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L’Afsset a pour mission de contribuer a assurer la sécurité sanitaire dans le domaine de
'environnement et du travail et d’évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter. Elle
fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise
et l'appui technique nécessaires a ['élaboration des dispositions Iégislatives et
réglementaires et a la mise en ceuvre des mesures de gestion du risque.

Présentation de la question posée

L’Afsset a été saisie le 11 avril 2006 par I'Agence de la Biomédecine afin de procéder a
I'évaluation des risques liés a l'utilisation de I'azote liquide dans le cadre des activités
d’Assistance Meédicale a la Procréation (AMP) et de formuler des orientations de
recommandations pour la prévention de ces risques.

Contexte

A ce jour, il n'existe pas de réglementation frangaise spécifique relative a la prévention des
risques lors de I'utilisation de I'azote liquide dans les laboratoires d’AMP. Deux arrétés, non
applicables aux laboratoires d’AMP et qui concernent les bonnes pratiques lors du
prélevement, du transport, de la transformation, de la conservation des cellules souches
hématopoiétiques issues du corps humain, des cellules mononuclées sanguines et des
tissus d’origine humaine utilisés a des fins thérapeutiques, apportent toutefois des éléments
d’encadrement de la sécurité des locaux (systeme de ventilation, détecteur d’oxygéne et
alarme, matériaux, consignes de sécurité).

A l'échelle nationale comme internationale, les régles de sécurité sont développées par les
fournisseurs et les « grands consommateurs », sous la forme de recommandations.
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D’aprés une enquéte conduite en 2006 par 'Agence de la Biomédecine, la France compte
98 laboratoires d’assistance médicale a la procréation déclarant utiliser de I'azote liquide.
D’aprés cette enquéte, seuls 60% des locaux sont équipés d’'un systéme de ventilation
(mécanique) continue, 45% d’un dispositif de mesure du taux d’oxygéne, et 27% d'un
systéme de ventilation asservi au dispositif de mesure. En dehors de toutes considérations
sur le débit de ventilation, 37% des locaux ne sont pas pourvus d’un systéeme de ventilation
mécanique alors que le volume d’azote liquide qui y est stocké par rapport au volume du
local nécessiterait une telle installation. La description des installations, des locaux et des
activités de travail dans les salles renfermant de I'azote liquide montre que les risques au
sein des laboratoires d’AMP francais doivent étre mieux maitrisés.

Aucun accident du travail ou pathologie professionnelle liés a I'utilisation de I'azote liquide en
AMP n'a été retrouvé dans la base des accidents Epicéa de I'INRS et dans la base du
Réseau National de Vigilance et de prévention des Pathologies Professionnelles.

Organisation de I'expertise

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) » avec pour objectif
de respecter les points suivants : compétence, indépendance, transparence, tracabilité.

L’Afsset a confié au Comité d’Experts Spécialisés (CES) « Evaluation des risques liés aux
milieux aériens » l'instruction de cette saisine. Ce dernier a mandaté le groupe de travail
« Prévention des risques liés a l'azote liquide dans les laboratoires d’AMP » pour la
réalisation des travaux d’expertise.

Les travaux d’expertise du groupe de travail ont été soumis régulierement au CES
« Evaluation des risques liés aux milieux aériens » (tant sur les aspects méthodologiques
que scientifiques) lors des séances du 6 octobre 2006, du 29 mars 2007 et du 5 décembre
2007. Le rapport produit par le groupe de travail tient compte des observations et éléments
complémentaires transmis par les membres du CES.

Ces travaux d’expertise sont ainsi issus d'un collectif d’experts aux compétences
complémentaires.

Cet avis se base pour les aspects scientifiques sur le rapport final issu de cette expertise
collective « Prévention des risques liés a 'azote liquide dans les laboratoires d AMP » dont la
synthése a été adoptée par le CES lors de sa séance du 27 mars 2008.

Avis et recommandations

L’Afsset est en accord avec I'ensemble des conclusions et recommandations présentées
dans le rapport du groupe de travail. Elle en préconise la mise en ceuvre au sein des
laboratoires d’AMP.

Outre ses recommandations en matiere d’aménagement, d’équipement de protection
collective et individuelle, de procédures de travail et de formation du personnel, le groupe de
travail a porté une attention particuliere a la question de la ventilation des locaux. L’Afsset
souligne le réle central de la question du renouvellement d’air dans le dispositif de prévention
des situations d’hypoxie. Ceci, en particulier au vu de la disparité des conditions de stockage
dans les locaux d’AMP (ventilation, volume de local, quantités d’azote liquide) mise en
evidence par I'enquéte de 'Agence de la Biomédecine.
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Enfin, I'Afsset souhaite attirer I'attention de I'Agence de la Biomédecine sur deux
problématiques, a la marge du champ de la saisine proprement dite, identifiées a 'occasion
des travaux d’expertise :

m Lesrisques liés au transport d’azote liquide par des particuliers

L’examen des pratiques de terrain montre que le transport des gamétes congelées entre
les centres de conservation et les structures effectuant la manipulation des gameétes
peut étre assurée par des particuliers. En effet, lorsque ces deux activités sont
géographiquement éloignées ou administrativement distinctes, il peut étre demandé aux
patients d’acheminer les échantillons congelés par leurs propres moyens. Cette situation
est potentiellement dangereuse du fait du volume réduit des habitacles de véhicule de
tourisme, dans lesquels I'évaporation d’une faible quantité d’azote peut baisser la teneur
en oxygene de facon significative, et du possible éclatement du conteneur lorsque celui-
ci n'est pas adapté au transport d’azote liquide (bouchon a fermeture hermétique par
exemple). Le manque de connaissances du public des propriétés de I'azote liquide et
'usage potentiel de conteneurs inappropriés sont des facteurs favorisant 'émergence de
ces situations dangereuses. Il est donc recommandé aux centres d’AMP :

e dinformer les usagers sur les dangers de 'azote liquide et des bonnes pratiques de
transport au moment de la prise en charge des échantillons ;

e de mettre ou faire mettre a disposition des usagers des conteneurs adaptés au
transport de I'azote liquide.

m Les besoins en expertise et en développement sur les gants de protection contre
I'azote liquide

Il n’existe pas a I'heure actuelle de gants, adaptés a la manipulation des paillettes et autres
matériels de faibles dimensions, protégeant efficacement contre I'azote liquide. Les gants de
protection contre le froid sont d'une épaisseur incompatible avec la finesse des
manipulations a réaliser et 'usage d’'une pince de préhension est peu approprié du fait des
risques d’adhésion de la pince aux parois des paillettes.

e Dans un contexte ou l'utilisation de fluides cryogéniques s’étend, il conviendrait
d’encourager le développement d’équipements de protection des mains préservant
contre le froid extréme tout en assurant un confort de manipulation.

La Directrice générale

r”l;_l;;,{;_,_& e d. Fedim

Or Michele FROMENTHEDRIME
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Mots clés

asphyxie, assistance médicale a la procréation, azote liquide, biologie de la reproduction, bralure,
CECOS, congélation, cryobiologie, éclatement, équipement cryogénique, explosion, gelure,
hypoxie, laboratoires
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Présentation des intervenants

GROUPE DE TRAVAIL .

Président :

Mme Isabella ANNESI-MAESANO — Responsable de I'équipe EPAR - UMR-S 707, INSERM ;
compétences en épidémiologie respiratoire et allergique

Membres :

- M. René ALARY — Chef du Département Air, Laboratoire Central de la Préfecture de Police de
Paris ; compétences sur le risque d’asphyxie, pollution atmosphérique, ventilation

- M. M.BARRIERE Paul — Chef du service de Biologie de la Reproduction, CHU de Nantes ;
compétences en biologie de la reproduction

- M. Dave CAMPAGNA — Responsable de la cellule d’épidémiologie, RATP ; compétences en
épidémiologie santé-travail et de I'environnement

- Mme Sylviane HENNEBICQ — Responsable du laboratoire de Biologie de la procréation-CECOS,
CHU de Grenoble ; secrétaire général de la fédération francaise des CECOS ; compétences en
biologie de la reproduction

- M. Henri HOELLINGER- Ancien directeur de recherche, INSERM ; compétences en toxicologie

- Mme Cynthia LE BON — Technicienne de laboratoire ; service d’Histologie, Embryologie, Biologie
de la Reproduction et du Développement, CECOS, GH Cochin — Saint Vincent de Paul ;
compétences en technique de laboratoire de biologie de la reproduction

- M. Goran PERINIC — Chef de section, Département AT, CERN ; compétences en sécurité
cryogénique, physico-chimie

- Mme Nathalie RIVES — Responsable du laboratoire de Biologie de la Reproduction-CECOS,
CHU de Rouen ; compétences en biologie de la reproduction

- M. Dominique ROYERE — Chef du service de Médecine et Biologie de la Reproduction, CHU de
Tours ; Président de la fédération des Biologistes des laboratoires d'étude de la fécondation et de
la conservation de |'ceuf (BLEFCO)

Organismes :

- INRS, représenté par Jérobme TRIOLET — Chef du péle Risques Chimiques, Département
Expertise et Conseil Technique

PARTICIPATION AFSSET

Coordination scientifique :
Mme Isabelle DAGUET — Chef de projet scientifique, Afsset
M. Matteo REDAELLI — Chargé de projet scientifique, Afsset

Contribution scientifique :
M. Matteo REDAELLI — Chargé de projet scientifique, Afsset
M. David VERNEZ — Adjoint du chef du département DESET, Afsset
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Secrétariat administratif :
Mme Agnés BRION — Afsset
Mme Véronique QUESNEL — Afsset

AUDITION DE PERSONNALITES EXTERIEURES

Cryo Diffusion S.A.

M. Jean-Paul ALONSO — Directeur commercial

M. Michel LEVEILLIER — Responsable contréle qualité

M Didier SCHNEIDER — Responsable des Ventes France
M. Marco SMANIA — Directeur général

Air Liguide Santé International
M. Jean-Luc MONEIN — Coordinateur Corporate Hygiene, Sécurité, Environnement
M. Noél BARIGAULT — Pharmacien vigilance AIR LIQUIDE Santé International

M. Philippe CADE — Responsable des Audits Industriels, Business Unit gaz médicaux et matériel
médical

CONTRIBUTIONS EXTERIEURES AU GROUPE :

- Enquéte Azote organisée par I'Agence de la Biomédecine

- M Christian REYMOND - Responsable du Service Technique et Développement, Air Liquide
DMC (Division Matériel Cryogénique)

ADOPTION DES TRAVAUX PAR LE (S) COMITE(S) D’EXPERTS SPECIALISES

Les travaux du groupe de travail, et notamment le rapport intermédiaire de septembre 2007, ont
été présentés au CES « Evaluation des risques liés aux milieux aériens » lors des séances
pléniéres des :

- 29 mars 2007,
- 5 décembre 2007.

Le présent rapport a été soumis pour commentaires au CES « Evaluation des risques liés aux
milieux aériens » a I'occasion de la séance pléniere du 27 mars 2008.
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Président

M Christian ELICHEGARAY - Chef du Département Air de I'Ademe; Physico-chimie de
l'atmosphére, QA

Membres

M René ALARY - Ancien Chef du département Air au LCPP ; pollution atmosphérique et chimie

Mme Isabella ANNESI MAESANO - Directeur de recherche INSERM, Responsable de I'équipe
d'épidémiologie des maladies allergiques et respiratoires, INSERM ; épidémiologie respiratoire,
pollution atmosphérique

M Olivier BLANCHARD - Ingénieur de recherche "qualité de l'air", Direction des risques
chroniques, INERIS ; qualité de l'air

M Pierre-André CABANES - Médecin, adjoint du service médical d'EDF ; évaluation des risques
sanitaires

M Dave CAMPAGNA - Responsable de la cellule d’épidémiologie, RATP, épidémiologie
Mme Véronique DELMAS - Directrice d'Air Normand ; pollution & chimie atmosphérique

Mme Véronique EZRATTY - Médecin évaluateur de risques EDF ; évaluation des risques, (risques
professionnels)

M Robert GARNIER - Médecin toxicologue au CAP de Paris, maitre de conférence Hopital
Fernand Widal ; toxicologie

M Philippe GLORENNEC - Enseignant chercheur ENSP ; épidémiologie, évaluation des risques
sanitaires

Mme Séverine KIRCHNER - Responsable du secteur "qualité de I'air intérieur" au CSTB ; chimie et
pollution de I'atmosphére, air intérieur

Mme Agnés LEFRANC - Coordinatrice programme PSAS 9 InVS; épidémiologie, statistique,
pollution atmosphérique

M Maurice MILLET - Maitre de conférence Université Louis Pasteur ; physique-chimie, spécialiste
des phytosanitaires dans l'air

M Alain MORCHEOINE - Directeur Air et Transports a 'Ademe ; qualité de Il'air, émissions dans
I'air

M Yannick MOREL - Chef de département Détection biologique au Centre d'Etudes du Bouchet ;
toxicologie moléculaire

M Jean-Paul MORIN - Chargé de recherche a 'INSERM ; spécialiste des émissions moteur

M Christophe PARIS - Médecin professeur des universités et praticien hospitalier au CHU de
Nancy ; épidémiologie, pathologies professionnelles

M Vincent-Henri PEUCH - Chercheur en modélisation numérique de la composition chimique de
l'atmosphére a METEO France ; modélisation atmosphérique

M Charles POINSOT - Directeur d’Atmo Nord pas de Calais ; qualité de I'air, pollution de l'air

Mme Martine RAMEL - Responsable du programme LCQA a I'INERIS ; qualité de l'air, polluants
de l'air

M Rémy SLAMA - Chercheur & I'INSERM ; épidémiologie, pollution atmosphérique
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M Fabien SQUINAZI - Médecin biologiste, directeur du LHVP Air intérieur, pathologies
professionnelles induites par la QA, microbiologie

M Jacques VENDEL - Chef de laboratoire a 'IRSN ; aérosols, connaissances métrologie
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Expertise collective : synthese et conclusions

) ) afsset & ) ) agence rancaise de séourité sanitaire de Fenvironnement et du travail

EXPERTISE COLLECTIVE :
SYNTHESE ET CONCLUSIONS

Relatives aux « Risques liés a 'utilisation de I'azote liquide dans le cadre des
activités d'Assistance Médicale a la Procréation »

Saisine Afsset n”« 2006/AC006 »

Ca document synthétise les travaux du groupe de travall et présenie les ayenfuals
compléments du Comité dExperts Spécialisés « Evaluation des risques lies aux milieux
adrens »

Présentation de la question posée

L'Afsset @ &té saisie 12 11 avrll 2008 par |'Agence de ia Biomédecine afin de procéder a
I'évaluation des risques fiés & |'utilisation de l'azote liquide dans le cadre des activites
d'Assistance Médicale & la Procréation (AMP) et de formuler des orientations de
recommandations pour la prévention de ces risques Parmi ces risgues figurent plus
particuliérement ceux liés a Ihypoxie et aux gelures.

Contexte scientifique et réglementaire

A ce jour, || n'exists pas de réglemantation spécifique relative a la prévention des risques lors
de lutilisation de l'azote ligquide dans les laboratoires dAMP. L'etat des lieux des
réglementations en vigueur en France montre gue la prévention des risques spécifiques
relatifs & I'utilisation d'azote liquide est peu cadrée sur le plan réglementaire et sur celui des
recommandations, en regard du nombre importants de centre dAMP intéressés et des
guantités d'azote liquide mises en ceuvre, Deux arrétés, non applicables aux laboratoiras
d'AMP et qui concernent les bonnes pratiques lors du prélevement, du transport, de la
transformation, de la conservation des cellules souches hématopoistigues issues du corps
humain, des cellules mononuclées sanguines st des tissus d'origine humaine utilisés a des
fins thérapeutiques, apportent toutefois des &léments sur la sécurite des locaux (systeme de
ventilation, d&tecteur d'oxygéne et alamma, matériaux, consignes de sécurité).

A l'échelle naticnale comme internationale, les régles de sécurité sont développées par les
fournisseurs ot les « grands consommateurs », sous la forme de recommandations.

D'aprés une enquéte conduite en 2008 par I'Agence de la Biomedecing, la France compte
g laboratoires d'assistance médicals & la procréation déclarant utliser de l'azote liquide.
D'aprés cette enquéte, seuls 60 % de locaux (scit 70 sur fes 116 locaux ayant répondu} sont
équipés d'un systéme de ventilation (mécanique) continue, 55 % (soit 67 locaux sur 121)
d'un dispostil de mesure du taux d'oxygéne, et 27 % (soit 32 locaux sur 121) d'un systéme
de ventilation asservi au dispositf de mesure. En dehors de toutes considérations sur le
débit de ventilation, 37 % (soit 44 locaux sur 116) ne sont pas pourvus d'un systéme de
ventilation mécanigue alors que le volume d'azote liquide gui y est stocké par rapport au
volume du lacal nécessiterait une telle installation afin de limiter le risque d'hypoxle. La
description des installations, des locaux et des activités de travall dans les salles renfermant
da ['azote liquide montre que les risques au sein des laboratoires dAMP frangais doivent
&tre migux maitrisés.

'ja'E
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Organisation de |'expertise

L'sfssel a confié au Comité d' Experts Spécialisés (CES) « Evaluation des risgues liés aux
millelix adriens » linstruction de catte saisine. Ce dernier a mandate le groupe de travall
« Prévention dee risques liée a l'azote liquide dans les laboratoires d'AMP » pour fa
réalisation des travaux d'expertise,

Les travaux dexperise du groupe de travail ont &t soumis réguligrement au CES
« Evaluation des risques ligs aux milieux aérens » (tant sur les aspects methodologigues
gue scientifiques) lors des séances du 6 octobre 2008, du 29 mars 2007 et du 5 décembre
2007. Le rapport produit par le groupe de travail tient compte des observations et elements
complémentaires transmis par les membres du CES.

Ces travaux d'expertise sonl asinsl Issus d'un collectif d'experts aux compéfences
complémentairas. lls ont &té réalises dans le respect de |2 norme MNF X 80-110 « qualité en
expertise » avec pour objectif de respecter les points suivanis | compétence, independance,
fransparence, tragabilits,

Description de la méthode

Une revue de la littérature a &é réalisée an vue de relever des données générales relalives
& lazote liguide (propriétés physico-chimiques, stabilite et réactivité), el d'identifier et évaluar
sas effets sanitaires.

Le cadre de |'expertise demandée & l'Afsset se bordant aux activités d'AMP, le périméire
d'étude des risques s'esl limité aux opérations de travail qui se déroulent dans les salles
d'aMP contsnart de Fazote liquide, sinsi gu'd la manutention des conteneurs dans les
circulations internes au batiment et au senvice d'AMP, et au transporl sur la voie publique de
contepeurs de faibles volumes,

L'identification des siuations de travall & risques a pu étre réalisée en analysant les
informations recuslllies dans le cadre :
de lenquéte de l'Agence de |2 Biomédecine portant sur la situation des
laboratoires d'AMP en France,
de I'audition d'industriels : fabricantsfournissaurs d'équipements cryogeniques,
distributeur d'azote liquida,
d'un relevé sur site des opérations d'AMP mattant en jeu |'azote liquide.

Afin d'évalusr le rsque hypoxique, des taux d'oxygéne résiduels dans lair d'un local
consécutifs a I'évaporation d'azote liquide dans des circonstances caractéristiques de
['activité de biologie de |a reproduction, ont &fé estimés. Cas mux onl &té confrontés aux
effets sanitaires qui leur sont communément associés.

Ces travaux, enrfchis d'un bilan des réglementations et recommandations applicables a
lazcte liguide (confié & un prestataire), ont conduit a I'élaboration de recommandations
visant & criznier Jes actions de prévention des risgues liés a l'utilisation de l'azote liguide
danz les laboratoires de biologie de la reproduction.

Résultat de I'expertise collective
Identific tion des dangers

Il y a lieu de rappeler gue I'azote, constituant majeur de lalr, ne présente pas
intrinséguement de toxicite particuliére,

Les principaux dangers de l'azote liquide sont les gelures et Pasphyxie (conséquence de
I'hypaxie). Si le premier est bien connu du falt de la temperature extrémement basse de
F'azote & |'état liquide (-195°C), le second I'est beaucoup mains, bien qu'il puisse &tre fatal,

Zie

© Mars 2008 Version finale page 11/ 144




Afsset « RAPPORT « Risques liés a I'azote liquide en AMP » Saisine n°2006/AC006

Expertse callettive . syniitése et conclusions Saising n" 2006/AC00

L'hypoxie est lide & ia capacité de I'azote liquide 3 générer rapidement. par évaporation, un
important volume d'azote gazeux provoguant ainsi une réduction du taux d'oxygéne de l'air
par déplacement et dilution de l'oxygéne. Des effets apparaissent en dessous d'une teneur
en oxygane de 18 % Sslon la réduction de cette teneur, les principaux affels vont de la
diminution réversible des performances physigues et intellectuelles, a une afteration ou une
perte de conscience, voire des Iésions cérébrales iméversibles et le décés, Ce risgue ast
d'autant plus pemicieux que /'azote est un gaz incolore et [nodore.

Les trés basses températures de l'azote liquide et son important voiume d'expansion en
azote gareux & température ambiante sont également sources de dommages sur les
équipemeants et installations, et peuvent aboutir & des accidents tels que léctatement d'un
réciplent ou d'un conduit {augmentation rapide de pression), la fragilisation et le bris
déquipements, d'outils ou autres matéraux. |l peut provoquer une réaction explosive ou une
inflammation suite & la concentration et condensation de l'oxygens de I'air,

on _dii L i - 23 de scena "axposition

Les risques dus & ['utilisation de l'azote liquide sont difficiement quantifiables du fait de la
grande hétérogénéité des situations de travail et des configurations de locaux.

Afin d'évaluer le risque K& & I'hypoxie pour le personnel, |a quantité maximale d'azote liguide
pouvant s'évaporer dans des circonstances caracténistiques de 'activite de biologle de la
reproduction, a &t& estimée, pour ensuite calculer la baisse maximale d'oxygéne dans l'air
d'un local consécutive & celle évaporation. Les taux d'oxypéne résiduels, calculés sous
différent=s conditions de ventilation (de 0.5 & 20 V0l ") et de volume de local (de 10 &
150 m?), onl &é confrontés aux effets santtaires communément associes & ces taux
d'oxygéne |
-~ Evaporation naturelle & partir des conteneurs : les resultats montrent globalement un
taible impact de 'évaporation naturelle du contenu des récipients stockes sur le taux
d'oxygéne de |'air d'un local, et par conséquent sur le risgue hypoxique.

Mise & niveau d'un régipient : pour Is mise & niveau d'un recipient en azote liquide
(rempliesage pour garantir gque les preduits biologiques socient immemges en
permanence), l& risque hypoxique apparait fortement conditionne par la ventilation et
le volume du lacal. Ce rlsque est globalsment &carté dés lors que le volume du local
est important (150 m*), ou que |a ventilation est forcée (20 voiuwh', sauf pour des
locaux trés réduits de 10 m™).

— Mise en froid d'un conteneur volumineus inifislement dapourvu d'azote liquide : le
remplissage de mise en froid d'un conteneur (opération peu frequente en AMPF)
implique une évaporation d'azots liquide ralativement forte au début du remplissage
du fait de la différence de tampérature entre las parois du conteneur et l'azote liquide.
Les résultats issus d'une modélisation de mesures exparimentales (donc spécifiques
aux conditions d'axpérience) sur un conteneur volumineux de 680 | montrent
effsctivement une décroissance du taux doxygéne dans les premigres minutes. La
pente de cette décroissance est conditionnée par la ventilation et le volume du local,
Un risque d'hypoxie grave voirs fatal apparait dans un local trés réduit de 10 m’°, ds
possibles effets plus ou moins graves selon le taux de ventilation dans 30 m’, a priori
pas de risque particulier dans un local de 150 m® méme avec un faux de
renouvellement d'air de 0.5 volu.h'.

- Repversement du contenu d'un récipient. pour le scenario de renversement
accideniel d'un récipient (5, 10 &t 50 |) basé sur des hypothéses de calcul majorantes
en termes de risque hypoxique, sont observés des taux d'oxygéne particuliérement
dangereux pouvant Indulre une diminutien des performances el‘quws at
intellzciuelies, aliant, pour les logaux de faible volume (moins de 30 m’), de la perte
de connaissance jusqu'au décés. Le risque est minimisé dans des locaux de grand
volume (150 m*).

3is
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Ces résultats confortent bien lintérét d'agir sur des paraméfres tels que le volume des
lacaux et leur ventilation pour prévenir le risgue hypoxique fié & lublisation d'azote liquide.

De fait, ies travaux de cette expertise constituent les &léments de basa ayant permis au
groupe de travail de I'Afsset de proposer des recommandations de prévention des risques
lies & [utilisation de 'azote liguide en AMP

Le Comité d'Exparls Spécialisés « Evajuation des risques lies aux milleux aériens » adopte
les travaux d'experise collective lors de sa séance du 27 mars 2008 st fait part de cefte
adoption & la directrice générale de !'Afssel

Conclusions et recommandations de I'expertise collective

Les recommandations techniques et organisationnelles du groupe de travail sont présentées
dans leur totalité dans e rapport d'expertise. Les grandes lignes en sont présentées ci-
aprés.

Il faut préciser que ces recommandations n'ont pas pour objet de fournir des modalités
d'intervention en cas d'accident ou d'importants déversements d'azole liquide dans un local.

b Mize en couvre de protecti ives 1&nagenen ps locaux : il ast
notamment recommandé de veilier a maintenir un taux minimal de 19% d'oxygéne en vue
de prévenir l'apparition d'effets iés 4 'hypoxie. Cette valeur st par ailleurs recommandée
par la CNAMTS (R 276 Cuves et réservoirs). |l est aussi recommande de ne pas
manipuler et stocker de l'azote liguide dans des locaux de volume inférieur & 20 m’
(correspondant & une surface de B m* pour une hauteur sous plafond de 2.5 m),

Il ast recommandé de ne pas ulilser de locaux souterraing ni pour |8 stockage ni pour le
travail avec l'azote liquide. |l est important que les locaux ne communiquent pas par des
trappes ou d'autres ouvertures (ex : gaine technique) avec des locaux situés a des
niveauy inférieurs.

Les |ocaux doivent &tre Squipés, en particulier, d'appareils de détection et de mesure du
taux d'oxygéne, dun systéme d'alarme et d'une ventilation mécanique adaplée a deux
vitesses. Le taux de rencuvellement d air minimal nécassaire an continu peut étre estime
par 'utilisation de 'abaque figurant dans le rapport d'expertise collective,

Les locaux ou est manipulé ['azote fiquide devront &tre clairement identifies. lle davront
en oulre &tre dotés d'une signalisstion des dangers et des équipements de protection
individuelle requis. via les pictogrammes correspondants.

» Mise & disposition et port de protections individueiles : la manipulation d'azote liquide
ou de matédaux refroidis par I'azote liquide requiert le port de gants (& manchette longue
de praférence), lunettes ou visigre de protection, chaussures fermées et tablier en matlére
non-tissée. La groupe de travail note quil n'existe aucun gant adapte a la manipulation
deg pallisttes.

» Procédures de travail: Il est recommandé 4 chague laboratoire de définir et de
formaliser les régles de sécurité relatives 4 l'accés aux lecauwx (y compris pour les
intervenants extérieurs) et aux opérations sxposant potentiellement & 'azote liguide. Le
travail d'une personne isolée dans un laboratoire ne peut étre autonisé que dans le cadre

d'un dispositit de sécurité adapte.
b Stockage, remplissage ot installations de remplissage: (I est notamment

recommands de n'utiizer que des récipients congus pour contanir de l'azote liguide avec
leurs propres dispositifs d'abturation. L'utifization de tout autre conteneur non adapté,
notammeant les bouteilles isothermes du commerce avec leur bouchon hermiétique (rsque
d'éclatement...), est & proserire. Des masures de prévention sont proposges pour limier
l'évaporation d'azote gazeux dans les locaux de travail.

415
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b Transport : des régles de sécurité sont recommandées pour le transport d'azote liquide &

lintérieur du laboratoira et de I'‘établissement. Le transport en ascenseur ne doit étra
autorisé que non-accompagné et seulement dans des ascanseurs pouvant étre verroulliés
pour le transport. Pour les falbles quantités (quelques litres), l'utilisation de conteneurs de
transport avec absorption de I'azote liquide en parol poreuse est recommandée.

Des recommandations relatives au transport d'azote fquide an faible quantité dans un
vahicula léger sont précisées dans le rapport,

b Formation du personnel : le CES insiste sur l'mportance de la formation du personnel
Le rapport précise les principaux domaines de connaissances et de competences.

» Contréles périodigues : 'attention est attirée sur le respect des régles de contréle et de
maintenance des équipements et des installations

Le CES souhsite gue ces recommandations destindes aux gestionnaires et aux
professionnels de 'assistance médicale a la procréation solent prises en compte et adaptées
dans d'autres domaines d'utitsation de 'azote liquide,

Maisons-Alfort, le 27 mars 2008,

Au nom des experts du CES « Evaluation des risques lieés aux milieux aériens »,

'?jr___—— -..-u-""'iif
le président du CES,
M. Christian Elichegaray
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Abréviations

ACGIH : American Conference of Governmental Industrial Hygienist

ADNR : Accord européen relatif au transport international des marchandises dangereuses par les
voies d’eau

ADR : Accord européen relatif au transport international des marchandises dangereuses par route
AMP : Assistance Médicale a la Procréation

ANAES : Agence Nationale d'accréditation et d'évaluation en santé

APHP : Assistance Publique — Hopitaux de Paris

BCC : British Cryogenic Council

BCGA : British Compressed Gases Association

BIT : Bureau International du Travail

BLEFCO : Biologistes pour L’Etude de la Fécondation et de la Conservation des Eufs
BLEVE : Boiling Liquid Expanding Vapor Explosion

BS : British Standard

CAS : Chemical Abstracts Service

CCOHS : Canadian Centre for Occupational Health and Safety

CE : Commission Européenne

CECOS : Centre d’Etude et de Conservation des Eufs et du Sperme humain

CERN : Centre Européen de Recherche Nucléaire

CES : Comités d’Experts Spécialisés

CGA : Compressed gas association

CIV : Contrat de transport International ferroviaire des Voyageurs

COTIF : Convention Relative aux Transports Internationaux Ferroviaires

COV : Composés Organiques Volatils

CRAM : Caisse Régionale d’Assurance Maladie

DFG : Deutsche Forschungsgemeinschaft, agence des moyens pour la recherche allemande
EIGA : European Industrial Gases Association

EINECS : European Inventory of Existing Commercial Chemical Substances

EPA : Environnemental Protection Agency (US)

ESHRE : European Society for Human Reproduction & Embryology

GT : Groupe de Travail

IARC : International Agency for Research on Cancer

IATA : International Air Transport Association

IDLH : Immediately Dangerous to Life or Health
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IGC : International Gas Code

INRA : Institut National de la Recherche Agronomique

INRS : Institut national de Recherche et de Sécurité pour la prévention des accidents du travail et
des maladies professionnelles

INSERM : Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale
IRIS : Integrated Risk Information System (US EPA)

IRM : Imagerie a Résonance Magnétique

LN> : Liquid Nitrogen (azote liquide)

MAK : Maximale Arbeitsplatz Konzentration
(Concentration maximale autorisée sur un poste de travail)

N» : azote (gaz)
NFPA : National Fire Protection Association
NIOSH : National Institute for Occupational Safety and Health

NSPP : Ne Se Prononce Pas
NTP : National Toxicity Program (NL)
OIT : Organisation Internationale du Travall

OSHA : Occupational Safety & Health Administration Agence Européenne pour la Sécurité et la
Santé au Travall

PEL-TWA : Permissible Exposure Limit - Time-weighted average
(Niveau d’exposition admissible - Moyenne pondérée en fonction du temps)

REL : Recommended Exposure Limit

RID : Reglement concernant le transport international ferroviaire des marchandises dangereuses
TLV : Threshold Limit Value

UN : United Nations

US CSB : US Chemical Safety and hazard investigation Board

VLEP : Valeur Limite d’Exposition Professionnelle
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1 Introduction

1.1 Contexte

L'azote liquide résulte de la liquéfaction du gaz azote en dessous de son point d'ébullition
(-195,8C). C’est un liquide cryogénique dont les utilisations sont de plus en plus nombreuses et
diversifiées :

- Alimentaire (surgélation rapide)

— Industrie (refroidissement de procédés et de l'air ventilé, supra conductivité, découpage,
broyage, décapage)

- Informatique (overclocking)

- Enseignement et recherche (physique, conservation de cellules animales ou végétales)
- Vétérinaire (conservation de cellules animales)

— Médical (cryochirurgie, cryothérapie, conservation de cellules et tissus humains).

Dans le cadre de la préparation d'un arrété sur les bonnes pratiques dans les laboratoires de
biologie de la reproduction, 'Agence de la Biomédecine prévoit d’intégrer des recommandations
de prévention des risques liés a l'utilisation de l'azote liquide, substance non classée comme
dangereuse par ailleurs.

Aussi, I'Agence de la Biomédecine a saisi I'Afsset le 11 avril 2006 pour procéder a I'évaluation des
risques liés a l'utilisation de I'azote liquide dans le cadre des activités d’Assistance Médicale a la
Procréation (AMP) et formuler des orientations de recommandations pour la prévention de ces
risques.

1.2 Objectifs de la saisine

L'objectif de la saisine est de formuler des recommandations de prévention des risques
professionnels liés a l'utilisation d’azote liquide dans le cadre des activités d’AMP.

Pour ce faire, suite a I'analyse de la demande, I'Afsset a identifié trois axes de travail :

— Dresser un état des lieux de la réglementation applicable a I'utilisation d’azote liquide, a
I'exception de la production et de la distribution industrielle d’azote liquide ;

— Evaluer les risques liés a I'utilisation de I'azote liquide dans les activités de biologie de la
reproduction ;

— Proposer des orientations de recommandation en termes de prévention des risques.
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1.3 Modalités de traitement de la saisine

L’Afsset a confié au Comité d’Experts Spécialisés (CES) « Evaluation des risques liés aux milieux
aériens » l'instruction de cette saisine. Ce dernier a mandaté le groupe de travail « Evaluation des
risques liés a [l'utilisation d'azote liquide dans les laboratoires d'assistance meédicale a la
procréation » pour la réalisation des travaux d’expertise.

Les travaux d’expertise du groupe de travail ont été soumis régulierement au CES (tant sur les
aspects méthodologiques que scientifiques). Le rapport produit par le groupe de travail tient
compte des observations et éléments complémentaires transmis par les membres du CES.

Ces travaux sont ainsi issus d’un collectif d’experts aux compétences complémentaires.

L'expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « qualité en expertise » avec
pour objectif de se conformer aux points suivants : compétence, indépendance, transparence,
tracabilité.

Le groupe de travail rattaché au Comité d’Experts Spécialisé « Evaluation des risques liés aux
milieux aériens » a été constitué par décision de la Directrice générale de I'Afsset, en date du
18 janvier 2007. La création du groupe de travail « Evaluation des risques liés a l'utilisation d’'azote
liquide dans les laboratoires d’'assistance médicale a la procréation » a fait I'objet d'une large
consultation :

— Appel a candidature d’experts du CES « Evaluation des risques liés aux milieux aériens »,
dans sa séance du 6 octobre 2006,

— Appel a candidature d'experts du CES « Evaluation des risques liés aux substances
chimiques », dans sa séance du 29 septembre 2006,

— Appel a candidature d’experts du CES « Evaluation des risques liés aux substances et
produits biocides » et du CES « Evaluation des risques liés aux agents physiques, aux
nouvelles technologies et aux grands aménagements », entre le 20 octobre et le 10
novembre 2006

- Appel a candidature d’experts extérieurs aux CES, publié sur le site internet de I'Afsset du
20 octobre au 10 novembre 2006

L'examen des candidatures s’'est déroulé le 17 novembre 2006 au regard des compétences
scientifiques et techniques, mais également de I'indépendance vis-a-vis des questions posées et
de la probité des candidats.

La création du groupe de travail a été soumise a I'accord du président du CES « Evaluation des
risques liés aux milieux aériens », le 15 décembre 2006.

Le mandat du groupe de travail est de :

1- Synthétiser les données scientifiques disponibles sur I'azote liquide ;

2- Evaluer les effets sur la santé des atmosphéres chargées en azote gazeux et des
expositions cutanées,

3- Proposer des orientations de recommandations pour la prévention des risques
identifiés.
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Le groupe de travail s’est réuni a 10 reprises en formation pléniére entre les mois de février 2007
et février 2008. Les travaux du groupe ont été éclairés par :

'enquéte menée aupres des professionnels de 'AMP par I'Agence de la Biomédecine,

un bilan des réglementations et recommandations applicables a I'azote liquide, confié a la
société Alcimed, attributaire du marché public engagé sur proposition de I'Afsset,

l'audition de deux industriels fabricants/fournisseurs d'équipements cryogéniques (Air
Liquide le 15 juin 2007, CryoDiffusion le 10 mai 2007), Air Liquide étant également un
distributeur d’azote liquide,

la visite du Centre Européen de Recherche Nucléaire (CERN), grand utilisateur d'azote
liquide,

la visite sur site du laboratoire d’AMP du groupe hospitalier Cochin-Saint Vincent-de-Paul
(CECOS).

Un espace de travail informatique sécurisé a été mis a la disposition des membres du groupe de

travail.

1 15 février 2007, 20 mars 2007, 16 mai 2007, 15 juin 2007, 11 juillet 2007, 27 septembre 2007, 26 octobre
2007, 13 novembre 2007, 6 décembre 2007, 21 décembre 2007, 28 février 2008
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2 Historique de la cryobiologie en AMP

Spallanzani décrit en 1776 les effets du refroidissement dans la neige sur les spermatozoides
humains qu'il appelait « les animalcules ». Il faut attendre le milieu du XX*™ siécle pour que Smith
et Polge (1950) découvrent le pouvoir cryoprotecteur de la glycérine sur la semence bovine,
également rapporté par Jean Rostand sur les spermatozoides de la grenouille (Empéraire et al.,
1973). Le conditionnement des échantillons était réalisé tout d’abord sous forme d’ampoules de
verre. Des les années 50, le conditionnement des échantillons en paillettes de matiere plastique
connait un essor important et le stockage s’effectue a partir de cette date dans I'azote liquide. La
congélation des spermatozoides est d’abord pratiquée en zootechnie chez les bovins (Emperaire
et al., 1973). En 1953, Shermann et Bunge rapportent la premiére congélation de sperme humain
et parviennent quelques mois plus tard, a obtenir la premiere grossesse a l'aide de tels
échantillons (Emperaire et al., 1973).

Cette possibilité de pouvoir congeler et conserver des spermatozoides va permettre le
développement des banques de sperme dans différents pays grace au stockage des paillettes de
spermatozoides dans l'azote liquide (David, 2004).

En France, en 1973, le premier Centre d’Etude et de Conservation des (Eufs et du Sperme
humains (CECOS) est créé par Georges David au Kremlin Bicétre. Aprés la création des deux
premiers CECOS en 1973, leur nombre dépassait la dizaine en 1977 pour se stabiliser en 2002 a
23 centres publics et un centre privé non CECOS, 'lFREARES a Toulouse. Le role des CECOS ne
se limitait pas a la congélation du sperme en vue de don mais également a la congélation et la
conservation des spermatozoides avant un traitement susceptible d’altérer la spermatogenése de
maniére irréversible, encore appelée autoconservation de sperme (Hennebicq, 2004).

Le premier enfant congu par fécondation in vitro nait au Royaume-Uni en 1978 et en France en
1982. L'utilisation des traitements d’hyperstimulation de I'ovulation dans le cadre de la fécondation
in vitro entraine la conception d’'un nombre d’embryons supérieur au nombre d’embryons
transférables au cours d’'une tentative. De ce fait, la congélation des embryons dits surnuméraires
s'est développée en paralléle et le premier enfant né apres transfert d’embryons congelés voit le
jour en 1984. Ce nombre d’embryons transférés s’est considérablement réduit ces dernieres
anneées, entre 1 et 2 embryons transférés par tentative.

Depuis les années 90, se développe une autre activité de cryobiologie en AMP: la
cryoconservation du tissu ovarien. En effet, les progres réalisés dans la prise en charge
diagnostique et thérapeutique des cancers de I'enfant ont transformé une maladie fatale en
maladie curable pour la majorité d’entre eux. Ainsi, les taux de survie se sont considérablement
améliorés et la guérison est aujourd’'hui devenue un objectif réaliste. Cependant, I'amélioration de
I'efficacité thérapeutique s’associe a une augmentation des effets indésirables, parmi lesquels la
toxicité sur le tissu gonadique est la plus frequemment rencontrée pouvant entrainer une stérilité
définitive a I'age adulte.
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Chez l'adolescente, la congélation du gamete mature n’est pas envisageable puisque produit a
raison d’un ovocyte par cycle menstruel. L’obtention de plusieurs ovocytes matures doit faire appel
a l'induction de I'ovulation par traitement hormonal, cette procédure a un rendement variable et
nécessite plusieurs jours de traitement souvent incompatibles avec un traitement anticancéreux.
Chez la petite fille avant la puberté, I'induction de I'ovulation n’est pas envisageable. Ainsi, la
congélation du cortex ovarien apparait une solution adaptée chez la petite fille et 'adolescente.
Cette activité se développe de maniere significative depuis ces cing derniéres années.

La congélation du tissu testiculaire immature prélevé chez des jeunes gargons s'initie lentement au
niveau national et international. Cependant, cette procédure nouvelle devrait se développer dans
les prochaines années.

Porcu et al. (2000) ont ouvert des perspectives nouvelles en ce qui concerne la congélation des
ovocytes et leur aptitude a étre fécondés et transférés. Cependant, bien que cette procédure se
développe dans certains pays européens limitrophes dont la législation limite le nombre
d’embryons concgus in vitro et oblige & envisager des stratégies différentes de gestion des ovocytes
qui ne seront pas mis en fécondation (en Italie) ou des zygotes (ovocytes fécondés, en Allemagne
et Suisse) a qui on ne permettra pas d’atteindre le stade embryonnaire, la congélation ovocytaire
reste peu efficace et n'est pas développée en France.
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3 Etat des lieux des réglementations et
recommandations applicables a Pazote liquide

3.1 Synthese de [I'état des lieux des réglementation s et
recommandations applicables a I'azote liquide

Un bilan des réglementations et recommandations a été dressé par la société Alcimed dans les 13
pays ou [l'utilisation de l'azote liquide, et notamment en AMP, est réputée développée. Cette
prestation exclut la recherche des réglementations et des sources normatives relatives a la
conception des équipements cryogéniques, qui est assurée par le groupe de travail.

La méthode de travail a consisté en une étude bibliographique (textes réglementaires, fiches de
données de sécurité) complétée par environ 80 entretiens téléphoniques aupres d'acteurs
institutionnels (Ministeres, Organismes publics liés a la santé, ...), de laboratoires de conservation
de cellules humaines ou animales, et de fournisseurs d'azote liquide (services réglementation,
service sécurité).

Le bilan détaillé des réglementations et recommandations applicables a I'azote liquide, réalisé par
la société Alcimed, est joint en annexe 3 du présent rapport.

Les réglementations identifiées portent sur des dispositions générales (sur les risques chimiques,
la sécurité et la protection des travailleurs, I'agencement des locaux) et spécifiques (sur I'azote
liquide, les gaz liquéfiés, les récipients cryogéniques, le stockage cryogénique, l'asphyxie, la
ventilation et les espaces confinés).

Outre les textes applicables en France, les pratiques réglementaires spécifiques aux gaz
cryogéniques, a l'asphyxie et aux espaces confinés ont été analysées dans les pays suivants :
Allemagne, Autriche, Belgique, Canada, Danemark, Espagne, Etats-Unis, Italie, Pays Bas,
Royaume Uni, Suéde, Suisse.

En France, cing textes réglementaires spécifiques ont été identifiés. Parmi ceux-ci, deux arrétés et
un article du Code du Travail s’appliquent aux laboratoires d’AMP, mais ne mentionnent aucun
élément précis sur l'azote liquide. En revanche, les deux arrétés de 1998, bien que non
applicables aux laboratoires d’AMP, apportent plus d’éléments sur la sécurité des locaux (voir
Annexe 3). Il est notamment demandé d'installer un systeme a deux vitesses de ventilation,
assurant au minimum six renouvellements d’air par heure, un détecteur d’oxygene et une alarme
prévenant du manque d’oxygéne, ainsi que d'utiliser certains matériaux pour les locaux, et
d’afficher les consignes de sécurité.

BN

L'utilisation d’azote liquide telle que prévue dans le cadre de I'étude n’est soumise a aucune
réglementation spécifique européenne ou internationale. Cependant les réglementations générales
relatives la sécurité des produits chimiques sont applicables.

Le transport d’azote liquide renfermant des cellules humaines, par voies routiére, ferroviaire ou
maritime, est autorisé et n’est soumis qu’aux prescriptions minimales d’étiquetage et d’emballage
des réglementations ADR, RID et ADNR respectivement. D’apres la réglementation IATA, le
transport par avion est permis en soute mais pas en cabine.

Les recommandations données aux utilisateurs sur le territoire francais sont orientées sur la
fiabilité des équipements cryogéniques, les risques liés a I'utilisation de I'azote liquide et le risque
d’asphyxie en particulier. Ces diverses recommandations, relativement homogénes, sont adaptées
aux situations de travail en AMP. Les exigences pour le transport en ascenseur sont peu
nombreuses et contradictoires.
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D’une maniere générale, ces documents comportent peu de données chiffrées ou d’arguments
scientifiques.

Les bonnes pratiques qui ressortent des réglementations et recommandations pour minimiser le
risque d’asphyxie sont les suivantes :

Ne jamais utiliser un contenant hermétiquement fermé ou non muni de soupape de sécurité
pour transporter ou stocker I'azote liquide.

Installer un détecteur d’'oxygene et une alarme se déclenchant a un seuil d'oxygene
compris entre 18% et 19% (disposition obligatoire aux Pays-Bas si la ventilation est
inférieure & quatre renouvellements d‘air par heure pour une piéce de moins de 100 m°).

Evacuer le local lorsque la teneur en oxygéne est inférieure a 18% ou 19%, et interdire
'acces sans appareil respiratoire isolant lorsque la teneur en oxygene est trop faible (entre
17 et 20,5% selon les pays).

Maitriser le taux d’'oxygene du local par mise en ceuvre d’'une ventilation mécanique (par
un apport d’air neuf continu de 6 volumes par heure) couplée a une détection du taux
d’'oxygéne dans I'atmosphere du local.

Contréler périodiguement le bon fonctionnement des équipements cryogéniques et des
détecteurs d’oxygéne.

Concevoir des locaux de sorte que I'azote ne se disperse pas dans le batiment.

Former le personnel sur les dangers, les risques et les mesures de prévention a prendre et
linformer notamment par la signalisation du danger a I'entrée du local et I'affichage des
consignes de sécurité.

Transporter les récipients contenant de I'azote liquide sur un chariot adapté et utiliser
'ascenseur sans aucun passager et possédant une fonctionnalité « mode prioritaire».

Afin de minimiser le risque de brllure , les bonnes pratiques qui ont été identifi€ées sont les
suivantes :

Porter des équipements de protection individuelle : gants isolants sans ouverture qui
pourrait laisser passer de 'azote liquide, lunettes ou visiére, vétements recouvrant tout le
corps et chaussures fermées.

Utiliser une pince pour manipuler des échantillons dans I'azote liquide.

Afficher clairement les risques et les consignes de sécurité et informer le personnel sur les
premiers secours a apporter en cas de brQlure.
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3.2 Valeurs limites en milieu professionnel

L'azote, constituant majeur de l'air, n'ayant aucun caractére toxique particulier intrinséque, aucune
valeur limite se rapportant a I'exposition a I'azote en milieu professionnel n’a été proposée et de
fait identifiée au niveau national, européen et international (Tableau 1), le facteur limitant étant
I'oxygene disponible dans I'air.

Tableau | : Valeurs limites en milieu professionnel , azote
Organisme Valeur Limite en milieu Professionnel  Existence VLE P Azote
source
(Oui/Non)
REL N
NIOSH (2003) USA
IDLH N
ACGIH (2005) USA TLV N
OSHA (USA)
(2004) USA PEL-TWA N
INRS
(note Ed 984) France VLEP N
AGS Allemagne MAK N
Divers états
BGIA membres EU,
(base de données | Canada (Québec), | — N
Gestis) Japon, Suisse,
USA

L'’American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH, 2001) précise que l'azote
agit comme un asphyxiant simple.

Quelques pays ont fixé une valeur limite réglementaire du taux d’'oxygene dans l'air en milieu
professionnel, en dessous de laquelle il est interdit de pénétrer dans un local sans appareil
respiratoire (tableau Il).

Tableau Il: Valeurs limites professionnelles réglem  entaires, oxygene (Non exhaustif)
Pays Référence du texte Portée l\/a!eur
imite
Canada Provinciale
- Québec S-2.1,r.19.01 (2001) 19,5%
i . R.R.0O. 1990, Reg. 833 o
Ontario (1990) 18%
Pays-Bas Beleidsregel 4.4-10 (2002) | Nationale 18%
USA 29 CFR 1910.146 (1999) Fédérale 19,5%
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4 L’azote liquide

L’azote liquide est produit a partir d’environ 78% de diazote présent dans l'air atmosphérique. L’air
est comprimé, épuré ; les gaz extraits sont liquéfiés (oxygeéne et azote pour I'essentiel).

Hormis les activités de laboratoire et de recherche, I'utilisation de I'azote liquide se répand dans de
multiples procédés industriels tels que :

Le recyclage des pneus par cryopulvérisation (l'azote liquide congéle et fragilise les
lambeaux de pneus afin de les réduire facilement en miettes de caoutchouc). Une méthode
semblable est utilisée pour broyer et trier le chlorure de polyvinyle.

L'inertage des récipients, locaux et des stockages de produits inflammables (propulsion
des liquides dans les pipelines, fabrication d'ammoniaque, silo a grains, ...).

La surgélation rapide des matiéres périssables pour leur transport et pour broyer et traiter
des fruits séchés, des aromates délicats et des épices (empéchant leur contamination par
l'oxydation, la croissance bactérienne, la migration de I'humidité et l'infestation par les
insectes).

La récupération et le maintien de la pression dans les réservoirs de pétrole et de gaz.
La purge de pipelines, de tubes.

L'extraction de composés organiques volatils (COV) des émissions gazeuses dans les
procédés industriels notamment.

Le refroidissement des gaz de ventilation (climatisation, industrie du verre).

La protection des métaux, des semi-conducteurs et des circuits imprimés dans les
procédeés fabrication.

Le découpage au plasma.

Le refroidissement des électrodes des fourneaux de l'industrie du verre, des processeurs
informatiques, des équipements d'imagerie a résonance magnétique (IRM), des sols pour
les stabiliser (restauration de la tour de Pise).

L'abaissement de la température de coulée des mélanges de béton, inhibant la formation
de fissures.

La destruction de tissus infectés en cryochirurgie et en dermatologie (cryothérapie).

La conservation de cellules et tissus humains et animaux.

Tableau Ill : Numéros d’enregistrement de I'azote |  iquide
N°CAS 7727-37-9
N°EINECS 231-783-9
N°UN 1977 —,Az_ot,e ,I|qu|de
réfrigéré
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4.1 Propriétés physico-chimiques, stabilité et réac  tivité

L’azote est incolore inodore et insipide. Il est incombustible, ininflammable et chimiquement stable.
L'azote gazeux qualifié de gaz inerte a température ambiante et pression normale est le principal
constituant de l'air.

L'azote existe en phase liquide, a la pression ambiante, entre -209,86T (point de fusion) et
-195,8<C (point d’ébullition) (Rockswold, 1982).

4.1.1 Propriétés physico-chimiques

Le tableau IV présente les principales informations recensées en termes de propriétés physico-
chimiques de l'azote.

Tableau IV : Propriétés physico-chimiques de 'azot e

Symbole N,

Poids moléculaire 28,013 g.mol*

Paint de fusion -209,86C a 1,01325 bar

Point d’ébullition -195,8 C

Densité de I'azote liquide 0,8086 (a -195,8C et a 1,01325 bar)

Solubilité dans I'eau Faible (1,49% a 25T, a 1,01325 bar)

ISOIl.Jb”ité dans d'autres soluble dans l'alcool et 'ammoniaque liquide
iquides

Coefficient de partition non applicable

Volume de gaz formé a partir 650 a 683 | dans les conditions normales de température et
d’un litre de liquide de pression; 695 1a 21C, a 1,01325 bar

Densité de la phase gazeuse 0,967 a 0,9737

Facteur de conversion 1 ppm = 1,14 mg.m?; 1 mg.m™> = 0,875 ppm & 25C
Pression de vapeur non applicable

Energie de vaporisation 5.57 KJ.mol* & -195,79C

Pression critique 3400 kPa (33,54 atm)

Température critique -147,1C

Point triple de l'azote T =-210,0C et p = 0,13 bar
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4.1.2 Stabilité et réactivité

Le tableau V présente les principales informations recensées en termes de stabilité et de réactivité
de l'azote (CCOHS, 2006 — a, 2006 — b).

Tableau V : Stabilité et réactivité de I'azote

Etat® Commentaire

Normalement stable

Stabilité L/G | Soumis a des conditions d’incendie : normalement
stable (Code d’instabilité NFPA : 0)

Polymérisation dangereuse L/G | Inexistante

- Matieres grasses : risque d’explosion au contact des
matiéres  grasses lorsque  condensation et
concentration de I'oxygéne sous forme liquide.

L
- Magnésium : réagit trés violement en présence de
poudre de magnésium, pour former du nitrite de
magnésium.
- Lithium : réagit a température ambiante pour former
du nitrure de lithium. S’enflamme en présence
d’'azote.
Incompatibilité — Substances - Neodynium, Zirconium : réagit vigoureusement.
chimiques et matieres a -Titane : peut briler en atmosphére enrichie en azote
eviter a températures élevées.
G - Carbone : forme des cyanides lorsque chauffé en

présence d’'alcali ou d’'oxyde de baryum.
- Ozone : peut provoquer une réaction explosive.

- Calcium, Strontium, Baryum : chauffés a blanc,
réagissent pour former des nitrures.

- Oxygene : forme de I'acide nitrique puis du dioxyde
d'azote quand mélangé a l'azote et soumis a une
étincelle électrique.

Produits de décomposition LG | Aucun connu

dangereux
Corrosivité sur les métaux L/G | Non corrosif
Ininflammable
Inflammabilité L/G | Soumis a des conditions typiques d'incendie :
ininflammable (Code d’inflammabilité NFPA : 0)
Combustibilité L/G | Incombustible

1L Liquide, G : Gazeux

Z Les réactions chimiques qui pourraient provoquer une situation dangereuse sont listées ici. Plusieurs de ces
réactions peuvent étre réalisées en sécurité si des mesures spécifiques de contrble sont en place. A visée non
exhaustive, une vue d’ensemble des réactions importantes impliquant des substances communes en matiéere
d’hygiéne industrielle est ici fournie.
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4.2 Accidents techniques liés aux proprietés physi co-
chimiques

Les trés basses températures de I'azote a I'état liquide et son important volume d’expansion en
azote gazeux a température ambiante sont sources de dommages sur les équipements et
installations. Ces propriétés propres aux liquides cryogéniques peuvent aboutir a des accidents
tels que :

- I'éclatement d’'un récipient ou d’un conduit lié a une augmentation rapide de pression au-
dela de la pression maximale de service du contenant ;

- la fragilisation et le bris d’équipements, d’outils ou autres matériaux en contact avec 'azote
liquide ou avec des vapeurs froides d'azote ;

— une réaction explosive ou une inflammation par condensation et concentration de I'oxygeéne
de I'air en oxygene liquide.

4.2.1 Eclatement par surpression

A température et pression normales, I'évaporation d'un litre d’azote liquide produit environ
650 litres d’azote gazeux. Le réchauffement de I'azote liquide ou le piégeage de ses vapeurs dans
un récipient ou un conduit fermé hermétiquement peuvent provoquer une surpression sur les
parois pouvant atteindre plus de 700 bars, a I'origine de I'éclatement du contenant. Ce phénomeéne
peut avoir des conséquences comparables a un BLEVE™.

Les causes d’obturation du dispositif de mise a I'air libre ou de I'’évent sont multiples : utilisation
inappropriée d’'un bouchon hermétique, création d’un bouchon de glace sur le col des conteneurs
en particulier lors du dégazage (INRA, 2006). Le réchauffement de I'azote liquide peut faire suite a
la perte du vide assurant l'isolation thermique du contenant ou, cas plus exceptionnel, d'un
incendie extérieur (CCOHS, 2002). La perte du vide au niveau de la double enveloppe que
constituent les parois internes et externes des contenants cryogéniques est généralement liée a un
défaut de fabrication, a leur vieillissement ou a une fuite au niveau du port de pompage.

A noter que les matériaux sont plus fragiles a ces températures et qu’une condensation d’eau dans
un conteneur entraine la formation de glace qui peut exercer une pression sur les parois.

Par ailleurs, la condensation possible de I'oxygéne de I'air en oxygene liquide dans un conteneur
d’azote liquide ou dans un conteneur refroidi par I'azote liquide (voir 4.2.3) constitue un facteur
aggravant le risque d’éclatement, du fait de la possibilité de réaction explosive avec une matiére
oxydable (University of Wales, 2001).

Les risques associés a I'éclatement du contenant résultent de la projection du couvercle, d’éclats
du contenant et du liquide cryogénique, de I'onde de choc, avec parfois un risque d’asphyxie selon
le volume d’azote mis en jeu.

4.2.2 Fragilisation des matériaux et bris

Les tres basses températures diminuent la résilience et la ductilité de certains matériaux. Des
matériaux tels que le caoutchouc, le plastique ou I'acier au carbone sont alors fragilisés et peuvent
se briser facilement. lls ne sont par conséquent pas adaptés au contact avec l'azote liquide
(CERN, 1998 ; CCOHS, 2002).

1 BLEVE : Boiling Liquid Expanding Vapor Explosion. Se dit d'une explosion due a I'expansion des vapeurs
d’un liguide en ébulition (BIT, 2006)
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Plusieurs matériaux se contractent aux températures cryogéniques, pouvant occasionner lorsque
la limite d'élasticité est dépassée, des endommagements tels que des fuites dans les raccords
(CCOHS, 2002 ; Perinic, 2007-a ; Perinic, 2007-b). Pour I'estimation de la contraction thermique
entre la température ambiante et des températures cryogéniques, les coefficients de contraction
approximatifs sont :

- 0,3% pour les aciers,
- 0,4% pour l'aluminium,
— Supérieur a 1% pour les matieres plastiques.

La fragilisation par le froid est plus ou moins prononcée en fonction des matériaux. La plupart des
matériaux a structure cristalline cubique a faces centrées sont appropriés aux utilisations a basses
températures (Perinic, 2007 a), tels que :

- les aciers austénitiques, soit la grande majorité des aciers inoxydables. lls peuvent étre
renseignés dans le document technique AD-Feuille W10 (Merkblatter, 1987) ;

— le cuivre, le nickel, les alliages cuivre-nickel, I'aluminium et ses alliages ;

- certains matériaux non métalliques pouvant étre renseignés dans 'ouvrage de G. Hartwig
(Hartwig, 1994).

Figure 1 : Rupture de fragilité d'un raccord inadap  té aux basses températures
(image : http://gperinic.web.cern.ch/gperinic/kryokurs/EN/kryok_21.htm)

4.2.3 Explosion et inflammation
L'azote liquide et gazeux n’est ni combustible, ni comburant.

Toutefois, le point d’ébullition de I'oxygéne se situant autour de -183 C, la tres basse température
du liquide cryogénique (entre -209 et -196 ) peut condenser I'oxygéne de l'air en oxygéne
liquide dans les conteneurs d’azote liquide, dans les conteneurs refroidis par I'azote liquide ou a
leur surface (Bretherick L., 1990). L'azote liquide enrichi en oxygene liquide peut alors produire
une réaction explosive au contact de matieres oxydables et provoquer I'inflammation de matieres
combustibles (IPCS/CEC, 1999).

Ainsi, a partir d'une concentration de 8%, I'oxygene liguide en mélange dans l'azote liquide peut
provoquer nhotamment l'inflammation spontanée des graisses avec lesquelles il entrerait en contact
(INRA, 2006). Le déversement d’'un tel mélange sur une surface mal nettoyée telle que la paroi
d’'un évier ou le sol peut alors produire un départ de feu rapide avec combustion trés vive (INRA,
2006).

L’enrichissement en oxygéne liquide de l'azote liquide, qui est une substance intrinsequement
incolore, est détectable par la coloration bleutée que prend ce mélange.
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4.3 |ldentification et évaluation des effets sanitai res

La toxicité intrinseque de I'azote liquide est négligeable. Sa tres basse température et sa capacité
a générer rapidement des volumes importants d'azote gazeux, qui plus est incolore, inodore et
insipide, lui conférent cependant un réel potentiel de dangerosité.

4.3.1 Effets liés a une exposition aigue (accidente lle)

4.3.1.1 « Brdlures », gelures et autres Iésions liées au froid

4.3.1.1.1 Par contact cutané

L'enthalpie de vaporisation de I'azote liquide est trés en deca de celle de I'eau. Aussi, I'azote
liquide, les vapeurs froides qui lui sont associées, et les surfaces refroidies par I'azote a basses
températures, peuvent produire sur I'épiderme, le derme et les tissus sous-cutanés des effets
semblables a une brllure thermique, ainsi que des gelures lorsque I'exposition au froid est
prolongée ou lorsque le refroidissement des tissus cutanés est rapide (CCOHS, 2002 ; Holmer,
2003). Un contact étendu ou prolongé avec l'azote liquide, méme en faible quantité, peut causer

des « brQlures » graves ou des gelures (Clayton et Clayton, 1994).

L’azote liquide a une faible tension de surface. Aussi, le contact cutané peut également résulter
d’'une projection ou du renversement d'azote liquide sur la peau a priori protégée ; le liquide
cryogénique pénétrant plus rapidement, que I'eau par exemple, a travers les pores d’'un matériel
vestimentaire (blouse, pantalon, ...).

Outre les brdlures et gelures, le contact cutané avec une surface refroidie par I'azote peut
provoquer I'adhérence de la peau a cette surface, suivie de son déchirement lors d’'une tentative
de retrait. Ce phénoméne d’adhésion est généralement rencontré avec des surfaces métalliques et
son intensité est grandement conditionnée par le taux d’humidité présente sur les surfaces de
contact (Holmer, 2003).

Les principaux facteurs plus ou moins intriqués conditionnant la gravité des « brQlures » et gelures
sont :

- la température de I'azote a I'état liquide et/ou gazeux, ou la température et les propriétés
thermoconductrices de la surface refroidie ;

- le taux d’humidité présente sur les surfaces de contact ;
- la durée et la pression de contact ;
- la profondeur, I'étendue et la localisation des Iésions.

La gravité des « brllures » et gelures a l'azote liquide est davantage caractérisée par la
profondeur des Iésions plutdt que par leur étendue.

Considérant la profondeur des Iésions :

- Pour les « brdlures » les moins graves qui sont les plus fréquentes, comparables aux
bralures thermiques de 1* degré, seul I'épiderme est touché. Elles ont pour conséquence
I'apparition de rougeur et la sensibilité accrue de la région touchée. La peau conserve alors
sa capacité de régénération, méme sans traitement.

- Lorsque I'épiderme et, de maniere moins prononcée le derme, sont endommagés, des
phlycténes apparaissent. Pour ces « brilures » comparables aux brdlures thermiques de
2°™ degré, la cicatrisation spontanée est possible sous deux a trois semaines, a condition
notamment de prévenir toute infection.

- Les «brdlures » les plus graves, avec atteinte du derme et de I'épiderme, sont
comparables aux brllures thermiques de 3°™ degré. La peau présente un aspect
cartonnée, blanc ou brun, et devient insensible. Le risque infectieux est majeur, et une
prise en charge hospitaliére urgente est indispensable.
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Les manifestations cliniques consécutives aux « brQ lures » et gelures liées a I'exposition
cutanée a l'azote liquide ou gazeux , et qui ont été identifiées dans la littérature, sont
nombreuses :

paleur_cutanéo-mugueuse intense : la peau lésée peut alors présenter une couleur
jaunétre et cireuse (CCOHS, 2002)

paresthésies, dysesthésies : l'absence de douleur initiale est suivie par des douleurs
intenses lors du dégel des tissus (CCOHS, 2002);

douleurs brilantes et piguantes, pouvant étre suivies de douleurs pulsatiles (Kumar,
1975) ;

érythemes : des érythemes ont été rapportés suivant I'application topique d'azote
liquide (Wingfield et Fraunfelder, 1979; Epstein et Shupack, 1977; Finelli, 1975;
Goldstein, 1979; Caravati et al, 1969) ;

dermatites : une atteinte cutanée inflammatoire hyperhémique a été rapportée a la suite
d'une application topique d'azote liquide (Wingdfield et Fraunfelder, 1979; Epstein et
Shupack, 1977; Finelli, 1975; Goldstein, 1979; Caravati et al, 1969) ;

ulcérations : rapportées dans le cadre de traitements cutanés a I'azote liquide suite a
des applications prolongées ou réalisées avec une pression de contact excessive
(Kumar, 1975) ;

chéloides : ces cicatrices par exces de collagene dans le derme (généralement avec
laspect d’'un bourrelet induré) peuvent parfois se former suite a des ulcérations
causées par I'application d’azote liquide (Kumar, 1975) ;

éruptions bulleuses : des formations bulleuses ont été rapportées suivant I'application
topique d'azote liquide (Wingfield et Fraunfelder, 1979; Epstein et Shupack, 1977;
Finelli, 1975; Goldstein, 1979; Caravati et al, 1969) ;

oedémes : des cedémes ont été rapportés suivant I'application topique d’azote liquide
(Wingfield et Fraunfelder, 1979; Epstein et Shupack, 1977; Finelli, 1975; Goldstein,
1979; Caravati et al, 1969) ;

emphysémes sous-cutanés : des emphysemes sous-cutanés ont été développés apres
des applications par pulvérisation d’'azote liquide sur des kératoses faciales chez deux
patients agés a la peau fragile (Cook et Georgouras, 1993) ;

granulomes : des granulomes pyogenes ont été développés sur la paume de la main
d’'un patient traité a I'azote liquide pour une verrue puis par applications quotidiennes

d’'acide salicylique pendant 5 jours (Kolbusz et O'Donohue, 19931) ;

cryonécroses : conseécutives a l'ischémie des tissus lésés (Kumar, 1975). De rares
gangréenes ont été rapportées a la suite de renversements de fluides cryogéniques
(Edeskuty et Walter, 1996) ;

neuropathies : trés rares, des neuropathies induites par I'azote liquide ont été décrites
par Nix (Nix, 1965) et seraient consécutives a une atteinte des nerfs superficiels sous-
jacents aux sites d'application d’azote liquide ;

syncopes : des cas de syncopes, liés notamment a la douleur causée par la gelure et
au stress émotionnel, ont été rapportés en tant que complications a la suite
d’'applications cutanées d'azote liquide pour traiter les verrues (Epstein et Shupack,
1977) ;

atrophies pigmentaires et hypopigmentations : rares, elles se manifestent
principalement sur les peaux typées noires et caucasiennes (Kumar, 1975).

1cas rapporté par Kolbusz et O'Donohue en 1993, et extrait de la notice Micromodex® « Liquid Nitrogen ».
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Figure 2 : Phlycténes claires et cedémes aux mains ¢ onsécutives a des gelures
(image Wikipédia : http:/fr.wikipedia.org/wiki/Gelure)

Le refroidissement des tissus peut entrainer des modifications cellulaires a des températures
tissulaires relativement élevées (15C). La formation de cristaux de glace dans les tissus
n'apparait généralement pas a une température tissulaire supérieure a -3C (Edeskuty et Walter,
1996). Lorsque la température des tissus est basse, les cristaux commencent a se former dans les
milieux extra-cellulaires. L’eau est ensuite transférée des milieux intra-cellulaires vers les milieux
extra-cellulaires, induisant une déshydratation suivie de possibles altérations des cellules. Des
déformations cellulaires liées a la formation de cristaux et a une modification de la différence de
pression osmotique, peuvent notamment se produire.

Du fait de la baisse de température des tissus et de l'altération des cellules, le débit sanguin peut
diminuer et provoquer des ischémies et nécroses. Ces lésions renseignées par Edeskuty comme
résultant de renversements de fluides cryogéniques sont toutefois rares (Edeskuty et Walter,
1996).

Selon Edeskuty et Walter (1996), pour de trés bréves périodes (1 a 2 secondes) d’exposition
cutanée modérée a l'azote liquide (débit non rapide et faibles quantités), le liquide cryogénique
n'entre pas directement en contact avec I'épiderme du fait de la différence de température entre la
peau et le fluide. Cette différence de température entraine en effet la formation d’un film de vapeur
entre le fluide et la surface cutanée (pour ce régime thermodynamique, on parle de caléfaction).
Cependant, en dépit de cette apparente protection, le contact prolongé de plus d’'une ou deux
secondes peut étre suffisant pour provoquer de sérieuses gelures. Si le débit d’azote liquide ou
gazeux auquel est exposée la peau, est important, les gelures peuvent se produire
instantanément. Des gelures instantanées peuvent également étre la résultante d’un contact avec
une surface refroidie par l'azote, telle qu’'une surface métalligue. Dans ce cas, la formation de
vapeur entre les surfaces de contact est inexistante, et le transfert de chaleur des tissus cutanés a
la surface froide est bien plus rapide (Edeskuty et Walter, 1996).

4.3.1.1.2 Par contact oculaire

De trés bréves expositions a l'azote liquide ou aux vapeurs froides associées, sans effet sur la
peau, peuvent altérer des tissus fragiles comme les tissus oculaires et entrainer I'apparition de
gelures allant jusqu’'a provoquer des lésions irréversibles, voire la cécité (CCOHS, 2002 ;
Rockswold, 1982).

Au niveau expérimental, des atteintes de la cornée réversibles ont été mis en évidence par
coloration a la fluorescéine chez le lapin exposé par voie oculaire a de I'azote liquide pendant 5
secondes. Cependant, aucune lésion discernable n'a été démontrée apres une a deux secondes
d’exposition (Grant et Schuman, 1993).

4.3.1.1.3 Par inhalation de vapeurs froides

L'inhalation de vapeur d’azote froide ou d’aérosol, provoquent des lésions telles que des irritations,
cedéme et « brdlures », au niveau de la cavité bucco-pharyngée, du pharynx, des bronches et des
poumons (Rockswold, 1982 ; Kumar, 1975).
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4.3.1.1.4 Par ingestion

L'ingestion d‘azote liquide, cas extrémement rare, peut entrainer de graves lésions (« brdlures,
cedemes, ...) de l'oropharynx, de I'cesophage et des muqueuses gastriques. Les formes les plus
graves peuvent donner lieu a des perforations, notamment au niveau des muqueuses gastriques.
Pour cette voie d’exposition souvent écartée, un seul cas a été retrouvé dans la littérature
(CCOHS, 2006-a).

4.3.1.2 Hypoxie, asphyxie, anoxie

Azote : du grec a et zo€, “qui prive de la vie”

Trois termes peuvent décrire les dangers liés a linhalation d’'une atmosphére appauvrie en
oxygene (INRS, 2006) :

Hypoxie : diminution de I'apport ou de l'utilisation de I'oxygéne au niveau des tissus ;
Asphyxie : suspension de la respiration liée a une déficience d’oxygéne ;

Anoxie : absence transitoire ou définitive d’apport ou d'utilisation d’oxygene au niveau
d’'une cellule, d'un tissu ou de I'organisme entier.

4.3.1.2.1 Mécanisme d’appauvrissement du taux d’'oxygene de l'air

Au-dela de 78% dans l'air, 'azote gazeux agit comme un asphyxiant simple en réduisant le taux
d’'oxygéne, sans autres effets physiologiques significatifs (ACGIH, 2001). La capacité de I'azote a
générer rapidement a température ambiante un important volume d'azote gazeux a partir de
I'évaporation d’'un faible volume d’azote liquide peut provoquer, par déplacement de I'oxygéne de
lair et dilution, des asphyxies avec atteinte du systeme nerveux central si I'exposition est
prolongée. Ce risque est notamment accentué en espaces confinés. Rappelons qu’'a température
et pression normales, I'évaporation d'un litre d’azote liquide produit environ 650 litres d'azote
gazeux. Etant incolore et inodore a I'état gazeux, l'azote posséde de mauvaises propriétés
d’alerte.

Par ailleurs, bien que l'azote soit [égérement plus Iéger que l'air & égales températures, la densité
des vapeurs froides d’azote est plus élevée que celle de l'air (Hempseed, 1991). Avant de se
mélanger de facon homogéne a l'air, les vapeurs froides d’azote se répandent et s’accumulent
donc préférentiellement au niveau du sol, accentuant ainsi le risque d’asphyxie en cas de perte de
connaissance et de chute. Ce phénomene est d’autant plus marqué que I'atmosphére est peu ou
pas ventilée (espace confiné).

4.3.1.2.2 Accidents par asphyxie liés a I'azote et autres gaz inertes

Entre 1992 et 2002 le Chemical Safety and Hazard Investigation Board (US CSB, 2003) a rapporté
85 accidents par asphyxie due a lI'azote aux Etats-Unis (US CSB, 2003). Pour I'ensemble de ces
accidents, 80 morts et 50 blessés ont été dénombrés. 10% des déces constatés sont survenus
chez des personnes tentant de secourir des victimes déja asphyxiées. 60% de I'ensemble des
victimes travaillaient dans un espace confiné ou a proximité immédiate. 79% de I'ensemble des
accidents impliquaient des circonstances ou le personnel était situé dans un espace confiné tel
gu’un local, un véhicule sur rail, un conteneur, un réservoir ou un local de stockage. Par manque
d’information, aucun secteur d’activité n’a été particulierement identifié.

L'European Industrial Gases Association (EIGA) rapporte quelques 20 déces par asphyxie
impliqguant des gaz industriels tels que l'azote et autres gaz inertes (argon, hélium,...) chaque
année dans le monde (EIGA, 2003-a). La plupart des accidents concernent des travailleurs qui
pénetrent dans des réservoirs reliés a une alimentation en azote et dont la concentration en
oxygene n'a pas été correctement vérifiée avant I'entrée. Au regard des quelques 20 déces
rapportés, 'EIGA fait mention d’exemples de travailleurs devenus victimes en portant secours a
leurs collégues (EIGA, 2003-a).
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4.3.1.2.3 Manifestations cliniques de I'hypoxie

L'hypoxie est une diminution de I'apport ou de l'utilisation de I'oxygeéne au niveau des tissus. Le
début peut étre graduel ou rapide. Des troubles cognitifs peuvent apparaitre plus ou moins
rapidement : ralentissement idéatoire, troubles mnésiques, temps de réaction retardé, erreur de
jugement, etc.

Tableau VI : Manifestations cliniques de I'’hypoxie (Santé Canada, 2006)

Signes subjectifs Signes objectifs
Début insidieux* Dyspnée
Troubles de la vision Hyperventilation
Respiration de Kussmaul Cyanose (signe tardif)
Etat d'appréhension Tremblements, manque de coordination musculaire
Fatigue Diminution du niveau de conscience (confusion,
Nausées stupeur, inconscience)
Céphalées Agitation
Etourdissements Euphorie, attitude belligueuse
Confusion Peau froide et moite
Euphorie, attitude belligueuse, confiance Tachycardie ou bradycardie
exagérée Tachypnée
Insomnie Hypertension (au début)
Bouffées de chaleur et coups de froid Hypotension (signe tardif)
Engourdissements Convulsions
Picotements Arythmie cardiaque

*Les signes subjectifs peuvent débuter insidieusement NDLR.

Des variabilités inter et intra-individuelles marquées sont observées pour la tolérance a I'hypoxie.
L'efficacité du systeme pulmonaire diminue avec I'dge, amenant a des manifestations cliniques
plus précoces.

BN

La variabilité de la tolérance a I'hypoxie est également fonction du métabolisme, du régime
alimentaire et d'autres facteurs tels que :

- la condition physique : La bonne forme physique augmente la tolérance ;

- l'activité physique : La tolérance diminue avec l'activité physique ;

- la température ambiante : La tolérance s'amenuise par temps trés chaud ou tres froid ;
- les médicaments, substances toxiques (p.ex. le monoxyde de carbone), le tabagisme.

L’apparition de manifestations cliniques de I'hypoxie est également fonction de la cinétique de
décroissance du taux d’oxygene dans l'air. Deux respirations dans une atmosphere pauvre en
oxygene peuvent suffire & provoquer une perte de connaissance, la mort pouvant survenir ensuite
en quelques minutes (EIGA, 2003-a). En cas d’hypoxie extréme (anoxie totale), la durée critique
communément admise avant I'apparition de lésions irréversibles du systéme nerveux central, est
de 3 minutes suite a l'arrét cardiaque (Dehart LR et Davis JR, 2002).

4.3.1.2.4 Effets hypoxiques liés a I'appauvrissement en oxygene de l'air

La concentration normale de I'oxygéne de l'air est de 20,9% (en pourcentage volumigue). La
plupart des auteurs s’accordent a considérer qu'a 18,5% les premiers troubles apparaissent et en
dessous de 18%, les symptdmes de I'hypoxie deviennent patents (University of Bath, 2005 ;
University of Saint Andrew, 2002 ; Royal Free Hampstead NHS, 2004 ; CERN, 1998 ; BCGA,
2000).

Le Tableau VIl ci-apres, décrit ces symptébmes en fonction de la concentration d’oxygene dans
lair. Les symptdmes peuvent survenir a des concentrations d'oxygene supérieures a celles
présentées en fonction notamment des facteurs sus-mentionnés influengant la tolérance a
I'hypoxie, et de la cinétique de décroissance du taux d’oxygéne de I'air (voir 4.3.1.2.3).
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Tableau VII : Symptdmes décrits en fonction des tau

x d’oxygene de I'air

BCGA (2000)

CERN (1998)

EIGA (2000)

British Cryoge nics
Council: Cryogenics

Safety Manual (3rd
edition) (EIGA, 2006)

CGA Safety Bulletin SB-2
(2003) (EIGA, 2006)

IGC Document 75/01/E
(EIGA, 2006)

HSE (United Kingdom
Occupational Exposure
Limits standards) (EIGA,

2006)

Aucun symptéme

Limite de danger

Temps de réaction
sensiblement plus lent

Limite de danger

ler stade : Augmentation
des fréquences cardiaques
et respiratoires, troubles de
I"attention de la réflexion et
de la coordination

Limite de sécurité (OSHA)

Effets physiologiques non
remarquables

- Aucun effet sanitaire
sérieux ou irréversible

- Aucun symptéme
détériorant les capacités de
prendre des actions
correctives immédiates et
appropriées

Limite de sécurité

Augmentation des
fréquences cardiaques et
respiratoires, trouble de
I'attention, du jugement et
de la coordination

Diminution des
performances physiques et
intellectuelles

Respiration difficile, pouls
rapide, manque de
coordination

Possibilité d’évanouis-
sement

Vertiges, obnubilation
intellectuelle, lévres
bleuatres

2éme stade :

Conscient, mais
augmentation des
problemes physiques

Fatigue anormale, défaut de
coordination, jugement
appauvri

Capacité de jugement et de
coordination trés altérée,
trouble respiratoire pouvant
entrainer des conséquences
cardiaques, nausée,
vomissement

Nausées, vomissements,
perte de connaissance

Perte de connaissance avec

réanimation possible si elle

est immédiatement mise en
ceuvre

Mort dans les 8 minutes,
lésions cérébrales dans les
4-8 minutes

Mort pratiquement inévitable

Coma apres 40 secondes,
défaillance respiratoire, mort

Mort presque certaine

3éme stade :

Effondrement physique et
dommages irréversibles
sans signe précurseur

4éme stade : Inconscience
conduisant & la mort

Perte de conscience,
convulsions, mort

- Détresse sévére, besoin
d’attention immédiate trés
probable
- Atteinte sérieuse probable

- Atteinte fatale possible
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Les victimes d'un accident lié a une atmosphére appauvrie en oxygéne peuvent présenter des
Iésions affectant plusieurs voire I'ensemble des organes, et particulierement le systéme nerveux
central par privation d’oxygéne (CCOHS, 2006-b). Ces atteintes peuvent étre réversibles en
fonction du niveau et de la durée de privation en oxygene, et de I'étendue des lésions tissulaires
(CCOHS, 2006-b). Selon I'US CSB, les victimes qui survivent a une asphyxie par l'azote
présentent toujours des atteintes du systéme nerveux et du systéme cardiovasculaire (US CSB,
2003).

L'hypoxie est d'autant plus dangereuse que ses effets sur la victime diminuent ses capacités
d’'alerte et de réaction. En effet, la détérioration de la motricité et des capacités de raisonnement
s'accompagne fréquemment d'un état euphorique ou d’'un sentiment de bien-étre. La victime risque
de ne pas étre consciente d’étre atteinte d'une hypoxie grave. Les symptbmes pouvant étre
constatés par un observateur sont une respiration plus rapide, une cyanose plus visible au
pourtour des lévres, une confusion mentale et la perte de la coordination musculaire (Doyon,
2007).

4.3.1.3 Effets neurologiques périphérigues

Outre les effets neurologiques centraux associés a I'hypoxie (voir 4.3.1.2.3 et 4.3.1.2.4), des cas
de neuropathie, parfois associées a une syncope, suivant une application locale d’azote liquide
dans le cadre d'un traitement cryogénique, ont été décrits (Rockwold, 1982 ; Dwyer et al., 1990 ;
INSERM, 2002 ; Noriko,1995).

4.3.1.4 Effets cardiovasculaires

Un cas d’arrét cardiaque a été décrit & la suite d’une application topique d’azote liquide au niveau
des levres et du front pour le traitement de kératoses actiniques (Golstein, 1979).

4.3.2 Effets liés a une exposition chronique et eff  ets a long terme

by

Les effets sanitaires liés a une exposition chronique a l'azote liquide (froid ou léger défaut
d’oxygene) sont tres rarement renseignés dans la littérature. Il est bien établi que le travail a basse
température (congélateur industriels, altitude élevée, environnement polaire, ...) peut provoquer,
en l'absence de précaution, de nombreux troubles, notamment respiratoires et circulatoires.
Cependant I'utilisation d’azote liquide en laboratoire n'impose pas a priori, au personnel, d’évoluer
dans des locaux a basse température. Les effets se rapportant aux ambiances froides n’ont donc
pas été étudiés dans ce rapport.

4.3.2.1 Contact cutané répété avec 'azote liquide et syndrome de Raynaud

Le syndrome de Raynaud est un acrosyndrome vasculaire paroxystique, lié a une forte diminution
ou un arrét soudain de la circulation artérielle digitale aggravé ou déclenché par le froid (Priollet et
Mouthon, 1996). Son étiologie révéle des causes multiples suivant qu'il est :

- bilatéral, avec souvent en cause: les syndromes de Raynaud iatrogenes (Beta
bloquants, dérivés de l'ergot de seigle, certains antimitotiques...) et des syndromes
d'origine professionnelle (maladie des vibrations, intoxication par le chlorure de vinyle
monomere) ;

- unilatéral, avec possiblement en cause : un syndrome compressif (défilé des scalenes),
un anévrysme, une sténose artérielle athéromateuse ou inflammatoire, ou un
phénoméne embolique.

Lorsque la symptomatologie est isolée, bilatérale et symétrique, survenant typiquement chez une
femme jeune, avec un bilan étiologique négatif, on est en droit de parler de « maladie de
Raynaud » (Priollet et Mouthon, 1996) (5 a 10% de la population générale).
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Le syndrome se manifeste par une décoloration des doigts (paleur) déclenchée par le froid, et
désagréable voire douloureuse (phase syncopale). Une phase cyanique (aspect violacé des
doigts) peut suivre la phase syncopale, puis survient une phase hyperhémique avec reprise de la
circulation digitale, aspect rouge accompagné de paresthésies plus ou moins douloureuses.

Le phénomene est localisé généralement a deux ou trois doigts de chaque main et peut aussi
atteindre suivant les causes d’autres extrémités, tels que les orteils.

Bien qu’une manipulation trés fréquente d'azote liquide puisse théoriguement entrainer une
diminution de la température des extrémités des membres inférieurs et supérieurs, aucune donnée
associant spécifiguement le syndrome de Raynaud et l'azote liquide n'a été retrouvée dans la
littérature.

4.3.2.2 Affections respiratoires liées a l'inhalation de vapeurs froides

Aucun effet a long terme, ou lié & une exposition chronique a des vapeurs froides d’azote, n’est
actuellement décrit dans la littérature.

4.3.2.3 Effets systémigues et cytologiques

L'azote étant un constituant naturellement présent dans I'atmosphére en grande quantité (78%),
I'étude des effets génotoxiques, mutagenes et carcinogenes, sur la reproduction, la tératogénese
et 'embryon, sur le systeme immunitaire, des effets neurologiques, cardiovasculaires, et en
toxicologie organique (foie, reins, sang, pancréas) liés a des expositions répétées a I'azote liquide,
est apparue sans objet et non décrite dans la littérature.
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5 Utilisation de I'azote liquide en AMP

5.1 Activités de cryobiologie en AMP au niveau nat ional

Les activités de cryobiologie dans le cadre de 'AMP répondent aux obligations légales de la loi n°
2004-800 du 6 aolt 2004 et le décret n°2006—1660 d u 22 décembre 2006. Elles regroupent :

— La congélation et la conservation du sperme :
(i) a court terme dans le cadre de I'AMP intraconjugale,

(ii) a long terme avant la mise en place d'un traitement médical et/ou chirurgical susceptible
d’altérer la spermatogenése,

(i) dans le cadre du don ;

- La congélation et la conservation des embryons dans le cadre de I'AMP intraconjugale ou
avec tiers donneur (don de sperme, don d'ovocytes) ;

— La conservation des embryons dans le cadre de I'accueil d'embryons ;
— La congélation et la conservation des ovocytes :

(i) & court terme dans le cadre de I'AMP intraconjugale, le plus souvent du fait d'une
absence de spermatozoides ou d'un échec au recueil de sperme chez le conjoint le jour
de la ponction ovocytaire avant fécondation in vitro classigue ou avec
micromanipulation des gametes,

(ii) a long terme avant la mise en place d'un traitement médical et/ou chirurgical susceptible
de réduire prématurément le stock de follicules ovariens de réserve ;

Ces différents prélevements (gametes et embryons) sont conditionnés dans des paillettes dites
PETG ou « haute sécurité ».

— La congélation et la conservation des tissus germinaux (ovaire ou testicule) avant la mise
en route d'un traitement médical et/ou chirurgical a risque élevé de destruction prématuré
du stock de spermatogonies souches ou de follicules ovariens de réserve (les
prélevements sont le plus souvent conditionnés dans des cryotubes et plus
exceptionnellement dans des palillettes en plastique dont le volume est nettement supérieur
a celui des paillettes de spermatozoides voire d’embryons).
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Les échantillons sont congelés dans la majorité des cas a l'aide d'un appareil automatisé de
descente en température alimenté par un conteneur autopressurisé contenant de l'azote liquide.
Les échantillons sont conservés en phase liquide dans des conteneurs de stockage remplies
d'azote liquide.

Les activités de cryobiologie en AMP au niveau national sont réalisées :

— soit dans des laboratoires qui détiennent les agréments et autorisations pour la mise en
ceuvre des activités de fécondation in vitro classique ou avec micromanipulation des
gametes, qui effectuent la congélation des embryons et la conservation des
spermatozoides a court terme dans le cadre de 'AMP intraconjugale,

— soit par des laboratoires pour lesquels les activités de cryobiologie vont intéresser, outre
les activités mentionnées ci-dessus :

(i) la congélation de sperme en vue d’AMP intraconjugale, avant la mise en route d’'un
traitement susceptible d’altérer la fertilité masculine et/ou dans le cadre du don de
sperme,

(ii) la congélation des tissus germinaux (ovaire et testicule),
(iii) la congélation ovocytaire.

Les volumes d’azote liquide utilisés dans le cadre des activités de cryobiologie different selon que
le laboratoire appartient a la premiere ou la deuxiéme catégorie citée précédemment. Cette
différence s’accentue lorsque I'on considére l'activité de conservation de sperme ou des tissus
germinaux avant traitement susceptible d'altérer la fertilité. La conservation de spermatozoides
avant AMP peut étre considérée comme une activité de conservation a court terme et la loi du 6
Ao(t 2004 la distingue parfaitement de [lactivité de cryoconservation avant traitement
gonadotoxique. En effet, I'autoconservation de sperme dans ce contexte se caractérise par la
nécessité de congeler des échantillons de sperme sur des périodes longues de quelques années a
plusieurs dizaines d’années. Le faible pourcentage d'utilisation des échantillons autoconservés (8
a 10%) entraine 'augmentation des volumes de stockage. Il en est de méme pour la conservation
des tissus germinaux qui s'effectuera sur plusieurs dizaines d'années. Ces stockages a long terme
ont pour conséquence, au sein de ces structures, une augmentation du nombre de conteneurs de
stockage. Ainsi, I'exposition aux risques liés a l'azote liquide est accentuée : manipulation plus
fréquentes pour la congélation, stockage et déstockage des échantillons, augmentation de la
consommation journaliere en azote liquide, nécessité de mettre en place une gestion plus
automatisée de ces activités et besoin de systemes de contrble pour assurer la sécurité du
personnel et des échantillons.

En plus de laugmentation du volume des différentes activités précédemment citées, une
modification du conditionnement des échantillons avant congélation est intervenue ces six
dernieres années avec le remplacement des paillettes dites « PETG » par des paillettes dites
« Haute Sécurité » dont le volume de conditionnement est supérieur a celui de la paillette
« PETG ». Ces palillettes sont utilisées dans le cadre de la congélation de sperme et d’embryons.
L'utilisation des paillettes dites « Haute-Sécurité » a pour but d’assurer la sécurité microbiologique
des échantillons et répond aux obligations de l'arrété du 12 Janvier 1999 « Relatif aux régles de
bonnes pratiques cliniques et biologiques en assistance médicale a la procréation »

Ainsi, la problématique de l'utilisation de I'azote liquide dans le cadre de 'AMP est commune a
tous les laboratoires mettant en ceuvre cette activité. Cependant, I'exposition aux risques liés a la
manipulation de l'azote liquide est majorée dans les structures réalisant des congélations de
gameétes ou tissus germinaux dans le cadre des traitements gonadotoxiques.
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5.2 Equipements utilisés

En dehors des grands réservoirs installés a I'extérieur, il est possible de trouver dans les locaux
guatre types de conteneurs. A noter que le maintien a basse température de l'azote avec une
Iégere surpression nécessite une perte par évaporation. Des canalisations spécifiques (ou lignes)
sont utilisées pour effectuer les transferts entre conteneurs et réservoirs.

5.2.1 Conteneurs de stockage de fluide cryogénique autopressurisé

Ce sont des conteneurs en acier inoxydable double enveloppe, sous Iégére pression de fagon a
pouvoir transférer du liquide par la poussée de la pression. lls sont utilisés pour
I'approvisionnement des récipients de stockage de produits biologiques. L’isolation est effectuée
sous vide ou au moyen d'isolants. Certains modeles sont équipés d’une jauge de contréle du vide.
lls sont munis d'une soupape de sécurité et d’'un régulateur de pression (pression variant de 1,5
bars a 3,9 bars). Leur capacité est trés variable, allant de 30 litres a 600 litres. Le soutirage se fait
au moyen d’'une canne immergée dans le liquide. Ce matériel est muni de dispositif de sécurité
(disque de rupture, soupape de sécurité)

1-vent valve
2-pressure gauge - [
3-relief valve (= | ]
4-pressure regulator |
L-filling withdrawing vahe _ |
B-pressure builing vahle [ ! +
7-capacitive gauge(option) |
g-superinsulation |

Figure 3: Schéma d'un réservoir pressurisé atéted  émontable
(image : Cryodiffusion)

Le taux d’évaporation d’azote liquide journalier donné par le constructeur varie de 4,3% pour les
conteneurs de faible capacité (30 litres) a 1,2% pour les conteneurs de forte capacité (450 litres).

5.2.2 Conteneurs de stockage de fluide cryogénique a pression atmosphérique ou
tres légerement pressurisés

Il s'agit du méme type de conteneur que ceux présentés ci-dessus mais dépourvus de téte de
soutirage, ils sont fermés par bouchon. Les pertes sont Iégérement plus faibles de 3% a 1% par
jour. La pression de service est égale ou légerement supérieure a la pression atmosphérique et ils
peuvent étre équipés d’'une téte spéciale a fixer sur le col pour des opérations de soutirage.

5.2.3 Reécipients de stockage de produits biologique S

Les récipients type Dewar a large col ne sont pas pressurisés. La capacité varie de quelques litres
a 2 m3 d’azote liquide.
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Figure 4: Photographie des différents types de réci pients de stockage
de produits biologiques en immersion dans I'azote | iquide
(image : Cryodiffusion)

lIs sont en acier inoxydable ou en aluminium. L’évaporation est extrémement variable et dépend
notamment de la largeur du col d’ouverture. Certains matériels peuvent étre équipés d’'un dispositif
de remplissage automatique. Les pertes par évaporation sont de l'ordre de 1% par jour, elles
peuvent monter jusqu’'a 3% selon le modéle. D’'une maniere générale plus le conteneur est grand
plus les pertes sont faibles en pourcentage de la capacité du conteneur.

5.2.4 Récipients de transport de produits biologiqu es

Ces récipients de faible capacité (de 0,5 litres a 5 litres) sont utilisés pour le transport de produits
biologiques, la manipulation d’azote liquide. Il s'agit, le plus souvent, de réservoirs en aluminium
utilisés pour des remplissages par versement manuel (pour les petites capacités). Il n'y a pas
besoin de dispositifs de sécurité particuliers pour ces produits. S'ils sont transformables en modele
auto pressurisé a l'aide d’'une téte de pressurisation, les dispositifs de sécurité nécessaires sont
prévus sur la téte. Les dispositifs utilisés doivent étre compatibles (pression d’ouverture et débit
minimal) avec la pression maximale de service de I'appareil. Les pertes journaliéres vont de 4 a
5% pour les récipients de trés faible volume a 1% environ pour les récipients de quelques litres.

Les récipients de transport peuvent contenir une matiére poreuse absorbant I'azote liquide, ce qui
permet de maintenir la température nécessaire pour le transport des échantillons tout en
minimisant les risques de déversement d’azote liquide.

5.2.5 Lignes de transfert

Les lignes de transfert sont utilisées pour le transfert entre les conteneurs de stockage d'azote
liquide et les conteneurs de stockage des produits biologiques. Elles peuvent étre rigides ou
flexibles. Les lignes de transfert sont isolées par une mousse ou par une double paroi séparée par
un vide d'isolation. Les cannes existent en version nue ou isolée.

Si de l'azote liquide peut étre confiné entre deux éléments de fermeture de la ligne, la ligne doit
étre équipée d'au moins une soupape de sécurité, tarée a la pression maximale de service, ou
d’un disque de rupture.

© Mars 2008 Version finale page 43/ 144




Afsset « RAPPORT « Risques liés a I'azote liquide en AMP » Saisine n°2006/AC006

Les pertes par évaporation sont principalement liées a la consommation d’énergie impliguée dans
le refroidissement de la ligne au début de chaque utilisation, car la ligne se réchauffe alors
rapidement lorsqu’elle ne débite plus. En débit continu, les pertes thermiques dans les lignes sont
comprises entre 0,5 et 2 watts par metre linéaire. Ces pertes sont fonctions de la dimension et de
lisométrie de la ligne.

L’alimentation en azote liquide par ligne de transfert a partir d'un réservoir situé a I'extérieur doit
pouvoir étre interrompue en cas de défaut (par exemple par I'alarme de manque d'oxygéne située
dans les locaux).

5.3 Opérations liées a l'utilisation d’azote liquid e en AMP :
Identification des situations a risque

Le périmétre d’étude des risques se limite aux opérations de travail qui se déroulent dans les
salles d’AMP contenant de l'azote liquide, ainsi qu'a la manutention des conteneurs dans les
circulations internes au batiment ou au service, et au transport sur la voie publique de conteneurs
de faibles volumes (Cf. 3.1.2).

Le champ d'investigation exclut le remplissage des réservoirs extérieurs et le transport sur la voie
publique de conteneurs de plus d'un litre, puisque ces activités ne sont pas assurées par les
professionnels d’AMP. Les risques engendrés dans ces situations sont d’un tout autre ordre et
n'exposent pas les personnels visés dans la présente étude. Le transport de conteneurs de
stockage hors du béatiment, réalisé a titre exceptionnel, n'est pas considéré dans ce chapitre.

Echantillons biologiques Remplissage d'une cuve d'azote liquide

Mise a niveau

Congelation des échantillons Mise en froid

Déstockage

des échantillons e

= |
Nettoyage, *
entretien
Transport

Figure 5: Schéma de principe du procédé de conserva tion des échantillons biologiques
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5.3.1 Remplissage d’azote liquide

Le remplissage a l'azote liquide d'un conteneur de stockage d’échantillons biologiques est
nécessaire lors de la premiére mise en service et apres les opérations de nettoyage et d’entretien
des conteneurs. Le remplissage d’'un conteneur initialement a température ambiante, est moins
fréquent pour les grands volumes (une a plusieurs fois par an), que pour les petits (quotidien).

Du fait de I'évaporation naturelle de I'azote liquide et de la consommation issue de I'activité du
laboratoire, il est par ailleurs nécessaire d'apporter des compléments d’azote liquide afin que les
échantillons soient toujours immergés pour étre maintenus a la température souhaitée.

Le remplissage d’'un conteneur de stockage d’échantillons immergés dans I'azote liquide peut étre
effectué manuellement ou automatiquement.

5.3.1.1 Remplissage manuel

Le remplissage manuel d’'un conteneur de stockage d’échantillons immergés peut se pratiquer par
versement d’azote liquide contenu dans un récipient intermédiaire de stockage ou par une canne
de transfert d’azote branchée sur un réservoir de stockage pressurisé d’'azote liquide.

5.3.1.1.1 Par versement
Le remplissage manuel d’'un conteneur par versement d'azote liquide est une pratique réservée a
la manipulation de petites quantités d’azote liquide, de deux a cinq litres.

Il est utilisé pour le remplissage de petits conteneurs de transport et pour la mise a niveau des
conteneurs de stockage (plusieurs fois par semaine, pour une quantité inférieure a 1/3 du volume
du conteneur)

Les situations a risque

Le remplissage d’un conteneur de transport expose I'opérateur a I'azote liquide 5 a 10 minutes. Le
temps total de I'opération varie de 30 a 60 minutes.

Lors du remplissage, le dégagement de vapeur rend difficile la visibilité du niveau d’azote liquide
dans le conteneur. Les risques de débordement sont importants.

Ces conteneurs de faible volume peuvent étre aisément renversés lors du remplissage.

Les situations accidentelles connues

Les sources d’'accidents sont liées au choix d'un conteneur inadapté pour le transport des
échantillons en azote liquide ou gazeux ou a une défaillance de I'enveloppe interne du conteneur
de transport. Des accidents résultant de projections entrainant un contact cutané ou oculaire ont
aussi été observes.

5.3.1.1.2 Par une canne de transfert

Une canne est notamment utilisée pour la mise a niveau quotidienne des conteneurs de stockage
(pour une guantité inférieure a 1/3 du volume du conteneur)

Les situations a risque

L’enveloppe extérieure du flexible ou de la canne d’alimentation se refroidit au passage de I'azote
liquide, ce qui entraine une fragilisation des matériaux, le desserrement possible des jonctions et
la formation de givre. La fonte du givre forme une flague d’eau qui induit un risque de chute et
glissade. Par ailleurs, la pression d'arrivée de l'azote dans le flexible peut entrainer des
mouvements incontr6lés du flexible, et par conséquent des projections accidentelles d’azote
liquide.

Lors du remplissage, le débit d’azote liquide délivré par la canne de transfert et les dégagements
de vapeur (rendant difficile la visibilité du niveau d’'azote liquide dans le conteneur) générent des
risques de débordement d’azote liquide.
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5.3.1.2 Remplissage automatique

Le remplissage automatique d'un conteneur se fait en l'absence d'intervention humaine, en
présence ou non de personnel dans le local. Des alarmes de niveau ou de température placées
dans le conteneur commandent I'arrivée d’azote liquide pour compenser l'azote liquide évaporé.
L'alimentation automatique se déclenche tous les jours pour la mise a niveau d’azote liquide dans
un conteneur et est toujours précédée du dégazage de la ligne d’alimentation.

La présence d'une installation de remplissage automatique des conteneurs dans une salle de
stockage peut entrainer des dégazages intempestifs bruyants sous une pression qui peut
provoquer des projections d’azote liquide.

Les situations a risque

L’enveloppe extérieure du flexible d’alimentation se refroidit au passage de I'azote liquide, ce qui
entraine une fragilisation des matériaux, le desserrement possible des jonctions et la formation de
givre. La fonte du givre forme une flaque d’eau qui induit un risque de chute et glissade.

Les situations accidentelles connues

Un déversement continu engendrant une réduction du taux d'oxygéne peut résulter du
dysfonctionnement d’une sonde ou d’'une vanne ou de la montée de la pression dans la ligne
d’alimentation.

La projection d’azote liquide peut survenir, principalement lors du remplissage des récipients a
azote liquide (projection de gouttelettes) ou lors de la mise en contact d’un objet ou d’'un liquide
«chaud» avec un bain d'azote liquide (explosion de vapeur).

5.3.2 Mise en froid d’'une ligne d’alimentation

La mise en froid est une étape préalable au remplissage d'un conteneur ou d'un réseau
d’alimentation initialement a température ambiante. Elle se caractérise par une évaporation totale
de l'azote liquide due a la différence de température entre I'azote liquide et la ligne. Cette émission
initialement importante d'azote gazeux s'arréte progressivement, a mesure que les matériaux se
refroidissent.

Les situations a risque

Cette émission peut modifier rapidement la teneur en oxygéne d’'un local si I'évacuation des
vapeurs d’azote se fait dans espace trop confiné.

5.3.3 Stockage des échantillons biologiques

En AMP, les échantillons biologiques sont nécessairement immergés dans I'azote quuide4 apres
leur descente en température (congélation). Lors du portage des échantillons de I'appareil de
congélation vers le conteneur de stockage, les échantillons sont généralement immergés dans un
récipient de transport contenant de I'azote liquide.

En outre, lors des fréquentes phases de stockage, I'ouverture des conteneurs et la manipulation
des échantillons dans les conteneurs provoquent une évaporation qui vient se cumuler avec
I'évaporation naturelle de I'azote liquide. L'évaporation journaliere est de I'ordre de 1 a 15% de la
capacité totale du conteneur (selon les caractéristiques du récipient et I'activité de travail).

Les situations a risque

L'ouverture du conteneur provoque une forte évaporation d’azote liquide. L’inhalation de vapeurs
froides est plus significative dans les phases de rangement des échantillons dans le conteneur.

4 La qualité de la conservation des échantillons n’est scientifiquement validée qu’en immersion.
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Lors de la mise en stock des échantillons, il existe un risque de renversement du récipient
intermédiaire de portage des échantillons (Dewar, gobelet, boite en polystyréne). Cette opération
nécessite également la manipulation d’'objets extrémement froids : canister, pince, échantillons
congelés. L’exposition est prolongée lorsque plusieurs échantillons ont été congelés dans

lautomate de descente en température (les échantillons sont préts a étre stockés en méme
temps).

5.3.4 Congélation des échantillons

Les échantillons doivent étre congelés avant d’'étre déposés dans un conteneur de stockage.

La congélation comprend I'étape de descente en température de I'échantillon et le rangement dans
le conteneur. La descente en température peut étre manuelle, par immersion dans des vapeurs
froides d’'azote (-70C), ou automatique (I'échantil lon est introduit dans un automate de descente
en température).

Situations a risque de la descente en température manuelle

La descente en température manuelle entraine un contact avec des objets extrémement froids :
plateau thermo-conducteur, échantillons congelés.

Lors des manipulations, il existe également un risque de renversement du gobelet et du Dewar.

Situations a risque de la descente en température automatisée

L'utilisation de l'automate de descente en température provoque le refroidissement du flexible
d’alimentation de l'automate. Le flexible et les connexions peuvent étre fragilisés ; et la formation
de givre donnera lieu a une flaque d’eau (risque de chute et glissade).

Le gobelet ou le Dewar utilisé peut étre aisément renverse.

5.3.5 Déstockage des échantillons

Le déstockage des échantillons est inhérent a I'activité d’AMP, en
vue d’'une technique d’AMP ou avant le nettoyage des conteneurs.

Il consiste dans le retrait d'un échantillon d'un conteneur.
L’échantillon est transféré dans un contenant de moindre taille
également rempli d'azote. La sortie des eéchantillons suppose
'ouverture du conteneur, I'immersion manuelle d'un gobelet dans le
conteneur ou dans un récipient intermédiaire et le dépdt des
échantillons dans le gobelet.

Les situations a risque

Les poignées des gobelets n'étant pas adaptées au rebord de
toutes les conteneurs, le risque de renversement du gobelet « de
portage » des échantillons se rencontre fréquemment.

Comme pour la phase de stockage, la sortie de conteneur d’échantillons expose l'opérateur a
linhalation de vapeurs froides et a la manipulation d’'une pince de préhension des paillettes
extrémement froide.
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5.3.6 Maintenance des conteneurs

La principale opération de maintenance des conteneurs assurée par les professionnels d’AMP
réside dans le retrait de la glace sur les parois du conteneur et a I'intérieur dans 'azote liquide. La
présence de glacons complique les manipulations des échantillons et augmente les risques de
casse des paillettes. Elle comprend les étapes suivantes :

- Le déstockage de I'ensemble des échantillons (mis en attente dans un autre conteneur)
- L’évaporation de I'azote

— Le conteneur est laissé ouvert pour qu'’il se vide.

- L’écopage de I'eau condensée®

- Le nettoyage du conteneur a I'aide d’un détergent approprié

- Le conteneur vide est désinfecté avec un désinfectant de surface.

- Le remplissage du conteneur®

Les situations a risque

Cette activité cumule les situations a risque décrites ci-avant; sur une longue durée. Les
contraintes sont intensifiées.

5.3.7 Transport

Dans les limites de I'étude, les opérations de transports sont envisagées au sens du déplacement
de conteneurs d'azote liquide dans le batiment.

5.3.7.1 Portage des échantillons congelés en conteneur de faible volume

Le stockage et le déstockage des échantillons (voir 5.3.3 et 5.3.5) supposent le portage quotidien
des échantillons dans des récipients de faible volume.

L'opération nécessite I'accrochage d’'un panier au niveau du col du conteneur dans les vapeurs
froides d'azote, ou le passage par un récipient intermédiaire contenant de l'azote liquide, la
manipulation et le rangement des échantillons, et des déplacements dans la salle ou hors du
laboratoire avec les récipients.

Le transport des échantillons par les patients auprés de centres ou de praticiens extérieurs au
centre d’AMP expose ceux-ci a la manipulation d’une quantité d'azote en général inférieure a deux
litres sauf si des conteneurs de transport en vapeur avec absorption du liquide cryogénique en
paroi poreuse sont utilisés. Le transport de ces échantillons est souvent fait en voiture (espace
confiné), avec des trajets pouvant dépasser deux heures.

Les situations a risque

L’inhalation de vapeurs froides d’'azote et les risques de renversement du conteneur de transport

Les petits conteneurs sont soumis a de multiples manipulations qui mettent leur intégrité en péril.
Lorsque la double paroi est félée, I'azote est en ébullition permanente et une gquantité importante
de givre se forme sur I'enveloppe du conteneur.

S Suite a I’évaporation totale de I'azote liquide, il subsiste une flaque d’eau dans le fond du conteneur. C'est le résultat
de la condensation de I'humidité de I'air en contact avec la surface d’azote liquide. L’humidité est apportée a chaque
ouverture du conteneur.

6 |l inclut la mise en froid du conteneur, I'adjonction d’'azote liquide puis le rangement des échantillons biologiques.
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5.3.7.2 Déplacement de conteneurs

Il comprend :

— Le déplacement des conteneurs sur le lieu de stockage (nettoyage, modification de
'emplacement, remplacement)

- Le déplacement des conteneurs en dehors du laboratoire pour I'approvisionnement en
azote liquide ou en cas de changement de locaux,

— L'utilisation des conteneurs pour le transport des échantillons
Les situations a risque

Les risques de chute ou de déversement sont majorés lors du déplacement.

Selon I'organisation du laboratoire au sein de I'établissement, les opérations de remplissage
peuvent nécessiter le recours a un ascenseur.

Lorsque le remplissage des conteneurs de grande capacité s'effectue hors du laboratoire, les
risques concernent non seulement le personnel du laboratoire qui assure le déplacement des
conteneurs mais également le personnel extérieur au service voire les usagers qui passent au
voisinage des réservoirs et des conteneurs.

Au cours des différentes opérations décrites précédemment, de I'azote liquide peut s'infiltrer dans
les gants et les chaussures ou imbiber les vétements et causer des gelures sévéres avant que la
victime n’ait eu le temps de les retirer. Ces cas sont souvent trés graves.
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5.4 Situations des laboratoires d’AMP en France : r ésultats
de I'enquéte de I'agence de la biomédecine

L'enquéte conduite en 2006 par I'Agence de la Biomédecine auprés des laboratoires
autorisés pour les activitées d’AMP francais met en évidence que les quantités de stockage
d’azote liquide, I'age et la technologie des conteneurs sont tres hétérogenes.

Le territoire compte 229 sites d’AMP parmi lesquels 202 laboratoires ont répondu a
'enquéte. Sur les 202 laboratoires d’AMP, 49% (n=98) déclarent utiliser de I'azote liquide au
cours de leurs activités.

5.4.1 Caractéristigues générales des salles dAMP r enfermant de l'azote
liquide

Au total, 121 locaux renfermant de l'azote liquide a des fins d’AMP ont été étudiés. La

grande majorité des laboratoires ne détient de l'azote liquide que dans une seule salle

(79/98, soit 80%) (Figure 6).
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Figure 6: Répartition du nombre de salles renferman  t de l'azote liquide par laboratoire d’AMP

La surface des salles varie de 0,5 m? & 60 m?, avec une moyenne de 11,3 m? (Tableau VIII ;
Figure 7).

Tableau VIII : Données de surface des salles de sto  ckage

Moyenne Ecart-type Min-Max

Surface des salles (m?) 11,3 +9/4 0,5-60

(118 salles étudiées parmi les 121)

© Mars 2008 Version finale page 50/ 144




35 4
30 1
25 A

20

32
17

15 15
15 A
10 9

6

i .
0 T T T T T

<agm? Del0al9m? De20a29m? De30a49m? Deb50a99m? >3 100 m?

Figure 7: Distribution des surfaces des locaux

Le volume total de locaux concerné sur le plan national s’éléve a prés de 3 400m3 (sur 116
salles). L'enquéte de I'Agence de la biomédecine de 2006 révele la présence d’'une quantité
importante d’azote liquide au regard des volumes des 116 salles étudiées (Tableau 1X).

Tableau IX : Volume d’azote liquide stocké dans le volume des salles d’AMP

Volume de la salle . yolume d:azote Nombre de
3 liquide stocké dans la

(m*) salle (en litres) CUVES
Total 3380 38570 1065
Moyenne 29,1 36,2 9,2
Médiane 20,5 207 7
Min 1 12 1
Max 150 2024 36

(Agence de la Biomédecine, 2006)

Les postes de travail présents dans les salles de stockage

Il existe un appareil de descente en température dans 63% des salles. Et seulement 8,7%
sont dotées d’'une ligne de distribution d’azote liquide.

L’enquéte invitait également les centres (98 répondants concernés) a énoncer les postes de
travail localisés dans les salles contenant de I'azote liquide. Les activités ainsi déclarées
dans les salles sont essentiellement liées a la gestion des échantillons biologiques :

— Soudure de paillettes, n=1

- Congélation (embryons, gametes), n = 29

— Décongélation,n =2

— Saisie informatique, n =6

— Paillasse seche pour écriture sur paillette, n = 2

- Mise en paillette, n = 6

— Manipulation de paillettes, stockage, déstockage, n = 6
- Descente en température par automate, n =7

- Congélation uniguement, n = 2

- Remplissage des petits conteneurs, n =1
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Seuls 45% des salles sont déclarées exemptes de poste de travail. Les différents postes de
travail décrits dans les 66 autres salles sont présentés dans le tableau X ci-dessous.

Tableau X : Types d'activités pratiquées aux postes de travail

Types d'activité au poste de travalil Effectifsde s  alles
Activité AMP sous hotte 4
Activité AMP sous hotte contexte viral 3
Montage paillettes 4
Saisie données, écriture registre 9
Appareil de congélation 45
Non renseigné 1

Si I'on exclut les appareils de congélation, seulement 20 salles (soit 16,5%) accueillent un
poste de travail. A noter que 10 de ces salles sont déclarées dépourvues d’'un contrdle de la
teneur en oxygene dans le local.

5.4.2 Caractéristiques des conteneurs utilisées

Sur 98 laboratoires utilisateurs d'azote liquide, on dénombre un total de 1186 conteneurs
d’'une capacité supérieure a deux litres ce qui porte la moyenne a environ 9 conteneurs par
local (Tableau XI).

Tableau Xl : Caractéristiques physiques des contene

Moyenne Etf/g:et Médiane | Minimum |Maximum
Nombre de conteneurs par 9.2 +7.9 7 1 36
salle de stockage (nb cuves)
Volume des conteneurs (L) 38,6 +87,8 26 1 2005
Capacité totale d’azote par 364.5 +4385 214.9 12 24817
salle (L)
Année d’achat 1997 6,7 ans 1999 1974 2006

La majorité de salles contient moins de 6 conteneurs, mais il y a aussi 5 salles qui ont plus
de 30 conteneurs (Figure 8).
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Figure 8 : Répartition du nombre de cuves par salle

Comme attendu, le nombre de cuves dans la salle apparait assez bien corrélé avec le
volume d’azote liquide dans celle-ci (Figure 9). Le volume moyen d’azote liquide par salle est
de 336,7 litres.
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Figure 9: Repartition du nombre de litres de LN, stockés dans les salles

La capacité totale des conteneurs représente pres de 45 000 litres d'azote liquide (les
contenants inférieurs a 2 litres ne sont pas pris en compte dans I'étude). La capacité
moyenne d'une cuve est de 38,6 litres.
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Environ 56% des conteneurs ont une capacité de 20 a 50 litres d’azote liquide (Figure 10).

Les conteneurs de moins de 7 ans représentent 53% du parc et prés de 18% ont plus de 15

ans. Le conteneur le plus ancien a été mis en service en 1974.

5.4.3 Les dispositifs de sécurité existants

La regle de sécurité la plus répandue consiste a réglementer l'acces aux locaux (87,6%)

(Tableau XII).

Tableau XII : Aménagement des salles contenant de | 'azote liquide dans les laboratoires d’AMP
Oui Non NSPP
Acces réglementé 106 13 2
I(‘)ei\t/grrit:;? de la porte sur 62 57 2
Barre anti-panique 21 83 17
Oculus 48 55 18

NSPP : Ne Se Prononce Pas
Seules 16 salles (13,2%) parmi 121 sont équipées des quatre dispositifs décrits ci-dessus.

Seuls 60% des locaux sont équipés d’'un systeme de ventilation (mécanique) continue, dont
la moitié est située en partie basse de la salle.
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Le taux d'oxygéne n’est mesuré que dans 55% dans salles.

Parmi les 67 salles équipées de sondes a oxygéne, 53 salles n’en possédent qu’'une seule,
et 12 en ont au moins deux. Deux salles ne renseignent pas le nombre de sondes.

Seuls 27% des locaux seraient dotés d'un systéme d'extraction asservi au dispositif de
contréle du taux d'oxygéne.
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Figure 12 : Répartition du volume d’azote liquide s  tocké en fonction du volume et de la
présence d'une ventilation mécanique dans les salle s
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La figure 12 met en évidence que :

- 72 salles (62%) sont dument équipées d'un systeme de ventilation mécanique (en
dehors de toutes considérations sur le débit d’extraction),

- 44 salles (38%) ne sont pas pourvues d’'un systeme de ventilation mécanique alors que
le volume d’azote liquide qu’elles renferment nécessiterait une telle installation.

Sur les 1186 cuves répertoriées, 114 (9,6%) sont munies d’'une alarme de niveau, 78 (6,6%)
d’'une alarme de température et 68 (5,7%) sont reliées a un systéme de gestion centralisée
des alarmes techniques. Seules 5 cuves (0,7%) disposent d’'un systeme de remplissage
automatique. Aucune cuve ne posséde tous les équipements.

L’analyse des données met en évidence que deux cuves sont remplies automatiquement
dans un local dépourvu de sonde a oxygene.

5.4.4 Les incidents déclarés dans I'enquéte

5.4.4.1 Les dommages corporels

Entre 2000 et 2005, des laboratoires d’AMP déclarent des céphalées importantes, des
brllures cutanées superficielles par contact avec de l'azote liquide (8 laboratoires), une
bralure oculaire et un traumatisme du pied suite au basculement d’'un conteneur.

Les brllures sont le plus souvent bénignes. Elles sont notamment causées par des
projections d’azote liquide sur les mains et les pieds, et plus rarement au contact de la canne
de soutirage ou des paillettes.

En 2002, I'éclatement d’'une bouteille thermos en cours de remplissage dans un des
laboratoires a blessé une personne a la cuisse.

La manutention des conteneurs entrainent également des douleurs dorso-lombaires.

Les phénoménes de condensation entrainent la formation de flaque d’eau sur les sols,
générant un risque de chute et de glissade.

5.4.4.2 Les incidents matériels

Parmi les 98 laboratoires, les incidents matériels relevés au cours des six derniéres années
sont :

— 3fissures larvées de petits conteneurs,
— 2 baisses inhabituelles du niveau d’'azote liquide,
— 1 rupture de petits conteneurs.

Plus rarement, du matériel biologique a pu étre perdu suite a la rupture d’'une paillette ou
d’un dysfonctionnement de I'appareil de descente en température.
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6 Evaluation du risque hypoxique lié a
Putilisation d’azote liquide en AMP

Ce chapitre porte sur des considérations générales de ventilation pour des locaux contenant
des récipients d’azote liquide, sur les taux d’'oxygene résiduel consécutifs a I'’évaporation de
I'azote liquide, et sur les effets sanitaires potentiels qui y sont associés.

La ventilation peut étre soit naturelle, soit forcée (par exemple : ventilation mécanique). Pour
un renouvellement d’air supérieur a 2 volumes de local par heure, un systeme de ventilation
mécanique est généralement nécessaire. Le systéme de ventilation doit étre adapté aux
caractéristiques propres a chaque installation, en tenant compte notamment :

- de I'emplacement du local (en sous-sol ou non),
- de la géométrie et du volume du local,

- des irrégularités au niveau du sol, qui peuvent favoriser I'accumulation des
vapeurs froides d’azote (fosses, conduits, tranchées...).

Suivant les situations, des renouvellements d’air de 5, 10, 20... volumes de local par heure
peuvent étre requis.

En France, la CNAMTS recommande un taux d’oxygene = 19% dans I'air d’'un local de travail
(CNAMTS, 1986). Aussi, un local AMP peut étre considéré comme suffisamment ventilé
lorsque le taux d'oxygene ne descend pas en dessous de 19%, notamment dans les
situations normales suivantes :

- évaporation normale de I'ensemble des récipients contenant de l'azote liquide
dans le local ;

- évaporation liée au remplissage pour la mise a niveau du récipient le plus
volumineux ;

- voire, évaporation liée au remplissage du récipient le plus volumineux et
initialement a température ambiante (dépourvu d'azote liquide).

Afin d’évaluer le risque hypoxique pour le personnel travaillant avec de 'azote liquide dans
un local, il apparait nécessaire de considérer la quantité maximale de liquide pouvant
s’évaporer dans des circonstances caractéristiques bien définies, et d’estimer la déplétion
maximale d’oxygéne dans I'air du local consécutive a cette évaporation.

Il est a souligner que si la ventilation ne permet pas un brassage complet de
I'atmosphere en tout point du local, des poches d’'a tmosphére dangereuses peuvent
subsister.
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6.1 Estimation du taux d’oxygene résiduel

Le taux d’oxygéne résiduel peut étre calculé théoriquement en supposant un débit de fuite
constant de I'azote liquide par évaporation, et une distribution homogéne des gaz dans
I'atmosphere du local en utilisant la formule suivante :

0 C, =ﬁl:(1—e‘m)

C; Concentration en gaz

L débit d’évaporation (de fuite) du gaz en m*heure

V volume du local en m®

n taux de renouvellement d’air en volume du local par heure
t temps en heures.

Si I'on connait le volume d’'azote liquide évaporé en litres par minutes Ly, (un facteur
multiplicatif de 0,682 s’applique pour avoir le volume de gaz en m®), la concentration en
oxygene résiduel du local Co,, & un temps t, s’écrira en pourcentage volumique :

0,682 60, .
Co, =1000021 - 0210y =t 1= ™)) gor

- 21E(1— 40 ’92 E|_|_N2 E(l— e—nt))
(1)Coz‘ V In

Note : Les équations mises en ceuvre pour aboutir a cette formule sont démontrées en
annexe 5.

Lorsque I'équilibre est atteint, la formule simplifiée suivante peut étre appliquée:

“'ViIn
En tout état de cause il s'agit de la concentration maximale de gaz pouvant étre atteinte. La

concentration en oxygene résiduel du local Coy, & I'équilibre, s’écrira en pourcentage
volumique :

409200 .
@ Co, = 2101~ V[Elﬁ )

On peut considérer que la situation d'équilibre théorique est atteinte apres un temps
correspondant a 4 a 5 périodes (Annexe 5). Dans le cas d'une salle faiblement ventilée (0,5
vol.h™), cela correspondrait & 1h25 (1,4h).
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Dans ce chapitre, la concentration en oxygene résiduel du local CO sera présentée en
2

utilisant le code couleur suivant :

Co, 219%

- Taux d'oxygene minimal recommandé dans l'air d’'un local de travail (CNAMTS, 1986)

- Taux d’oxygene minimal recommandé pour l'activation d’'une alarme visuelle, I'évacuation
du local et la mise en marche automatique de la deuxiéme vitesse de ventilation (voir
8.1.1.2)

18% < C, <19%

- Premiers troubles hypoxiques (18,5%) (voir 4.3.1.2.4)
- Limite de danger (BCGA, 2000)

15% < C, < 18%

- Premiers symptdémes patents de I'hypoxie (voir 4.3.1.2.4)

- Taux d'oxygene minimal recommandé pour l'activation d’'une alarme sonore et visuelle
(18%) (voir 8.1.1.2)

- Diminution des performances physiques et intellectuelles (de 15 a 10%) (BCGA, 2000)
- Possibilité d’évanouissement (de 10 a 8%) (BCGA, 2000)

- Perte de connaissance avec réanimation possible si elle est immédiatement mise en
ceuvre (de 8 & 5%) (BCGA, 2000)

- Mort pratiquement inévitable (de 5 & 0%) (BCGA, 2000)

Pour rappel, en termes d’effets sanitaires, les valeurs rapportées ci-dessus sont indicatives
et peuvent fluctuer sensiblement en fonction de la cinétigue de décroissance du taux
d’'oxygéne de l'air et de la tolérance individuelle a I'hypoxie (voir 4.3.1.2).

Les principales sources d'évaporation de I'azote liquide en AMP sont I'évaporation naturelle
des récipients de stockage, I'évaporation durant le remplissage initial ou la mise a niveau
d'un récipient en azote liquide et, en situation accidentelle, le renversement d’'un récipient
d’'azote liquide. A titre d’exemples, les quatre scenarii suivants sont donc décris ci-apres :

- Scénario 1 : Evaporation naturelle a partir des ¢ onteneurs
- Scénario 2 : Mise a niveau d’un récipient

- Scénario 3 : Mise en froid et remplissage d'un ré  cipient initialement dépourvu
d’azote liquide

- Scénario 4 : Renversement du contenu d’'un récipie  nt (« worst case »)
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6.2 Scénario 1: Evaporation naturelle a partir des
conteneurs

Ce scénario s’applique particulierement le matin alors que plusieurs heures se sont écoulées
avant que le personnel n'entre dans le local, et en I'absence de remplissage automatique
des récipients durant cette période.

L’équation (2) calculant le taux d’oxygene résiduel a I'équilibre est donc utilisée ici.

Les paramétres importants sont :

- le volume du local,

- le volume d’azote liquide stocké,

- le taux de renouvellement d’air,

- le débit de fuite par évaporation naturelle, qui dépend essentiellement de la
qualité de lisolation thermique des récipients.

Le débit de fuite varie selon le type de récipient et son état de vieillissement (perte d’isolation
avec le temps). Les débits de fuite renseignés par les constructeurs pour les récipients neufs
non autopressurisés de stockage de produits biologiques et d’azote liquide sont de 'ordre de
1% de leur capacité par jour, et peuvent atteindre jusqu’a 3% selon le modéle.

Selon les recommandations de la BCGA (BCGA, 2000) largement acceptées par ailleurs,
ces débits de fuite ont été doublés pour tenir compte d'un éventuel défaut d’isolation
thermique du a la perte du vide dans la double enveloppe (vieillissement, défaut de
fabrication).

A titre conservatoire, un débit de fuite journalier de 6% (3% x 2) du volume stocké est donc
retenu ici.

Onadonc:

L v, = (0.06 Vi), (24 060)

L N2 débit d’évaporation (de fuite) d’azote liquide en L/mn
vin2 Volume d'azote liquide stocké en L

et avec (2) on obtient :

i 40 92 0(0.06 [V, ) / (24 [60)
C02—21|:(1— vV in ) soit:

1,7.10_3 ﬂ/LN2
=21M{1-
Co. =210 -=~m )

Co, Concentration en oxygéene résiduel (% volumique)

V volume du local en m®

n taux de renouvellement d’air en volume du local par heure
Vin2 Volume d’azote liquide stocké en L
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Les valeurs de paramétres suivantes ont été retenues :

- des volumes de local V de :

« 10m®: volume minimal d’'un local de travail avec de I'azote liquide parmi

les services d’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006)7,

« 30m®: volume moyen d’un local de travail avec de I'azote liquide parmi les
services ’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006)’,

« 150m*: volume maximal d’'un local de travail avec de I'azote liquide parmi
les services d’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006).

- des volumes de stockage vy, de :

e 10L : capacité de stockage minimale parmi les services d'AMP (Agence
de la Biomédecine, 2006),

* 200L : capacité de stockage médiane parmi les services d’AMP (Agence
de la Biomédecine, 2006),

e 2000L : capacité de stockage maximale parmi les services d’AMP
(Agence de la Biomédecine, 2006).

- des taux de renouvellement d’air n de :

* 0,5:valeur basse correspondant a un local sans ventilation particuliére,
* 6 : valeur typique utilisée en milieu de travail, nécessitant généralement un
systeme de ventilation forcée.

Tableau XIII : Taux d'oxygéene résiduel (%) lié a I évap?ration naturelle a partir des conteneurs,
n=0,5volh"

Volume d'azote stocké dans le local (L)
Volume du local
(m3) 2000

10 Conditions irréalistes*
30 16,2
150

* Conditions jugées irréalistes par le groupe de travail au regard du faible volume de local pour un volume d’'azote liquide stocké
important, et des données issues de I'enquéte de I'’Agence de la Biomédecine (Agence de la Biomédecine, 2006)

Tableau XIV : Taux d'oxygene résiduel (%) lié a I'é anoration naturelle a partir des conteneurs,
n=6volh"

Volume d'azote stocké dans le local (L)
Volume du local

(m3)
2000

10 Conditions irréalistes*

30

150

* Conditions jugées irréalistes par le groupe de travail au regard du faible volume de local pour un volume d’'azote liquide stocké
important, et des données issues de I'enquéte de I'’Agence de la Biomédecine (Agence de la Biomédecine, 2006)

7 Volumes < 10 m3 déclarés dans 'enquéte de 'ABM non pris en compte car jugés non pertinents (trop faibles)
pour correspondre au volume d'un local de travail.
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Les résultats obtenus dans les conditions de ce scénario (Tableau XIII et XIV) montrent
globalement un faible impact de I'évaporation naturelle des réc  ipients stockés sur le
taux d’oxygene résiduel du local, méme dans des cir constances de ventilation
défavorables (0,5v0l joca.h™).

Seules des conditions de stockage extrémes associant un volume d’azote liquide important
(2000L) par rapport au volume du local (30m®) et une ventilation particuliérement faible
(0,5v0leca-h™) (Tableau XIIl), pourraient entrainer un taux d’oxygéne inférieur aux seuils
minimaux recommandés et de potentiels effets hypoxiques (voir 4.3.1.2.4), tels que
l'augmentation des fréquences cardiaques et respiratoires, des troubles de I'attention, du
jugement et de la coordination. Les risques d’apparition de ces effets sont toutefois a
nuancer, dans la mesure ou la diminution du taux d’oxygéne liée a I'évaporation naturelle a
partir des conteneurs est lente.

6.3 Scénario 2 : Mise a niveau d’un récipient

Le remplissage en azote liquide des récipients pour les remettre a niveau et ainsi garantir
gue les produits biologiques sont immergés et correctement conservés, est une opération
courante en AMP (tous les jours ou plusieurs fois par semaine).

L’équation (1) calculant le taux d’oxygeéne résiduel a la fin du remplissage est utilisée ici,
considérant qu'a cet instant tg, le taux d’'oxygéene est minimal. Aprés le remplissage, le taux

d’'oxygéne, sous linfluence d'un débit d'évaporation Ly, décroissant associé a une
ventilation n constante, aura en effet tendance a croitre vers son niveau initial (21%).

Un taux de perte par évaporation de 10% de I'azote liquide utilisé lors d’'une mise a niveau
d’'un récipient est typiguement utilisé dans les documents guides relatifs a la manipulation de
I'azote liquide (BCGA, 2000 ; Royal Free Hampstead, 2004). Ce taux est retenu ici.

Pour garantir en permanence I'immersion totale des produits biologiques, les sondes de
niveau sont généralement situées au deux tiers du conteneur (Cryo Diffusion S.A.). En
conséquence, le volume d’'azote liquide nécessaire pour la mise a niveau peut atteindre un
tiers du volume du récipient, proportion retenue ici a titre conservatoire.

Un essai sur un conteneur de 660L réalisé par la Division Matériel Cryogénique d’Air Liquide,
rapporte une augmentation du poids du conteneur de 128 Kg en 10 minutes de remplissage
(de la 5°™ a la 15°™°minute) suivant la phase de mise en froid (Annexe 6), soit un débit
moyen de remplissage Dy, de 15,8L/mn pour une densité de 0,8086 (voir 4.1.1). Bien que
ces résultats soient spécifiques aux conditions de I'essai (équipements utilisés, température
ambiante, débit d’alimentation, ...), on retiendra cette valeur de Dy, pour calculer tg dans ce
scénario :

t.= (1/3D/)/DLN2

tr temps de remplissage du conteneur en minutes
v capacité de stockage du conteneur en L
D.n2 Débit de remplissage, soit 15,8L/mn
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Considérant tg et une perte par évaporation de 10% de I'azote liquide utilisé pour remplir
(1/3%Xv), on calcule le débit d’évaporation d’azote liquide L., estimé constant au cours du
remplissage, soit :

L= 0,1((1/3t[RV)/o,9) - /9y D,

tr temps de remplissage du conteneur en minutes

v capacité de stockage du conteneur en L

D.n2 Débit de remplissage, soit 15,8L/mn

L .n2 débit d’évaporation (de fuite) d’azote liquide en L/mn

et avec (1) on obtient :

C,, = - 202 Dees g grwmonny

455D w. i
C02:21|:(1_ V [nLN (l—e [0(1/3w)/D )))

Co, Concentration en oxygéene résiduel (% volumique)

V volume du local en m®

n taux de renouvellement d’air en volume du local par heure
v capacité de stockage du conteneur en L

D.n2 Débit de remplissage, soit 15,8L/mn

Les valeurs de paramétres suivantes ont été retenues :

- des volumes de local V de :

« 10m®: volume minimal d’'un local de travail avec de 'azote liquide parmi

les services d’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006)8,

« 30m®: volume moyen d’un local de travail avec de I'azote liquide parmi les
services ’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006)?,

« 150 m®: volume maximal d’'un local de travail avec de I'azote liquide parmi
les services d’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006).

- des capacités de stockage de récipients v de :

e 10L : récipient de stockage de « faible » volume,

* 60L : volume de récipient de stockage le plus frequemment utilisé dans les
services d’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006),

* 500 et 1000L : volumes maximaux parmi les récipients utilisés en AMP
(Agence de la Biomédecine, 2006).

- des taux de renouvellement d’air n de :

* 0,5: valeur basse valeur basse correspondant a un local sans ventilation
particuliere,

* 6 : valeur typique utilisée en milieu de travail, nécessitant généralement un
systéme de ventilation forcée,

» 20 : valeur nécessitant un systeme de ventilation forcée.

8 Volumes < 10 m3 déclarés dans I'enquéte de 'ABM non pris en compte car jugés non pertinents
(trop faibles) pour correspondre au volume d'un local de travail.
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Tableau XV : Taux d'oxygeéne résiduel (%) lié alam ise & niveau d’un conteneur, n = 0,5 vol.h ™

Capacité de stockage du conteneur (L)
Temps de remplissage (mn)

Volume du local (m3)

10

30

150

Tableau XVI : Taux d'oxygéne résiduel (%) lié ala  mise & niveau d’un conteneur, n =6 vol.h "

Capacité de stockage du conteneur (L)
Temps de remplisage (mn)
Volume du local (m3)

10 60 500 1000

0,2) 1.3) (10,5) (21,1)
10
30
150

Tableau XVII : Taux d'oxygéne résiduel (%) lié ala  mise a niveau d’un conteneur, n =20 vol.h _*

Capacité de stockage du conteneur (L)
Temps de remplisage (mn)
Volume du local (m3)

10 60 500 1000

0,2) 1.3) (10,5) (21,1)
10
30
150

Dans les conditions de ce scénario, des taux d’oxygene résiduel dangereux pouvant
induire une diminution des performances physiques e t intellectuelles, allant jusqu’a
un possible évanouissement voire la mort, sont obse rvés lors de la mise a niveau de
récipients volumineux (500 et 1000L) dans des locau x réduits (10 et 30m ®) et
faiblement ventilés (0,5 et 6vol oc5.h™).

Ce risque est globalement écarté :

- dés lors que le volume du local est important (150m  °), méme avec une
ventilation minimale (n =0,5) ;

- avec une ventilation forcée (n = 20) , méme pour les situations de mise a niveau
de conteneur volumineux (500 et 1000L) dans des locaux relativement réduits
(30m?®) (Tableau XVII).

Le risque d’'une diminution des performances physiques et intellectuelles ne peut toutefois
étre écarté pour la mise a niveau d’'un conteneur volumineux (500 et 1000L), lorsque les
locaux sont trés réduits (10m°).
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6.4 Scénario 3 : Mise en froid et remplissage d’un récipient
de 660 litres dépourvu d’azote liquide

En AMP, le remplissage des récipients initialement dépourvus d'azote liquide est une
opération plus occasionnelle que les simples remises a niveau. Pour le cas étudié ici d’'un
conteneur de 660L, I'opération de mise en froid souvent réalisée par le fournisseur lors de la
mise en service du conteneur, reste envisageable pour des travailleurs en AMP.

Pour ce scénario, I'évolution du taux d’oxygene résiduel de I'air au cours de la mise en froid
suivie du remplissage d’'un conteneur de 660L est modélisée via un logiciel de simulation de
flux, a partir de I'évolution du débit d’évaporation d’'azote liquide résultant de mesures
réalisées par la Division Matériel Cryogénique (DMC) d’Air Liquide.

Aussi, pour ce scénario simulant une situation d’évaporation aigue ou, en conditions réelles,
le débit d’évaporation peut varier dans le temps de fagcon complexe, on soulignera le
caractére spécifigue des résultats aux conditions d'essais (équipements utilisés, débit
d’alimentation, température ambiante...). Par conséquent, ces résultats ne peuvent étre
généralisés et utilisés pour d’autres types de conteneur.

6.4.1 Méthode

6.4.1.1 Estimation de [|'évolution du débit d'évaporation a partir des
mesures DMC

L’essai de DMC a consisté & mesurer la variation du poids d’'un conteneur de 660L au cours
de sa mise en froid suivie de son remplissage. Ce parametre associé au débit d’alimentation
du conteneur renseigné par DMC a permis au groupe de travail d’estimer I'évolution du débit
d’évaporation L n> (Annexe 6) en fonction du temps, illustrée dans la Figure 13 ci-dessous.

20 Débit d'évaporation
(alimentation : 18,1L.min-1)

18 18,06

16

14

12

~

[HN
[HN
o

10 4

L.min-1

6 5,69
4,45

2,60 3,22

1,36 1,36

0,74 0,74

1 2 3 4 5 min 6 7 8 9 10

Figure 13 : Evolution du débit d’évaporation d’azot e liquide pour la mise en froid d'un
conteneur de 660L

Le débit d’évaporation L.y, est maximal (18 L.mn™) au début de la mise en froid du
conteneur, puis décroit jusqu’a 0,7 L.mn™, le conteneur stockant alors environ 130 L d’azote
liquide.
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Le remplissage complet du conteneur (580 L) a été réalisé en 3 fois du fait de la capacité du
réservoir de remplissage. Lors des deux reprises du remplissage, les pics d’L,y, atteignaient
respectivement 5 L.mn™ (pour un remplissage de 210 L et un débit d’alimentation de
18,9 L.mn™) et 8 L.mn™ (pour un remplissage de 440 L et un débit d’alimentation de
24,7 L.mn™"). Ces pics sont vraisemblablement dus au réchauffement des équipements
(flexible, canalisations) entre deux remplissages.

6.4.1.2 Modélisation de I'évolution du taux d'oxygeéne dans I'air du local

Pour représenter la situation dynamique, le bilan de masse sur I'oxygéne a été introduit dans
le logiciel de simulation de flux Stella™ v9.0.2 (développé par Isee Systems, 1985-2007), qui
permet une résolution numérique du probleme. Le modéle classique du compartiment avec
des gaz idéalement mélangés utilisé ici s’appuie sur le principe de calcul développé en
annexe 5.

Les conditions de simulation étaient les suivantes :

- Une concentration en O, initiale de 21% ;

- Un débit d’évaporation d’azote liquide L no(t) correspondant a des données
expérimentales fournies par DMC, et obtenues lors de la mise en froid d’un conteneur
de 660L pour un débit d’alimentation de 18,1L.mn™ (voir Annexe 6) :

- Un pas de calcul de 5 secondes a été utilisé pour un scénario de mise en froid de
10 minutes ;

- des volumes de local V de :

« 10m®: volume minimal d’'un local de travail avec de I'azote liquide parmi

les services d’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006)9,

« 30m®: volume moyen d’un local de travail avec de I'azote liquide parmi les
services ’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006)°,

« 150 m®: volume maximal d’un local de travail avec de I'azote liquide parmi
les services d’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006) ;

- des taux de renouvellement d’air n de :

» 0,5: valeur basse correspondant a un local sans ventilation particuliere,

« 1:valeur typigue associée a une ventilation naturelle pour des locaux au-
dessus du niveau du sol, sans ouverture spéciale de ventilation (BCGA,
2000),

* 6 : valeur typique utilisée en milieu de travail, nécessitant généralement un
systeme de ventilation forcée,

» 20 : valeur nécessitant un systeme de ventilation forcée.

9 Volumes < 10 m3 déclarés dans I'enquéte de 'ABM non pris en compte car jugés non pertinents (trop faibles)
pour correspondre au volume d'un local de travail.
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6.4.2 Résultats

Figure 14 : Taux d’oxygéne d'un local de 10m

Figure 15 : Taux d’oxygéne d'un local de 30m
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(alimentation : 18,1 L.min-1)
21 . ‘ ‘ I I ]
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Figure 16 : Taux d’oxygene d'un local de 150 % au cours de la mise en froid d’un conteneur de

660L

Dans les conditions de ce scénario, une diminution brutale du taux d’oxygene allant jusqu’'a
une atmosphére totalement appauvrie en 1 a 1mn30, est observée pour la mise en froid d’'un
conteneur de 660 L dans un local particulierement réduit (10m °), quelque soient les
conditions de ventilation (Figure 14). L'atmosphere reste dangereusement appauvrie en
oxygéne tout au long de la mise en froid et vraisemblablement aprés, méme sous l'influence
d’une ventilation forcée (20v0loca.h™).

Les résultats confirment que la mise en froid d’'un conteneur de 660L dans un local
particulierement réduit (10m® peut conduire & un risque vital (évanouissement quasi
immédiat, lésions irréversibles des cellules nerveuses, déces) (voir 4.3.1.2).

Pour un local de dimensions moins modestes (30m ), la diminution du taux d’oxygéne est
plus progressive (Figure 15).

Aprés 1 minute, les niveaux d’oxygene résiduel peuvent conduire & une diminution des
performances physiques et intellectuelles (=15%), quelque soient les conditions de
ventilation.

Aprés 2 a 2mn30 avec une ventilation allant jusqu’a 6vol.,.h™, les taux d’oxygeéne résiduel
atteints (=10%) peuvent entrainer des évanouissements.

Aprés 3mn avec une ventilation faible (0,5 et 1vol,.c,.h™), le risque Iétal intervient (<8%).
Une ventilation forcée suffisante (20vol....h™) permet de limiter sensiblement la gravité de la

BN

situation hypoxique puisque le niveau minimal atteint 13% de la 2°™ a la 3°™ mn, puis croit
jusqu'a 15% et 18%, respectivement a la 4°™ et 8™ mn.

Pour un local trés volumineux (150m 2), une diminution faible et progressive du taux
d’oxygéne (-2% en 2mn pour 20VOle.h™, -4% en 6mn pour 0,5v0l..h™) suivie d’une
tendance a la stagnation ou au retour a la normale (21%) est observée durant les 10mn de
mise en froid, quelque soient les conditions de ventilation (Figure 16). Dans un local
beaucoup plus volumineux que les précédents, la méme opération ne semble donc pas
présenter de risque particulier pour la santé. Ce résultat montre l'intérét de disposer de
locaux les plus vastes possibles.
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6.5 Scénario 4 : Renversement du contenu d’un récip ient
Ce scénario suppose le renversement instantané et complet du récipient.

Malgré le caractére aigu de la situation étudiée ici, le manque de données et la complexité
des phénomeénes d'évaporation n'‘ont pas permis d'apprécier dans des conditions
dynamiques les répercussions possibles du renversement d’azote liquide sur le taux
d’oxygene. On suppose que l'azote liquide s’évapore immédiatement et que I'azote évaporé
se mélange instantanément a I'atmosphere du local. Dans ces conditions, la ventilation n'a
pas le temps d'influencer le taux d’oxygene résiduel. Le taux de renouvellement d'air n'est
donc pas pris en compte dans les calculs. Les hypothéses conservatrices utilisées ici ne
permettent donc pas de faire des comparaisons entre les résultats de ce scenario « worst
case » et ceux des autres scenarii.

Le taux minimal d’oxygéne pouvant étre atteint Co, est calculé théoriquement en rapportant
le volume d’azote évaporé (soit le volume d’azote renversé) sur le volume du local V :

C,, =100 (021- 021 DO’GB\Z/NLN ) ot

0,682 [V
© Co, = 2111~ Y/ s

Co2 Concentration en oxygene résiduel (% volumique)
V volume du local en m?
Vin2 Volume d'azote liquide stocké dans le conteneur en L

Les valeurs de parameétres suivantes ont été retenues :

- des volumes de local V de :

« 10m?: volume minimal d’'un local de travail avec de I'azote liquide parmi
10

les services d’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006) ,

« 30m®: volume moyen d’un local de travail avec de I'azote liquide parmi les

services d’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006)™,

« 150 m®: volume maximal d’un local de travail avec de I'azote liquide parmi
les services d’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006).

- des volumes de récipients vy, de :

« 1, 3, 5 et 10L: récipient de transport et de stockage de « faibles »
volumes, propices a se renverser,

» 60L : récipient de stockage le plus frequemment utilisé dans les services
d’AMP (Agence de la Biomédecine, 2006), et potentiellement renversable.

10 volumes < 10 m3 déclarés dans I'enquéte de '’ABM non pris en compte car jugés non pertinents (trop faibles)
pour correspondre au volume d'un local de travail.
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Tableau XVIII : Taux d'oxygene résiduel (%) lié au  renversement d’'un conteneur

Volume d'azote renversé (L)

Volume du local (m3)

10

30

150

Dans les conditions de ce scénario, les résultats mettent en perspectives des taux d’oxygene
particulierement dangereux pour le renversement accidentel d’'un conteneur (5, 10, 60L)
dans un petit local (10 ou 30m?®) (Tableau XVIII).

Dans un local exigu de 10m°, le renversement de 10L d’azote liquide suffit pour atteindre un
taux d’oxygeéne impliquant un risque létal (<8%).

Dans un local de 30m®, un méme renversement de 10L semble induire un risque sanitaire
beaucoup plus limité, alors que pour le renversement de 60L, on observe un air totalement
appauvri en oxygene induisant un risque létal.

Dans un grand local de 150m°, des renversements de 1 & 10L d’azote liquide ne semblent
pas induire de risque particulier pour la santé. Le renversement de 60L pourrait conduire a
des effets réversibles tels que l'augmentation des fréquences cardiaque et respiratoire, des
troubles de l'attention, du jugement et de la coordination (voir 4.3.1.2.4).
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6.6 Conclusions

Les résultats obtenus avec ces scenarii montrent globalement :

« un faible impact de I'évaporation naturelle des récipients stockés sur le taux
d’'oxygene du local. Seules des conditions de stockage trés défavorables associant
un volume d’azote liquide important (2000L) par rapport & un débit de renouvellement
d‘air particulierement faible (volume du local : 30m?*; ventilation : 0,5V0lca.h™, taux
d'O, résiduel = 16%), pourraient entrainer de potentiels effets hypoxiques, tels que
'augmentation des fréquences cardiaques et respiratoires, des troubles de I'attention,
du jugement et de la coordination.

e pour la mise a niveau d'un récipient volumineux (500 et 1000L, remplissage avec un
tiers de sa capacité volumique) dans des conditions défavorables (locaux réduits : 10
et 30m®; ventilation faible: 0,5, et 6volya.h™), des taux doxygéne résiduel
dangereux pouvant induire une diminution des performances physiques et
intellectuelles, allant jusqu’a un possible évanouissement voire des effets
irréversibles (Iésions cérébrales) et le décés. Ce risque est globalement écarté dés
lors que le volume du local est important (150m°®), ou qu’'une ventilation forcée est
utilisée (20 volea.h™, sauf pour des locaux trés réduits de 10m?).

e pour la mise en froid d'un conteneur de 660L :

- dans un local trés réduit (10m® : une diminution brutale du taux d’oxygéne
induisant de maniere rémanente (plus de 10mn) une atmosphere
dangereusement appauvrie, quelque soient les conditions de ventilation (0,5, 1, 6
ou 20vola.h™). Cette opération réalisée dans un local réduit en I'absence de
ventilation suffisamment forcée pourrait donc conduire a un danger grave, tel que
I'évanouissement quasi immédiat, des effets irréversibles voire le déces ;

- dans un local moins modeste (30m®) : une diminution plus progressive du taux
d'oxygéne a des niveaux induisant de possibles effets sur la santé. Une
ventilation forcée de 20vol...h™ permettrait d’éviter les risques les plus graves
(évanouissement, effets irréversibles voire déces) ;

- dans un local trés volumineux (150m®), I'opération ne semble pas présenter de
risque particulier pour la santé.

» pour le scenario de renversement accidentel d'un récipient de transport ou de
stockage (5, 10 et 60L) basé sur des hypothéses de calcul majorantes en termes de
risque hypoxique, sont observés des taux d’oxygéne particulierement dangereux
pouvant induire une diminution des performances physiques et intellectuelles, allant
jusqu’a un possible évanouissement voire la mort, lorsqu'’il s’agit d'un local exigu (10
ou 30m®. Ce type d’incident induit vraisemblablement moins de risque lorsqu'il
survient dans un local plus volumineux (150 m®).

Il est & souligner que ces résultats sont obtenus avec I'hypothése d’'un brassage complet de
'atmosphére conduisant a une concentration en oxygéne homogeéene en tout point du local.
En conditions réelles, des poches d’atmosphére dangereuses peuvent subsister, notamment
en partie basse du local. Cette stratification de I'atmosphére du local est particulierement
probable dans les situations entrainant un fort dégagement d'azote telles que celles
présentées dans les scenarii 3 et 4.

Ces résultats issus de scenarii « cas d'école » sont présentés dans l'objectif d'illustrer
l'influence de parametres tels que le volume des locaux et leur ventilation dans la prévention
du risque hypoxique lié a I'utilisation d’azote liquide.
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7 Abaque déterminant le taux de renouvellement
d'air recommandé pour la ventilation continue
d’un local d'AMP

L’analyse de I'enquéte de I'’Agence de la Biomédecine concernant la situation des laboratoires de
biologie de la reproduction a permis de mettre en évidence un dispositif de ventilation globalement
insuffisant dans ces locaux. Le groupe de travail s’est donc proposé de construire un abaque
visant a faciliter la mise en ceuvre des actions de prévention des risques liés a I'hypoxie lors de la
conception des systemes de ventilation des laboratoires.

L'abaque présenté ci-apres concerne exclusivement | es taux de renouvellement d’air
recommandés en continu, | a complexité et I'hétérogénéité des phénomeénes « aigus »
d’évaporation d'azote liquide n'ayant pas permis d'estimer des taux de renouvellement d’air a
recommander pour des situations particulierement émettrices d'azote gazeux (opérations de
refroidissement d'un conteneur, d’'une ligne de transfert, ...).

7.1 Méthode de construction de I'abaque

La méthode de calcul vise a estimer le taux de renouvellement d’air nécessaire en ventilation
continue pour maintenir un taux d’'oxygene minimal de 19% dans l'air d’'un laboratoire d’AMP
utilisant de l'azote liquide, a partir de la consommation annuelle du laboratoire en azote liquide et
du volume du local.

La méthode s’applique pour une utilisation normale d’azote liquide, en dehors des situations
aigues particulierement émettrices d'azote gazeux (opérations ponctuelles de refroidissement d’'un
conteneur ou d’'une ligne, renversement d’'un conteneur rempli d'azote liquide, ...). Elle s’appuie
sur le principe d’'un mélange idéal entre I'azote évaporé et I'air du local.
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La méthode consiste chronologiguement a :

1. Déterminer la « consommation journaliere moyenne » en divisant la consommation
annuelle d’azote liquide par le nombre de jours par an ;

2. Appliquer ensuite la régle empiriqgue qui considére que 80% de l'azote liquide est
consommeé par jour durant une période d'activité jou rnaliere 11 estimée a 5 heures , pour
établir la « consommation durant la période d’activité journal iere » ;

3. Considérer que la « consommation durant la période d’activité journaliere » représente le
« débit de fuite moyen durant la période d’activité journaliere » ;

4. Obtenir ainsi un taux de renouvellement d’air n nécessaire pour un taux d’oxygene résiduel
Coz de 19% (seuil de tolérance), un volume de local V donné et un « débit de fuite moyen
durant la période d’activité journaliére » L, via la formule (explicitée au chapitre 6) :

_ _40,92E|_LI\|2
Com 2y n

avec :
Co2 Concentration en oxygéne résiduel a I'équilibre (%)
Line Débit de fuite d'azote liquide (L.mn™)
V Volume du local en (m®)
n Taux de renouvellement d’air du local (vol|oca|.h'l)

5. Affecter un facteur de sécurit¢ de 4 (x4) au taux de renouvellement d’air obtenu,
considérant :

- 'hétérogénéité des conditions réelles (température ambiante, humidité relative, tendance
des vapeurs d’azote liquide évaporé a s'accumuler au niveau du sol, configuration des
locaux, disposition des analyseurs d’oxygéene) ;

- la variabilité des « débits de fuite moyen durant la période d’'activité journaliere » qui peut
étre importante, en particulier lorsque les volumes annuels consommeés sont faibles ;

- une consommation vraisemblablement plus importante la semaine par rapport au week-
end ;

- 'expérience acquise et le savoir-faire des experts.

6. Appliquer une limite basse équivalente & 45 m 3.h™ pour les taux de renouvellement d’air
calculés qui sont inférieurs a cette valeur. Cette limite basse a été retenue au regard de I'Art.
232-5-3 du Code du travail qui fixe un débit minimal d’air neuf de 45 m®.h™* par occupant pour
les « ateliers et locaux avec travail physique léger ».

111a période d'activité journaliere est définie ici comme la période durant laquelle le personnel AMP utilise et/ou fait
évaporer de l'azote liquide (mise en froid d'un récipient, ouverture d'un couvercle de récipient, manipulation
d'échantillons biologiques, transvasement d'azote liquide...).
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La méthode permet notamment :

d'estimer a minima le taux de renouvellement d'air nécessaire a partir de deux
paramétres a priori facilement renseignables par le gestionnaire du laboratoire a savoir :
la consommation annuelle d’azote liquide et le volume du local ;

d’avoir une approche majorante du calcul du débit de fuite donc sécuritaire puisque :

» elle part de I'hypothése que I'ensemble de I'azote liquide consommeé s’évapore
dans le local, et ne tient donc pas compte d'autres types de pertes tels que
'évaporation d'azote liquide a [I'extérieur du local (évents des lignes
d’alimentation...) et l'utilisation d’azote liquide pour le transport des échantillons
biologiques ;

» elle tient compte des pics d'évaporation d'azote liquide, ce qui majore la
moyenne du débit de fuite calculée pour estimer le taux de renouvellement d’air
nécessaire en dehors des opérations particulierement émettrices d’azote gazeux
(refroidissement d’'un conteneur ou d’une ligne...) ;

d’estimer a minima le taux de renouvellement d’air nécessaire a partir de la capacité de
stockage d’azote liquide et du volume du local, a défaut d'information en termes de
consommation annuelle d’azote liguide

En effet, I'estimation du taux de renouvellement d’air associée a une « capacité de
stockage » tient compte d’'une consommation annuelle théorique, estimée selon une
relation jugée linéaire a partir de la capacité de stockage. Cette relation a été établie a
partir des données de I'enquéte de 'Agence de Biomédecine (Agence de Biomédecine,
2006) (Annexe 7).

La méthode ne permet pas d’'estimer le taux de renouvellement d’'air nécessaire lors des situations

particulierement émettrices d’azote gazeux (situations accidentelles, opérations ponctuelles de
refroidissement d’un conteneur ou d’une ligne...). Dans ce cas un calcul complémentaire doit étre
effectué afin de déterminer le taux de renouvellement d’air supplémentaire a ajouter.

Evaporation d’LN2

A

Pics d'évaporation (opérations particulierement émettrices d’'N» gaz)

Evaporation moyenne

»

»

Temps

Figure 17 Représentation schématique du profil d’év  aporation d’'azote liquide au cours d'une journée

In fine, le taux de renouvellement d’air recommandé dans I'abaque n’a pas vocation a se substituer
a un dimensionnement de ventilation plus spécifique déterminé par une étude de terrain.
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7.2 Présentation schématique de I'abaque

La Figure 18 présente I'abaque sous sa forme schématique. L'abaque sous sa forme plus détaillée
(a utiliser) est illustré au chapitre 8.1.1.3 des recommandations du groupe de travail.

o1

46

41

36

31

26

21

16

Taux de renouvellement d'air (Vol. local.h-1)

0

11

1

Situation-non
recomimandée

Taux de renouvellement d'air recommandés pour un taux d'oxygene résiduel de 19%

56

20m’ 30m?

40m

50m

60 m*

(2)

80m’
100 m®
120 m®

160 m®

(1)
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LRSS S S
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Figure 18 : Taux de renouvellement d’air recommandé
(Abaque simplifié)

Utilisation de I'abague « schématique » :

O QO N O W O
NN ZEN NN
Consommation annuelle d'azote liquide (L/an)

s pour la ventilation continue d’un local d’AMP

1) Sélectionner la consommation annuelle d’azote liquide dans le local
2) Tracer une droite verticale jusqu’a la courbe correspondant a la surface du local (de 20 a 160 m?)
3) Lire la valeur minimale recommandée du taux de renouvellement d’air en continu dans le local, en

ordonnée.
Exemple :

une consommation de 90 000

llan, dans un local de 40 m? le taux
de renouvellement d’air minimal recommandé en continu est de I'ordre de 25 vol.h-1-
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8 Recommandations pour Ia prévention des
risques liés a lutilisation de I’Azote Liquide
dans des laboratoires d’AMP

Les recommandations s’appuient notamment sur les dangers et risques identifiés et évalués dans
le cadre de cette expertise, ainsi que sur le bilan des réglementations et recommandations
applicables a I'azote liquide en France et a I'étranger.

Elles portent sur I'équipement des locaux, la mise en place de dispositifs de protection collective,
le port d'équipements de protection individuelle, les procédures a mettre en ceuvre lors des
opérations normalement pratiquées dans le cadre de I'AMP, et sur les contréles périodiques des
installations et des équipements de travail qui concernent spécifiquement les laboratoires d’AMP.

8.1 Prévention

Les recommandations décrites ci-apres n'ont pas pou r objet de fournir des instructions en

cas d’'accident ou d'important déversement d’azote | iquide dans un local. En effet, sauf
formation particuliere avec mise en ceuvre d’apparei Is de protection respiratoire adaptés, il

convient dans ce cas d’'appeler les secours et de ne pas pénétrer dans le local.

En cas d’asphyxie d’'une personne, la priorité est d ‘éviter le suraccident . Dans de nombreux
cas, la personne découvrant son collegue inanimé sur le sol se précipite pour le secourir et est a
son tour victime d’asphyxie. Il faut en premier lieu alerter les services de secours, ventiler le local
et évaluer s'il existe une possibilité de sortir la victime en toute sécurité. La zone a risque doit étre

identifiée, signalée et interdite d’acces jusqu’a un retour a une situation normale. Les agents
doivent avoir recu des consignes spécifiques en cas d’accident.

A noter que selon les laboratoires, d’autres risques non directement liés a l'utilisation d'azote
liquide peuvent exister (risques électrique, chimique, microbiologique, mécanique...). Pour
déterminer si des précautions additionnelles sont éventuellement nécessaires, une analyse de
risques prenant en compte les caractéristiques propres a l'installation et & son environnement doit
étre effectuée.

8.1.1 Protection collective - aménagement des locau X

8.1.1.1 Généralités

Il est recommandé de ne pas manipuler et stocker de I'azote liquide dans des locaux de volume
inférieur & 20 m°.

Les locaux ou est manipulé I'azote liquide devront étre clairement identifiés
avec une signalisation des dangers et des équipements de protection
individuelle requis via les pictogrammes correspondants. L'accés a ces
locaux doit étre contrblé et réservé au seul personnel habilité et
spécialement formé. Danger de froid

Pour permettre une ventilation naturelle suffisante, il est recommandé de ne pas utiliser de locaux
souterrains ni pour le stockage ni pour le travail avec I'azote liquide.

Comme les vapeurs froides s'accumulent pres du sol, il est important que les locaux ne
communiquent pas par des trappes ou d’autres ouvertures (ex : gaine technique) avec des locaux
situés a des niveaux inférieurs.
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Ces locaux doivent étre réservés uniguement au stockage et a la manipulation de produits
biologigues (congélation ...) et ne doivent pas comporter de poste de travail autres.

Les locaux dédiés a la congélation ou au stockage dans I'azote liquide doivent étre équipés des
dispositifs suivants pour assurer la sécurité du personnel :

1. un ou plusieurs appareils de détection et de mesure du taux d’'oxygene ;
2. une ventilation mécanique adaptée (extraction et entrée d’air neuf), a deux vitesses ;

3. un oculus ou une partie vitrée permettant I'observation, de maniére a ce que
la surveillance depuis I'extérieur soit possible en permanence ;

4. une porte munie d’'une barre anti panique ouvrant vers I'extérieur du local ;
5. un appareil respiratoire isolant disposé a I'extérieur, a proximité de I'entrée.

8.1.1.2 Mesure du taux d’oxygene

Pour avertir les utilisateurs d’'une éventuelle réduction du taux d’oxygéne dans les locaux, ils
doivent étre équipés avec au moins un détecteur d’'oxygéne pour signaler un taux inférieur a 19%.
Il est recommandé d'installer au moins un détecteur par tranche de 50 m°. Ces appareils seront
conformes a la norme NF EN 50104.

Les vapeurs froides de I'azote s’accumulant prés du sol, il est conseillé d’installer les détecteurs en
partie basse et en tout état de cause a une hauteur inférieure a I'hauteur habituelle des voies
respiratoires des opérateurs, dans un endroit pres des lieux de passage, a proximité des sources
de vapeurs et éloigné des bouches d’extraction et d’entrée d'air. Un mauvais emplacement des
détecteurs peut conduire a des mesures non représentatives et ainsi déclencher des fausses
alarmes.

Il est recommandé de définir un fonctionnement de sécurité en deux temps :

- Lorsque le taux d’'oxygene mesuré dans le local atteint 19%, une alarme visuelle doit
entrainer I'évacuation du local et la mise en marche automatique de la deuxieme vitesse
de ventilation (alarme de niveau 1),

- Si le taux d’oxygene décroit malgré la ventilation, lorsqu’il atteint 18%, des alarmes
sonore et visuelle doivent s’activer (alarme de niveau 2). Si le local est équipé d'un
systeme de remplissage automatisé depuis un réservoir extérieur, 'alarme de manque
d’'oxygéne doit entrainer la coupure automatique du transfert d’azote liquide depuis le
réservoir.

L’alarme émise par le détecteur doit étre affichée et signalée par moyen optique et sonore avec
renvoi a I'extérieur afin que les utilisateurs présents dans le local ainsi que les utilisateurs qui
s'apprétent a y accéder soient prévenus. L'alarme de niveau 2 sera transmise au poste de sécurité
si I'établissement en dispose.

Pour prévenir ces situations, la deuxieme vitesse de ventilation peut étre mise en route
manuellement avant une opération émissive (exemple : remplissage, mise en froid).

8.1.1.3 Ventilation mécanigue

Le but d’'une ventilation mécanique est de maintenir le taux d’oxygéne au-dessus de 19%. Il est
donc nécessaire d’adapter la ventilation aux pics d’évaporation qui peuvent se produire lors des
opérations de congélation, de manipulation d’azote liquide et de remplissage des conteneurs.

Pour assurer la sécurité du personnel, les locaux doivent étre équipés d’'une ventilation mécanique
adaptée (extraction et entrée d’air neuf), a deux vitesses.
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Les taux de renouvellement d’air minimaux recommand és en continu (1 ®*° vitesse) sont
définis dans I'abaque ci-aprés (Tableau XIX).

Evaporation d’LN2

4

A

/k/t A A 2°™ vitesse (pics d'évaporation lors des opérations particulierement

emettrlces d'N; gaz
1°" vitesse en continu (proposée par I'abaque) (évaporation moyenne)

Figure 19 Concept d'utilisation des deux vitesses d e ventilation

IMPORTANT

L’abaque n’est pas destiné a _ estimer le taux de renouvellement d’air nécessaire lors des
situations particulierement émettrices d'azote gaze ux (situations accidentelles,
opérations de refroidissement d’un conteneur ou d’u ne ligne...).

En aucun cas, le taux de renouvellement d’air ne de vra étre inférieur & 45 m 3h* par
occupant, conformément a I'Art. R.232-5-3 du Code d  u Travail pour les « ateliers et locaux
avec travail physique léger  ».

L'abaque part de [I'hypothese d'une configuration du local (préférentiellement
parallélépipédique afin d'avoir une ventilation hom ogene dans le local) et un
positionnement des oxygénometres adaptés au stockag e et a l'utilisation d’azote liquide.

Y

Le taux de renouvellement d'air recommandé dans lI'a  baque n'a pas vocation a se

substituer & un dimensionnement de ventilation plus spécifique déterminé par une étude
de terrain.

La lecture de I'abaque par la colonne « Consommatio n annuelle » est prioritaire a la
lecture par la colonne « Capacité de stockage », qu i ne doit se faire qu’en I'absence
d'information permettant d'estimer la consommation liée a l'utilisation d'azote liquide

dans le local, lorsque seule la capacité de stockag e est connue.

(En effet, I'estimation du taux de renouvellement d’air associée a une « capacité de stockage »
tient compte d’'une consommation théorique estimée selon une relation linéaire a partir de la
capacité de stockage (Annexe 7).)

L'abaque doit étre utilisé sur la base d'une cons ommation d'azote liquide estimée sur
'année. Une consommation annuelle extrapolée a par tir d'une consommation sur une
période plus courte (hebdomadaire, mensuelle...) peut étre fortement erronée et donc
aboutir & une ventilation inadéquate.

Le code couleur utilisé dans I'abaque (Tableau XIX) est le suivant :

Taux de renouvellement
d'air (VOligeq.h-1) :

<6
6<<20
> 20

Volume de local 2 20m? | Volume de local < 20m?®

LN, : Azote liquide (Liguid Nitrogen)
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Tableau XIX : Taux de renouvellement d’air recomman  dés pour la ventilation continue d’'un local d’AMP ( Abaque), en vol oy ht

Consommation Volume du local (m ) Capacité de
annuelle d'LN » | stockage du
(L/an) Volume de local insuffisant Volume minimal local en LN
recommandé L*
20 | 25 30 40 50 60 80 100 120 160
1000 2 2 2 1 1 1 1 05 04 03
4000 3 2 2 1 1 1 1 1 04 03
5000 3 2 2 2 1 1 1 1 1 0,4
6000 4 8 3 2 2 1 1 1 1 0,5
7000 4 4 3 2 2 1 1 1 1 1 50
8000 5 4 3 8 2 2 1 1 1 1 90
9000 6 5 4 3 2 2 1 1 1 1 130
10000 6 5 4 3 3 2 2 1 1 1 170
15000 9 8 6 5 4 3 2 2 2 1 370
20000 15 10 8 6 5 4 3 3 2 2 570
25000 15 15 10 8 6 5 4 8 3 2 770
30000 20 15 15 9 8 6 5 4 3 2 970
35000 15 10 9 7 6 4 4 8 1170
40000 15 10 8 6 5 4 8 1370
45000 15 10 9 7 6 5 4 1560
50000 15 15 10 8 6 5 4 1760
55000 15 15 10 9 7 6 4 1960
60000 20 15 15 9 8 6 5 2160
65000 15 15 10 8 7 5 2360
70000 20 15 10 9 7 6 2560
75000 20 15 10 9 8 6 2760
80000 15 15 10 8 6 2960
85000 20 15 10 9 7 3160
90000 20 15 10 9 7 3360
95000 20 15 10 10 7 3560
100000 Consommation considérée irréaliste 20 15 15 10 8 3760
110000 par rapport au volume de local 15 15 10 9 4150
120000 20 15 15 9 4550
130000 20 15 15 10 4950
140000 20 20 15 10 5350
150000 20 15 10 5750
* La lecture de I'abaque par la colonne « Consommati  on annuelle » est prioritaire & la lecture par lac  olonne « capacité de stockage »,
qui ne doit se faire qu’en I'absence d'information permettant d'estimer la consommation liée a I'utili sation d'azote liquide dans le local.
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Concernant la 2°™ vitesse de ventilation destinée aux situations aigues d’évaporation de I'azote
liquide (opérations de refroidissement d’un conteneur, d’une ligne de transfert...), elle devra donc
étre significativement supérieure a la 1°° vitesse. La complexité et I'hétérogénéité des
phénomeénes « aigus » d'évaporation n'ont pas permis d'estimer des taux de renouvellement d’air

a recommander pour la 2°™ vitesse.

Dans le cas de petits locaux, le taux de renouvellement d’air méritera d’étre surdimensionné pour
tenir compte de la cinétique d’abaissement plus rapide du taux d'oxygene de lair lors des
opérations particulierement émettrices d'azote.

L'air sera extrait des locaux en partie basse par une ou plusieurs bouches d’extraction ; I'entrée
d’'air neuf de compensation sera réalisée par des orifices en partie haute disposés si possible sur
la fagade opposée de fagon a assurer un balayage efficace de I'atmosphére du local et a proscrire
toute zone susceptible d’étre confinée.

Dans certain cas, un dispositif de contréle de la température de I'air neuf introduit dans le local
peut étre nécessaire.
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8.1.2 Protection individuelle

L’azote liquide traverse n'importe quel tissu beaucoup plus facilement
que I'eau. Les vétements habituels n’offrent donc pas de protection.

8.1.2.1 Protection des mains

Lors de la manipulation des objets froids, les mains devront étre
protégées par des gants de protection contre le froid (conformes a la
norme EN 511) en matiére non-combustible. Des gants a manchette
longue, qui ferment bien autour des bras sont préférables pour éviter
gue le liquide puisse s'introduire dans la manche en cas de
déversement accidentel.

A noter que :
- il n’existe aucun gant adapté a I'immersion dans I'azote liquide

- il n'existe pas aujourd’hui de gants adaptés a la manipulation des
paillettes et autres matériels de faibles dimensions.

La protection effective des professionnels de laboratoire utilisant de
'azote liquide nécessite donc de développer des équipements de
travail permettant de réduire le risque de « brdlure » ou gelure, tout en
préservant un confort de manipulation de paillettes et autres matériels
de taille similaire.

8.1.2.2 Protection des yeux

Lors des manipulations du liquide des éclaboussures sont toujours
possibles et les yeux devront étre protégés par des lunettes de
protection (conforme a la norme EN166) ou par des visiéres.

8.1.2.3 Protection des pieds

Le risque le plus important est I'entrée accidentelle d’azote liquide
dans les chaussures. Pour minimiser ce risque, les chaussures
doivent étre fermées et équipées d’'un haut de tige bien fermé.

8.1.2.4 Protection du corps

Si des éclaboussures sur le corps sont possibles lors des
manipulations, une protection du corps par un tablier en matiére non-
tissée est nécessaire.

8.1.3 Procédures de travail

Protection obligatoire :

0200

de la vue

du visage

du corps

des mains

des pieds

Il est recommandé a chaque laboratoire de définir et de formaliser les régles de sécurité relatives a
'acceés aux locaux, y compris pour les intervenants extérieurs, et aux opérations exposant

potentiellement a I'azote liquide.

Le travail d'une personne isolée dans un laboratoire ne peut étre autorisé que dans le cadre d'un

dispositif de sécurité adapté.

Les recommandations s’appliquent aux personnels des entreprises extérieures dont les conditions
de sécurité sont régies a travers la rédaction du plan de prévention prévu dans le code du travail.
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8.1.4 Stockage, remplissage et installations de rem  plissage

8.1.4.1 Récipients

Il est recommandé de n'utiliser que des récipients congus pour contenir de I'azote liquide avec
leurs propres dispositifs d’obturation . Le risque principal est I'éclatement du récipient suite a un
bouchage par fermeture étanche du récipient ou par dép6t de glace dans son col. Les bouchons
non étanches fournis par le fabricant sont prévus pour éviter le dépdt de glace dans le col ainsi
gue la condensation d’'oxygéne dans le récipient pour les récipients non pressurisés. La mise en
ceuvre de bouteilles « thermos » du commerce avec leur bouchon hermétique est a proscrire.

Refroidissement et remplissage

Lors des remplissages une partie de I'azote liquide s’évapore a cause de I'expansion du liquide et
du refroidissement d’éléments chauds. Le refroidissement des conteneurs a température ambiante
génére des débits de vapeurs importants qui peuvent dépasser la capacité du systeme de
ventilation et donc réduire le taux d’'oxygéne dans l'air du local. Pour cette raison le débit d’azote
liquide doit étre limité lors du refroidissement ou le refroidissement doit se faire a I'extérieur du
batiment. Le remplissage des conteneurs sera effectué si possible en dehors des heures de travail
normal, une méthode de remplissage automatique sera donc choisie préférentiellement au
remplissage manuel.

8.1.4.2 Systéemes de remplissage par ligne de transfert

Dans les laboratoires effectuant une activité de conservation a long terme, I'alimentation d’azote
liquide par une ligne de transfert a partir d'un réservoir de stockage extérieur, est préférable.

Dans ce cas, cette ligne « superisolée » sous vide devra étre congue afin de minimiser les pertes
par évaporation. Afin d’éviter tout risque d’éclatement elle sera munie de soupapes de sécurité ou
de disques de rupture. Dans le cas de ligne de transfert de grande longueur, il y aura lieu de
I'équiper d’'une vanne d’évent a l'air libre (vanne de dégazage) avant son entrée dans le local pour
I'évacuation des vapeurs d'azote lors du refroidissement de la ligne.

Il doit étre tenu compte dans I'évaluation des risques qu'un éventuel dysfonctionnement des
vannes de la ligne de transfert est susceptible d’introduire une forte quantité d’azote dans le local.

En conséquence, l'alimentation en azote liquide doit étre coupée par I'alarme basse de manque
d’'oxygene (18%) et un arrét d’'urgence doit étre accessible a I'extérieur du local.

8.1.5 Transport

8.1.5.1 Transport dans le laboratoire ou I'établissement

Le transport d’azote liquide par un escalier est potentiellement dangereux a cause du risque élevé
de déversement voire de chute.

A cause du volume tres restreint des ascenseurs et comme leur ventilation s'arréte en cas de
coupure de courant, le transport d’azote liquide ne doit étre autorisé que non-accompagné et
seulement dans des ascenseurs pouvant étre verrouillés pour le transport.

Pour les faibles quantités, l'utilisation d'un Dewar spécifique dans un dispositif permettant
d’assurer sa stabilité ou d’'un conteneur de transport en vapeur avec absorption de 'azote liquide
en paroi poreuse est recommandée. L'utilisation de « bouteilles thermos » est a proscrire.

8.1.5.2 Transport par la route

Pour le transport d’'azote liquide par la route les réglementations ADR sont applicables. Selon
I'ADR le transport d’échantillons médicaux ou biologiques est permis dans des récipients a double
paroi non refermables. L'utilisation d’'un Dewar dans un dispositif permettant d’assurer sa stabilité
ou d’'un conteneur & paroi poreuse est recommandée.
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Le transport en faible quantité dans un véhicule de tourisme est potentiellement dangereux a
cause de I'évaporation de I'azote dans 'habitacle.

Dans ce cas, il est recommandé de rouler avec une vitre ouverte.
_ , i i . ou
Les voitures avec un compartiment fret séparé sont recommandées

avec utilisation de Dewar adaptés avec leur caisse de transport et
solidement arrimés. Le récipient sera identifié par les
pictogrammes illustrés a ci-contre.

/\

S

8.1.6 Formation du personnel

Toute personne appelée & manipuler de I'azote liquide doit avoir recu une formation spécifique,
renouvelée régulierement, conformément au code du travail.

Le programme de la formation doit notamment apporter des connaissances dans les domaines
suivants :

- Larespiration et les échanges gazeux

- Les caractéristiques physiques et chimiques de I'azote

- Les risques liés a [l'utilisation de l'azote liquide (surpression, brdlure cryogénique,
anoxie)

- Les moyens techniques et organisationnels développés pour la prévention lors des
opérations a risques (présentation des équipements cryogéniques et des installations).

Ainsi, au terme de la formation, 'utilisateur d’azote liquide doit étre capable de :

- Evaluer les risques associés aux différentes opérations

- Appliquer les principes de prévention :
o Connaitre l'installation de sécurité et comprendre son fonctionnement
0 Mettre en ceuvre les équipements de protection collective

0 Mettre en ceuvre les équipements de protection individuelle (y compris une
formation spécifique a l'utilisation des Appareils Respiratoires Isolants).

- Participer a la rédaction des procédures d'utilisation de I'azote liquide en sécurité et les
faire respecter

- Détecter un dysfonctionnement ou une anomalie

- Appliquer les consignes prévues en cas d’accident (asphyxie, déversement, brilures
cryogéniques ...)

Le personnel occupant les locaux voisins devra recevoir une information sur le sujet.
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8.2 Contrdles périodiques

Ce chapitre ne vise pas a dresser la liste exhaustive des dispositions générales relatives au
contrle des installations et des équipements de travail. Ne sont mentionnés ci-apres que les
contrbles concernant spécifiguement les laboratoires d’Assistance Médicale a la Procréation.

8.2.1 Contrbles réglementaires

L'arrété du 8 octobre 1987 relatif au contrble périodique des installations d'aération et
d'assainissement des locaux de travail prévoit des contrdles annuels sur les installations de
ventilation des locaux a pollution spécifique. lls portent sur :

- Un examen de |'état de tous les éléments de l'installation (systemes d'introduction,
de captage, d'extraction, conduits, ventilateurs...)

- Des essais de pressions statiques ou de vitesses d'air aux points caractéristiques
de l'installation

- Le mesurage du débit global d'air extrait par linstallation; les méthodes de
mesurage dans les gaines de ventilation sont précisées par les normes NF EN ISO
5167-1 et NF X 10-112.

Les Appareils Respiratoires Isolants, en tant qu'Equipements de Protection Individuelle destinés a
des interventions accidentelles en milieu hostile, doivent étre entretenus et vérifiés tous les ans
(arrété du 19 mars 1993 fixant la liste des équipements de protection individuelle qui doivent faire
I'objet des vérifications générales périodiques prévues a l'article R. 233-42-2 du code du travail).

L'ensemble de ces contréles doit étre effectué par une personne compétente, il n'existe aucune
obligation d’agrément.

Les dates des contrdles et des interventions doivent étre consignées.

8.2.2 Autres dispositions

Il convient d’inspecter régulierement I'état des éléments de l'installation, notamment le serrage des
raccords et I'état des flexibles.

Une attention particuliere sera portée sur la vérification et le calibrage des détecteurs d’oxygene
qui doivent respecter les exigences des constructeurs notamment en ce qui concerne 'entretien et
I'étalonnage.

Concernant les équipements, un contréle triennal des récipients cryogéniques est prévu par les
normes européennes EN 1251-3 et EN 13458-3.

Enfin, le groupe de travail recommande a I'Agence de la Biomédecine de mettre en place la
tracabilité des incidents et accidents liés a I'utilisation d’azote liquide.
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9 Conclusions

A ce jour, il n’existe pas de réglementation spécifique relative a la prévention des risques lors de
l'utilisation de I'azote liquide dans les laboratoires d’AMP. L’état des lieux des réglementations en
vigueur en France montre que la prévention des risques spécifiques relatifs a l'utilisation d’azote
liquide est peu cadrée sur le plan réglementaire et sur celui des recommandations, en regard du
nombre importants de centre d’AMP intéressés et des quantités d’azote liquide mises en ceuvre.
Deux arrétés, non applicables aux laboratoires d’AMP et qui concernent les bonnes pratiques lors
du prélevement, du transport, de la transformation, de la conservation des cellules souches
hématopoiétiques issues du corps humain, des cellules mononuclées sanguines et des tissus
d’'origine humaine utilisés a des fins thérapeutiques, apportent toutefois des éléments sur la
sécurité des locaux (systéme de ventilation, détecteur d’oxygene et alarme, matériaux, consignes
de sécurité).

A l'échelle nationale comme internationale, les regles de sécurité sont développées par les
fournisseurs et les « grands consommateurs », sous la forme de recommandations.

o Identification et caractérisation des dangers
Il'y a lieu de rappeler en premier que l'azote, constituant majeur de l'air, ne présente pas
intrinséquement de toxicité particuliére.
En ce qui concerne lutilisation de l'azote liquide, bien que les risques soient difficilement
quantifiables du fait de la grande hétérogénéité des situations de travail et des configurations de
locaux.

Cette situation engendre des niveaux de sécurité hétérogénes en fonction des lieux de travail alors
que les principaux dangers de l'azote liquide, que sont les gelures et I'asphyxie, sont décrits dans
la littérature scientifique. Si le premier est bien connu du fait de la température extrémement basse
de l'azote a I'état liquide (-196<C), le second I'e st beaucoup moains, bien qu'il puisse étre fatal. Le
risque d’asphyxie est lié a la capacité de I'azote liquide & générer rapidement par évaporation un
important volume d’azote gazeux, provoquant ainsi une réduction du taux d’oxygéne de l'air par
déplacement et dilution de I'oxygene. Selon la réduction de la teneur en oxygéne en dessous de
18%, les principaux effets vont de la diminution réversible des performances physiques et
intellectuelles, a une altération ou une perte de conscience, voire des lésions cérébrales
irréversibles et la mort. Ce risque est d’autant plus pernicieux que l'azote gazeux, incolore et
inodore, posseéde de tres mauvaises propriétés d'alerte.

Les trés basses températures de l'azote liquide et son important volume d’expansion en azote
gazeux a température ambiante sont également sources de dommages sur les équipements et
installations, et peuvent aboutir a des accidents tels que I'éclatement d’un récipient ou d’'un conduit
(augmentation rapide de pression), la fragilisation et le bris d’équipements, d'outils ou autres
matériaux. Il peut provoquer une réaction explosive ou une inflammation suite a la condensation et
concentration de I'oxygene de I'air en oxygene liquide.

o Evaluation du risques hypoxique - Etudes de scenarii d’exposition

D’aprés une enquéte conduite en 2006 par I'Agence de la Biomédecine, la France compte
98 laboratoires d’assistance médicale a la procréation déclarant utiliser de I'azote liquide. D’apres
cette enquéte, seuls 60% des locaux sont équipés d'un systeme de ventilation (mécanique)
continue, 45% d’un dispositif de mesure du taux d’oxygene, et 27% d'un systéme de ventilation
asservi au dispositif de mesure. En dehors de toutes considérations sur le débit d'extraction, 37%
des locaux ne sont pas pourvus d’'un systeme de ventilation mécanique alors que le volume
d’azote liquide qui y est stocké par rapport au volume du local nécessiterait une telle installation
afin de limiter le risque d’hypoxie. La description des installations, des locaux et des activités de
travail dans les salles renfermant de I'azote liquide montre que les risques au sein des laboratoires
d’AMP francais doivent étre mieux maitrisés.
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Afin d’évaluer le risque hypoxique pour le personnel, la quantité maximale d’azote liquide pouvant
s'évaporer dans des circonstances caractéristiques de I'activité de biologie de la reproduction, a
été estimée, pour ensuite calculer la déplétion maximale d'oxygene dans lair d'un local
consécutive a cette évaporation. Les taux d’oxygene résiduels, calculés sous différentes conditions
de ventilation et de volume de local, ont été confrontés aux effets sanitaires communément
associés a ces taux d’'oxygeéne :

— Les résultats montrent globalement un faible impact de I'évaporation naturelle des
récipients stockés sur le taux d’oxygene de I'air d'un local, et par conséquent sur la santé.

— Pour la mise a niveau d’'un récipient en azote liquide (remplissage pour garantir que les
produits biologiques soient immergés en permanence), le risque hypoxique apparait
fortement conditionné par la ventilation et le volume du local et est globalement écarté dées
lors que le volume du local est important (150 m?®), ou que la ventilation est forcée
(20 VOloea.h™, sauf pour des locaux trés réduits de 10 m®).

- Le remplissage de mise en froid d’'un conteneur volumineux de 660 L (opération peu
fréquente en AMP) implique une évaporation d'azote liquide relativement forte au début du
remplissage du fait de la différence de température entre les parois du conteneur et I'azote
liquide. Les résultats issus d'une modélisation de mesures expérimentales (donc
spécifiques aux conditions d’expérience) montrent effectivement une décroissance du taux
d’'oxygéne dans les premieres minutes. La pente de cette décroissance est conditionnée
par la ventilation et le volume du local. Un risque d’hypoxie grave voire vital apparait dans
un local trés réduit de 10 m®, de possibles effets plus ou moins graves selon le taux de
ventilation dans 30 m®, a priori pas de risque particulier dans un local de 150 m* quelque
soit la ventilation considérée.

— Pour le scenario de renversement accidentel d’'un récipient (5, 10 et 60 L) basé sur des
hypothéses de calcul majorantes en termes de risque hypoxique, sont observés des taux
d’'oxygéne particulierement dangereux pouvant induire une diminution des performances
physiques et intellectuelles, allant jusqu’a I'évanouissement voire la mort, lorsqu’il s’agit de
locaux de faible volume (moins de 30 m®). Le risque est minimisé dans des locaux de
grand volume (150 m3).

Les résultats de ces travaux illustrent bien I'influence de parameétres tels que le volume des locaux
et leur ventilation dans la prévention du risque hypoxique lié a l'utilisation d'azote liquide. lls
constituent, avec l'identification et I'évaluation des dangers et risques réalisées et avec le bilan des
réglementations et recommandations applicables a l'azote liquide en France et a I'étranger, les
principaux éléments de base permettant au groupe de travail de I'Afsset de proposer des
recommandations de prévention des risques liés a l'utilisation de I'azote liquide en AMP. Ces
recommandations portent sur :

» La mise en ceuvre de protections collectives et aménagement des locaux, (acces,
volume, ventilation, détecteur d’'oxygeéne, ...)

» La mise a disposition et le port de protections individuelles (port de gants, lunettes
ou visiéeres, appareil de protection respiratoire isolant, ...)

e Les procédures de travalil

« Le stockage, le remplissage et les installations de remplissage
e Le transport

e La formation du personnel

» Les contrdles périodiques

Le groupe de travail propose également un abaque permettant de définir le taux de
renouvellement d’air minimal en continu, recommandé dans un local contenant de I'azote liquide
afin de respecter une teneur minimale en oxygéne de 19%
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Ces recommandations destinées aux gestionnaires et aux professionnels de I'assistance médicale
a la procréation peuvent étre extrapolées, pour beaucoup, a d’autres utilisations de I'azote liquide.
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Annexe 1 : Lettre de saisine

ko
-

| E agence dela COURRIER REGU LE
biomédecine

1 4 AVR. 1008

i

S —— PSS ——_

Direction médicale et sclantiigue La directrice générale

Vi e MERLET Wadame la directrice général
pocer Fiungise mg ig diraclnce gencrae
T o 30 Agence frangaise de sécufité sanitaire de
o et aessina o l‘en;;:ér;_namem et du travail

AF

Pty 253 avenue du général Laclarc
Téa. ;oG8 9350 18 94701 MAISONS ALFORT Cedex

Foe: 01 5E 8368 20
manuaniich EpegamEStanETadne

Flal OMSTrazegh/FANWLD J008-012

Saint-Denis, e 11 awril 2006

Objet : Prévention du risque relatif a 'utilisation de I'azote liguide dans le cadre des activités
biologigues d'assistance médicale a la procréation

PJ : Questionnaire azote

Madame la directrice générale,

L'Agence de la biomédecine, compélente dans e domaine de 'assistance médicale & la procréation
[AMP), est chargée o'élaborer des réqles de bornes pratigues clinigues el biologiques que deviont
respecler les stractures sulorisées pour ¢85 activités,

Au cours des différentes phases ¢AMP, les professionneals sont amenss & conserver des gamates ot des
ernioryons humaing dans Mazote liquide.

Les memores da [Agence et les professionnels de 'AMP, qul fravailient sur la rédaction de ces bonanes
pratiques, souhaitent connaitre la réglementation en vigueur en matiére d'instaliation cryagénique. A
défaut, ils envisagent d'intégrer dans le document final, qui sera publié sous forme d'un arr&lé opposable,
des recommandations relatives A la prévention du risque & & lNufifisation d'azote liquide, notamment en
terme d'installations.

Ceci nécessite Une &valuation des risgues spécifiques au domaine de IAMP, afin de définir des mesures
minimales & Imposer aux centres, les situatlons tanl trés hétérogénes entre les laboraloires, en terme de
volume d'aclivite, de superficie des locaux dédise & la conservalion et de tallle des cuves,

A cet effet, €l dans un premier temps, un élal des figux sera réalisé par mes sarvices afin d'aporéhender
au migux les conditions actuelles duiilisation de l'azote liquide dans les laboratoires de biclegie de I3

reproductien. - - —

“Wous frouverez, ci-oinl, e projel de cuestionnaie relalil & 'enqiéte qua lAgence effectuers courant avril

auprés das laboratoires concemés.

Pour mener & bien ces iravaux, je me permets de solliciter volre collaboration & analyse du risque auquel
sont spumis les prefessionnels de ['AMP et & la définition de préconisations spécifiqueren ce domaine qui
devront 2tre céfinies pour juin 2006 au plus tard.

At . A i § Pt 7.8 .. et e e e P LA 5 28 e
- — - S E— -
\'\.
1 tvenua dw $tace de Fignce 3
G221F GAINTLENIS LA PUAINE CEDLX E
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e I agence dela
I biomédecine

Par alliewrs, je souhalte mellre en geuvre cefte enquéle auprés des centres trés rapidement, ¢ je vous
saurais grd de bien vouloir faire parvenir, dans les plus brefs délsis, vos observations ou commaentaires
éveniuels au docteur Francaise MERLET {francoise.merleld@biomedscine.fr; Tél. : 01 55 03 85 0g)

Je vous pria de croire, Madame la directrice générale, & I'sssurance de ma considération la meilleure,

Caring CAMBY ‘Z

e

. ) cjf-‘_
e ;_E" -

Dirgcliics g'&hé}ﬂu
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agence dela
blomédecine

FICHE N°1
ETABLISSEMENT AUTORISE

Etablissement de Santé ou LABM

Personne contact

Nom s T T T Rdnem
e Emai: T A
Vous utilisez de lazole dans votre laboratoire : [] ou (1 non
Vous disposez de cuves etfou de bonbonnes I:I oui E] noh

au sein du jaboratoire :

- 5j oui, merd de remplir le guestionnalre ci-dessous,

- 5i non, merci de nous relourner le guestionnaire vierge.

GUESTIONNAIRE

Veulllez remplir une fiche n°2 par salle (pléce individualisée et fermée par une porte)

contenant :
- Des cuves etiou des bonbonnes de conservation de gamétes ou dembryons,

- Des bonbonnes de résarve d'azole,
- Das bonbonnes prassurisées d'azote.

Et une fiche n*3 concernarit les aspects descriplifs des incidents ou accldents ayant été

_constatés dans votrefaboratoire. _ . e e

Nombre total de fiches n°2 transmises a I'Agence de la blomédecine :

L é ;
Mathalle Estivo
Dirsction Mddicala ot Scientifique Ageries de Blomédegine
- PRlabvalation A avenus du Stade de Francs

Té!:015503 8020 Fax:0155036050 93212 SAINT-DENIS LA PLAINE CEDEX
E-mad! : nathalie.eskve@biomadacine.fr
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FICHE N°2

-Aﬂﬁﬁﬁ.iﬁ UNE FICHE PAR SALLE (PHOTOCOPIER CETTE FICHE AUTANT
gug DE BESOIN].

|. Caractéristiques concernant [a salle

Surface au saf : m
3

Velume de la salls - _ M
La salle bénéficie d'un acceés réglementé 1 oui Ll toa
La salle beneficie d'une porte s'ouvrant de lintérieur vers l'exidrieur E} oul D ron
Sioui |
< Laporte est éguipée d'une bamre anti-panique D oui D nir
= La parie est dquipée d'un ocoulus D oui D nen
La salle comprend un poste de travail [T oui [ nen

Si oui, activité réalisée sur ce poste de travail :

II. Cuves et bonbonnes Incluant les réserves

Raperiorier lensambie des

Merci de remplir la colonne « Usages » en ulilisant le codage ¢l-aprés :
1 — Canservation de gamétes ou d'embryons

1a - Conservation de gamétes en vue de don

1b - Autoconservalion de gamétes

1¢ — Conservaliun d'embryons

2 ~ Réserve d'azote
3 — Alimentation d'un apparell de descente en iempdraturs contrilée.

b
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itl, Ventilation

Extraclion continus
La salle banéficle d'un systéme d'extraction continue D el D non
Siouk:
- Taux de renouvsllement d'air : valth
{en volume d'air de |a salle par heure)
- L'extraction est en position basse (1 oui ] non
Extraction forcge
La salle bénéficie d'un systéme d'exlraction forode Ej oui [ non
Siaui
- Taux de renouvellzment d'air | _ volfh
{en volume d'air de 1a salle par heure}
- L'extraction est en position basse ] ou [ ] non
- Moda de déclenchement de l'extraction forcee :
+  Manual I:] oL [:[ non
=  Autormnatique 1lé au taux d'oxygene
de la salle (] o[O3 non
V. Oxygéne
La salle est équipés d'une ou de plusisurs sondes & oxygéne D oul D non

Si aui, nombre de sondas :

V. Appareil de descente en température

L'apparell ou les appareils de descents

_____en tampérature sont dans-la safle de conservation o [] men
VI. Ligne de distribution d'azote
La sale est équipée d’'une ligne de distribution d'azole f:] oui [j non
B
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Aspects descriplifs' des incidents ou accidents ayant été constatés dans volre laboratoire

FICHE N°3

Durant lannée 2005 {effectil’]

- Concermant ies rnes :

Dans tes 6 derpiéres années (effectif’)

o Malaise hypoxiqus ::l i) 1 [
o BrOure cutanée " I
o Autres : e ) [
Préciser .

o Fissure larvée de bonbonne || o ] 1
o Rupture brutale de borborne || (___ ) D 3
o Changemsnt de récipient

&n urgence pour baisse de niveau D ) m ()
o Perte de malériel biologique [ | (___ ) (1

* L'effectil des incidents pourra éfre ajouté dans les parenthéses de maniére facultative,

I s"agit d'établi- une liste des incidents s plus habituels et non d'en déterminer la fréquence.
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Annexe 2 : Synthése des déclarations d’intéréts par

de la saisine suite a la réunion du 7 février 2008

rapport au champ

RAPPEL DES RUBRIQUES DE LA DECLARATION PUBLIQUE D 'INTERETS

IP-A Interventions ponctuelles : autres

IP-AC Interventions ponctuelles : activités de conseil

IP-CC Interventions ponctuelles : conférences, colloques, actions de formation

IP-RE Interventions ponctuelles : rapports d’expertise

IP-SC Interventions ponctuelles : travaux scientifiques, essais, etc.

LD Liens durables ou permanents (Contrat de travail, rémunération réguliére ...)

PF Participation financiére dans le capital d’'une entreprise

SR Autres liens sans rémunération ponctuelle (Parents salariés dans des entreprises visées
précédemment)

SR-A Autres liens sans rémunération ponctuelle (Participation a conseils d’administration,
scientifiques d'une firme, société ou organisme professionnel)

VB Activités donnant lieu a un versement au budget d’un organisme

DECLARATIONS PUBLIQUES D 'INTERETS DES MEMBRES DU CES

NOM | Prénom Date de
Rubrique de la DPI idne:[glraé;ztmn des
Description de l'intérét
ALARY René 06/11/2006
06/02/2007
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
ANNESI-MAESANO Isabella 08/11/2006
27/11/2007
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
BLANCHARD  Olivier 21/03/2007
05/02/2008
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
De BLAY de GAIX Frédéric (membre du CES « Evaluation des risques liés 28/12/2005

aux milieux aériens » jusqu’au 14 juin 2007)

Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine

© Mars 2008

Version finale

page 101/ 144




CABANES Pierre-André 09/02/2007
23/01/2008
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
CAMPAGNA Dave 08/11/2006
13/12/2006
03/12/2007
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
DELMAS Véronique 22/03/2007
05/02/2008
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
ELICHEGARAY Christian 21/03/2007
05/02/2008
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
EZRATTY Véronique (membre du CES « Evaluation des risques liés  10/10/2007
aux milieux aériens » depuis le 15 juin 2007)
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
FILLEUL Laurent 16/06/2006
Démission le 7 novembre 2006
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
GARNIER Robert 12/10/2006
12/02/2008
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
GARREC Jean-Pierre 04/02/2003
Démission le 2 novembre 2006
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
GLORENNEC Philippe 23/11/2006
03/12/2007
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
JUST Jocelyne 20/05/2004
26/10/2005
Démission le 2 février 2007
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
KIRCHNER Séverine 10/03/2003
17/06/2003

Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
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LEFRANC Agnés (membre du CES « Evaluation des risques liés aux 10/10/2007
milieux aériens » depuis le 15 juin 2007) 05/02/2008
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
MATHIEU Laurence 03/07/2007
Démission le 28 novembre 2006
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
MILLET Maurice 06/11/2006
21/03/2007
07/12/2007
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
MORCHEOINE Alain 17/07/2003
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
MOREL Yannick 12/02/2007
12/02/2008
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
MORIN Jean-Paul 26/02/2007
27/11/2007
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
NEMERY de Benoit (membre du CES « Evaluation des risques liés 17/01/2007
BELLEVAUX aux milieux aériens » jusqu'au 14 juin 2007)
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
PARIS Christophe 09/01/2006
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
PEUCH Vincent-Henri 11/02/2007
29/11/2007
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
POINSOT Charles 18/06/2006
11/02/2008
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
PONS Francgoise 28/06/2004
Démission le 7 novembre 2006
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
RAMEL Martine 05/02/2008
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
SLAMA Rémy (membre du CES « Evaluation des risques liés aux 10/10/2007

milieux aériens » depuis le 15 juin 2007)

Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
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SQUINAZI Fabien (membre du CES « Evaluation des risques liés 10/10/2007
aux milieux aériens » depuis le 15 juin 2007)
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
VENDEL Jacques (membre du CES « Evaluation des risques liés 10/10/2007
aux milieux aériens » depuis le 15 juin 2007)
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
DECLARATIONS PUBLIQUES D 'INTERETS DES MEMBRES DU GT
NOM | Prénom Date de
) déclaration des
Rubrique de la DPI intéréts
Description de l'intérét
ALARY René (membre du CES « Evaluation des risques liés aux 06/11/2006
milieux aériens »)
06/02/2007
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
ANNESI-MAESANO Isabella (membre du CES « Evaluation des risques liés 08/11/2006
aux milieux aériens »)
27/11/2007
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
BARRIERE Paul 16/11/2006
Professeur des universités-Praticien hospitalier
Biologie de la reproduction
Centre Hospitalier Universitaire de Nantes
Analyse Afsset:  Pas de risque de conflits dintéréts par rapport a la
thématique de la saisine
CAMPAGNA Dave (membre du CES « Evaluation des risques liés aux 08/11/2006
milieux aériens »)
13/12/2006
03/12/2007
Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine
HENNEBICQ Sylviane 10/11/2006
Maitre de conférences des universités-Praticien
hospitalier

Analyse Afsset :

Responsable du Centre d’Etude et de Conservation des
(Eufs et du Sperme humains de Grenoble

Pas de risque de conflits dintéréts par rapport a la
thématique de la saisine
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HOELLINGER Henri 12/01/2007

Aucun lien déclaré par rapport au champ de la saisine

LE BON Cynthia 16/11/2006
Technicienne de laboratoire
Biologie de la reproduction

Hépital Cochin de Paris

Analyse Afsset: Pas de risque de conflits d'intéréts par rapport a la
thématique de la saisine
NEMERY de Benoit 17/01/2007
BELLEVAUX

Démission le 13 juin 2007

N’a pas participé aux travaux

PERINIC Goran 05/11/2006

Chef de section au Centre Européen de Recherches
Nucléaires de Geneve

Analyse Afsset: Pas de risque de conflits d'intéréts par rapport a la
thématique de la saisine

RIVES Nathalie 13/11/2006
Professeur des universités-Praticien hospitalier
Biologie de la reproduction
Centre Hospitalier Universitaire de Rouen

Analyse Afsset:  Pas de risque de conflits dintéréts par rapport a la
thématique de la saisine

ROYERE Dominique 15/11/2006
Professeur des universités-Praticien hospitalier

Chef de service de médecine et de biologie de la
reproduction

Centre Hospitalier Régional Universitaire de Tours

Analyse Afsset: Pas de risque de conflits dintéréts par rapport a la
thématique de la saisine

L'INRS, représenté par Jérome TRIOLET, a signé une attestation garantissant I'absence de liens de nature
a présenter un conflit d'intérét avec le champ de la saisine.

ORGANISME-EXPERT PARTICIPANT

L’'INRS est représenté par Jérome TRIOLET, intégré au groupe de travail le 1* octobre 2007.
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Annexe 3 : Bilan des réglementations et recommandat  ions applicables
a l'azote liquide

A. En France

1-Dispositions nationales

Trois textes réglementaires applicables a I'azote liquide et aux laboratoires d’AMP ont été identifiés en
France, mais aucun élément trés précis n'apparait en terme de sécurité des utilisateurs.

L’arrété du 21 septembre 1978 relatif aux récipients & double paroi utilisés & 'emmagasinage des gaz
liquéfiés vise a éviter la surpression dans les récipients. Il prévoit I'obligation d’équiper les récipients de
soupape de sdreté pour le récipient intérieur et d’'un dispositif de sécurité limitant a un demi bar la
pression effective pour I'enveloppe extérieure.

L'arrété du 10/12/2004 relatif au reglement de sécurité contre les risques d’incendie et de panique dans
les établissements recevant du public, en précisant le reglement de sécurité incendie, préconise que les
locaux destinés aux stockages cryogéniques soient faciles d’'accés, concus avec un sol horizontal en
matériaux ininflammables et pourvus d'un systéme de ventilation mécanique indépendant relié a
I'extérieur.

L’Article R 232-5 et suivants du Code du Travalil relatif a I'aération et I'assainissement des locaux de
travail, recommande dans les locaux a pollution spécifique, de maintenir un état de pureté de I'air dans les
locaux de travail (art. R 232-5) :

» Euviter les condensations (art. R 232-5) ;
e Apporter de I'air neuf dans le local (art. R 232-5) ;

« Déterminer le débit d’arrivée d’air neuf en fonction de la nature et de la quantité de
polluant, qui doit étre de toute facon supérieur & 45 m3.h-1 (R 232-5-6)

e Tenir compte du nombre d’occupants (R 232-5-1) ;

» Disposer d'un systeme d’avertissement automatique en cas de défaillance du
systéme de captage du polluant (R 232-5-7).

Avant d’entrer dans des locaux en atmosphére confinée, il faut vérifier 'absence de risque pour I'hygiene
et la sécurité des travailleurs en s’assurant que I'atmosphére ne présente pas de risque en ce qui
concerne la toxicité, 'asphyxie, la corrosivité, l'inflammabilité ou I'explosivité. (Art. R 232-5-12).

Deux réglementations de 1998 contenant des éléments plus précis sur la sécurité des locaux contenant
de l'azote liquide, ne semblent pas s’appliquer aux laboratoires d’AMP :

* Arrété du 16 décembre 1998 sur les bonnes pratiques relatives au prélevement, au
transport, a la transformation, y compris la conservation, des cellules souches
hématopoiétiques issues du corps humain et des cellules mononuclées sanguines
et

e Arrété du 29 décembre 1998 sur les bonnes pratiques relatives a la conservation, a
la transformation et au transport des tissus d'origine humaine utilisés a des fins
thérapeutiques
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lIs prévoient la mise en ceuvre des équipements de protection collective suivants :

e Un systeme de ventilation continue dau moins 6 volumes.h-1 (arrété du
16/12/11998)

* Un systéme de ventilation plus puissante (20 a 25 vqumes.h'l) en partie basse
pour toute opération provoquant une évaporation importante d’azote ou lorsque le
taux d’oxygene est inférieur a 19% (arrété du 16/12/1998)

* Un systéme de contréle du fonctionnement de la ventilation

« Des détecteurs d’oxygéne et alarmes prévenant du manque d’oxygene (obligatoire
dans l'arrété 16/12/1998 et recommandé dans l'arrété du 29/12/1998)

» La mise a disposition d'un appareil respiratoire isolé

Les locaux concernés doivent étre facile d'acces. Les portes doivent étre munies d'un panneau
transparent. Le sol des locaux doit étre en matériaux résistants aux basses températures et aux fortes
charges. La température des locaux doit étre supérieure ou égale a 20C.

Par ailleurs, les procédures de manipulation de I'azote liquide doivent étre affichées.

2-Dispositions internationales applicables en Franc e
e La sécurité des travailleurs utilisant de I'azote liquide

L’azote liquide n’est pas classé au titre de la directive 67/548/CEE sur la classification des substances et
préparations dangereuses.

D’aprés I'Organisation Internationale du Travail (OIT), I'European Society for Human Reproduction &
Embrology (ESHRE), I'Agence Européenne pour la Sécurité et la Santé au Travail (OSHA), la
Commission Européenne (CE), et I'European Industrial Gases Association (EIGA), l'utilisation d'azote
liquide dans le cadre de I'étude n’est soumise a aucune réglementation spécifique, européenne ou
internationale. Des réglementations générales, telles que la directive 89/686/CE relative aux prescriptions
minimales de sécurité et de santé pour l'utilisation par les travailleurs d'équipements de protection
individuelle, sont applicables.

e Lesregles de transport extérieur d'azote liquide

Le transport d’azote liquide est régi par la réglementation sur le transport des matieres dangereuses :
Nom : Azote liquide réfrigéré, Classe 2, Numéro ONU : 1997.

L’application des dispositions relatives au transport de matieres dangereuses dépend des quantités
transportées. Dans le cadre des activités d’AMP, les biologistes de la reproduction estiment que les
récipients de transport de I'azote liquide sur la voie publique renferment généralement deux litres d’azote
liquide.

Le transport par route d'échantillons biologiques est exempté de la réglementation ADR selon la
disposition spéciale 593 du chapitre 3.3 de 'Annexe A de I'ADR (portant sur le transport d’échantillons
biologiques), quelles que soient les quantités d’'azote liquide en jeu. Toutefois, I'instruction P 203 sur
'emballage demeure applicable. Elle fixe les prescriptions minimales en termes d'étiquetage et
d’'information.

Le transport ferroviaire d’échantillons biologiques immergés dans une quantité illimitée d’azote liquide est
possible sans se conformer a la réglementation RID selon larticle 12.4 du Contrat de transport
International ferroviaire des Voyageurs (CIV) et l'article 5 de I’Appendice C de la Convention Relative aux
Transports Internationaux Ferroviaires (COTIF).

Le transport par bateau d’échantillons biologiques immergés dans de I'azote liquide est possible, quelles
que soient les quantités en jeu. Il échappe a la réglementation ADNR selon la disposition spéciale ns 93
du chapitre 3.3 de 'ADNR.
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Le transport par avion d’échantillons biologiques immergés dans I'azote liquide n’est possible qu’en soute
et pour des quantités inférieures a 50 kg par emballage (dans les avions de transport de passagers), et
pour des quantités inférieures a 500 kg par emballage dans les avions cargos. Les emballages qui
correspondent a la disposition A152 de IATA sont exemptés d’étiquetage : « Les emballages isothermes
contenant de l'azote liquide réfrigéré entierement absorbé dans un matériau poreux et destinés au
transport, & basse température, de produits non dangereux, ne sont pas soumis a ces instructions, a
condition que la conception du récipient ne permette pas de montée de pression au sein du récipient et ne
permette pas la libération d’azote liquide réfrigéré quelque soit I'orientation de 'emballage isotherme. »

3-Recommandations diverses

Les informations délivrées ci-aprés constituent une synthése des recommandations produites par les
industriels, les organisations professionnelles et quelques « grands » utilisateurs.

Les producteurs d’azote liquide considérés appartiennent & des groupes multinationaux. lls sont membres
des associations professionnelles, implantées au Royaume Uni et aux Etats-Unis. Ces organismes étant
cités en référence dans les recommandations anglo-saxonnes, le présent chapitre expose un socle
commun des régles d'utilisation de I'azote liquide largement partagé dans les 12 pays étudiés et par les
utilisateurs francais, lorsqu’ils rédigent leurs consignes internes.

a) Equipements cryogénigues et maintenance

La recommandation IGC Doc 114/03/E recommande le contrdle des équipements cryogéniques avant
leur mise en service. Il doit exister un espace d'au moins 0,5 m autour de linstallation pour la
maintenance et le ménage.

Les canalisations contenant de I'azote liquide doivent étre calorifugées et identifiées, et, lorsqu’elles sont
succeptibles d’étre sous pression, équipées d’une soupape de sécurité.

Pour les transvasements entre récipients, utiliser en priorité les cannes de transfert.

Les récipients en plastique ou en polystyréene expansé sont a proscrire pour la manipulation d'azote
liquide car le froid les rend cassant.

Le stockage d’azote liquide est proscrit dans les chambres froides car elles sont insuffisamment ventilées
au regard des propriétés de I'azote liquide.

b) Equipements de protection collective et des locaux

Les recommandations sur l'utilisation de l'azote liquide sont nombreuses mais ne mentionnent pas de
taux de renouvellement d’air nécessaire dans les locaux de travail contenant de I'azote liquide.

La fiche technique de I'INSERM (2002) relative a la manipulation d’azote liquide recommande d’éviter une
teneur en oxygene inférieure a 18% dans un local renfermant des liquides cryogéniques. Ce taux est fixé
a 19% pour la société Air Liquide.

L'Association Européenne des Gaz Industriels a publié deux recommandations sur l'utilisation d'azote
liquide. La recommandation IGC Doc 115/04/E interdit les tranchées, fosses, bouches d’égout et conduits
débouchant dans les locaux ou un gaz liquéfié est stocke ; et requiére un systéme de ventilation et des
portes s’ouvrant vers I'extérieur.

La recommandation IGC Doc 114/03/E prévoit un accés au local par des portes automatiques, une
ventilation « suffisante » et un contrble de I'atmosphére avant d’entrer dans le local.

Les recommandations espagnoles prévoient l'installation d’'un détecteur de débit dans les conduits de la
ventilation.

Idéalement, le local de stockage de I'azote liquide devrait étre en fagade avec un acces direct a une
fenétre ouvrante. Les portes du local doivent étre a fermeture automatique de préférence, mais toujours
muni d’'un oculus permettant de voir a l'intérieur du local si une personne est inanimée au sol. L'oculus
doit permettre une visibilité constante et générale de la salle.
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Les sols ne doivent pas comporter de débouché de conduites ou caniveau qui permettrait a I'azote de se
disperser dans d’autres locaux du béatiment.

N

Les dispositifs d’'arrét d’'urgence reliés a l'arrivée automatique d’azote liquide doivent étre situés a
I'extérieur du laboratoire.

c) Ventilation et teneur en oxygene

« Ventilation continue

Lorsque la quantité d’azote liquide stockée dans un local représente plus de 1/1000 du volume du local,
ce local doit étre pourvu d’'un systeme de ventilation dimensionné en sorte d’assurer un taux d’oxygene
dans I'air supérieur a 19% dans toutes les phases de I'activité.

Dans les 12 pays étudiés, la principale recommandation est la mise en place d'une ventilation
mécanique adaptée a la situation, selon le volume du local, la quantité d’azote liquide,...

Il est souvent recommandé de réaliser une évaluation des risques pour savoir si la présence d'un
détecteur d’oxygéne et d’'une alarme s’'avere nécessaire. Lorsqu'il existe un risque d’asphyxie, il est
recommandé d'installer en Allemagne, en Espagne, au Royaume-Uni, en Suéde et en Suisse :

- Un détecteur proche du sol ou portatif
- Une alarme visuelle et/ou sonore qui prévienne a l'intérieur mais aussi a I'extérieur (Royaume-Uni)

Au Royaume-Uni et au Pays-Bas, au taux d'oxygene de 19% déclenche une premiere alarme. Une
seconde alarme doit étre déclenchée a un taux d’'oxygéne de 18% en lItalie et aux Pays Bas.

Une ventilation continue doit assurer un renouvellement d’air neuf de 6 volumes.h-1 (valeur a moduler en
fonction de la taille du local et de la quantité d’azote liquide stockée). Le débit de la ventilation mécanique
doit étre controlé.

* L’oxygénométrie

Les sondes a oxygene utilisant un procédé électro-chimique doivent étre calibrées tous les 9 mois et
changées tous les 18 mois.

L'alarme doit étre déclenchée lorsque le taux d’oxygene mesuré dans le local est inférieur ou égal a 19 %.

La localisation des sondes notamment leur position en hauteur doit étre étudiée pour prévenir les fausses
alarmes, préjudiciables a la sécurité.

d) Dispositions relatives a 'usage des locaux

La recommandation IGC Doc 115/04/E de I'Association Européenne des Gaz Industriels (EIGA, 2004-b)
recommande que l'accés aux locaux contenant des gaz liquéfiés soit facile et limité aux personnes
autorisées.

Le local de stockage doit étre réservé a ce seul usage. Il ne peut donc pas étre jumelé a une autre activité
de stockage, un autre poste de travail et encore moins servir de couloir de passage.

Afin de limiter les risques, il est recommandé de ne rester dans le local que le temps strictement
nécessaire et de n'ouvrir que les conteneurs nécessaires.

Avant d’entrer dans le local, il convient de vérifier le bon fonctionnement de la ventilation et du systeme de
détection d’'oxygene.
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e) Equipements de protection individuelle

Les gants isolants contre le froid doivent répondre a la norme EN 511 (Juin 2006).

EN 511

résistance au froid 22X

par convection (04 4) — | @ e
résistance au froid résistance a l'eau

par contact (0 a 4) si applicable (0 a 4)

Les gants commercialisés pour la manipulation de liquides cryogéniques ont une résistance par
convection limitée a l'indice 3, et une résistance par contact d’indice 2.

Lors des opérations exposant a des projections d’azote liquide (transvasement, par exemple), le port de
lunettes de sécurité (enveloppantes) ou d'un écran facial est fortement recommandé.

Les vétements de travail doivent étre longs, recouvrant tout le corps, et les chaussures fermées.

La recommandation IGC Doc 115/04/E de I'Association Européenne des Gaz Industriels recommande le
port de lunettes et de gants dans les locaux de stockage de gaz liquéfié (EIGA, 2004-b).

f) Formation

La recommandation IGC Doc 115/04/E de I'Association Européenne des Gaz Industriels stipule que les
utilisateurs soient formés a la manipulation des gaz liquéfiés (EIGA, 2004-b).

Information et signalisation

La recommandation IGC Doc 114/03/E, relative a I'exploitation des équipements cryogéniques préconise
la signalisation des risques, et notamment I'étiquetage des récipients cryogéniques (EIGA, 2003-b).

Un panneau de danger et les consignes de sécurité doivent étre affichés a I'entrée du local ou I'azote

liqguide est entreposeé.

Risque d’'asphyxie Basses températures Azote liquide
(non normalisé)

©O000C0

de la vue du visage du corps des mains des pieds
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Le personnel manipulant de I'azote liquide doit étre informé :

— Des procédures de travalil,

— De la conduite a tenir en cas d’accident dans le local (premiers secours a appliquer en cas
de bralure)

- Des procédures d’'urgence applicables dans le local concerné.

Le port de bijoux métalliques, qui risquent de rester collés, est proscrit.

q) Procédure d’'urgence

En cas de brQlure

1) Il convient de retirer ou desserrer les vétements sur la zone touchée et de la passer sous I'eau chaude
(environ 40<C) pendant 10 minutes au minimum. En au cun cas il ne faut frotter la peau de la victime pour
essayer de la réchauffer.

2) Contactez les secours extérieurs (SAMU tél : 15) et le service de Médecine de Préventive.

h) Transport

Les chariots de transports de récipients cryogéniques doivent étre munis de freins.

L'utilisation des ascenseurs n’est possible que si personne n'accompagne les récipients d’azote
liquide et si le risque est signalé dans la cabine.

Pour le transport par route, I'azote liquide est soumis & des prescriptions issus de la réglementation sur le
transport de marchandises dangereuses (ADR) :

» indication sur le contenant : « UN 1977 Azote liquide réfrigéré ».

e étiquettes sur le contenant (classe 2.2) :

Une fiche de format libre (document de transport) doit reporter les indications suivantes :
* le nom et I'adresse de I'expéditeur ainsi que du destinataire éventuel

e« UN 1977 Azote liquide réfrigéré »
* « étiquette classe 2.2 code 3A »
» la description du colis et la quantité
* la mention « transport dans les conditions du chap. 1.1.3.6 »
Si un probléme survient, arréter rapidement et évacuer le véhicule. Tenter de I'aérer en ouvrant

une porte si cela est possible en toute sécurité. N'intervenir sur le récipient que si des
équipements de protection adéquats sont a disposition dans le véhicule (INRA, 2006).
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B. Dans 12 autres pays

Hormis la France, le Canada, la Suede et I'Allemagne sont les pays pour lesquels des réglementations
spécifiques plus élaborées ont été identifiées.

Seules la Hollande et la Suéde ont (ou avaient) des réglementations précises concernant la sécurité sur le
lieu de travail, en termes de ventilation, d’'oxygénométrie, d’alarme, de taux d’oxygéne, d’équipements de
protection individuelle, ... Les réglementations identifiées dans les autres pays ne présentent que trés
rarement des données quantitatives et restent le plus souvent assez générales.

Aucune réglementation nationale ne semble exister en Belgique, au Danemark, en Espagne, en lItalie, en
Suisse.

1-Equipements et pression

Contre les risques de surpression, une soupape est obligatoire sur les équipements et installations
cryogéniques.

Seule la Suede posséde une réglementation sur la sécurité des équipements. Dans d’autres pays, les
regles de sécurité concernant les équipements sont de I'ordre de la recommandation.

Ainsi il est mentionné que le couvercle ou le bouchon des récipients non pressurisés contenant de I'azote
liquide ne doit pas étre totalement vissé (Allemagne).

Les équipements doivent étre inspectés régulierement ; la glace qui pourrait bloquer I'ouverture des
récipients doit étre enlevée (Suéde, Etats-Unis).

2-Equipements de protection collective et des locau X

La quasi totalité des pays recommandent voire obligent (Canada, Etats-Unis, Suéde) d’installer un
systeme de ventilation ; avec des bouches d’extraction proches du sol pour I'Allemagne, I'ltalie, 'Espagne

et la Suéde. Le taux de renouvellement d’air le plus fréquemment cité est de 6 volumes. h-1.

La teneur minimale en oxygéne obligatoire ou recommandée pour rentrer dans un local sans assistance
respiratoire se situe a :

e 18% pour les Pays Bas et le Canada (Ontario)
e 19,5% pour le Canada (Québec) et les Etats-Unis
* 20% pour la Suéde (texte abrogé)

e 20,5% pour l'lnstitut de Santé au travail espagnol (recommandations sur les
espaces confinés)

La réglementation des Pays-Bas est une des plus précises. Elle rend obligatoire la présence d'un
détecteur si le volume de la piéce est inférieur & 100 m® avec un taux de renouvellement d’air inférieur a 4

volumes.h-1 ou si le volume de la piéce est supérieur & 100 m* avec un taux de renouvellement d’air
inférieur & 2 volumes.h-1.

En Allemagne, en Autriche, aux Etats-Unis, en Italie et au Royaume Uni, les dispositions concernant
'aménagement des locaux ont le statut de recommandations, et non de réglementations contraignantes.

Ainsi, pour assurer la sécurité des travailleurs et favoriser la gestion des situations d’urgence ; les
exigences suivantes sont recommandées :
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¢ Sol:

- Facile d’entretien
- Matériaux ininflammables et résistants au froid (Allemagne)
- Pas de tranchée, bouche d’égout, sillon, fosse (Royaume-Uni, Italie)

« Porte:

- Sur la porte : Oculus pour permettre aux personnes extérieures de surveiller ce qui se passe a l'intérieur
(Royaume-Uni)
- Porte s’ouvrant vers la sortie (Europe)

e Local de stockage :
- Acceés facile au local et aux équipements (Europe)
- Ne pas stocker dans une entrée, un couloir étroit ou une cage d’escalier (Etats-Unis)
- Ne pas avoir le niveau du sol du local plus bas que celui des piéces environnantes (Autriche)
3-Equipements de protection individuelle
Le port d’équipements de protection individuelle n’est mentionné que dans la réglementation canadienne
et suédoise. Pour les autres pays étudiés, il prend la forme de recommandations.

Les gants isolants sont en cuir pour I'Allemagne et le Royaume-Uni (horme anglaise : BS EN 511) ou en
Kevlar; sans ouverture permettant a de I'azote liquide de s'infiltrer, mais faciles a enlever.

L'utilisation de pinces est recommandée pour immerger des objets dans de l'azote liquide (Canada,
Espagne, Etats-Unis, Italie).

Les lunettes de sécurité (avec protection sur les cbtés, norme anglaise BS EN 166 grade 3) ou un
masque couvrant tout le visage, notamment pour les opérations telles que le transvasement, sont
recommandés en Allemagne, au Canada, aux Etats-Unis, en Italie et au Royaume Uni.

Les vétements de travail doivent étre secs et propres, recouvrant tout le corps, sans poche et faciles a
enlever. Les chaussures doivent étre fermées. Les bottes sont proscrites.

Un appareil respiratoire isolant doit étre utilisé si la teneur en oxygene est trop faible. Les masques a
cartouche sont proscrits en Allemagne et en Suede.
4-Formation et information des personnels

Seuls le Royaume Uni et la Suéde réglementent la signalisation du risque d’asphyxie par la pose d'un
panneau a I'entrée du local ou au cours d’'une formation spécifique.

La formation des personnels manipulant I'azote liquide est recommandée en Espagne, aux Etats-Unis et
au Royaume Uni. Elle consiste a :

e Prévenir des risques potentiels (brllure et asphyxie)
e Informer sur les moyens de protection a utiliser

» Informer sur les premiers secours a effectuer en cas d’accident
5-Transport des récipients cryogéniques a l'intérie ur des locaux

Aucun texte ne réglemente le transport intérieur des récipients cryogéniques. Toutefois, des
recommandations nord américaines, italiennes et britanniques formulent les précautions suivantes :

» Transporter les récipients cryogéniques sur des chariots équipés de freins (ltalie,
Canada, Etats-Unis) ou alors les porter le plus loin possible du visage (Etats-Unis).

* Ne pas faire rouler le récipient et le maintenir & la verticale (Canada).

* Ne pas prendre I'ascenseur avec un récipient contenant de I'azote liquide (Canada,
Etats-Unis). Au Royaume-Uni, I'ascenseur peut étre utilisé sans aucun passager et
avec un couvercle sur le récipient.

» Eviter de prendre les escaliers avec un récipient cryogénique (Royaume-uUni).
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m Arrété du 16 décembre 1998 portant homologation des regles de bonnes pratiques
relatives au préléevement, au transport, a la transf ~ ormation, y compris la conservation,
des cellules souches hématopoiétiques issues du cor ps humain et des cellules
mononucléées sanguines utilisées a des fins thérape utiques - NOR: MESP9824006A -
J.O n°302 du 30 décembre 1998 page 19824 (Extraits)

2.3. Zones de stockage des produits cellulaires
L'organisation générale de cette zone se fait de fagon a ne pas géner la libre circulation du personnel, a favoriser l'accés
aux dispositifs de sécurité (vannes manuelles par exemple) et a faciliter les manipulations autour et dans les récipients
cryogéniques selon des procédures de dépdts ou de retrait des produits a stocker ou a attribuer.

Le local est a une température comprise entre + 20 oC et + 25 oC et a un taux d'’humidité tel qu'il n'y ait pas de
condensation importante avec dépét de givre sur le col et a l'intérieur des récipients.

Une extraction d'air avec entrée d'air frais fonctionnant en continu est obligatoire. Elle assure au minimum un
renouvellement de l'air a raison de six fois le volume du local par heure.

Une extraction d'air en partie basse et plus puissante, soit vingt a vingt-cinq fois le volume du local par heure, se met en
service lors de toute opération provoquant une évaporation importante d'azote liquide ou lors d'une teneur en oxygéne
inférieure a 19 %.

Les lignes de distribution d'azote liquide sont isolées sous vide ou avec un isolant spécifique. Dans ce cas, |'enveloppe
de lisolation doit étre étanche et la matiere isolante doit étre compatible avec l'oxygéne. Ces lignes doivent étre
pourvues des dispositifs de sécurité. Elles doivent étre qualifiées par le fournisseur.

Le sol est recouvert d'un matériau résistant aux basses températures et aux fortes charges au sol et d'un entretien facile.
La porte d'acces est équipée d'un panneau transparent qui permet la surveillance par des personnes extérieures au
laboratoire et porte un pictogramme « Risque d'asphyxie ». L'ouverture de cette porte se fait vers la sortie. La porte est
équipée d'une barre anti-panique afin de permettre I'évacuation rapide du personnel.

A l'entrée du local :

- un signal lumineux prévient de I'état de fonctionnement du ventilateur ;

- I'alarme d'arrét de fonctionnement du ventilateur est reportée au poste de surveillance central de I'établissement ;

- le contrdle en continu de la teneur en oxygene est obligatoire et des alarmes locales sonores et visuelles, placées a
I'extérieur de la zone de stockage, alertent le personnel en cas de teneur insuffisante en oxygéne. Ces alarmes sont

également reportées a un poste de surveillance permanent ;

- un appareil de respiration autonome de secours pour le sauveteur et un appareil de réanimation alimenté en oxygéne
pour la victime éventuelle sont disponibles a tout moment.

Des procédures écrites fixent les conditions d'accés et les mesures a prendre en cas d'anomalies. Les exercices d'alerte
et de secours doivent étre effectués périodiquement.

m  Arrété du 29 décembre 1998 portant homologation des régles de bonnes pratiques relatives a
la conservation, a la transformation et au transport des tissus d'origine humaine utilisés a des
fins thérapeutiques - NOR: MESP9824165A - J.O n°6 du 8 janvier 1999 page 389

Le secrétaire d'Etat a la santé et a I'action sociale,
Vu le code de la santé publique, et notamment son article L. 673-8,
Arréte :

Art. ler. - Sont homologuées les régles de bonnes pratiques relatives a la conservation, a la transformation et au
transport des tissus d'origine humaine utilisés a des fins thérapeutiques figurant en annexe du présent arrété.

Art. 2. - Le présent arrété est applicable dans un délai de six mois a compter de la publication du décret prévu a l'article
L. 672-10 du code de la santé publique.
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Art. 3. - Le directeur général de la santé et le directeur des hopitaux sont chargés, chacun en ce qui le concerne, de
I'exécution du présent arrété, qui sera publié ainsi que son annexe au Journal officiel de la République frangaise.

Fait a Paris, le 29 décembre 1998.

Bernard Kouchner

ANNEXE

REGLES DE BONNES PRATIQUES RELATIVES A LA TRANSFORMATION, A LA CONSERVATION ET AU
TRANSPORT DES TISSUS D'ORIGINE HUMAINE UTILISES A DES FINS THERAPEUTIQUES

Glossaire

Allogreffe tissulaire : Désigne un tissu provenant d'un individu différent appartenant a la méme espéce (synonyme :
homogreffe) ; se distingue de I'autogreffe (provenant du méme individu) et de la xénogreffe (provenant d'une espéece
différente).

Accident : Evénement ou effet indésirable qui peut affecter la pureté, la sécurité, I'efficacité, la qualité, la tracabilité ou
I'identification d'un élément destiné a étre greffé.

Assurance de la qualité : L'assurance de la qualité est un large concept qui couvre tout ce qui peut, individuellement ou
collectivement, influencer la qualité d'un tissu. Elle représente I'ensemble des mesures prises pour s'assurer que les
tissus mis a disposition sont de la qualité requise pour l'usage auquel ils sont destinés. L'assurance de la qualité
dépasse donc le cadre des régles de bonnes pratiques.

Audit interne : Autoévaluation périodique destinée a identifier et corriger les déviations des exigences de qualité.

Banque de tissus : Désigne une unité, un service, un département d'un établissement public de santé ou un organisme
assurant la transformation, la conservation, la distribution et la cession de tissus d'origine humaine.

Cession : Transfert d'un tissu validé d'une banque de tissus autorisée vers une autre banque de tissus ou transfert d'un
tissu validé par une banque a un fabricant de dispositif médical ou un fabricant de produit pharmaceutique.

Conservation : Action de stocker des tissus validés et étiquetés dans des conditions permettant d'en maintenir les
qualités requises.

Conteneur : Matériel utilisé pour le stockage et le transport des tissus.

Contrdle de qualité : Ensemble d'examens qui permettent de vérifier que les produits, les matériels et I'environnement
sont conformes aux spécifications préétablies, et effectuées selon un programme définissant les paramétres a controler,
la périodicité des contrdles, la qualification du personnel et ses responsabilités.

Coordination hospitaliere : Désigne la fonction d'une personne ou d'un groupe de personnes identifié dans
I'établissement de santé, notamment chargé d'assurer I'accueil des familles et de participer au bon déroulement des
activités de prélevement.

Coordination interrégionale : Les coordonnateurs interrégionaux sont des médecins faisant partie de I'Etablissement
francais des greffes et dont la zone de compétence est l'une des sept interrégions de découpage de l'organisation
territoriale de la coordination du préléevement et des greffes en France. lls sont nommés par le directeur général de
I'Etablissement frangais des greffes. Leur nomination est faite pour une période de cing ans renouvelable.

Dépbt de tissus : La loi n'a pas prévu, dans le domaine des tissus, a la différence des dépdts de sang, de dépodts
pouvant distribuer des produits a d'autres établissements de santé et autorisés a cet effet. On appelle donc ici dépét de
tissu simplement un lieu de stockage temporaire, situé dans un établissement de santé, qui recoit des tissus validés,
conditionnés et étiquetés provenant d'une banque de tissus autorisée, les conserve pour son propre usage, puis les
fournit a différents praticiens de I'établissement de santé, pour une utilisation immédiate.

Désinfection : Destruction par une méthode physique ou chimique d'une majorité des micro-organismes.
Distribution : Délivrance d'un tissu validé par le responsable de la banque a un praticien greffeur au vu d'une prescription

médicale nominative. Cette délivrance peut également étre effectuée a un dépbt de tissus pour une conservation
temporaire et une utilisation par les praticiens de I'établissement au sein duquel se situe le dépét.
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Documentation : On entend par « documentation » l'ensemble des documents descriptifs de I'organisation de la
structure, des opérations a effectuer et des exigences relatives aux tissus, produits et matériels, des enregistrements
des actions réalisées et des documents de liaison.

Enucléation : Prélevement de globe oculaire dans sa totalité.

Enregistrement : Action de consigner par écrit ou par tout autre moyen un fait ou une mesure comme réel ou
authentique, de telle maniere que cette information soit conservée durant une période appropriée.

Etiquette : Support écrit, imprimé ou graphique, fixé de facon adéquate sur le conditionnement, permettant de faire le lien
avec la personne prélevée et décrivant les caractéristiques du produit. C'est un élément indispensable de la tracabilité.

Evaluation : Processus qui permet de déterminer si un protocole ou une étape de travail atteint les critéres spécifiés.
Local de prélevement : Désigne le lieu ou est réalisé I'acte de prélevement.

Lot : Quantité définie d'une matiére premiére, d'un produit fabriqué ou préparé en une opération ou en une série
d'opérations telle qu'elle puisse étre considérée comme homogéne.

Médecin préleveur : Personne qui réalise I'acte chirurgical de prélévement.

Non-conformité : Non-satisfaction aux spécifications des produits, matiéres premieres ou tissus.

Prélevement : S'applique aux tissus prélevés en vue d'une utilisation thérapeutique chez I'homme.

Préléevement de peau : Désigne un prélévement dermo-épidermique en couche mince.

Procédures écrites : Document décrivant selon un plan logique, de facon cohérente et détaillée, les opérations a
effectuer, les mesures a prendre, les moyens techniques et la documentation a utiliser afin d'assurer d'une maniéere

reproductible la prise en charge des tissus.

Qualification du matériel : Opération destinée a démontrer qu'un matériel fonctionne correctement et donne réellement
les résultats attendus.

Qualifié : Désigne du personnel médical ou hospitalier qui, du fait de son statut ou de sa compétence, est habilité a
assurer les fonctions définies.

Qualité : Désigne la totalité des caractéristiques d'un tissu aboutissant a sa capacité d'étre utilisé de fagon satisfaisante.
Quarantaine : Situation des matieres premieres et des éléments placés en attente d'une décision sur leur conformité.
Recueil : S'applique aux résidus opératoires (art. L. 672-1 du CSP).

Résidus opératoires : Désignent les tissus, cellules et produits humains recueillis a l'occasion d'une intervention
médicale lorsqu'ils sont conservés en vue d'une utilisation ultérieure.

Sous-traitance : Préparation ou étape de préparation exécutée conformément a un cahier des charges par un autre
établissement ou un organisme pour le compte d'un établissement de conservation donneur d'ordres et dans le cadre
d'un contrat écrit.

Spécification : Description détaillée des impératifs auxquels un tissu, une matiére premiére, un matériel doivent
répondre. Elle sert de référence aux contrbles.

Tissus : Désignent les éléments prélevés sur le corps humain que sont notamment la cornée, les os, les éléments de
I'appareil locomoteur, les valves cardiaques, les vaisseaux (artéres et veines), la peau, les chaines ossiculotympaniques,
les tissus endocriniens, selon la réglementation applicable.

Tracabilité : On entend par tragabilité I'ensemble des informations et des mesures permettant de suivre et de retrouver
rapidement chacune des étapes allant de I'examen clinique du donneur a I'utilisation thérapeutique de cet élément ou
produit du corps humain, en passant par le prélevement, la transformation, la conservation, le transport, la distribution et
la dispensation a un patient. La tracabilité permet d'établir un lien entre le donneur et le ou les receveurs. Elle est établie
a partir d'une codification préservant I'anonymat des personnes.

Transformation : Toutes les opérations concernant un tissu depuis sa réception jusqu'a sa validation et sa délivrance,
ainsi que les contréles correspondants.

Validation : Etablissement de la preuve que la mise en oeuvre ou l'utilisation de tout procédé, procédure, matériel,
matiere premiére ou produit, activité ou systéme permet réellement d'atteindre les résultats escomptés et les
spécifications fixées.
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I. - PREAMBULE
1. Dispositions communes

Les bonnes pratiques de conservation, transformation et transport des tissus d'origine humaine ont pour objectif de
fournir un cadre a l'organisation générale de la préparation des allogreffes de tissus. Elles font partie du systeme de
I'assurance de la qualité et sont la suite logique des bonnes pratiques de prélevement de tissus. Lorsque des autogreffes
ne sont pas implantées au cours d'une méme intervention chirurgicale que le prélévement, leur conservation obéit aux
mémes régles que les allogreffes.

Ces regles consistent en la description d'un ensemble de méthodes a mettre en oeuvre concernant le personnel, les
locaux, le matériel, les procédés, la documentation. Elles garantissent que les tissus sont préparés, contrélés, conservés
selon les normes de qualité adaptées a leur emploi. Elles s'appliquent tout au long de la chaine allant de la réception des
prélevements a la distribution et au transport des tissus.

L'application de ces regles doit aboutir a la mise en place d'un systeme de maitrise et de surveillance de la qualité ayant
pour but d'apporter un maximum de garanties au niveau de la sécurité des tissus. Certaines techniques ou procédures
particulieres pourront faire I'objet de fiches techniques complémentaires a ces régles de bonnes pratiques, élaborées par
I'Agence francaise de sécurité sanitaire des produits de santé apres avis de I'Etablissement francais des greffes.

2. Protocoles dérogatoires

D'autres méthodes que celles décrites dans ces regles peuvent permettre de répondre aux principes d'assurance de la
qualité. Ces régles ne devraient en aucune fagon freiner l'utilisation de nouvelles technologies ou de nouveaux concepts,
a condition qu'ils aient donné lieu a une procédure écrite, qu'ils procurent une efficacité comparable pour un niveau de
sécurité au moins équivalent et qu'ils fassent l'objet d'une autorisation du directeur général de I'Agence francaise de
sécurité sanitaire des produits de santé.

Les dispositions de ces regles s'appliquent sous réserve des dispositions du livre Il bis du code de la santé publique
relatives a la protection des personnes qui se prétent a des recherches biomédicales.

IIl. - DISPOSITIONS GENERALES
CONCERNANT LES BANQUES DE TISSUS
1. Structure de la banque

1.1. Sans préjudice du respect des regles comptables et financiéres qui leur sont applicables, les organismes autorisés
mettent en place une comptabilité analytique relative a ces activités pour faire apparaitre les données économiques,
financiéres et comptables prévues par la réglementation en vigueur.

Si la banque de tissus dépend d'un établissement public de santé ou d'un établissement privé a but lucratif admis a
participer a l'exécution du service public hospitalier, il est souhaitable de faire apparaitre cette activité dans les objectifs
stratégiques de I'établissement inscrits dans le projet d'établissement.

1.2. Un comité médico-technique est mis en place au sein de chaque banque de tissus. Ce comité rend compte de ses
missions et propose toutes mesures propres a améliorer le fonctionnement médical et technique de la banque de tissus
a l'instance décisionnelle.

Ce comité assure l'orientation scientifique et technique de la banque. Il en suit l'activité et les résultats. Il propose et
facilite la mise en place de travaux de recherche dans le domaine de la préparation, de la conservation ou de la
validation des tissus. Il participe a l'organisation des formations internes (médecins, techniciens...).

Lorsque la banque est située au sein d'un établissement de santé, cette mission est assurée par l'instance médicale
consultative de I'établissement ou par une instance spécifique mise en place par celle-ci.

Il est souhaitable d'associer aux travaux de ce comité I'ensemble des participants aux actions réalisées au sein de la
banque, et notamment des représentants du personnel de la banque, des praticiens préleveurs et utilisateurs, des
biologistes, de la coordination interrégionale de I'Etablissement francais des greffes et de I'administration de
I'établissement.

Le comité médico-technique peut inviter toute personne susceptible d'étre utile a ses travaux, et s'efforce d'établir des
liens avec les équipes réalisant des travaux de recherche dans le domaine des greffes de tissus ou les domaines
connexes.

Un reglement intérieur de la banque définit les modalités de fonctionnement de ce comité.

1.3. Les relations existant avec les sites et les équipes de prélevement, d'une part, et avec les chirurgiens utilisateurs,
d'autre part, doivent faire I'objet de procédures spécifiques définies par écrit, notamment dans le cadre de conventions,

© Mars 2008 Version finale page 117 / 144




transmises pour information a l'autorité administrative compétente et au directeur général de I'Etablissement francais des
greffes.

2. Personnel
2.1. Généralités
2.1.1. La mise en place et le maintien d'un systéme d'assurance de qualité repose sur I'ensemble du personnel. Pour
cette raison, il est nécessaire de disposer d'un personnel qualifié et en nombre suffisant pour mener a bien toutes les
taches qui lui incombent.
2.1.2. Un organigramme ou des emplois fonctionnels sont déterminés pour I'ensemble de la structure de banque de
tissus. Des fiches de postes, régulierement mises a jour, déterminent de fagon précise les activités et les responsabilités

de chaque personne concourant a I'activité de la banque de tissus.

Les fonctions de production excluent la participation a l'activité d'assurance qualité. La responsabilité du systeme
d'assurance qualité est assurée par une personne qualifiée distincte du responsable médico-scientifique.

La fonction de mise en oeuvre des régles administratives et financieres est distincte de celle de la fonction
d'encadrement médical et scientifique de la banque.

2.1.3. Le secret médical et la discrétion professionnelle s'appliquent a I'ensemble du personnel.
2.2. Encadrement
2.2.1. Encadrement médical et scientifique de la banque :
Le personnel est placé sous l'autorité d'un responsable nommément désigné par la personne physique ou morale ayant
obtenu l'autorisation, ayant les qualifications et I'expérience nécessaires et investi de l'autorité requise pour exercer ces

fonctions.

Le responsable de la banque de tissus veille au respect des regles techniques, éthiques et administratives de l'activité,
et en particulier :

- de l'organisation générale, y compris le maintien de la continuité du service lorsqu'elle est nécessaire ;
- de I'établissement des fiches de postes ;

- de la qualification et de la formation du personnel ;

- de la mise en place et du respect des regles d'hygiéne et de sécurité ;

- de 'approbation des procédures et de leurs mises a jour, et de la vérification de leur application ;

- de la mise en place de l'assurance de la qualité et de son responsable ;

- de la vérification de la qualité des prélévements qui lui sont confiés ;

- de la validation des tissus ;

- de la rédaction du rapport d'activité ;

- de la relation avec les partenaires de I'activité.

Par ailleurs, il doit se tenir informé régulierement des développements technologiques afin d'améliorer les performances
de son unité et de favoriser les travaux de recherche.

Des remplagants nommément désignés et possédant les qualifications identiques peuvent avoir délégation d'une partie
de ces fonctions.

2.2.2. Les analyses de biologie médicale sont réalisées soit par des laboratoires hospitaliers de biologie médicale, soit
par des laboratoires d'analyses de biologie médicale autorisés (art. L. 757 du code de la santé publique).

2.2.3. Chaque membre du personnel doit porter un regard critique sur le travail et les conditions dans lesquelles il
I'effectue. Il propose au responsable médical et scientifique toute modification susceptible d'améliorer les performances,
la qualité ou les conditions d'exécution. Il participe au suivi des évolutions technologiques liées aux activités de l'unité.

2.3. Qualification
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Une personne est considérée comme compétente lorsqu'elle posséde une formation et une expérience professionnelles
lui apportant les connaissances indispensables a la maitrise des techniques qu'elle doit mettre en oeuvre.

Le personnel remplagant doit posséder les mémes compétences et formation que le personnel titulaire.
2.4, Formations interne et externe

La formation du personnel a pour objectif de répondre aux besoins de qualification et d'actualisation des connaissances
du personnel.

Le personnel doit recevoir, initialement puis de fagon réguliere, une formation théorique et pratique correspondant aux
bonnes pratiques de préparation des tissus et étre tenu régulierement informé sous des formes appropriées des
évolutions théoriques, biologiques et techniques.

Les aspects théoriques doivent comporter des notions techniques, éthiques et administratives sur l'activité de greffe de
tissus, depuis I'accueil du donneur et le prélévement jusqu'a l'implantation et les résultats des greffes.

Le programme détaillé des connaissances minimales a acquérir doit faire l'objet d'un document écrit, permettant de
définir les compléments de formation théorique et pratique nécessaires avant toute prise de fonctions ainsi que
I'établissement d'un plan de formation continue pour I'ensemble des personnels.

La formation comporte un enseignement spécifique, adapté aux connaissances minimales requises pour la
compréhension et la maitrise des techniques utilisées, concernant en particulier :

- les différents tissus pris en charge par la banque ;

- les différentes techniques utilisées depuis la prise en charge jusqu'a la distribution des tissus ;
- les démarches d'assurance de la qualité et les regles de sécurité a appliquer ;

- l'informatique telle qu'elle est utilisée dans la banque.

L'efficacité pratique de cette formation doit étre périodiquement évaluée. Le programme et les comptes rendus des
séances de formation doivent étre archivés.

2.5. Sécurité

Le personnel doit étre formé a I'utilisation des installations, des systemes de sécurité et des matériels de secours. Cette
information et cette formation doivent étre périodiquement testées par des exercices donnant lieu a analyse critique et
éventuellement a des compléments de formation.

2.6. Hygiéne

Des programmes détaillés traitant de I'nygieéne doivent étre établis et adaptés aux différents besoins de la banque. lls
comportent des procédures écrites relatives a la protection, a la santé, a I'hygiéne et a I'habillage du personnel.

Il convient notamment de prendre les dispositions nécessaires en vue d'éviter qu'une personne présentant une affection
susceptible d'influer sur la qualité des produits ne soit employée a la préparation.

Toute personne pénétrant dans une zone ou les tissus sont manipulés porte des vétements protecteurs appropriés aux
opérations qui s'y déroulent et utilise les lavabos mis a disposition. Les vétements de ces zones sont lavés ou nettoyés
selon des procédures écrites, de fagcon qu'ils ne se chargent pas de particules.

Le port de gants a usage unique, d'un masque évitant I'émission de gouttelettes et de lunettes sont nécessaires pour le
personnel manipulant des tissus ; ils sont changés au moins a chaque séance de travail. En outre, les montres, bracelets
et bijoux sont a exclure, les cheveux et, le cas échéant, la barbe doivent étre couverts.

3. Locaux
3.1. Généralités
Les locaux doivent étre adaptés aux opérations a effectuer.

Le plan des locaux, leur agencement, leur conception et leur utilisation doivent tendre a minimiser les risques de
confusion ou d'erreur en établissant des circuits logiques. lls doivent correspondre aux niveaux de propreté requis par
les différentes opérations a effectuer. lls doivent également contribuer a la protection du personnel et de
I'environnement, étre tempérés, correctement éclairés et ventilés et étre conformes a la réglementation en vigueur contre

les incendies. lls doivent étre clairement identifiés et signalés.
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Les locaux destinés a des opérations essentielles pour la qualité des produits doivent avoir fait I'objet d'une qualification.
Pour cela, chaque lieu d'activité doit faire I'objet d'une fiche descriptive qui doit étre réactualisée en cas de modification,
et selon le rythme de révision prévu des procédures.

L'acces aux différentes zones de travail est strictement limité aux personnes autorisées. Il est interdit de fumer, manger
et boire en dehors des zones annexes.

3.2. Conception des zones

3.2.1. Les locaux doivent représenter une unité de lieu, au moins en ce qui concerne les activités de base de la banque,
permettant d'établir des circuits logiques de préparation des tissus en fonction de la succession des opérations a
effectuer et des niveaux de propreté requis.

Une zone réservée et isolée (ou plusieurs) sera utilisée pour la préparation des tissus et une autre (ou plusieurs) pour
leur conservation. Ces deux zones ne doivent pas étre utilisées comme lieu de passage pour le personnel, ni pour le
stockage de fournitures. Leur accés est réservé aux personnes autorisées.

3.2.2. Zones de réception et de distribution des tissus :
C'est dans ces zones que sont accomplies I'ensemble des formalités administratives liées :

- a la réception du tissu par la banque : enregistrement, anonymisation, ouverture d'un dossier accompagnant le tissu au
long des différentes étapes de sa transformation jusqu'a sa distribution ou sa cession ;

- & la distribution ou la cession du tissu.
3.2.3. Zones classées de préparation des tissus :

Toute manipulation des tissus, c'est-a-dire toute opération obligeant a ouvrir I'emballage du tissu ou a rompre son
systéme clos, impose I'utilisation d'une zone classée de préparation des tissus.

L'entrée de cette zone se fait par un (ou des) sas réservé(s) au personnel et aux fournitures. Les différentes portes d'un
sas ne peuvent pas étre ouvertes en méme temps. Un systéeme de blocage alterné avec une alerte visuelle ou sonore
est utilisé en vue d'empécher I'ouverture de plus d'une porte a la fois.

Les faux plafonds sont scellés. Les saillies, étagéres et placards sont réduits au minimum. Les portes sont d'un modéle
ne présentant pas d'anfractuosités difficiles a nettoyer, excluant les portes coulissantes. Les plafonds, le sol et les murs
doivent étre lessivables avec des produits agréés désinfectants hospitaliers. Les tuyaux et robinets inamovibles doivent
étre clairement étiquetés pour indiquer leur contenu et, le cas échéant, le sens du courant. Les éviers et canalisations
doivent étre évités si possible. Sinon, ils sont équipés de siphons lavables et doivent éviter tout reflux, de fagon a limiter
les risques de contamination microbienne. Toute évacuation au sol doit étre ouverte, peu profonde et facile a nettoyer
selon des procédures établies. Les lave-mains ne peuvent étre installés que dans les vestiaires ou sas et ne pas avoir
de commande manuelle. Dans les zones de préparation, ne sont pas entreposés cartons et dossiers.

L'ouverture des emballages des tissus ou la rupture du systéme clos ne peuvent étre réalisées qu'a un poste de travail
de classe A et dans une salle de classe D permettant de réduire les risques de contaminations microbiennes,
particulaires et pyrogenes. Toutes les préparations sur les produits contaminés ou potentiellement contaminés sont
effectuées sous des hottes de sécurité biologique ou selon des dispositions de confinement physique.

Cette zone est alimentée en air entierement filtré sur des filtres d'efficacité correspondant au niveau de propreté requis.

Les caractéristiques de I'atmosphére du poste de travail ou des salles classées hors activité correspondent aux normes
et sont retrouvées en cas d'activité aprés un bref temps d'épuration. Pour atteindre ces classes dans les salles, le
nombre de renouvellements d'air est égal ou supérieur a 20 par heure dans des piéces caractérisées par de bons
schémas aérauliques et munies de filtres a haute efficacité vis-a-vis des particules de l'air (HEPA), selon les normes
figurant dans le tableau suivant :

Normes d'environnement de base pour la préparation des produits

Vous pouvez consulter le tableau dans le JO

n°6 du 08/01/1999 page 389 a 399

L'alimentation en air filtré maintient en toute circonstance une pression positive par rapport aux zones voisines, imposant
une circulation d'air des zones de plus haute sécurité vers des zones de moindre sécurité.
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Il doit étre démontré que le schéma aéraulique ne présente pas de contamination donc de circulation d'air vers une zone
de haute sécurité. L'alimentation en air doit étre munie d'un systéme d'alarme détectant toute déficience.

Ces zones sont équipées d'un indicateur de gradient de pression qui doit étre contrdlé chaque jour et les résultats
enregistrés.

Un contrble microbien et particulaire doit étre régulierement réalisé et planifié.

Les désinfectants et les détergents sont contrdlés sur le plan de la contamination microbienne. Les récipients entamés
ne doivent pas étre remplis a nouveau sans lavage et désinfection préalables.

Lorsque I'entretien de matériel a été effectué au sein de la zone classée, et si les conditions de propreté requises ou de
stérilité n'ont pas pu étre maintenues, cette zone est nettoyée et éventuellement décontaminée.

L'ensemble du matériel est entretenu et validé de facon planifiée. Les ateliers d'entretien sont isolés des zones de
préparation.

Une attention particuliére est apportée a la protection et au nettoyage des flacons ou accessoires introduits dans la zone
de préparation.

Le personnel présent dans la zone est en nombre minimum.
3.2.4. Zones de conservation des tissus :

3.2.4.1. Outre les dispositions générales qui s'appliquent aux locaux de la banque de tissus, les zones de conservation
doivent étre de taille suffisante et adaptées aux modalités de conservation et aux équipements utilisés.

Celles consacrées a la conservation des tissus, d'une part, et celles affectées au stockage des matériels et différents
produits, d'autre part, doivent étres distinctes.

Dans tous les cas, elles doivent permettre le rangement logique et adapté afin d'éviter tout risque de confusion.
3.2.4.2. Zones de conservation comportant des récipients cryogéniques contenant de I'azote liquide :

Lorsque la conservation est réalisée a basse température dans des récipients cryogéniques contenant de I'azote liquide,
ceux-ci doivent étre placés dans des locaux adaptés. L'acceés de ces locaux est réservé aux seules personnes
autorisées, ils ne sont pas utilisés comme lieu de passage. lls doivent étre congus, construits et adaptés pour éviter les
risques d'erreur et d'accident pour le personnel. L'organisation générale des locaux doit se faire de fagcon a ne pas géner
la libre circulation du personnel, a favoriser I'accés aux systemes de sécurité, a faciliter les manipulations autour et dans
les récipients cryogéniques.

Le sol doit étre recouvert d'un matériau isolant thermique, résistant aux basses températures, aux désinfectants et d'un
entretien facile.

Les portes d'acces, qui doivent étre congues de maniére a permettre un acces facile par des personnes extérieures et
I'évacuation rapide des personnes y travaillant, sont équipées d'un oculus permettant la surveillance par des personnes
extérieures.

La ventilation doit correspondre aux normes d'hygiéne et de sécurité exprimées dans le code du travail et aux
recommandations des fournisseurs de fluide cryogénique.

Un contréle du fonctionnement de la ventilation est obligatoire avant I'entrée dans le local.

Le local doit étre a une température supérieure ou égale a + 20 oC afin d'éviter une condensation sur les parties les plus
froides des équipements cryogéniques et le dépdt de glace a l'intérieur des récipients.

Le contréle en continu de la teneur en oxygéne est recommandé. Des alarmes locales et reportées a un poste de
surveillance alertent le personnel en cas de teneur insuffisante en oxygene. Des procédures écrites fixent les conditions
d'accés et les mesures a prendre en cas d'anomalies. Des exercices d'alerte et de secours doivent étre effectués
périodiquement.

Un appareil de respiration autonome de secours (pour le sauveteur) et un appareil de réanimation alimenté en oxygéne
(pour la victime) sont placés a l'extérieur du local, & proximité immédiate, disponibles a tout moment, et leur bon
fonctionnement est vérifié périodiquement.

Tous les appareils de distribution et de mise en oeuvre d'azote liquide doivent étre pourvus de dispositifs de sécurité. lls
doivent étre qualifiés.

3.2.5. Zones annexes :
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Les zones de repos et de restauration doivent étre séparées des zones de travail. Les vestiaires et sanitaires doivent
étre facilement accessibles et adaptés au nombre d'utilisateurs et ne doivent pas communiquer directement avec les
zones de production et de stockage.
3.3. Entretien, maintenance
L'aménagement des locaux doit permettre un nettoyage et un entretien efficaces en vue d'éviter les contaminations, les
dépdts de poussiere et, de facon plus large, toute atteinte a la qualité des tissus. En particulier, la conception du plafond,
des murs, du sol et des paillasses doit permettre un entretien facile et une désinfection efficace. Des surfaces lisses
doivent étre prévues lors de la construction ou de la réfection des locaux. Les surfaces doivent étre exemptes de fissures
et de joints ouverts et les matériaux constituant ces surfaces ne doivent pas libérer de particules.
Les locaux doivent étre équipés et entretenus en vue d'empécher I'entrée d'insectes et d'autres animaux. La présence
de végétaux d'ornement est proscrite dans les zones de préparation et de stockage. lls doivent étre entretenus et
nettoyés soigneusement et selon des modalités adaptées au niveau de propreté requis. Des procédures écrites
détaillées fixent modalités, circonstances et fréquences de l'entretien et du nettoyage.
Les réparations, I'entretien et le nettoyage ne doivent présenter aucun risque direct ou indirect pour la qualité des tissus.
4. Matériel
4.1. Généralités

La qualité et I'emplacement du matériel doivent étre adaptés aux méthodes de préparation et de conservation des tissus
concernés et répondre aux normes de sécurité et de protection du personnel.

Le matériel doit étre congu de fagon a permettre un nettoyage fiable et minutieux.
Les opérations d'entretien et de réparation du matériel ne doivent présenter aucun risque pour la qualité des tissus.
4.2. Fiche technique
Pour chaque matériel, une fiche technique doit étre établie précisant notamment :
- la destination du matériel et sa justification ;
- le nom, le type et le numéro de série ou de référence de l'appareil ;
- la date d'achat, la date de mise en service ;
- le nom, l'adresse du fournisseur ;
- les conditions d'installation telles que I'alimentation en eau, en électricité, I'environnement et la température ;
- la durée et les conditions de garantie du constructeur ;
- le numéro de téléphone et les références de la société de maintenance ;
- la notice technique d'utilisation ;
- les modalités de I'entretien et de la maintenance ;
- la procédure ou la référence a une procédure en cas de panne.
4.3. Qualification
4.3.1. La qualification du matériel est obligatoire dans trois circonstances :
- lors de l'installation d'un nouvel équipement ;
- apres toute réparation ou adaptation pouvant modifier le fonctionnement ou la destination du matériel ;
- s'il y a un doute au sujet de son fonctionnement.

4.3.2. La qualification consiste a démontrer que le matériel fonctionne correctement et donne réellement le résultat
conforme a la fiche descriptive et aux spécifications du fournisseur. Elle doit faire I'objet d'un protocole écrit.

Chaque qualification fait I'objet d'un dossier qui comprend en particulier :
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- la fiche technique ;
- le compte rendu de qualification ;
- les résultats des controles ;

- la conclusion précisant les conditions d'utilisation du matériel et montrant qu'il correspond a l'usage pour lequel il est
prévu.

Ce dossier, daté et signé par le responsable de I'unité, doit étre archivé.
4.4. Entretien, maintenance

Chaque appareil doit faire I'objet d'un entretien et d'une maintenance a intervalle régulier. Un membre du personnel est
chargé de I'entretien et du suivi de cette maintenance qui doivent faire I'objet d'une procédure écrite.

Les vérifications a effectuer sont détaillées sur une fiche d'entretien et de maintenance, donnant en particulier les
renseignements suivants :

- le nom de l'appareil ;
- la marque ;
- le numéro de référence ;
- la périodicité des interventions de maintenance et d'entretien ;
- la nature des interventions a effectuer ;
- le nom du responsable de la maintenance et, éventuellement, de la société spécialisée.
A chaque intervention seront consignés sur la fiche de maintenance :
- la date ;
- le nom de l'opérateur ;
- la nature de l'intervention réalisée.
Toute opération de maintenance réalisée en sous-traitance doit faire I'objet d'un contrat écrit.
En dehors des opérations réguliéres de maintenance, toute intervention doit faire I'objet d'un compte rendu technique
daté et signé justifiant l'intervention et décrivant le type d'anomalie de fonctionnement constaté, ainsi que les actions
correctrices mises en oeuvre. Ces documents sont archivés en les classant par type d'appareils.
4.5. Utilisation
A proximité de chaque appareil, seront rangées de fagon a étre facilement accessibles pour le personnel :
- la fiche technique ;
- la fiche récapitulative des opérations de maintenance.

Le matériel défectueux doit étre retiré de la zone d'activité ou étiqueté en tant que tel en attente d'évacuation ou de
réparation.

5. Produits et ingrédients (produits thérapeutiques annexes)
Les produits ou ingrédients éventuellement utilisés pour la préparation des tissus et entrant en contact avec eux
(produits thérapeutiques annexes) doivent faire lI'objet de spécifications précises et écrites et de contrdles appropriés a
leur nature et a leur utilisation. Leur provenance est controlée, ainsi que les modalités d'adjonction.
6. Documentation et systeme d'information
6.1. Généralités

Les documents sont un des éléments essentiels du systéeme d'assurance de la qualité.

6.1.1. La documentation comporte :

© Mars 2008 Version finale page 123 /144




- des documents descriptifs de l'organisation de la banque de tissus, des opérations a effectuer et des exigences
relatives aux tissus, produits et matériels ;

- des enregistrements des actions réalisées ;

- des documents de liaison.

6.1.2. Les documents doivent étre clairs et lisibles, ils doivent comporter le titre, la nature et I'objet, et doivent étre signés
et datés par les personnes qualifiées autorisées. La reproduction des documents de travail a partir des originaux doit

étre congue pour éviter toute erreur.

6.1.3. Toute correction doit étre signée et datée, la correction permettant la lecture du texte original ; le cas échéant, le
motif de la correction doit étre noté.

6.1.4. Les documents sont tenus a jour et régulierement révisés. La mise a jour et la gestion des documents doivent faire
I'objet d'une procédure cohérente. Lorsqu'une révision est intervenue, le document précédent est archivé et son
utilisation doit étre rendue impossible.

6.2. La documentation doit au moins comporter

les documents suivants

6.2.1. Documentation générale :
6.2.1.1. Les documents descriptifs de l'organisation de la banque de tissus :
L'organisation générale de la banque doit étre définie dans un document comportant, entre autres points,
I'organigramme de la production, I'organigramme du contréle, leur place respective dans celui de la banque et

l'intégration des contrdles dans les organigrammes de production ;

Les relations existant avec les sites et les équipes de prélévement, d'une part, et avec les chirurgiens utilisateurs, d'autre
part, doivent faire I'objet de procédures spécifiques définies par écrit, notamment dans le cadre de conventions ;

Chaque banque de tissus doit disposer de la liste exhaustive des tissus qui y sont préparés. Chaque type de tissu
préparé doit faire I'objet d'une documentation complete, qu'il s'agisse de l'organisation, des procédures, des
spécifications, des documents de liaison ou des enregistrements.

6.2.1.2. Les procédures générales :

Elles donnent les indications nécessaires a la réalisation de certaines opérations comme le nettoyage des locaux, les
mesures d'hygiéne et de sécurité, les contrdles de I'environnement, la gestion des documents, les circuits, la formation
du personnel.

6.2.1.3. Les fiches de postes du personnel.

6.2.1.4. Les dossiers techniques concernant chaque matériel :

Ce dossier comporte :

- tout document provenant du fournisseur ;

- le dossier de qualification ;

- un exemplaire de la fiche technique ;

- un exemplaire de la fiche de maintenance ;

- les documents correspondant aux différentes opérations de maintenance ou de réparation.

Ce dossier doit étre tenu a la disposition de I'ensemble du personnel utilisant le matériel.

6.2.1.5. Les dossiers techniques concernant les produits et ingrédients utilisés pour la préparation des tissus (produits
thérapeutiques annexes) comportent leurs spécifications et validations et leur mode d'utilisation et de contréle.

6.2.2. Les procédures spécifiques et spécifications concernant les tissus :

6.2.2.1. Les procédures ou instructions doivent décrire en détail, pour chaque type de tissu pris en charge par la banque,
la réalisation des différentes opérations a effectuer depuis leur prise en charge jusqu'a leur distribution et leur évaluation.
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6.2.2.1.1. Les procédures spécifiques décrivent les conditions dans lesquelles les tissus sont manipulés. Elles doivent
comporter en particulier :

- les principes de base sur lesquels elles sont établies ;

- la nature des tissus concernés ;

- la zone affectée ;

- la nature du matériel utilisé et les conditions d'utilisation ;

- les méthodes utilisées avec des instructions détaillées et les précautions a respecter pour chaque étape ;
- la nature des contréles réalisés au début, en cours ou en fin d'opération ;

- les documents a utiliser et a établir.

6.2.2.1.2. Des procédures d'urgence s'appliquent en cas d'incident ou d'accident survenu lors des différentes étapes, y
compris le rappel des tissus.

6.2.2.2. Des spécifications doivent décrire en détail les exigences auxquelles doivent répondre les tissus aux différents
stades des opérations réalisées dans la banque ainsi que les produits utilisés au cours des différentes opérations.

6.2.3. Les enregistrements :

Les origines, relevés d'analyse, comptes rendus ou enregistrements retracant les étapes suivies par chaque tissu depuis
sa prise en charge jusqu'a sa distribution et son évaluation doivent faire l'objet de documents écrits permettant de
retracer I'historique de chaque produit.

6.2.4. L'étiquetage des tissus :

La fixation des étiquettes sur les conditionnements des tissus et les caractéristiques de I'étiquette doivent assurer la
pérennité et la lisibilité des informations fournies.

Les informations fournies doivent en particulier permettre de connaitre la nature et l'origine du tissu, d'assurer son
identification et doivent étre conformes a la réglementation en vigueur.

6.2.5. Les documents de liaison internes ou externes :

6.2.5.1. L'existence de documents de liaison internes ou externes est indispensable a la bonne transmission des
informations.

6.2.5.2. Lors du préléevement, des documents de liaison doivent permettre a I'équipe de prélevement de connaitre les
conditions techniques devant étre mises en oeuvre pour le prélevement, le conditionnement initial, le stockage
temporaire éventuel et le transport vers la banque. Un document (fiche de prélevement) doit permettre de noter tres
précisément Il'origine du tissu, les antécédents et I'histoire médicale du donneur, les résultats des examens cliniques et
complémentaires réalisés, les conditions du prélévement, afin que le responsable de la banque détienne les éléments
nécessaires pour juger de la recevabilité des tissus (cf. regles de bonnes pratiques relatives au prélévement des tissus
et au recueil de résidus opératoires).

6.2.5.3. Chaque tissu, pour pouvoir étre utilisé a des fins thérapeutiques, doit étre accompagné des documents prévus
par la réglementation en vigueur.

6.2.5.4. Lorsque le tissu a été implanté, la fiche de prélévement mentionnée ci-dessus est complétée par le nom du
receveur et la date d'implantation et conservée dans le dossier médical du receveur. Les informations concernant le site
et la date d'implantation, le nom du receveur, les contréles de qualité effectués sur le tissu, en particulier de stérilité,
l'indication et les résultats de la greffe, I'existence d'éventuelles complications liées a son usage doivent étre conservées
selon les dispositions réglementaires en vigueur et transmises a la banque dont provient le tissu.

6.2.6. Les rapports d'activité

lls comportent au moins un rapport d'activité annuel et toute information nécessaire a I'évaluation de I'activité réalisés
selon la réglementation en vigueur.

Ces rapports sont adressés aux autorités administratives concernées et aux partenaires de l'activité de la banque.

6.3. Tracabilité, confidentialité
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La documentation doit permettre d'assurer la tracabilité des produits depuis leur prélevement jusqu'a leur utilisation et
leur évaluation, en passant par les différentes étapes de préparation et de conservation.

Quel que soit le systeme de gestion et d'archivage de la documentation, la confidentialité des informations doit étre
assurée.

6.4. Archivage

Sous réserve de dispositions réglementaires spécifiques prévoyant des délais de conservation plus longs, les documents
concernant la tragabilité et la sécurité des tissus sont archivés pendant une durée de quarante ans.

Les autres documents relatifs a l'activité de la banque sont conservés cing ans, sauf lorsqu'ils font I'objet d'une
réglementation spécifique. Il est toutefois important de rappeler que la régle de prescription en matiere de responsabilité
civile est dans tous les cas de trente ans.

L'archivage des documents doit se faire de telle sorte que la qualité de leur conservation soit garantie pendant la durée
prescrite et que le recueil des données soit possible de fagon correcte et dans un délai raisonnable.

Une procédure doit définir le lieu, la durée, la méthode, le support utilisé et les personnes autorisées a intervenir sur les
documents archivés. L'ensemble des documents doit permettre de répondre a différents travaux d'évaluation ou études
et doit étre tenu a la disposition des autorités ou organismes publics compétents, en particulier de I'Agence francgaise de
sécurité sanitaire des produits de santé et de I'Etablissement francais des greffes.

6.5. Systéeme informatique
Les données concernant au minimum l'origine des tissus (sites de prélévement, numéro de code des donneurs), leur
nature, leurs caractéristiques essentielles et leur destination (établissements, patients receveurs, dates d'implantation,
indication) doivent étre enregistrées par un systéme de traitement informatisé.
Il est souhaitable que ce systéme informatique soit adapté pour transmettre a I'Etablissement francais des greffes les
informations qui lui seront nécessaires pour que ses missions concernant la sécurité et I'évaluation des greffes puissent
étre assurées.
Des procédures détaillées de fonctionnement du systéme doivent étre disponibles et I'exactitude des enregistrements
doit étre vérifiée. Les informations doivent étre conservées durant la période fixée pour chaque type de document.
Seules les personnes autorisées par le responsable médical et scientifique de la banque doivent pouvoir entrer ou
vérifier des données dans le systeme et effectuer les changements. La trace des modifications réalisées doit étre
conservée (en dehors de celles réalisées lors de la saisie initiale).

L'acces doit étre protégé par des mots de passe ou d'autres moyens validés. La prise en charge des informations par le
systéme de traitement informatisé devra étre en accord avec la réglementation en vigueur.

Le fournisseur du systéme doit I'avoir validé et prouver que les données sont conservées pendant la période envisagée.
7. Sécurité de l'activité
7.1. Maitrise de la qualité
L'assurance de la qualité représente I'ensemble des mesures prises pour assurer une qualité et une sécurité maximales.
Elle reléve d'une fonction différente de celle de production, mais requiert la participation et I'engagement de I'ensemble
du personnel. Le systeme d'assurance de la qualité doit étre bien congu, contrdlé, largement diffusé. Il peut se référer a
des normes d'assurance qualité (normes ISO et EFI...).
L'assurance de la qualité est notamment fondée sur :
- 'adéquation de la qualification du personnel aux fonctions qu'il occupe ;
- le respect des regles d'hygiéne et de sécurité ;
- l'adéquation des locaux aux activités qui s'y déroulent et leur entretien ;
- la qualification et la maintenance du matériel ;
- le respect de I'ensemble des procédures, spécifications et documents mis en oeuvre ;

- le contrdle de la qualité des approvisionnements ;

- les contrbles des tissus lors de leur arrivée, en cours de préparation, lors de la validation et du déstockage ;
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- la connaissance des résultats des greffes et de la survenue d'éventuelles complications ;
- la précision de I'étiquetage et la fiabilité du systeme de tragabilité ;

- la mise en oeuvre de mesures correctives en cas de dérive a tous les niveaux ;

- 'existence d'audits internes et externes.

Le maintien de la qualité impose la vérification et I'actualisation permanente des procédures et spécifications, le
développement de l'autocontrole et de I'évaluation interne.

La révision des procédures et spécifications impose une actualisation permanente des connaissances techniques et
médicales.

7.2. Contr6les de la qualité
Les tissus ne peuvent étre distribués sans qu'aient été effectués la sélection des donneurs basée sur les antécédents et
I'histoire médicale, les analyses biologiques, les tests de dépistage des maladies transmissibles et les contréles requis
garantissant que leurs qualité et sécurité sont satisfaisantes.
Des procédures spécifiques doivent définir les modalités des controles des tissus a chaque stade, du prélévement a la
distribution. Toute opération de contr6le réalisée en sous-traitance doit faire I'objet d'une convention écrite et d'audit du
fournisseur ou prestataire.

Des controles doivent étre mis en place aux stades appropriés de chaque procédé afin de vérifier la conformité des
produits ou des produits intermédiaires chaque fois qu'ils constituent un indicatif représentatif de la qualité d'une étape.

La fréguence et les conditions de réalisation de ces contrdles doivent permettre des actions de correction rapides
chaque fois gu'elles s'averent nécessaires.

7.3. Vigilance et analyse des accidents
Des procédures écrites doivent définir chaque modalité de distribution et les conditions qui permettent a la banque de
tissus d'étre informée de l'identité du receveur, de la date de l'intervention, des conditions d'utilisation du tissu et de la

survenue de complications éventuelles liées a son utilisation.

La tracgabilité entre donneur et receveur doit étre possible dans les deux sens et permettre d'analyser les différentes
étapes de contrble et de traitement subies par le tissu.

La survenue d'accidents ou d'incidents liée a l'utilisation du tissu doit donner lieu a une procédure d'alerte et a une
enquéte immédiate destinée a en comprendre la cause et a éviter toute répétition de I'événement. Les résultats de ces
enquétes doivent étre transmis a l'autorité administrative compétente définie par la réglementation en vigueur.

7.4. Systemes d'alerte et procédures d'urgence
Des procédures d'urgence doivent étre définies afin de permettre, lorsque cela s'avére nécessaire, d'alerter I'ensemble
des circuits de distribution concernant les différents organes, tissus ou cellules provenant d'un méme donneur,
permettant en particulier le rappel des produits concernés et la destruction des tissus qui seraient encore en stock.

Ill. - REGLES TECHNIQUES CONCERNANT LA CONSERVATION,
LA TRANSFORMATION ET LE TRANSPORT

1. Généralités

Les tissus, depuis leur arrivée a la banque jusqu'a leur utilisation, subissent un certain nombre d'étapes qui sont décrites
dans les paragraphes suivants.

Chaque banque de tissus doit disposer de la liste exhaustive des tissus qui y sont préparés.

Toutes les étapes de conservation-transformation et de transport des tissus doivent étre pratiquées dans des conditions
garantissant la qualité des produits et la sécurité du personnel. Pour chaque type de tissu fourni, les méthodes de
préparation comprennent le procédé de production, le matériel utilisé et sa qualification ainsi que les contrdles effectués
et doivent faire I'objet de procédures écrites précisant la chronologie des étapes.

Les regles concernant les locaux, le matériel et le personnel ont été développées dans les chapitres précédents, ainsi
que la maitrise de la qualité, les contréles et la vigilance.

Toute opération de production réalisée en sous-traitance doit faire I'objet d'un contrat écrit.
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2. Réception des tissus
2.1. Identification et vérification des tissus a leur réception
Lors de leur réception, les tissus doivent étre identifiés et vérifiés.

L'identification repose sur les indications portées sur I'étiquetage apposé sur le conditionnement des tissus lors du
prélévement, sur les documents et, éventuellement, les tubes sanguins.

Le conditionnement et le produit doivent étre examinés afin de vérifier que la qualité du tissu n'a pas été altérée pendant
le transport.

Les tissus doivent étre accompagnés des documents permettant de préciser leur origine, les caractéristiques du donneur
et les conditions du préléevement. Si les tubes de prélévement sanguin sont adressés a la banque, ils sont également
vérifiés et identifiés avant d'étre envoyés au laboratoire d'analyses ; si les prélevements sanguins ont été initialement
adressés a un autre laboratoire, un compte rendu d'analyses de biologie médicale doit étre obtenu et l'identification du
donneur doit étre clairement établie.

2.2. Conservation temporaire en zone de quarantaine

Quelle que soit la technique de conservation utilisée, une zone spécifique doit permettre de stocker les produits non
validés, séparément des produits validés. Les tissus doivent étre identifiés de fagon adéquate afin d'éviter toute
utilisation tant qu'aucune action appropriée n'a été décidée par les personnes qualifiées et désignées a cet effet.

3. Sélection des donneurs, biothéque

La sélection des donneurs repose notamment sur I'étude des antécédents et de I'histoire médicale du donneur recueillis
lors du prélévement, sur les examens de laboratoire et en particulier le dépistage de certaines maladies transmissibles,
en application des textes en vigueur. Les originaux des documents recueillis lors du prélevement des tissus et des
comptes rendus d'analyses doivent étre archivés.

Peuvent également étre pris en compte, pour certains tissus, I'age du donneur, les conditions du prélevement (délai,
asepsie) ou certains antécédents (notamment locaux ou liés aux effets secondaires d'un médicament) pouvant altérer la
qualité du tissu prélevé.

La nature exacte des critéres de sélection pour chaque tissu préparé doit faire I'objet de documents de spécification.

Un (ou des) échantillon(s) du produit biologique ayant servi a effectuer les recherches des marqueurs biologiques
d'infection chez les donneurs doit étre conservé au sein d'une biotheque.

4. Préparation des tissus

4.1. Toute manipulation des tissus, c'est-a-dire toute opération obligeant a ouvrir leur conditionnement, nécessite
l'utilisation d'une zone classée de préparation des tissus et les précautions d'asepsie exigées du personnel et du
matériel utilisé, telles qu'elles ont été décrites plus haut.

4.2. Addition de produits ou ingrédients
(produits thérapeutiques annexes) aux tissus

Lors de l'addition de produits thérapeutiques annexes aux tissus, le choix des produits, leurs caractéristiques, leur
provenance et leur controle, les modalités d'addition et d'homogénéisation, les regles d'asepsie et d'étiquetage doivent
étre établies par écrit.

4.3. La conformité des produits tissulaires aux spécifications doit étre vérifiée a chaque étape significative. En cas de
non-conformité, les produits non conformes doivent étre identifiés et enregistrés. A chaque fois que cela est possible,
une étude rétrospective doit étre effectuée. Les produits non conformes doivent étre séparés des produits conformes. lls
sont identifiés de fagon adéquate afin d'éviter toute utilisation tant qu'aucune action appropriée n'a été décidée par les
personnes qualifiées et désignées a cet effet. Le traitement des produits non conformes fait l'objet d'une procédure
décisionnelle.

Des dispositions appropriées doivent étre prises pour empécher la récurrence des non-conformités. Il est nécessaire de
répertorier les non-conformités, de les analyser et de les gérer, et d'informer largement tous les intervenants.

5. Sécurité microbiologique des tissus

5.1. La sécurité microbiologique repose avant tout sur la sélection des donneurs, tout particulierement vis-a-vis des virus
et des agents non conventionnels.
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5.2. La sécurité bactériologique des tissus peut étre assurée par le contrle de I'absence de contamination initiale de
chaque tissu et son maintien au cours des différentes opérations. Des contrbéles bactériologiques doivent étre réalisés
aux différentes étapes, sur chaque tissu, afin de s'assurer de la stérilité bactériologique. D'autres contréles, en particulier
parasitologiques, peuvent étre nécessaires pour certains tissus.
5.3. La sécurité bactériologique peut également étre obtenue par la mise en oeuvre d'un agent stérilisant physique ou
chimique en fin de préparation lorsqu'ils sont compatibles avec les caractéristiques biologiques des tissus et a condition
que le niveau de contamination initial soit maitrisé. La mise en oeuvre de ces agents doit se faire dans le respect de
leurs regles générales d'utilisation (en particulier normes européennes EN 550, 552, 554 et 556 concernant la
stérilisation des dispositifs médicaux par irradiation, par la vapeur d'eau et par I'oxyde d'éthylene) et doit avoir fait I'objet
d'une validation en fonction du protocole utilisé. L'efficacité de la stérilisation doit étre vérifi€e pour chaque lot de
stérilisation, et un témoin de stérilisation devra étre utilisé sur chaque emballage, a chaque fois que possible.
Un registre de stérilisation est établi, mentionnant les renseignements suivants :
- service ou société ayant réalisé la stérilisation et signature du représentant du service ou de la société ;
- date de stérilisation ;
- type et numéro des tissus stérilisés ;
- conditions de stérilisation (durée, dose regue, température...).
L'enregistrement a pour but d'assurer la tracabilité et permet le contréle des conditions de stérilisation.

6. Validation des tissus
La validation correspond a I'établissement de la preuve que le tissu correspond aux spécifications fixées, en particulier :
criteres de sélection clinique et biologique du donneur, qualité et stérilité du tissu, contrdles effectués lors des différentes
opérations. Elle est authentifiée par le responsable médico-technique de la banque. Cette validation permet la
distribution et la cession des tissus.

Seuls les tissus validés peuvent quitter les zones de stockage temporaires des produits en quarantaine ou en cours de
préparation.

La validation doit apparaitre clairement sur les documents accompagnant chaque tissu.
7. Etiquetage réalisé par la banque de tissus

L'étiquetage du tissu est adapté de fagon a assurer tout au long des étapes l'identification du tissu et de ses différents
niveaux de préparation. Cet étiquetage est décrit dans une procédure.

L'étiquetage définitif du tissu validé constitue I'étape qui permet le passage du tissu de la zone de préparation a la zone
de distribution.

8. Conservation
8.1. Généralités
8.1.1. Choix du contenant

Il est adapté et validé pour la conservation de tissus en fonction de leurs caractéristiques, leurs conditions de
conservation (température, durée). L'identification des contenants en vue de la tracabilité est validée.

8.1.2. Les matériels de conservation

Les matériels de conservation doivent répondre aux régles générales décrites pour tout matériel de la banque de tissus ;
ils doivent en outre étre adaptés aux produits conservés, a leur conditionnement et a leur durée de conservation.

lls sont équipés d'un systéeme de rangement évitant tout risque de perte ou de confusion entre les différents produits.

Des systemes autonomes de contréle et d'enregistrement de température ou de niveau sont obligatoires pour tous les
matériels devant assurer le maintien des tissus a une température spécifique. Ces enregistrements sont archivés.

Les alarmes de température ou de niveau a une valeur seuil déterminée, adaptée a chaque récipient, doivent étre
locales et reportées a un poste de surveillance en continu.

Les armoires frigorifiques et les incubateurs doivent étre secourus en cas de panne mécanique ou de défaut
d'alimentation électrique pour éviter toute variation de température au-dela de valeurs seuils définies pour la
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conservation et pendant un temps compromettant la qualité des tissus conservés. Ces matériels doivent faire I'objet
d'une qualification.

L'entretien, la réparation et le contr6le régulier systématique dont doit bénéficier chaque appareil font I'objet d'une
procédure écrite.

8.1.3. Les caractéristiques des zones de conservation
ont déja été décrites (cf. locaux)
8.1.4. Formation du personnel

La formation du personnel doit comporter les aspects théoriques et pratiques liés a l'utilisation des procédés de
conservation mis en oeuvre. En particulier, tout personnel travaillant dans un local ou est utilisé du fluide cryogénique
doit avoir bénéficié d'une information sur :
- la cryobiologie et I'utilisation du fluide cryogénique ;
- le risque que représente la raréfaction en oxygéene de I'atmosphére ;
- les moyens de prévention et leur mise en oeuvre ;
- la conduite & tenir en cas d'accident.
Le personnel doit étre formé a I'utilisation des installations, des dispositifs de sécurité et des matériels de secours. Cette
information et cette formation doivent étre périodiquement testées par des exercices donnant lieu a analyse critique et
éventuellement a des compléments de formation, a l'initiative du responsable de la banque.

8.2. La congélation

8.2.1. Mise en oeuvre de la congélation

Ce procédé met en oeuvre des équipements électriques, des fluides cryogéniques et des moyens de surveillance de leur
bon fonctionnement.

La congélation est une opération au cours de laquelle des parametres, tels que la vitesse de refroidissement et la
température finale, sont définis, contrdlés et recueillis selon un ou plusieurs protocoles internes définis et transmis a
I'Agence francaise de sécurité sanitaire des produits de santé.

Cette congélation est adaptée a la nature, au nombre et au volume des tissus a traiter ainsi qu'au type de cryoprotecteur
éventuellement utilisé.

Lorsque la descente en température est enregistrée, la courbe est conservée dans le dossier concernant le tissu.

Le transfert pour le stockage doit respecter la chaine du froid afin de garantir la qualité des tissus congelés. Si le lieu de
stockage n'est pas contigu au lieu ou s'effectue la congélation, il est nécessaire d'utiliser un récipient adapté pour le
transport des tissus congelés jusqu'au lieu de stockage.

8.2.2. Délai de conservation des tissus congelés

La conservation des tissus a I'état congelé impose I'utilisation d'un appareillage garantissant le maintien constant de la
température préconisée par la procédure de conservation établie par la banque.

Le délai de péremption doit tenir compte de la nature du tissu et des techniques utilisées, et doit étre exprimé sur
I'étiquetage des tissus.

8.3. La lyophilisation
8.3.1. Technique de lyophilisation

La technique de lyophilisation peut varier quant a la vitesse de refroidissement, la température et la durée de
déshydratation, mais elle doit aboutir a un produit dont I'numidité résiduelle n'excéde pas 5 % du poids sec.

Les enregistrements des différents paramétres de lyophilisation sont conservés dans le dossier de chacun des tissus.

Le produit final doit étre protégé de I'air ambiant. Il est emballé soit sous vide, soit sous gaz inerte, dans un récipient ou
un sachet hermétique.

8.3.2. Délai de conservation
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Le délai de péremption du tissu lyophilisé emballé sous vide doit tenir compte de la nature du tissu et des techniques de
préparation utilisées et doit étre exprimé sur I'étiquetage des tissus.

8.4. La conservation a + 4 oC

Il s'agit d'un procédé de conservation a court terme, en milieu liquide adapté au tissu conservé et a température
réfrigérée contr6lée par thermostat.

Le délai de péremption doit tenir compte de la nature du tissu et des techniques utilisées et doit étre exprimé sur
I'étiquetage des tissus.

8.5. La conservation en organoculture

Il s'agit d'un procédé de conservation a moyen terme de tissus en milieu de culture cellulaire dans un incubateur a
température homéostasique contrdlée aux environs de 30 oC.

Le délai de péremption doit tenir compte de la nature du tissu et des techniques utilisées et doit étre exprimé sur
I'étiquetage des tissus.

9. Elimination des tissus non validés et des déchets
Le circuit des déchets releve d'une organisation rigoureuse et parfaitement controlée.
Les déchets générés par les activités de préparation des tissus doivent étre séparés en :
- déchets potentiellement contaminés ou contaminés ;
- déchets de type ménager.
lls doivent suivre des circuits différents :
- déchets potentiellement contaminés ou contaminés : ils doivent étre enlevés dans des récipients scellés et étanches
destinés a l'incinération. Pour les liquides, le récipient doit au préalable renfermer un antiseptique dont la nature et la
proportion sont adaptées au risque potentiel. Le ramassage et I'élimination des déchets doivent suivre un circuit

permettant a la banque de tissus de justifier de la quantité, de la date et du lieu de l'incinération par un procédé agréé ;

- déchets ménagers : les déchets ne nécessitant pas de précaution particuliére sont regroupés dans des sacs plastiques
ou conteneurs hermétiquement fermés et évacués avec les ordures ménageres.

La destruction d'un tissu doit faire I'objet d'un procés-verbal de destruction.
10. Cession, transport, évaluation
10.1. Distribution, cession

10.1.1. Les tissus validés par la banque ou provenant d'une autre banque, qu'elle siége sur le territoire national ou au
dehors, peuvent étre distribués selon deux modalités distinctes :

- la délivrance a un praticien au vu d'une prescription médicale nominative ;
- la délivrance a des dépédts situés dans des établissements de santé utilisateurs.

Les tissus validés peuvent également étre cédés par une banque de tissus a une autre banque de tissus, en vue de leur
distribution par cette seconde banque selon les modalités prévues ci-dessus.

Les tissus peuvent également étre cédés, dans le respect des regles éthiques et sanitaires en vigueur, a des fabricants
de dispositifs médicaux, lorsqu'ils sont destinés a étre associés a des dispositifs médicaux ou a des fabricants de
produits pharmaceutiques lorsque les tissus ou leurs dérivés sont destinés a la préparation d'une spécialité
pharmaceutique ou d'un médicament fabriqué industriellement régis par la section 2 du chapitre 1l du livre V du code de

la santé publique. Ces cessions font |'objet de procédures écrites.

10.1.2. Dans tous les cas, avant de délivrer un tissu, I'identité du tissu, les criteres de validation, I'intégrité de I'emballage
et de l'étiquetage sont vérifiés.

La banque doit transmettre au destinataire toutes les informations a sa disposition sur le donneur, les conditions du
prélévement, le bilan biologique pratiqué sur le donneur et les conditions de conservation et de stérilisation éventuelle du
tissu permettant de s'assurer de son innocuité.
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Les caractéristiques du tissu sont également précisées, afin de pouvoir faire un choix adapté au receveur et a
l'intervention prévue. L'anonymat du donneur doit étre respecté. Les conditions d'utilisation particulieres éventuelles
doivent étre précisées (décongélation, réhydratation par exemple).

Le médecin qui réalise la greffe a la possibilité d'accepter ou de refuser le tissu.
10.2. Transport
10.2.1. Regles générales

Le transport des tissus a usage thérapeutique obéit aux réglementations générales régissant les transports et s'effectue
selon des circuits clairement définis correspondant aux caractéristiques de chaque produit.

10.2.1.1. Conditions de transport

Le choix du mode de transport se fait selon des criteres de sécurité et de respect des conditions de conservation
correspondant aux caractéristiques de chaque tissu ; la tracabilité et la transmission des informations concernant le tissu
sont assurées. Le transport des tissus s'établit selon des circuits validés, en assurant l'information entre les différents
intervenants quant a la nature du tissu et aux conditions de transport. La sécurité des personnes intervenantes est
assurée.

La durée de transport est adaptée au tissu et a ses caractéristiques afin d'en garantir la qualité. L'heure d'arrivée et les
conditions de réception (notamment de température lorsqu'elle doit étre maintenue a des valeurs spécifiques) sont
transmises a la banque par le destinataire du tissu.

10.2.1.2. Emballage
L'emballage est obligatoire ; il comprend :

- le conditionnement primaire : le contenant du tissu, boite, poche ou tube, est hermétique, quels que soient le mode de
transport, sa durée et sa distance. Il garantit l'intégrité et assure le respect des conditions de conservation du tissu.
Lorsque les récipients sont des poches, les tubulures sont scellées afin de garantir I'absence de contamination
bactérienne. Lorsque le transport est assuré en milieu liquide, les conditions de remplissage des conditionnements
doivent étre précisées et des précautions spécifiques prises pour assurer la sécurité du remplissage et de I'étanchéité du
conditionnement ;

- le conditionnement extérieur : la protection intermédiaire est propre, imperméable, éventuellement multiple, elle assure
la séparation entre la boite de transport et le contenant du tissu, le mettant ainsi a I'abri des chocs. Le volume laissé libre
par le tissu et la protection intermédiaire est comblé afin d'éviter le déplacement du tissu a l'intérieur du récipient de
transport ;

- le récipient de transport est adapté aux conditions de conservation, en particulier de température, et assure I'étanchéité
et la protection du tissu contre les chocs et les risques d'écrasement. La taille du récipient de transport doit étre adaptée
au volume du tissu a transporter et conforme aux spécifications de mensurations éventuelles du transporteur.

Lorsque la température doit étre maintenue a un certain seuil pendant le transport, son contrdle fait I'objet, au préalable,
d'une validation et tient compte des possibles variations climatiques.

10.2.1.3. Etiquetage

Le tissu est étiqueté de fagcon conforme aux spécifications données et comporte l'identification des tissus d'origine
humaine.

10.2.2. Transport de tissus entre deux sites
10.2.2.1. Organisation du circuit

L'ensemble du circuit est validé. Cette validation inclut le choix du transporteur, linformation des personnes
intervenantes, I'étiqguetage du tissu et de son emballage.

10.2.2.2. Mode de transport

Les conditions de transport sont définies par un cahier des charges auquel le transporteur est soumis par contrat ou par
une procédure si le transporteur fait partie de I'effectif de I'organisme conservateur ou de I'établissement de santé.

10.2.2.3. Récipient de transport
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Le récipient de transport comporte la mention : « tissu d'origine humaine a usage thérapeutique », ainsi que la
température de transport et le nombre d'unités transportées. Il comporte les noms, les adresses et les numéros de
téléphone du site expéditeur et du site destinataire.

10.2.2.4. Fiche de transport

Une fiche de transport est jointe au récipient de transport. Elle a pour but d'assurer le suivi entre les deux sites et de
garantir la tracabilité du tissu.

Elle identifie les personnes intervenant au départ et a l'arrivée. Elle comporte l'identité du transporteur.

Elle mentionne les horaires de prise en charge et de décharge du tissu, les différentes étapes du transport, ainsi que tout
retard ou incident intervenant pendant le transport.

A l'arrivée au site receveur, l'intégrité du matériel de transport est vérifiée, ainsi que le respect des conditions de
transport, en particulier de température lorsqu'elle doit étre contrdlée.

Les personnes intervenant dans le transport remettent en main propre le tissu emballé a une personne désignée sur la
fiche d'envoi et qui est chargée d'assurer la fin de I'acheminement dans de bonnes conditions ou de réceptionner le tissu
pour I'étape ultérieure (traitement, stockage, greffe).

10.2.2.5. Maintien de la température

10.2.2.5.1. Tissus non congelés :

La température durant le transport est maintenue a la valeur indiquée par I'établissement fournisseur. Si I'on utilise des
éléments réfrigérants, ils sont impérativement isolés d'un contact direct avec le contenant du tissu.

10.2.2.5.2. Tissus congelés :

Les tissus congelés sont transportés dans un récipient adapté permettant une autonomie suffisante afin de garantir le
maintien de la température du tissu au cas ou le transport aurait une durée deux fois supérieure a celle estimée au
départ.

Les tissus devant étre transportés a des températures inférieures a - 80 oC sont conditionnés en utilisant un appareil
spécialisé de transport en azote liquide dans lequel I'azote n'est pas a I'état libre et assure le maintien de la température
et la sécurité du transport.

Les tissus transportés a des températures supérieures ou égales a - 80 oC sont conditionnés dans de la glace
carbonique. Celle-ci est séparée du contenant du tissu par une enveloppe protectrice qui a pour but d'éviter les chocs
entre les fragments de carboglace et le tissu. La glace carbonique est en quantité suffisante pour assurer l'autonomie
souhaitée.

10.2.3. Transport de tissus a l'intérieur d'un méme établissement

Les conditions de transport des tissus congelés ou non congelés assurent l'intégrité, la sécurité, la non-contamination
bactériologique et doivent faire I'objet de procédures écrites reprenant les régles précédemment énoncées.

10.3. Rappel de tissus impropres a l'implantation
Une procédure doit fixer les modalités de rappel de tissus en cas de nécessité.
10.4. Suivi des receveurs
Aprés implantation des tissus, des documents doivent permettre le retour d'informations vers la banque de tissus
concernant en particulier la destination des tissus (site d'implantation et date, receveur, conditions d'utilisation),
I'existence d'éventuelles complications liées a leur usage et I'évaluation de leurs résultats.
IV. - DISPOSITIONS CONCERNANT LES DEPOTS DE TISSUS
1. Définition

Le dépdt, situé dans un établissement de santé, recoit des tissus validés, conditionnés et étiquetés, provenant d'une ou
de plusieurs banques de tissus, les conserve, puis les fournit a différents praticiens, sur prescriptions médicales
nominatives et pour une utilisation immédiate. Le dép6t doit en outre assurer le retour vers la banque d'origine des

informations concernant le devenir des tissus.

Les tissus ne peuvent pas étre cédés a d'autres dépots, d'autres établissements de santé ou d'autres organismes, mais
seulement étre directement distribués ou étre retournés a la banque d'origine.
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2. Généralités
Les dépots de tissus doivent respecter des procédures proposées par la banque concernant la réception, la
conservation, la mise a disposition et I'évaluation des tissus, afin d'en assurer la sécurité et la tracabilité depuis leur
réception jusqu'a leur distribution ou leur destruction.

3. Personnel

Les activités du dépbt de tissus sont sous la responsabilité d'un médecin ou d'un pharmacien nommément désigné et
ddment qualifié.

4. Locaux, équipement
Les locaux et matériel de stockage doivent répondre aux mémes normes, contréles et conditions d'entretien et de
maintenance que celles énoncées pour les banques de tissus et faire I'objet de fiches techniques, dossiers de
qualification et fiches d'entretien.
5. Conservation

La conservation des tissus doit étre en conformité avec les procédures établies par la banque qui a fourni le tissu.

6. Etiquetage
L'étiquetage des tissus ne doit pas étre modifié et en aucun cas les étiquettes préexistantes ne doivent étre enlevées.

7. Distribution
Les tissus ne peuvent étre fournis que sur la demande écrite d'un praticien pour utilisation immédiate.
Le transport doit étre assuré selon les procédures utilisées par la banque de tissus dont provient le tissu.

Tous documents accompagnant les tissus et destinés au praticien utilisateur des tissus doivent lui étre fournis.

Les tissus ne peuvent pas étre cédés a d'autres dépbts, a d'autres établissements de santé ni a d'autres organismes,
mais seulement étre directement distribués ou étre retournés a la banque d'origine.

8. Destruction des tissus

Les tissus qui seraient devenus impropres a la distribution doivent étre retournés a la banque d'origine qui procéde a leur
destruction.

9. Documentation

Le dép6ot de tissus doit maintenir a jour une documentation concernant la réception, la conservation et la distribution des
tissus afin d'en assurer la tragabilité. Ces documents sont archivés selon les mémes procédures que celles utilisées par
les banques de tissus.

Lors de la distribution des tissus, la documentation du dép6t doit enregistrer le nom et I'adresse de la banque de tissus
d'origine, la nature et l'identification des tissus concernés, le nom de I'hdpital, du médecin et du patient auxquels le tissu
est destiné, la date d'envoi. Ces informations doivent étre également transmises a la banque d'origine du tissu.

Tout incident ou accident lié a I'utilisation du tissu est notifié a la banque de tissus d'origine. Le dépodt de tissus doit
posséder une documentation écrite décrivant la procédure utilisée en cas de nécessité de retrait d'un tissu.
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Annexe 4 : Tableau des propriétés physico-chimiques

détaillées de

I'azote
Propriétés physico-chimiques détaillées de I'azote (HAEFER, 1981)
Poids moléculaire M kg/kmol 28,013
Paint d’ébullition normal (1,01285 bar) Tb K 77,348
Point critique
Température Tc K 125,98
Pression pc bar 33,93
RTcrc/Mpc ZC - 3,426
Th/Tc - - 0,62
Point triple
Température Tt K 63,148
Pression pt mbar 126,1
Densité
Gaz, 273K, 1bar oN kg/m® 1,2342
Point critique pc kg/m® 311
Vapeur au Tb p" kg/m® 4,59
Liquide au Tb o' kg/m® 804,2
Solide & Tt pt kg/m® 946
Au point zéro T=0, p=0 p0 kg/m® 1137
Vol.Gaz & 273K, 1bar p'/pN m°/m° 652
A partir d'1m3 liquide
Chaleur latente
Evaporation au Tb le kJ/kg 199,1
Fusion a Tt Im kJ/kg 25,73
Evapor.-Entropie Mle/Ts kJ/kmolK 72
Capacité de chaleur spécifique
Gaz, 273K, 1bar cp kJ/kgK 1,042
Vapeur au Th cp kJ/kgK 1,039
Liguide au Th cp kJ/kgK 2,03
Solide a Tt cp kJ/kgK 1,691
68
Debye-Température ©D K (T<20K)
cp/cv, 1bar, 300K K - 1,401
Enthalpie de vapeur h300-hTh | kJ/kg 233,8
Energie minimale de liquéfaction elL kJ/kg 766
Constante diélectrique
Gaz, 273K, 1bar e-1 10-avr 5,87
Vapeur au Tb e-1 10-mars 2,08
Liquide au Th € - 1,4318
Solide & Tt € - 1,514
Tension de surface au Th o 10-3J/m” 8,8
Viscosité
Gaz, 273K, 1bar n 10-7kg/ms 166,3
Gaz a Tc, lbar n 10-7kg/ms 86,2
Vapeur au Th n 10-7kg/ms 55
Liquide au Th n 10-7kg/ms 1650
Conductivité de la chaleur
Gaz, 273K, lbar A 10-3W/mK 24
Gaz & Tc, lbar A 10-3W/mK 12,6
Vapeur au Th A 10-3W/mK 7,5
Liquide au Th A 10-3W/mK 139,8
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Annexe 5: Calcul de la réduction du taux d’oxygene par une fuite
d’azote dans un local ventilé

Dans des laboratoires travaillant avec de I'azote liquide une partie de I'azote liquide est évaporée
dans les conteneurs de stockage et au cours des opérations avec le liquide. Ceci engendre un
débit de gaz qui se mélange avec l'air du laboratoire s'il n’est pas aspiré et extrait a la source.
L’azote apporté entraine une baisse du taux d’oxygeéne de I'air local.

Cette annexe démontre I'équation permettant de calculer la teneur en oxygéne d'un local en
fonction d’'un débit de fuite d'azote connu, du volume du local et de son taux de renouvellement
d’air.

Variables :
Vs = Volume du local

N = nombre de renouvellements d’air du local

L = débit de fuite de gaz

La concentration de I'oxygéne dans le local au moment t est de

0,

VI ocal

(1) Co, (1) =

Le débit de gaz extrait du local E est

2) E=—=nlV_,

Dans un petit laps de temps dt le volume dE est extrait et remplacé par un volume égal, composé
de volumes de gaz de fuite dL et d’air dA.

dA iy dE
v =)

dL—r

3) dE = dL + dA

© Mars 2008 Version finale page 136 / 144




La concentration d’oxygéne dans le gaz extrait est identique a la concentration Co, (t)dans le

volume du local. La concentration d’oxygeéne dans le volume du gaz de fuite dL est zéro et la
concentration dans le volume d’air aspiré dA est de 0.21 .

Le volume d’oxygéne V02 apres le laps de temps dt est donc
4) Vo, (t+dt) = Vo, ) - Co, (t) OdE + 02100dA

Avec les équations (2) et (3) on obtient

=V, (t+dt) = Vg (1) = = o (t) ONV,oy dt + 0210(V, ., lt - % dt)

Par substitution avec I'équation (1) il suit

Viea (C(t +df) — c(1))

i =-nV,,dt
Co. (1) — 021(1-
o, (1) — 021( nVlm)
- 1 [ dc(t) = — ndt
Co (t)—0211-——
o, () — 02X n\Am)
et apres integration
c(t)
= In|c(t) - 021(1- )| =-ntf,
local 021

= In[c(t) - OZl(l—ﬁ)} - In[OZlV—L} =-nt+0

local local
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o) - 0210- © )

o _ local :e—nt
021 L
n\/Iocal

= c(t) = 0211~ L ) + 021 L om
local n local
L

(5) = c(t)=0.21(1- (1-e™))

local

Pour un calcul simplifié du taux en pourcent avec les unités ci-dessous I'équation devient

) 4092 |/L' —o_
Q%:ZJ_(]_— - Vlocalmm- 1l-e © ))
imi
h m

t - en minutes

3
\/Iocal -enm

L - en l/min. (de liquide)

N- nombre de renouvellements d’air par heure

A I'équilibre, I'équation (5) devient

L

local

6) c(t)=0.21(1-

)

On peut considérer que la situation d'équilibre théorique est atteinte aprés un temps correspondant
a 4 ou 5 périodes :

40u5{in(2)/n))

soit respectivement 93,75% ou 96,83% de la concentration d’équilibre (équillibre quasi atteint).
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Annexe 6 : Débits d’évaporation d’azote liquide au cours de la mise en
froid d’'un conteneur de 660L - Résultats de mesures DMC utilisés

A partir des mesures en temps réel du poids du conteneur et de I'estimation du débit d’alimentation
en azote liquide (données DMC), le débit d’évaporation est calculé :

|_LN2 = (AlimentatonLN2- APoidsConteeur)/ (DensitéLN\)

Temps de |Poids du |APoids du Débit d’évaporation
remplissage |conteneur |conteneur |Alimentation en azote liquide du (de fuite) d'azote
(min) (Kg) (Kg) conteneur (supposée constante) liquide L n2 (L/min)

0 340 0 0

1 342 +2 18,1

2 347 +5 11,9

3 357 +10 57

14,6 Kg/min
4 368 +11 4,5
5 380,5 +12,5 2,6
(soit 18,1 L/min,
6 392,5 +12 o 3,2
densité y, = 0.8086)

7 406 +13,5 1,4

8 419,5 +13,5 1,4

9 433,5 +14 0,7

10 447,5 +14 0,7
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Annexe 7 : Relation entre capacité de stockage d'un laboratoire et
consommation annuelle d'azote liquide

Données sur la capacité de stockage issues de I'enquéte de I'Agence de la Biomédecine (Agence
de la Biomédecine, 2006) et données sur la consommation annuelle, issues d’'une enquéte menée
par le groupe de travail en 2007.

Répartition capacité de stockage / consommation ann uelle de LN2

40000 &

36000 - o

32000

en litres

Tendance
y =19,445x + 33,633
28000

24000 A

20000

16000 -

12000 -

8000

Consommation annuelle LN2 (labo entier,pour 2006),

4000 L <
. 3
@ L 2
L 2
0- L ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Capacité totale des cuves LN2 (labo entier), en lit  res

................... Y=25,1X + 5735
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Annexe 8 : Tableau de correspondances des normes ap

éguipements cryogéniques

plicables aux

Europe International France

EN 1251 CV - Transportable vacuum insulated

vessels of not more than 1000 litres volume

Part 1 ISO/CD 21029-1 | NF E86-501-1
Part 2 ISO/CD 21029-1 | NF E86-501-2
Part 3 ISO/CD 21029-1 | NF E86-501-3
EN 1252 CV Materials

Part 1 ISO/DIS 21028-1 | NF E86-506-1
Part 2 ISO/DIS 21028-2 | NF E86-506-2
EN 1626:1999 CV - Valves for cryogenic service ISO/WD 21011 NF E86-507
EN 1797:2002 CV Gas/material compatibility ISO/DIS 21010 NF E86-505
EN 12213:1998 CV Methods for performance | ISO/AWI 21014 NF E86-508
evaluation of thermal insulation

EN _12300:1999 CV - Cleanliness for cryogenic | ISO/WD 23208 NF E86-509
service

EN 12434:2000 CV - Cryogenic flexible hoses ISO/WD 21012 NF E86-511
prEN12456:1996 CV - Pressure protection devices | - -

for vacuum insulated cryogenic vessels outer

jackets

EN 13275:2000 CV - Pumps for cryogenic service ISO/WD 24490 NF E86-514
EN _13371:2002 CV - Couplings for cryogenic | - NF E86-515
service

EN13458 CV - Static vacuum insulated vessels

Part 1 ISO/WD 21009-1 | NF E86-503-1
Part 2 ISO/WD 21009-1 | NF E86-503-
Part 3 ISO/DIS 21009-2 | NF E86-503-3

EN 13530 CV -
insulated vessels

Large transportable vacuum

Part 1 ISO/CD 20421-1 | -
Part 2 ISO/CD 20421-1 | -
Part 3 ISO/DIS 20421-2 | -
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Europe

International

France

EN 13648 CV - Safety devices for protection against
excessive pressure

Part 1
Part 2
Part 3

ISO/WD 21013-1 | NF E86-512-1
ISO/WD 21013-2 | NF E86-512-2
ISO/WD 21013-3 | NF E86-512-3

prEN 14197 CV - Static non-vacuum insulated
vessels

Part 1
Part 2
Part 3

prEN 14398:2002 CV - Large transportable non-
vacuum insulated vessels

Part 1
Part 2
Part 3

ISOTC 220/WG
2 N 104. DIN.
(2001).
Cryogenic
vessels,
tranportable
vaccuum
insulated
vessels of not
more than 1000
litres  volume.
Part 2
Operational
requirements
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Annexe 9 : Liste thématique pour l'audition de fab  ricants/fournisseurs
d’équipements cryogéniques et distributeurs gaziers

— Les équipements cryogéniques utilisés dans le cadre des activités d’AMP :

- les spécifications techniques et les caractéristiques technologiques des équipements cryogéniques utilisés pour le
transport et le stockage d'azote liquide

- les normes de fabrication des équipements cryogéniques (réservoirs, ...)

- les contr6les qualité lors de la fabrication des équipements cryogéniques

- les données d’évaporation naturelle de I'azote liquide dans les réservoirs, théoriques et réelles (mode stockage — mode
utilisation)

- les expériences liées a la condensation de I'oxygene

- la fin de vie des équipements cryogéniques

- les modes de dégradations des équipements cryogéniques

- le lien entre durée de garantie des équipements cryogéniques et leur durée de vie

- la fiabilité des équipements cryogéniques et des soudures en particulier

- les modalités d'installation du matériel neuf

- la maintenance : modalités de mise en place — fréquence — paramétres a évaluer

— Les criteres a identifier par les utilisateurs symptdmes d'une défaillance du matériel :
modalités - fréquence

— Les dispositifs de sécurité associés a ces équipements et les mesures de sécurité
préconisées :
- les dispositifs de sécurité associés aux équipements cryogéniques et les mesures de sécurité préconisées pour les
professionnels
- les recommandations et consignes de sécurité spécifigues aux équipements cryogéniques et a l'utilisation des
dispositifs de sécurité
- les normes en matiére d’alarme
- les évolutions technologiques récentes et en cours des dispositifs de sécurité
- la mise a niveau des sécurités constructeur et celles a réaliser par les sites utilisateurs
- les possibilités d’adaptation des réservoirs existants
- les programmes de formation pour I'utilisation des réservoirs a azote liquide
- les recommandations de maintenance des équipements cryogéniques et particulierement des réservoirs (dont la
maintenance périodique)
- les procédures a appliquer pour vider un réservoir et I'envoyer en réparation
- les procédures de désinfection d’un réservoir avant envoi ou nouvelle utilisation
- les reégles a appliquer pour le réétalonnage des oxygénometres (norme)

— Les accidents liés a I'azote liquide et/ou aux équipements cryogéniques utilisant de I'azote
liquide :
- la nature des accidents liés a I'azote liquide et leur résolution
- la nature des accidents liés aux équipements cryogéniques utilisant de I'azote liquide et leur résolution

- Le marché francais des équipements cryogéniques utilisés dans les laboratoires d'AMP

— Les utilisations et utilisateurs d’azote liquide :

- les diverses utilisations de I'azote liquide
- les activités des utilisateurs de réservoirs a azote liquide
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Notes
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