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Prevenzione delle infezioni in emodialisi. 
Prima parte: qualità dell'acqua 
K. Boubaker, E. Blanc, N. Troillet, Sion 

Introduzione 
L'emodialisi o depurazione extra-renale corrisponde ad un'operazione potenzialmente pericolosa per i pazienti che la subiscono. Questi pazienti, che presentano di primo acchito un'immunosoppressione legata all'insufficienza renale, sono regolarmente esposti a delle procedure invasive che possono metterli in contatto con diversi agenti infettivi quali Staphylococcus aureus o i virus delle epatiti. 

L'acqua dei circuiti di dialisi è uno degli elementi capaci di condurre ad un problema infettivo legato alla depurazione extra-renale. Quest'acqua, proveniente dalla rete dell'acqua potabile, si trova separata dal sangue del paziente solamente da una membrana semipermeabile. Secondo le tecniche di filtrazione, può anche essere utilizzata come liquido di sostituzione per i pazienti ed essere iniettata nella sua circolazione sanguigna. 

Questo primo articolo inaugura una serie di suggerimenti sulla prevenzione delle infezioni in dialisi. In esso vengono trattate le complicazioni associate all'acqua di dialisi e le misure destinate per meglio prevenirle. Inoltre passa in rassegna le esigenze di qualità e i metodi di trattamento dell'acqua limitandosi però agli aspetti microbiologici. 

Il lettore dovrà cercare altrove gli standard e le misure relative alla composizione chimica dell'acqua di dialisi. 

Potenziali conseguenze della contaminazione microbica dell'acqua di dialisi 
Quali siano le tecniche scelte, i centri di dialisi utilizzano delle grandi quantità d'acqua per la depurazione extra-renale (fino a 150 L per una seduta). L'acqua della rete idrica, che corrisponde alla definizione d'acqua potabile (Swiss-NOSO 2002; 9: 4-7), costituisce una potenziale sorgente di batteri o di particelle microbiche che possono essere all'origine di diverse complicazioni. La maggior parte delle volte si tratta di bacilli Gram negativi, non fermentativi, ma anche altri agenti infettivi o sostanze da essi prodotte possono ugualmente essere presenti (Tabella 1). Le particelle dei microrganismi (esotossine o endotossine) rappresentano per esempio una causa ben conosciuta di reazione febbrile durante la seduta di dialisi. I componenti delle membrane batteriche, quali i peptidoglicani o le muramil-peptidi svolgono un ruolo importante. 

Tabella 1: Microrganismi e sostanze frequentemente ritrovate in caso di reazioni febbrili associate alla dialisi
	Batteri
	- enterobatteri 

- Serratia sp. 
- Enterobacter sp. 
- bacilli Gram negativi non fermentativi 

- Pseudomonas sp. 
- Acinetobacter sp. 
- Stenotrophomonas maltophilia 
- Burkholderia cepacia 
- Alcaligenes sp. 
- Flavobacterium sp. 
- Achromobacter sp.

	Micobatteri
	- M. chelonae 
- M. fortuitum 
- M. gordonae 
- M. scrofulaceum 
- M. kansaii 
- M. avium 
- M. intracellulare

	Parti di microrganismi
	- LPS (lipopolisaccaridi, endotossine) 

- muranyl peptidi 

- esotossine di Pseudomonas aeruginosa 
- microcistine (alga)


Le complicazioni legate all'acqua di dialisi di qualità insufficiente possono venire catalogate secondo la loro durata e le loro manifestazioni: 

A) A breve termine, il passaggio dei microrganismi o dei prodotti di questi ultimi nel sangue del paziente possono essere all'origine di reazioni pirogene (brividi, febbre, nausea, ipotensione) che possono andare fino allo choc. Queste reazioni iniziano generalmente durante la seduta di dialisi. La maggior parte degli stati settici dei pazienti in dialisi sono legati a delle infezioni del catetere endovascolare e di fistole o a delle infezioni urinarie o cutanee. 

B) A lungo termine, la stimolazione ripetitiva dei monociti da prodotti microbici è all'origine di una produzione cronica di mediatori dell'infiammazione o di citochine. Queste sostanze (TNFa, IL-1, IL-6) sono loro stesse responsabili di una produzione epatica di proteina C-reattiva (CRP) e di beta-2-microglobulina che possono sfociare in una amiloidosi. Per contro, certe proteine come l'albumina diminuiscono sotto l'effetto dell'infiammazione cronica e parecchi studi hanno mostrato che l'ipoalbuminemia predice la mortalità nei pazienti dializzati. 

Definizione dei dispositivi e dei liquidi utilizzati per la depurazione extra-renale 
La dialisi costituisce un'operazione di alta tecnologia dove le differenti tappe non sono facilmente comprensibili per i profani. Per migliorare questa comprensione, i diversi elementi implicati nei processi e i diversi liquidi utilizzati sono stati elencati di seguito e illustrati nella figura 1. 

Figura 1: Circuito dell’acqua
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a) Macchina o generatore di dialisi: questo apparecchio permette il monitoraggio del circuito sanguigno extracorporale e anche la produzione continua del liquido di dialisi (dializzato). 

b) Emodializzatore o filtro di dialisi o membrana di dialisi: questi termini rappresentano il dispositivo utilizzato per depurare il sangue dalle molecole e tossine uremiche (potassio, urea, creatina, fosfato, ecc.). Questo dispositivo, connesso alla macchina di dialisi, è generalmente costituito da una membrana a fibre forate (diverse migliaia di capillari) nelle quali circola il sangue mentre i liquidi di dialisi circolano all'interno di esse. La superficie di membrana più comunemente utilizzata è di 1.8 m2 per un paziente adulto. 

c) Acqua della città o acqua della rete: è l'acqua potabile della rete idrica. Quest'acqua deve rispondere alle norme definite dall'Ordinanza delle derrate alimentari (Swiss-NOSO 2002; 9: 4-7). Deve contenere meno di 300 unità formanti colonie (cfu) di batteri aerobi mesofili per ml e nessuna crescita (0 cfu/ml) di Escherichia coli o di Enterococcus spp. 

d) Acqua di dialisi: acqua ottenuta a partire dall'acqua della rete idrica dopo trattamento specifico. E' utilizzata per la fabbricazione del liquido di dialisi aggiungendo dei concentrati per la dialisi. La qualità deve essere costante qualsiasi siano le variazioni stagionali o accidentali dell'acqua della rete idrica. 

e) Concentrati per dialisi: tamponi acidi o bicarbonato mischiato con acqua di dialisi per formare il liquido di dialisi. Questo miscuglio viene fatto nella macchina di dialisi. 

f) Liquido di dialisi: risultato dalla miscelazione dell'acqua di dialisi e dei concentrati per dialisi. E' il liquido che entra nel dializzatore dove sarà separato dal sangue del paziente da membrane ad hoc. 

g) Dializzato: dall'inglese, è il liquido che esce dal dializzatore dopo la depurazione del sangue. La letteratura italiana non fa sempre distinzione tra il liquido di dialisi e il dializzato. 

h) Liquido di sostituzione: liquido somministrato nella circolazione del paziente per la sostituzione delle perdite di volume ed elettrolitiche dovute a certe tecniche di depurazione. Questo liquido può corrispondere a delle soluzioni sterili disponibili sul mercato o essere prodotto in serie a partire dal liquido di dialisi. 

Esistono molte tecniche di depurazione extra-renale. Esse vengono elencate sotto e schematizzate nella figura 2. 

Tecniche di depurazione sanguigna extra-renale 
a) Emodialisi (HD) (Fig. 2a): la depurazione ha luogo in un dializzatore equipaggiato con una membrana semipermeabile. Il sangue del paziente è indirettamente in contatto con il liquido di dialisi che riceve per diffusione transmembranale le particelle del sangue da eliminare (trasporto diffusivo). Una filtrazione inversa può sopraggiungere ed esporre il paziente a dei microrganismi e a delle tossine che saranno presenti nel liquido di dialisi. 

b) Emofiltrazione (HF) (Fig 2b): la depurazione ha luogo in un dializzatore equipaggiato con una membrana permeabile, senza però ricorrere ad un liquido di dialisi (trasporto convettivo). Per compensare le perdite liquide che accompagnano le molecole filtrate, il paziente riceve una sostituzione per trasfusione intravenosa (soluzione sterile di liquido di sostituzione). 

c) Emodiafiltrazione (HDF) (Fig 2c): la depurazione risulta da una combinazione dei due metodi precedenti e permette la filtrazione di uno spettro più grande di molecole. Questa tecnica necessita l'uso di un liquido di dialisi e di un liquido sterile di sostituzione. Le membrane utilizzate per l'emofiltrazione e l'emodiafiltrazione sono delle membrane sintetiche dette "ad alto flusso" in quanto sono caratterizzate da un'alta permeabilità idrica e da un'alta permeabilità diffusiva. 

d) Emodiafiltrazione con produzione in serie di liquidi di sostituzione (Fig 2d): stessa tecnica di depurazione come per l'emodiafiltrazione (HDF) ma il liquido di sostituzione è ottenuto a minor costo utilizzando in questo caso l'acqua di dialisi. Ciò implica che quest'acqua deve soddisfare i criteri di sterilità in vigore per il liquidi destinati alle iniezioni intravenose. 

Figura 2: Tecniche di depurazione sanguigna extra-renale (112Ko)




Raccomandazioni per la qualità dell'acqua di dialisi 
Due associazioni, le cui principali raccomandazioni sono riassunte nella tabella 2, hanno pubblicato delle norme per la qualità dell'acqua di dialisi. Sono la Farmacopea europea (http://www.pheur.org/) e l'Association for the Advancement of Medical Instrumentation (AAMI) (http://www.aami.org/). La prima è nata il 22 luglio 1964 dalla volontà di 8 stati (Belgio, Francia, Germania, Italia, Lussemburgo, Paesi Bassi, Svizzera e Gran Bretagna). Attualmente riuniscono 26 paesi nei quali queste monografie hanno potere decisionale e sostituiscono quelle vecchie. In Svizzera, l'applicazione delle raccomandazioni della Farmacopea europea è obbligatoria. IL paragrafo inerente l'acqua di dialisi vi figura dal 2000. 

Tabella 2: Standard della Farmacopea europea e della American Association for the Advancement of Medical Instrumentation (AAMI)
	 
	farmacopea europea
	AAMI

	 
	UFC/ml
	EU/ml
	UFC/ml 
	EU/ml

	acqua di dialisi (entrata della macchina)
	<100
	<0.25
	<200 
	NS

	liquido di dialisi (dializzato secondo nomenclatura USA) (uscita della macchina) 
	NS 
	<0.25 
	<2000 
	NS


La Farmacopea europea indica che l'acqua di dialisi è ottenuta a partire dall'acqua potabile per distillazione, per osmosi inversa, per scambio ionico o per altri procedimenti appropriati. Le condizioni di preparazione, di trasferimento e di conservazione devono permettere di limitare i rischi di contaminazione chimica e microbica. Il limite del numero di germi e la concentrazione massima di endotossine batteriche in funzione del tipo di depurazione sono indicati nella tabella 2. Non esistono delle raccomandazioni specifiche per la produzione in serie dei liquidi di sostituzione (Fig. 2d), ma è comunque indicato che questi liquidi soddisfino i criteri di sterilità. 

Non esistono degli standard per la frequenza e il tipo di prelevamenti da effettuare per la valutazione della contaminazione batterica. La maggior parte degli autori anticipano tuttavia un prelievo mensile ad ogni livello della catena di trattamento dell'acqua. In tutti casi un prelievo mensile all'uscita della macchina di dialisi è consigliato. I prelevamenti da 10 a 20 ml devono essere effettuati dopo 2 minuti di scorrimento del liquido e con l'aiuto di materiale sterile e apirogeno (per esempio tubi di vetro scaldati a 180°C per 4 h). Questi possono essere conservati al massimo 24 h tra 2 e 8 °C prima di essere messi in cultura su un terreno adeguato. 

La Farmacopea europea consiglia dei terreni di cultura a base di idrolisato di caseina e di soia. L'AAMI consiglia delle piastre "TSA" (Tryptic Soy Agar). Possono essere inoltre utilizzati altri terreni a patto che la loro attitudine a permettere la crescita di un ampio spettro di microrganismi sia stata testata. Dopo aver paragonato la sensibilità dei diversi terreni a delle temperature di incubazione di 37 o 20 °C, Ledebo e Nystrand (Artif Organs 1999; 23: 37-43) hanno raccomandato delle piastre "TGEA" (Tryptone Glucose Extract Agar) da incubare per 2 giorni a 20 °C. Dei sistemi commerciali come quelli della Millipore (Heterotrophic Plate Count Sampler ref. MHP 10025, Millipore Cidra Inc., USA) permettono una standardizzazione delle culture. 

Secondo la Farmacopea europea, la concentrazione di endotossine nell'acqua di dialisi non deve superare 0.25 U.I. per millilitro. I prelievi vengono effettuati nella stessa maniera che per la ricerca di batteri e il metodo di scelta per il dosaggio sta nell'utilizzare un reattivo preparato a partire da cellule sanguigne di limulo (Limulus polyphemus o "horseshoe crab"), un crostaceo Nord americano. Questo dosaggio può essere effettuato con l'aiuto del kit commerciale Pyrogent Plus LAL (BioWHITTAKER). L'AAMI non esprime delle raccomandazioni per quanto riguarda il tenore in endotossine. 

Trattamento dell'acqua 
L'acqua della rete, visto che deve rispondere a dei criteri definiti (Swiss-NOSO 2002¸9: 4-7) non può essere utilizzata direttamente come acqua di dialisi. Deve infatti subire diversi trattamenti destinati a migliorare la sua purezza chimica e microbiologica. Tutti i centri di dialisi devono essere quindi equipaggiati di una stazione di trattamento dell'acqua dove hanno luogo le diverse tappe successive per ottenere la qualità richiesta dalla Farmacopea europea e dall'AAMI. Queste tappe sono: il pretrattamento e il trattamento propriamente detto (figura 3). 

Figura 3: Sistema complesso di trattamento dell’acqua per la dialisi (adattato da B. Canaud Nephrol Dial Transpant (1988) 13 [Suppl 5]: 3 -11).
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1. Fase di pretrattamento. Questa fase ha come scopo l'adattamento dei parametri chimici dell'acqua per evitare il deterioramento delle stazioni situate di seguito. Più filtri posizionati in serie ritengono le particelle presenti nell'acqua. Un addolcente o deionizzatore elimina il calcio e il magnesio. Un filtro al carbone attivo permette di ritenere il cloro e le clorammine utilizzati come disinfettanti nell'acqua potabile. Durante questa fase non avviene una depurazione da batteri o da endotossine. Al contrario, i filtri utilizzati in questa fase possono diventare dei serbatoi di microrganismi ed è dunque importante cambiarli regolarmente al fine di evitare rischi di contaminazione dell'acqua per la messa in circolazione accidentale di grandi quantità di agenti infettivi. 

2. Fase di trattamento. Durante questa fase i microrganismi, le endotossine e altre particelle microbiche presenti nell'acqua pretrattata vengono eliminati. Questo trattamento trasforma l'acqua delle rete idrica in acqua di dialisi secondo i criteri elencati. Questi devono naturalmente essere più severi se quest'acqua è utilizzata come liquido di sostituzione quando si hanno delle emodiafiltrazioni con la produzione in serie (vedi Fig. 2d). Molte tecniche possono essere utilizzate per ottenere un'acqua adeguata. L'osmosi inversa permette la filtrazione di 99% dei batteri e delle endotossine attraverso delle membrane specifiche. Gli ultrafiltri permettono l'eliminazione della quasi totalità delle molecole organiche complesse (macromolecole, collidi, pirogeni e microrganismi). I filtri a ultravioletti sono a volte utilizzati, ma il loro spettro d'azione non copre tutti i microrganismi e la loro efficacia può essere diminuita in caso di turbolenze nel flusso d'acqua che li attraversa. Le turbolenze generano in effetti delle zone d'ombra nelle quali i raggi UV penetrano male. 

Non esistono raccomandazioni ufficiali per i diversi componenti di una stazione di trattamento per l'ottenimento d'acqua di dialisi. Solamente i criteri di qualità del risultato finale sono definiti dalla Farmocopea europea. Certi autori propongono l'utilizzo in serie di numerosi dispositivi enumerati di seguito e rappresentati nella figura Fase di pretrattamento: un filtro a carbone attivo seguito da un microfiltro seguito da un addolcente. Fase di trattamento: uno o due sistemi d'osmosi inversa seguiti da due ultrafiltri. La qualità del prodotto di partenza, vale a dire dell'acqua della rete, può imporre il ricorso a dei sistemi più o meno complessi. Certi modelli recenti di macchine di dialisi sono provviste di ultrafiltri individuali che agiscono prima dell'aggiunta dei concentrati di dialisi. 

I materiali scelti per le tubazioni che servono ad indirizzare l'acqua di dialisi verso le macchine non devono reagire fisicamente o chimicamente con essa. Possono essere in PVC o in inox, ma non in rame e nemmeno in alluminio. Il circuito deve essere di configurazione lineare e in circolazione permanente. Esso non deve comportare braccia morte, reti parallele, e neanche parti trasparenti alla luce. Nella misura del possibile l'utilizzo di un serbatoio dovrebbe essere evitata, ma certi centri di dialisi devono ricorrervi per assicurare un apporto che non può venire sempre fornito dalla rete d'acqua potabile. Il serbatoio deve essere quindi facile da pulire e da disinfettare. Il fondo dovrebbe essere di forma arrotondata per diminuire il rischio di formazione di un biofilm. 

Conclusioni 
La contaminazione microbica dell'acqua di dialisi preparata a partire dall'acqua potabile di una rete comune costituisce un rischio di infezione per il paziente in dialisi. In Svizzera, come in Europa, l'acqua di dialisi deve rispondere a delle esigenze definite dalla Farmacopea europea. Se quest'acqua viene utilizzata per la produzione in serie di liquido di sostituzione somministrato al paziente per via venosa, deve rispondere a criteri più severi per la preparazione di soluzioni di trasfusione. 
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