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INTRODUCTION

Les nouveau-nés, en particulier les prématurés, immunodéprimés ou de faible poids de
naissance, constituent une population particulierement fragile. Les contaminations microbiennes,
a moindre conséquence pour les autres nourrissons, sont susceptibles de donner lieu a des
infections dont I'issue peut étre invalidante, voire mortelle.

Lorsque l'allaitement maternel n'est pas possible ou n'est pas réalisé, les nouveau-nés sont
alimentés avec des préparations a base de lait de vache ou de soja dont la composition répond a
des exigences réglementaires précises (directives 91/321/CEE, 96/4/EC, 199/50/EC et
1999/21/EC). Celles-ci se présentent sous forme liquide préte a I'emploi ou en poudre.

Les préparations liquides adaptées aux besoins des nouveau-nés prématurés n'étant pas
suffisamment disponibles, la poudre de lait est alors le plus souvent utilisée pour I'alimentation
de ces nouveau-nés, un complément en nutriments pouvant y étre apporté. Or si les présentations
liquides sont stériles, il n'en est pas de méme pour le lait en poudre pour lequel la destruction
thermique des microorganismes, dont Enterobacter sakazakii, n'est pas totale. Il est donc
essentiel de maitriser les conditions de température lors de la préparation et de la conservation
des laits reconstitués afin d'éviter la multiplication des germes. L'Agence Francaise de Sécurité
Sanitaire des Aliments (AFSSA) et les Centres de coordination de la Lutte contre les Infections
Nosocomiales (CLIN) ont d'ailleurs proposé des recommandations [1, 2] a I'intention des
professionnels de santé.

En rappel soulignons la nécessité de respecter ces bonnes pratiques professionnelles pour
maitriser le danger lié a Enterobacter sakazakii dans le lait reconstitué.

L'intoxication a E. sakazakii se traduit, principalement chez les nouveau-nés prématurés ou
fragilisés, par une méningite ou des sepsis (abces cérébral, entérocolite nécrosante,...) survenant
le plus souvent dans les 72 heures aprés I'ingestion du lait contaminé. Les complications, au long
cours, sont essentiellement neurologiques telles qu'hydrocéphalie, quadriplégie ou retard de
développement cérébral. Le dernier épisode (9 cas d'intoxications a E. sakazakii, survenu en
France en octobre-décembre 2004 parmi les nouveau-nés de 4 hépitaux) comportait 4 cas
d'infections séveres dont deux se conclurent par le déces [3, 4]. La prévalence de cette infection
est toutefois relativement basse parmi les nouveau-nés - environ 50 cas répertoriés sur ces 40
derniéres années [5] - mais le taux de mortalité reste élevé : 40 a 80% selon les auteurs [6, 7]. Si
la dose réponse n'est pas connue, il apparait toutefois que la fréquence de l'infection est chez les
prématurés 8,7 fois plus élevée que chez les nourrissons de moins d'un an [5].

Le propos de cette étude est de réaliser, sur le terrain, un suivi des températures des préparations
lactées conditionnées en biberons ou seringues, depuis leur préparation jusqu'a lI'alimentation du
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nouveau-né puis d'analyser les résultats par rapport aux recommandations et aux potentialites de
croissance/destruction calculées pour E. sakazakii. Aucun prélévement en vue d'analyse
microbiologique n'est effectué.

MATERIELS ET METHODES

La présente étude, conduite de mars a septembre 2005, concerne 25 unités de soins de
néonatalogie et associés (réanimation, soins intensifs) de 15 hdpitaux publics situés en Ile-de-
France (Paris, Yvelines, Hauts-de-Seine, Val-de-Marne, Val d'Oise).

La totalité de ces établissements de soins disposent d'un local spécifique, dit biberonnerie, dédié
a la reconstitution des préparations lactées, conformément aux exigences du décret N°98-899 du
code de la Santé publique [8].

Deux modes d'alimentation des nouveau-nés sont etudiés : d'une part par voie orale, la
préparation lactée réfrigérée, contenue dans un biberon, étant remise en température avant
distribution au nouveau-né ; d'autre part par nutrition entérale en continu, la préparation
préalablement réfrigérée, conditionnée dans une seringue, restant a température ambiante
pendant toute la periode d'alimentation.

La température du lait reconstitué est enregistrée a I'aide de capteur, de la taille et de la forme
d'une pile bouton (Proges Plus, Willems, France), disposé dans un contenant témoin (~ 30 cc),
depuis le début de sa préparation jusqu'a la fin de I'alimentation du nouveau-né.

Dans les établissements étudiés, les biberons et seringues sont préparés a l'avance, le matin, pour
couvrir les besoins sur, en général, une période de 24 heures, a raison de 8 repas par jour. Dans le
cadre de cette étude, deux périodes de mesure sont définies afin de prendre en compte les
situations d'une part les plus favorables et d'autre part les plus défavorables ; pour un méme lot
de fabrication, 4 profils de température (2 biberons, 2 seringues) sont ainsi établis.

Pour les biberons, la situation la plus favorable est représentée par le suivi du biberon distribué
lors du premier service des 24h ; la situation la plus défavorable par celui du dernier service des
24h.

Pour les seringues, la période de nutrition entérale en continu du nourrisson est dans la pratique
prédéfinie selon les besoins de I'enfant et est de ce fait trés variable. Pour I'expérimentation cette
période a été déterminée non pas d'apres les recommandations de I'AFSSA [1], qui autorisent un
temps maximal de 4 heures, mais en tenant compte des durées maximales observées (3 heures)
dans les établissements étudiés. Ainsi pour les seringues a nutrition entérale la situation la plus
favorable est représentée par une nutrition entérale de 1 heure distribuée lors du premier service
des 24h ; la plus défavorable par une nutrition entérale de 3 heures lors du dernier service des
24h.

Afin d'apprécier le risque sanitaire que peuvent présenter ces préparations lactées, les potentiels
de croissance/destruction de Enterobacter sakazakii sont calculés a partir des profils temps
température obtenus. Pour tout détail sur leur mode de calcul, le lecteur se reportera a l'article de
Rosset et al [9].
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Les possibilités de croissance/destruction pour E. sakazakii sont appréciees par les tempeératures
cardinales de croissance : Tmin (5,5°C [10]) température minimale au-dessous de laquelle la
croissance est quasi nulle, Toy (40°C [11]) température pour laquelle la croissance est optimale,
Tmax (46,8°C [11]) température au-dela de laquelle la croissance est redevenue quasi nulle. Ces
valeurs sont indépendantes de I'aliment.

Les possibilités de destruction pour E. sakazakii sont définies d'une part par le temps de
réduction décimale (valeur D) qui est le temps de chauffage nécessaire, a une température
donnée, pour obtenir la destruction de 90% de la population bactérienne considérée, et, d'autre
part, par la variation de température (valeur z) entrainant une variation de D d'un facteur 10.
Ainsi, pour E. sakazakii dans le lait en poudre, a une température de 52°C la valeur D (notée Ds;)
est de 54 minutes et la valeur z est de 5,6°C [12].

RESULTATS

Les profils temps-température (Figure 1) se décomposent en plusieurs périodes successives : (a)
préparation des biberons et seringues en biberonnerie avec stockage éventuel au froid ; (b)
transport des biberons et seringues aux unités de soins destinataires ; (c) stockage au froid ; (d)
réchauffage des biberons ; (e) alimentation du nouveau-né.

Figure 1 - Exemple de profils temps-température

Dans les 25 unités de soins de 15 hopitaux soumis a étude, 179 profils temps-température (86
biberons, 93 seringues) sont établis. L'analyse de I'évolution des températures est présentée en
Tableau I.

Tableau I : Profils temps température : Evolution des températures

En complément des informations données en Tableau I, quelques résultats complémentaires sont
a signaler :

Période de préparation en biberonnerie

Dans 11 hépitaux sur 15, les préparations lactées sont réalisées en unité centralisée, assurant la
production pour les besoins de plusieurs unités de soins. Dans 7 établissements sur 15, la
biberonnerie est climatisée.

Pour la plupart des profils (74,3%, 13 hopitaux), la phase de préparation et de conditionnement
des biberons ou seringues est inférieure ou égale a 15 minutes ; les biberons et les seringues sont
mis au froid au fur et a mesure, a I’exception de 2 biberonneries.

Lorsque la quantité de biberons et seringues a préparer est importante (nécessitant au total plus
de 3 heures de préparation ; 5 hdpitaux), une organisation est mise en place pour limiter
l'augmentation de la température des préparations lactées. Elle consiste a préparer a I'avance, en
début de service, une grande partie du lait reconstitué nécessaire et a le maintenir au froid dans
une cuve réfrigérée fermée, I'utilisant au fur et a mesure de la répartition en biberons et
seringues.

Dans tous les hépitaux soumis a étude, de I'eau embouteillée est utilisée pour la préparation des
solutions lactées.
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Pour 61,4% des profils (10 hdpitaux), la température initiale de la préparation lactée, biberon ou
seringue, est supérieure a 20°C et correspond a des préparations réalisées soit dans une
biberonnerie non climatisée, soit a partir d’eau non réfrigéerée.

Les quelques profils (2,2%, 2 hopitaux) pour lesquels la température initiale de la préparation
lactée est élevée (supérieure a 30°C) sont le résultat d'un chauffage modéré (=~ 40°C) de I’eau
réalisé en vue de faciliter la dissolution des ingrédients.

Pour aucun profil de biberon ou de seringue la température a cceur de 4°C n'est atteinte en moins
de 30 minutes apres la fin de préparation. Il est a noter qu'aucun établissement ne dispose de
matériel de refroidissement rapide.

Période de transport

Pour le transport des préparations lactées de la biberonnerie aux unités de soins, des équipements
divers sont utilisés : chariots a plateaux, chariots ou conteneurs isothermes avec ou sans plaque
eutectique, armoires frigorifiques sur roulettes.

De maniere générale, la période de transport est courte (< 10 minutes) et ainsi la remontée en
température est limitée (A < 2°C) quel que soit le moyen de transport utilisé.

Pour un hopital cette période est longue (60-70 minutes) du fait d'un transfert vers un autre
établissement ; la température augmente alors de 3,5°C malgré le recours a un chariot isotherme
refroidi par des plaques eutectiques.

Période de stockage au froid dans I'unité de soins

En fin de stockage au froid, un seul hopital présente, pour le premier et dernier services, des
préparations lactées a une température inférieure a 4°C.

Dans tous les autres établissements, celles-ci présentent, en fin de stockage au froid, une
température supérieure a +4°C pour 82,6% des profils lors du premier service et pour 78,4% des
profils lors du dernier service. Pour 50% des profils (13 hopitaux) du dernier service la
température de la préparation lactée est supérieure a 5,5°C, température minimale de croissance
de Enterobacter sakazakii.

Période de réchauffage des biberons

Dans 4 unités de soins, appartenant a des hopitaux différents, les personnels ont recours au
micro-ondes pour le réchauffage des biberons.

Dans 17 unités de soins sur 25, un bain-marie a eau est utilisé pour réchauffage, collectif ou
individuel, des biberons.

Les profils (36% des biberons, 10 hdpitaux) présentant une duree supérieure a 30 minutes de
réchauffage sont en général le résultat d'un recours a un bain-marie collectif (mise en chauffe
simultanée de tous les biberons) associé a une organisation qui ne permet pas de donner tous les
biberons en méme temps.

Pour 54,6% des biberons (12 hdpitaux), la température, en fin de réchauffage, est inférieure a
47°C, température maximale de croissance de E. sakazakii (Tmax = 46,8°C).
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Celle-ci est supérieure ou égale a 52°C pour 21% des biberons (9 hépitaux),. Parmi ces profils, il
est a noter le cas extréme d'un biberon qui atteint une température de 54°C, apres 67 minutes de
réchauffage, et reste a une température de 52°C pendant 27 minutes.

Période de distribution aux nouveau-nés : Cas particulier des seringues a nutrition entérale
en continu

Pendant toute la période d'administration par voie entérale (< 3 heures), les seringues restent a la
température ambiante (=~ 25°C) de la chambre de I'enfant. Toutefois, dans un hépital, un
dispositif réfrigérant enveloppant la préparation lactée est occasionnellement utilisé dans une
unité de soins. La température reste alors comprise entre 5 et 9,5°C pendant toute la durée de
nutrition entérale (3 h).

Potentiels de croissance de Enterobacter sakazakii

Sur les 86 biberons soumis a étude, plus de la moitié (59) présente un potentiel de croissance
inférieur a 1 logyo et la quasi totalité (84) un potentiel de croissance inférieur a 2 logs. Un seul
biberon présente un potentiel de croissance d'environ 3 logs. (Figure 2).

Pour le biberon restant pendant 27 minutes a la température de 52°C (cf. supra), le potentiel de
destruction correspondant est égal a 0,01 logso et la croissance potentielle de Enterobacter
sakazakii, calculée sur la totalité du profil, est de 1,1 logso. Le bilan final, apres déduction de la
destruction, est positif, en faveur d'une croissance potentielle (1 10g10).

Pour les seringues destinées a la nutrition entérale en continu, les potentiels de croissance se
répartissent en deux grands groupes : un premier groupe (50,5% des seringues), composé
essentiellement (~ 94%) de préparations lactées destinées au premier service, présentant un
potentiel de croissance inférieur a 1 logio ; un second groupe (49,5%), constitué principalement
(= 89%) de préparations pour le dernier service, présentant un potentiel de croissance supérieur
ou égal a 1 log;o (Figure 2).

Les potentiels maximums de croissance observés pour des périodes de nutrition entérale de 1
heure ou 3 heures sont respectivement de 0,7 logyo et de 2 logso. Pour la seringue enveloppée
dans un dispositif réfrigérant (cf. supra), le potentiel de croissance pour une période de 3 heures
est alors de 0,018 logjs.
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DISCUSSION

Ces résultats suscitent quelques commentaires, principalement par rapport aux recommandations
de I'AFSSA [1] qui sont les plus contraignantes.

Période de préparation en biberonnerie

Dans tous les hdpitaux soumis a étude, les recommandations relatives a la préparation en
biberonnerie sont globalement respectées au niveau de I'organisation du travail (marche en avant,
séparation secteur sale/secteur propre) et des mesures d’hygiéne (nettoyage désinfection, qualité
bactériologique de I'eau utilisée, hygiene de la tenue, des mains, des plans de travail, des locaux
et des équipements).

Toutefois il est a observer que le fait de disposer d'un dispositif de climatisation dans la
biberonnerie peut constituer une fausse sécurité pour les utilisateurs si cet équipement n'est pas
convenablement réglé et les températures ambiantes periodiquement veérifiées. Ainsi, pour un des
établissements, il est observé le cas exceptionnel ou les personnels, rassurés par la présence d'une
climatisation - peu efficace - ont tendance a laisser les préparations lactées a température
ambiante, d’environ 19°C, pendant un temps important pouvant aller jusqu'a 90 minutes.

Période de transport

En général la période de transport n'entraine pas de rupture significative de la chaine du froid du
fait principalement d'une durée courte. Toutefois les modalités de transport dans les
établissements dont la durée de transport excéde 10 minutes ne sont pas conformes aux
recommandations [1], celle-ci demandant dans ce cas le recours a une armoire réfrigérée.
L'utilisation d'un chariot isotherme, méme refroidi par des plaques eutectiques, s'avere
insuffisant pour limiter les variations de température durant cette période.

Période de stockage au froid en unité de soins

La température a la fin de cette période est a interpréter en fonction de la durée de conservation
au froid et ainsi les profils temps-température relatifs au premier et dernier service sont a
analyser séparément.

Pour le premier service - celui-ci survenant quelques heures (1 a 7 heures) apreés la fin de la
préparation en biberonnerie - la proportion importante de profils présentant une température
superieure a 4°C résulte de I'absence de recours en biberonnerie a un materiel de réfrigération
rapide, les armoires frigorifiques étant inadaptées pour remplir cette fonction. Pour ces
établissements les recommandations de I'AFSSA relatives au refroidissement rapide des
préparations lactées a 4°C en moins de 30 minutes [1] ne sont pas respectées.

Pour le dernier service - faisant suite a un stockage prolongé au froid (environ 24 heures) - la
température des préparations lactées est en équilibre avec la température ambiante de I'enceinte
réfrigérée, celle-ci devant, selon les recommandations [1], &tre inférieure ou égale a 4°C.

Les températures supérieures a 4°C enregistrées en fin de stockage au froid des préparations
lactées destinées au dernier service témoignent donc de I’utilisation d'un matériel frigorifique
insuffisamment performant et/ou mal réglé. Au vu des températures mesurées correspondantes, il
apparait que seulement 4 unités de soins, de 4 hopitaux différents, sur 25 disposent de matériels
frigorifiques en conformité avec les exigences des recommandations.
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Période de réchauffage des biberons

Malgré l'interdiction d'utilisation des micro-ondes pour le réchauffage des biberons [1], 4 unités
de soins ont recours a ce matériel.

De méme les dispositifs de réchauffage utilisant de I'eau, déconseillés [1] en raison des risques
microbiens, sont utilisés par plus des deux tiers des unites de soins.

Potentiels de croissance de Enterobacter sakazakii

Pour les biberons, le temps de conservation étant relativement court (< 24h), les températures
aux quelles sont soumises ces préparations lactées ont un impact limité sur le potentiel de
croissance correspondant qui reste ainsi inférieur a 2 log.

Le potentiel de croissance d'environ 3 log;o observé pour un biberon est le résultat d'un stockage
au froid en unité de soins dans une armoire de conservation mal réglée (température comprise
entre 12 et 14°C).

Quant aux seringues destinées a la nutrition entérale en continu, les potentiels de croissance
dépendent essentiellement de la durée de nutrition entérale du nouveau-né. Le recours a un
dispositif réfrigérant enveloppant la préparation lactée permet de réduire notablement le potentiel
de croissance pour cette période.

Si ces potentiels de croissance peuvent apparaitre globalement satisfaisants pour les nouveau-nés
en bonne santé, il n'en est pas de méme pour les prématurés, de constitution fragile, pour lesquels
le danger Enterobacter sakazakii présente un risque non negligeable d'infection et de mortalité.
Actuellement, en I'absence de poudres de lait stériles ou de préparations liquides adaptées aux
besoins des nouveau-nées préematurés et largement disponibles, toutes les mesures d'hygiene sont
a mettre en oeuvre afin de limiter ce danger, a commencer par le respect des bonnes pratiques de
préparation, stockage et distribution recommandées par les pouvoirs publics.

CONCLUSION

Par la mesure de profils temps-température dans des échantillons témoins du premier et dernier
services des 24 heures (situations respectivement les plus favorables et les plus défavorables), la
présente étude permet de faire un état des lieux des conditions de température lors de la
préparation, du stockage et de la distribution des préparations lactées a base de lait en poudre
dans les hopitaux publics d'lle de France.

Dans les établissements soumis a étude de nombreuses précautions sont prises pour maitriser la
qualité sanitaire de ces préparations, notamment climatisation efficace de la biberonnerie et
utilisation d'une eau de préparation préalablement réfrigérée. Les personnels sont organises pour
limiter le temps de séjour a température ambiante (préparation par lots, réfrigération des
préparations réalisées a I'avance) ou lors du transport.

Toutefois quelques dysfonctionnements, correspondant a un non-respect des recommandations
en la matiére [1], sont mis en évidence :

- réfrigération des préparations lactées a 4°C dans un délai supérieur & 30 min aprés
reconstitution du lait. et absence pour ce faire de recours a une cellule de refroidissement rapide,
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- utilisation d'un matériel de transport non réfrigéré lorsque le transport entre la biberonnerie et
les unités de soins destinataires est supérieur a 10 minutes,

- utilisation d’équipement frigorifique insuffisamment performant et/ou mal réglé, de
température ambiante supérieure & 4°C,

- utilisation de micro-ondes et de bain-marie a eau pour le réchauffage des biberons.

L'impact sanitaire de ces profils temps température est evalué par le calcul du potentiel de
croissance de Enterobacter sakazakii. Pour les biberons, le potentiel de croissance reste limité en
dessous de 2 logo du fait du temps de conservation relativement court (< 24h). Toutefois toutes
les mesures d'hygiene sont a mettre en oeuvre pour limiter davantage ce danger auquel les
nouveau-nés prématurés sont particulierement sensibles, la fréquence de l'infection a E. sakazakii
étant chez ces enfants de 8,7 fois plus élevée que chez les nourrissons de moins d'un an [5]. Les
recommandations de I'AFSSA [1]en constituent le minimum a respecter.

Pour les seringues a nutrition entérale en continu, la période d'administration au nouveau-né
étant longue et a température ambiante, la multiplication microbienne apparait difficile a limiter.
Toutefois il est a noter, dans un établissement, la possibilité d'y remédier par le recours a un
dispositif réfrigérant.

RESUME

Les auteurs dressent un état des lieux des conditions de température des préparations lactées,
réalisées a partir de lait en poudre, en milieu hospitalier et évaluent I'impact sanitaire de ces
températures en calculant le potentiel de croissance de Enterobacter sakazaki correspondant.
Pour ce faire, la mesure de la température a cceur d'échantillons témoins, biberons et seringues
pour la nutrition entérale en continu, est réalisée depuis leur préparation en biberonnerie jusqu'a
leur distribution dans les unités de soins pour le premier et le dernier service des 24 heures. Ainsi
179 profils temps-température, correspondant a 86 biberons et 93 seringues, obtenus dans 25
unités de soins de 15 hopitaux d'lle de France, sont analysés. Des dysfonctionnements,
correspondant a un non-respect des recommandations de I'AFSSA en la matiere, sont mis en
évidence, a savoir principalement : absence de cellule de refroidissement rapide et délai non
conforme de réfrigération a 4°C des préparations lactées, absence d'armoire de conservation
réfrigérée de température ambiante inférieure ou égale a 4°C, utilisation de micro-ondes et de
bain-marie a eau pour le réchauffage des biberons.

L'impact sanitaire de ces profils temps tempeérature est ensuite évalué par le calcul du potentiel
de croissance de Enterobacter sakazakii. Pour les biberons, le potentiel de croissance reste limité
en dessous de 2 logio du fait du temps de conservation relativement court (< 24h). Toutefois
toutes les mesures d'hygiéne sont a mettre en oeuvre pour limiter davantage ce danger auquel les
nouveaux-né prématurés sont particuliérement sensibles. Les recommandations de I'AFSSA en
constituent le minimum a respecter. Pour les seringues a nutrition entérale en continu, la période
d'administration au nouveau-né étant longue et a température ambiante, la multiplication
microbienne apparait difficile a limiter. Toutefois il est a noter, dans un établissement, la
possibilité d'y remédier par le recours a un dispositif réfrigérant.

Mots clé : Sécurité sanitaire, chaine du froid, lait en poudre, biberon, nutrition entérale,
Enterobacter sakazakii
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the temperature conditions in neonate care units for
infant milk formula (IMF) preparation, storage and neonate feeding by oral and enteral nutrition.
From IMF preparation until first and last neonate feeding period per 24h, 179 time-temperature
profiles of IMF samples were collected in 25 neonatal care units in 15 hospitals. Results showed
AFSSA specifications on temperatures were not completely observed: blast chiller missing and
important delay for cooling down IMF to 4°C, ineffective or incorrectly regulated cold cabinet
cold cabinet for keeping IMF at 4°C, microwave or water batch used for rethermalizing IMF.

In order to show the health impact of this data, potential Enterobacter sakazakii growth was
calculated. For bottles, potential E. sakazakii growth increments were under 2 log;o due to short
(< 24h) cold storage duration. Nevertheless good hygiene practices have to be respected for
reducing a particularly high danger for neonates. AFSSA specifications are the minimum to
observe. For continuous feeding syringe, potential growth values were mainly due to the feeding
period because of the IMF was kept in the infant's room at room temperature (= 25°C) during a
long time. In these conditions microbial growth is difficult to control. Nevertheless the use of a
cold cover for keeping the IMF at low temperature in a continuous feeding syringe could ensure
good food safety.

Keywords: Food control; cold chain; infant milk formula; continuous feeding; Enterobacter
sakazakii
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