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Dialysat contaminé : comment le maitriser?

INTRODUCTION

Une bonne compréhension des facteurs déterminant la
vitesse de croissance des bactéries dans les liquides de dialyse
représente une aide précieuse pour assurer une bonne qualité
bactériologique du dialysat.

LA BIOLOGIE DES BACTERIES

La taille des bactéries est de I'ordre d'un micron ce qui est
une centaine de fois plus petit que le diamétre de l'un de vos
cheveux. Il y a deux siécles, le chercheur Suisse De Saussure
a comparé pour la premiére fois la biologie des bactéries avec
celle des animaux (1). Il constatait, a son étonnement, que les
bactéries ne se reproduisent pas par copulation mais par divi-
sion en deux. Il écrivait que "les plaisirs du mariage sont
inconnus pour les bactéries." Spallanzani, prétre-chercheur
[talien & la méme époque, trouvait "qu'il n'y a ni méres ni
enfants, mais aprés division toutes les bactéries semblent
immeédiatement des individus indépendants et complexes" (1).

Dans cet article nous essayerons d'abord de mieux com-
prendre la biologie des bactéries et en particulier les facteurs
qui déterminent la vitesse de croissance bactérienne dans les
liquides de dialyse. Ensuite nous en tirerons des lecons pour
assurer un dialysat de bonne qualité bactériologique. Enfin
nous tacherons de répondre a quelques questions pratiques.

Quant a la vitesse de croissance des bactéries dans
les liquides de dialyse il y a deux points essentiels a
retenir :

I. Le premier point & retenir est que la croissance bacté-
rienne

- évolue de facon exponentielle en fonction du temps et
— sa vitesse dépend du milieu nutritif et

- de la température
1. La croissance bactérienne est exponentielle

Prenons l'exemple des Escherichia Coli, qui dans des condi-
tions idéales se dédoublent toutes les 20 minutes : a partir
d'une seule bactérie il y en aura déja 8 aprés une heure, 64
aprés deux heures etc. Si on continue, aprés huit heures on
dépasse déja les 10 millions et aprés douze heures les 5 mil-
liard de bactéries !

2. Quelle est l'importance du milieu nutritif ?

Ceci a été investigué par Martin Favero (2). Il étudiait la
vitesse de croissance des Pseudomonas aeruginosa (Pa), une
bactérie Gram-négatif, souvent retrouvée dans l'eau et le dia-
lysat. Cet auteur comparait la croissance des Pa dans un
milieu nutritif idéal (appelé Trytic Soy Agar ou TAS), dans le
dialysat et dans de I'eau distillée, 4 37° C. Les résultats sont
illustrés a la figure 1. On peut en conclure deux choses impor-
tantes. D'abord, le dialysat est unsxcellent milieu nutritif
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INFLUENCE DU MILIEU DE CULTURE SUR LA CROIS-
SANCE DES GERMES :

Vitesse de croissance des Pseudomonas aeruginosa dans un
milieu de culture idéal, comparé a celle dans le dialysat et a
celle dans de l'eau distillée, a 37° C (adapté, selon M. Favero et

al. (2)).

pour les Pa : leur vitesse de croissance est trés proche de leur
vitesse de croissance dans un milieur de culture idéal (TSA),
alors que la vitesse de croissance des Pa est neuf fois plus
élevée dans le dialysat que dans l'eau distillée.

3. Quelle est l'importance de la température du milieu nutritif ?

Comme ce facteur n'était pas bien connu, nous avons étudié

* linfluence de la température sur la vitesse de croissance des

Pa. Les Pa étaient inoculés dans un milieu idéal (TSA) a 4, 15,
29 et 37° Celsius au laboratoire de bactériologie. La vitesse de
croissance était controlée toutes les 2 heures pendant les 14
premieres heures, puis aprés 24 heures et aprés 5 jours pour
I'échantillon a 4° C. uniquement. Les résultat sont illustrés
dans la figure 2 et montrent que le temps de doublement pour
les PA est de 300, 150 et 40 minutes respectivement a 15°, 29°
et 37° C. Il n'y a pas de croissance observée a 4° C, mais la
croissance normale reprend lorqu'on augmente la température
a 37° C. Des températures basses empéchent donc d'une
fagon réversible la croissance des bactéries.

De cette observation nous tirons deux conclusions impor-
tantes : d'abord, les Pa doublent leur nombre toutes les 40
minutes dans le dialysat a 37° C, ce qui correspond parfaite-
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ment avec les résultats de Martin Favero (2) et ensuite, la

vitesse de croissance des Pa est 7,5 fois plus élevée a 37° C

qu'a 15° C.

4. Quel est leffet combiné des influences du milieu et de la tem-
pérature ?

Si nous combinons les facteurs milieu et température pour
la croissance des Pa nous trouvons que la vitesse de double-
ment est 67 fois plus rapide dans le dialysat a 37° C. que dans
I'eau osmosée de 15° C., une différence impressionnante parce
que I'on sait que cette croissance est exponentielle | Par
exemple, il faut seulement 5 heures pour que les Pa soient
multipliés par 100 dans le dialysat a 37° C versus 340 heures
(plus que 14 jours) dans I'eau osmosée a 15° C. Ceci dans I'hy-
pothese bien str ou ces liquides stagnent.

Certaines souches de Pa "naturelles” peuvent se développer
dans un milieu pauvre plus rapidement que d'autres et ainsi
p.e. Carson (3) a trouvé une souche qui double dans l'eau dis-
tillée a 25° C. toutes les 4, 8 heures !
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INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LA CROISSANCE
DES GERMES :

Vitesse de croissance des Pseudomonas aeruginosa dans un
milieu de culture idéal, & 37° C. comparé 4 29°C, 2 15° C et &
4°C.

5. Conclusions 1 :

. Les machines de dialyse ont besoin d'une stérilisation jour-
naliére car il s'agit d'un milieu favorable & la croissance bacté-
rienne.

. Par contre, une stérilisation mensuelle ou méme moins fré-
quente peut suffire pour le cicuit d'eau osmosée, parce qu'il
s'agit d'un milieu défavorable a la croissance bactérienne ; la
fréquence nécessaire dépend de sa conception (zones de stag-
nation? filtres? flux laminaire ou flux turbulent? etc).

. Enfin, lorsqu'on arréte une machine sans la stériliser, il
vaut mieux la remplir d'eau osmosée par le programme de rin-
cage c'est-a-dire remplacer le milieu favorable a la croissance
bactérienne par un milieu ot la croissance bactérienne est
faible.

6. Un probléme se pose!

Si on tient compte de la croissance bactérienne dans le dia-
lysat d'une machine de dialyse et du débit de 500 ml/min. de
dialysat, diluant les bactéries, on en vient 4 la conclusion sur-

prenante qu'il est presque impossible d'arriver 4 des taux bac-

tériens élevés! Or cecl ne correspond pas du tout a la réalité :

p.e. deux études récentes montrent bien le contraire (4,5).

Pourquoi?

I Le deuxiéme point & retenir est que la croissance bacté-
rienne dans les machines de dialyse peut étre capri-
cieuse :

- des facteurs externes et

- internes de contamination interviennent

1 Quels sont les facteurs externes de contamination ?

Les facteurs externes de contamination sont multiples. Le
probléme de contamination du concentrat bicarbonate liquide
est bien connu. Mais les bidons peuvent aussi étre une source
de contamination pour ceux qui préparent du concentrat
bicarbonate liquide frais. Un probléme de contamination bac-
térienne peut aussi survenir avec les pipettes si elles ne sont
pas désinfectées réguliérement. Une autre source de contami-
nation peut résulter de la solution de 20 % d'acide citrique,
utilisée pour détartrer les machines aprés dialyse au bicarbo-
nate. Nous avons trouvé des cultures massives de champi-
gnons {du type penicilium) dans cette solution et nous avons
appris que l'acide citrique a 20 % en est vraiment le milieu de
culture idéal! Ceci ne pose pas un probléme direct pour nos
patients, mais on encrasse les parties hydrauliques des
machines ce qui peut permetire aux bactéries d'y survivre
(vide infra)? Comme solution, nous avons remplacé l'acide
citrique par une solution a 20 % d'acide acétique. Notre dépar-
tement d'hygieéne hospitaliére a mis en évidence que les mémes
souches de champignons, retrouvées dans l'acide citrique, ne
peuvent pas se développer dans cette solution d'acide acé-
tique.

Une autre source de contamination externe est le tuyau
d'évacuation qui méne au drain. Quoique les bactéries ne
soient pas des spermatozoides, il est apparu a plusieurs
reprises que les bactéries peuvent pousser pendant la période
de stagnation (p.e. pendant le week-end) et 4 nouveau conta-
miner les machines! II faut donc laisser une bonne colonne
d'air entre la sortie du tuyau d'évacuation et le liquide qui
stagne dans le syphon de I'évacuation, ce qui évitera ce pro-
bléme.

Il va de soi que tous ces problémes de contamination
externe peuvent et doivent absolument étre éliminés!

2. Quels sont les facteurs internes de contamination?

Cette deuxiéme source de contamination est un probléme
que est plus difficile a résoudre. Les bactéries ont tendance a
se fixer sur les parois des tuyaux, réservoirs, filtres, joints etc.
et elles s'y développent.Ce phénoméne méne a la formation
d'un "biofilm". Ainsi peut-on retrouver aussi bien dans Ie cir-
cuit d'eau que dans celui du dialysat des endroits ou les bac-
téries ne sont pas toutes balayées par le flux et éliminées.
Comme la croissance bactérienne est exponentielle, la généra-
tion des bactéries dans le dialysat devient tout a fait imprévi-
sible et elle dépend de I'ampleur de ce biofilm. Ce sont juste-
ment les machines qui ont un circuit hydraulique trés
complexe avec plusieurs endroits ot1 les bactéries peuvent faci-
lement se déposer et se multiplier qui vont favoriser la crois-
sance bactérienne.
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Ces endroits sont spécifiés dans la table 1 :

o |es filtres

* les régulateurs de pression
o les désaérateurs

¢ les portes d'échantillonnage
° |es vannes

° les joints

¢ les diaphragmes

° les zones & débit réduit - circuit d'ultrafiltration
- chambres de mélange

° les connecteurs rapides

Table 1. Endroits critiques de dépét des bactéries dans les
machines de dialyse.

La simplicité du circuit hydraulique, 1'efficacité et la facilité
avec laquelle on peut stériliser tous les endroits mentionnés
ci-dessus sont des aspects importants que nous devons
prendre en considération lorsque nous faisons un bilan com-
paratif pour acheter des nouvelles machines. Il est alarmant
que les produits désinfectants puissent ne pas étre efficaces
dans plusieurs des zones citées ci-dessus. Ceci va influencer
la qualité bactériologique du dialysat comme démontré,
l'année passée a 'AFIDTN, par un technicien de 1'hopital
Necker de Paris, pour les connecteurs rapides. De plus, les Pa
peuvent produire une substance muqueuse (slime) qui pro-
tége les colonies contre l'action des agents désinfectants (6).

3. Conclusions 2 :

. Le dialysat peut poser des problémes externes et internes
de contamination, les premiers peuvent étre évités tandis
que c'est beaucoup plus difficile pour les seconds.

. La croissance bactérienne est prévisible dans une situation
in vitro mais pas in vivo!

. C'est pourquoi un contrdle bactériologique mensuel en fin
de dialyse a la sortie du dialyseur, est nécessaire pour
monitorer la situation. Des contréles supplémentaires doi-
vent étre faits aprés toute réaction clinique (frissons) ou
aprés un résultat insatisfaisant. Dans ce cas, on doit donc
trouver et éliminer la ou les sources internes ou externes
de contamination.

. En plus des controdles bactériologiques, il est recommandé
de faire occasionnellement des dosages d'endotoxines. Cer-
taines techniques peuvent en effet diminuer ou éliminer les
germes sans réduire ou méme en augmentant des taux
d'endotoxines (7).

III. Cinq questions a résoudre :
1. Quelles normes bactériologiques et en endotoxines respecter?
(Fig 3)

NORMES DE QUALITE DES
LIQUIDES DE DIALYSE

&L i &7 i
SUEDE 100 0,25 100 0,25
USA (AAMI) 200 1 2000
ALLEMAGNE 50 **
FRANCE 100 ***
CANADA 200 10

Pour la réutilisation des dialyseurs
Normes proposées
* Nombre de Pseudomonas aeruginosa
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Cette table montre les normes disponibles pour les bactéries
et les endotoxines dans l'eau et le dialysat. Les normes Sué-
doises sont les plus strictes et seront peut-étre généralisées a
l'avenir.

2. Les pyrogénes passent-ils a travers les membranes de dia-
lyse ?

Les bactéries sont plus grandes que les pores d'une mem-
brane de dialyse intacte, mais les produits de dégradation bac-
tériens sont aussi pyrogéniques que les bactéries elles-mémes.
Ce sont ces produits de dégradation qui sont visés lorsque l'on
parle des pyrogénes dans les liquides de dialyse. Ces pyro-
genes sont de taille variable et bon nombre d'entre eux pas-
sent a travers les membranes de dialyse par diffusion (8) ou
encore mieux par convection, lorqu'il y a de la rétrofiltration
(9,10).

3. Les pyrogenes : risques potentiels ?

Les pyrogénes du dialysat sont des agents extrémement
puissants qui activent les monocytes des patients. Cette sti-
mulation des monocytes a été mise en évidence par plusieurs
auteurs (11,12) lors de la présence d'endotoxines dans le dia-
lysat méme en l'absence de passage mesurable de ces der-
niéres au cOté sanguin.

Cette activation déclenche le systéme immunitaire de
défense du patient et, comme tout processus inflammatoire
elle stimule le catabolisme. Un travail du groupe de Marseille
(13) montre que ce processus pourrait contribuer & une aug-
mentation de la prévalence des syndromes du canal carpien. II
pourrait aussi contribuer a d'autres complications a long
terme chez les patients dialysés (14). Bien que la plupart de
ces réactions restent subcliniques, des réactions a pyrogénes
accompagnées de frissons se produisent encore et sont tou-
jours rapportées de nos jours! (15, 16, 17, 18).

4. Est-ce qu'une infection due au dialysat est possible ?

La question se pose, les bactéries ou les virus peuvent-ils
passer a travers les membranes de dialyse ? On peut facile-
ment répondre que si les membranes sont intactes, ni les virus
ni les bactéries ne peuvent passer au travers des membranes
parce qu'ils sont plus grands que les pores des membranes
des dialyseurs. Mais, le probléme est bien plus complexe;
d'une part, comme nous l'expliquons dans un autre article de
ce journal (7), les membranes de dialyse peuvent présenter des
points faibles. D'autre part, les détecteurs d'hémoglobine des
machines de dialyse les plus modernes ne sont capables de
détecter les fuites de sang qu'a partir de 0,35 ml./min (la sen-
sibilité normale des détecteurs de sang est de 0,45-0,50
ml./min a 25 % d'hématocrite!). Il est improbable que les
machines puissent détecter une fuite de sang lorsqu'un seul
capillaire du dialyseur est brisé. Le pobléme devient encore
plus critique lorsque ce filtre est perforé dans la zone du dialy-
seur ol il y a de la rétrofiltration!!!

Ceci pourrait peut-étre expliquer pourquoi p.e Schaeffer de
Berlin (19) trouve une augmentation de la température au-
dela de 37,5° C. chez 4,8 % des patients en hémodialyse com-
paré a seulement 0,8 % en hémofiltration. Mion de Montpellier
(6) par contre montre qu'une hausse de température en hémo-
dialyse avec un dialysat "ultrapur” n'arrive que dans 0,5 % des
séances.




Bien que le dernier mot ne soit pas encore dit a ce sujet, il
me semble qu'il y a de bonnes raisons pour assurer une bonne
qualité (bactério + endotoxines) du dialysat.

Pour les infirmiéres et les techniciens, il vaut mieux consi-
dérer le dialysat aprés la sortie du rein comme possiblement
contaminé chez les patients p.e HIV+, HVB+ ou HCV+, méme
si le risque est faible vu le facteur de dilution important!

5. Une infection croisée due a la machine est-elle possible ?

Comme vous le savez, certains recommandent l'isolement
non seulement des patients HBV (grande contagiosité) mais
aussi des HIV+ et HCV+ (contagiosité plus faible). La question
se pose : dans quelle mesure les machines peuvent-elles
contribuer aux infections croisées entre les patients ?

Sur le plan strictement théorique les infections croisées
dans les unités de dialyse a partir du dialysat sont presque
impossibles. Néanmoins on recommande - et il faut suivre le
conseil! - de toujours stériliser les machines entre deux
patients surtout aprés une dialyse chez un patient positif et
avec les machines ot le dialysat de sortie du rein recircule et
vient en contact avec le dialysat frais.

Malheureusement, des infections croisées se sont produites
dans plusieurs centres de dialyse. Le personnel soignant en
est le premier vecteur possible et il doit prendre toutes les
mesures nécessaires. Mais aussi il y a eu des infections croi-
sées par le coté sanguin, dues aux problémes avec les isola-
teurs de pression des machines de dialyse (nous expliquons en
détail ces problemes ainsi que les précautions a prendre dans
un autre article de ce journal (7). Il va aussi de soi que le net-
toyage adéquat des machines entre deux dialyses reste d'une
grande importance parce que le contact avec toute trace de
sang contaminé peut étre a ['origine d'une infection croisée.

Je terminerai cet article par une phrase d'Henri Ford :
“Nous apprenons beaucoup de nos succés

mais nous apprenons encore plus de nos échecs!”
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