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RESUME

CONTEXTE : Le recours aux dons de lait
maternel pasteurisé est la norme de
soins dans les hopitaux pour les nour-
rissons ayant un tres faible poids a la
naissance, afin de faire le pont en atten-
dant que les meres puissent allaiter leur
enfant. Le but de cette étude était de
vérifier si la pasteurisation a 'aide de la
méthode de Holder (a 62,5 °C pendant
30 min) serait suffisante pour inactiver
le coronavirus du syndrome respira-
toire aigu sévere 2 (SRAS-CoV-2) dans
des échantillons de lait maternel prove-
nant de donneuses.

METHODES : Nous avons inoculé avec le
SRAS-CoV-2 des échantillons de lait con-
gelés provenant de 10 donneuses de la
Rogers Hixon Ontario Human Milk Bank
(la banque de lait maternel de [’'Ontario)
pour atteindre une concentration finale

de 1 x 107 DICT,,/mL (50 % de la dose
infectante de la culture de tissus par mL).
Les échantillons ont été pasteurisés a
l'aide de la méthode de Holder ou laissés
a la température du laboratoire pendant
30 minutes, puis nous avons mis en
culture des dilutions en série sur des cel-
lules Vero E6 durant 5 jours. Nous avons
utilisé des échantillons témoins dans
cette étude, soit des échantillons de lait
provenant des mémes donneuses, aux-
quels le virus n’a pas été ajouté (échantil-
lons pasteurisés et non pasteurisés), de
méme que des réplicats de cellules
Vero E6 directement inoculées avec le
SRAS-CoV-2. Nous rapportons ici les
effets cytopathologiques en DICT,,/mL.

RESULTATS : Nous n’avons détecté
aucune activité cytopathologique dans
’ensemble des échantillons de lait

contenant le SRAS-CoV-2 pasteurisés a
’aide de la méthode de Holder. Dans
les échantillons contenant le SRAS-
CoV-2 qui n’ont pas été pasteurisés,
mais plutdt laissés a la température du
laboratoire pendant 30 minutes, nous
avons observé une réduction du titre
infectieux d’environ 1 log.

INTERPRETATION : La pasteurisation du
lait maternel a l'aide de la méthode de
Holder (a 62,5 °C pendant 30 min) inac-
tive le SRAS-CoV-2. Ainsi, si du lait
maternel provenant de donneuses con-
tenait le virus a la suite d’une transmis-
sion par la glande mammaire ou d’une
contamination, cette méthode de pas-
teurisation rendrait le lait sans danger
pour la consommation par le nourris-
son et la manipulation par les travail-
leurs de la santé.

e lait maternel est la plus importante source de nutrition

pour les nourrissons, et il contient une multitude de

facteurs bioactifs et immunomodulateurs, dont les cyto-
kines, la lactoferrine, les oligosaccharides et les immunoglobulines
sécrétoires, qui contribuent au développement du systeme immu-
nitaire et protégent contre les infections des voies respiratoires et
du systéme gastrointestinal'®. Chez les nourrissons vulnérables,
comme ceux ayant un trés faible poids a la naissance (<1500 g a la
naissance), la consommation de lait maternel est associée a un
séjour réduit a ’hopital et a une diminution du risque de septicé-
mie et d’entérocolite nécrosante néonatale, un probléme intesti-
nal grave®® La norme de soins dans les hopitaux du Canada

recommande que ’'on donne aux nourrissons ayant un trés faible
poids a la naissance du lait maternel pasteurisé provenant de
banques de lait maternel jusqu’a ce que la mere produise suf-
fisamment de lait™.

Dans le passé, les épidémies mondiales, comme celle du
VIH/sida, ont eu des effets dévastateurs sur les banques de lait
maternel en raison des risques percus. Dans les années 1980,
la recherche ayant montré que le VIH pouvait se transmettre
par le lait maternel, 22 des 23 banques canadiennes de lait
maternel ont fermé leurs portes!'. Tout comme le VIH, plu-
sieurs autres virus peuvent se transmettre par le lait maternel,
comme le virus de ’hépatite, le cytomégalovirus et le virus
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T-lymphotrope 1 humain2. Certains virus peuvent étre sécrétés
dans le lait par passage paracellulaire, alors que les jonctions
serrées se séparent en réaction a une maladie ou a une inflam-
mation chez la mered. Les autres modes de transmission sont
notamment la contamination par les gouttelettes respiratoires,
la peau, les tire-lait et les contenants de lait. Les banques de lait
affiliées a la Human Milk Banking Association of North America
(HMBANA) et a la European Milk Bank Association (EMBA) uti-
lisent la méthode de Holder pour pasteuriser le lait (a 62,5 °C
pendant 30 min) avant sa distribution; la méthode de Holder est
efficace pour inactiver les virus précédemment mentionnés'>4,

Peu de données sont disponibles sur la prévalence du coro-
navirus du syndrome respiratoire aigu sévére 2 (SRAS-CoV-2)
dans le lait maternel, ou sur son infectivité. Toutefois, le virus a
été détecté dans le lait maternel par un test d’amplification en
chaine par polymérase couplée a une transcription inverse (RT-
PCR)18, Les méres qui font des dons de lait dans les banques
affiliées a la HMBANA sont soumises a un dépistage verbal de la
maladie a coronavirus 2019 (COVID-19), mais le dépistage direct
du SRAS-CoV-2 par écouvillonnage du nasopharynx et RT-PCR
n’est pas requis. Bien qu’il n’y ait pas de preuves directes mon-
trant que la pasteurisation a l'aide de la méthode de Holder
puisse inactiver le SRAS-CoV-2 dans le lait maternel, on sait que
ce virus est sensible a la chaleur®. Le but de cette étude était de
confirmer que la pasteurisation a 'aide de la méthode de Holder
est suffisante pour inactiver le SRAS-CoV-2 dans des échantil-
lons de lait maternel provenant de donneuses.

Méthodes

Modéle d’étude
La Rogers Hixon Ontario Human Milk Bank de Toronto (Can-
ada) est une banque de lait d’envergure provinciale qui
respecte les lignes directrices établies par la HMBANA. Ainsi, on
soumet les donneuses a un questionnaire sur la santé et le
mode de vie et a un examen sérologique, et elles regoivent des
conseils sur les procédures adéquates a suivre en ce qui con-
cerne ’expression, la manipulation et I’entreposage du lait
maternel. Une fois que les donneuses ont accumulé un certain
volume minimal de lait a la maison, le lait est congelé et
expédié a la banque par courrier prioritaire express. Nous
avons choisi un contenant de lait maternel congelé (environ
150 mL) au hasard parmi les envois recus de 10 donneuses (un
contenant par donneuse). Le nombre d’échantillons examiné
est cohérent avec des études antérieures sur l'inactivation
virale dans les liquides corporels humains, études pour
lesquelles il est commun de combiner les échantillons avant
inoculation avec le virus?®22, Nous avons évité de combiner
les échantillons dans le cadre de cette étude, étant donné la
variabilité connue de la composition du lait maternel. Une fois
toutes les données d’identification retirées des contenants de
lait, les échantillons ont été transportés a 'état congelé a
unité combinée de confinement de niveau 3 de I’Université de
Toronto, ou nous avons réalisé tous nos essais.

Nous avons fait décongeler les échantillons de lait sur de la
glace, puis nous les avons homogénéisés et nous avons

mélangé 2 aliquotes de 840 uL de lait de chaque donneuse avec
160 uL de SRAS-CoV-2 SB2 au passage 3 (titre = 6,29 x 107, 50 %
de la dose infectante de la culture de tissus [DICTs,] par mL) afin
d’obtenir une concentration de 1 x 10" DICT,, dans chaque 1 mL
de solution a base de lait?. Nous avons laissé reposer a la tem-
pérature du laboratoire 1 échantillon infecté de chaque don-
neuse pendant 30 minutes (lait non pasteurisé). Nous avons
pasteurisé le deuxiéme échantillon infecté de chaque donneuse
dans un bain-marie en réchauffant le lait a une température de
62,5 °C pendant 30 minutes, puis nous avons refroidi les échan-
tillons sur de la glace, conformément aux lignes directrices de
la HMBANA et de la EMBA™>', Nous avons ensuite transféré les
aliquotes de lait dans des microtubes a centrifuger en plastique
rigide, dont la composition était similaire a celle des conte-
nants normalement utilisés pour la pasteurisation a aide de la
méthode de Holder effectuée a la banque de lait. Sans surprise,
le lait maternel s’est révélé cytotoxique pour les cellules
Vero E6, et ce, méme en I'absence du SRAS-CoV-2, puisqu’il
contient des glucides complexes, des lipides et des facteurs
immunitaires. Nous avons donc procédé a une dilution 1:100 de
tous les échantillons dans le milieu Eagle modifié de Dulbecco
(DMEM) sans sérum, le milieu de culture des cellules Vero ES6,
avant d’effectuer les procédures décrites ci-dessous. Bien que
la dilution des échantillons traités entraine une réduction de
1 log de la sensibilité de détection de virus viable lors du titrage
subséquent, le titre élevé du SRAS-CoV-2 utilisé pour inoculer
les échantillons de lait compense le facteur de dilution, de
sorte qu’une réduction de 6 log de virus viable serait
quantifiable.

Comme décrit précédemment, nous avons utilisé des échan-
tillons de lait infectés pour déterminer les charges virales des
échantillons dans ’ensemble des conditions expérimen-
tales?®?, En résumé, nous avons préparé 6 dilutions en série de
facteur 10 de chaque solution de lait contenant le SRAS-CoV-2
(inoculum) et appliqué 50 uL de chacune a des cultures mono-
couches de cellules Vero E6 dans le DMEM (0,2 x 10° cellules/
mL) dans des plaques a fond plat a 96 puits. Nous avons incubé
les plaques a 37 °C et a 5 % de CO, pendant une heure, en les
remuant légérement aux 15 minutes afin de favoriser une
répartition uniforme de l'inoculum dans les puits. Aprés une
heure, nous avons retiré inoculum et ajouté aux puits 200 pL
de DMEM combiné a du sérum bovin feetal a 2 %, puis nous
avons laissé le tout incuber pendant 5 jours. Les témoins posi-
tifs étaient des échantillons sans lait non dilués composés de
160 pL de solution virale dilués dans 840 uL de DMEM (SRAS-
CoV-2 uniquement). Les témoins négatifs étaient des échantil-
lons de lait maternel pasteurisés et non pasteurisés sans inocu-
lum viral (infection simulée).

Analyse virologique

Nous avons évalué les effets cytopathologiques 5 jours apreés
I’infection et nous les avons rapportés en DICT,,/mL. Nous avons
calculé les titres viraux a l’aide de la méthode Spearman-
Karber?>?, Au cinquieme jour suivant l'infection, nous avons
procédé au passage des surnageants vers de nouvelles cultures
monocouches de cellules Vero E6 dans des plaques a fond plat a
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96 puits et rafraichi les cultures monocouches originales avec
200 puL de DMEM combiné a du sérum bovin feetal a 2 %. Pen-
dant 14 jours, nous avons surveillé 'apparition d’effets cytopa-
thologiques non détectables au cours des 5 premiers jours de
culture. La limite de détection pour l’essai de DICT,, était de
20 DICT,,/mL.

Approbation éthique

Les donneuses de la Rogers Hixon Ontario Human Milk Bank
avaient fourni un consentement éclairé par écrit indiquant que
leur lait pourrait étre utilisé a des fins de contrdle de la qualité ou
de recherche. Une approbation d’un comité d’éthique de la
recherche sur les humains a été obtenue du systéme de santé
Sinai et de 'Université de Toronto.

Résultats

Les effets cytopathologiques étaient identiques au troisieme et
au cinquiéme jour suivant linfection; ils sont présentés dans le
tableau 1. Nous n’avons détecté aucune activité cytopa-
thologique dans les échantillons de lait inoculés avec le SRAS-
CoV-2 qui ont été pasteurisés a 'aide de la méthode de Holder (a
62,5 °C pendant 30 min), méme aprés le passage de l'inoculum
et la période d’observation subséquente de 14 jours. Il est a
noter que dans les échantillons témoins positifs (SRAS-CoV-2
uniquement), ce traitement par la chaleur n’a pas compleéte-
ment inactivé le virus. Pour ce qui est des échantillons de lait

Tableau 1 : Stabilité du SRAS-CoV-2 dans le lait maternel

provenant de donneuses, avec et sans pasteurisation a
l’aide de la méthode de Holder (DICT,,/mL)*

Non pasteurisé

(température du Pasteurisé
laboratoire pendant (62,5 °C pendant

Echantillons 30 min) 30 min)
A 2,0x10° Non détecté
B 6,3 x10* Non détecté
C 6,3x10° Non détecté
D 6,3x10° Non détecté
E 6,3 x10° Non détecté
F 2,0x10° Non détecté
G 6,3x10° Non détecté
H 6,3 x10° Non détecté
I 6,3x10° Non détecté
J 6,3x10° Non détecté
SRAS-CoV-2 6,3 x 10° 6,3x10°
uniquement

(témoin positif)

Infection simulée Non détecté Non détecté

(témoin négatif)

Remarque : DICT,, = 50 % de la dose infectante de la culture de tissus, SRAS-CoV-2 =
coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere 2.

*Les calculs de la DICT,,/mL s’appuient sur les dilutions en série répétées des
échantillons indiqués.

inoculés avec le SRAS-CoV-2 qui n’ont pas été pasteurisés, mais
plutdt laissés a la température du laboratoire pendant 30 min-
utes, nous avons enregistré une réduction d’environ 1 log par
rapport au virus ajouté seul dans le DMEM; nous avons toutefois
observé une variabilité entre les donneuses (d’une réduction de
2 log a aucune réduction). La moyenne et 'écart-type étaient de
1,05 x 106+ 1,86 x 10° pour la DICT,,/mL.

Interprétation

Trés peu d’échantillons de lait de femmes atteintes de la
COVID-19 ont été testés pour la détection du SRAS-CoV-2.
Parmi les quelques cas décrits dans la documentation, il y a
aujourd’hui au moins 3 cas répertoriés ou des acides nuclé-
iques de SRAS-CoV-2 ont été détectés dans le lait maternel;
cependant, la viabilité du virus dans ces échantillons n’a pas
été mesurée. L’Organisation mondiale de la Santé recom-
mande que les nourrissons ayant un trés faible poids a la nais-
sance regoivent du lait maternel provenant de donneuses
lorsque le volume produit par la mére est insuffisant?’. Le
réseau de banques de lait maternel croit rapidement aux qua-
tre coins du monde : il y a aujourd’hui plus de 650 banques de
lait qui emploient la méthode de Holder pour assurer la sécu-
rité des dons?.

Bien que 'on pense que cette technique puisse entrainer une
inactivation du SRAS-CoV-2, il est important de confirmer cette
hypothése dans une matrice de lait maternel, pour la sécurité du
personnel des banques de lait, des travailleurs de la santé et des
receveurs de dons de lait maternel. Dans la présente étude, la
pasteurisation du lait maternel inoculé avec le SRAS-CoV-2 a
aide de la méthode de Holder (a 62,5 °C pendant 30 min) a occa-
sionné une inactivation virale compléte, mesurée par la DICT,,/
mL. La charge virale élevée utilisée pour infecter les échantillons
dans le cadre de ces expériences nous a permis de confirmer une
réduction de Pordre de 10°. Les effets de la pasteurisation sur les
coronavirus dans une matrice de lait maternel n’avaient jamais
été décrits dans la documentation®.

Nos résultats vont dans le méme sens que les données mon-
trant une inactivation du coronavirus dans d’autres matrices,
dont les milieux de culture et le plasma, a laide de différents
protocoles de pasteurisation. Il a également été établi que le
virus causant le syndrome respiratoire aigu sévére, le SRAS-CoV,
pouvait étre complétement inactivé lorsqu’exposé a des tem-
pératures aussi basses que 56 °C pendant 20 minutes, de méme
qu’a des températures plus élevées, par exemple 70 °C pendant
cing minutes®®3, Par ailleurs, on a montré que le virus causant
le syndrome respiratoire du Moyen-Orient pouvait &tre inactivé
lorsqu’exposé a une température de 56 °C durant 60 minutes*®°.
Un récent article de Chin et de ses collegues a conclu que le
SRAS-CoV-2 pouvait étre complétement inactivé lorsqu’exposé
a une température de 56 °C pendant 30 minutes ou de 70 °C
pendant 5 minutes dans un milieu de transport viral'®. Dans le
cadre de la présente étude, nous n’avons pas observé
d’inactivation compléte du SRAS-CoV-2 dans un milieu qui ne
contenait pas de lait maternel (témoin positif) aprés une pas-
teurisation a 62,5 °C pendant 30 minutes, ce qui ne correspond
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pas aux données rapportées par Chin et ses collégues. A notre
avis, ces résultats indiquent que la matrice biologique du virus
doit &tre prise en compte lors de I’évaluation des conditions
d’une inactivation efficace.

Fait intéressant, nous avons noté une réduction des effets
cytopathologiques du SRAS-CoV-2 dans les échantillons de
lait qui n’ont pas été soumis a la chaleur, mais plutdt laissés
a la température du laboratoire pendant 30 minutes. Il est
fort probable que cet effet soit di aux multiples com-
posantes immunitaires du lait maternel, dont les anticorps
IgA sécrétoires, la lactoferrine, la lactadhérine, les mucines
des globules gras du lait et les oligosaccharides, qui pré-
sentent une activité antivirale significative2. D’ailleurs,
Hamilton Spence et ses collegues ont constaté le méme phé-
nomene dans des échantillons de lait maternel inoculés avec
le virus Ebola et conservés a la température du laboratoire
pendant 30 minutes®®.

Limites de ’étude

Nous n’avons étudié que 10 échantillons de lait. Notre capacité
d’analyse d’un plus grand nombre d’échantillons était limitée en
raison de la complexité des mesures de sécurité a prendre avec
le virus SRAS-CoV-2; néanmoins, la taille de notre échantillon est
plus importante que celle utilisée dans des études semblables
s’intéressant a d’autres virus?®-2,

Conclusion

La pasteurisation de lait maternel a ’aide de la méthode de
Holder (a 62,5 °C pendant 30 min) permet d’inactiver le SRAS-
CoV-2. Si une femme atteinte de la COVID-19 faisait un don de lait
contenant le SRAS-CoV-2, que ce soit en raison d’une transmis-
sion par la glande mammaire ou d’une contamination par des
gouttelettes respiratoires, la peau, un tire-lait ou un contenant
de lait, cette méthode de pasteurisation rendrait le lait sir a la
consommation par le nourrisson. De plus, le lait maternel décon-
gelé (préalablement congelé) semble présenter une activité anti-
virale assez importante pour réduire partiellement l'infectivité
du SRAS-CoV-2 qu’il contient.
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