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ETATS DES LIEUX 6 MOIS APRES
LA CRISE « Bacillus cereus »
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OBJECTIFS

Meilleur Controle environnemental

| ® Décontamination des biberons
e Renforcement chaine du froid

e Surveillance environnementale hors et en
activité

Qualification bactériologique du lait

e Quelle méthode ?
e Balance bénéfice risque




ETAPE DE DECONTAMINATION DE TOUS LES BIBERONS A LANIOS
OXYFLOOR®

Audit OEH habillage

Temps contact hygiene des mains
traitement du lait

Audit équipe ménage

Décontamination Rincage chiffonnette
oxyfloor humide

Evaluation du risque de passage de I'Oxy’floor dans le lait

Biberons sans valve Biberon nettoyé oxyfloor temps contacte 15min Témoin nettoyage a
d’inviolabilité de Lait de 'eau

femme cru décongelé . .
rincage sans ringage

Dosage benzalkonium 0 0 0

Ralentissement de la production :
Chronophage

Pour rappel pas d’impact sur taux

contamination environnement du lait mais . )z . . .
exigée par siége OEH APHP Suppression de I'étape de ringage : réduction du

temps et de la complexité du procédé
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= Laboratoires I
Numére d'enregistrement | 35076
| ANIOS Wuméro drétude | 7/0340m
RATOIRE DE Responsables G. RAUWEL
PRESTATIONS ASSOCIEES L. M. SAUTY
Etude réalisée par A,LE_FﬁE =3
1. Methode

_ ANALYSE B

Recherche de traces du détergent désinfectant ANIOS OXY'FLOOR

Les échantillons 1, 2, 3, 4, 5 et é ont été analysés par spectrométrie de masse apres extraction

conformément & la procédure validée en phase 2.
3. Résultats ;

L'analyse du témoin négatif sans ajout n'a pas montré de pic caractéristique au temps de rétention

de 1,9 minutes.

t térpoin

Témoin négatif non
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La corrélation entre l'aire dupic et la concentration Injectée a été démantrée dans la matrice lait.

e lait est 0,02 ppm de matiere active.



Biberon Ident!flé n'3 : Anlos oxyfloor avec ingage Biberon identifié n'5 : Eau distitiée sans rin
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Biberon Identifié n°1 : Anigs oxyfloor sans ringage
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4, Conclusion

L'analyse des différents échantillons n'a pas mis en évidence de plc caractéristique du princlpe actif de
PANIOS OXY'FLOOR chlorure de benzalkonlum Ci4 & un seuil supérieur & 0.02 ppm.



CONTROLE DE UENVIRONNEMENT

Derniéres résultats en / hors activité . Bio nettoyage et nettoyage
P/jzz:/éverqenfsdzjs'urfz{ceZife;iﬁ/::::dg;ézt’;s%iNTAfT TSA (ou ° Sl"!rface et SOI SEIon Zoning qUOti‘dien avec ’ajou‘t‘ d’l"'lne ,
decouw//oﬂhumzdedechar_qesw:z;ne_qe_/ose TSA/pour(essuz:facisnonp/anes) detergence « pure » hEbdomadalre ava nt I appllcatlon d un
PRELEVENENT L SURPACES SYSTEMATIQUES detergent-désinfectant sporicide
Micro- o:gaﬁis:!\es ) °
Piace | Sifoces | orgoisns potentiemeznterrétr plafond et mur mensuel
UFC/25¢m* pu*thogénes2
T uEC/2s e *  Retour surveillance environnemental a 1 rythme de
o @ ] | Conforme routine: 24 points systématiques (dont 6 en activité + 4
S R et aléatoires + air)= total 81 pts
<1 altitudinis 2
traitemenpoureat) Bacilus — Toujours aucun Bacillus cereus hors activité
t du lait licheniformis) J
10 -Plafond au A eomis — 1 pt avec Bacillus cereus en activité sous paillasse de mise
dessus pa|||a§se 8 <1 subtilis 4 IO t
perpendiculaire Bacillus en
altitudinis,
pocde |« a | conforme — 2 pts non conformes / Bacillus altudinis hors activité mur et
R e - sol au niveau du bureau et de zone d’air pulsé de table
C e s . s s
essus dubacde | 1 L [ e refrigérée
PRELETENENTS DF SURFAZE: ALEATOTRES - Remplacement bureau par paillasse inox mobile pour ordinateur
Dont micro- . s e s s , . .
. Miro- | argaismes | . -> Suppression table réfrigérée remplacée par paillasses inox avec
Pidce | Llilevies | fotax | mt ons plaques eutectiques sur toute la chaine
UFC/25cm? | pathogénes
UFC/25 cm?
. ) 28 -Plafond au
e Deioleg < <1 | Conforme
traversante
e a a e - "
- — Maintien température lait <+4°C
'm“i:;:md‘ biberons (=paillasse paralléle aux fenétre) <t < Conforme _ Fa Cilité n ettOy a g e
A:Su\s;us palmasse perpendiculaire (dont 1 Bacillus groupe <1 C:nf::m: - Préven tion pUIVérisation Spores Sur murs
e . Rappel: Prélévements microbiologiques de surfaces : nécessité d’utiliser des milieux de
o irieur dubac de décongelation “ N Conforme culture contenant un inhibiteur des produits DD (neutralisants ((lécithine,
B Pl o . j o Lhistidine, Thiosulfate) pour produits de type oxydants et halogénées) utilisés pour le
s oo bionettoyage des locaux http://www.biomerieux.ca/serviet/srt/bio/canada/dynPage?




les limites de la méthode de référence ;
historique
Méthode de référence Méthode renforcée

Lait P91 recu par EWE provenance de Necker
Lait P49 recu par AUG provenance du CHIC

Septembre 2016

Négatifs par la méthode de référence Positifs (sacillus cereus) apres pré-incubation

e 8 mL de lait pré-incubé a 37°C au moins 18h:
favorise la rentrée en cycle végétatif des spores
possiblement présentes dans le lait

Culture aérobie <2 UFC/mL
Culture - Identification Etude non poursuivie

|
NF EN ISO 7982

Comparaison de 2 méthodes
du 5 septembre 2016 au 13 juin 2017: n= 1715




Validation de la méethode renforcee

O Tube de prélevement bactériologique

Méthode Méthode Ajustement de méthode renforcée pour pouvoir
référence renforcée 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

Pré-incubation
Pas de pré-incubation
Avoir des conditions 18h étuve débout 18h étuve débout 18h étuve incliné agitation 2h
favorables de
culture du Bacillus 81 non-conformes(4,7%) 117 non conformes (6,8%)
cereus (rapport 2 faux négatifs 1 faux négatif 5 faux négatifs

lait/air) : éviter les 41,0% e

faux négatifs

Autres Bacillus 6,2% Autres Bacillus 5,9%

Autres (SE SW 51,8% Autres (SE SW 8,5%

Enterococcus Enterococcus 2 H

S.. _ S.. thermophilus) Moins sensible

thermophilus) pour Bc (5,5% discordance)

Confirme que méthode renforcée plus sensible / Bc mais rapport lait/air doit étre préservé - aucun
tube adapté pouvant étre mis dans biberon de 240ml - échantillon prélevé dans biberon 240ml




Validation de la méethode renforcee

O validation du tube du prélevement bactériologique

Méthode Méthode Ajustement de méthode

référence renforcée renforcée
n°4 (n=104)

Volume de prélevé 2ml 8ml
pour I'analyse
bactériologique

Tube de 15ml 240ml
prélevement

Pas de pré-incubation Pré-incubation

Avoir des conditions 18h étuve débout

favorables d? 4 non conformités (3,8%) 8 non conformités (7,6%)
culture du Bacillus

lait/air) : ,eVIt?r les Autres Bacillus 0% Autres Bacillus 0%
faw ndgatifs

Autres (SE SW 75% Autres (SE SW 0%
Enterococcus Enterococcus
S.. thermophilus) S.. thermophilus)

® ©



VALIDATION DE LA METHODE RENFORCEE (SUITE)

Méthode de
référence

2ml de lait dans
Tube bouchon a
vice (15ml) dans
biberon de 240ml
rempli avec 200ml|
d’eau (3 tubes/
biberons)

- w

renforcée
intermédiaire

8ml de lait dans
biberons de 240ml|
(1 biberon / lot)

Température dans
échantillon et
durée de plateau
>> pasteurisation
Holder

 Conditions de pasteurisation de I'échantillon prélevé

Méthode
renforcée validé

20ml de lait dans
biberon de 240ml|

Température et
durée de plateau
conforme




Validation méthode renforcée choisie

e Sur les différents criteres du guide de bonnes pratiques

2. Contréle aprés pasteurisation

Un dernier contréle bactériologique est effectué aprés pasteurisation, par ensemencement de 0,5 ml de lait non dilué sur une gélose au sang et incubation
pendant 48 heures & 37 °C.

— Volume échantillon ensemencé 20ml (donc >>>>0,5ml) .
S~

8 janwier 2008 JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIGUE FRANCAISE Taste 22 war 165

— Cycle de pasteurisation de I'échantillon bactério

Conforme Décrets, arrétés, circulaires
TEXTES GENERAUX

. . 7 7 7 \ MINISTERE DE LA SANTE, DE LA JEUNESSE ET DES SPORTS

— Lait non dilué ensemencé sur gélose au sang ‘ i 13 e o it . ke b s

WO . SUSM07220155
Le durcienr général de IAzence francaice Oe JECUME TOMIWT G5 PROCITS de TR
¥ le cote de I santé publigue, potwmment w5 amcles L 23231 1S3 (8 et R 23250 2. 3 e 4
- el S pecpa it
oy S — e du lait fmai
i
o 5 & compeer oe 13 pat aécision
g —" [ i e meae e conl
- x ments et cho

— Pré-Incubation 37°C 18h+ incubation au moins 18h .

V' . o era el !
t Lk e 2
aérobiose sans CO2 v
ANNEXE
REGLES DE BONNES PRATIQUES DE COLLECTE. DE PREPARATION., DE QUALIFICATION. DE
TRAITEMENT, DE CONSERVATION. DE DISTRIBUTION ET DE DELIVRANCE SUR PRESCRIFTION
MEDICALE DU LAIT HUMAIN PAR LES L ACTARIUMS
PREAMBULE
Euente décrs ur rézies ¢ s prat .
™ rvacion, de dis o
t =
n
a
- u




RESULTATS; RECUL SUR 1379 LOTS ( 15R JANVIER 2017 AU 22 MARS 2017)

52

nombre de nombre de nombre de
discordance Germes retrouvés discordance Germes retrouvés concordance | Germes retrouvés
(ref/bib) (bib/ref) (bib/ref)
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
Donc
2|Enterococcus durans 1|Pseudomonas aeruginosa
\ . 7 . .
2|Streptococcus pasteurianus 1|Streptococcus gordonii Pathogenes Sont blen derrl’”ts (E' COII/ SA/ StreptOB) par
. . /7 ré
1|Bacilus attitudinis 1|streptococcus salivarius pasteurisation non retrouvés par deux méthodes
1|Bacillus amyloliquefaciens 93 o : Early Human Development
1|Bacillus firmus N Volume 7, Issue 1, October 1982, Pages 71-80
Bacill 1l . e
1|Bacillus pumilus Short-time low-temperature pasteurisation of human
1|Bacillus simplex milk
M.E. Wills?, V.E.M. Han®, D.A. Harris®, J.D. BaumA&®
1|Bifidobacterium dentium n = 1379 lots
. . . ré 7 . Vd
1| Corynebacterium aurimucosum ou isolés en nombre réduit par deux méthodes (Lucas 79)
1|Enterococcus faecalis TABLE 1I—Effect of mode of collection on log number of colony-forming units/ml
of milk before and after pasteurisation

1|Enterococcus faecium
1|Moraxella osloensis Gr"“(ﬂl g’)""ls G“’“(‘:li pools
1|Paenibacillus sp Before pasteurisaton 19:90% 33050
1|Stenotrophomas maltophilia

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

Taux de non-conformités avec discordance

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

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




Diapositive 12

V6 destruction pasteurisation

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



AU TOTAL

Germes isolés en méthode référence

(Staphylococcus warneri, S. epidermidis, Enterococcus faecalis, E. durans,
Streptococcus thermophilus, Bacillus subtilis, B. altudinis...)

Non pathogenes
e détruit par pasteurisation donc si retrouvé en post avec cycle de pasteurisation
validé ~souillure

Bacteriological, Biochemical, and Immunological
Modifications in Human Colostrum After Holder
Pasteurisation
Bacteriological quality control in human milk-banking

A LUCAS, C D ROBERTS
British Medical Journal, 1979, 1, 80-82

TABLE 1—Influence of mode of collection on bacterial contamination in un-
pasteurised human milk. Figures represent number of pools contaminated (out of
six) in each study group, with number of wviable colony-forming unmits'ml in

. i parentheses
e QOu thermophlles (tps optimale > 45°)
. A . , N , %}m_t..\):ill 1?10915 - Gx_’grp_z pools
— Conditions in vivo défavorables a leur développement collocting vesecls) eoiecting vossel
Potential pathogens

E coli 2 (107, 10°) 2 (10 10%)
Staph aureus 1(10% 1 (10

Group B {s-haemolytic streptococci 0 1 (10 )

Unlikely pathogens

Bacillus spp 6 (107M)*
Coagulase-negative staphylococci
Yeasts (not Candida spp)

(10%
4 (10 (10*
6 (10 (10,
Lactobacilli 6 (10 (10*
0 (10
2 (10
1(10

CEEEY

P acnes
Non-faecal Gram-negative bacilli
faecalis

CoR~OO

*Figures represent mean counts/ml.



AU TOTAL

Méthode renforcée

— Moins de germes non pathogeénes

e [ait durant phase d’incubation a 37°C= milieu défavorable a leur développement

—_— I So I e ge rm es po uva nt occa S i o Nnn e r ;.:}3;.5 v—Theoretical undesirable effects of bacterial products in banked human
El indirecte chez prématuré

Organism Product Hypothetical effect
Gram-negative non-faecal Lipases Release of free fatty acids may
bacilli (especially lead to neonatal jaundice

pseudomonas), Sraph aurens
Bacillus spp, GGram-negative Proteases Possible damage 10 protective
non-faecal bacilli components such as
immunoglobulins
Faecal streptococei, = enlf Decarboxylases Convert free amino-acids to

amines such as tyramine and
tryptamine, Possibly toxic to
neonate

— Sensibilise / Bacillus cereus

Mésophile tps optimal de croissance 5-20°C, de en cycle végétatif 30-37°C
e pathogéene pour les plus immatures

Societé
Emerg Infect Dis. 2017 May; 23(5): 845-848 PMCID: PMC5403044 -
Qo 103201/eid2305.161758 w =======  Frangais  Potce et Justice  Ecucation  Sants Loy gement vgraton
E - ARTICLE SELECTIONNE DANS LA MATINALE DU 03/05/2016 > Découvri Fapplication
Virulence Analysis of Bacillus cereus Isolated after Death of Preterm
. La délivrance de lait maternel par
Neonates, Nice, France, 2013 le lactarium d’Ile-de-France
Romain Lotte, Anne-Laure Hérissé, Yasmina Berrouane, Lauréne Lotte, Florence C: de, Luce Landraud, Sabine suspendue aprés deux déces
Herbin, Nalini Ramarao, Laurent Boyer,¥ and Raymond Ruimy™ suspects

Dey

e pour lequel les lactariums doivent montrer «pattes blanches »

e Spores résistent a la pasteurisation

International Journal of Foed Microbiology
Volume 181, 2 July 2014, Pages 10-18

e Food Microbiology G
¥ )
e 5 | ‘olume 64, June ages . . " " .
il RS RS SIS et - The combined effect of pasteurization intensity, water
Et gralsse d u |a |t aun activity, pH and incubation temperature on the survival
Heat-resistance of psychrotolerant Bacillus cereus vegetative and outgrowth of spores of Bacillus cereus and Bacillus
cells effet protecteu r pumilus in artificial media and food products
S. Samapundo® 2.3, M. Heyndrickx?, R. Xhaferi?, |. de Baensts, F. Deviieghere?

Alizée Guérin, Claire Dargaignaratz, Thierry Clavel, Véronique Broussolle, Christophe Nguyen-the LR



DEPUIS 9 DECEMBRE 2016

* Transfert de lait cru de Mulhouse
— Donneuses connues comme habituellement bactériologiguement conformes
— 15,8Litres / 150litres non conformes en raison de la présence de Bacillus

m conformes non conformes

Méthode référence 26 2 (+)Bacillus cereus (5,3%)
Méthode renforcée 24 A (+)Bacillus cereus (10,5%) 39 biberons de

200ml qui auraient
été distribués

e Demandes de résultats bactériologique vis-a-vis de cas rapportés d’infections
a Bacillus cereus (Bc) en néonatalogie:
— Bébé septicémie Pontoise finalement Bacillus subtilis : couveuse (+)
— Necker
e septicémie a Bc: couveuse (+)
e une hémoculture (+) a Bc, enfant asymptomatique n’ayant jamais recu de LL

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

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



UTILISATION DE OUTILS MO EN CAS DE
SUSPICION D’INCIDENT DE LACTOVIGILANCE

Liste des lots recgus par I'enfant
infecté déclaré par I'établissement

Recherche dans MO des
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controles qualité des lots

Tracabilité des lots utilisés par les établissement est
toujours écrite et/ou logiciel excel pas d’interface MO

—

Fiche de vie du lot |

Numére : 170331008

Donness - BERNALD SANORINE

Crdation : ILTNZ01T (207

hambea de tibarns | 30

Bierans ; LI7033100901, L1 TOST0080Z, L1703310080% L1 7033100804, L

L1003 100908, L1 033300907 L1 7083100608, L
4, LITE3100515, L 117033100817 L

L17033100810, L1TOS10001 1, L17033100912, L1AIG3100513, L
L1T0331008 18, L1T033 10020

Hiorribre de biberans requalifes
Bberons oLl | 170331009

Pastaunsaler ; Pastoursatou 3

Dale - JOA2017 1135 - ITI201T 1228

Pasteursation canforme: (7]

Flacans : A17033100601, AT7T03II00R02, L17033100801, Lﬁmmm L
LIF0G3100610

LHT0EE
.1 1 L1 1, L7030 10812 umnmn umnma LTI, LT,
CITU300917, 117033100876, L1 7033100618, 1170531 00624

Cortrves svard pasiewsinton |
Giloes Sang Bérobie, pridvement b TUINNTT 19:02, leclure 1 (01T 12403 1003
Ghapman, prelevsmen e 103E01T 1302, lacture i 0304017 1203 infériots 4 10°2
Corteiien uprés panleurisaton -
iélose Sang adrobiie, prélivement e 0NN T 15:8, leckure e DOAIZ0NT 4207 < 2
Gélosa Sang aérobio, 202N 155, 12060

Commande | CITI00 e t0m4za0n7 Paur: CHIPOESSY ST-GERMAI SITE DF POSSY

Btmone (LT ) hnmsamem ITHENNGC3. L L L L17033100907, L L
417023100532 (L1033 108 TS0 (70331009151 LITOG310081T, L
nmwws L|7031IWSED

t \—)‘-.\hu_)\kt_-“t\-ﬁ an_n.; "\‘(‘\ L \_'
(_.I_A"m- 0 ey

LT S

Pc. Ve e 3\ i Cosr Ej(‘ﬂ\‘_ﬁ‘\"en

pabursrian - IS 61 1LT0

v
n::cnmy SgANIH - lwm on»ﬂi )
uifagA prinBiE nEi0

Tracabilité enceintes réfrigérées et cycles de
pasteurisation est toujours écrite par d’interface MO




PROPOSITION

 Maintien uniquement de la méthode renforcée en post
pasteurisation
Point de vue du biologiste
e Validée
e Par de surcodt
Point de vue du technicien

* Pas d’accroissement significatif de durée du rendu des résultats
e facilité de

la mise en incubation étuve a 37°C tel quel a réception pas besoin d’ensemencement
immédiat apres 15h

de l'isolement

Point de vue de I’'équipe de pasteurisation : 1 alvéole prélevement
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 pathogenes et/ou détruits par
pasteurisation donc correspondent a une contamination de I'’échantillon et non du lot
~faux positifs



