci puisse 

influencer l'efficacité de part son influence sur le taux de gravure, du moins pour le 

plasma 02/CF4 (Wrobel et aL, 1988). D'une façon plus générale, la pression a des effets 

compétitifs sur l'efficacité d'un plasma ; elle augmente le temps de résidence du gaz, 

agit sur la concentration d'espèces actives dans le volume du plasma (Wrobel et ai., 

1988) qu'elle augmente jusqu'à une certaine pression. Ensuite, cette concentration 

diminue à cause de l'augmentation du nombre de collisions et de recombinaisons dans la 

chambre, ainsi que de la réduction du nombre de photons de haute énergie (changements 

de la FDEE) (Wrobel et af., 1988). De plus, le volume de la décharge diminue puisque les 

particules perdent leur énergie plus rapidement. Chau et al. (1996) ont ainsi observé une 

inactivation incomplète de bactérie Escherichia colià 400 mtorr dors qu'h 43 et 220 

mtorr l'inactivation était totale. Pour Khornisch et al. (1998, 1997) par contre, l'efficacité 

du plasma CC était pratiquement indépendante de la pression dans la gamme 80-250 

mTorr, 

Puissance (Pl 

L'augmentation de la puissance provoque une hausse de la densité électronique donc, de 

la densité d'espèces actives. Ainsi, Boucher (1985) et Khornisch et al. (1997) ont montré 

une hausse de l'activité sporicidde en augmentant la puissance. Ceci est tout à fait 

logique puisque l'on augmente ainsi la densité de toutes les espèces actives. La puissance 

doit cependant rester limitée pour diminuer les coQts et surtout pour ne pas chauffer le 

matériel à stériliser. 

Fréauence d'excitation : RF ou MW 

Nous avons démontré lors de cette étude une meilleure efficacité du plasma MW &/CF4 

comparé à son équivalent RF, ce qui est lié au plus fort taux de gravure du premier 



(Lamontagne et al. 1991, Wertheimer et Martinu, 1993) comme nous l'expliquons dans 

l'article 4. La fréquence d'excitation détermine la fonction de distribution d'énergie des 

électrons (FDEE), l'un des paramètres fondamentaux du plasma. Lors d'un plasma MW, 

la FDEE tend vers une maxwellienne, ce qui augmente la quantité d'électrons de haute 

énergie et donc, les phénomènes d'ionisation et de dissociation à l'origine des espèces 

actives du plasma. On sait ainsi que le taux de dissociation de l'oxygène en O est plus 

élevé avec MW. 

La quantité d'ions est également plus importante avec un plasma MW mais leur énergie 

est beaucoup plus faible que dans un plasma RF avec électrode polarisée (Wertheimer et 

Martinu 1993, Zabeida et al., 1998, Hallil et al., 1999). Les ions sont quasiment non 

affectés par le champ électromagnétique MW et peuvent être considérés sans 

mouvement. te choix d'une fréquence MW permet donc d'éviter un bombardement 

ionique significatif qui pourrait altérer les surfaces des biomatériaux, Les particules 

chargées ne jouent pas un rôle essentiel dans la stérilisation plasma, comme nous l'avons 

vu lors de nos expériences (article 4), qui confirmaient les travaux de Boucher (1985) et 

Khornisch et al. (1997, 1998). 

Pour plus de détails sur l'influence de la fréquence d'excitation sur la concentration des 

espèces actives, nous référons le lecteur aux publications suivantes : Moisan et 

Wertheimer (1993) ; Wertheimer et Martinu (1993) ; Zabeida et al., (1998) ; Hdlil et al., 

(1999). 

Facteurs néornétn~ues 

Le type de réacteur détermine également le type et la concentration des espèces actives. 

On peut ainsi disposer les échantilions dans la décharge comme nous l'avons fait, ou dans 

la post-décharge (Moreau et al., 2000). Dans le premier cas, ils seront soumis aux espèces 

actives neutres ainsi qu'aux ions, aux photons et au champ électromagnétique. Dans des 

conditions appropriées, le plasma peut dors même être généré directement dans 



l'emballage entourant le matériel à stériliser, ce qui est un sérieux avantage lorsque l'on 

sait qu'une proportion importante des espèces actives se recombine sur les parois de 

l'emballage, Les post-décharges quant ji elles ont l'avantage de ne pas exposer les 

échantillons à la radiation électromagnétique ni aux ions. Seules les espèces actives 

d'assez longue durée de vie parviennent à la chambre de stérilisation et leur concentration 

diminue lorsque l'on s'éloigne de la décharge. Selon la géométrie du système, une partie 

ou la totalité des photons émis par la décharge ne parvient pas non plus dans la chambre 

de stérilisation. La concentration d'espèces actives diminue également dans un plasma 

direct quand on s'éloigne de la source. Ainsi nous avons vu l'efficacité de notre plasma 

diminuer quand on augmentait la distance entre l'applicateur MW et les échantillons. 

Le matériau constituant la paroi du réacteur détermine le taux de recombinaison des 

espèces actives, donc la quanti3 d'O atomique ou de toute autre espèce active atteignant 

l'échantillon (Hury et al., 1998 ; Moreau, 2000). 

Tem~érature du substrat (T'. 

Hury et al. (1998) ont montré que la température T du substrat influence l'efficacité d'un 

plasma COz (Hury et al., 1998). L'effet n'étant pas monotone (+60°C > -15°C > +15"C), 

les auteurs ont conclu que T avait des effets compétitifs. L'augmentation de l'efficacité 

en fonction de T entre +15 et +6WC s'explique aisément puisque l'on sait que la gravure 

augmente avec la température du substrat. T influence les vitesses d'adsorption, de 

réaction et de désorption, selon la loi d'Arrhenius classique (Egitto et al., 1990) : 

avec kt : vitesse de gravure ; E, : énergie d'activation ; k : constante de Bolizmmn et N le 

nombre d'Avogadro. La désorption doit cependant ne pas être trop rapide, pour laisser le 

temps à la réaction de se faire. 



Quant à la meilleure efficacité obtenue par Hury et al. (1998) à -15°C. comparativement 

à +lS°C, elle peut possiblement s'expliquer par une sensibilité accrue des spores à basse 

température. Nous savons que les spores à L'état congelé sont hypersensibles aux UV 

(Russell 1993). Cela peut être aussi le cas avec d'autres procédés de stérilisation. 

Étant donné que l'effet de T avait déjà été étudié, nous nous sommes contentés de vérifier 

que la température ne dépassait pas les 6û°C (k 1%) grâce à 2 moyens : a) l'utilisation 

d'un thermocouple pour mesurer la température du substrat à la fin du traitement ; b) 

l'utilisation d'un crayon TernpilstickB (Tempil, Air Liquide America Corporation, South 

Plainfield, NJ, USA). Le principe de ces crayons consiste en une N cire N que l'on dépose 

sur le substrat (dans notre cas, au fond des tubes), dont la consistance et l'aspect changent 

si la température a dépassé la température seuil. 

La présence d'emballage est également très déterminante pour l'efficacité du procédé 

plasma. Lors de notre étude, nous avons observé une baisse radicale de la mortalité 

lorsque les spores étaient emballés, ce qui s'explique par une faible quantité d'espèces 

actives traversant l'emballage. En effet, elles tendent à se recombiner sur les parois de 

l'emballage ou à réagir avec. Une étude plus poussée pourrait permettre d'améliorer 

l'efficacité par une optimisation de I'embdage ou en s'assurant de créer le plasma 

directement à l'intérieur de cet emballage. Cependant, nous pensons que la faible 

pénétrabilité des espèces actives du plasma constitue sa principale limite pour son 

utilisation en stérilisation. En effet, pour conserver leur stérilité, les dispositifs et 

instruments médicaux doivent être fermés (comme par exemple, les tubes fermés) ou 

placés dans des emballages empêchant les micro-organismes de pénétrer. Trouver un 

emballage conservant l'efficacité du plasma constitue tout un défi. 



Nature et auantitt? des disaosirifs à stériliser 

La nature du substrat influence la « D-value D pour un micro-organisme donné (Kelly- 

Wintenberg et al., 1999). La raison est encore inexpliquée. Trois hypothèses peuvent être 

soulevées. 

1) Effet de la tempéraime par échauffement variable du substrat, selon l'équation 

P = % O  t an6~ '  E~ 

avec P, la puissance absorbée par un matériau par durée et unité de volume ; a, ta 

fréquence d'excitation du plasma (2.45 GHz) ; E', la permittivité ; E, le champ 

électrique, et tan6 variable selon les matériaux. 

2) Adhbion variable du micro-organisme sur le substrat. 

3) Interférence du substrat dans le procédé. par la création de nouvelles espèces 

actives. Durant la volatilisation des spores, les dispositifs polymériques sont 

égaiement gravés ; cela génère de nouveaux radicaux qui peuvent ralentir ou 

accélérer la destruction des spores. 

4) Possible effet ii catalytique » du substrat (eg métaux) 

La quantit6 des dispositifs influence l'efficacité de trois façons : 1) le taux de gravure 

d'un plasma diminue lorsque la quantité (nombre ou surface) à graver augmente (Egitto 

et al., 1990) ; 2) dans le cas particulier du plasma @/Ch, la charge peut changer le ratio 

des atomes d'oxygène et de fluor (OF') malgré des conditions opératoires constantes : le 

ratio O/F optimal, permettant une gravure maximaie, est ainsi obtenu pour un 

pourcentage de Cfi variable d'un chargement 8 l'autre (Egitto et al., 1990) ; 3) les 

dispositifs placés près de la décharge peuvent a cacher » les autres (effet d'ombrage), 

empêchant les espkes actives du plasma d'y accéder. Ce phénomène a été observé par 

Moreau (2000). 



Nature et densité de surface des micro-ormismes présents 

La nature des micro-organismes influence bien entendu l'efficacité du plasma puisque la 

résistance des micro-organismes aux procédés de stérilisation est très variable (Chang et 

al., 1995, Tortora et al., 1994) et que cela s'avère également le cas pour la stérilisation 

par plasma (Alfa et al., 1997 ; Kelly-Wintenberg et a l ,  1999). De plus leur quantité, mais 

surtout leur densité de surface comme l'ont montré plusieurs travaux, est déterminante 

pour l'efficacité du procédé. Pour une même quantitd de spores, l'efficacité est meilleure 

pour la densité de surface la plus faible (Hury et al., 1998 ; Khomisch et al., 1997). Ceci 

s'explique notamment par une hausse du risque de recouvrement lorsque la densité de 

surface augmente. De la même façon, dans les conditions réelles, la présence ou non d'un 

biofilm, de résidus organiques ou de minéraux influencera de façon significative 

I'efficacitc? du pracédé. 

Encore une fois, ceci nous mène à la grande limite du plasma, qui est et restera son faible 

pouvoir de pénétration. En cas de résidus organiques, d'emballage, de géométries 

complexes ou d'un nombre importants de dispositifs à stériliser dans la chambre, 

I'eftïcacité du plasma sera sévèrement Limitées, surtout dans le cas d'une post-décharge. 

5.2.5 Comparaison des conditions expérimentales des études sur la stérilisation 

par plasma 

Dans un but de synthèse, le tableau 5.1 répertorie les paramètres expérimentaux utilisés 

lors des principdes études publiés sur la stérilisation par plasma. 
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On observe que chacune de ces études diffère des autres par de nombreux paramètres et 

que certains d'entre eux, comme la distance entre la source plasma et les échantillons ou 

le débit, ne sont souvent pas précisés dans les publications. Cela rend les comparaisons 

très délicates. De plus, le tableau met en évidence plusieurs variables méthodologiques 

qui peuvent fortement influencer les résultats : la densité de surface des spores, la 

géométrie des substrats et la méthode de préparation et la souche des spores qui 

influencent leur résistance @add et al., 1983 ; Shintani, 1996). 

En effet, dans tous les travaux de la littkature la surface est suffisamment grande pour 

obtenir une monocouche thbrique. Cependant, nous avons observé que nous n'avions 

pas une monocouche idéale de spores sur la surface des tubes. il restait des zones où des 

spores sont cachés par d'autres et sont donc moins facilement atteignable par les espèces 

actives du plasma. Puisque l'on est ici en mode logarithmique, les quelques spores cachés 

représentant 1 ou 0.1% de la population initiait peuvent modifier fortement la courbe et 

influencer les résultats. Quant B la géométrie du substrat, elle influence la quantité 

d'espèces actives atteignant les micro-organismes. Pour un nombre de spores similaire, 

l'utilisation de substrats les plus larges et ouverts possibles, comme ceux utilisés par 

Chau et al., (19961, facilitent l'effcacite du plasma, Par contre, si l'on veut se rapprocher 

des conditions réelles en stérilisation, il est sage d'induire des facteurs de risque tels que 

nous l'avons fait lors de cette étude. Les essais cliniques classiques, où des spores sont 

étalés sur la surface du dispositif (souvent très grande, et généralement non précisée), ne 

nous semblent pas adaptés pour la stérilisation par plasma. Une standardisation de la 

taille et de la géométrie des substrats serait souhaitable. Enfin, en ce qui concerne la 

souche des spores et leur méthode & préparation, il nous semble préférable d'utiliser des 

spores commerciaux dont la résistance est constante et caractérisée. 



5.2.6 La stérilisation par plasma : plusieurs mécanismes possibles 

Le mécanisme suggéré par les résultats des différentes publications, bien qu'il implique 

généralement la gravure, varie d'un système à l'autre. Moreau et al. (2000) observent une 

efficacité supérieure lorsque L'émission W de leur plasma (h = 300-400 nm) est 

maximale. Selon Soloshenko et al. (1999) -dont les résultats nous semblent à la fois 

spectaculaires et douteux -l'ajout d'un systéme ne laissant passer que les W (h = 160- 

220 nm) ne diminue que faiblement L'efficacité de leur plasma. Bien que dans ces deux 

cas l'émission W ne soit pas optimisée pour des longueurs d'onde les plus efficaces, elle 

semble jouer un rôle significatif. Kelly-Wintenberg et al. (1999) concluent au contraire 

que l'émission W de leur décharge ii pression atmosphérique ne joue pas un rôle 

significatif. Ceci nous pousse ài cette conclusion : de la même façon qu'un plasma peut 

induire des phénomènes très diff thts  sur les surfaces polymériques, il existe 

probablement d'autres mécanismes de destruction des micro-organismes par plasma que 

la gravure, dont l'importance et l'efficacité varient avec les conditions expérimentales. 

L'attaque du matériel génétique (ADN) des micro-organismes par la radiation LW est 

l'un de ces autres mécanismes possibles. Dans le cas des décharges à pression 

atmosphérique, l'ozone -présent en plus grande quantité qu'à pression réduite - peut 

jouer un rôle important puisqu'il a des propriétés bactéricides utilisrSes depuis longtemps 

pour la désinfection de l'eau (Rickloff, 1987). L'ozone est d'ailleurs B la base d'un 

nouveau procédé de stérilisation (Karlson 1989 ; Julien et al., 1999). 



5.3 Enicaci té des UVNUV 

5.3.1 Effet des ultraviolets lointains sur les spores 

Bien que traité dans l'article 4, il nous semble important de reprendre quelques points ici 

pour expliquer la faible efficacité de l'émission MJV d'un plasma H2 sur les spores 

Bacillus subtilis et en déduire le rôle des UV du plasma dans le mécanisme de destruction 

des micro-organismes. 

il a été clairement établi que l'effet des photons ultraviolets sur les microsrgmismes 

varie selon leur longueur d'onde (c'est à dire leur énergie), ce qui est reprhenté par le 

spectre d'action oil l'efficacité B produire un certain effet est reporté en fonction de la 

longueur d'onde de la radiation (Giese, 1968 ; Parrish, 1978). Il a ainsi ét€ montré pour 

de nombreux micro-organismes que le maximum des spectres d'inactivation des 

ultrwiolets entre 200 et 400 nm se situait autour de 260 nm, ce qui correspond à un pic 

d'absorption de I'ADN et de I'ARN (Giese, 1968 ; Munakata et al., 1986 ; Parrish et al., 

1978; Russell, 1993 ; Tortora et al., 1994) (voir article 4, Figure 3.17). De 220 à 320 nm 

(UV-C et UV-B), le spectre d'inactivation des micro-organismes suit de près le spectre 

d'absorption de l'ADN (Moan et Peak, 1989)' indiquant que I'ADN est le principal 

chromophore dans cette région spectrale, c'est à dire que les dommages 21 l'ADN 

(brisures de chaîne, r6ticuIations, et accumulation de photo-produits) sont la cause 

principale de mortalité induite par ces photons UV (Panish er al., I978 ; Russell, 1993 ; 

Tortora et al., 1994). 

Par contre, I'eficacité des ultraviolets lointains (Ac 200 nm) envers les micro-organismes 

a fait I'objet de peu d'études (Hieda et at.,1986 ; Munakata et al., 1986 ; Munakata et a[., 

199 1) et, à notre connaissance, aucune n'a été effectuée avec I'émission VUV d'un 

plasma. Nous avons émis l'hypothèse d'une grande efficacité des VUV émis par le 



plasma i cause des faits suivants : 1) l'absorption de l'ADN est encore plus forte dans la 

région spectrale des VUV que des W (voir article 4, Figure 3-17) ; 2) outre les 

changements photochimiques dans I'ADN, les photons W peuvent aussi interférer 

avec l'intégrité de la membrane, grâce à leur haute énergie qui leur permet de briser les 

liens covalents des molécules organiques (Okabe, 1978) ; 3) les VUV peuvent modifier et 

surtout graver les polymères de façon significative (Fozza et al., 1997 ; Fozza et al., 

2000 ; Hollander et al., 1995; Takacs et al., 1993 ; Wertheimer et al., 1999). Or nous 

avons montré plus haut que la gravure joue un rôle déterminant dans l'efficacité du 

plasma ; 4 ) la radiation VüV est intense dans de nombreux plasmas (Fozza et al., 1998 ; 

HoIliinder et al., 1994 ; Liston et al., 1993). 

Pourtant, nous avons observé que l'intense radiation VUV 6mise par le plasma H2 n'a 

qu'une efficacité limitée sur les spores Bacillus subtilis. Cela s'explique par l'absorption 

des VUV par les parois protégeant le noyau contenant I'ADN. Nous avons vu que l'ADN 

sporal est protégé par environ 150 B 200 nrn de parois organiques constituées de la 

membrane cellulaire, du cortex (peptidoglycane), des tuniques internes et externes - 
formées de nombreuses protéines fortement réticulées, jusqu'à 25 pour les spores 

Bacillus subtilis - et de l'exosporium (Dricks, 1999 ; Meyer et al., 1984 ; Munoz et al., 

1978). Ces différentes couches diminuent fortement le nombre de photons atteignant 

l'ADN. D'après les calculs de Coohill (1986), seule 8% de la radiation VUV à 155 nm 

est transmise jusqu'au centre d'une bactérie ; ce pourcentage est certainement encore pius 

faible pour une spore bactérienne protégée par des parois plus denses et plus épaisses. 

U est pourtant difficile de conclure quels effets (dommages mernbranaires ou dommages 

à l'ADN) sont responsables de la mortalité des spores dans cette région spectrale. D'aprés 

Munakata et al., 1991, les spectres d'inactivation des spores et d'absorption de l'ADN 

aux longueurs d'onde inférieures à 200 nrn sont plutôt contraires. Cela voudrait dire que 

I'ADN n'est pas le chromophore principai des VUV. Les auteurs concluent pourtant 

l'inverse, ayant observés au cours d'une étude précédente que les spectres d'action létale 



et mutagène (impliquant forcément des dommages à I'ADN) sont parallèles. On peut 

supposer que les VUV sant absorbes avant d'atteindre I'ADN. et que la mortalité est 

plutôt induite par dommages membranai~s que dommages sur l'ADN, ce qui semble être 

le cas pour les levures Saccharomyces cerevisiae (Hieda et al., 1984; Hieda et Ito, 1986). 

Dans ce cas, le faible taux de gravure induit par l'émission VUV du plasma Hz, par 

rapport A celui du plasma 0KF4 dénit à l'article 3, pourrait dors s'expliquer par le taux 

de gravure beaucoup plus faible, 

53.2 Enicacité de la radiation U V W  du plasma 

Comme nous l'avons indiqué, le rôle de la radiation UV dans la destruction des rnicro- 

organismes por plasma est sujet à controverse. Celle-ci peut se comprendre quand on 

connaît la variation de l'efficacité des W et VUV seton leur longueur d'onde. L'intensité 

et la distribution de longueur d'onde de l'émission VUV/UV d'un plasma varie selon les 

paramtitres expérimentaux : composition, puissance, pression, concentration de 

contaminant, fréquence d'activation etc. (Liston et al., 1993 ; Fozza et nL.1998 ; 

HoIlander et al., 1994). Son efficacité fluctuera donc d'un système plasma ii l'autre. De 

plus, selon les autres espèces actives présentes dans le plasma, l'importance du 

mécanisme de destruction par W sera plus ou moins grande, et les possibles synergies 

avec les autres espèces actives comme l'oxygène atomique seront présentes ou non. 

Ainsi, nous pensons qu'on ne peut conclure de façon générale qwnt à l'importance 

de la radiation üV dans le mécanisme du pfasma. 

Par contre, on peut chercher à optimiser son eifcacité, en choisissant des prirrunètres 

exp6rimentaux produisant une radiation intense et dans des regions efficaces. Il est alors 

préférable d'optimiser une radiation dans la zone W efficace (220 à 270 nm) que dans la 

zone VCTV trouvée efficace par Munakata et al., (199 1) (150-16û nm) parce que le 

spectre d'inactivation dans la région des VUV est plus susceptible de varier d'un micro- 

organisme à l'autre que dans la région UV. En effet, dans la région VUV I'efflcacité 



dépend beaucoup de l'absorption par les protéines et auues matériaux entourant l'ADN, 

qui varient d'un micro-organisme8 l'aube. Après 220 nm, l'absorption diminue 

fortement et le spectre d'inactivation dépendra essentiellement de l'ADN, qui est 

relativement semblable d'une espèces B l'autre. 

5.4 Axe de développement d'un nouveau stérilisateur par plasma 

Une voie des plus prometteuses pour [e développement de procédé de stérilisation par 

plasma consisterait à optimiser à la fois la gravure et l'émission UV autour de 260 nm. 

Les photons UV s'attaquent par un mécanisme spécifique à l'ADN des micro- 

organismes. ils sont p;uticulièrement intéressant pour la stérilisation. A des longueurs 

d'onde proche de 260 nm, ils peuvent tuer de façon rapide des micro-organismes sur des 

surfaces ouvertes. En plus des lampes à mercure (k = 254 nm) couramment utilisees en 

désinfection, certains procédés 2 base d'UV comme PureBright0 (Dunn, 1995) au des 

lampes excimères (Fraunhofer Institut) sont actuellement en déveIoppement. Cependant, 

les W sont facilement absorbés par la matière car le coefficient d'absorption par les 

cellules et les tissus est très élevé (Chau et al., 1996). Cela altère fortement leur efficacité 

en présence de résidus organiques, de multicouches de micro-organismes et de 

géométries complexes (effet d'ombrage). De plus, ils sont inefficaces à désactiver les 

prions (Horwich et Weissman, 1997 ; Rosenberg et al., 1986). Nous pensons ainsi que, 

seuls, les W ne constituent pas une voie d'avenir pour la stérilisation des instniments 

medicaux. 

La gravure quant à elle, nous l'avons vu, joue un rôle important dans le mécanisme du 

plasma h i d .  Outre sa grande efficacité, elle permet d'exposer Ies micro-organismes 

cachées et d'atteindre les zones où les W n'accèdent pas, Grâce à son mécanisme non 

spécitlque elfe possède, en plus de ses capacités de destruction des micro-organismes, un 

potentiel de dépyrogénisation et de destniction des prions, ce qui n'est pas le cas des 



radiations W (Alper, 1993). Par contre, ce caractère non-spécifique fait que la gravure 

modifie également la surface des dispositifs stérilisés. Il serait donc intéressant de 

raccourcir la durée du plasma grâce à une émission W efficace. 

Cémission W du plasma devrait être optimisée pour des longueurs d'onde proches de 

260 nm. Au del& de 280 nm, I'efficacité des W chute abruptement (Giese, 1968). Autour 

de 220 nm, l'efficacité semble également bonne (Giese.1968 ; Munakata et al., 1991) 

mais le mécanisme est moins clair et l'efficacité pourrait différer d'un micro-organisme à 

l'autre. Quant aux VUV, nous avons vu qu'ils ne sont pas une voie d'avenir pour le 

développement de procédés de stérilisation. 

En plus de son efficacité directe sur les micro-organismes, le rayonnement UV pourrait 

aussi accélérer la gravure par un éventuel effet synergique avec les autres espèces actives 

du plasma. Un tel effet, nous l'avons vu, a été démontré avec les W. A une longueur 

d'onde d'environ 260 nm, les photons possèdent une énergie plus faible - autour de 5 

eV - mais qui peut être suffisante pour briser certaines liaisons covalentes dans les 

micro-organismes (Morosoff, 1990). Par contre, à ces longueurs d'onde, le coefficient 

d'absorption des W par les polymères est beaucoup plus faible que celui des W. Ceci 

peut favoriser le passage de la radiation UV à travers certains emballages, bien que cet 

aspect nécessite une étude. 

Une optimisation de la combinaison UV / gravure est difficile puisque le type de photon 

émis est directement lié au type d'espèces actives. On peut cependant envisager l'ajout 

d'un gaz inutile à la gravure dont le seul objectif serait de créer une émission W intense 

dans la région désirée. On peut également songer à un système combinant une lampe de 

longueur d'onde autour de 260 nrn (e.g. mercure, h = 254 nm) au réacteur plasma. 



5.5 Perspectives et travaux futars 

Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet de doctorat ont révélé des sujets à 

approfondir et à améliorer. Nous les résumons ici. 

Pour compléter notre étude de L'innocuité des sténlisateurs commerciaux à base de 

plasma, nous avons initié une étude de la biocompatibilité des cathéters. il faudrait 

l'accompagner d'une analyse des résidus de PAA et d'oxyde d'éthylène. Pour mieux 

séparer les effets de la phase chimique et du plasma de Sterrad@, nous préconisons 

d'étudier les 2 phases séparément, selon le protocole de Krebs et al. (1998). il serait alors 

intéressant de comparer les effets avec et sans emballage, afin de voir son effet limitant 

sur chacune des phases. Enfin, les phases de nettoyage et d'utilisation pouvant également 

altérer le matériel, il serait très intéressant de les simuler et d'observer leur impact sur les 

cathéters. 

Pour développer un système combinant les mécanismes de gravure et d' W, il faut 

pouvoir étudier sépdment l'effet des UV produits par différents plasmas et d'optimiser 

la radiation en fonction de paramètres expérimentaux. Pour cela, nous suggérons 

d'utiliser un systeme comme celui que nous avons utilisé pour l'article 4, qui permettait 

de mesurer la radiation par un spectromètre VOV muni d'un photomultiplicateur. La 

fenêtre du systéme utilisé est en Mgfi mais on peut le remplacer, par exemple par du 

quartz ou du fluronm de lithium (LE) afin d'éliminer les VUV de plus fortes énergies, 

puis comparer l'effet de la radiation UV seule ou associée aux VUV. Ce système 

permettrait d'optimiser la radiation, d'évaiuer son effet sur les micro-organismes et 

d'étudier les synergies éventuelles avec i'oxygène. Nous suggérons également d'étudier 

un système hybride comprenant une lampe à mercure et un plasma 0 2  OU &/CF+ 



Plus généralement, l'utilisation de techniques diagnostiques permettrait d'affiner l'étude 

du rôle des espèces actives et notamment de déterminer la concentration et le type 

d'espèces actives (notamment l'oxygène atomique) dans le plasma en fonction des 

paramètres expérimentaux, 

La principale limite de l'utilisation du plasma pour la stérilisation des dispositifs 

médicaux restant à notre avis la faible pénétmbilité des espèces actives à travers 

l'emballage, une étude plus compkte devrait égdement être effectuée : elle aurait pour 

objectif de vérifier s'il est possible d'activer le plasma directement 2 l'intérieur 

d'emballages et d'étudier la pénétrabilité des différentes espèces actives du plasma à 

travers ces matériaux plastiques poreux. Une teUe étude inclurait la mesure de la 

transmission des UV à travers les parois de L'emballage ; elle est probablement très faible 

étant donné l'épaisseur des parois (50-150 nm) et l'absorption des UV par les plastiques 

(Fozza, 2000). 

Enfin, un des atouts majeur du plasma étant son potentiel théorique de dépyrogénisation 

et de destruction des prions, il serait fort intéressant de les tester. Pour ce dernier, le 

modèle de protéines K prion-like » développé par notre équipe (Julien et aL, 1999) nous 

semble prometteur. 
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CONCLUSION 

Face aux nouveaux défis et aux nouvelles techniques de la stérilisation clinique, le 

personnel de stérilisation hospitalière a de lourdes responsabilités, en piuticulier lors de la 

réutilisation de matériel à usage unique. Ce travail de thèse aura pennis d'évaluer le type 

de modifications de surface et de volume provoquées par les stérilisateurs commerciaux à 

base de plasma, et de mettre en garde les utilisateurs contre l'utilisation de Plazlytem qui 

ne nous paraît pas suffisamment sQr. Les modifications sont de type oxydatif et le 

mécanisme d'action de ces stérilisateurs commerciaux est fort probablement lié à cette 

oxydation. La gravure n'apparaît pas jouer un rôle. 

Sachant qu'il y a de nos jours une tendance vers les nouveaux procédés de stérilisation 

oxydants comme le plasma, l'ozone, et l'acide péracétique, l'étude des effets oxydatifs 

des stérilisateurs à base de plasma permet d'estimer les risques induits par ces 

technologies sur les matériaux polyrnériques. Cependant, nous avons vu que les 

modifications varient d'un systéme de stérilisation à l'autre ainsi que d'un polymère il un 

autre. il n'est pas facile de les extrapoler, d'autant plus que la composition des dispositifs 

médicaux n'est souvent même pas spécifiée par les manufacturiers. il faudrait l'exiger. 

Durant cette thèse, nous avons démontré pour la première fois le rôle important de la 

gravure dans le mécanisme d'action du plasma. Cependant, en comparant avec les autres 

travaux de la littérature, nous pouvons constater qu'il existe plus d'un mécanisme 

possibie du plasma. Selon les paramètres expérimentaux choisis, on peut en effet 

optimiser la gravure (effet physique non spécifique) et obtenir une bonne efficacité, 

comme nous l'avons fait avec le plasma &/CF4. On peut également optimiser la radiation 

ultraviolette, qui peut tuer les micro-organismes selon un mécanisme totalement 

indépendant, directement dirigé vers I'ADN de ces cellules (mécanisme biochimique 

spécifique). L'optimisation simultanée de ces deux mécanismes nous semble une bonne 



voie de développement, même si la faibb pinétrabilité des espèces actives du plasma (en 

particulier à travers tes emballages conçus pour conserver les instruments stbriles) reste 

une limite importante pour le développement de ce procédé, en particulier lors de plasmas 

différés. 

Nous avons également montré que les photons ultraviolets lointains, pourtant connus 

pour leur effet sur les polym6res. n'ont qu'une efficacité limitée pour la destruction des 

spores bactériennes. Cela est dû au fait que les VUV ne sont optimaux pour aucun des 

deux mécanismes décrits cidessus : leur capacité de gravure est trop faible par rapport i 

un plasma d'oxyghe et, afortiori, un plasma @/CFd. De plus, ces longueurs d'onde sont 

fortement absorbées par les parois protéiniques des spores et une seule quantid minime 

de photons peut atteindre I'ADN et induire les phénomènes de mortdité bien connus en 

photobiologie. 

Enfin. cette étude nous a permis de connaître et comprendre l'influence des nombreux 

paramètres expérimentaux, notamment ceux de la mi3hodologie en microbiologie, sur les 

r6sultats obtenus p u  les différents auteurs. Cela appelle à une standardisation, au moins 

en ce qui concerne les souches de micro-organismes et la taille et géométrie du substrat. 

Ces deux derniers. qui n'influencent pas ou peu l'efficacité de techniques de stérilisation 

de forte pénétrabilité comme t'autoclave, déterminent à notre avis en grande partie 

l'efficacité observtk avec un plasma. 
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Amexe II : Structure chimique du Pellethane0 

9 Structure 

La structure des chaînes macromol&ulaires principales du Pellethane82363 (Dow 

Chemical), identifiée par spectrométrie de masse avec pyrolyse (McCarthy et al., 1997), 

est la suivante : 

Segment souple Segment rigide 

avec n et m variables. Pour Pellethane@ 80A. n=14, rn=1.7 

Produits iniri4ux 

Ce polyurethane aromatique est synthétisé par réaction de polyaddition entre les 

groupements diisocyanate (MDI) et le Pol ytetraméthylène Ether Glycol (PTMEG) : 

* Polytetraméthylène Ether Glycol (PTMEG) 

H-(O-(CHd4)II-OH 

* diisocyanate : Diphenylméthane Diisocyanate (MDI) 



Dans la pratique, on ajoute des additifs au polymère pour améliorer sa stabilité et sa mise 

en forme. Ici, nous avons détecté : 

* un antioxydant phénolique, visant ii le proteger contre l'oxydation 

Zrganox 1076 : 3-[3,5-bis(l,ldimethyléthyi)-4-hydrox~ny pmpanoate 

d'octaddcyle : C3sH& 

* Un additif pour faciliter l'extrusion du polymère : 

Bis-éihylène-stearamae, qui tend à migrer à la surface (Mc Carthy et al., 1997 ; 

Sterretî et Sachdeva, 1992) 




