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Évaluation de la contamination
environnementale en microbiologie
Quelle stratégie adopter ?

Evaluation of the environmental contamination in microbiology
Which strategy to adopt?
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Résumé. La culture de micro-organismes expose au risque de contamination
à toutes les étapes de la prise en charge du prélèvement : ensemencement,
incubation, lecture des géloses. Lors de notre évaluation de renouvellement
d’accréditation, un point de surveillance a été relevé quant à l’absence de prise
en compte de ce risque. Sa maîtrise repose avant tout sur les opérations de
nettoyages/désinfections ainsi que leur traçabilité. En complément, plusieurs
stratégies basées sur la réalisation de prélèvements ou le suivi d’indicateur
peuvent être mises en place. Nous proposons une analyse de risque afin de
présenter ces stratégies.

Mots clés : contamination environnementale, norme ISO 17025, maîtrise de
risque

Abstract. The culture of micro-organisms exposes to the risk of microbio-
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logical contamination at all stages of the analysis: inoculation on culture
media, incubation, and observation of cultures. During our accreditation rene-
wal audit, a surveillance point was notified, regarding the lack of consideration
of the risk of microbiological contamination. Its mastery mainly relies on clea-
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e risque de contamination environnementale doit être
aîtrisé par les laboratoires effectuant des cultures de
icro-organismes. En effet, une contamination du milieu

e culture peut conduire à : i) une altération de la lec-
ure des milieux solides ou liquides. Par exemple, une
ontamination à champignon filamenteux est particulière-
Pour citer cet article : Farfour E, Limousin L, Henry A, Cardot E, Karnycheff F, Lecointe D, Joll
en microbiologie. Quelle stratégie adopter ? Ann Biol Clin 2019 ; 77(2) : 225-8 doi:10.1684/a

ent critique puisqu’elle peut envahir en quelques jours
’ensemble d’une gélose et masquer la culture de micro-
rganismes à croissance lente. Un contaminant introduit
ans un milieu liquide pourra devenir prédominant et mas-
uer un micro-organisme pathogène ; ii) une attribution à
ort de la symptomatologie au contaminant plutôt qu’au
icro-organisme pathogène.

irés à part : E. Farfour
erations and their traceability. In addition, several strategies
ntal sampling or indicators can be performed. We propose
er to present these strategies.

emental contamination, ISO 17025, risk management

Lors de notre évaluation de renouvellement d’accréditation,
un point de surveillance a été relevé quant à l’absence de
prise en compte du risque de contamination en microbio-
logie. Nous avons envisagé plusieurs stratégies à partir de
notre expérience dans le secteur d’hygiène/environnement
pour lequel nous sommes accrédités selon la norme NF
EN ISO/CEI 17025 pour le prélèvement, la recherche et
le dénombrement de légionelles dans les eaux sanitaires.
En hygiène/environnement, les conditions de maîtrise sont
225y E, Vasse M, Mathonnet D. Évaluation de la contamination environnementale
bc.2019.1424

définies dans le LAB GTA 23 révision 2 : « Il est nécessaire,
selon la nature des essais, de réaliser dans la zone de tra-
vail, des contrôles appropriés de l’environnement (surface,
aérobio-contamination. . .) à des fréquences prédéfinies. La
fréquence et la pertinence de ces contrôles sont à établir en
fonction de l’activité et de l’environnement de travail. » [1].
Ces contrôles doivent être effectués de manière périodique,

dx.doi.org/10.1684/abc.2019.1424
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résultats de prélèvement d’environnement et chaque labo-
ualité-Accréditation

a stérilité des témoins négatifs réalisés lors de chaque série
’analyse n’étant pas suffisante : « les blancs d’analyse
e suffisent pas à assurer seuls la maîtrise des conditions
mbiantes. En effet, l’obtention de blancs d’analyse non
onformes peut être un signe trop tardif de la dégradation
e ces conditions. Il appartient au laboratoire d’apporter la
reuve de la maîtrise des risques microbiologiques induits
t de l’efficacité des mesures préventives adoptées : par
xemple mise en place d’un programme de nettoyage et de
ontrôle des surfaces, procédure de désinfection à suivre en
as de contamination accidentelle ». Ainsi, nous réalisons
es prélèvements des surfaces de la paillasse et des deux
tuves thermostatées à 30 ◦C et 36 ◦C. Ces contrôles sont
éalisés au moins 30 minutes après nettoyage/désinfection
es surfaces, à l’aide de milieux contenant des inhibiteurs
e désinfectant. Des critères d’interprétations sont définis.
es résultats sont systématiquement conformes depuis la
ise en place de ces contrôles.
partir de cette expérience, nous présentons notre réflexion

éclinée en 4 stratégies reposant sur la réalisation de prélè-
ements ou le suivi d’indicateurs. Les limites et avantages
e chacune d’entre elles sont présentés dans le tableau 1.
a réalisation et la traçabilité des opérations de net-
26

oyage/désinfection constituent le premier moyen de
aîtrise, commun aux 4 stratégies. Ces opérations sont

dentiques dans les secteurs d’hygiène/environnement et
e biologie médicale. Les modalités et fréquences de
ettoyage/désinfection sont définies dans les procédures
nternes, appliquées et tracées. Les surfaces des paillasses

ableau 1. Avantages et inconvénients de chacune des stratégies de m

Avantages
Stratégie 1
Prélèvement d’environnement

Vise à mettre en éviden
une contamination obje
de l’environnement
Surveillance de l’ensem
des équipements

Stratégie 2
Prélèvement d’environnement adapté

Identique à la stratégie

Stratégie 3
Suivi de la contamination d’un
prélèvement fréquemment stérile

Permet d’évaluer l’impa
d’une contamination
Possibilité d’effectuer de

Stratégie 4
Suivi des contaminations à
champignons filamenteux

Simple de mise en plac
Basée sur les contamin
le plus fort impact sur la
Évaluation de l’ensembl
des équipements/paillas
Possibilité d’effectuer de
et PSM sont nettoyées 2 fois par jour à l’aide d’un produit
adapté actif sur les micro-organismes. Un nettoyage appro-
fondi des PSM (retrait des grilles de support) et des étuves
(retrait des clayettes) est réalisé 1 fois par semaine et 1 fois
par mois respectivement.

Stratégie 1
Application stricte des modalités
de surveillance du secteur
hygiène/environnement

Dans le secteur d’hygiène/environnement, les prélève-
ments de surface des paillasses, étuves et postes de
sécurité microbiologique (PSM) sont réalisés 5 fois par
an (initialement 3 fois par an puis plus fréquemment
pour donner suite à un point de surveillance relevé
lors d’un audit Cofrac). L’application de cette straté-
gie présenterait pour principal avantage d’harmoniser
les pratiques au laboratoire. En revanche, il n’existe
pas de critères consensuels pour l’interprétation des
Ann Biol Clin, vol. 77, n◦ 2, mars-avril 2019

aîtrise proposée.

Limites
ce
ctive

ble

Fastidieux
Absence de critères consensuels
d’interprétation
Reflète la qualité des procédures
de nettoyages/désinfections,
plus que la contamination
environnementale
Évaluation « un temps donné »

1 Identique à la stratégie 1
mais moins fastidieuse

ct

s bilans ponctuels

Fastidieux
Ne distingue pas contamination
lors du prélèvement
ou au laboratoire
Pas d’évaluation de l’ensemble
des équipements/paillasse

e
ations ayant
lecture des milieux

e
se
s bilans ponctuels

ratoire devra définir les siens. L’activité et le nombre
d’équipements utilisés en biologie médicale étant plus
importants qu’en hygiène/environnement, cette stratégie
nécessiterait toutefois la réalisation de prélèvements mul-
tiples afin de contrôler l’ensemble des paillasses, PSM, et
étuves.
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les LCR positifs à pathogènes, 11 (5,9 %) milieux de culture
ont montré la croissance d’un contaminant (Propionibac-
tratégie 2
daptation de la stratégie utilisée
n hygiène/environnement

ette adaptation peut se justifier à partir des 3 constats
uivants :

les résultats des prélèvements réalisés dans le secteur
’hygiène/environnement sont conformes depuis plus de
ans ;
les mêmes modalités et fréquences de nettoyage sont

ppliquées dans le secteur de biologie médicale et
’hygiène/environnement ;
les analyses d’hygiène/environnement ont pour objec-

if de mettre en évidence des micro-organismes de
’environnement, ainsi que des commensaux ou pathogènes
e l’homme. En biologie médicale, ces derniers sont prin-
ipalement recherchés, ce qui facilite l’identification d’un
ontaminant de l’environnement.
insi, l’application stricte des procédures de net-

oyage/désinfection associée à l’identification rapide
’une contamination d’un prélèvement nous per-
ettent d’adapter la stratégie utilisée dans le secteur

’hygiène/environnement par une diminution de leur
réquence. On pourrait, par exemple, envisager la réali-
ation des prélèvements en 3 campagnes annuelles, où
haque équipement et paillasse serait contrôlé 1 fois par an
minima. Dans cet exemple, le nombre de prélèvements

erait réduit au tiers tout en assurant un contrôle de
’ensemble des surfaces et équipements sur une année.

aractéristiques des stratégies reposant
ur la réalisation de prélèvements

ans les stratégies précédentes, les prélèvements de surface
es paillasses, étuves et PSM sont réalisées 30 minutes après
es procédures de nettoyage/désinfection en utilisant des

ilieux contenant des inhibiteurs de désinfectants. Ainsi,
ls présentent quelques limites que nous pouvons résumer
insi :
ces prélèvements reflètent avant tout la qualité des pro-

édures de nettoyage/désinfection ;
ils permettent de s’assurer de la conformité de

’environnement de travail à un temps donné, mais pas en
ontinu ; ils ne garantissent la qualité de l’environnement
u’au moment du prélèvement.
ar ailleurs :
les équipes en poste bénéficient d’une formation générale

n hygiène ;
les procédures de nettoyage/désinfection, simples de
ise en pratique, sont présentées à chaque nouvel arrivant
nn Biol Clin, vol. 77, n◦ 2, mars-avril 2019

un poste de travail lors de sa formation ;
les opérations de nettoyage/désinfection des étuves et

SM sont tracés, celles des paillasses sont intégrées dans
e processus de travail au poste ;
Contamination environnementale en microbiologie

– l’ensemencement et/ou la lecture de certains échantillons
sous PSM permet également de limiter le risque de conta-
mination.
L’ensemble de ces éléments encourage à la mise en place
d’alternatives.

Stratégie 3
Suivi des contaminations à partir
d’un échantillon habituellement stérile

Nous proposons dans un premier temps d’évaluer un taux de
contamination au laboratoire. Le taux de contamination des
milieux de cultures ensemencés à partir d’un prélèvement
habituellement stérile, le LCR, permettrait d’évaluer le taux
de contamination au cours de l’ensemble des étapes suivies
par l’échantillon, de son prélèvement jusqu’au rendu défi-
nitif des cultures. Chaque échantillon est ensemencé selon
les recommandations du REMIC sur un milieu gélosé solide
et un milieu liquide (lui-même repiqué en cas d’apparition
d’une turbidité visible à l’œil nu) et incubé pendant 5 jours
avec lecture quotidienne [2]. La prise en charge des milieux
de cultures ensemencés avec un LCR suit le même proces-
sus que les autres prélèvements au laboratoire.

Matériels et méthodes

L’ensemble des LCR reçus entre le 10 juin 2018 et le 10
juillet 2018 ont été inclus. Pour chaque échantillon, le résul-
tat de la culture (négative, positive à micro-organismes
pathogènes ou contaminants) a été recueilli. La distinc-
tion entre micro-organisme pathogène et contaminant a
été réalisée par le biologiste en se basant notamment sur
l’identification du micro-organisme, la localisation des
colonies sur les géloses, et le contexte clinique le cas
échéant. En cas de contamination, le milieu incriminé, le
type de contaminant (levure, bactérie, champignon filamen-
teux), le nombre de colonies de contaminant (pour le milieu
gélosé) et le délai d’apparition de la contamination ont été
recueillis. Nous avons calculé le pourcentage de contami-
nation global, et celui de géloses envahies.

Résultats

Au cours de la période, 189 LCR ont été reçus et ense-
mencés (incluant ceux réalisés par ponction lombaire et sur
dérivation ventriculaire externe), dont 5 ont été positifs à un
micro-organisme considéré comme pathogène. En excluant
227

terium spp, Corynebacterium spp ou Staphylococcus spp
autre que S. aureus, micro-organismes non identifiés) dont
3 milieux liquides et 7 milieux solides. Toutes les contami-
nations étaient liées à des bactéries avec une médiane de 1
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1 - 1] colonie et un délai médian d’apparition de 4 jours
3,5 - 4,5] pour les milieux solides. Aucun envahissement
es géloses n’a été constaté.

iscussion

e taux de contamination des LCR paraît faible et n’a
as d’impact sur la lecture des milieux. Elle repose sur
’analyse de deux données, le pourcentage de prélèvements
ontaminés et le pourcentage de prélèvements envahis. Un
uivi dans le temps paraît nécessaire afin d’identifier toutes
érives et de permettre la mise en place d’actions le cas
chéant.
éanmoins, elle présente au moins trois limites la rendant
eu applicable en pratique :
elle surestime le taux réel de contamination au laboratoire

uisqu’elle ne permet pas de distinguer une contamination
ntervenant au cours du prélèvement ou au laboratoire. Le
aux global de contamination étant faible, cet impact est

inime ;
elle ne permet pas de vérifier l’ensemble des équipements

tilisés au laboratoire : un seul des PSM et une seule des
tuves étant utilisée pour les milieux de culture ensemencés
vec des LCR, de même une seule paillasse ;
enfin, le recueil de données est fastidieux.

tratégie 4
uivi des contaminations
champignons filamenteux

es contaminations ayant le plus fort impact sur la lec-
ure des milieux sont celles à champignons filamenteux par
’envahissement des géloses et les interférences de lecture
ui en découlent. De manière générale, dès l’identification
e ce type de contamination, les laboratoires renforcent
28

mmédiatement les mesures de bio-nettoyage/désinfection
es équipements. Une déclaration de non-conformité per-
et de conserver une traçabilité de l’évènement. Celles-ci

euvent ainsi permettre la réalisation d’un bilan à échéance
éfinie voire un suivi sous forme d’indicateur, si le labora-
oire le juge pertinent. Dans cette option, un objectif devra
être défini ainsi qu’une conduite à tenir en cas de dépasse-
ment de celui-ci.

Discussion générale

La prise en compte du risque de contamination environ-
nementale est observée par les évaluateurs Cofrac lors des
évaluations sur site. Les modalités de maîtrises sont nom-
breuses et chaque laboratoire pourra mettre en place la
stratégie la plus adaptée à son activité et son organisation.
Notre réflexion nous a amenés à proposer 4 stratégies à par-
tir de notre expérience en hygiène/environnement. Toutes
reposent en premier lieu sur la réalisation exhaustive des
procédures de nettoyage/désinfections et leur traçabilité et
par conséquent, sur la formation des personnels. En complé-
ment, la réalisation de prélèvements permet d’objectiver
l’absence de contamination de l’environnement de travail
et des équipements. Néanmoins, leur réalisation habituelle
dans un délai de temps bref après un nettoyage/désinfection
biaise leur interprétation, ces prélèvements reflétant avant
tout la qualité des procédures de nettoyage/désinfection.
De plus, ils ne donnent un aperçu des conditions environne-
mentales qu’à un temps donné, au moment du prélèvement.
Le suivi du taux de contaminations et notamment de celles
considérées comme les plus critiques, par exemple celles
à champignons filamenteux, nous paraît la solution la plus
pertinente. Elle permet d’évaluer simplement les contami-
nations ayant le plus fort impact, leur traçabilité permettant
au laboratoire d’effectuer un suivi dans le temps.

Liens d’intérêts : les auteurs déclarent ne pas avoir de
lien d’intérêt en rapport avec cet article.
Ann Biol Clin, vol. 77, n◦ 2, mars-avril 2019
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