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INTRODUZIONE

1.1 Antibiotico-resistenza

Con antibiotico-resistenza si definisce la capacita di un batterio di resistere
all’attivita di uno o piu antibiotici e di sopravvivere e moltiplicarsi in presenza
di concentrazioni dell’agente antibatterico che, generalmente, risultano

sufficienti ad inibirne la crescita o uccidere 1 microrganismi della stessa specie.

L’antibiotico-resistenza rappresenta oggi una delle maggiori minacce per la
salute dell’uomo. Le numerose specie microbiche di interesse medico, che negli
ultimi 70 anni sono state soggette alla pressione selettiva dei farmaci antibiotici

hanno evoluto meccanismi difensivi di adattamento ai fenomeni di antibiosi.

Il fenomeno di resistenza rappresenta un evento fisiologico a cui i
microrganismi vanno incontro se sottoposti ad una pressione selettiva
ambientale come il contatto con una molecola antibiotica. Si tratta di una
strategia evolutiva che 1 batteri mettono in atto per evitare la morte della
popolazione coinvolta. Lo stress determinato dal farmaco uccide le cellule
batteriche o comunque ne impedisce la proliferazione, ma allo stesso tempo
seleziona quelle che ospitano una mutazione tale da conferire un vantaggio

selettivo offrendo resistenza all’azione del farmaco. Queste non subiranno o



subiranno con minor intensita 1’azione selettiva del farmaco e saranno libere di

moltiplicarsi.

Si distinguono due tipologie di resistenza (Urban-Chmiel, R., 2022):

e Intrinseca: condizione di resistenza naturale al farmaco testato che
caratterizza tutti gli stipiti batterici di una specie. Questo tipo di
resistenza puo essere legata all’assenza dei recettori per il farmaco, alla
bassa affinita per il bersaglio, all’impermeabilita della parete o alla
produzione di enzimi.

e Acquisita: il mezzo di acquisizione ¢ la mutazione genetica che genera

fenotipi con caratteristiche di resistenza.

L’acquisizione della resistenza puo essere di tipo primario o secondario.

La resistenza primaria si manifesta come il risultato di mutazioni spontanee
che possono insorgere indipendentemente dal contatto con gli antibiotici.
Questo tipo di resistenze vengono codificate a livello cromosomico e
vengono ereditate per via verticale o trasmesse per via orizzontale
(ricombinazione in seguito a trasformazione). La frequenza di mutazione ¢
bassa ma il vantaggio evolutivo dei ceppi mutanti ne pud garantire la
diffusione in nicchie ecologiche diverse da quelle di origine (altri individui

o macrorganismi), quindi la diffusione. La pressione farmacologica



contribuisce ad un incremento della trasmissione di geni di resistenza,
rendendo piu comune questo tipo di condivisione nei batteri associati

all’uomo.

I meccanismi di acquisizione secondaria invece si sviluppano in condizioni
di contatto fra microrganismo e farmaco. Questi sono comunque il risultato
di mutazioni genetiche, che pero avvengono a livello di elementi genetici
mobili come i plasmidi e i trasposoni. I geni di resistenza, generati in seguito
a mutazioni, possono essere trasferiti da una cellula all’altra durante i
fenomeni di coniugazione, trasformazione e trasduzione. Il vantaggio di
questa tipologia di trasferimento ¢ che puo avvenire fra batteri di specie o
genere differente anche filogeneticamente molto distanti. Nell’evoluzione
dei fenomeni di multi-resistenza gioca un ruolo cruciale la presenza degli
integroni, carrier di informazione genetica capaci di auto-traslocazione che
hanno la particolare proprieta di combinare piu geni di resistenza in cassette
che verranno trasferiti insieme. Le mutazioni che generano fenotipi
resistenti possono insorgere a livello di geni codificanti proteine che
agiscono a vari livelli nel ciclo vitale della cellula coinvolta. Possono
apportare modifiche a proteine coinvolte in processi metabolici, in sistemi
di trasporto, in meccanismi di sintesi. Sulla base della modifica che la

mutazione apporta le tipologie di resistenza possono essere cosi riassunte:



Produzione di enzimi inattivanti il farmaco

Modificazione del bersaglio su cui agisce il farmaco

Diminuita permeabilita o aumentata eliminazione del farmaco

Sviluppo di una via metabolica alternativa a quella inibita

Le tipologie di resistenza e il numero di ceppi resistenti alle varie molecole
antibiotiche € in costante aumento, mentre ¢ in declino il numero di nuove
molecole sviluppate dai ricercatori. Conseguenza di questo rapporto inverso ¢
la difficolta sempre maggiore nel trattamento di patologie infettive con

aumento di morbilita e mortalita.

Le problematiche legate a questo fenomeno sono di natura clinica (aumento
della letalita, aumento durata malattia, fenomeni epidemici, complicanze legate
all’infezione) ma anche economica (aumento dei tempi di degenza) e
rappresentano un problema sanitario senza confini, che coinvolge ogni paese

del pianeta (WHO).

Solo nell’unione europea si stimano piu di 35,000 morti 1’anno dovuti a
infezioni sostenute da microrganismi resistenti, con un impatto sulla salute
paragonabile a quello di influenza, tubercolosi € human immunodeficiency
virus (HIV) combinati. Si registrano inoltre 16 milioni di giornate aggiuntive
di degenza e 110,000 decessi per i quali I’infezione rappresenta una concausa

(ECDC, 2023). In assenza di soluzioni efficaci negli anni a venire le morti



stimate causate da microrganismi antibiotico-resistenti potrebbero raggiungere

1 10 milioni/anno a livello mondiale (O’Neill, J., 2014).

Appurato che lo sviluppo di resistenze ¢ una diretta conseguenza all’uso stesso

di antibiotici, ci sono dei fattori che accelerano e favoriscono questo fenomeno.

In particolar modo il processo di insorgenza di antibiotico-resistenza accelera

nelle condizioni in cui 1 farmaci rappresentano una presenza costante negli

ambienti o negli hosts colonizzati. Possiamo riassumere 1 contesti che

favoriscono la comparsa di nuove resistenze con le seguenti tre categorie:

Ambiente: antibiotici e fungicidi sono spesso utilizzati come pesticidi per
il controllo delle malattie che interessano le colture agrarie. I rifiuti organici
umani, di conseguenza, rappresentano una fonte di introduzione di
antibiotici e antibiotico resistenze nell’ambiente.

Umani: gli antibiotici rappresentano la tipologia di farmaci piu utilizzata
nella medicina umana e si stima che piu del 30% delle prescrizioni risultano
non necessarie 0 comunque non rappresentano 1’alternativa terapeutica
migliore. Inoltre, la velocita e la mole di viaggi odierni hanno senza dubbio
contribuito alla diffusione di patogeni antibiotico-resistenti su tutto il
pianeta (CDC, 2019).

Animali: ruolo importante nella diffusione e lo sviluppo di nuove

resistenze ¢ stato 1’uso massivo e spesso inappropriato di antibiotici negli



allevamenti animali ai fini del trattamento, controllo e prevenzione delle
patologie infettive. Il consumo di carni poco cotte o mal conservate
rappresenta un enorme rischio per la diffusione diretta di questi patogeni

all’uomo.

1.2 Infezioni correlate all’assistenza

Di enorme rilevanza in ambito ospedaliero sono le infezioni correlate
all’assistenza, fenomeno che si inserisce in un contesto gia di per s¢é difficile.
Si definiscono Infezioni Correlate all’ Assistenza (ICA) quelle infezioni dovute
a batteri, funghi, virus o altri patogeni meno comuni, contratte durante
’assistenza sanitaria e che al momento dell’ingresso nella struttura ospedaliera
o prima dell’erogazione dell’assistenza non erano manifeste clinicamente né

erano in incubazione (ISS, 2021).

Le ICA sono associate ad un significativo aumento di morbilita e di mortalita,
incidono in maniera rilevante sui costi correlati all’assistenza (allungando 1
tempi di degenza, aumentando il numero di ricoveri per lo stesso paziente,
aumentando la spesa farmaceutica) e favoriscono lo svilupparsi di batteri

resistenti agli antibiotici.

Le ICA sono oggi considerate tra 1 principali indicatori di qualita

dell’assistenza (D.M. 28/07/1995) in quanto correlate nella maggior parte dei



casi a pratiche assistenziali. Le cause scatenanti sono molteplici, fra queste:
introduzione di dispositivi medici invasivi e interventi chirurgici,
immunosoppressione correlata a patologie o terapia, scarsa applicazione di
misure di igiene ambientale e di prevenzione e controllo, emergenza di ceppi
batterici resistenti agli antibiotici. Considerate le cause scatenanti le ICA

evidenziano spesso errori assistenziali sottovalutati.

Uno studio nazionale ha rilevato una frequenza di pazienti con una infezione
contratta durante la degenza pari a 6.3 ogni 100. Non tutte le ICA sono
prevenibili ma si stima attualmente che possano esserlo una quota superiore al
50%. I principali distretti corporei interessati sono il tratto urinario (30-40%),
I’apparato respiratorio, le ferite chirurgiche e le infezioni sistemiche (ISS,

2021).

All’interno del contesto delle infezioni legate all’assistenza, quelle sostenute
da microrganismi antibiotico-resistenti sono senza dubbio le piu temibili. Di
importante rilevanza, se non clinica di certo epidemiologica, anche le

colonizzazioni sostenute da questi ultimi.

La prevenzione e il controllo delle ICA rappresenta una tipologia di intervento
fondamentale per ridurne 1I’impatto e pit in generale per ridurre la diffusione di
microrganismi antibiotico-resistenti. Punto cruciale in questo ambito ¢ la

definizione e I’applicazione di buone pratiche di assistenza.



Le pratiche assistenziali mirate a questo scopo possono essere cosi riassunte:

lavaggio delle mani

¢ riduzione procedure diagnostiche e terapeutiche non necessarie

e corretto uso di antibiotici e disinfettanti

e sterilizzazione dei presidi

e protezione dei pazienti con profilassi e vaccinazioni raccomandate
e vaccinazione degli operatori sanitari

¢ identificazione e controllo dei focolai epidemici

attivita di sorveglianza delle infezioni.

La sorveglianza ¢ senza dubbio una componente essenziale di ogni programma
di controllo delle ICA (Santino, 1., 2019). La sua importanza ¢ gia da tempo
dimostrata da studi sull’efficacia del controllo delle infezioni nosocomiali che
dimostrano una riduzione del 32% delle ICA in ospedali con un programma di
sorveglianza attiva comparati a quelli che non utilizzano la sorveglianza

(Haley, R.W., 1985).
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1.3 Sorveglianza dell’antibiotico-resistenza

In Italia, dal 2001 D’Istituto Superiore di Sanita coordina in ambito umano il
Sistema di Sorveglianza dell’ Antibiotico-resistenza (AR-ISS). Questo ¢ basato
su una rete di laboratori ospedalieri di microbiologia clinica che inviano
annualmente i dati di sensibilitda agli antibiotici (ottenuti dalla routine di
laboratorio) relativi ad alcuni patogeni rilevanti dal punto di vista clinico ed
epidemiologico (ISS, 2022). Con AR-ISS, I’Italia partecipa alla sorveglianza
europea EARS-Net coordinata dal’ECDC che raccoglie dati su 29 paesi
europel. I dati vengono elaborati e pubblicati ogni anno in occasione della
giornata europea sull’'uso consapevole degli antibiotici. Inoltre, attraverso
I’ECDC 1 dati dell’AR-ISS confluiscono nella rete globale di sorveglianza
dell’antibiotico resistenza Global Antimicrobial-resistance Surveillance
System (GLASS) coordinata dal’OMS. L’obiettivo della AR-ISS ¢ la
descrizione dell’antibiotico-resistenza in un selezionato gruppo di patogeni
isolati da infezioni invasive acquisite sia in ambito comunitario che associate
all’assistenza sanitaria. Nel programma sono state selezionate, sulla base delle
loro caratteristiche cliniche ed epidemiologiche, 8 specie microbiche, sulle

quali valutare la sensibilita ai farmaci (tabella 1) (ECDC).
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TABELLA 1. COMBINAZIONE SPECIE BATTERICA-AGENTE ANTIMICROBICO (ANTIMICROBIAL
RESISTANCE SURVEILLANCE IN EUROPE 2023, ECDC)

Specie batteriche

Agente/gruppo antimicrobico o
meccanismo di resitenza

Agente antimicrobico

E. coli

Aminopenicillins

Ampicillin or amoxicillin

Third-generation cephalosporins

Cefotaxime, ceftriaxone or
ceftazidime

Carbapenems

Imipenem or meropenem

Fluoroquinolones

Ciprofloxacin, levofloxacin or
ofloxacin

Aminoglycosides

Gentamicin or tobramycin

K. pneumoniae

Third-generation cephalosporins

Cefotaxime, ceftriaxone or
ceftazidime

Carbapenems

Imipenem or meropenem

Fluoroquinolones

Ciprofloxacin, levofloxacin or
ofloxacin

Aminoglycosides

Gentamicin or tobramycin

P. aeruginosa

Piperacillin-tazobactam

Piperacillin-tazobactam

Ceftazidime

Ceftazidime

Carbapenems

Imipenem or meropenem

Fluoroquinolones

Ciprofloxacin or levofloxacin

Aminoglycosides

Tobramycin

Acinetobacter spp. Carbapenems Imipenem or meropenem
Fluoroquinolones Ciprofloxacin or levofloxacin
Aminoglycosides Gentamicin or tobramycin
S. aureus MRSA Cefoxitin or oxacillin

Fluoroquinolones

Ciprofloxacin, levofloxacin or
ofloxacin

Rifampicin

Rifampicin

S. pneumoniae

Penicillins

Penicillin or oxacillin

Third-generation cephalosporins

Cefotaxime or ceftriaxone

Fluoroquinolones

Levofloxacin or moxifloxacin

Macrolides Azithromycin, clarithromycin or
erythromycin
E. faecalis High-level aminoglycoside Gentamicin
resistance
E. faecium Aminopenicillins Ampicillin or amoxicillin
High-level aminoglycoside Gentamicin
resistance
Vancomycin Vancomycin
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Con infezioni invasive si intendono infezioni caratterizzate dalla presenza di
microrganismi in sangue e liquor. La raccolta dei dati si basa sulla
categorizzazione qualitativa della suscettibilita agli antibiotici: S (sensibile), I
(sensibile, con esposizione incrementata), e R (resistente). Le 3 categorie
prendono forma dalle linee guida dettate da EUCAST (The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (fanno eccezione alcuni
paesi che partecipano al piano). I farmaci sottoposti ai test di sensibilita
vengono raggruppati in categorie, selezionate sulla base del meccanismo

d’azione farmacologico, elencate nella colonna centrale della tabella 1.

Nell’ambito di questo sistema di controllo nazionale e internazionale si vanno
ad inserire 1 piani per il monitoraggio a livello territoriale. Ogni ambito
territoriale organizza il suo sistema di monitoraggio nella maniera che piu

ritiene opportuna e adeguata al contesto assistenziale che la caratterizza.

1.4 Scopo della tesi

L’aumento del numero e delle tipologie di resistenza agli antibiotici che le
numerose specie microbiche di interesse medico stanno sviluppando negli
ultimi anni ha reso le malattie infettive una minaccia sempre maggiore per la
salute dell’uomo. La diffusione di queste resistenze in ambiente ospedaliero,

attraverso le infezioni correlate all’assistenza rendono le infezioni nosocomiali
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una vera piaga sanitaria, causa di aggravamento dello stato di salute degli
assistiti e di danni economici per il sistema sanitario nazionale. In un contesto
delicato come quello ospedaliero, la riduzione dell’incidenza di questo
fenomeno passa soprattutto attraverso un lavoro di prevenzione. A questo fine

le operazioni di sorveglianza sanitaria risultano fondamentali.

Nell’ambito di questo lavoro di tesi ¢ stato nostro interesse valutare
I’andamento nella diffusione delle antibiotico-resistenze in ambiente
ospedaliero. Oggetto dello studio sono stati 1 dati raccolti dalle analisi di routine
effettuate all’interno del laboratorio di microbiologia diagnostica della struttura
ospedaliera Casa di Cura Villa dei Pini. Sono stati valutati i dati ottenuti dalle
analisi effettuate durante I’anno 2023. Si ¢ valutato inoltre I’effetto che una
serie di eventi formativi dedicati al personale sanitario ha avuto sulla diffusione
dei microrganismi  antibiotico-resistenti  all’interno della  struttura,
concentrandosi essenzialmente sul numero e la tipologia dei batteri identificati

prima e dopo gli eventi di formazione.

La Casa di Cura Villa dei Pini, struttura ospedaliera accreditata e convenzionata
con il servizio sanitario nazionale, sita in Civitanova Marche (MC), partecipa

al programma nazionale di sorveglianza dell’antibiotico-resistenza.

Come anticipato, ogni ambito territoriale adegua le metodologie di

sorveglianza modellandole sulle necessita e le caratteristiche della struttura
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ospedaliera interessata. In Casa di Cura Villa dei Pini, ¢ stato definito un piano
di sorveglianza mirato a categorizzare microrganismi con particolari profili di
antibiotico resistenza isolati da campioni biologici non necessariamente

rappresentativi di infezioni invasive (cosi come definito da AR-ISS).

Nello specifico, sono stati definiti microrganismi ‘“Alert”, una serie di
microrganismi di particolare rilievo epidemiologico, in grado di diffondersi
rapidamente e portatori di resistenze multiple agli antibiotici (tabella 2).
Compito del laboratorio di microbiologia diagnostica ¢ stato quello di notificare
I’isolamento di questi microrganismi identificati su ogni tipologia di campione

biologico esaminato.

TABELLA 2. MICRORGANISMI SOTTOPOSTI A SORVEGLIANZA

Microrganismo Caratteristica di resistenza

Acinetobacter

. multiresistente** e/o resistenza ai carbapenemi
baumanii ssp

Aspergillus ssp

Pseudomonas

) multiresistente**
aeruginosa

Burkholderia multiresistente**

Stenotrophomonas
maltophilia

C. difficile produttore di
tossine

Enterobacteriales* ESBL o CPE

Enterococcus fecalis VRE

multiresistente**

Enterococcus faecium |VRE
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S. aureus

MRSA

Legionella
pneumophila

* E.coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, S. marcescens

** resistenza concomitante a cefalosporine di lll generazione,
fluorochinoloni e amminoglicosidi

ESBL (Extended Spectrum Beta-Lactamase)

CPE (Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae)

VRE (Vancomycin Resistant Enterococci)

MRSA (Meticillino-resistente e/o con ridotta sensibilita ai glicopeptidi )
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METERIALI E METODI

2.1 Materiale utilizzato

2.1.1 Terreni di coltura

I terreni di coltura utilizzati per 1’isolamento delle varie specie microbiche di
interesse medico durante la routine di laboratorio sono stati acquistati dalla ditta
BioMerieux SA Biotechnology Company (Marcy-I'Etoile, France). Segue un

elenco dei terreni utilizzati accompagnato da una breve descrizione tecnica:

e Agar CHROMID CPS Elite (CPSE): terreno di isolamento, conta e
identificazione per 1 campioni di urina. Costituito da una base nutritiva
ricca. I substrati cromogeni consentono di rilevare 1’attivita di enzimi
specifici. Composizione

o Peptone di caseina (bovina) 5 g

o Peptoni vegetali 5 g

o Peptone di carne (bovina o suina) 13 g
o Carboidrati 1 g

o L-triptofano 0,5 g

o Tampone fosfato 1 g
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O

O

Substrati cromogeni (B-glucuronidasi, [(-galattosidasi, B-
glucosidasi) 4 g

Composto B+C 2,5 g

Agar (vegetale) 20 g

Acqua purificata 1 L

o Agar Columbia CNA + 5% sangue di montone (CNA): terreno selettivo

per la coltura di batteri esigenti. Utile nella rilevazione di eventuale

emolisi. Composizione:

O

O

O

O

O

Peptone di caseina e di carne (bovina o suina) 10 g
Idrolizzato di proteine animali (bovine o suine) 10 g
Peptone di cuore (bovino o suino) 3 g
Amidodimais 1 g

Cloruro disodio 5 g

Agar 135 ¢

Sangue (montone) 50 mL

Acido nalidixico 0,015 g

Colimicina 0,010 g

Acqua purificata 1 L

o Agar Mac Conkey (MCK): terreno per I’isolamento selettivo e la

differenziazione di enterobatteri. Composizione:
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o Peptone di gelatina (bovino o suino) 17 g

o Peptone di carne (bovina o suina) 3 g

o Lattosio (bovino) 10 g

o Sali biliari (bovini o ovini) 1,5 g

o Clorurodisodio 5 g

o Agarl35g

o Rosso neutro 0,03 g

o Ciristalvioletto 0,001 g

o Acqua purificata 1 L

e D-Coccosel Agar (DCO): terreno usato per 1’isolamento selettivo e la

differenziazione degli enterococchi e streptococchi di gruppo D a partire
da prelievi polimicrobici. L’idrolisi dell’esculina provoca la comparsa di
un alone nero intorno alle colonie. Composizione:

o Peptone di caseina (bovina) 17 g

o Peptone di carne (bovina o suina) 3 g

o Estratto di lievito 5 g

o Bile (bovina o ovina) 10 g

o Clorurodisodio 5 g

o Citratodisodio 1 g

o Esculinalg
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o Citrato ferrico di ammonio 0,5 g
o Sodio azide 0,25 g
o Agarl35g
o Acqua purificata 1 L
e Agar CHROMID Candida: Terreno cromogeno per I’isolamento
selettivo dei lieviti e I’identificazione diretta di Candida albicans.
Composizione:
o Estratto di lievito 6 g
o Estratto dimalto 4,5g
o Substrati e regolatori enzimatici 1,71 g
o Agar 14¢g
o Miscela di antibiotici 0,107 g
o Acqua purificata 1L
e Agar Chapman 2 (MSA2): terreno destinato all’isolamento selettivo
degli stafilococchi in campioni di origine umana. I microrganismi che
fermentano 1l mannitolo danno luogo a colonie gialle. Composizione:
o Estratto di carne (bovina o suina) lg
o Peptone di caseina (bovina o suina) 5 g
o Peptone di carne (bovina o suina) 5g

o Clorurodisodio 75¢g
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O

O

D-Mannitolo 10g
Agar 15¢g
Rosso fenolo 0,025 ¢

Acqua purificata 1L

e Cioccolato Haemophilus 2 agar (HAE2): terreno selettivo per

I’isolamento delle differenti specie di Haemophilus specie da prelievi

polimicrobici di origine umana. Composizione:

©)

O

O

Peptone di caseina (bovina) 6,5 ¢g
Peptone di carne (suina) 6,0 g

Amido di mais (vegetale) 1,0g
Cloruro disodio 4,0g

Carboidrati 1,0 g

Sale ionico 0,2 g

Tampone 4,2¢g

Fattori di crescita (POLYVITEX™) 1,4 ¢
Miscela di fattori di crescita (vegetali) 80g
Miscela selettiva 0,011 g

Emoglobina (bovina) 10,0 g

Agar (vegetale) 15,0¢g

Acqua purificata 1L
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e Brain Heart Infusion Broth (BHI): terreno non selettivo utilizzato per la

coltura di microrganismi esigenti. Composizione:

O

O

O

©)

Infuso da cervello di vitello 200 g/L
Infuso di carne di bue 250 g/L
Peptocomplex 10 g/L

Glucosio 2 g/L

Sodio cloruro 5 g/L

Sodio fosfato bibasico 2,5 g/LL

e BACT ALLERT: flaconi per emocoltura contenti 40 mL di brodo di

coltura e un indicatore interno di variazione di pH. Composizione del

terreno:

Peptone di caseina 1,7% w/v
Digerito di farina di soia 0,3% w/v
Sodio polianetosolfonato 0,035% w/v
Pyridoxine HC1 0,001% w/v
Purificato di aminoacidi

Estratto di malto

Acqua purificata

22



2.1.2 Identificazione e antibiogramma

Le card di identificazione e antibiogramma sono state fornite dalla ditta

BioMerieux SA Biotechnology Company.

e VITEK® 2 GP
e VITEK® 2 GN

e VITEK® 2 YST

2.1.3 Ricerca C. difficile GDH e C. difficile tossine A e B

e Immunocard C. difficile GDH fornita dalla Meridian Bioscience
(Cincinnati, Ohio, United States)
o NADAL® C. difficile Toxins A&B Test (test cassette) fornito dalla NAL

VON MINDEN Srl (Cervarese Santa Croce, (PD)).

2.1.4 Tipologia di campioni

I materiali biologici da cui sono stati isolati 1 microrganismi oggetto della
ricerca possono essere suddivisi sulla base del distretto anatomico di

provenienza. Possiamo distinguere:
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e materiale con origine del tratto urinario: urinocolture e urinocoltura da
catetere.

e Materiale respiratorio: bronco-aspirati, tracheo-aspirati, lavaggi bronco-
alveolari (BAL), espettorati, tamponi nasali.

e Materiale di origine chirurgica: materiale chirurgico, tamponi da ferite,
componenti protesiche.

e Emocoltura e catetere venoso centrale.

e Campioni fecali.

2.2 Tecniche di isolamento suddivise per campione

Tutte le metodiche di laboratorio utilizzate nell’ambito di questo progetto di
tesi sono procedure di ricerca diretta, quindi mirate all’individuazione di
microrganismi nei campioni analizzati attraverso il loro isolamento o la
determinazione di Ag specifici. Ogni tipologia di campione ¢ stata sottoposta a
metodiche di laboratorio specificatamente dedicate. In ogni caso ¢ presente una
procedura di routine comune a tutti 1 tipi di materiale biologico. Questa segue
immediatamente 1’arrivo del campione in laboratorio e consiste nel controllo e
nella verifica dell’idoneita di quanto pervenuto. Per idoneita si intende una serie
di caratteristiche che vanno rispettate in fase preanalitica e che, se violate,

rischiano di compromettere 1’attendibilita dei risultati ottenuti dai processi di
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laboratorio a valle. Nel dettaglio, cio che si va a controllare puo essere riassunto

con:

e Utilizzo di contenitori adeguati alla tipologia di campione

e Valutazione macroscopica di contaminazione con materiale biologico di
origini diversa

e Corretta identificazione

e Rispetto dei tempi di trasporto

e Corrispondenza fra tipologia di materiale e richiesta

e Presenza modulo di accompagnamento con richiesta

2.2.1 Urinocoltura

Per I’isolamento di batteri patogeni dai campioni di urina ¢ stata utilizzata una
tecnica di semina diretta del campione su terreno agarizzato. La semina ¢ stata
eseguita con ansa sterile da 10 pL su 4 tipologie di terreno: CPSE, McConkey,
MSA, DCO. Incubazione a 37 °C per 24 h. La scelta dei terreni ¢ stata guidata
dalle specie batteriche con maggiore frequenza di isolamento nel tratto urinario.
I1 CPSE, differenziale e non selettivo, permette una quantificazione della carica
batterica e I’identificazione di polimicrobismi. Allo stesso tempo, 1’utilizzo di
terreni selettivi consente un immediato isolamento di eventuali patogeni e la

possibilita di ottenere delle colture caratterizzate dalla crescita di un’unica
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specie microbica gia dopo la prima incubazione. In base alle crescite ottenute
sul terreno agarizzato, si procede poi con le tecniche di riconoscimento e

antibiogramma.

2.2.2 Emocoltura

Per I’esame colturale del sangue vengono utilizzati 1 flaconi per emocoltura
Bact-alert del sistema automatizzato Vitek. Si distinguono due tipologie di
flacone, uno per aerobi e uno per anaerobi. I flaconi permettono di mantenere
un circuito chiuso dal momento stesso del prelievo evitando quindi di esporre
il campione a possibili fonti di contaminazione. Il campione di sangue viene
direttamente immesso dal personale medico/infermieristico all’interno dei
flaconi, 1 quali, dopo I’arrivo in laboratorio, vengono incubati in un apposito
termostato (a 37 °C) e monitorati dal sistema Vitek ogni 10 min. I flaconi per
emocoltura contengono brodo di coltura non selettivo e, sul fondo, un substrato
cromogeno sensibile alla variazione di pH del mezzo. L’eventuale metabolismo
batterico, dovuto a una crescita, determinera un aumento della concentrazione
di CO; del mezzo di coltura. L’anidride carbonica rilasciata contribuira ad
abbassare il pH, quindi a determinare il viraggio di colore del substrato presente
sul fondo del flacone. Il tempo di incubazione ¢ di circa cinque giorni, al

termine del quale, 1 campioni per i quali non ¢ stato osservato nessun viraggio
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di colore del fondo vengono considerati negativi. I flaconi positivi invece
vengono segnalati e viene fornita dal sistema di monitoraggio una curva di
crescita proporzionale alla variazione di colorazione che lo strumento osserva.
Questi ultimi vengono rimossi dall’incubatore e dopo 1’annotazione del tempo
di positivita, cio¢ il tempo che intercorre tra I’inizio dell’incubazione e la
positivita dell’emocoltura, si procede con I’indagine batterioscopica che
consiste nell’allestimento e ’osservazione al microscopio di un vetrino con
striscio sottile sottoposto a colorazione di Gram. Devono essere valutate e
annotate le caratteristiche morfologico-tintoriali dei microrganismi evidenziati
al Gram classificandoli, in relazione alla morfologia (cocchi, bacilli, batteri
pleomorfi, lieviti), alla colorazione di Gram nel caso di batteri (gram-positivi,
gram-negativi e gram-variabili) e alla loro disposizione nello spazio (ad
ammassi, a coppie, a corte catenelle, a lunghe catenelle, a ideogrammi cinesi,
ecc.), con possibile riferimento al genere in caso dei cocchi gram-positivi
(stafilococchi, streptococchi, enterococchi). All’allestimento del vetrino segue
una sub-coltura su terreni agarizzati. Essendo il sangue un distretto da
considerarsi sterile vengono scelte diverse tipologie di terreno in modo da
identificare con maggiore probabilita ogni possibile microrganismo presente
nel campione. Da una a cinque gocce di sangue vengono prelevate dal flacone

in maniera sterile attraverso 1’utilizzo di appositi aghi e successivamente
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piastrate. Le tipologie di terreno scelte sono le seguenti: CNA, MCK, DCO,
CAN, MSA2, HAE2. In base alle crescite ottenute sul terreno agarizzato si

procede poi con le tecniche di riconoscimento e antibiogramma.

2.2.3 Campioni respiratori profondi

All’interno di questo laboratorio la ricerca diretta di patogeni batterici su
campioni di origine profonda delle vie respiratorie avviene in maniera esclusiva
per patogeni comuni, ovvero: S. pneumoniae, S. aureus, entrobacteriales, ecc.
La ricerca di L. pneumophila viene eseguita attraverso e il dosaggio di Ag

urinari mentre la ricerca di M. tuberculosis non viene eseguita.

I campioni di origine respiratoria vengono quindi seminati direttamente su
terreni agarizzati e incubati per 24 h a 37 °C. Considerando le basse vie
respiratorie un distretto sterile, la tipologia di terreni scelta € mirata alla ricerca
di ogni possibile agente eziologico di origine batterica. In base alle crescite
ottenute sul terreno agarizzato si procede poi con le tecniche di riconoscimento

e antibiogramma.

2.2.4 Materiale chirurgico

Con materiale chirurgico si intende ogni tipologia di materiale prelevato

durante 1’esecuzione di operazioni in sala operatoria. I campioni che piu di
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frequente arrivano in laboratorio sono: tamponi ferita, tamponi da protesi,
porzioni di tessuto e componenti protesiche. Tutte le tipologie di materiale che
rientrano in questa categoria sono da considerarsi sterili, dunque, le tecniche
adottate sono mirate alla ricerca di ogni tipologia di agente eziologico di origine
microbica. I campioni in esame subiscono un primo step in brodo di coltura non
selettivo (cuore-cervello) per un periodo di incubazione che va dalle 24 h alle
72 h, o in alternativa fin tanto che non si osservi una crescita microbica denotata
da un intorbidimento del brodo. In caso di positivita viene quindi eseguita una
sub-coltura su terreni agarizzati prelevando il brodo con ansa sterile da 10 pL.
Si procede quindi con incubazione a 37 °C per 24 h e successiva osservazione
delle crescite. In base alle crescite ottenute sul terreno agarizzato si procede poi

con le tecniche di riconoscimento e antibiogramma.

2.2.5 Campioni fecali

La ricerca del Clostridium difficile tossinogeno viene eseguita con metodo
immuno-cromatografico. Una prima fase ¢ mirata alla ricerca della
Glutammato-deidrogenasi (GDH), enzima presente ad elevate concentrazioni
nella specie di interesse prodotto da tutti 1 ceppi di C. difficile, tossinogeni e
non. In caso di positivita alla presenza della GDH si procede con un test per la

ricerca delle tossine A e B.
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2.2.5.1 Immunocromatografia per GDH

La ricerca della presenza del C. difficile viene eseguita con 1’utilizzo della
Immunocard C. difficile GDH. Il test si basa sulla identificazione dell’Ag-GDH
mediante utilizzo di Ab specifici. Consiste in una membrana di cellulosa chiusa
all’interno di un frame di plastica con 2 fori campione e 2 fori di reazione. Una
piccola porzione del campione viene sospesa in una soluzione tampone (200
puL) alla quale vengono aggiunte 3 gocce di coniugato (una soluzione
contenente Ab anti-GDH coniugati con perossidasi di rafano). La sospensione
cosi composta viene lasciata incubare per 15 min, durante 1 quali gli Ab anti-
GDH legheranno 1’Ag, se presente. Trascorso il tempo di incubazione una
aliquota della sospensione verra dispensata in ognuno dei due pozzetti
campione, per poi procedere con un’altra incubazione per 5 min. In questa fase
il complesso Ab-GDH-coniugato verra separato dalla porzione particolata della
sospensione e, insieme alla porzione fluida del campione migrera attraverso la
membrana fino a raggiungere il pozzetto test e il pozzetto controllo. Il
complesso GDH-coniugato leghera, a livello del pozzetto test, gli Ab
immobilizzati sulla membrana, specifici anch’essi per la GDH ma verso un
diverso epitopo. A livello del pozzetto controllo gli Ab adesi sulla membrana
saranno diretti verso la porzione Fab degli Ab coniugato (controllo interno). Si

procede alla fase successiva con il lavaggio di entrambi 1 pozzetti reazione con
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la soluzione Wash Reagent (3 gocce). Questa fase ¢ utile per ridurre le
interferenze da parte di proteine contaminanti. Dopo un ulteriore incubazione
di 5 min si procede con 1’aggiunta del substrato (3 gocce) su entrambi i pozzetti
di reazione. A seguito dell’ossidoriduzione catalizzata della perossidasi si
generera un prodotto dal colore blu, visibile ad occhio nudo. Il viraggio del
colore nel pozzetto controllo indichera la corretta esecuzione della procedura.

Il viraggio nel pozzetto test indichera invece la positivita del test.

2.2.5.2 Immunocromatografia per tossine A e B C. difficile

L’immunodosaggio qualitativo delle tossine A e B ¢ stato eseguito con il kit
NADAL® C. difficile Toxins A&B Test. Il principio del metodo ¢ lo stesso di
quello appena visto per la ricerca della GDH. Il campione fecale viene diluito
in un tampone salino e coniugato ad Ab specifici per le tossine A e B.
Quest’ultime, se presenti, andranno a formare un complesso Ab-tossina il quale
migrera lungo la matrice di cellulosa del kit fino al raggiungimento di tre aree
distinte: una di controllo e due del test. A livello di queste aree sono presenti
Ab adesi sulla matrice di cellulosa diretti verso le tossine A e B che legheranno
il complesso Ab-tossina formatosi inizialmente. La differenza sostanziale
risiede nel fatto che in questo test gli Ab specifici presenti nella zona della linea

test reagiscono con il composto coniugato generando linee colorate (non risulta
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necessaria 1’aggiunta di substrato). La wvalidita del test sara data dalla
colorazione della linea di controllo, la positivita dalla colorazione delle linee

test.

2.3 Identificazione dei microrganismi isolati

In seguito alla fase di incubazione su terreno agarizzato descritta sopra, si
procede con le fasi di riconoscimento dei microrganismi isolati ed esecuzione
dell’antibiogramma. Una prima identificazione definita “presuntiva” ¢ mirata
alla differenziazione fra bacilli e cocchi gram positivi/negativi. Questa si basa
su un’osservazione macroscopica della morfologia della colonia, su una
valutazione della tipologia di terreno selettivo sul quale I’isolato ¢ cresciuto,
sull’osservazione delle caratteristiche macroscopiche delle colonie su terreni
differenziali, su una osservazione microscopica delle cellule batteriche previa
colorazione di GRAM e sull’esecuzione di eventuali test biochimici quali:
ossidasi, catalasi, coagulasi. Le caratteristiche morfologico-tintoriali delle
colonie isolate permettono di orientarsi su quella che presumibilmente potrebbe
essere la specie o il genere batterico isolato. Sulla base delle informazioni
raccolte si procede all’identificazione definitiva con il sistema automatizzato
Vitek 2. Il sistema utilizza dei supporti in plastica definiti “card” all’interno dei

quali sono presenti 64 diversi pozzetti di reazione contenenti 1 reagenti
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necessari ad eseguire 1 test biochimici per il riconoscimento di specie.
All’interno di tali pozzetti verra dispensata in maniera automatizzata la
sospensione batterica di interesse. A questo scopo sono state utilizzate 3 card
differenti: VITEK® 2 GP (dedicata ai GRAM-POSITIVI), VITEK® 2 GN
(dedicata ai GRAM-NEGATIVI) e VITEK® 2 YST (dedicata ai lieviti). La
scelta della card ¢ guidata dalle informazioni raccolte durante la fase di
identificazione presuntiva. Il sistema Vitek 2 consente I’identificazione dei
microrganismi grazie all’uso di una metodologia basata sulle caratteristiche dei
dati ottenuti e sulla conoscenza dei microrganismi e delle reazioni analizzate.
Per tutte e tre le tipologie di card si eseguono le stesse operazioni di
preparazione dell’inoculo standardizzato. Nello specifico: da un terreno
agarizzato con coltura pura si prelevano mediante 1’utilizzo di un tampone
sterile una o piu colonie isolate morfologicamente simili. L’eta della coltura da
cui si prelevano le colonie deve essere compresa fra le 12 e le 48 ore. Il tampone
con adesa la colonia viene quindi stemperato in una provetta sterile in plastica
da 5 mL precedentemente riempita con una soluzione di NaCl al 0,5% a pH
4,5-7, sterile. Si procede quindi con la misura della torbidita della soluzione
appena preparata mediante 1’utilizzo di un densitometro. Per una corretta
standardizzazione del metodo viene richiesta una torbidita compresa fra 0,5-

0,67 McFarland (1,6-2 McFarland per 1 lieviti). La sospensione cosi preparata
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(inoculo standardizzato) viene disposta su delle cassette, proprie del sistema
Vitek, consistenti in dei supporti di plastica che permettono 1’alloggiamento di
10 provette da 5 mL e di 10 card. In corrispondenza della provetta contenente
I’inoculo verra posizionata, frontalmente, la card desiderata avendo cura di
inserire la cannula di aspirazione della card all’interno della sospensione
batterica. Le cassette cosi preparate vengono poi inserite manualmente nel
sistema Vitek dove in una prima fase verra aspirata la sospensione batterica
all’interno dei pozzetti presenti nella card. A questa segue la fase di
incubazione, della durata di circa 8-10 h, durante la quale mediante
monitoraggio continuo e automatizzato verra valutata la positivita/negativita ai
test biochimici eseguiti all’interno di ogni singolo pozzetto. Durante il processo
di identificazione, il software confronta la serie di reazioni del test alla serie di
reazioni previste per ciascun microrganismo, o gruppo di microrganismi,
identificabile dal prodotto. Viene calcolato un valore quantitativo, la
probabilita percentuale, che si riferisce al grado in cui le reazioni osservate
corrispondono alle reazioni tipiche di ciascun microrganismo. Una
corrispondenza perfetta tra la modalita di reazione del test e la modalita unica
di reazione di un singolo microrganismo, o gruppo di microrganismi, da una
probabilita percentuale pari a 99. Se non viene ottenuta una corrispondenza

perfetta, ¢ ancora possibile che la modalita di reazione sia sufficientemente
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vicina alla modalita di reazione prevista, in modo da consentire una chiara
identificazione del microrganismo. Il range di probabilita percentuali per una
singola scelta va da 85 a 99. I valori piu vicini a 99 indicano una maggiore

corrispondenza alla modalita tipica per il microrganismo dato.
Segue una descrizione dettagliata dei contenuti delle suddette card:

e VITEK® 2 GP. La card utilizza 43 test biochimici diversi, eseguiti su

altrettanti pozzetti distinti (Tabella 1).

Tabella 3. CONTENUTI DEI POZZETTI GP. I POZZETTI CON NUMERO COMPRESO TRA 1 E 64 NON ELENCATI IN QUESTA TABELLA
SONO VUOTI (BIOMERIEUX, SCHEDA TECNICA PRODOTTO)

Quantita/Pozzetto
Pozzetto |Test (mg)
2 D-AMIGDALINA 0,1875
FOSFATIDILINOSITOLO FOSFOLIPASI

4 C 0,015
5 D-XILOSIO 0,3

8 ARGININA DEIDROLASI 1 0,111
9 BETA-GALATTOSIDASI 0,036
11 ALFA-GLUCOSIDASI 0,036
13 Ala-fe-pro ARILAMIDASI 0,0384
14 CICLODEXTRINA 0,3
15 L-aspartato ARILAMIDASI 0,024
16 BETA GALATTOPIRANOSIDASI 0,00204
17 ALFA-MANNOSIDASI 0,036
19 FOSFATASI 0,0504
20 Leucina ARILAMIDASI 0,0234
23 L-prolina ARILAMIDASI 0,0234
24 BETA-GLICURONIDASI 0,0018
25 ALFA-GALATTOSIDASI 0,036
26 L-pirrolidonil-ARILAMIDASI 0,018
27 BETA-GLUCURONIDASI 0,0378
28 Alanina ARILAMIDASI 0,0216
29 Tirosina ARILAMIDASI 0,0276
30 D-SORBITOLO 0,1875
31 UREASI 0,15
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32 RESISTENZA ALLA POLIMIXINA B 0,00093
37 D-GALATTOSIO 0,3
38 D-RIBOSIO 0,3
39 Alcalinizzazione dell’L-LATTATO 0,15
42 LATTOSIO 0,96
44 N-ACETIL-D-GLUCOSAMMINA 0,3
45 D-MALTOSIO 0,3
46 RESISTENZA ALLA BACITRACINA 0,0006
47 RESISTENZA ALLA NOVOBIOCINA 0,000075
50 CRESCITA IN NaCl AL 6,5% 1,68
52 D-MANNITOLO 0,1875
53 D-MANNOSIO 0,3
54 METIL-B-D-GLUCOPIRANOSIDE 0,3
56 PULLULAN 0,3
57 D-RAFFINOSIO 0,3
58 RESISTENZA O/129 (comp.vibrio.) 0,0084
59 SALICINA 0,3
60 SACCAROSIO/SUCROSIO 0,3
62 D-TREALOSIO 0,3
63 ARGININA DEIDROLASI 2 0,27
64 RESISTENZA ALL'OPTOCHINA 0,000399

e VITEK® 2 GN. La card contiene 47 test biochimici (tabella 2) e un

pozzetto di

controllo negativo.

Il pozzetto di

controllo della

decarbossilasi negativo (pozzetto 52) viene utilizzato come riferimento

di base per 1 pozzetti dei test della decarbossilasi.

TABELLA 4 CONTENUTI DEI POZZETTI GN. POZZETTI CON NUMERO COMPRESO TRA 1 E 64 NON ELENCATI IN QUESTA TABELLA
SONO VUOTI. (BIOMERIEUX, SCHEDA TECNICA PRODOTTO)

Quantita/Pozzetto

Pozzetto |Test (mg)

2 Ala-fe-pro-ARILAMIDASI 0,0384

3 ADONITOLO 0,1875

4 L-pirrolidonil-ARILAMIDASI 0,018

5 L-ARABITOLO 0,3

7 D-CELLOBIOSIO 0,3

9 BETA-GALATTOSIDASI 0,036

10 PRODUZIONE DI H5S 0,0024

11 BETA-N-ACETIL-GLUCOSAMINIDASI 0,0408
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12 Glutamil arilamidasi pNA 0,0324
13 D-GLUCOSIO 0,3
GAMMA-
14 GLUTAMMIL-TRANSFERASI 0,0228
15 FERMENTAZIONE/GLUCOSIO 0,45
17 BETA-GLUCOSIDASI 0,036
18 D-MALTOSIO 0,3
19 D-MANNITOLO 0,1875
20 D-MANNOSIO 0,3
21 BETA-XILOSIDASI 0,0324
22 BETA-alanina arilamidasi pNA 0,0174
23 L-prolina ARILAMIDASI 0,0234
26 LIPASI 0,0192
27 PALATINOSIO 0,3
29 Tirosina ARILAMIDASI 0,0276
31 UREASI 0,15
32 D-SORBITOLO 0,1875
33 SACCAROSIO/SUCROSIO 0,3
34 D-TAGATOSIO 0,3
35 D-TREALOSIO 0,3
36 CITRATO (SODIO) 0,054
37 MALONATO 0,15
39 5-CHETO-D-GLUCONATO 0,3
40 Alcalinizzazione dell’L-LATTATO 0,15
41 ALFA-GLUCOSIDASI 0,036
42 Alcalinizzazione del SUCCINATO 0,15
Beta-N-
43 ACETIL-GALATTOSAMINIDASI 0,0306
44 ALFA-GALATTOSIDASI 0,036
45 FOSFATASI 0,0504
46 Glicina ARILAMIDASI 0,012
47 ORNITINA DECARBOSSILASI 0,3
48 LISINA DECARBOSSILASI 0,15
52 BASE DECARBOSSILASI N/A
53 Assimilazione dell’L-ISTIDINA 0,087
56 COUMARATO 0,126
57 BETA-GLUCURONIDASI 0,0378
58 RESISTENZA O/129 (comp.vibrio.) 0,0105
59 Glu-gli-arg-ARILAMIDASI 0,0576
61 Assimilazione dell’L-MALATO 0,042
62 ELLMAN 0,03
64 Assimilazione dell’L-LATTATO 0,186
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e VITEK® 2 YST. Quarantasei (46) test biochimici (tabella 3) misurano

I’utilizzo della fonte di carbonio, I’utilizzo della fonte di azoto e le

attivita enzimatiche. I risultati finali sono disponibili in circa 18 h.

TABELLA 5. CONTENUTI DEI POZZETTI YST. I POZZETTI CON NUMERO COMPRESO TRA 1 E 64 NON ELENCATI IN QUESTA
TABELLA SONO VUOTI. (BIOMERIEUX, SCHEDA TECNICA PRODOTTO)

Quantita/Pozzetto
Pozzetto |Test (mg)
3 L-lisina-ARILAMIDASI 0,0228
4 Assimilazione dell’L-MALATO 0,15
5 Leucina-ARILAMIDASI 0,0234
7 ARGININA 0,15
10 Assimilazione dell’ERITRITOLO 0,3
12 Assimilazione del GLICEROLO 0,16 pL
13 Tirosina ARILAMIDASI 0,0276
14 BETA-N-ACETIL-GLUCOSAMINIDASI 0,0408
15 Assimilazione del’ARBUTINA 0,3
18 Assimilazione dell’AMIGDALINA 0,3
19 Assimilazione del D-GALATTOSIO 0,3
20 Assimilazione del GENZIOBIOSIO 0,3
21 Assimilazione del D-GLUCOSIO 0,3
23 Assimilazione del LATTOSIO 0,96
Assimilazione del METIL-A-

24 D-GLUCOPIRANOSIDE 0,3
26 Assimilazione del D-CELLOBIOSIO 0,3
27 GAMMA-GLUTAMMIL-TRANSFERASI 0,0228
28 Assimilazione del D-MALTOSIO 0,3
29 Assimilazione del D-RAFFINOSIO 0,3
30 PNP-N-acetilL-BD-galattosaminidasi 1 0,0306
32 Assimilazione del D-MANNOSIO 0,3
33 Assimilazione del D-MELIBIOSIO 0,3
34 Assimilazione del D-MELEZITOSIO 0,3
38 Assimilazione del L-SORBOSIO 0,3
39 Assimilazione dell’L-RAMNOSIO 0,3
40 Assimilazione dello XILITOLO 0,3
42 Assimilazione del D-SORBITOLO 0,1875
44 Assimilazione del SACCAROSIO/SUCROSIO 0,3
45 UREASI 0,15
46 ALFA-GLUCOSIDASI 0,036
47 Assimilazione del D-TURANOSIO 0,3
48 Assimilazione del D-TREALOSIO 0,3
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49 Assimilazione del NITRATO 0,03
51 Assimilazione dell’L-ARABINOSIO 0,3

52 Assimilazione del D-GALATTURONATO 0,15
53 Idrolisi dell’ESCULINA 0,225
54 Assimilazione del L-GLUTAMMATO 0,15
55 Assimilazione del D-XILOSIO 0,3

56 Assimilazione del DL-LATTATO 0,15
58 Assimilazione dell’ACETATO 0,15
59 Assimilazione del CITRATO (SODIO) 0,15
60 ASSIMILAZIONE DEL GLUCURONATO 0,15
61 Assimilazione dell’L-PROLINA 0,15
62 Assimilazione del 2-CHETO-D-GLUCONATO 0,15
63 Assimilazione dell’N-ACETIL-GLUCOSAMINA 0,15
64 Assimilazione del D-GLUCONATO 0,15

2.4 Determinazione della sensibilita agli antibiotici

Il protocollo esecutivo per 1’allestimento degli antibiogrammi ¢ identico a
quello visto per I’esecuzione delle identificazioni con il sistema Vitek 2. Anche
in questo caso risultano fondamentali le informazioni raccolte durante la fase
di identificazione presuntiva. Sulla base di quella che presumibilmente ¢ la
specie o il genere batterico isolato si andra a scegliere una card dedicata per
I’esecuzione dell’antibiogramma. Unica differenza sostanziale sta nella
preparazione dell’inoculo. In questo caso la sospensione batterica allo 0,5-0,67
McFarland dovra essere diluita come segue: 140 uL in 3 mL di soluzione di
NaCl al 0,5% per i GRAM-NEGATIVI e 280 pL in 3 ml di soluzione di NaCl

al 0,5% per 1 GRAM-POSITIVI (lo stesso per 1 lieviti). Sono state utilizzate 4
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tipologie di card differenti: VITEK®2 AST-N397 per I’esecuzione di
antibiogrammi su GRAM-NEGATIVI (Tabella 4), VITEK®2 AST-P658 per i
GRAM-POSITIVI appartenenti al genere Staphylococcus (Tabella 5),
VITEK®2 AST-P659 per i GRAM-POSITIVI appartenenti al genere
Enterococcus (Tabella 6), VITEK®2 AST-YSO08 per 1 lieviti (Tabella 7). Le
card AST costituiscono essenzialmente una versione miniaturizzata e
automatizzata della tecnica di doppia diluizione usata per determinare le MIC
tramite il metodo di microdiluizione. Ogni card AST contiene un pozzetto di
controllo, contenente solo terreno di coltura microbiologico. I restanti
micropozzetti contengono quantita predefinite di antibiotici specifici combinati
con il terreno di coltura. La card viene quindi inoculata, sigillata e inserita
nell’incubatore/lettore dello strumento. Lo strumento esegue il monitoraggio
della crescita in ciascun pozzetto della card per un determinato periodo di
tempo (fino a un massimo di 18 h per 1 gram-negativi). Una volta completato il
ciclo di incubazione, vengono determinati 1 valori di MIC (o 1 risultati dei test)
per ciascun antibiotico contenuto nella card. Nel pozzetto di controllo positivo,
la crescita viene monitorata fino al rilevamento di una minima quantita
predefinita di crescita batterica attraverso la misurazione della torbidita
(variazione percentuale delle RTU — %ARTU). La crescita nel pozzetto di

controllo indica che gli isolati testati sono attivi e che crescono a una velocita
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adeguata ad avviare I’analisi dei diversi pozzetti contenenti il farmaco. La
valutazione delle torbidita prosegue ogni 15 min fino al completamento del test
di sensibilita. Come mostrato nella Fig.1, la crescita dei microrganismi viene
misurata in 2 diversi modi sia nel pozzetto di controllo positivo sia nei pozzetti
contenenti antibiotico. La crescita relativa di ogni microrganismo in ogni
pozzetto contenente antibiotico viene, poi, confrontata con la crescita osservata

nel pozzetto di controllo positivo.
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FIGURA 1. MODALITA CON CUI VIENE VALUTATA LA CRESCITA DEI MICRORGANISMI (HTTPS://WWW.BIOMERIEUX-
MICROBIO.COM/IT/IN-CHE-MODO-VITEK-2-GENERA-I-VALORI-DI-MIC)

%ARTU

Magnitude {
of growth

|

v
Time to

maximum
growth

Magnitude of growth = Maximum percent change of
the transmittance signal (RTU)

Maximum slope = maximum rate of growth during
exponential growth phase

La MIC viene determinata confrontando la crescita dell’isolato del paziente con
la crescita degli isolati con MIC note. E come se in Vitek 2 fosse memorizzata
una curva standard che permette di raffrontare le MIC di riferimento con
I’attivita del microrganismo nei pozzetti contenenti antibiotico. Il monitoraggio

della crescita avviene in maniera costante nel tempo. Sulla base dei dati di MIC
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forniti dal sistema Vitek 2 la categorizzazione degli isolati in S/I/R si basa sui

brakpoint forniti da EUCAST (European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing).

TABELLA 6. VITEK®2 AST-N397, CARD ANTIBIOGRAMMA PER GRAM-NEGATIVI (SCHEDA TECNICA PRODOTTO)

Concentrazione Intervallo refertabile | Intervallo refertabile
Antimicrobico (ng/mL) < >
Amikacina 2,4,16,48 1 64
Amoxicillina/Acido
clavulanico 4/2,8/2,32/2 2 32
Cefepime 0,25,1, 4,16, 32 0,12 32
Cefotaxime 0,5,2,4,8,32 0,25 64
Ceftazidime 0,25,1,2,8, 32 0,12 64
0,06/4, 0,25/4,
Ceftazidime/Avibactam 1/4,4/4,8/4 0,12 16
0,5/4, 1/4, 4/4,
Ceftolozane/Tazobactam 8/4,32/4 0,25 32
Ciprofloxacina 0,06,0,12,0,5, 1 0,06 4
Colistina 4,16, 32 0,5 16
Gentamicina 4,8, 32 1 16
Imipenem 1,2,6,12 0,25 16
Meropenem 0,5,2,6, 12 0,25 16
Piperacillina/Tazobacta 2/4,8/4, 24/4,
m 32/4,32/8,48/8 4/4 128/4
Tobramicina 8,16, 64 1 16
Trimetoprim/ 1/19, 4/76,
Sulfametossazolo 16/304 20 (1/19) 320 (16/304)

TABELLA 7. VITEK®2 AST-P658, CARD ANTIBIOGRAMMA PER GRAM-POSITIVI (SCHEDA TECNICA

PRODOTTO)
Concentrazione Intervallo refertabile | Intervallo refertabile
Antimicrobico (ug/mL) < >
Amoxicillina/Acido
clavulanico 2/2,4/2,16/2 2 32
Ampicillina 0,5,4,8,32 0,25 -2 16-32
4/2,8/4,16/8,
Ampicillina/Sulbactam 64/32 2/1 32/16
Ciprofloxacina 1,2,4 0,5 8
Daptomicina 0,5,1,2,4,16 0,12 8
Resistenza ad alto livello
verso la gentamicina 150 NEG POS
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Imipenem 2,4,8 1 16
Kanamicina ad alto livello

(sinergia) 200 S R
Levofloxacina 0,25,2,8 0,12 8
Linezolid 0,51,2 0,5 8
Nitrofurantoina 16, 32, 64 16 512
Chinupristina/Dalfopristina 0,25,0,5, 2 0,25 16
Streptomicina ad alto

livello

(sinergia) 1.000 S R
Teicoplanina 0,5,2,8,32 0,5 32
Tigeciclina 0,25,0,5,1 0,12 2
Trimetoprim 1,28, 32 0,5 16
Trimetoprim/ 8/152, 16/304,

Sulfametossazolo 32/608 10(0,5/9,5) 320 (16/304)
Vancomicina 1,2,4,8,16 0,5 32

TABELLA 8. VITEK®2 AST-P659, CARD ANTIBIOGRAMMA PER GRAM-POSITIVI (SCHEDA TECNICA

PRODOTTO)
Antimicrobico Concentrazione Intervallo refertabile Intervallo refertabile
(ng/mL) < >
Benzilpenicillina 0,125,0,25,1 0,03 0,5
Cefoxitina screening 6 NEG POS
Ceftarolina 0,25,0,5,1,2 0,06 4
Clindamicina 0,06, 0,25, 1 0,125
Daptomicina 0,5,1,2,4,16 0,12 8
Eritromicina 1,2,4,8 0,25
Acido fusidico 0,5,1,4 0,5 32
Gentamicina 8, 16, 64 0,5 16
Resistenza inducibile] CM 0,5, CM/E NEG POS
allaclindamicina 0,25/0,5
Levofloxacina 0,25,2,8 0,12 8
Linezolid 0,5,1,2 0,5 8
Mupirocina 1,4 1 512

TABELLA 9. VITEK®2 AST-YS08, CARD ANTIMICOGRAMMA (SCHEDA TECNICA PRODOTTO)

Antimicrobico

Concentrazione
pug/mL

Intervallo dei valori
<

Intervallo dei valori
>

Amphotericin B

1,4,16, 32

0.25

16
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Caspofungin 0.12,0.5,2,8 0.125 8
Fluconazole 2,4,8,16,32,64 |0.5 64
Flucytosine 1,4,16, 32 1 64
Micafungin 0.06,0.25,1,4 0.006

Voriconazole 0.5,1,4,8 0.12

2.5 Categorizzazione dei microrganismi Alert

Rientrano nella definizione di “microrganismi Alert” batteri con particolari
caratteristiche di resistenza. Come anticipato, la categorizzazione ¢ stata
definita all’interno della struttura ospedaliera Casa di Cura Villa dei Pini dalla
direzione sanitaria. Segue un elenco dei microrganismi Alert e delle loro

caratteristiche di resistenza:

Acinetobacter baumanii ssp. con resistenza concomitante a

cefalosporine di III generazione, fluorochinoloni e aminoglicosidi e/o

resistenza ai carbapenemi

o Aspergillus ssp.

e Pseudomonas aeruginosa con resistenza concomitante a cefalosporine di
IIT generazione, fluorochinoloni e aminoglicosidi

e Burkholderia ssp. resistenza concomitante a cefalosporine di III

generazione, fluorochinoloni e aminoglicosidi.
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o Stenotrophomonas maltophilia con resistenza concomitante a
cefalosporine di III generazione, fluorochinoloni e aminoglicosidi.

o Clostridium difficile produttore di tossine

o FEnterobacteriales ESBL (Extended Spectrum Beta-Lactamase) o con
resistenza ai carbapenemi.

e FEnterococcus faecalis VRE (Vancomycin Resistant Enterococci).

e FEnterococcus faecium VRE.

o Staphylococcus aureus MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus).

o [Legionella pneumophila

2.6 Caratteristiche evento formativo

Nella seconda meta del mese di maggio 2023 la direzione sanitaria ha
organizzato una serie di eventi formativi al fine di consapevolizzare il personale
sanitario riguardo le problematiche associate ai microrganismi antibiotico
resistenti € con lo scopo di ridurne la diffusione nei reparti di degenza
dell’ospedale. Gli incontri formativi si sono concretizzati con una serie di

lezioni frontali dedicate al personale medico e infermieristico operante
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all’interno della clinica. Le tematiche affrontate nel corso degli eventi possono

essere cosi riassunte:

e (Corretta interpretazione degli antibiogrammi

e Farmacocinetica e farmacodinamica dei farmaci antibiotici:
informazioni per la corretta posologia e dosaggio

e Importanza della fase preanalitica per il prelievo microbiologico:
informazioni per un corretto prelievo

e Procedure di igiene delle mani

e Prevenzione della diffusione delle ICA attraverso il corretto utilizzo di

DPI e pratiche igienico-sanitarie in reparto.
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RISULTATI

3.1 Considerazioni generali

Il periodo sottoposto a monitoraggio copre l'intervallo dal 1° gennaio 2023 al
31 dicembre 2023. Il programma di monitoraggio ha avuto inizio all'inizio del
primo semestre, € tra 1 due periodi monitorati sono avvenuti gli eventi formativi
diretti al personale sanitario. Al fine di valutare I'effetto di tali eventi sulla
diffusione dei microrganismi Alert all'interno dei reparti considerati, sono stati

analizzati diversi parametri. Nel dettaglio:

* 9% di microrganismi Alert sul totale dei campioni positivi
e 9% di microorganismi Alert sul totale di campioni microbiologici ricevuti
dal laboratorio (positivi e negativi)

e % di positivita dei campioni microbiologici
Il secondo semestre del 2023, oggetto dello studio, ¢ stato confrontato con 1
cinque semestri precedenti, al fine di fornire un solido punto di riferimento per
l'analisi. I dati relativi ai semestri degli anni 2021 e 2022 sono stati estrapolati
dai database del laboratorio. Sono state considerate per la statistica solo 9 specie

di interesse fra quelle elencate nella definizione di microrganismi Alert, le piu
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frequenti numericamente quindi quelle piu significative da un punto di vista
statistico. Di seguito un elenco delle specie considerate e delle loro

caratteristiche di resistenza:

E. coli resistente alle cefalosporine di terza generazione (ESBL)
e K. pneumoniae resistente alle cefalosporine di terza generazione (ESBL)
e K. pneumoniae resistente ai carbapenemi (CARB)
o P. mirabilis resistente alle cefalosporine di terza generazione (ESBL)
e F. faecium vancomicina resistente (VRE)
e S. aureus meticillino resistente (MRSA)
e P. aeruginosa con resistenza concomitante a fluorochinoloni, macrolidi
e cefalosporine di terza generazione e/o carbapenemi (MDR)
e A. baumannii con resistenza concomitante a fluorochinoloni, macrolidi
e cefalosporine di terza generazione e/o carbapenemi (MDR)
o (. difficile produttore di tossine
I reparti di provenienza dei campioni biologici sono 5: Medicina, Oncologia,
Ortopedia, Chirurgia generale e Lungodegenza. Considerando il fatto che le
caratteristiche dei pazienti dei reparti sopra elencati sono molto eterogenee (eta,
condizioni di salute, terapia, motivo del ricovero), 1 dati provenienti da ogni

reparto sono stati accorpati e considerati come una unica fonte. Cosi facendo ¢
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stato possibile considerare la fonte di raccolta dei dati omogenea nelle sue

caratteristiche nel corso del tempo.

Nelle fasi di esecuzione degli antibiogrammi sono stati saggiati diversi
antibiotici per ogni categoria di farmaco considerata (quelli elencati nella
descrizione delle schede AST). Per rendere il piu possibile omogenea la
valutazione ¢ stato considerato ai fini statistici un solo farmaco per ogni classe,
avendo cura di selezionare quello con una percentuale maggiore di resistenza.
Per le cefalosporine di terza generazione ¢ stato selezionato il farmaco
Cefotaxime, per 1 florochinolonici la Ciprofloxacina, per 1 macrolidi la

Gentamicina e per i carbapenemici il Meropenem.

3.2 Analisi dell’andamento generale della diffusione di Alert su
base semestrale

Di seguito sono riportati, nelle tabelle 1, 2, 3, 4, 5 e 6, 1 dati relativi al numero

totale di microrganismi isolati, suddivisi per specie e relative resistenze.

TABELLA 10. DATI RELATIVI AL PRIMO SEMESTRE 2021. IN BASSO A DESTRA SU SFONDO ROSSO E RIPORTATA
LA SOMMA DI TUTTI I MICRORGANISMI ALERT ISOLATI NEL PERIODO DI INTERESSE. IN BASSO A SINISTRA IN BLU
E INDICATO IL NUMERO TOTALE DI ISOLATI PER LE SPECIE CONSIDERATE. “% CARB” INDICA LA PERCENTUALE
DI RESISTENZA Al CARBAPENEMICI

U B A DR A 0 0 0
J > A ARRB
E. coli 41 14 - - - - - 34,15 -
K. 43 10 14 - - - - 23,26 32,56
pneumoniae
P. mirabilis 11 6 - - - - - 54,55 -
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S. aureus 27 - - - - 10 - 37,04 -

A. baumanii 5 - - - 5 - - 100,00 -

E. faecium 0 - - - - - - 0 -

P. 18 - - - 5 - - 27,78 -

aeruginosa

C. difficile 12 - - - - - 6 50 -
TOT 145 30 14 0 10 10 6 70

TABELLA 11. DATI RELATIVI AL SECONDO SEMESTRE 2021

U B ARB R DR ROA U
() A

E. coli 46 16 - - - - - 34,78 -
K. 42 9 12 - - - - 21,43 28,57
pneumoniae
P. mirabilis 34 22 - - - - 64,71 -
S. aureus 18 - - - - 6 - 44,44 -
A. baumanii 4 - - - 4 - - 0,00 -
E. faecium 1 - - 1 - - - 100,00 -
P. 14 - - - 2 - - 14,29 -
aeruginosa
C. difficile 14 - - - - - 6 42,86

TOT 173 47 12 1 6 6 6 78

TABELLA 12. DATIRELATIVI AL PRIMO SEMESTRE 2022.
U B ARB R DR RSA 0
0 :

E. coli a4 13 - - - - - 29,55 -
K. 30 12 9 - - - 40,00 30
pneumoniae
P. mirabilis 33 26 - - - - - 78,79 -
S. aureus 24 - - - - 8 - 33,33 -
A. baumanii 3 - - 3 - - 100,00 -
E. faecium 2 - - 2 - - 100,00 -
P. 19 - - - 3 - - 15,79 -
aeruginosa
C. difficile 11 - - - - - 6 54,55

TOT 166 51 9 2 6 8 6 82,00

TABELLA 13. DATI RELATIVI AL SECONDO SEMESTRE 2022.

llsemestre | TOT ESBL CARB VRE MDR MRSA TOSSINE %

2022 RESISTENZA
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E. coli 47 13 - - - 27,66 -
K. 72 13 31 - - 18,06 43,06
pneumoniae
P. mirabilis 41 22 - - - 53,66 -
S. aureus 14 - - - - 21,43 -
A. baumanii 6 - - 6 - 100,00 -
E. faecium 4 - - - - 100,00 -
P. 14 - - 2 - 14,29 -
aeruginosa
C. difficile 28 13 46,43 -
TOT 226 | 48 31 8 13 107,00
TABELLA 14. DATI RELATIVI AL PRIMO SEMESTRE 2023.
U ARB DR 0
0 A
E. coli 43 15 - - - 34,88 -
K. 50 15 13 - - 30,00 26
pneumonia
e
P. mirabilis 44 22 - - - 50,00 -
S. aureus 10 - - - - 40,00 -
A. 7 - - 6 - 85,71 -
baumanii
E. faecium 5 - - - - 100,00 -
P. 20 - - 9 - 45,00 -
aeruginosa
C. difficile 11 - - - 7 63,64 -
TOT 190 52 13 15 7 96,00
TABELLA 15. DATI RELATIVI AL SECONDO SEMESTRE 2023.
0 ARE ) 0
0 A
E. coli 71 19 - - - 26,76 -
K. 39 10 11 - - 25,64 28,2
pneumoniae 1
P. mirabilis 47 18 - - - 38,30 -
S. aureus 6 - - - - 33,33 -
A. baumanii 9 - - 5 - 55,56 -
E. faecium 1 - - - - 100,00 -
P. aeruginosa | 17 - - 4 - 23,53 -
C. difficile 6 - - - 2 33,33 -
TOT 190 | 42 11 9 2 72,00
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TABELLA 16. CONFRONTO FRA IL NUMERO DI MICRORGANISMI ALERT ISOLATI, POSITIVITA
GENERALE DEI CAMPIONI E TOTALE DELLE RICHIESTE.

TOT. CAMPIONI | ALERT TOT. CAMPIONI | ALERT
RICHIESTE POSITIVI RICHIESTE POSITIVI
NUMERO 312 165 70 NUMERO 356 185 78
% 100 52,88 22,44 % 100 51,97 21,91
0 R 0 ONDO R 0
TOT. CAMPIONI | ALERT TOT. CAMPIONI | ALERT
RICHIESTE POSITIVI RICHIESTE POSITIVI
NUMERO 382 178 82 NUMERO 503 248 107
% 100 46,60 21,47 % 100 49,30 21,27
PRIMO SEMESTRE 2023 SECONDO SEMESTRE 2023
TOT. CAMPIONI | ALERT TOT. CAMPIONI | ALERT
RICHIESTE POSITIVI RICHIESTE POSITIVI
NUMERO 513 209 96 NUMERO 433 211 72
% 100 40,74 18,71 % 100 48,73 16,63

Il numero totale di microrganismi isolati (campioni positivi), cosi come quello
dei microrganismi Alert ¢ stato confrontato con il numero totale di richieste,
corrispondenti al numero di campioni microbiologici arrivati in laboratorio

(negativi e positivi). Un resoconto di tali confronti € riportato in tabella 7.



FIGURA 2. CONFRONTO FRA LE % DI POSITIVITA SUL TOTALE DELLE RICHIESTE E % DI ALERT SUL
TOTALE DELLE RICHIESTE
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Per 1 semestri considerati ¢ possibile osservare che il numero delle richieste ¢
soggetto a una significativa variabilita, dalle 312 del primo semestre del 2021

alle 513 del primo semestre 2023.

Nonostante I’ampia variabilita di questo dato se si considerano le percentuali
di positivita dei campioni si osserva una certa costanza con valori che oscillano
intorno a una media del 47%, fatta eccezione per il dato relativo al primo
semestre del 2023 che si discosta in maniera significativa. Come anticipato, 1
dati relativi agli anni 2021, 2022 e al primo semestre del 2023 (cinque semestri)
sono stati utilizzati come termine di paragone. Sulla base dei dati estratti da
questi semestri, sono state calcolate medie e deviazioni standard dei parametri
indicati in tabella 7 (tabella 9), ovvero, la percentuale di microrganismi Alert

rispetto al numero totale di richieste (dato evidenziato in rosso nella tabella 7)
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e la percentuale di Alert rispetto al numero totale di campioni positivi (tabella

8). Dal confronto fra la tabella 7 e la tabella 1, 2, 3, 4, 5 e 6 possono essere

osservate delle discordanze fra il numero totale di campioni positivi (in tabella

7) e la somma del totale di ogni specie isolata (valore in blu nelle tabelle 1, 2,

3,4, 5 e 6). Tale discordanza ¢ dovuta al fatto che nel conteggio del numero

totale di campioni positivi rientrano anche specie microbiche non categorizzate

nella lista dei microrganismi Alert.

TABELLA 17. FREQUENZA PERCENTUALE DEI MICRORGANISMI ALERT SUL TOTALE DI CAMPIONI POSITIVI E

SUL TOTALE DELLE RICHIESTE

I
2021
%
ALLERT/CAMPIONI 46,07
POSITIVI
%
ALLERT/RICHIESTE 22,44

FIGURA 3. CONFRONTO FRA LE % DI ALERT SUL TOTALE DEI CAMPIONI POSITIVI E % DI ALERT SUL TOTALE

DELLE RICHIESTE
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TABELLA 18. MEDIA E DEVIAZIONE STANDARD PER I PARAMETRI CONSIDERATI

MEDIA DS

% ALLERT/CAMPIONI
POSITIVI 44,58 L75
% ALLERT/RICHIESTE 20,81 1,62

I valori percentuali evidenziati in rosso in tabella 8 indicano un decremento nel
numero di microrganismi Alert isolati nel secondo semestre del 2023 sia sul
totale dei campioni analizzati (richieste) sia sul totale dei microrganismi isolati
(campioni positivi). I risultati sono meglio evidenziati in figura 3 e 4. Dai
risultati ottenuti sembra ci sia stato un decremento gia a partire dal primo
semestre del 2023, seppur entro 1 limiti della seconda deviazione standard.
Questo decremento potrebbe essere giustificato dall’inizio del programma di
monitoraggio che, come anticipato in introduzione, di per sé risulta utile nel

controllo della diffusione delle infezioni nosocomiali (Haley, R.W., 1985).
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FIGURA 4. VALORI PERCENTUALI DEI MICRORGANISMI ALERT ISOLATI SUL TOTALE DELLE RICHIESTE.
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FIGURA 5. VALORI PERCENTUALI DEI MICRORGANISMI ALERT ISOLATI SUL TOTALE DEI CAMPIONI POSITIVI.
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Dall'analisi dei dati emerge chiaramente una deviazione dall'andamento nel

secondo semestre del 2023 rispetto ai cinque semestri precedenti. Tale
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discrepanza ¢ piu evidente nel confronto tra i microrganismi Alert isolati e il
totale dei campioni positivi registrati, mostrando una differenza di circa 10
punti percentuali rispetto alla media storica. Per quanto riguarda il confronto
tra gli Alert e il totale delle richieste, nel secondo semestre del 2023 si osserva
una deviazione di circa 4 punti percentuali rispetto alla media. In entrambi 1
casi, le percentuali registrate superano la seconda deviazione standard rispetto

al mesi precedenti.

3.3 Considerazioni sulle specie microbiche a maggiore diffusione

Dai dati raccolti emerge una differenza nelle frequenze di insorgenza delle

specie batteriche. In particolare, spiccano per frequenza 3 specie:

o FEscherichia coli

e Klebsiella pneumoniae

e Proteus mirabilis
In tab. 10 vengono riportate le percentuali di resistenza relative ad ogni specie
microbica. Per E. coli, ad esempio, si osserva una media di resistenza alle

cefalosporine di terza generazione del 30,87 %.
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TABELLA 19. FREQUENZA DI RESISTENZA NELLE SPECIE MICROBICHE ISOLATE PIU DI FREQUENTE

| Il I Il I Il
SEMESTRE SEMESTRE | SEMESTRE | SEMESTRE | SEMESTRE | SEMESTRE | MEDIE
2021 2021 2022 2022 2023 2023
£ coli ESBL 34,15 34,78 29,5 27,6 32,5 26,7 30,87
K.
pneumoniae 23,3 21,4 18 40 28 20,5
ESBL 25,20
K.
pneumoniae 32,5 28,6 30 43,2 24 28,2
CARB 31,08
il 54,5 64,7 78,8 53,6 50 38,3
ESBL 56,65

FIGURA 6. DISTRIBUZIONE DELLE TIPOLOGIE DI RESISTENZA NEL PERIODO CONSIDERATO
(RIFERIMENTO ALLA TABELLA 10)
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I dati raccolti non sembrano seguire un andamento ben definito e, fatta
eccezione per E. coli ESBL, si osserva sempre una elevata oscillazione det

parametri intorno al valore medio. Salta all’occhio come la resistenza di P.
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mirabilis alle cefalosporine di terza generazione sia una prevalente in maniera
costante su tutto il periodo considerato. In questo caso, nel secondo semestre
del 2023, non emergono miglioramenti evidenti, ad eccezione di P. mirabilis

resistente alle cefalosporine di terza generazione.

3.4 Considerazioni sulla distribuzione delle diverse tipologie di
resistenza

Anche per quanto riguardano le diverse tipologie di resistenza, risulta evidente

una marcata differenza nella loro distribuzione. Si osserva una prevalenza

di resistenze alle cefalosporine di terza generazione nella famiglia delle
Enterobacteriaceae. Segue la resistenza ai carbapenemici in K. penumoniae €

la multiresistenza in P. aeruginosa € A. baumanii (Figura 6).
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FIGURA 7. [ISTOGRAMMA DISTRIBUZIONE DELLA TIPOLOGIA DI RESISTENZE. SUDDIVISIONE
SEMESTRALE.
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La distribuzione sembra mantenere un certo grado di omogeneita nel tempo, ad
eccezione di alcuni casi come la diffusione delle carbapenemasi nel secondo
semestre del 2022. Nel periodo di prova del secondo semestre del 2023, non si

osservano variazioni significative.

3.5 Confronto a due reparti

Come precedentemente indicato, 1 reparti ospedalieri oggetto dello studio non
sono stati analizzati individualmente e trattati come entita separate a causa della
considerevole diversita nelle caratteristiche dei pazienti che li frequentano e del
numero totale di ricoveri annuali. Nonostante non presentino uniformita in tutti

gli aspetti, due di essi, ovvero il reparto di Medicina Generale e quello di
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Oncologia, risultano simili per quanto riguarda le caratteristiche dei pazienti,
come l'eta e le condizioni di salute. Per valutare come 1'incidenza degli eventi
formativi abbia influenzato in modo differenziato la diffusione dei
microrganismi Alert, si presenta di seguito un confronto tra i due reparti, basato

sui parametri precedentemente osservati.

TABELLA 20. FREQUENZA DI MICRORGANISMI ALERT CONFRONTATA AL NUMERO TOTALE DI
RICHIESTE NEI REPARTI DI MEDICINA E ONCOLOGIA.

| SEM [ SEM | SEM [ SEM | SEM [l SEM
2021 2021 2022 2022 2023 2023

%
ALERT/RICHIESTE 27,19 19,62 26,24 27,91 21,98 15,71

MEDICINA

%

ALERT/RICHIESTE 27,38 20,73 18,27 23,86 22,00 16,00
ONCOLOGIA
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FIGURA 8. ANDAMENTO DELLA FREQUENZA DI MICRORGANISMI ALERT CONFRONTATA AL NUMERO
TOTALE DI RICHIESTE NEI REPARTI DI MEDICINA E ONCOLOGIA.
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I dati raccolti dal confronto microrganismi Alert/totale delle richieste per 1
reparti di Medicina ed Oncologia mostrano una discreta omogeneita nella
distribuzione delle frequenze dei microrganismi Alert. Nel corso dei cinque
semestri precedenti al periodo in esame, la percentuale si ¢ mantenuta intorno
alla media di 23,52%, rimanendo costantemente all'interno della seconda
deviazione standard. Si osserva inoltre che le frequenze possono assumere
andamenti anche discordanti fra 1 due reparti, come nel caso dei semestri
relativi all’anno 2022. Per quanto riguarda il secondo semestre del 2023, in
entrambi 1 reparti considerati si osserva una riduzione significativa della

frequenza di microrganismi Alert con un discostamento dal valore medio di 7,2
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punti percentuale per il reparto di Oncologia e 7,81 per il reparto di Medicina.

In entrambi i reparti la frequenza risulta inferiore alla seconda deviazione

standard per quel parametro.

TABELLA 21. FREQUENZA DI MICRORGANISMI ALERT CONFRONTATA AL NUMERO TOTALE DI
CAMPIONI POSITIVI NEI REPARTI DI MEDICINA E ONCOLOGIA.

SEMESTRE | SEMESTRE SEMESTRE SEMESTRE SEMESTRE = SEMESTRE
2021 2021 2022 2022 2023 2023
%
ALERT/POSITIVI 50,00 40,79 48,68 58,33 40,00 34,38
MEDICINA
%
ALERT/POSITIVI 46,94 35,42 41,30 55,26 37,93 26,67
ONCOLOGIA

FIGURA 9 ANDAMENTO DELLA FREQUENZA DI MICRORGANISMI ALERT CONFRONTATA AL NUMERO

TOTALE DI CAMPIONI POSITIVI NEI REPARTI DI MEDICINA E ONCOLOGIA.
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Dal confronto fra la frequenza dei microrganismi Alert e quella dei campioni
positivi per il secondo semestre del 2023 si osserva un miglioramento piu
modesto rispetto a quanto visto per il parametro precedente (I’inverso di cid
che si ¢ osservato in linea generale nel secondo paragrafo del capitolo). Il
reparto di medicina ¢ 1’unico dei due in cui si osserva una frequenza inferiore
al valore della seconda deviazione standard, con un discostamento dal valore
medio di 18 punti percentuale. Risulta interessante notare come il parametro
considerato (Alert/positivi) segua un andamento coordinato per entrambi i
reparti, suggerendo wuna distribuzione relativamente omogenea dei

microrganismi Alert rispetto a quelli isolati fra 1 due reparti.
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CONCLUSIONI

La diffusione delle antibiotico-resistenze in ambito comunitario € nosocomiale
risulta ad oggi una delle maggiori minacce alla salute dell’uomo. La diffusione
di queste in ambiente ospedaliero, favorita dal fenomeno delle infezioni
correlate all’assistenza, rappresenta una problematica di rilievo che va ad
inserirsi in un contesto gia di per s¢ fragile e complesso, responsabile di un
significativo aumento di mortalita e morbilita, oltre a generare un considerevole

onere economico per il sistema sanitario nazionale.

Esistono diverse strategie volte a contenere la diffusione di tale fenomeno, ma
lo sviluppo di nuovi farmaci, considerato uno degli approcci piu efficaci e
promettenti, ¢ intralciato da complessita di natura economica e sperimentale
che ne limitano il progresso. In contrasto, 1'adozione delle buone pratiche
medico-assistenziali nelle strutture sanitarie, la promozione delle pratiche
igienico-sanitarie nei reparti ospedalieri e la corretta esecuzione di piani
terapeutici adeguati costituiscono attualmente metodologie di grande efficacia,
caratterizzate da un impatto significativo e da un costo praticamente nullo. A
tal proposito si inseriscono 1 piani di sorveglianza sanitaria, mirati proprio a

monitorare I’andamento nelle diffusioni di ICA e fra queste in particolar modo
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quelle sostenute da microrganismi con particolari profili di resistenza agli
antibiotici.

La componente educativa, caratterizzata da una formazione costante e continua
nel corso del tempo, volta a fornire al personale sanitario aggiornamenti e
informazioni sulle problematiche in ambito medico, insieme alle strategie e

nozioni necessarie per affrontarle, riveste un ruolo di notevole aiuto e interesse

(ISS, 2021).

I risultati ottenuti dai dati raccolti all’interno della clinica ospedaliera Casa di
Cura Villa de1 Pini, suggeriscono che 1’applicazione di eventi formativi diretti
al personale medico e infermieristico, associata ad un programma di
monitoraggio di diffusione dei microrganismi Alert, sembra essere promettente
nel limitare la diffusione di questi ultimi e le conseguenti problematiche ad essi

associate.

Si ¢ osservato infatti, nel secondo semestre del 2023, periodo successivo agli
eventi formativi sopra citati, una riduzione significativa nella diffusione di
microrganismi con particolari profili di resistenza antibiotica, fra quelli isolati
all’interno dei vari reparti ospedalieri. In un confronto a due reparti, si ¢
osservata una tendenza concorde per la riduzione della frequenza di isolamento
di microrganismi Alert sia se rapportata al totale dei campioni microbiologici

ricevuti dal laboratorio, sia se confrontata ai soli campioni risultati positivi. In

67



sostanza, ¢ stata notata una riduzione, fra le varie specie microbiche in
circolazione all’interno della struttura ospedaliera, di quei ceppi portatori di
particolari profili di resistenza agli antibiotici. I risultati possono essere
giustificati con 1’applicazione di corretti profili terapeutici conseguenti ad una
interpretazione piu razionale degli antibiogrammi refertati e ad una maggiore
attenzione da parte del personale nell’applicazione delle buone pratiche
igieniche nella gestione dei pazienti. Entrambe queste due tematiche sono state

oggetto di discussione degli eventi formativi.

I promettenti risultati ottenuti nell'ambito di questo lavoro restano frutto di una
valutazione preliminare. Come anticipato in introduzione, l'inizio del
programma di sorveglianza di per s€ favorisce una riduzione nella diffusione di
microrganismi MDR in ambito ospedaliero, questo dovuto ad una maggiore
attenzione e un occhio di riguardo da parte degli operatori sanitari nella corretta
applicazione delle norme igieniche e nella gestione dei pazienti. Resta da
valutare con monitoraggi continui il mantenersi dell'andamento positivo
ottenuto in questo semestre. Da valutare inoltre se nel corso del tempo verranno
mantenute le buone pratiche di igiene e se 1 miglioramenti ottenuti non siano
stati solo 1l frutto di una accentuata attenzione temporanea nell’applicazione

delle corrette pratiche ospedaliere.

68



BIBLIOGRAFIA

e Antimicrobial resistance surveillance in Europe 2023 - 2021 data.
Stockholm: European Centre for Disease Prevention and Control and
World Health Organization; 2023.

e Cerini P, Meduri FR, Tomassetti F, Polidori I, Brugneti M, Nicolai E,
Bernardini S, Pieri M, Broccolo F. Trends in Antibiotic Resistance of
Nosocomial and Community-Acquired Infections in Italy. Antibiotics
(Basel), 2023 Mar 24;12(4).

e CDC. Antibiotic Resistance Threats in the United States, 2019. Atlanta,
GA: U.S. Department of Health and Human Services, CDC; 2019.

e Executive Board, 144. (2019). Antimicrobial resistance. World Health
Organization

e O’Neil J, Review on Antimicrobial Resistance. Antimicrobial Resistance:
Tackling a Crisis for the Health and Wealth of Nations. 2014

e Haley RW, Culver DH, White JW, Morgan WM, Emori TG, Munn VP,
Hooton TM, “The efficacy of infection surveillance and control programs
in preventing nosocomial infections in US hospitals, American Journal of

Epidemiology, Volume 121, Issue 2, February 1985, Pages 182-205.

69



Istituto Superiore di Sanita Dipartimento di Malattie Infettive “AR-ISS
Sistema nazionale di sorveglianza sentinella dell’antibiotico-resistenza”
Protocollo. www.epicentro.iss.it/antibiotico-resistenza/documentazione-
italia. 2022.

Santino I, Teggi A, Marangi M Montesano M, Petrucca A, Bertamino E,
Zerbetto A, Sandorfi F, Iachini M, Orsi G.B. “Surveillance of healthcare
acquired infections by “alert microorganisms”: preliminary results”.
Annali di igiene: medicina preventiva e di comunita.2019; 31: 414-422
Urban-Chmiel R, Marek A, Stepien-Pysniak D, Wieczorek K, Dec M,
Nowaczek A, Osek J. “Antibiotic Resistance in Bacteria-A Review”.
Antibiotics (Basel), 2022 Aug 9;11(8).
www.epicentro.iss.it/prevenzione-controllo-infezioni/informazioni-

generali

70


http://www.epicentro.iss.it/prevenzione-controllo-infezioni/informazioni-generali
http://www.epicentro.iss.it/prevenzione-controllo-infezioni/informazioni-generali

