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il Pourquoi SPM ?

 (CSde néphrologie sur I’Archipel de SPM

— Pr. H. Nivet depuis 10 ans
— Relais FB a partir de 2011

* Dialyse sur I'Archipel
— 1 patiente en HDD de 1976 a 1983 (formation a Montréal)
— DP début 2000
— HDC en télémédecine St Brieuc mars 2011
— Relais ECHO sept 2012 —installation UDM nouveau CHFD
— Station PERMO - 5 générateurs Fresenius 5008 H
— Nov 2016 : 3 patients (2 en attente)
— Responsabilité « partagée » sur le traitement d’eau
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P Fau pO ur HD

Sample port f( located at the outlet of the water distribution system
or prior to the dialyser)

(¢]

70% ethano! or iIscpropanol ﬁ
Sampling after ~30 s exposure

l [discard the first sample (~20 mL) . take a fresh sample with a new syringe]

Store a14°C
anzlyse within 24 h

Bacterial culture

‘ Membrane filtration
Sample volume: 10-1000 mL

Endotoxin quantification

‘ Kinetic LAL assay

Sample volume: S ml.

Detection of other contaminants

Sample volume: 5 ml.
Peptidoglycan SLP - test

Bacteriai DNA: absorbance of ultraviolet light at 260 nm,
with fluorescent nucieic acid slan

Medium R2A or TGEA
Incubation temperature: 17-23°C
Incubation time: 7 days

Seee—

v

Recommended by national authorities and international organisations Cell-based bio-assay

NDT, 2012, 27, 4010-21
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Eau pour HD : analyses réeglementaires a SPM

* Prélevements jeudi pour étre chez le transitaire avant 16h30
* Vol Air St Pierre samedi (3h) : cale non réfrigérée
* Transit Montréal controle sécurité Canada

* Vol AF cale réfrigérée (7h) : CDG dimanche matin = chambre
froide (transit fret) |

* Transporteur lundi journée camion réfrigére
* Livraison Bioclin lundi soir ou mardi matin

* 4 jours min incompressibles — cout 600 €
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 L'ATP est la molécule de stockage d'énergie présente
dans tous les organismes vivants.

* Mesure simple et rapide du taux d'ATP (Adénosine
TriPhosphate) intracellulaire pour quantifier de facon
non spécifique tous les microorganismes présents
dans les échantillons d’eau.

* Principe de bioluminescence : réaction enzymatique
traduisant une quantité d'ATP en quantité de
lumiere.



Association

echo

Etablissement de Santé
Activités de Dialyse
et de Néphrologie

La Bioluminescence de la Luciole :
le principe

e Cette technique utilise une enzyme, la luciférase.

* Elle a pour substrat la luciférine qui, avec de I'ATP,
produit de la lumiere quantifiable grace a un bio-
luminométre. Une relation permet de connattre la
concentration en ATP en fonction de |la lumiere.

ATP + 0y + Lucifering g AMP + PPl + Oxyluciféring + - Lumigre
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e Mesure de |'ATP

Relation proportionnelle entre la lumiere produite et la population de micro-
organismes

Relation proportionnelle entre luminescence émise et mesurée et la
concentrationen ATP : 1 ATP = 1 photon

Limite de détection de cette technique est tres faible :

0.1 pg ATP = 100 porganismes (MO).

=
RLU = relative light unit &
=]
L=

B 3 )L B e ). D mam e i e m am e mbio |
-13 -12 -11 -10

log ATP [moles]
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Traitement d’eau : schéma simplifié

g

Bi ose

v

cisseur

v

D
Ced N be
F: Filtre
C.A: Charbon actif S~ —— —
UF: Ultrafiltre
D: Dialyseur(membrane semi permeable) Fresenius 5008 H

G: Générateur de dialyse

B. Allard
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Les kits QGA-25C*

(Quench-Gone Aqueous-25C)

* Baxter-Gambro
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Les kits QGA-25C

(pour 25 tests de mesure du taux de micro-organismes)

Condition de Durée de
stockage stockage

Composition

Luminase Ennyme & solufion fampon

Réactif Enzyme Luciférase, 3 mL 4on 25°CH 62 12 mois *
UliraCheck

Cronie-~d-soure 20°C 18 mois
Solution étalon d Ing ATP/mi, 2.5 mL

UltraLyse

Boutetlle 20°C 18 mois
Réactif d extraction du cATP, 30 mL

Tubes pre-remplis avec & ml. 4" Ulralute (dilobon) 20 18 mois

Réactjf de dilution du cATP = 25

Cones 0.1-1mlL., rack de 100 - -

Cénes 1-200 pL, rack de 96 - -

Sermngmes de 60 mL = 25
Aver embout Luer-lok

Filtres & seringues = 235 - -

Tubes 3 hrmimometre 2.5 mL= 50 - -

* Conservation de 'enzyme : 6 mois a température ambiante, 1 an au frigo
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Les kits QGA-25C

(Quench-Gone Aqueous-25C)

Luminase reéactif du test (sec + base de dilution)

Ultra-check : étalonnage standard d’A
Ultra-lyse : enzyme d’extraction de I'A

P
P

Ultra-lute : tampon de dilution de I'AT
Seringues de 60 ml + filtres

P extraite
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- Pratique des tests : plan de travail

* Pas de courants d'air ou de
clim

* Plan de travail propre

* Pasde gants

 SHA

* Faire des sériesde 6a 8
échantillons
— Numéroter les échantillons

— Numéroter les tubes Ultalute

— JAMAIS les tubes Luminase ++
(on les passe dans le lecteur optique !)

— Analyse immédiate ou différée
(7 jours @ 4° Cpossible)
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e Pratiqgue des tests : plan de travail
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" Pratique des tests : 1 - préparation

* Préparer I'enzyme sans la contaminer le jour de la
réalisation des tests

* Enzyme seche + tampon : utilisable apres 5 mn
* Conservation apres rehydratation :

— 3 moisa 4’

— 6 mois apres congélation
* Enzyme a utiliser a température ambiante

— Sortir du frigo une heure avant les tests
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1 - Préparer la Luminase
(reconstituer 'enzyme)

&% O 5 ﬁl

l.lmhurse Loua i iy 5
Enryme




wiaes 2 - Calibrer avec I'UltraCheck

solution « étalon » (1ng ATP/ml)

Ly minsse l Uitrstheck 1
= .

£ 100 2D
— pL rops

ﬁ (100 pL)

—
o
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2 - Calibrer avec l'UltraCheck

solution « étalon » (1ng ATP/ml)

* RLU = relative light unit
e Sirésultat < 5000 RLU

* - Changer de flacon de
Luminase

e C(Calibrer chague tube de
Luminase
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(la « tare »)

L o i

o T b

W ,:-' 5 o
.:'....- .-':,--.-.:I _...-l'-!

h ‘r:)‘ 100uL .

e RLU tube + Luminase = bruit de fond

— Bruit de fond = bioluminescence présente
naturellement dans les matériaux

* Pour chaque échantillon :
— RLU corrigé = RLU mesuré — RLU « bruit de fond »
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4 - Mesure des échantillons

e Volume de 50 a 100 ml dans flacon stérile
e Seringue + filtre :

— Fixer le filtre sur la seringue

— Retirer le piston, verser I'échantillon apres agitation pour
I"lhomogénéiser

Attach 3
0 A | 60mL Syringe

) _. L
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4 - Mesure des échantillons

e 4-1 - Filtration
— Pousser le piston « délicatement » sans faire passer d’air.

— Les micro-organismes se retrouvent sur le filtre qui doit
rester humide.

— Noter le volume filtré (sert pour le calcul)
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e 4-2 - Extraction et dilution

— Méme filtre et méme seringue :
e 1000 pl d’Ultralyse
e Pousser la seringue + air dans un tube Ultralute
* Analyse immédiate dans le Luminometre

-_— i |
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4 - Mesure des échantillons

* 4-3 - Analyse de I'échantillon

— Transfert de 100 pl du tube Ultralute dans un petit tube Luminase
— Homogeénéiser puis lecture dans le luminometre
— Lavaleur est RLU « mesuré »

— Valeur pour le calcul : RLU mesuré — RLU « bruit de fond » = RLU corrigé

_fl'
"\\_\_._
Hﬁiﬂ '_..-""

I 100 bl o —
| m
|
e :-\.1 - :ll'

Ultralute Tulse . Assay

Lumimarts Tubs T wibe
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e Conversion RLU en ATP

— CATP (pg/ml) = RLU corrigé / RLU étalon x 10.000 (pg ATP) / V échantillon ml

*  Volume =50 ml en général

— CcATP (EM/mI) = cATP (pg/ml) x 1000

EM : équivalent microorganisme

e 1 pgATP =1000 porganismes (pico =10 -12)
e 1fgATP=1E. Coli (femto =10 -15)

223

—- .
Ny =t il

< Y
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RLU éch Bruit de RLU corrigé | cATP pg/ml | cATP EM
fond
Eau brute 3.288 3288
2 Apres filtre 330 3 327 2.715 2715
a sable
3 Apres 268 3 265 2.20 2200
préttt
4 Départ 20 3 17 0.141 141
boucle
5 Retour 15 3 12 0.099 99
boucle
6 Dialysat 24 3 21 0.174 174
7 Soluté 13 3 10 0.083 83
compensati
on 5008
8 Aqua-Uno 16 3 13 0.107 107

RLU calibration : 24081
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RLU éch Bruit de RLU corrigé | cATP pg/ml | cATP EM
fond
Eau brute 3610
2 Apres filtre 333 3 330 2.8 2800
a sable
3 Apres 427 3 424 3.65 3650
préttt
4 Départ 4 3 1 0.008 8
boucle
5 Retour 16 3 13 0.112 112
boucle
6 Dialysat 10 3 7 0.0431 43
7 Soluté 18 3 15 0.008 8
compensati
on 5008
8 Aqua-Uno 16 3 13 0.026 26

RLU calibration : 23208
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| (eau brute au CHFD)

fond

Eau brute 3610
Salle ttt
eau

2 Eau brute 10769 15 10754 92.8(2) 92800
lavabo bloc
op
3 Eau brute 1116 15 1101 9.6 (2) 9600
salle
dialyse
(branchem
ent Aqua-
uno)

8 rappel Aqua-Uno 16 3 13 0.026 26

RLU calibration 1 : 23208
RLU calibration 2 : 23160
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Cartographies biologiques d’une installation
de traitement de I’eau en dialyse

Cartographies biologiques par ATP-métrie de l'installation a
colonne

1,600
1.400
1.200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

cATP(pg/ml)
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CHFD : suivi microbiol eau de dialyse
novembre 2016

M= &ch Mature Cite Tvpa Uniié Ty Al ia Juin | Juilet | Soul el
T
1 Eaxu brul ;fﬂf-l facno AP paiml 158 408
e I —
2 Fitre & =abia ;fa.j” Onsiéno AT paimi
Apres
sdoucizser 30,153
] Eri-iraiternont | dea Lo AT poiml 18,71 38 4
4 Cau osmosés | Statian g AT paimi =1 i) ]
(cepart| o el Endotoaine | EL/mi 20,25 | =000 i [}
P Eau gsmosds | Statian fiycrio AT pgimi =01 i} 0,04 |
Jretour ] o el Endoloxine | ELUmI 20,35 | [=h0aa 10
_— flaciric SATE pgiml R a
Endotogine | =4'mi =01, 35 | [=RE10
aoxng | Dok SATE pgiml A a
_ Endotoaine | =4mi =01, 35 | [=RE10
= D5 MiCSEss r rin ATE ] B
2 Sarvics de Gy |Saders (7 PO 0,1 004
diadyss Endotowine | =dimi =035 | [=l0I0
noyd Dot GATP pgimi R 003
Endoteaine | ELmI =0, 25 | =0, 690
noys | Bacto SATF paiml 20,1 0,020 0,030
Endotoaine | EL/mi =025 | =008 20,011
Géndratour | Backnio cATE pgiml =01 0,028 0,07 |
SFD Endotoxing | ELm =0,25 | [=0,098 ={), (1
Céntralour | Baciéno cATE pgiml <[, 1 047 i}
ks Endotogine | =4'mi (1,35 | (= =0}, 1§
- Dliakysal Céndratour | Bacsdnio AP pgiml =), 004 a
Jirapu 21 Endotoaine | EU/mi =0,25 | (=i =, 1i0
Séndratour | Bacidio chTF pgiml =11 i} 0,04 |
S5 Endoloxine | ELUm (0,25 | [=0,04 (), (41
Génbrateur | Do cATFE pa'mi =i, a
Ao Endoloxine | ELUmI <0,25 | (=00 [, 0id
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Cartographie n® 4 —année 2016
EM / ml
Eau brute 1580 4060
2 Apres adouciss 30630
3 Apres préttt 19710 39400
4 Départ boucle 0 0
5 Retour boucle 0 40
6 Dialysat 40 43
7 Soluté 2160 20
compensation
5008

8 Aqua-Uno 1250 50
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novembre 2016

Bacterio | "'Echantillon non conforme Nouvelle valeur
i (cATP Pp'ml) .
2 .
N" Ech. Nature ol Date Valeur Action corrective Date Valeur
endotoxine
[’“ﬁ?;w Ell'i-a}::; 0,1 290172016 désinfection apparcil Ie 01/02/2016 olo2ols | 0
AquaUno | Ean osmosée {E';}'g;’:‘.” (4/04/2016 Nouveau prélévement 05/04/2016 -
AquaUno | Eau osmosée {E'_'}'g;’:‘.” 05/04/2016 Disinfection appareil le 06/04/2016 = changement filre 07042016 | D03
[’““;B“f”r El'jij;j; <] 06-avt Nouveau prélévement 07/04/2016 0,06
[’““;B“f“r f;“fgﬁ:"‘ <0, 06/04/2016 Nouveau préliévement O7/04/2016 0
Aprés pré- : - - N L. -
irsiiemmi Eau csmosée 04042016 19,71 Changement des filtres - modification du pré-traitement 200042016 [,16
Eaude ville | Eaubrute 04042016 1,57 Prélevé pour comparaison avec "aprés” pré traitement 20042006 7,89
AguaUno | Eau osmosée <11 5042006 | =100ufe'ml | Retour résultass BioClin prélévement du 15042006, requ le 2604 | 260042016 0,07
't::];:nt;rsc '?:;E;Ec 07092016 Réalisées juste avant le changement programmé des filires




% Eau pour hémodialyse

* Eau de dialyse (osmosée)
— <100 UFC / ml soit < 100 EM / ml
— Endotoxines < 0.25 UE / ml

e Eau ultrapure
— Pas de contamination bactérienne
 <10germes/ litre d’eau soit < 0,1 UFC / ml

— Endotoxines indétectables au LAL
* Seuil de détection : 0,005 UE / ml



Association

echo

Etablissement de Santé

Eau pour HD a SPM

Sample port &/ (located at the outlet of the water distribution system
4 or prior to the dialyser)

= 0
70% ethanol or iIscpropancl ﬁ

Sampling after ~30 s exposure

l [discard the first sample {(~20 mL) , take a fresh sample with a8 new syringe]

Store a14°C
anzlyse within 24 h

ATPmétrie ?

Bacterial culture

‘ Membrane filtration
Sample volume: 10-1000 mL

Endotoxin quantification

‘ Kinetic LAL assay

Sample volume: S ml.

Detection of other contaminants

Sample volume: 5 ml.
Peptidoglycan SLP - test

Bacteriai DNA: absorbance of ultraviolet light at 260 nm,
with fluorescent nucieic acid slan

Medium R2A or TGEA
Incubation temperature: 17-23°C
Incubation time: 7 days

&S NG o
e e

Recommended by national authorities and international organisations Cell-based bio-assay

NDT, 2012, 27, 4010-21



Association

echo

Etablissement de Santé
Activités de Dialyse
et de Néphrologie

Conclusion

Arbre decisionnel: Eau osmosée en HD et HDF
Dialysat standard

Analyse de 50ml d’eau osmosée

] T

Résultat < 0,1pg/ml

|

Conforme

0,1< Résultat >0,2

l

Présence de quelques
Microorganismes
Conforme

Surveiller I'installation
pour éviter la dérive;

Deésinfecter si croissance

Résultat > 0,2 pg/ml
|

R ¥,
Presence averee de

Microorganismes et
prolifération microbienne

Non conforme

Si endotoxines <0,25, continuer I’'HD
Si endotoxines >0,25, vérifier le dialysat
ultrapur

Nettoyage et Désinfection

Analyse (ATP et culture)
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Fiche mémo
ATPmétrie

-
1) CALIBRATION
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o Conclusion

Meéthode fiable et reproductible

* Apprentissage simple

Utile pour Dg « nomade » immédiat

e Pour le suivi de structures isolées
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