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Etat des lieux

“Human Milk Bank should be avaible in
appropriate situations”

WHO /Unicef
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Figure 2 The Kaufman Assessment Battery for Children
(K-ABC) Mental Processing Compaosite score (mean, SD) at
Syears as a function of breastfeeding status at time of
discharge and corected age (") at which infants were weaned
off breast feeding, in EPIPAGE cohort. ip adjusted for
propensity score.

Sécurisation bactériologique/virologique par
pasteurisation (Arslanoglu 2010)

Infections bactériennes secondaires a I'utilisation de lait cru:
Streptocoque B, staphylocoque epiderminis, staphylocoque
aureus, E coli K1, Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae
(Youssef 2012)

10% du lait de femme contient du bacillus cereus
(Rigourd 2018), 10% Palma de Mallorca2, 0% Marmande ,30%
Quebec FREQUENCE
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Cartographie des risques

Balance bénéfice risque étroite: qualification bactériologique / rejet pour non conformité



BFMTV Bréves et dépéches

Apres deux déces suspects, le FLASH BACK

lactarium de Paris suspend sa
délivrance de lait

R "Il a été décidé de suspendre la délivrance de lait de ce lactarium,

avec rappel des lots. Aucun nouveau-né n'est donc actuellement

exposé au lait suspecté de pouvoir étre a l'origine de la
contamination des trois cas identifiés"

- Assistance publique-hopitaux de Paris

Cette analyse ainsi que celle des profils toxiniques par PCR montre qu'aucune des souches isolées des laits
broduits par le lactarium de Necker n'a le méme profil que les souches isolées chezles 4 enfants.

o® - .. . . , , . -
. i SEE[‘F e A priori, et dans I'attente de confirmation par le séquengage du génome bactérien des souches isolées dans le
. ’p q lait regu par le cas de Necker, il est trés probable que les souches du lactarium ne soient pas similaires a celles
des cas.

Par ailleurs le séquengage complet de Ia souche d'un des cas de Pontoise est identique a celui de la souche

fréquent.ce qui ne permet pas de conclure a un lien entre ces cas.

Les données tecueallnes et les observauons réallsées au cours de cette mspect«on ne révelent pas délément

des nouveau-nés. Néanmoins, ur jevra étre proposé pour répondre aux écafts majeurs
et gérer ainsi efficacement les C efait détectées par le lactarium et éviter ainsi un taux
important de destruction. Comme Imdnque le rapport ces aclions devront permettre de supprimer les sources de
contaminations potentielles, garantir la continuité de la chaine du froid, améliorer la maitrise de I'environnement et
renforcer le systéme qualité et les ressources humaines qui doivent permettre de convenablement gérer les données
de surveillance. La prise en compte effective et pérenne de ces observations par la direction de I'hdpital Necker
devrait conduire dans les meilleurs délais a I'émission d'un avis favorable a la reprise de l'aclivité de délivrance et

distribution du lactarium régionale d'lle-de-France.
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Bactéricidie
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et en activité lait de femme
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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
pop— B UE 20 mL de lait pré-incubé a 37°C au moins 18h:
e~ TR Rl Etude non poursuivie favorise la rentrée en cycle végétatif des spores

possiblement présentes dans le lait

NF EN I1SO 7982

Mise en place d’'une méthode renforcée pour le
controle bactériologique post pasteurisation




Objectifs de méthode renforcée

TABLE IV—T heoretical undesirable effects of bacterial products in banked human

— lIsoler germes pouvant occasionner ik
El indirecte chez prématuré Organiom Hypothetical efec

Gram-negative non-faecal Lipases Release of free fatty acids may
bacilli (especially lead to neonatal jaundice
seudomonas), Sraph aurens
Emerg Infect Dis. 2017 May, 23(5). 845-848 PMCID: PMC5403044 - . . .
ot . o Baaillus spp, [Gram-negative Proteases Possible damage to protective
geenr-vacilli components such as
Virulence Analysis of Bacillus cereus Isolated after Death of Preterm E 1 B enli D boxvl c tmmunroglobu!ms d
. “aecal streptococei, F ealf ecarboxvlases onvert free amino-acids to
Neonates, Nice, France, 2013 amines such as tyramine and
Romain Lotte, Anne-Laure Hérissé, Yasmina Berrouane, Lauréne Lotte, Florence Casagrande, Luce Landraud, Sabine tryptamine. Possibly toxic to
Herbin, Nalini Ramarao, Laurent Bl:!sr.m and Raymend Ruim!Iz neonate

. ege . \ . - m 9 piogn
— Sensibiliser vis-a-vis du Bacillus cereus S0CERE

[ B e o e e

* pour lequel les lactariums doivent montrer «pattes blanches » R T
le lactarium d’Ile-de-France

° Mésophlle tps Opt|ma|: :::g:g&:ueaptésdeuxdécés
* De croissance 5-20°C i apodepeie

* D’entée en cycle végétatif 30-37°C
* Car Spores résistent a la pasteurisation de Holder

Food Microbiology

Volume 64, June 2017, Pages 195-201 -

(Walker-York-Moore 2017) S;Ia;-res'stance of psychrotolerant Bacillus cereus vegetative
Alizée Guérin, Claire D: i Thierry Clavel, ique Broussolle, Christophe Nguyen-th -

ANSM 2018 « Afin de tirer parti des progres scientifiques et techniques et des connaissances, il est
possible d’appliquer d'autres procédés que ceux décrits dans ces bonnes pratiques (pasteurisation,
Tests bactériologique...). Cependant, toute modification d'un processus critique ne peut

Etre opérée sans une validation préalable du nouveau procédé. La validation consiste & recueillir de

facon formelle, la preuve que le nouveau procédé maintienne ou améliore la qualité et la sécurité du
produit de facon répétable, reproductible et robuste. »




Evaluation des actions pour limiter les
ertes bacteriologiques

Décontamination
oxyfloor® des
biberons

méthode analyse bactério post
pasteurisation renforcée: limite
faux positif , sensibilise vis a vais

Renforcement
chaine du froid

des germes thermorésistants

octobre 2016 (n=288 lots)
type de germe (%) parmi les

résultats bactériologiques positifs
en post pasteurisation (n=20)

DOone aur i plague sutectigue - 31° avec un biberon da 130ml da *Bedssan & Pavaing™ 3 5 2 dong une
plisce & 18° v las résulgts:
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European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases
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Recent actuality about Bacillus cereus and human milk
bank: a new sensitive method for microbiological analysis
of pasteurized milk

préparation et gestion
du lait maternel dans les
hopitaux de 'AP-HP
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Etape de congélation du lait

* Ancienne prodécure

— Descente en température en conformité avec guide de bonnes
pratiques pour atteindre +4°C puis lente jusqu’a -18°C (durée ?)

e — Refroidissement a +4°C
B I dans pasteurisateur

e ALIOR] L&
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Sm—  (Congélation dans

Dato et heure do début de Falarme : 21/01/2019 17:01:00 (D

e enceinte -18°C

— Mals.:
e génere alarmes avec difficulté adaptation temps temporisation et seuil -18°C

* Probleme de contamination de I'eau de refroidissement
des pasteurisateurs malgré

— Décontamination hebdomadaire Sanosyl®

Flore aérobie revvifidble & | Flore oérobie.

— Décontamination chimique et thermique multiples =~ - [T v | e

— Vidange et maintien a +4°C de la cuve de refroidissement S




pasteurisation avec
PAS1002 programme
surgélation

stemps de chauffe
eplateau 60°C 30min

srefroidissement par entrée
d'eau de réseau a 50°C

ssignal lumineux indiquant la
sortie des paniers

senregistrament datatrace
Jocéasoft de le courbe de
témpérature

Mise en
tension Cellule

Procédure de surgélation

surgélation

scellule de surgélation ACFRI

spaniers placés succéssivement
danscellule a -18°C

sdeniére charge contient le
biberon d'eau avec sonde placée
au milieu de la cellule

sprogramme surgélation lancé

senregistrement de la courbe de
témpérature clé USB / océasoft /
GTC

Sortie des
biberons a
50°C du

pasteurisateur

quarantaine: deux

options

elait concervé dans cellule de
surgélation a -18°C

e[ait trasféré dans meuble -18°C
zone de quarantaine

sun cycle de décongélation doit
etre lancé aptrés chaque
surgélation

senregistrement de la coube de
température océasoft / GTC

Mise en place
de la sonde
piquée
démarrage du
cycle

Chargement
des paniers
dans cellule

=

Fin du cycle

194




Critéres de qualification /

Qualiﬁcaﬁﬁn refroidissement

Exposition de 62°5 a +6°C <60min
Buffin 2017, Picaud 2017

N°du cycle: 2522
Fichier Informatique associé: PAS13_2522 - QLg05322000kw it

tal Necker Pasteurisateur n"2 Req
3 (75) HSC PAS 10002 N=361005 du jeudi 17 jal

Cycle de Pasteurisation Essai 1/3

80U

11°C
—T2°C
13°C
T4°C
— 15°C
15°C
—IrC
18°C
—T9°C

Température (°C)

60

*25,7min pour passer
MNum. Ev Mom de I'evénement Heure Timing T{°C) o
Debit de cycle 14:05:08 0s 14T charges de 3 pasteurisateurs
Evi. N™1 Tous bibarons = 58°%C 141726 12m2Zs 5B.8°C . .
Evi N2 | Tous biberons > 62.6°C, débul de paste] __ 14:22:44 17Tm20s 62.8%C (189 biberons=37,8litres) de
Evi. N3 Fin do pastourisation 14.5738 E2ml14s 627°C b
Evi. M% Tous bibarons < 58°C 14:58:36 EAmilZs BE.EC CIENO > ©
Evi. NG Pas=zage an cellule de surgalation 15:01:34 BEm 10 s 441°7C 62 5 C d +4 C
BV N® Tous biberons < 4G 15.30:98 Thesmi4s 40 . o > o
EVL N7 | Tous biberons < 200 17:05:38 Th0mids EIRES * 95min de +4°C a -18°C
Fin de cycle 17:10:10 dhdm4Es -338°C




Etude impact sur résultats bactério “post pasteurisation” ou
comparaison bactério post pasteurisaion vs post surgélation

O Laboratoire de
bactériologie pour
méthode renforcée en

(2 puis
envoie au Laboratoire
de bactériologie pour
méthode renforcée de

tous les lots non
conformes en @

 Comparaison des deux résultats de bactériologie post
pasteurisation de janvier a juin 2019

Estimation du nombre d’échantillons

— @ 1920 lots post

— @ environ 192lots non conformes (cad 10% de notre production et en
raison de la présence de bacillus dans 95% des cas) finalement inclusion
de février a mai sur 1/3 de notre activité de pasteurisation soit 42 lots

Au final n=34




Résultats (1)

Numera date culture past =n vigueur|l Culure lait aprés pasteurisation, sungelation
10 21-fawr Bacillus cereus N matif
8 18-awr Bacillus cereus Bacillus cereus
14 28-mai Bacillus careus N matif
11 11-ger Bacillus cereus Streptacacous thermophilus
13 29-mai Bacillus cereus Bacillus cereus
15 05-awr Bacillus careus Bacillus cmreus
1 13-mai Bacillus cereus N matif
4 29-miars Bacillus cereus e matif
4 10-awr Bacillus cereus e matif
13 O5-avr Bacillus careus N matif
7 07-mars Bacillus careus Bacillus cmreus
11 04~mars Bacillus careus N =atif
14 12-mars Bacillus careus Bacillus cereus
i3 21-mars Bacillus careus Bacillus cereus
G 18-mars Bacillus cereus Bacillus cereus
18 16-awr Bacillus careus N =atif
g 03 ~juin Bacillus cereus Bacillus cereus
4 28-fawr Bacillus cereus Enterococcus fascalis
13 20-fawr Bacillus careus Nazatif
10 14-mai Bacillus careus Bacillus cereus
| 22-mai Bacillus cereus N matif
g 27-Fawr Bacillus cereus Bacillus cereus
| 27-fawr Bacillus cereus Bacillus cereus
11 0d-fawr Bacillus careus N zatif
26 08-fawr Bacillus cereus Bacillus cereus
5 O5-fawr Bacillus careus Bacillus cereus
7 15-fawr Bacillus careus Bacillus carzus
17 27-Fawr Bacillus careus Bacillus carzus
11 0E~mai Bacillus cereus Bacillus cereus
7 12-fawr Bacillus cereus Bacillus cereus
3 27-fawr Bacillus car Bacillus sp
5 O7-fawr Bacillus cersus Bacilluz o= reus
| 12-fawr Bacillus cereus Bacillus cermus
1 0 1-rrars Bacillus careus Bacillus carzus

Non conformes | Conformes apres

Apres surgélation surgélation

Lots non 23 (67,6%) 11 (32,4%)
conformes avec
bactério post en

vigueur

34 34

Hypotheses
-Efficacité sur les spores
-Ou probleme d’échantillonnage

Reprise de un biberon sugelé de chaque
lot devenu négatif et prélevé 4 X 20ml
/200ml pour nouvelle méthode renforcée
= seuil de détection 1 spore (UFC)/20ml




Résultat (2)

3 lots non gardés = au final 8 lots analysés

Numero date Culture lait apres pasteurisation echeA ech B echC ech D
14 28-mai Négatif Négatif Négatif Bacillus cereus Négatif
1 13-mai Negatif Bacillus cereus Negatif Negatif Bacillus cereus
13 05-avr Négatif Négatif Négatif Négatif Négatif
4 10-avr Négatif Bacillus cereus Négatif Négatif Bacillus cereus
11 04-mars Négatif Négatif Négatif Négatif Négatif
18 16-avr Négatif Bacillus cereus Négatif Bacillus cereus Négatif
4 29-mars Négatif Négatif Négatif Négatif Négatif
13 20-févr Négatif Négatif Négatif Négatif Négatif

Au total: 3 un seuil de détection descendu trés bas 50 % restent conformes
Questions

— A- Que faire des 50% “redevenu positif” avec un méthode beaucoup plus sensible que celle
recommandée par le guide de bonne pratique : méthode renforcée + abaissement du seuil
de détection

— B- Peut —on émettre des hypotheses sur role de la surgélation?



Discussion (1)

* Certainement un role bénéfique a limiter
la durée du temps ou température du lait entre

— 30 et 37° / risque entrée en cycle végétaif Capacité de résistance

— +10° et +4°C et méme 5° a 55°C (15%des souches psychrotropes)/
risque Croissance (euzeby 2002)

* Malis (Madi 2012)

— hétérogénicité des souches bacillus cereus: psychrotrope =
thermorésistance variable
— Effet inoculum
— Hétérogénicité des laits
* Bactérie lactiques produisent des bactériocines comme la pédiocine
qui limitent le développement des spores de certains bacillus cereus

mais peuvent aussi activer la germination des spore: « le lait de
lactarium reste bien vivant » (Meghrous1999)
International Journal of Food Microbiology

¢ Ten eu r en gra isse \.‘; Volume 181, 2 July 2014, Pages 10-18 .

The combined effect of pasteurization intensity, water
activity, pH and incubation temperature on the survival

gra isse d u Ia |t a un effet and outgrowth of spores of Bacillus cereus and Bacillus
p rotecteur pO ur |e ba Ci | I us pumilus in artificial media and food products

S. Samapundo®= 23, M. Heyndrickx®, R. Xhaferi?, |. de Baenst?, F. Devlieghere?




Discussion (2)

* Au final quelque soit mode de surgélation tous les

lots sont surgelés aprés pasteurisation et sont le

reflet du lait consommeé: guelques soit le mode de
congélation mortalité des cellules de l'ordre de 1 0g (tauveron 2006)

— peut étre pour cela que sur les 10% de lots qui sont libérés
par les lactariums (sauf par Marmande et Necker) alors

gu’ils seraient positifs avec méthode renforcée, 50% sont
réellement conformes

— et ce sont les lots ou le nombre de spore est le plus bas
en dessous du seuil de détection de méthode
actuellement recommandée par guide de bonne pratique:
donc vy a-t-il réellement un intérét a les éliminer?



20 ans de qualification bactériologique

% 2018,0 litres de lait _——

sur les 10581,5 _ﬁ
20 f\ litres collecté S e
15

—=% rejets
10

A o
/\/ V bactériologiques
5

~ J Rejets
<5% en pré-pasteurisation
2020

15 % en post (2019) - 10% en post (2020)

o

2000
2002
2004
2006
2008
2010
2012
2014
2016
2018

W\ produit de facon répétable, reproductible et robuste. »




Conclusion

* Enréduisant la temps de congélation on modifie
la réponse de certains composant thermo-sensibles

— Diminution des pertes bactériologiques:
* réduction du risque de pénurie
* Meilleure disponibilité pour tous les moins de 34SA

Il est donc particulierement important de tout mettre en ceuvre pour que les méres puissent allaiter

leur enfant et lorsqu’elles n’ont pas (ou pas assez de lait), de proposer du lait de don, collecté et
traité par un lactarium.
de France

Si les lactariums ne sont pas encore en mesure de couvrir la totalité de ces besoins, il apparait
actuellement judicieux de de prolonger I'utilisation de lait de don lorsque la mére n’a pas (ou pas
assez) de lait, jusqu’a 1700-1800 g(environ 34 SA)au moins.

Les services de Néonatologie (type Il et type IlI) peuvent se rapprocher du lactarium le plus proche
(www.lactariums-de-france.fr), qui pourra leur préciser I’état de ses stocks et dans quelle mesure il
peut leur fournir tout le lait maternel dont ils ont besoin. Cela peut varier selon les périodes et seul
votre lactarium de proximité pourra vous informer.

M= ern o™

Association Des Lactariums de France

— Opt|m|sat|0n de |a qua“té du |ait(ArsIanoqu 2013, Moro 2012):

* Bactériologique: En limitant
contamination post pasteurisation: choc thermique prévient
multiplication des spores aerobies (voro 2019

* Limite altération qualité nutritionnelle (moro2019): % rétention BSSL?



Perspectives
 En attendant de nouvelles méthodes de sécurisation du lait:

. ¢ TAELE.d | A'.-Q'E-;.el-.'slues of the resulting rji:r-)b il safaty using Staphviococcus
— Hautes pressions (¥6,18-10810) wemaeauzong 2o s oo s

Inactivation efficiency (IE)
- UV (\1/5-|Og 10)(Gabrie| 2017) LT HTST® New HHP®

5. aureus sud Fud

B. caraus sporas Mo effect Mo effect

3 igher contamination accapled for the Holder freatment (10 GFU /mi) dus to toxin
production by S. aureus.

b Giribaldf et al, {45).

“This paper.

e Est —il justifié de maintenir la méthode renforcée?

— Un constat:

* seul 2 lactariums Marmande et lle de France (Necker) font une
méthode renforcée

10% des lots distribués par autres lactariums contiennent du bacillus
cereus, aucun cas d’infection a bacillus attribuée au lait de lactarium

Infection Control.8 ﬁ;’
Hospital Epide L

Supplementary materials Metrics

——

Bacillus cereus infection in neonates and the absence of evidence for the role of
banked human milk: Case reports and literature review

— Nouvelle recommandations: CTTS ANSM




Conclusion

Combien d’ECUN et d’infections secondaires prévenues?
Combien de pronostics neurologiques améliorés?
Pour combien d’infections a bacillus prévenues?



