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Meilleur Contrôle environnemental

• Décontamination des biberons

• Renforcement chaine du froid

• Surveillance environnementale  hors et en 
activité

Qualification bactériologique du lait

• Quelle méthode ?

• Balance bénéfice risque



Evaluation du risque de passage de l’Oxy’floor dans le lait

Ralentissement de la production : 
Chronophage

Pour rappel pas d’impact sur taux 
contamination environnement  du lait mais 

exigée par siège OEH APHP

Décontamination 
oxyfloor

Temps contact 
15min 

Rinçage chiffonnette
humide

Audit OEH habillage 

hygiène des mains 

traitement du lait

Audit équipe ménage

Biberons  sans valve 

d’inviolabilité de Lait de 

femme cru décongelé 

Biberon nettoyé oxyfloor temps contacte 15min Témoin nettoyage  à 

l’eau

rinçage sans rinçage

Dosage benzalkonium 0 0 0

Suppression de l’étape de rinçage : réduction du 

temps et de la complexité du procédé







Dernières résultats en / hors activité • Bio nettoyage  et nettoyage 

• surface et sol  selon zoning quotidien avec ajout d’une 
détergence « pure » hebdomadaire avant l’application d’un 
détergent-désinfectant sporicide

• plafond et mur mensuel

• Retour surveillance environnemental à 1 rythme de 
routine:  24 points systématiques  (dont 6 en activité + 4 
aléatoires + air)= total 81 pts

– Toujours aucun Bacillus cereus hors activité

– 1 pt avec Bacillus cereus en activité sous paillasse de mise 
en lot

– 2 pts non conformes / Bacillus altudinis hors activité mur et 
sol au niveau du  bureau et de zone d’air pulsé de table 
réfrigérée

� Remplacement bureau par paillasse inox mobile pour ordinateur

� Suppression table réfrigérée remplacée par paillasses inox avec 
plaques eutectiques sur toute la chaine

– Maintien température lait <+4°C

– Facilité nettoyage

– Prévention pulvérisation spores sur murs
• Rappel: Prélèvements microbiologiques de surfaces : nécessité d’utiliser des milieux de 

culture contenant un inhibiteur des produits DD (neutralisants ((lécithine, 
Lhistidine,Thiosulfate) pour produits de type oxydants et halogénées) utilisés pour le 
bionettoyage des locaux http://www.biomerieux.ca/serviet/srt/bio/canada/dynPage?

Prélèvements de surfaces
Prélèvements de surface réalisés à l'aide de géloses COUNTACT  TSA (ou 
d'écouvillon humide déchargé sur une gélose TSA pour les surfaces non planes) 
pour la recherche de flore bactérienne - Incubation 3 jours à 37°C. 

PRELEVEMENTS DE SURFACES SYSTEMATIQUES

Pièce
Surfaces 
prélevées

Micro-
organismes 
totaux

UFC/25cm²

Dont micro-
organismes 

potentielleme
nt 

pathogènes                      
UFC/25 cm2

Interprétat
ions

Zone de 
traitemen
t du lait

6 -Clavier 
d'ordinateur (à 
l'écouvillon)

<1 <1 Conforme

8 -Mur (près du 
bureau) 4 <1

Conforme
(2 Bacillus 

altitudinis   2 
Bacillus 

licheniformis)

10 -Plafond au 
dessus paillasse 
perpendiculaire

8 <1

Acceptable       
(4 Bacillus 

subtilis     4 
Bacillus 

altitudinis)

Décongéla
tion

15 -Mur (près du 
bac de 
décongélation)

<1 <1 Conforme

17 -Plafond (au 
dessus du bac de 
décongélation)

1 <1 Conforme         
(1 Bacillus sp)

PRELEVEMENTS DE SURFACES ALEATOIRES

Pièce
Surfaces 
prélevées

Micro-
organismes 
totaux

UFC/25cm²

Dont micro-
organismes 

potentielleme
nt 

pathogènes                      
UFC/25 cm2

Interprétat
ions

Décongéla
tion

28 -Plafond au 
dessous de 
l'armoire 
traversante

<1 <1 Conforme

Pièce

Micro-organismes 

totaux

UFC/25cm²

Dont micro-

organismes 

potentiellement 

pathogènes                      

UFC/25 cm2

Interprétations

<1 <1 Conforme

<1 <1 Conforme

<1 <1 Conforme

3                                          
(dont 1 Bacillus  groupe 

Cereus )
<1 Conforme

<1 <1 Conforme

<1 <1 Conforme

Prélèvements de surfaces

Prélèvements de surface réalisés à l'aide de géloses COUNTACT  TSA (ou d'écouvillon humide déchargé sur une gélose TSA pour les surfaces non planes) pour 

la recherche de flore bactérienne - Incubation 3 jours à 37°C. 

2 -Paillasse de conditionnement des 

biberons (=paillasse parallèle aux fenêtre)

3 -Paroi intérieure Table réfrigérante

1 -Paillasse de préparation des lots 

(=paillasse perpendiculaire aux fenêtres)

4 -Sol sous paillasse perpendiculaire

5 -Intérieur du bac de décongélation

Surfaces prélevées

Zone de 

traitement du 

lait

6 -Intérieur de l'armoire traversante 

réfrigérée n°8 et n°9, compartiment du 

bas

Décongélation



Lait P91 reçu par EWE provenance de Necker

Lait P49 reçu par AUG provenance du CHIC 
Septembre 2016

Négatifs par la méthode de référence

Méthode de référence Méthode renforcée

Positifs (Bacillus cereus) après pré-incubation

8 mL de lait pré-incubé à 37°C au moins 18h: 

favorise la rentrée en cycle végétatif des spores 

possiblement présentes dans le lait 

NF EN ISO 7982 

Comparaison de 2 méthodes

du 5 septembre 2016 au 13 juin 2017: n= 1715



�Tube de prélèvement bactériologique 

Objectifs Méthode 

référence

Méthode  

renforcée

Ajustement de méthode renforcée pour pouvoir 

mettre tube bactério dans biberons de 240ml

n=1715
N°1 (n=48) N°2 (n=15) N° 3 (n=122)

Volume  prélevé 2ml 8ml 8ml 4ml 2ml

Tube utilisé 15ml 240ml 15ml

Avoir des conditions 

favorables de 

culture du Bacillus

cereus (rapport 

lait/air) : éviter les 

faux négatifs

Pas de pré-incubation

Pré-incubation

18h étuve débout 18h étuve débout 18h étuve incliné agitation 2h

81 non-conformes(4,7%) 117 non conformes (6,8%)

2 faux négatifs 1 faux négatif 5 faux négatifs

Moins sensible                                                                 

pour Bc (5,5% discordance)

� ☺ � � �

Confirme que méthode renforcée plus sensible / Bc mais rapport lait/air doit être préservé ���� aucun 

tube adapté pouvant être mis dans biberon de 240ml ���� échantillon prélevé dans biberon 240ml

Bacillus cereus 41,9%

Autres Bacillus 6,2%

Autres (SE  SW 

Enterococcus

S.. 

thermophilus)

51,8%

Bacillus cereus 84,4%

Autres Bacillus 5,9%

Autres (SE  SW 

Enterococcus

S.. thermophilus)

8,5%



�validation du tube du prélèvement bactériologique 

Objectifs Méthode 

référence

Méthode  

renforcée

Ajustement de méthode 

renforcée

n°4 (n=104)

Volume  de prélevé 

pour l’analyse

bactériologique 

2ml 8ml 20ml

Tube de 

prélèvement
15ml 240ml 240ml

Avoir des conditions 

favorables de 

culture du Bacillus

cereus (rapport 

lait/air) : éviter les 

faux négatifs

Pas de pré-incubation Pré-incubation

18h étuve débout

4 non conformités (3,8%) 8 non conformités (7,6%)

� ☺ ☺

Bacillus cereus 25%

Autres Bacillus 0%

Autres (SE  SW 

Enterococcus

S.. thermophilus)

75%

Bacillus cereus 100%

Autres Bacillus 0%

Autres (SE  SW 

Enterococcus

S.. thermophilus)

0%

validation

Autres (SE  SW Enterococus  

S. thermophilus)



• Conditions de pasteurisation de l’échantillon prélevé

Méthode de 
référence

2ml de lait dans 
Tube bouchon à 
vice (15ml) dans 

biberon de 240ml 
rempli avec 200ml 
d’eau  (3 tubes / 

biberons)

Méthode 
renforcée 

intermédiaire

8ml de lait dans 
biberons de 240ml 

(1 biberon / lot)

Température dans 
échantillon et 

durée de plateau 
>> pasteurisation 

Holder

Méthode 
renforcée validé

20ml de lait dans 
biberon de 240ml

Température et 
durée de plateau 

conforme



• Sur les différents critères du guide de bonnes pratiques

– Volume échantillon ensemencé 20ml (donc >>>>0,5ml)

– Cycle de pasteurisation de l’échantillon bactério
conforme

– Lait non dilué ensemencé sur gélose au sang

– Pré-Incubation 37°C 18h+ incubation au moins 18h                                                   en 
aérobiose sans CO2



nombre de 

discordance 

(ref/bib) 

Germes retrouvés

nombre de 

discordance 

(bib/ref) 

Germes retrouvés

nombre de 

concordance 

(bib/ref) 

Germes retrouvés

10 Streptococcus thermophilus 81 Bacillus cereus 33 Bacillus cereus

7 Staphylococcus pasteuri 2 Bacillus altitudinis 2 Enterococcus durans

5 Bacillus cereus 2 Enterococcus faecalis 1 Bacillus pumilus

5 Staphylococcus epidermidis 2 Enterococcus faecium 1 Enterococcus faecalis

3 Bacillus subtilis 1 Propionibacterium avidum 37

3 Lysinibacillus boronitolerans 1 Bacillus pumilus

3 Staphylococcus warneri 1 Paenibacillus sp

2 Enterococcus durans 1 Pseudomonas aeruginosa

2 Streptococcus pasteurianus 1 Streptococcus gordonii

1 Bacillus altitudinis 1 Streptococcus salivarius

1 Bacillus amyloliquefaciens 93

1 Bacillus firmus

1 Bacillus pumilus

1 Bacillus simplex

1 Bifidobacterium dentium n = 1379 lots

1 Corynebacterium aurimucosum

1 Enterococcus faecalis

1 Enterococcus faecium

1 Moraxella osloensis

1 Paenibacillus sp

1 Stenotrophomas maltophilia

52

Donc
Pathogènes sont bien détruits  (E. coli, SA, StreptoB) par 

pasteurisation non retrouvés par deux méthodes 

ou isolés en nombre réduit par deux méthodes (Lucas 79)

= 2,7% non-conformités concordantes pour les 2 méthodes

Et

Taux de non-conformités avec discordance

Méthode Décret : 3,7%: 9,6% à B. cereus

Avec pré-incubation : 6,7%: 87% à B. cereus

V6



Diapositive 12

V6 destruction pasteurisation
cas dan sla littérature d'infection connu 
Virginie; 16/06/2017



• Germes isolés en méthode référence 
(Staphylococcus warneri, S. epidermidis, Enterococcus faecalis, E. durans, 

Streptococcus thermophilus, Bacillus subtilis, B. altudinis…)

– Non pathogènes

• détruit par pasteurisation donc si retrouvé en post avec cycle de pasteurisation 

validé   ~souillure

• Ou thermophiles (tps optimale > 45°)

– Conditions in vivo défavorables à leur développement



• Méthode renforcée 
– Moins de germes non pathogènes

• lait durant phase d’incubation à 37°C= milieu défavorable à leur développement

– Isole germes pouvant occasionner                                                                               

EI indirecte chez prématuré

– Sensibilise / Bacillus cereus

• Mésophile tps optimal de croissance 5-20°C, de en cycle végétatif 30-37°C

• pathogène pour les plus immatures

• pour lequel les lactariums doivent montrer «pattes blanches »

• Spores résistent à la pasteurisation 

Et graisse du lait  a un 

effet protecteur



• Transfert de lait cru de Mulhouse
– Donneuses connues  comme habituellement  bactériologiquement conformes

– 15,8Litres / 150litres non conformes en raison de la présence de Bacillus

• Demandes de résultats bactériologique vis-à-vis de cas rapportés d’infections 
à Bacillus cereus (Bc) en néonatalogie:
– Bébé septicémie Pontoise finalement Bacillus subtilis : couveuse (+)

– Necker 

• septicémie à Bc: couveuse (+)

• une hémoculture (+) à Bc, enfant asymptomatique n’ayant jamais reçu de LL

Lots tous conformes en méthode renforcée mais aussi par méthode référence pour ces cas

Validation de l’outils MO / lactovigilance mais nécessité de comptabiliser la présence de Bacillus
dans lots (indicateur pour les lactariums)

28lots conformes non conformes

Méthode référence 26 2 (+)Bacillus cereus (5,3%)

Méthode renforcée 24 4(+)Bacillus cereus (10,5%) 39 biberons de 

été distribués

39 biberons de 

200ml qui auraient 

été distribués



Liste des lots reçus par l’enfant 
infecté déclaré par l’établissement

Recherche dans MO des 
contrôles qualité des lots

Traçabilité enceintes réfrigérées et cycles de 

pasteurisation est toujours écrite par d’interface MO 

Traçabilité des lots utilisés par les établissement est 

toujours écrite et/ou logiciel excel pas d’interface MO 



• Maintien uniquement de la méthode renforcée en post 
pasteurisation
– Point de vue du biologiste 

• Validée

• Par de surcoût 

– Point de vue du technicien
• Pas d’accroissement significatif de durée du rendu des résultats

• facilité de
– la mise en incubation étuve à 37°C  tel quel à réception pas besoin d’ensemencement 

immédiat après 15h

– de l’isolement

– Point de vue de l’équipe de pasteurisation : 1 alvéole prélèvement 
bactério/panier de pasteurisation/lot

– Point de vue du médecin responsable du lactarium 
• Pas de recrudescence au total des pertes bactériologiques: lactarium régional 

IDF depuis janvier 4,7% pré et 6,8% post avec méthode renforcée

• Rejets pour de meilleurs raisons : 
– 71%  des lots positifs avec Bacillus cereus avec méthode renforcée sont négatifs avec 

méthode référence

– 90% des germes isolés par méthode de référence non pathogènes et/ou détruits par 
pasteurisation donc correspondent à une contamination  de l’échantillon et non du lot 
~faux positifs


