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GLOSSARIO

Aerosol: in questo documento e definito come una sospensione di particelle costituite da
minuscole goccioline di acqua, in genere con diametro interno < 5 um, che possono contenere
Legionella ed essere inalate in profondita nei polmoni.

Anticorpo: sostanza che si forma nel sangue e distrugge o neutralizza le tossine o altri
componenti microbici noti in genere come antigeni. Gli anticorpi si formano come conseguenza
dell’introduzione nel corpo di un antigene di cui sono antagonisti.

Aria condizionata: un sistema di trattamento dell’aria in cui temperatura, umidita e purezza
dell’aria sono controllate entro limiti determinati.

Aspirazione: vedi microaspirazione.
Batteri: organismi microscopici, unicellulari o, pit raramente, pluricellulari.

Biocida o disinfettante: sostanza capace di distruggere o inattivare irreversibilmente (in
relazione alla concentrazione utilizzata ed al tempo di contatto) i microrganismi, riducendo il
loro numero.

Biocida ossidante: € un disinfettante in grado di ossidare la materia organica (materiale
cellulare, proteine che derivano dalla morte di popolazioni microbiche, ecc). I pit comuni agenti
ossidanti sono il cloro, il bromo, il perossido di idrogeno e 1’0zono.

Biocida non ossidante: € un disinfettante (es. glutaraldeide) che agisce con meccanismi diversi
dall’ossidazione, ad esempio attraverso 1’interferenza con il metabolismo cellulare.

Biofilm: € una aggregazione complessa di microrganismi contraddistinta dalla secrezione di una
matrice adesiva e protettiva, caratterizzata spesso anche da adesione ad una superficie, sia di
tipo biologico che inerte, eterogeneita strutturale, interazioni biologiche complesse ed una
matrice extracellulare di sostanze polimeriche, spesso di carattere polisaccaridico.

Condensatore evaporativo: é un dispositivo che, attraverso uno scambio di calore, permette la
condensazione di un gas caldo che scorre all’interno di un circuito chiuso le cui tubazioni sono
esternamente irrorate con acqua che, evaporando, permette la condensazione del gas caldo.

L’evaporazione ¢ agevolata da un flusso d’aria in direzione opposta al flusso d’acqua di
raffreddamento.

Disinfezione: & un processo irreversibile operato con metodi chimici o fisici che distrugge o
inattiva micro-organismi e ne riduce il numero.

Erogatori sentinella: rubinetti selezionati, di solito il primo e 1’ultimo su un sistema di ricircolo
dell’acqua calda, per il monitoraggio di routine. Per i sistemi di acqua fredda (o sistemi senza
ricircolo dell’acqua calda), i rubinetti piu vicini e piu lontani dal serbatoio di deposito o il punto
nel quale I’acqua entra nell’edificio. La scelta di rubinetti sentinella pu¢ anche includere altri
rubinetti che possono rappresentare un rischio particolare.
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Filtro HEPA: con tale termine (dall’inglese High EfficiencyParticulate Air filter) si indica un
particolare sistema di filtrazione ad elevata efficienza di fluidi (liquidi o gas). E composto da
foglietti filtranti di microfibre (generalmente in borosilicato) assemblati in piu strati, separati da
setti in alluminio. | foglietti filtranti in microfibra hanno il compito di bloccare il particolato
presente in sospensione nel fluido da trattare. Le particelle solide possono essere infatti nocive
per la salute umana o possono pregiudicare la qualita del prodotto finale che si desidera
ottenere. | filtri HEPA fanno parte della categoria dei cosiddetti “filtri assoluti”, a cui
appartengono anche i filtri ULPA (Ultra LowPenetration Air). Il termine “filtri assoluti” ¢
giustificato dal fatto che tali dispositivi mostrano un’elevata efficienza di ritenzione, compresa
tra 1’85% (H10) e il 99,995% (H14) per gli HEPA e tra il 99,9995% (U15) e il 99,999995%
(U17) per gli ULPA.

Inalazione: introduzione con 1’inspirazione, nell’apparato respiratorio di sostanze volatili o
liquidi aerosolizzati.

Inibitori di corrosione: prodotti chimici che proteggono i metalli dalla corrosione mediante: (i)
promozione di un film sottile di ossido di metallo (passivazione) ad opera di inibitori anodici;
(i) formazione di una barriera fisica (pellicola sottile) per deposizione controllata.

Inibitori del calcare: sostanze chimiche usate per controllare la formazione del calcare.

Microaspirazione: inalazione di secrezioni oro-faringee nell’albero bronchiale. E’ un
meccanismo di per sé fisiologico, sempre presente in noi anche se non ce ne accorgiamo (per
esempio come succede durante il sonno), ma che tende ad accentuarsi in caso di turbe della
coscienza e della deglutizione.

Microrganismo: un organismo di dimensioni microscopiche come i batteri, funghi, protozoi e
virus.

NDMA: N - Nitrosodimetilammina.

Organoalogenati: vengono indicati come composti organoalogenati i composti organici che
contengono nella loro molecola almeno un atomo di alogeno (bromo, cloro, fluoro iodio).

Pastorizzazione: trattamento termico effettuato a temperatura elevata per un determinato tempo
al fine di distruggere i patogeni presenti nell’acqua o in un alimento.

Real-Time PCR: ¢ un metodo di amplificazione del DNA (reazione a catena della polimerasi 0
PCR) che pu0 essere rilevata in tempo reale. Il metodo permette anche la quantificazione delle
molecole di DNA (g-PCR) presenti nel campione.

Stagnazione: condizione in cui I’acqua cessa di fluire all’interno di un sistema favorendo, nel
tempo, la crescita microbica.

Torre evaporativa o torre di raffreddamento: é un dispositivo di dissipazione del calore che
estrae calore nell'atmosfera attraverso il raffreddamento di un flusso di acqua ad una
temperatura inferiore. La dissipazione del calore in una torre di raffreddamento avviene per
“evaporazione", in quanto una quota dell'acqua da raffreddare evapora in un flusso di aria in
movimento contrario, al fine di fornire un raffreddamento significativo alla parte rimanente del
flusso d'acqua.
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THM: trialometani.

Valutazione del rischio: procedura volta ad identificare e valutare il rischio di legionellosi in
sorgenti d’acqua (impianti idrici, torri di raffreddamento, ecc.) in edifici o siti industriali e
determinare le azioni necessarie per ridurlo.

Valvola termostatica di miscelazione (TMV): erogatore in cui la temperatura in uscita & pre-

selezionata e controllata automaticamente dalla valvola che rilascia 1’acqua ad una temperatura
di solito compresa tra i 42 - 44°C.
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PREMESSA

Le “Linee guida per la prevenzione ed il controllo della legionellosi” pubblicate nel 2000,
sono state il primo documento nazionale finalizzato a fornire agli operatori sanitari informazioni
aggiornate sulla legionellosi, sulle diverse fonti di infezione, sui metodi diagnostici e di
indagine epidemiologica ed ambientale. In tale documento era compresa la revisione della
Circolare 400.2/9/5708 del 29.12.93 "Sorveglianza delle legionellosi" per l'aggiornamento della
scheda di sorveglianza.

Il 4 febbraio 2005 e stato pubblicato in Gazzetta Ufficiale N.28 un accordo tra il Ministero
della Salute e le Regioni e le Province autonome di Trento e di Bolzano, avente ad oggetto
“Linee guida recanti indicazioni sulla legionellosi per i gestori di strutture turistico-recettive e
termali”. Tale accordo é stato elaborato al fine di offrire ai direttori di strutture turistico-
recettive e termali gli elementi di giudizio per la valutazione del rischio legionellosi in dette
strutture e un insieme di suggerimenti tecnico-pratici, basati sulle evidenze scientifiche piu
aggiornate per ridurre al minimo tale rischio.

Inoltre, come riportato nel D. Lgs 81/2008 e successive modifiche e integrazioni, il rischio di
esposizione a Legionella in qualsiasi ambiente di lavoro richiede ’attuazione di tutte le misure
di sicurezza appropriate per esercitare la piu completa attivita di prevenzione e protezione nei
confronti di tutti i soggetti presenti considerando che al Titolo X del suddetto D. Lgs 81/2008 la
Legionella ¢ classificata al gruppo 2 tra gli agenti patogeni.

Le misure di sicurezza si dovranno realizzare a seguito del procedimento di valutazione del
rischio, indicato sempre al menzionato Titolo X e si dovranno attuare in conformita ai disposti
del Titolo I (del citato Decreto Legislativo) riferendosi a quanto riportato negli Artt. 15 e 18.

L’elaborazione del documento si ¢ basata sulle conoscenze presenti nella letteratura
scientifica internazionale e ha tratto spunto anche da quanto riportato nelle linee guida prodotte
a livello internazionale (WHO), europeo (EWGLI) e nazionale/regionale (Regione Emilia
Romagna).

Con il presente documento si intende quindi riunire, aggiornare e integrare in un unico testo
tutte le indicazioni riportate nelle precedenti linee guida nazionali e normative, pertanto esso le
sostituisce integralmente.
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1. ASPETTI GENERALI

1.1. Introduzione

Le legionelle sono presenti negli ambienti acquatici naturali e artificiali: acque sorgive,
comprese quelle termali, fiumi, laghi, fanghi, ecc. Da questi ambienti esse raggiungono quelli
artificiali come condotte cittadine e impianti idrici degli edifici, quali serbatoi, tubature, fontane
e piscine, che possono agire come amplificatori e disseminatori del microrganismo, creando una
potenziale situazione di rischio per la salute umana (Declerck et al., 2007; Fliermans et al.,
1981).

"Legionellosi" & la definizione di tutte le forme morbose causate da batteri Gram-negativi
aerobi del genere Legionella. Essa si pud manifestare sia in forma di polmonite con tasso di
mortalita variabile tra 10-15%, sia in forma febbrile extrapolmonare o in forma subclinica. La
specie piu frequentemente coinvolta in casi umani € L. pneumophila anche se altre specie sono
state isolate da pazienti con polmonite (Allegato 1). Nel presente documento, i termini
“legionellosi” e “Malattia dei Legionari”, vengono usati come sinonimo per indicare le forme
morbose gravi (polmoniti) causate da microrganismi del genere Legionella.

Dopo la prima identificazione nel 1976 (Fraser et al., 1977; McDade et al., 1979), si ¢
osservato un po’ ovunque nei Paesi industrializzati un notevole incremento del numero di casi e
questo pud essere attribuito sia al miglioramento degli strumenti diagnostici disponibili e alla
maggiore sensibilita dei clinici nei confronti della malattia, sia all’aumento delle occasioni di
esposizione all’agente eziologico dovuto all’incremento del turismo, della frequentazione di
centri-benessere e alla sempre pit diffusa installazione di impianti di condizionamento
centralizzati negli ambienti ad uso collettivo, dotati di torri di raffreddamento e/o condensatori
evaporativi.

Essendo il microrganismo ubiquitario, la malattia pud manifestarsi con epidemie dovute ad
un’unica fonte con limitata esposizione nel tempo e nello spazio all’agente eziologico, oppure
con una serie di casi indipendenti in un’area ad alta endemia o con casi sporadici senza un
evidente raggruppamento temporale o geografico. Focolai epidemici si sono ripetutamente
verificati in ambienti collettivi a residenza temporanea, come ospedali o alberghi, navi da
crociera, esposizioni commerciali, ecc. | casi di polmonite da Legionella di origine comunitaria
si manifestano prevalentemente nei mesi estivo-autunnali, mentre quelli di origine nosocomiale
non presentano una particolare stagionalita.

1.2. Fonti di infezione, modalita di trasmissione e
fattori di rischio

Il genere Legionella comprende 61 diverse specie (sottospecie incluse) e circa 70 sierogruppi
(Allegato 1), ma non tutte sono state associate a casi di malattia nell’'uomo. Legionella
pneumophila ¢ la specie piu frequentemente rilevata nei casi diagnosticati (Fields et al., 2002)
ed é costituita da 16 sieropgruppi di cui Legionella pneumophila sierogruppo 1, responsabile
dell’epidemia di Filadelfia, ¢ causa del 95% delle infezioni in Europa e dell’85% nel mondo.
Anche in Italia I’analisi della distribuzione di specie e sierogruppi isolati nel nostro territorio ha
confemato la prevalenza di Legionella pneumophila ed in particolare del sierogruppo 1 nei casi
di malattia (Fontana et al., 2014).
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Non ¢ nota la dose infettante per 1’'uomo. Neppure si conoscono le ragioni della diversa
virulenza nelle differenti specie e sierogruppi di Legionella che tuttavia potrebbero essere
attribuite alla idrofobicita di superficie, alla stabilita nell’aerosol e alla capacita di crescere
all’interno delle amebe.

Non & noto neppure lo stato fisiologico di Legionella che causa I’infezione, ma esso puo
includere sia la fase stazionaria di crescita sia quella logaritmica, come pure le cosiddette spore-
like forms.

Lo stato fisiologico di Legionella pud essere importante in relazione alla virulenza, poiché
essa aumenta quando il batterio é cresciuto nelle amebe, nella tarda fase stazionaria o0 quando é
nella forma spore-like.

La legionellosi viene normalmente acquisita per via respiratoria mediante inalazione,
aspirazione o microaspirazione di aerosol contenente Legionella, oppure di particelle derivate
per essiccamento.

Le goccioline si possono formare sia spruzzando 1’acqua che facendo gorgogliare aria in
essa, 0 per impatto su superfici solide. La pericolosita di queste particelle di acqua é
inversamente proporzionale alla loro dimensione. Gocce di diametro inferiore a 5y arrivano piu
facilmente alle basse vie respiratorie. Sono stati inoltre segnalati in letteratura casi di
legionellosi acquisita attraverso ferita (Brabender et al., 1983; Lowry et al., 1991; Lowry and
Tompkins, 1993). Non é mai stata dimostrata la trasmissione interumana della malattia.

Mentre la maggior parte dei primi casi di legionellosi sono stati attribuiti a particelle di acqua
aerodisperse, contenenti batteri provenienti da torri di raffreddamento o condensatori
evaporativi o sezioni di umidificazione delle unita di trattamento dell'aria, successivamente,
numerose infezioni sono risultate causate anche dalla contaminazione di impianti di acqua
potabile, apparecchi sanitari, fontane e umidificatori ultrasonici.

Eventi epidemici verificatisi in vari Paesi, che hanno riguardato frequentatori di fiere ed
esposizioni nelle quali si sono create condizioni di rischio di infezione da sistemi generanti
aerosol (piscine e vasche idromassaggio, esposte a fini dimostrativi, e fontane decorative),
suggeriscono l'opportunita di considerare anche queste manifestazioni nell'anamnesi dei casi e
nell'indagine epidemiologica.

In Italia negli ultimi venti anni gli eventi epidemici piu rilevanti sono stati causati da torri di
raffreddamento (Castellani et al, 1997;, Rota et al. 2005; Venezia, dati non pubblicati) o da
impianti idrici di strutture turistico ricettive (Rota et al.2011) o probabilmente da piu sorgenti
(torri di raffreddamento e/o impianti idrici di abitazioni) Scaturro et al. 2014.

In Australia, Nuova Zelanda, Giappone, negli Stati Uniti e nel Regno Unito sono state
descritte a piu riprese delle infezioni da Legionella longbeachae associate all'utilizzo di terricci
0 composti (Cameron et al., 1991).

Fattori predisponenti la malattia sono I’eta avanzata, il fumo di sigaretta, la presenza di
malattie croniche, I’immunodeficienza. Il rischio di acquisizione della malattia & principalmente
correlato alla suscettibilita individuale del soggetto esposto e al grado d’intensita
dell’esposizione, rappresentato dalla quantita di Legionella presente e dal tempo di esposizione.
Sono importanti inoltre la virulenza e la carica infettante dei singoli ceppi di Legionella, che,
interagendo con la suscettibilita dell’ospite, determinano 1’espressione clinica dell’infezione.
Malgrado il carattere ubiquitario di Legionella, la malattia umana rimane rara; i tassi d’attacco
nel corso di focolai epidemici sono bassi, inferiori al 5% (Edelstein, 1993).

La tabella 1 riassume e completa quanto sopra riportato.
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Tabella 1. Fattori di rischio per infezione da Legionella per categoria di esposizione
(Legionella and the prevention of legionellosis WHO, 2007).
. . o Legionellosi Legionellosi
Legionellosi comunitaria . L . ]
Inalazione di aerosol contaminato Inalazione di aerosol
Modalita di Inalazione di aerosol contaminato

trasmissione

(sospensione di particelle solide o
liquide in aria)

contaminato

Aspirazione
Infezione di ferite

Sorgente di infezione

Torri di raffreddamento
Impianti idrici

Vasche idromassaggio
Stazioni termali
Terriccio e composti per
giardinaggio

Torri di raffreddamento
Impianti idrici

Vasche idromassaggio
Stabilimenti termali

Torri di raffreddamento
Impianti idrici

Piscine riabilitative
Dispositivi per la
respirazione assistita
Vasche per il parto in

Impianti idrici di riuniti Umidificatori acqua
odontoiatrici Altri trattamenti medici
Siti industriali Alberghi
Luogo e occasione di Centri commercial gg\r/r; eggi Ristoranti Ospedall
9 Ristoranti Pegy Utilizzo di dispositivi

infezione

Centri sportivi e centri benessere
Residenze private

Club
Centri sportivi e centri
benessere

medici

Fattori di rischio
(ambientali)

Vicinanza a sorgenti di
trasmissione quali: torri di
raffreddamento/condensatori
evaporativi non mantenuti
adeguatamente.

Impianti idrici complessi e
presenza di rami morti.

Soggiorno in alberghi o
in camere con
occupazione
discontinua; erogazione
intermittente dell’acqua,
difficile controllo della
temperatura; impianti
idrici complessi;
personale non formato
per la prevenzione
della legionellosi

Vapori in uscita da torri
evaporative

Impianti idrici complessi
vetusti, con rami morti
Impossibilita di
garantire le
temperature
raccomandate

Bassa pressione o
flusso intermittente
dellacqua

Fattori di rischio
(personali)

Eta > 40 anni

Sesso maschile

Tabagismo

Viaggi recenti

Malattie concomitanti (diabete,
malattie cardiovascolari,
immunosoppressione da
corticosteroidi, malattie croniche
debilitanti, insufficienza renale
cronica, malattie ematologiche,
tumori, ipersideremia).

Eta > 40 anni

Sesso maschile
Tabagismo

Abuso di alcool
Cambiamenti dello stile
di vita

Malattie concomitanti
(diabete, malattie
cardiovascolari e
immunodepressione)

Immunosoppressione
dovuta a trapianti o ad
altre cause

Interventi chirurgici a
testa e collo, tumori,
leucemie e linfomi,
diabete, malattie
croniche dell'apparato
cardiaco e polmonare
Utilizzo di dispositivi
per la respirazione
assistita

Tabagismo e alcolismo

Pag. 12 di 144




Linee guida per la prevenzione ed il controllo della legionellosi

1.3. Frequenza della malattia

Sebbene la sorveglianza epidemiologica della legionellosi sia notevolmente migliorata negli
ultimi anni, grazie alla maggiore sensibilizzazione dei medici e alla disponibilita di un test
diagnostico semplice e non invasivo (antigene solubile nelle urine), questa malattia resta sotto-
diagnosticata e anche sotto-notificata. Ecco perché nella maggior parte dei paesi e difficile
determinare con precisione il tasso di morbosita e di mortalita. Nel 2012 in Europa sono stati
riportati 5852 casi di legionellosi recensiti in 29 paesi europei. L'incidenza globale annuale della
malattia in Europa nel 2012 si situa a 11,5 casi per 1.000.000 di abitanti, con un tasso di letalita
del 9% (Fonte: ECDC, www.ecdc.europa.eu).

Nel 2013, secondo le notifiche pervenute all'lSS, I'incidenza della legionellosi in Italia é stata
di 22,6 casi per 1.000.000 di abitanti con un tasso di letalita del 10,4%. Per informazioni piu
dettagliate, il lettore pud consultare il sito dell'lSS http://www.iss.it/binary/publ dove sono
pubblicati i dati epidemiologici a partire dal 1997. La Febbre di Pontiac e le altre infezioni
extra-polmonari da Legionella non sono incluse nelle statistiche nazionali, nelle quali vengono
conteggiate solo le polmoniti da Legionella confermate e probabili. In Tabella 2 é riportato il
numero di casi di legionellosi notificato per regione, in Italia, negli ultimi cinque anni (Rota et
al., 2012).

Tabella 2. Casi di legionellosi notificati per regione in ordine geografico da Nord a Sud e per
anno nel quinquennio 2009-2013
Regione 2009 2010 2011 2012 2013
Piemonte 78 69 75 55 77
Valle D'Aosta 3 3 3 5 2
Lombardia 451 455 363 420 428
P.A. Bolzano 20 9 11 22 23
P.A.Trento 40 51 48 47 31
Veneto 82 96 60 130 82
Friuli V. G. 16 22 19 25 23
Liguria 29 36 22 17 46
Emilia R. 102 122 95 147 142
Toscana 132 97 94 116 127
Umbria 15 19 22 34 26
Marche 23 26 19 37 25
Lazio 117 104 63 151 153
Abruzzo 5 9 13 21 24
Molise 1 0 1 1 0
Campania 51 81 46 72 74
Puglia 20 14 16 24 26
Basilicata 0 7 5 7 16
Calabria 7 3 6 6 3
Sicilia 10 6 20 10 15
Sardegna 5 5 7 3 4
Totale 1207 1234 1008 1350 1347

1.4. Sintomatologia

La legionellosi pud manifestarsi con due distinti quadri clinici: la Febbre di Pontiac e la
Malattia dei Legionari.
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La Febbre di Pontiac, dopo un periodo di incubazione di 24-48 ore, si manifesta in forma
acuta simil-influenzale senza interessamento polmonare, e si risolve in 2-5 giorni. | prodromi
sono: malessere generale, mialgie e cefalea, seguiti rapidamente da febbre, a volte con tosse e
gola arrossata. Possono essere presenti diarrea, nausea e lievi sintomi neurologici quali vertigini
o fotofobia.

La prima epidemia di Febbre di Pontiac ¢ stata causata da L. pneumophila di sierogruppo 1
mentre epidemie successive sono state attribuite a L. feeleii, L. anisa e L. micdadei.

La Malattia dei Legionari, dopo un periodo di incubazione variabile da 2 a 10 giorni (in
media 5-6 giorni), si manifesta come una polmonite infettiva, con o senza manifestazioni
extrapolmonari. La sindrome pneumonitica non ha caratteri di specificita né clinici né
radiologici. Nei casi classificabili come gravi secondo il punteggio “pneumonia severity index”
(Fine et al., 1997) pud insorgere bruscamente con febbre, dolore toracico, dispnea, cianosi, tosse
produttiva associati alla obiettivita fisica semeiologica del consolidamento polmonare. Nei casi
classificabili come di gravita lieve (ma che poi se non adeguatamente trattati possono evolvere
in polmonite grave) 1’esordio puo essere insidioso con febbre, malessere, osteoartralgie, tosse
lieve, non produttiva. | quadri radiologici non sono patognomonici potendosi riscontrare
addensamenti di tipo alveolare focali, singoli o multipli, monolaterali o disseminati con o senza
evoluzione escavativa, come quadri inizialmente a impegno interstiziale.

A volte possono essere presenti sintomi gastrointestinali, neurologici e cardiaci; alterazioni
dello stato mentale sono comuni, generalmente non associati a meningismo. In un paziente
affetto da legionellosi, a impronta sistemica possono essere presenti uno o piu dei seguenti segni
e sintomi: bradicardia relativa, lieve aumento delle transaminasi, ipofosfatemia, diarrea e dolore
addominale.

Tra le complicanze della legionellosi vi possono essere: ascesso polmonare, empiema,
insufficienza  respiratoria, shock, coagulazione intravasale disseminata, porpora
trombocitopenica e insufficienza renale.

La polmonite da Legionella non ha quindi caratteristiche cliniche che permettano di
distinguerla da altre forme atipiche o batteriche di polmonite comunitaria, né ha stigmate
specifiche che consentano di sospettarla tra le eziologie di polmonite nosocomiale e/o
dell’ospite immunocompromesso.

Come tale va sempre sospettata sul piano clinico tra le infezioni polmonari comunitarie e
nosocomiali. Non a caso le linee guida della American Thoracic Society prevedono antibiotici
sempre attivi verso Legionella anche per le polmoniti comunitarie di lieve gravita e di
considerare 1’eziologia in tutte le forme nosocomiali sino a quando non venga esclusa dalle
indagini di laboratorio (American Thoracic Society, 2005; Mandell et al., 2007).

1.5. Diagnosi di laboratorio: ricerca di Legionella
In campioni di provenienza umana

La polmonite da Legionella ha dei sintomi che sono spesso indistinguibili dalle polmoniti
causate da altri microrganismi e, per questo motivo, la diagnosi di laboratorio della legionellosi
deve essere considerata complemento indispensabile alle procedure diagnostiche cliniche. Gli
accertamenti di laboratorio devono essere attuati possibilmente prima che i risultati possano
essere influenzati dalla terapia e devono essere richiesti al fine di attuare una terapia antibiotica
mirata, contenere cosi 1I’uso di antibiotici non necessari, evitare effetti collaterali, I’insorgenza di
microrganismi antibiotico-resistenti, ed in ultimo, ma non meno importante, ridurre i tempi di
degenza e le spese sanitarie del nostro paese.
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Test diagnostici per la legionellosi dovrebbero essere idealmente eseguiti in tutti i seguenti
casi di polmonite:
» in pazienti con malattia severa che richieda il ricovero in un reparto di terapia intensiva;
» in pazienti che riferiscano fattori di rischio (Tabella 1);
» in pazienti che siano stati esposti a Legionella durante un’epidemia;
» in pazienti in cui nessun altra eziologia & probabile.

La sensibilita e specificita dei metodi diagnostici per L. pneumophila sierogruppo 1 sono
abbastanza elevate mentre sono inferiori per gli altri sierogruppi di L. pneumophila o per altre
specie di Legionella.

I metodi di diagnosi per I’infezione da Legionella correntemente utilizzati sono i seguenti:

YV VVVYV

isolamento del batterio mediante coltura;

rilevazione di anticorpi su sieri nella fase acuta e convalescente della malattia;
rilevazione dell’antigene urinario;

rilevazione del batterio nei tessuti o nei fluidi corporei mediante test di
immunofluorescenza;

rilevazione del DNA batterico mediante PCR (metodo non ancora validato). Si
suggerisce vivamente 1’esecuzione di questo test come rapida analisi nei casi di
polmonite sopra elencati. | campioni che da questo test avranno esito positivo,
saranno saggiati poi mediante coltura. Questa pratica, adottata gia da alcuni paesi
europei, e suggerita dall’ECDC, ha consentito di isolare un maggior numero di ceppi
dai pazienti dando la possibilita di risalire alla fonte di infezione.

Tuttavia, poiché nessun metodo di diagnosi di legionellosi € sensibile e specifico al 100% (come
indicato nei paragrafi successivi), € ormai opinione condivisa a livello internazionale, che
maggiore € il numero di metodi diagnostici utilizzati, pit corretta sara la diagnosi di
legionellosi.
Infatti, la negativita di uno o di tutti i test diagnostici utilizzati e validati non esclude che ci si
possa trovare di fronte ad un caso di legionellosi.

In Tabella 3 sono indicati i vari metodi con le relative percentuali di sensibilita e specificita.

Tabella 3. Confronto di metodi per la diagnosi di laboratorio della legionellosi
(Legionella and the prevention of legionellosis WHO, 2007).
Metodo Senso}bilité Spe%ificité Commenti
() %
Coltura Gold standard
Escreato 5-70 100
BAL o aspirato trans-tracheale 30-90 100
Biopsia di tessuto polmonare 90-99 100
Sangue 10-30 100
Sierologia Puo richiedere da 3 a 9 settimane. In
Sieroconversione 70-90 95-99 pazienti immunocompromessi la risposta
Singolo siero Non nota 50-70 anticorpale puo essere assente.
Solo per Lp. 1. Poche informazioni
disponibili per altri sierogruppi o specie.
Antigene urinario 75-99* 99-100 Molto rapido (15 min-3 h); generalmente
molto precoce, pud rimanere positivo per
settimane e/o mesi.
Immmunofluorescenza Diretta (DFA) Molto rapido (2-4h); sensibilita limitata,
Escreato o BAL | 2575 | 9599 richiede esperienza.

Pag. 15 di 144




Linee guida per la prevenzione ed il controllo della legionellosi

Biopsia di tessuto polmonare 80-90 99 Reagent nogp\g:ggu per non Lp

PCR

Secrezioni del tratto respiratorio 85-92 94-99 Rapido. Metodo non ancora validato per
_ ) 33-70 98 la diagnosi; rileva tutte le specie di

Urine, siero Legionella.

*La sensibilita della rilevazione delli’antigene urinario effettuata mediante test immunocromatografico puo
decrescere da questo valore fino ad arrivare al 32% in alcuni kit disponibili in commercio, pertanto questo
tipo di test dovrebbe essere utilizzato in aggiunta ad altri metodi per la diagnosi di legionellosi.

Metodo colturale

L’isolamento mediante coltura ¢ considerato il metodo diagnostico di elezione per la
diagnosi di legionellosi. | campioni dovrebbero essere prelevati prima del trattamento
antibiotico, sebbene Legionella sia stata isolata da secrezioni del tratto respiratorio e dal sangue
anche dopo alcuni giorni di trattamento antibiotico.

I campioni del tratto respiratorio (BAL, tracheoaspirato, liquido pleurico) e il parenchima
polmonare, dovrebbero essere tempestivamente coltivati (Allegato 2) (Stout et al., 2003).
Inoltre, un’emocoltura negativa, seminata successivamente su terreno specifico per Legionella,
puo dar luogo all’isolamento del microrganismo.

In alcuni casi Legionella é stata trovata in campioni provenienti da siti extra polmonari,
specialmente in campioni autoptici (e.g., fegato, milza, fluido pericardico, reni, ascessi cutanei).

L’isolamento del batterio richiede terreni di coltura specifici poiché Legionella non cresce
sui terreni di uso comune (Allegato 2), ed ha tempi di crescita relativamente lunghi (4-10
giorni).

L’analisi dei campioni clinici mediante coltura ¢ estremamente importante, perché é il
criterio diagnostico piu specifico, permette 1’isolamento di tutte le specie e sierogruppi e
consente lo studio comparativo con ceppi di Legionella isolati dall’ambiente, presumibilmente
associati all’infezione, al fine di individuare la fonte dell’infezione stessa.

L’uso di colorazioni batteriologiche puo essere solo parzialmente utile. Tuttavia, € necessario
prendere in considerazione una diagnosi di legionellosi se si osservano batteri Gram-negativi
nelle secrezioni delle basse vie respiratorie di un paziente immunocompromesso, con una
coltura negativa dopo 24 ore sui terreni di uso corrente.

La coltura é particolarmente importante per la diagnosi in alcuni casi:
pazienti in cui la polmonite € severa e causa insufficienza respiratoria;
pazienti immunocompromessi;
infezioni nosocomiali;
casi in cui si sospetta che la causa sia Legionella appartenente a specie differenti da
L. pneumophila sierogruppo 1.

VVVY

Rilevazione dell’antigene urinario

La presenza dell’antigene solubile di Legionella nelle urine (antigenuria) si rileva nella
maggior parte dei pazienti da uno a tre giorni dopo 1’insorgenza dei sintomi, con un picco a 5-10
giorni; puo persistere per alcune settimane o mesi, soprattutto in pazienti immunocompromessi,
dove puo persistere per quasi un anno (Kohler et al., 1984). Inoltre, essendo la sensibilita al test
spesso associata alla gravita della malattia (Yzerman et al., 2002) per evitare una mancata
diagnosi, nei casi di polmonite meno grave, si dovrebbe fare ricorso ad altri test diagnostici. La
sua presenza, tuttavia, puo essere a volte intermittente, ma si rileva anche in corso di terapia
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antibiotica (Luck et al., 2002). Questo test & attualmente validato esclusivamente per L.
pneumophila sierogruppo 1, anche se, in una certa percentuale di casi, e stata riscontrata
positivita a seguito di infezioni causate da altri sierogruppi di Legionella (Benson et al., 2000;
Olsen et al., 2009).

Pertanto la positivita del test non implica necessariamente che I’agente eziologico sia L.
pneumophila sierogruppo 1, anche se questa & la situazione piu frequente. La conferma puo
essere ottenuta solo con 1’utilizzo di altri metodi diagnostici (coltura, sierologia).

La determinazione pu0 essere effettuata attraverso due metodi: metodo immunoenzimatico
(EIA) e metodo immunocromatografico (ICT). Il trattamento del campione prima dell’analisi €
indicato nell’ Allegato 2.

Il metodo immunoenzimatico

L’EIA ha una specificita dell’80-85%, simile a quella della coltura (Svarrer CW et al., 2012;
Helbig J et al 2003; Hackman et al., 1996; Kazandjian et al., 1997), ma una sensibilita
maggiore. La determinazione dell’antigene urinario mediante EIA ¢ il metodo di scelta per la
diagnosi di infezione da L. pneumophila sierogrouppo 1 (Svarrer CWet al., 2012;Cosentini et
al., 2001; Formica et al., 2001;).

I metodo immunocromatografico

E’ un saggio molto rapido (15 min-1h) per la rilevazione dell’antigene di L. pneumophila
sierogruppo 1 che non richiede particolari attrezzature di laboratorio.

L’interpretazione dei risultati si basa sulla presenza o meno di due bande colorate, una del
campione e l’altra del controllo. Qualsiasi linea visibile da un risultato positivo. Tuttavia,
campioni con bassa concentrazione di antigene potrebbero dare una linea di campione debole
che puo essere considerata “positiva” con sicurezza se aumenta in intensitd, dopo 45’ dalla
prima osservazione (questo controllo & possibile solo con il test oggetto della pubblicazione di
Helbig et al., 2001). Se la banda debole non aumenta di intensita, soprattutto nei casi in cui le
urine sono patologiche in partenza (infezioni urinarie, proteinuria, ecc.) il referto deve essere
formulato come dubbio, in attesa di essere confermato da altri test (Helbig et al., 2001).

Confrontato con altri metodi diagnostici, il test dell’antigene urinario presenta evidenti
vantaggi: i campioni sono ottenuti facilmente, é rilevabile nelle fasi precoci della malattia e il
test & facile e rapido da effettuare, oltre che specifico. Inoltre pud essere rilevato anche nella
Febbre di Pontiac (Burnsed et al., 2007).

Uno svantaggio consiste nel fatto che, proprio per la sua persistenza, puo risultare difficile
distinguere tra infezione acuta, fase di convalescenza o infezione pregressa.

In casi sospetti, in presenza di segni clinici di polmonite, oltre al test dell’antigene urinario
andrebbe effettuato un ulteriore test diagnostico (esame colturale, sierologico e PCR), anche se,
come dimostrato da recenti studi (Svarrer et al., 2012), questa pratica dovrebbe essere sempre
adottata a causa della non elevata sensibilita soprattutto del test immunocromatografico. Un
altro limite del test e che rileva prevalentemente gli antigeni di L. pneumophila sierogruppo 1.

Inoltre, benché la sensibilita complessiva del test sia pari al 75-99% per infezioni dovute a
tale microrganismo, € da rilevare che la sensibilita puo variare in particolari sottopopolazioni:
pazienti con legionellosi associata ai viaggi, legionellosi acquisita in comunita e nosocomiale.
Infatti, in queste tre categorie la sensibilita e rispettivamente pari al 94%, 76-87% e 44-46%
(Helbig et al., 2003). Queste differenze sono dovute al fatto che il test rileva principalmente
alcuni ceppi di L. pneumophila che sono predominanti nei casi di legionellosi associata ai
viaggi.

Falsi positivi sono stati descritti in pazienti con malattia da siero (Deforges et al., 1999) e in
infezioni ascrivibili a Nocardia asteroides (Bailleul et al., 2004) ed in un episodio
pseudoepidemico correlato ad alcuni lotti di un test immunocromatografico fallaci (Rota et al.
2014). Uno studio sistematico che ha saggiato il test con numerosi ceppi di Legionella ha
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rilevato una totale assenza di reattivita di antigeni di specie di Legionella non-pneumophila
(Okada et al., 2002).

Per rendere piu affidabile la diagnosi mediante rilevazione dell’antigene urinario ¢
consigliabile bollire le urine (vedi paragrafo dedicato nell’Allegato 2). La concentrazione delle
urine migliora la sensibilita del test anche se pud interferire con la specificita (Svarrer CW et al
2012).

Metodi sierologici

Immunofluorescenza indiretta (IFI)

I metodi sierologici sono utili per indagini epidemiologiche retrospettive ma sono meno
validi per quelle cliniche, data la comparsa talvolta tardiva degli anticorpi specifici a livelli
significativi e a causa della necessita di controllare un ulteriore campione di siero in fase di
convalescenza.

Un aumento significativo del titolo anticorpale si presenta da 1 a 9 settimane dopo
I’insorgenza della malattia in circa i tre quarti dei pazienti con coltura positiva per L.
pneumophila sierogrouppo 1. In media i pazienti sviluppano anticorpi in due settimane, tuttavia
oltre il 25% delle sieroconversioni non viene rilevato perché i sieri non vengono correttamente
prelevati nella fase precoce e convalescente della malattia. Inoltre la determinazione della classe
anticorpale non ¢ d’aiuto nel differenziare tra un’infezione in atto e un’infezione pregressa. In
alcuni studi le IgM si riscontano precocemente, altri studi hanno dimostrato che in questa fase ci
sono sia IgM che IgG. In alcuni pazienti inoltre sono state riscontrate solo le 1gG o solo le IgM,
oppure possono persistere a lungo le IgM. Le IgA possono essere presenti in infezioni recenti
ma vanno incontro a degradazione. Per questo motivo e opportuno utilizzare un test che metta in
evidenza tutte le classi anticorpali.

Un aumento di quattro volte o piu del titolo anticorpale tra due sieri prelevati nella fase acuta
e convalescente della malattia ha valore diagnostico.

Un risultato positivo su un singolo siero (>256) ha un valore diagnostico presuntivo.

La definizione di questi criteri aiuta ad evitare falsi positivi dovuti a reazioni crociate con
altri patogeni. In generale, il metodo sierologico ha un valore predittivo positivo (proporzione di
realmente malati tra i positivi al test) piuttosto basso. Inoltre si possono avere falsi negativi a
causa della scarsa risposta anticorpale di pazienti con polmonite da Legionella che generalmente
hanno difese immunitarie compromesse oppure a causa della sieroconversione a volte molto
tardiva, oppure semplicemente a causa dell’eta avanzata in cui si verifica un naturale declino
della risposta immunitaria. La sieroconversione pud anche non essere osservata se nel test si
utilizza un antigene non omologo (esistono ad esempio diversi sottotipi di L. pneumophila) che
non reagisce con gli anticorpi sviluppati dal contatto con un altro sottotipo che puo aver causato
I’infezione.

Si deve infine rilevare che la specificita e la sensibilita dell’immunofluorescenza indiretta e
stata valutata solo per L. pneumophila sierogruppo 1; la sensibilita e la specificita per altri
sierogruppi o specie non sono note (Luck et al., 2002; Muder, 2000).

A causa della formazione di anticorpi cross-reattivi, circa il 50% dei pazienti infettati con L.
pneumophila non-sierogrouppo 1 manifesta una sieroconversione con antigeni specifici di L.
pneumophila sierogrouppo 1 (Edelstein, 2002). Un risultato negativo non esclude la diagnosi di
legionellosi. Inoltre le preparazioni antigeniche differiscono nei diversi laboratori e tra le ditte
produttrici di kit, e cio produce diversi livelli anticorpali critici, pertanto per alcune preparazioni
antigeniche la specificita potrebbe essere relativamente alta per un certo campione e bassa per
un altro (Rose et al, 2002). L’esistenza di reattivita crociata tra Legionelle e altri microrganismi
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come ad esempio Campylobacter e Pseudomonas species (Boswell, 1996; Marshall et al.,
1994), e la difficolta di distinguere tra infezione in atto o infezione pregressa in caso di
campione singolo di siero o di titolo anticorpale costante, rende la conferma diagnostica piu
complessa .

Microagglutinazione ed ELISA

Sono test sierologici piu specifici per L. pneumophila sierogruppo 1 (Edelstein, 2002).

La microagglutinazione &€ un metodo rapido ed economico che permette di evidenziare
anticorpi appartenenti essenzialmente, alla classe IgM, per questo motivo, e per tutto quanto
detto in merito alla risposta anticorpale € una tecnica scarsamente utilizzata nella diagnosi di
legionellosi.

Il metodo ELISA viene utilizzato sempre piu frequentemente nei laboratori di diagnostica,
grazie alla diffusione di numerosi kit commerciali; la concordanza tra il test ELISA e
I’'immunofluorescenza ¢ del 91% circa (Edelstein, 2002). La sensibilita ¢ tra 1’80% e il 90% ¢ la

.....

Immunofluorescenza diretta (DFA)

L’evidenziazione di Legionella nei campioni clinici per mezzo dell’immunofluorescenza
diretta, pur permettendo di confermare la diagnosi di polmonite da Legionella entro poche ore,
ha una validita inferiore al metodo colturale. La tecnica si esegue in 2-3 ore circa, richiede una
certa preparazione ed esperienza nella lettura del preparato ed ¢ influenzata dalla specificita
degli antisieri utilizzati e dalle dimensioni del preparato esaminato (Allegato 2). La DFA
effettuata su escreato pud dare risultati positivi fino a 2—4 giorni dopo I’inizio della terapia
antibiotica e spesso anche per periodi piu lunghi in casi di polmonite cavitaria (Luck et al.,
2002).

La DFA e un metodo efficace con campioni di espettorato, aspirati endotracheali e trans-
tracheali e su biopsie polmonari (Stout et al., 2003). Pazienti con legionellosi diagnosticata
mediante coltura hanno una DFA positiva tra il 25% e il 70%, tuttavia la specificita del test &
superiore al 99,9%. Pertanto un risultato negativo non esclude la diagnosi di legionellosi, ma un
risultato positivo ha quasi sempre un valore diagnostico se la lettura del vetrino € stata fatta in
modo corretto. Molta attenzione deve essere posta per prevenire i falsi positivi in DFA, quando i
campioni sono stati a contatto con acqua o tamponi contaminati.

L’uso della coltura o dell’immunofluorescenza diretta ¢ diminuito e la maggior parte dei casi
di legionellosi é attualmente diagnosticata mediante rilevazione dell’antigene urinario. Come
conseguenza di questo cambiamento la rilevazione di Lpl & aumentata, ma tutti gli altri
sierogruppi o specie sono sotto-diagnosticati.

Amplificazione di geni specifici mediante PCR

La diagnosi di legionellosi in campioni clinici mediante Polymerase Chain Reaction
(reazione a catena della polimerasi o PCR) si basa sulla determinazione della presenza di DNA
genomico di Legionella, attraverso amplificazione di geni specifici (Cloud et al., 2000;
Murdoch, 2003). L’introduzione della Real-Time PCR ha invece, rispetto alla PCR classica, il
vantaggio di visualizzare la reazione in tempo reale, dando eventualmente anche informazioni
sulla quantita di DNA presente nel campione. Per questo € molto spesso denominata anche PCR
quantitativa (g-PCR). La Real-Time PCR ¢é stata applicata per la singola determinazione di
infezione da L. pneumophila e/o Legionella species (Templeton et al., 2003). Piu recentemente
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inoltre sono stati pubblicati numerosi articoli in cui sono descritti protocolli di “multiplex real-
time PCR” per la diagnosi di polmoniti causate da Legionella, in cui si evidenziano
contemporaneamente Legionella pneumophila sierogruppo 1, tutti i sierogruppi di Legionella
pneumophila e le altre specie di Legionella (Benitez AJ, Winchell JM, 2013). Attraverso la
multiplex real-time PCR sono stati sviluppati anche dei saggi attraverso i quali & possibile
mettere in evidenzia simultaneamente il DNA di Legionella e di alcuni dei microorganismi piu
frequentemente associati con le infezioni polmonari quali Chlamydia, Mycoplasma,
Streptococcus (Nomanpour et al 2012; Al-Marzooq et al 2011, McDonough et al., 2005).

Gli articoli pubblicati illustrano come la diagnosi mediante amplificazione di geni specifici
sia vantaggiosa rispetto all’esame colturale perché richiede tempi di analisi di poche ore, ed ha
una sensibilita pari, se non superiore, all’esame colturale, pur utilizzando quantita minime di
DNA genomico. La sensibilita della PCR dipende dal tipo di campione: € piu elevata (> 99%)
per analisi effettuate su campioni del tratto respiratorio (espettorato, broncoaspirato,
broncolavaggio) e si riduce per campioni rappresentati da altri liquidi corporei (sieri o urine)
(Murdoch 2003; Aoki et al., 2003; Diederen et al., 2007). La specificita & data dal gene e/o dalla
porzione di gene target scelto per ’amplificazione. I geni target piu frequentemente analizzati
sono: mip, 16S rDNA, 5S rDNA.

| saggi di Real-Time PCR per la rilevazione di Legionella su campioni clinici hanno il
vantaggio rispetto alla PCR qualitativa di ridurre il rischio di contaminazione del campione,
minimizzare il tempo di analisi ed essere ancora piu specifici. Inoltre, rispetto ai metodi classici
di identificazione, la Real-Time PCR permette il riconoscimento delle numerose specie ad oggi
identificate e di tutti i sierogruppi della specie pneumophila.

1.6 Ricercadi Legionellain campioni di provenienza
ambientale

Metodo colturale

A livello internazionale sono state redatte due norme che descrivono la determinazione di
Legionella in matrici ambientali: 1ISO 11731-1:1998 “Water quality- detection and enumeration
of Legionella” ¢ ISO N. 11731-2: 2004 “Water quality- detection and enumeration of
Legionella” Part 2: “Direct membrane filtration method for waters with low bacterial counts”.
Le matrici ambientali che vengono generalmente utilizzate per la ricerca di Legionella in
campioni ambientali sono: acqua, sedimenti, biofilm.

Il metodo analitico € riportato nell’ Allegato 4.

Real-Time PCR

La prima norma relativa all’uso di questa metodologia ¢ stata elaborata dall’Association
Francaise de Normalisation (AFNOR) che ha sviluppato uno standard (Détection et
quantificationdes Legionella et/ou Legionella pneumophila par concentration et amplification
génique par réaction de polymérisation en chaine (PCR) NF T90-471, 2010) per assicurare
I’equivalenza dei risultati ottenuti da differenti g-PCR (Anon., 2010) e alcuni kit commerciali
sono stati messi a punto sulla base di tale norma.

Recentemente ¢ stata pubblicata la norma ISO “Water quality- Detection and quantification
of Legionella spp and/or Legionella pneumophila by concentration and genic amplification by
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quantitative polymerase chain reaction (qPCR)” (ISO/TS 12869, 2012) che aggiorna e
specifica i requisiti metodologici, di valutazione e controllo di qualita del metodo gPCR
applicato a Legionella. Tale normativa detta le linee-guida per I’elaborazione di un metodo
affidabile e riproducibile tra differenti laboratori. Tuttavia, a meno di non disporre di un sistema
per I’analisi di DNA di Legionella mediante PCR per il quale siano stati verificati tutti i criteri
di un metodo standard, la gPCR resta non validato. Inoltre, poiché, cosi come specificato nella
stessa norma, la gPCR non da informazione riguardo lo stato delle cellule, la quantificazione
dovra sempre essere determinata mediante esame colturale.

Alcuni studi condotti al fine di confrontare il metodo colturale con la Real-Time PCR mostrano
un piu elevato numero di campioni positivi e valori piu alti di quantificazione rilevati con la
Real-Time PCR rispetto alla coltura (Behets et al., 2007; Buchbinder et al., 2002; Joly et al.,
2006a; Levi et al., 2003; Yamamoto et al., 1993; Yaradou et al., 2007). Diverse ragioni sono
state indicate per spiegare queste differenze tra cui le pit importanti sono la rilevazione di DNA
di batteri morti o danneggiati o di cellule vitali ma non coltivabili, oppure di DNA di Legionella
intra-amoeba (Alleron et al., 2008; Shih and Lin, 2006). Cio che maggiormente limita I’uso
della gPCR rispetto alla coltura e che nella legislazione nazionale, cosi come in quella europea e
dell’OMS, i livelli di azione sono espressi in unita formanti colonia per litro e non in unita
genomiche per litro e non esiste a tutt’oggi un consenso di come i risultati ottenuti da un metodo
possano essere raffrontati con quelli ottenuti dall’altro. In uno studio multicentrico
internazionale, recentemente pubblicato, & stato analizzato un numero elevato di campioni
ambientali e i risultati ottenuti da analisi mediante g°PCR e mediante coltura sono stati
confrontati (Lee et al., 2011). L’elaborazione dei dati raccolti ha consentito la determinazione di
livelli di allerta e/o di azione espressi come unita genomiche per litro che comunque sono
strettamente legati al tipo di protocollo di gPCR utilizzato come confronto con il metodo
colturale.

Poiché la g-PCR é effettivamente vantaggiosa per molteplici aspetti ma non ancora validata a
livello internazionale, essa pud, ad oggi, essere solo consigliata per una rapida analisi di
numerosi campioni prelevati da siti probabilmente associati ad un caso o ancor piu a un cluster
di legionellosi, potendo in tempi brevi escludere i siti negativi ed identificare quelli positivi. |
campioni risultati positivi devono essere comungue analizzati con il metodo colturale.

1.7 Terapia

| batteri appartenenti al genere Legionella sono microrganismi essenzialmente intracellulari.
Di conseguenza, tutti gli agenti antimicrobici efficaci nel trattamento delle legionellosi devono
essere in grado di concentrarsi ed essere attivi a livello intracellulare (Horwitz, 1983). Inoltre,
questi stessi farmaci devono essere in grado di distribuirsi e persistere adeguatamente nei tessuti
infetti da Legionella. La Febbre di Pontiac ha una evoluzione benigna anche in assenza di
specifico trattamento chemioterapico. Tutte le altre malattie sostenute da Legionella species,
dalle piu comuni polmoniti, alle meno frequenti infezioni extrapolmonari, viceversa, richiedono
un trattamento specifico per ridurre la probabilita di un esito infausto.

Gli antibiotici che rispondono adeguatamente ai suddetti requisiti sono i chinoloni, i
macrolidi e, con minor efficienza, le tetracicline. Al contrario, tutte le betalattamine, i
carbapenem, gli aminoglicosidi ed il cloramfenicolo sono inutili per il trattamento delle
legionellosi in quanto non raggiungono concentrazioni intracellulari in grado di esplicare un
effetto antibatterico (Edelstein and Cianciotto, 2005).

Sulla base di numerosi studi condotti in vitro misurando I’attivita anti-Legionella (nella
maggior parte dei casi L. pneumophila sierogruppo 1) in macrofagi alveolari polmonari di cavie
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e, meno frequentemente, in monociti umani o altre linee cellulari, i chinoloni (in particolare la
levofloxacina) sono risultati superiori ai macrolidi Tra questi ultimi, azitromicina € apparsa
superiore a claritromicina, ed entrambi questi due farmaci si sono dimostrati superiori alla
eritromicina (Edelstein and Cianciotto, 2005; Pedro-Botet and Yu, 2006). Sul piano clinico non
esistono studi prospettici randomizzati di paragone tra un macrolide ed un chinolone o fra
antibiotici appartenenti alla stessa classe di farmaci nel trattamento della polmonite da
Legionella. Infatti, gli unici dati disponibili in letteratura fanno riferimento a studi
osservazionali. Tra questi quelli piu validi in termini di numero di casi osservati sono tre, tutti
pubblicati nel 2005 (Blazquez Garrido et al., 2005; Mykietiuk et al., 2005; Sabria et al., 2005):
due sono retrospettivi ed uno prospettico. Visti nel loro complesso i dati cumulativi dei tre studi
riguardarono 658 pazienti, di cui 221 trattati con un macrolide e 237 con un chinolone. |
pazienti trattati con il chinolone ebbero una piu rapida defervescenza (mediamente in 66 ore,
contro 97 ore con il macrolide), una minore durata della degenza ospedaliera (mediamente 6,6
giorni, contro 9,0 con il macrolide) una minore incidenza di complicanze, quali ascesso-
cavitazione polmonare, empiema pleurico, shock settico, necessita di supporto respiratorio con
ventilazione meccanica (8,4% contro 18,5% con il macrolide) e una piu bassa mortalita (2,1%
contro 4,5% con il macrolide). Anche gli effetti collaterali indesiderati furono 12,5% con il
chinolone contro 23,4% con il macrolide.

Nel considerare questi dati & importante tuttavia tener conto che, mentre tra i chinoloni il
farmaco impiegato fu in tutti i casi, con solo 4 eccezioni, la levofloxacina, per i macrolidi
furono impiegate due possibili opzioni: claritromicina, nella maggior parte dei casi, ed
eritromicina (Blazquez Garrido et al., 2005; Murdoch, 2003; Mykietiuk et al., 2005; Sabria et
al., 2005). Giova ricordare che entrambi questi due macrolidi risultano meno efficaci di
azitromicina nei confronti di Legionella in vari modelli di attivita intracellulare; inoltre proprio
azitromicina, unico dei macrolidi, ha dimostrato in alcuni esperimenti in vitro la stessa
efficienza anti-Legionella dei chinoloni (Pedro-Botet and Yu, 2006). Pertanto sul piano clinico
non vi & al momento evidenza della superiorita dei chinoloni, e in particolare di levofloxacina,
su azitromicina nel trattamento delle legionellosi.

A far spostare 1’ago della bilancia leggermente a favore della levofloxacina sono una serie di
considerazioni. Innanzitutto esiste una vasta esperienza con questo farmaco, che & superiore
rispetto a tutti gli altri farmaci anti-Legionella. Un dato estremamente impressionante fu lo 0%
in termini di mortalita che fu registrato nei sei studi clinici condotti per la approvazione del
farmaco da parte della Food and Drug Administration (Yu et al., 2004). Infine, il piu ampio
spettro antimicrobico (esteso ai ceppi penicillina-macrolide resistenti di Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus meticillina sensibile, Pseudomonas aeruginosa e le
enterobacteriaceae, che possono co-infettare pazienti resi immunodeficienti dalla stessa malattia
da Legionella) di levofloxacina rispetto a tutti gli altri antibiotici anti-Legionella (Edelstein and
Cianciotto, 2005). Azitromicina, come mostra la Tabella 4b, rappresenta comunque una prima
scelta nella terapia della legionellosi.

Sulla base di tutte le osservazioni e considerazioni menzionate nel presente paragrafo, e
sintetizzando le opinioni riportate da esperti in trattati di riferimento (Edelstein and Cianciotto,
2005; Gilbert et al., 2008), é stata elaborata la Tabella 4 ove le varie opzioni terapeutiche sono
indicate in prima, seconda o terza scelta per il trattamento di polmoniti da Legionella con
diverso grado di gravita e/o in pazienti con diverso grado di immunocompetenza.

La durata delle varie terapie antibiotiche indicate in Tabella 4a e 4b si riferisce alle infezioni
polmonari non complicate: ascessi polmonari, empiemi pleurici, endocarditi o altre infezioni
extrapolmonari possono richiedere trattamenti assai prolungati, secondo il giudizio del clinico
infettivologo. Deve essere sottolineato che le polmoniti da Legionella comportano alterazioni
radiologiche che regrediscono assai lentamente, a volte solo dopo cinque-sei mesi, cosi come
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un’antigenuria che puo persistere positiva per mesi (Edelstein and Cianciotto, 2005). Per questo
motivo tali esami non vanno considerati per modificare la durata “standard” delle varie terapie
antibiotiche.
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Tabella 4a:
non iMmunocomMpPromesso

Trattamenti raccomandati per polmonite di grado lieve* in paziente

Antibiotico

Dosi e durata ** di trattamento

Prima scelta:

levofloxacina

500 mg per os ogni 24 ore per 7-10 gg.

moxifloxacina

400 mg per os ogni 24 ore per 7-10 gg.

ciprofloxacina

500 mg per os ogni 12 ore per 7-10 gg.

azitromicina

500 mg per os ogni 24 ore per 3-5 gg.

claritromicina

500 mg per os ogni 12 ore per 10-14 gg.

Seconda scelta:

eritromicina

500 mg per 0s ogni 6 ore per 10-14 gg.

doxiciclina

200 mg per os prima dose, poi

100 mg ogni 12 ore per 10-14 gg.

*definizione di polmonite di “grado lieve”:

1. “pneumonia severity index” score: classi I-Il|

2. “CURB-65" score: classe |

**La durata delle varie terapie antibiotiche raccomandate si riferisce alle infezioni polmonari: questa pud essere
significativamente piu lunga nei pazienti con ascesso polmonare, empiema, endocardite o altre infezioni a sede

extrapolmonare.

Levofloxacina, ciprofloxacina, claritromicina, eritromicina, rifampicina richiedono aggiustamenti posologici in caso di

insufficienza renale.

Moxifloxacina, azitromicina, doxiciclina non richiedono aggiustamenti posologici in caso di insufficienza renale.

Tabella 4b: Trattamenti raccomandati per polmonite di grado grave* o in paziente

immunocompromesso

Antibiotico Dosi e durata** di trattamento

Prima scelta:

levofloxacina 500-750 mg ev ogni 24 h. per 10-14 gg ***
azitromicina 500 mg ev ogni 24 h. per 7-10 gg ***

Seconda scelta:

ciprofloxacina

400 mg ev ogni 8 ore per 14 gg o 750 per os BID ***

moxifloxacina

400 mg ev ogni 24 ore per 14 gg ***

Terza scelta:

eritromicina

0.75-1gr ev ogni 6 ore per 3-7 gg., poi 500 mg ogni 6 ore per 21
99,

in combinazione con rifampicina

300-600 mg per 0s 0 ev ogni 12 ore per 5 gg

*definizione di polmonite di “grado grave™
1.”pneumonia severity index” score: class|
2."CURB-65" score: classi Il e lll

ilVeV.

**La durata delle varie terapie antibiotiche raccomandate si riferisce alle infezioni polmonari: questa pud essere

significativamente pit lunga nei pazienti ¢
extrapolmonare.

on ascesso polmonare, empiema, endocardite o altre infezioni a sede

Levofloxacina, ciprofloxacina, claritromicina, eritromicina, rifampicina richiedono aggiustamenti posologici in caso di

insufficienza renale.

Moxifloxacina, azitromicina, doxiciclina non richiedono aggiustamenti posologici in caso di insufficienza renale.

*** j| passaggio dalla somministrazione endovenosa a quella orale puo essere considerato nei pazienti clinicamente
stabili, che migliorano prontamente dopo l'inizio della terapia endovenosa.
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2. SORVEGLIANZA E INDAGINE EPIDEMIOLOGICA

2.1 Lasorveglianza epidemiologica

Obiettivi

| principali obiettivi della sorveglianza epidemiologica della legionellosi sono:

» monitorare la frequenza di legionellosi sia dal punto epidemiologico che clinico, con
particolare attenzione ai fattori di rischio per l'acquisizione della malattia;

> identificare eventuali variazioni nell’andamento della malattia;

» identificare cluster epidemici di legionellosi dovuti a particolari condizioni ambientali al
fine di evidenziare i fattori di rischio ed interrompere la catena di trasmissione.

Definizione di caso

La definizione di caso sotto riportata & stata aggiornata in accordo con la Decisione della
Commissione Europea dell’8 agosto 2012 recante modifica della Decisione 2002/253/CE che
stabilisce la definizione dei casi ai fini della dichiarazione delle malattie trasmissibili alla rete di
sorveglianza comunitaria istituita ai sensi della Decisione n. 2119/98/CE del Parlamento
Europeo e del Consiglio.

Poiché non vi sono sintomi o segni o combinazioni di sintomi specifici della legionellosi, la
diagnosi deve essere confermata dalle prove di laboratorio.

Caso accertato

Infezione acuta delle basse vie respiratorie con:

segni di polmonite focale rilevabili all’esame clinico

elo

esame radiologico suggestivo di interessamento polmonare,

accompagnati da uno o piu dei seguenti eventi:

1. isolamento di Legionella da materiale organico (secrezioni respiratorie, broncolavaggio,

tessuto polmonare, essudato pleurico, essudato pericardico, sangue) o da un sito

normalmente sterile;

riconoscimento dell’antigene specifico solubile nelle urine;

3. aumento di almeno 4 volte del titolo anticorpale specifico verso L. pneumophila sg 1,
rilevato sierologicamente tra due sieri prelevati a distanza di almeno 10 giorni.

N

Caso probabile

Infezione acuta delle basse vie respiratorie con:

segni di polmonite focale rilevabili all’esame clinico

e/o

esame radiologico suggestivo di interessamento polmonare,

accompagnati da uno o piu dei seguenti eventi:

1. rilevazione di Legionella pneumophila nelle secrezioni respiratorie o nel tessuto
polmonare mediante immunofluorescenza diretta utilizzando reagenti a base di anticorpi
monoclonali;
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2. identificazione dell’acido nucleico di Legionella in un campione clinico;

3. aumento di almeno 4 volte del titolo anticorpale specifico, relativo a sierogruppi o specie
diverse da L. pneumophila sg1;

4. singolo titolo anticorpale elevato (>1:256) verso L. pneumophila sg1.

In Tabella 5 sono riportate le varie definizioni di caso e di cluster in relazione

all’esposizione, secondo I’OMS.

Tabella 5. Definizioni di caso in relazione all’esposizione.
(Legionella and the prevention of legionellosis WHO, 2007)

Legionellosi

Definizioni di caso secondo I’Organizzazione Mondiale della
Sanita

Caso associato all'assistenza
sanitaria

Accertato: caso confermato mediante indagini di laboratorio
verificatosi in un paziente ospedalizzato continuativamente per
almeno 10 giorni prima dell’inizio dei sintomi.

Probabile: caso dilegionellosi in un .paziente ricoverato per 1-9
giorni nei 10 giorni precedenti I'inizio dei sintomi (con data di inizio
dei sintomi tra il terzo e il nono giorno) in una struttura sanitaria
associata:

-con uno o piu precedenti casi di legionellosi

oppure

-in cui venga isolato un ceppo clinico identico (mediante tipizzazione
molecolare) al ceppo ambientale isolato nello stesso periodo
nell'impianto idrico della struttura sanitaria.

Possibile: caso di legionellosi in una persona ricoverata per un
periodo variabile da 1 a 9 giorni nei 10 giorni precedenti I'inizio dei
sintomi in una struttura sanitaria non precedentemente associata
con casi di legionellosi e in cui non & stata stabilita un’associazione
microbiologica tra l'infezione e la struttura stessa.

Caso associato a viaggi

Caso associato con soggiorno fuori casa di durata variabile da una a
piu notti, nei 10 giorni precedenti I'inizio dei sintomi, nel proprio
paese di residenza o all’estero.

Cluster associato a
viaggi/nosocomiale

Due o piu casi che hanno soggiornato nella stessa struttura recettiva
o sanitaria nell'arco di due anni.

Cluster comunitario

Aumento del numero di casi di malattia in una cerchia relativamente
ristretta di popolazione e in un arco di tempo limitato (due o piu casi
correlati, ad es. per area di lavoro, di residenza o per luogo visitato,
fino ad un massimo di 10 casi)

Focolaio epidemico (o epidemia)
comunitario

Aumento del numero di casi di malattia (>10) in una cerchia
relativamente ristretta di popolazione e in un arco di tempo limitato
con forte sospetto epidemiologico di comune sorgente di infezione
con o senza evidenza microbiologica.

Il sistema di notifica

La notifica dei casi di legionellosi € obbligatoria, secondo le indicazioni del D.M. 15/12/90 e
successive integrazioni. Tale decreto € in corso di aggiornamento, ai fini del recepimento delle
decisioni n. 2119/98/CE, n. 2002/253/CE e n. 2012/506/UE del Parlamento e del Consiglio
europeo, riguardanti la rete di sorveglianza comunitaria, la definizione dei casi ai fini della
dichiarazione delle malattie trasmissibili e le reti di sorveglianza dedicate per le malattie

trasmissibili.
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L'invio della notifica secondo il DM 15/12/90 non sostituisce l'invio della scheda di
sorveglianza (Allegato 7), secondo quanto previsto dalla Circolare 400.2/9/5708 del 29/12/93 e
sue successive modifiche.

| dati riguardanti i casi notificati di legionellosi sono pubblicati annualmente sul Notiziario
dell’Istituto ~ Superiore di  Sanita, stratificati per regione, provincia, eta e
sessohttp://www.iss.it/index.php?id=30&lang=1&tipo=45. Inoltre & possibile consultare una
sintesi della sorveglianza epidemiologica relativa al periodo 2000-2011 nella pubblicazione di
Rota et al. 2013.

Il sistema di sorveglianza speciale: il registro nazionale della legionellosi

Il medico che pone la diagnosi deve compilare la scheda di sorveglianza (Circolare
400.2/9/5708 del 29/12/93 e successive integrazioni) che deve essere inviata alla ASL di
competenza, al Centro Nazionale di Epidemiologia, Sorveglianza e Promozione della Salute
(CNESPS) e al Dipartimento di Malattie Infettive, Parassitarie ed Immunomediate (DMIPI)
dell’ISS entro 48 ore.

| ceppi clinici di Legionella eventualmente isolati dal materiale biologico del paziente
devono essere inviati per la tipizzazione o la conferma al Laboratorio Nazionale di Riferimento
per la legionellosi del DMIPI. L’invio dei ceppi isolati da matrici ambientali, deve avvenire in
tutti i casi in cui si sono verificati dei cluster o nei casi in cui é possibile effettuare un confronto
tra il ceppo clinico e quello ambientale correlato. I risultati della tipizzazione/conferma o del
confronto tra ceppi clinici e ambientali vengono comunicati ai laboratori e alle ASL/regioni che
li hanno inviati.

Poiché, la scheda di sorveglianza deve essere inviata all’ISS entro 48 ore dalla diagnosi,
anche se incompleta, tutte le informazioni raccolte successivamente (ad es. data di dimissione,
esito della malattia, esito delle indagini, ecc.), devono essere re-inviate all’ISS.

| dati contenuti nella scheda di sorveglianza speciale (anagrafici, statistico-epidemiologici,
clinici) vengono elaborati periodicamente e annualmente viene redatto un rapporto informativo
sui risultati della sorveglianza (Notiziario ISS, http://www.iss.it/publ/?lang=1)

La ricerca di Legionella & tecnicamente difficile, richiede laboratori specializzati e
accreditati per la ricerca di Legionella e personale addestrato. Per questo motivo, ai fini di una
efficace sorveglianza sul territorio nazionale ¢ stata costituita una rete di Laboratori individuati
dalle Regioni, in base ai requisiti necessari per svolgere attivita di diagnosi e controllo per
Legionella spp., organizzati in livelli gerarchici, con ordine crescente di responsabilita di
diagnostica, di attivita e di strutture (Laboratorio di Base e Laboratorio Regionale di
Riferimento), collegati al Laboratorio Nazionale di Riferimento, situato presso il Dipartimento
di Malattie Infettive, Parassitarie ed Immunomediate dell’Istituto Superiore di Sanita.

In caso di cluster i campioni ambientali devono sempre essere analizzati dai laboratori di
riferimento regionali.

Nell’Allegato 8 ¢ riportato I’elenco dei Laboratori di Riferimento Regionali sia per la
diagnosi ambientale che per la diagnosi clinica di legionellosi.

La sorveglianza internazionale della legionellosi nei viaggiatori

Parallelamente al sistema di sorveglianza dei casi italiani, esiste dal 1986 un programma di
sorveglianza internazionale della legionellosi nei viaggiatori che é stato coordinato fino al 1993
dal National Bacteriology Laboratory di Stoccolma e dal 1994 a marzo 2010 dall’Health
Protection Agency di Londra.
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Tale programma, al quale aderisce anche I’Italia, attualmente denominato ELDSNet e
coordinato dall’European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) di Stoccolma, si
basa su una rete di collaboratori nominati dal Ministero della Salute dei vari Paesi. |
collaboratori di ELDSNet, in genere due per ogni paese (un microbiologo e un epidemiologo)
sono incaricati di raccogliere e trasmettere informazioni relative ai viaggi e alle indagini
epidemiologiche ed ambientali effettuate per tutti i casi, sia italiani che stranieri, di legionellosi
associata ai viaggi che si verificano nel loro paese.

| casi vengono generalmente notificati dai collaboratori del paese di residenza del turista al
centro di coordinamento di Stoccolma (occasionalmente & possibile che la notifica venga fatta
da un Paese diverso da quello di residenza del paziente) tramite una password protetta del sito
ELDSNet. | casi devono essere notificati appena si hanno le informazioni epidemiologiche,
microbiologiche e relative al viaggio.

Il caso viene inserito nel database internazionale e il centro di coordinamento verifica
I’esistenza di altri casi collegati alla stessa struttura recettiva. Se non ce ne sono, il centro di
coordinamento notifica immediatamente il caso singolo al collaboratore del paese in cui € stata
contratta I’infezione, che deve attivare I’indagine epidemiologica ed ambientale.

La Figura 1 illustra i flussi informativi e le procedure d’intervento da attuare in presenza di
casi di legionellosi associata ai viaggi.

ECDC

4
Stoccolma \

Caso singolo Cluster

Collaboratore del
Collaboratore del Paese di infezione
Paese di infezione

Indagine presso Rapporto non Eqpporto
struttura recettiva inviato o mancata prehmma.r'e entro Rapporto
valutazione del 2 settimane soddisfacente del
rischio centro

collaboratore

* Rapporto

completo delle

Generalita della indagini
struttura fecettiva effeftuate e
sul sit¥web delle misure
ELDSNet intraprese entro
6 settimane

\

Rapporto idoneo del Generalita della
centro struttura recettiva
collaboratore rimosse dal sito
web dellECDC
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Per minimizzare i problemi dovuti alla precipitazione di sali, responsabili di incrostazioni, va
previsto il ricambio periodico di parte della massa d’acqua circolante e, qualora necessario,
I’addolcimento dell’acqua di reintegro all’impianto.

| separatori di gocce sulle torri di raffreddamento e sui condensatori evaporativi devono
essere mantenuti sempre in perfetta efficienza.

5.8. Gestione degli impianti a servizio delle piscine e
degli idromassaggi alimentati con acqua dolce

Per quanto riguarda le piscine, la normativa vigente prevede una concentrazione di cloro
residuo libero nell'acqua della vasca da 0,7 - 1,5 mg/L.

Sebbene tali valori del cloro rendano improbabile un’eventuale contaminazione da
Legionella, tuttavia, si raccomanda almeno una volta all'anno la pulizia e la disinfezione shock
della vasca, delle tubazioni, la sostituzione dei filtri della vasca, la revisione accurata dei sistemi
di circolazione dell'acqua, con eliminazione di ogni deposito.

| filtri dell'acqua, inoltre, devono essere puliti e disinfettati ogni 1-3 mesi.

Le vasche per idromassaggio vanno sottoposte a controllo da parte di personale esperto, che
deve provvedere all’effettuazione delle operazioni di pulizia e di corretta conduzione igienica
quali:

» Sostituzione giornaliera di almeno meta della massa d’acqua contenuta nell’impianto
(solo per vasche < a 10 m®);

Mantenimento di una concentrazione di cloro attivo libero nell'acqua della vasca pari a
0.7-1,5 mg/L e del pH tra 7,0-7,6.

Pulizia e risciacquo giornaliero dei filtri.

Controllo, almeno tre volte al giorno, della temperatura e della concentrazione del cloro
e del pH in impianto.

Disinfezione accurata dell’impianto almeno una volta a settimana.

YV VV V

5.9. Documentazione degli interventi

I gestori di tutti gli impianti elencati sono tenuti a conservare la documentazione relativa a:
» eventuali modifiche apportate a ciascun impianto a rischio
» interventi di manutenzione ordinari e straordinari, relativi al controllo del rischio,
applicati su ciascun impianto a rischio
» operazioni di pulizia e disinfezione applicati su ciascun impianto a rischio.
Tale documentazione deve essere messa a disposizione degli Organi di Controllo, quando
richiesto.
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5.10. Provvedimenti di emergenza in presenza di
cluster

Disattivazioni di impianti.

A scopo preventivo, subito dopo averle ispezionate e provveduto a raccogliere campioni per
il controllo analitico, tutte le attrezzature non essenziali identificate come possibili fonte di
contagio (ad esempio piscine per idromassaggio, fontane ornamentali, ecc.), devono essere
disattivate, fino a che vengano completati gli accertamenti analitici del caso; una volta ultimati
gli accertamenti, qualora gli stessi risultino positivi, deve essere effettuata al piu presto la
disinfezione ambientale, sequita dalla successiva verifica della sua efficacia.

Sospensione dell'attivita della struttura interessata.

La decisione se chiudere o meno la struttura, in presenza di un cluster, deve essere presa
sulla base della valutazione del rischio, effettuata tenendo conto della tipologia della struttura
coinvolta, dell’attuazione da parte del gestore delle misure raccomandate nei paragrafi
precedenti, delle caratteristiche degli eventuali altri soggetti esposti, degli esiti ispettivi e, se
disponibili, degli esiti analitici.
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6. RISCHIO LEGIONELLOSI ASSOCIATO AD ATTIVITA
PROFESSIONALE

6.1. Introduzione

Dato il numero elevato, non & qui possibile elencare tutte le attivita lavorative che possono
presentare un rischio di legionellosi: d’altra parte la frequenza di questa patologia nei luoghi di
lavoro non puo essere facilmente stimata in quanto non sono disponibili statistiche.

Il Decreto Legislativo 9 Aprile 2008, n. 81, le cui disposizioni costituiscono attuazione
dell'articolo 1 della Legge del 3 Agosto 2007, n. 123, per il riassetto e la riforma delle norme in
materia di Salute e Sicurezza delle lavoratrici e dei lavoratori nei luoghi di lavoro, mediante il
riordino e il coordinamento delle medesime in un unico testo normativo, considera il rischio
derivante da Legionella, nel suo Titolo X (Esposizione ad agenti biologici).

All’Allegato XLVI sia la Legionella pneumophila sia le rimanenti specie di legionelle
patogene per 1’'uvomo (Legionella spp.) sono classificate quali agente biologico del gruppo 2
ossia, come definito all’articolo 268 (Classificazione degli agenti biologici) “un agente che puo
causare malattie in soggetti umani e costituire un rischio per i lavoratori; € poco probabile che si
propaghi nella comunita; sono di norma disponibili efficaci misure profilattiche o terapeutiche”.

Pertanto, sulla base di quanto definito all’Art. 271, il Datore di Lavoro ha I’obbligo di
valutare il rischio legionellosi presso ciascun sito di sua responsabilita e, di conseguenza, deve:

» effettuare la valutazione del rischio legionellosi, tenendo conto di tutte le informazioni
disponibili sulle caratteristiche dell’agente biologico e sulle modalita lavorative che
possano determinarne 1’esposizione

» adottare misure protettive e preventive in relazione al rischio valutato

» revisionare la valutazione del rischio legionellosi in occasione di modifiche significative
dell’attivita lavorativa o degli impianti idrici od aeraulici o qualora siano passati 3 anni
dall’ultima redazione (fanno eccezione quelle tipologie di strutture per cui ¢ richiesto un
piu frequente aggiornamento della valutazione del rischio: strutture sanitarie, termali)

» se la valutazione mette in evidenza un rischio per la salute o la sicurezza dei lavoratori,
adottare misure tecniche, organizzative, procedurali ed igieniche idonee, al fine di
minimizzare il rischio relativo

» adottare misure specifiche per le strutture sanitarie e veterinarie, per i laboratori e per i
processi industriali

» adottare specifiche misure per I’emergenza, in caso di incidenti che possono provocare la
dispersione nell’ambiente dell’agente biologico

» adottare misure idonee affinché i lavoratori e/o i loro rappresentanti ricevano una
formazione sufficientemente adeguata.

Per I’adozione delle misure protettive, preventive, tecniche, organizzative, procedurali ed

igieniche idonee, si deve fare riferimento a quanto definito nelle presenti Linee guida.

6.2. Il rischio per operatori sanitari

La trasmissione della malattia da persona a persona non ¢ mai stata dimostrata. Pertanto per
gli operatori sanitari di assistenza, il rischio di contrarre la legionellosi si riduce ai casi in cui
avvenga l’inalazione di aerosol contaminato (ad esempio durante operazioni che riguardano
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Gli operatori devono essere addestrati al corretto utilizzo dei DPI e disporne in quantita e
taglia adeguata.

Settore odontoiatrico

La qualita dell’acqua dei riuniti odontoiatrici ¢ di considerevole importanza poiché sia i

pazienti che gli operatori sono regolarmente esposti all’acqua ed all’aerosol generato dagli
strumenti rotanti. Infatti una delle caratteristiche peculiari dell’acqua che alimenta la poltrona
odontoiatrica & quella di combinare la capacita di sviluppare rapidamente il biofilm con quella
di generare aerosol potenzialmente contaminato. Il biofilm, prodotto dai batteri che provengono
dall’acqua d’alimento, diventa poi una fonte continua per la contaminazione del sistema.
Allo stato attuale, pur essendo stato dimostrato il nesso di causalita tra infezione da legionella e
contaminazione del circuito del riunito odontoiatrico (Ricci et al 2012.), non c¢’¢ evidenza di una
larga diffusione di casi di legionellosi attraverso 1’esposizione all’acqua di tali circuiti. Tuttavia
e ampiamente dimostrata la presenza di Legionella al loro interno (Dutil et al., 2006; Montagna
et al., 2006; Pasquarella et al., 2010). Per questo motivo, € importante ai sensi del citato D. Lgs
81/2008 attuare sempre tutte le misure di sicurezza per evitare il rischio di esposizione a
potenziali patogeni e creare un ambiente di lavoro sicuro nel quale trattare i pazienti.

Per minimizzare il rischio nel corso di procedure odontoiatriche, vengono di seguito fornite
indicazioni di buona pratica da applicare in tale ambito. Per ridurre la contaminazione microbica
e/o la formazione del biofilm all’interno dei circuiti idrici del riunito, si raccomanda di:

» eliminare dal circuito i tratti esclusi dalle correnti di flusso

» installare dispositivi antiristagno in grado di far circolare I’acqua in continuo, in

particolare durante le pause lavorative

» alimentare il circuito con soluzioni sterili, dopo averlo isolato dalla rete idrica

» disinfettare 1’acqua con trattamenti in continuo o discontinui. Questi ultimi, effettuati

periodicamente o tra un paziente e il successivo utilizzando disinfettanti di alto livello,
evitano la possibilita di contaminazioni chimiche del campo operatorio, riducono
I’esposizione degli operatori € minimizzano il rischio di selezionare microrganismi
resistenti, ma richiedono maggiore impegno di risorse e attenzione rispetto ai trattamenti
in continuo. d

Per ridurre I’esposizione del paziente ad aerosol potenzialmente contaminati €/0 minimizzare
il rischio nei pazienti piu vulnerabili si consiglia di:

» flussare ciascuno strumento accendendolo a vuoto, all’inizio di ogni giornata lavorativa

(tempo minimo 2 minuti) e prima di ogni intervento (tempo minimo 20-30 sec.) (CDC,
2003)

» installare, subito a monte dei manipoli, filtri (< 0,2 pum) in grado di trattenere i

microrganismi provenienti dall’interno del circuito

» acquisire, preliminarmente all’inizio delle cure, informazioni sulla salute del paziente,

con particolare riguardo alle condizioni che definiscono il “rischio molto elevato”
(Tabella 9). In questo caso dovrebbero essere adottate rigorosamente le misure sopra
illustrate, volte a contenere il rischio di contaminazione da Legionella.

In considerazione dei dati di letteratura che dimostrano un’ampia contaminazione da
Legionella dei circuiti dei riuniti odontoiatrici, la ricerca del microorganismo é raccomandata
almeno una volta all’anno qualora le misure di minimizzazione del rischio sopra elencate non
vengano messe in atto e ogni volta che si verifica un caso di malattia. Ogni studio odontoiatrico
deve inoltre tenere un registro degli interventi effettuati.

A tutela della salute del paziente, si sottolinea, infine, che per le procedure chirurgiche
invasive devono essere utilizzate esclusivamente soluzioni sterili in circuiti di distribuzione a
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loro volta sterili. Nel caso in cui non vi fosse la garanzia di ottenere il requisito di sterilita per i
circuiti propri del riunito, andrebbe realizzato un sistema di bypass utilizzando dispositivi sterili
monouso o sterilizzabili.

Il rischio per altre categorie di lavoratori

In letteratura sono riportati casi di legionellosi verificatisi tra lavoratori delle seguenti
categorie:

Vigili del fuoco e altri operatori del soccorso pubblico e della difesa civile;
Movimentatori di terra, minatori;
Lavoratori dell’industria automobilistica;
Personale addetto alle operazioni di manutenzione/pulizia delle torri evaporative
(Buehler et al., 1985) e degli impianti di distribuzione /trattamento acqua sanitaria;
Addetti alle piattaforme di trivellazione (Pastoris et al., 1987);
Addetti agli impianti di depurazione;
Addetti alla pulizia di turbine nel settore industriale;
Giardinieri (Den Boer et al., 2007; Patten et al., 2010; Stojek and Dutkiewicz, 2002);
Personale addetto alla vendita/manutenzione di vasche per idromassaggio;
Operatori ecologici durante la pulizia delle strade con acqua a pressione;
Lavoratori delle cave di marmo (durante le operazioni di taglio del marmo con
acqua);

v Addetti alla pulizia negli autolavaggi;

Anche sulla base di questa considerazione ciascun Datore di lavoro, secondo quanto previsto
dal D. Lgs 81/2008 e successive modifiche ha 1’obbligo di considerare che il rischio di
legionellosi puo riguardare sia i propri lavoratori che coloro che frequentano ciascun sito di sua
responsabilita e pertanto si ribadisce 1’obbligo di effettuare una valutazione del rischio
(revisionandola almeno ogni 3 anni, salvo disposizioni piu restrittive), cosi da mettere in atto
tutte le misure di prevenzione e controllo descritte nei paragrafi precedenti, non solamente in
risposta ad un caso di legionellosi, ma prima che questo si verifichi, quale prevenzione del
rischio.

ANENENEN

ANANENENENE NN
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ALLEGATO 1:SPECIE E SIEROGRUPPI DI LEGIONELLA

Siero Associazione
Legionella species gruppi | con Riferimenti bibliografici
casi clinici
1. L. adelaidensis Non noto Benson et al., 1991;
2. L.anisa Si Gorman etal. 1985
3. L.beliardensis Non noto Lo Presti et al., 2000
4. L.birminghamensis Si Wilkinson et al., 1988;
5 L bozemanii 2 Si Brenner.DJ et al, 1980;Tang W.P. et
al ,1984;
6. L.brunenti Non noto Wilkinson et al., 1988
7. L.busanensis Non noto Park et al., 2003
8. L.cardiaca Si Pearce et al. ,2012
9. L.cherrii Non noto Brenner et al., 1985;
10. L. cincinnatiensis Si Thacker etal. 1988,
11. L. drancourtii Non noto La Scola et al., 2004
12. L.dresdenensis Non noto Liicketal. 2010, sp. hov
13. L. drozanskii Non noto Adeleke et al., 2001
14. L. dumoffii Si Brenner etal. 1980
15. L. erythra 2 Si Brenner etal. 1985
16. L. fairfieldensis Non noto Thacker et al., 1991
17. L. fallonii Non noto Adeleke et al., 2001
18. L. feeleii Si Herwaldt et al., 1984
19. L. geestiana Non noto Dennis et al., 1993
20. L. gormanii Si Morrisetal. 1980
21. L. gratiana Non noto Bornstein et al., 1989b
22. L. gresilensis Non noto Lo Presti et al., 2001
23. L. hackeliae 2 Si Brenner et al., 1985
24. L.impletisoli Non noto Kurokietal. 2007, sp. nov.
25. L.israelensis Non noto Bercovier et al., 1986;
26. L.jamestowniensis Non noto Brenner et al., 1985
27. L. jordanis Si Cherry et al.,, 1982
28. L. lansingensis Si Thacker et al., 1992
29. L.londiniensis 2 Non noto Dennis et al., 1993
30. L. longbeachae 2 Si McKinney et al., 1981
31. L. lytica (comb. nov.) Non noto Drozanski 1991;Hookey et al. 1996,
32. L. maceachernii Si Brenner et al., 1985;
33. L. massiliensis Non noto Campocasso et al., 2012
34. L. micdadei Sl Hebert et al., 1980
35. L. moravica Non noto Wilkinson et al., 1988
36. L. nagasakiensis Si Yang et al.,, 2012
37. L. nautarum Non noto Dennis et al., 1993
38. L. oakridgensis Sl Orrison et al., 1983;
39. L. parisiensis Si Brenner et al. 1985
40. L. pittsburghensis Si Pasculle et al. 1980, sp. nov.
41. L. pneumophila 16 Si Brenner et al., 1985
42. L. pneumophilasubsp.fraseri Si Brenner et al. 1989, subsp. nov.
43 L. pneumophﬂa_ Si Brenner et al. 1989, subsp. nov
subsp.pascullei
44. L. Pneumophlla subsp. Si Brenner et al. 1979, subsp. nov.
pneumophila
45. L. quateirensis Non noto Dennis et al., 1993
46. L. quinlivanii 2 Non noto Benson et al., 1989
47. L. rowbothamii Non noto Adeleke et al., 2001
48. L. rubrilucens Non noto Brenner et al., 1985
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ALLEGATO 2: RICERCA DI LEGIONELLA IN CAMPIONI
DI ORIGINE UMANA

Misure di sicurezza

Legionella & un microrganismo appartenente al gruppo 2 di rischio come indicato nel Titolo
X del D. Lgs n. 81 del 9 Aprile 2008 e successive modifiche ed integrazioni (s.m.i.), i campioni
in cui essa pud essere presente, devono essere maneggiati da personale esperto operando con
appropriati dispositivi di protezione individuale (maschere, guanti, occhiali; vedi caratteristiche
nel paragrafo DPI del capitolo “Rischio di esposizione professionale”) e in laboratori
adeguatamente attrezzati e dotati di cappe Biohazard di classe Il con certificazione di
conformita alla norma tecnica EN 12469 (D. Lgs 81/2008 e s.m.i., Linee guida recanti
indicazioni ai laboratori con attivita di diagnosi microbiologica e controllo ambientale della
legionellosi G.U. N. 29 del 5 febbraio 2005).

In aggiunta alla protezione individuale 1’operatore, durante I’esecuzione della prova, deve
prestare la massima attenzione a mantenere le condizioni di sterilita del campione eliminando
qualsiasi possibilita di contaminazione con eventuali altri campioni o con 1’ambiente.

Prelievo, trasporto e conservazione

Legionella pud essere ricercata nel materiale proveniente dall'apparato respiratorio,
espettorato e/o sputo, broncoaspirato, broncolavaggio, nell'essudato pleurico e pericardico e nel
parenchima polmonare. Nella raccolta di questi campioni € importante evitare qualsiasi
contaminazione con 1’ambiente (soprattutto acqua non sterile) per prevenire falsi positivi. Tutti i
campioni devono essere raccolti in contenitori sterili con tappo a vite possibilmente idonei per
la centrifugazione. Quando necessario, al fine di evitare I'essiccamento dei materiali, aggiungere
al campione 1-2 mL di acqua distillata sterile. Questa procedura limita 1’azione di sostanze
inibenti verso Legionella contenute in tali campioni. Non utilizzare soluzioni saline (es.
soluzione fisiologia) che possono produrre un effetto inibitore su Legionella. Il clinico che
effettuera il broncolavaggio deve essere informato che é preferibile utilizzare acqua distillata
sterile o scarse quantita di soluzione salina.

Per quanto riguarda il prelievo di tessuto polmonare durante un’autopsia, si raccomanda per
evitare contaminazioni, 1’uso di ferri chirurgici sterili e che il campione non venga
assolutamente in contatto con acqua di rubinetto, bensi, se necessario con acqua distillata sterile.

Il patologo quindi dovrebbe selezionare quelle aree con maggior necrosi facendo
campionamenti a partire dai lobi superiori e successivamente negli, inferiori e mediani. |
campioni prelevati devono essere raccolti in contenitori di plastica sterili.

Il tempo che intercorre tra il decesso del paziente e il prelievo di tessuto polmonare deve
essere estremamente limitato e non dovrebbe superare le 48h. Legionella infatti & un
microrganismo aerobio e, I’assenza di ossigeno, che inizia ad essere consistente dopo 2 giorni
dal decesso, puo contribuire alla perdita di vitalita del germe. E’ descritto infatti che quando
vengono analizzati campioni di questo tipo, devono essere appena prelevati (CDC, Hospital
laboratory diagnosis of Legionella infections. 1987), sia per quanto sopra esposto, sia per
evitare I’azione di sostanze inibenti e/o la moltiplicazione di altri microrganismi interferenti.
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Non & necessario I'impiego di terreni di trasporto. | campioni devono essere trasportati in
laboratorio ed esaminati nel piu breve tempo possibile. Se si prevede un tempo superiore a 30
min, mantenere il campione refrigerato (+5 £ 3°C) e analizzarlo entro 3 giorni. Se possibile
evitare il congelamento e se necessario effettuarlo temperatura < - 70+10 °C.

I campioni provenienti da un prelievo effettuato a seguito di un’autopsia, se non analizzati
entro il giorno stesso del prelievo devono essere congelati a < - 70+£10°C.

Metodo colturale

Strumenti, materiali, terreni e reagenti

v" Frigorifero in grado di mantenere una temperatura di +5 + 3°C

v/ Termostato regolabile alla temperatura di 36x£1°C in cui alla base & stata posta una
vaschetta con acqua distillata sterile (rimboccata periodicamente quando si osserva
scendere il livello) per garantire I’'umidita. La presenza di CO, al 2,5% ¢ utile per la
crescita di alcune legionelle, ma non é essenziale;

v Centrifuga in grado di arrivare a 3000 + 100 g;

v" Micropipette 100 - 1000 pL e relativi puntali sterili, pipette sterili;

v Fluidificante a base di dithiothreitolo (preparazioni commerciali);

v' Piastre BCYE agar e BCYE agar con aggiunta di supplemento selettivo (MWY,
GVPC, ecc.); per la preparazione dei terreni vedi norma di riferimento allegato 5;

v Acqua distillata sterile;

v Spatole ad “L” monouso sterili;

v" Nel caso in cui si debbano analizzare frammenti di tessuti fornirsi anche di
omogeneizzatore Potter a pestello (con capacita di 5-10 mL);

v" Pinze e Bisturi sterili;

v"  Piastre Petri sterili;

v" Congelatore < - 70+10 °C.

Procedimento

Secrezioni respiratorie (escreato, bronco lavaggio, tracheoaspirato), fluido pleurico,
drenaggio toracico, ecc.

L’escreato ed il tessuto polmonare contengono sostanze inibenti lo sviluppo di Legionella.
Pertanto, se non sono stati diluiti al momento del prelievo, € opportuno diluire i campioni in una
piccola quantita (500-1000 pL) di acqua distillata sterile oppure in brodo preferibilmente non
contenente NaCl. Se l'espettorato € molto denso, deve essere risospeso con 200-1000 uL di
fluidificante a base di dithiothreitolo (disponibile in commercio).

E’ consigliabile centrifugare i campioni, diluiti e non, per concentrare le legionelle in essi
eventualmente contenute (3000£100 g per 15 min). Allo stesso modo anche le emocolture e
I’omogenato di tessuto polmonare o altri campioni organici sottoposti ad analisi possono essere
concentrati per centrifugazione.

I campioni dovranno essere in parte trattati a 50° C per 30 min per eliminare interferenza
nella moltiplicazione di Legionella causata da altra flora microbica eventualmente presente.
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Oppure, in alternativa, potranno essere trattati diluendoli 1:10 con una soluzione tamponata di
HCI-KCl a pH 2,2!, e mantenendoli a temperatura ambiente per 5 min.

Inoculare 0,1 mL e 0,25 mL dei campioni trattati e non trattati distribuendo il campione con
una spatola sterile su 2 o piu piastre di BCYE agar e due o pit di BCYE agar selettivo (GVPC,
MWY) (N.B. Maggiore & il numero di piastre inoculate piu alta sara la probabilita di recuperare
Legionella dal campione).

Incubare a 36+2°C in aerobiosi, in ambiente umido, con 2,5% di CO,, oppure in
microaerofilia.

Esaminare giornalmente ed eliminare una piastra come negativa solo dopo almeno 10 giorni
di incubazione. La crescita dopo 3 giorni di colonie bianco-grigie puo far sospettare la presenza
di Legionella nel campione in esame. Procedere con gli opportuni test identificativi per
Legionella (Allegato 5).

Tessuti (polmonare, renale, ecc.)

1. Prima di omogeneizzare il frammento di tessuto, prenderlo con una pinza sterile e

strisciarlo su una piastra di terreno selettivo e non selettivo;

2. Porre il tessuto su una piastra Petri sterile;

3. Dopo aver selezionato una porzione di tessuto densa grigia o rossastra, tagliare una
piccola sezione (piu grande possibile, ma in grado di essere contenuta
nell’omogeneizzatore) aiutandosi con le pinze e bisturi sterili;

Trasferire il campione con le pinze all’interno di un omogeneizzatore Potter;
Aggiungere 500 -1000 pL di acqua distillata sterile;

Omogeneizzare il tessuto con il pistone;

Prelevare meta della sospensione e trattarla per 30 min a 50 °C;

Inoculare 100 e 250 pL su una o piu piastre di BCYE sia del campione non trattato
che trattato al calore che del non trattato, distribuendo il campione sulla piastra con
una spatola;

9. Incubare per 10 gg circa osservando le piastre quotidianamente.

Le colonie di Legionella, se presenti nel campione, saranno visibili mediamente dopo un
periodo > a 3 giorni in qual caso Si procede con gli opportuni test identificativi (Allegato 5).

N O~

Immunofluorescenza diretta (DFA)

I campioni clinici da analizzare possono essere freschi o congelati di recente provenienti da
secrezioni respiratorie o da tessuti polmonare, renale, ecc..
Strumenti, materiali e reagenti

v Microscopio ottico per osservazione in fluorescenza corredato di obiettivo 25x e

possibilmente 50x;
Incubatore a 36+1°C;
Omogeneizzatore a pestello Potter (con provette di capacita 5-10 mL);
Pinze sterili;
Bisturi sterili;
Piastre Petri sterili;
Micropipette, 20, 200, 1000 uL e relativi puntali sterili;

ASANENENENEN

! Soluzione tamponata a pH 2,2: 3,9 mL di HCI 0,2 M + 25 ml di KCI 0,2 M, aggiustare a pH 2,2
con KOH 1 M, sterilizzare per filtrazione oppure in autoclave a 121°C per 15 min.
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Pipette monouso sterili 1-2 mL;

Bruciatore Bunsen;

Vaschette portavetrini

Vetrini per osservazione in immunofluorescenza (fondo scuro, pozzetti diametro 5
mm) o quelli forniti in genere dai kit (pozzetto diametro 15 mm);

Vetrini coprioggetto;

Carta bibula;

Camera umidificata (piastra Petri o altra scatola di plastica con all’interno carta
bibula bagnata con acqua distillata);

Olio per immersione;

Reagente per Legionella pneumophila (anticorpo monoclonale marcato con
Isotiocianato di Fluoresceina (FITC), in grado di identificare tutti i sierogruppi di
Legionella pneumophila);

Sospensione antigenica di controllo positivo (Legionella pneumophila) fornita
solitamente nel kit commerciale;

Sospensione antigenica di controllo negativo (E.coli ATCC n 25922 o altro ceppo
identificato in laboratorio come E.coli);

Acqua distillata sterile;

Liquido di montaggio;

Formalina 10%;

Fluidificante a base di dithiothreitolo (disponibile in commercio).

Procedimento

Tessuti (polmonare, renale, ecc.)

v
v

AN

ASANEN

AN

Pulire il vetrino e scrivere con una matita, il nome identificativo del campione,
Seguire quanto indicato ai punti da 2 a 6 nella sezione Metodo Colturale al paragrafo
Tessuti Dopo aver risospeso bene il campione si prelevano 4 ple si stratificano su
almeno tre pozzetti di un vetrino per immunofluorescenza, altri 4 ul. vengono
stratificati e poi aspirati (per avere una minore quantita di tessuto). Se si usano i
vetrini del kit eseguire uno striscio all’interno del pozzetto con un bastoncino sterile;
Lasciare asciugare i vetrini all’aria;

Passare alla fiamma di un bruciatore Bunsen per due volte tenendo il vetrino con la
pinza;

Mettere su ogni pozzetto 5 pL di formalina al 10% in PBS (oppure coprire con
formalina 10% se si usano i vetrini del kit);

Lasciare agire per 10 min;

Sciacquare con acqua distillata sterile per drenare la formalina;

Immergere il vetrino nella stessa soluzione per 2+1 minuti in vaschetta porta vetrini
contenente acqua distillata;

Lasciare asciugare il vetrino all’aria o tamponarlo delicatamente tra due fogli di
carta bibula;

Aggiungere 4 pL anticorpo anti Legionella pneumophila coniugato con FITC (se si
usano i vetrini con pozzetto di diametro 5 mm) o una-due gocce se si usano i vetrini
di 15mm;

Incubare a 37°C in camera umida per 30 minuti;

Passare sul vetrino PBS 1x ed immergere il vetrino nella stessa soluzione per 5’ in
vaschetta porta vetrini;

Asciugare delicatamente tra due fogli di carta bibula;
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v’ Far cadere con una pipetta sul vetrino 2-3 gocce di liquido di montaggio;
v Appoggiare il vetrino copri oggetto;
v Osservare al microscopio a fluorescenza con obiettivo 25x 0 50x ad immersione.
Secrezioni respiratorie (escreato, bronco lavaggio, tracheoaspirato), fluido pleurico,
drenaggio toracico, ecc.
Se I’escreato si presenta denso pud essere eventualmente fluidificato con 200-1000 pL di
fluidificante a base di dithiothreitolo (disponibile in commercio).
Poiché in questi campioni le legionelle sono usualmente presenti in basse concentrazioni &
importante sottoporli a centrifugazione a 3000+100 g per 15 min.
Risospendere il sedimento in acqua distillata sterile ad 1/10 del volume;
Strisciare una piccola quantita del sedimento sul pozzetto ricoprendolo totalmente;
Seguire poi i punti indicati sopra indicati nel paragrafo Tessuti.
Controllo Positivo
v" Pulire ed etichettare un vetrino per microscopio a fluorescenza (questo vetrino deve
essere analizzato separatamente da quello dei campioni del paziente) ed incubarlo in
una camera umida dedicata;
v’ Agitare il flacone contenente la sospensione antigenica di controllo positivo;
v" Poggiare 1-2 gocce di sospensione in un pozzetto del vetrino (o 5 pL se si usano
vetrini con pozzetto dal diametro di 5 mm);
v" Aspirare il liquido mediante una pipetta;
v’ Lasciare asciugare all’aria, quindi fissare al calore il campione facendo passare per
due volte rapidamente il campione attraverso la fiamma del bruciatore Bunsen;
v’ Sciacquare con PBS 1x ed immergere nella stessa soluzione per 5°;
v Colorare con anticorpo coniugato con FITC e procedere come per il campione.
Controllo negativo
v Usare una coltura di E. coli (in genere fornita dal kit);
v Pulire ed etichettare un vetrino per microscopio a fluorescenza;
v" Se non fornita dal kit preparare una sospensione batterica in formalina 10% pari
circa ad uno standard Mac Farland 1;
v’ Lasciare agire per 10 minuti;
v Colorare con anticorpo coniugato con FITC e procedere come per il campione.
Risultati
L’osservazione al microscopio a fluorescenza in obiettivo 25X o 50X di batteri in forma di
bacilli colorati verde mela indica la presenza di Legionella pneumophila:
» piudi 5 batteri fluorescenti per vetrino a due pozzetti: test positivo.
» 1-5 batteri fluorescenti per vetrino a due pozzetti: riportare il numero di cellule
colorate se possibile richiedere un secondo campione; confermare con la coltura.
» nessun batterio fluorescente rilevabile: test negativo.

Preparazione dei reagenti

* PBS 10X

Idrogeno fosfato di disodio (Na2HPO4) 12,369
(oppure Na2HPO4 2H20) 15,509
Sodio fosfato monoidrato (NaH2PO4 - H20) 1,809
Cloruro di Sodio (NaCl) 85,009

Portare ad un litro con H20 distillata;
La soluzione di lavoro € PBS 1X (0,01 M pH 7,6)
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* Liquido di Montaggio

Soluzione tampone 0,5 M pH 9

a) Carbonato di sodio (Na,COs) 5,3 g sciolti in 200 mL di H,O

b) Bicarbonato di sodio (NaHCO;) 4,2 g sciolti in 100 mL di H,O

Mescolare 4,4 ml di a) con 100 ml di b)

I pH dovrebbe essere 9.0. Tuttavia per correggerlo si possono aggiungere non piu di 17 mL di
a) nei 100 mL di b).

Glicerina tamponata di montaggio

Soluzione tampone 0,5 M pH 9 1mL

Glicerina neutra 9mL

Mescolare con un magnete ma non agitare.

Mantenere al buio avvolgendo la bottiglia con carta argentata.

Determinazione della presenza di DNA di Legionella mediante
Real Time PCR

Strumenti, materiali e reagenti

Frigorifero in grado di mantenere una temperatura di +5 + 3°C

Centrifuga in grado di arrivare a 11000 + 100 g

Micropipette10-100-1000 pL e relativi puntali sterili con filtro

Provette eppendorf sterili da 1.5 mL

Provette eppendorf sterili da 0.2 mL

Thermocycler

PBS

Proteinase K

Etanolo (96-100%)

Kit di estrazione di DNA da liquidi corporei/tessuti*

Primers e sonde per I’amplificazione di geni specifici per Legionella pneumophila e
eventualmente anche Legionella specie

DNA di Legionella come controllo positivo

Tris-EDTA (TE) buffer nuclease-free

H,0 nuclease-free

*Per I’estrazione di DNA genomico Sia da secrezioni respiratorie sia da tessuto é
consigliabile 1’uso di sistemi di estrazione automatizzati, che limitano le cross-
contaminazioni, garantiscono riproducibilita, essendo indipendente dell’operatore, possono
meglio eliminare e/o evitare la concentrazione di sostanze inibenti.

NS NE N N NN

AN

Procedimento

Secrezioni respiratorie (escreato, bronco lavaggio, tracheoaspirato), fluido pleurico,
drenaggio toracico, ecc. e tessuto polmonare

Prelevare 200 uL dal volume di secrezione respiratoria 0 tessuto ottenuto dopo
fluidificazione o omogeneizzazione (evitando 1’uso di brodo di coltura come indicato nella
sezione “Metodo colturale). Nel caso in cui il volume disponibile fosse inferiore a 200 pL e
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possibile compensare con il volume necessario di PBS. Quindi procedere con I’estrazione del
DNA seguendo il manuale di istruzioni del Kit utilizzato. Dopo 1’eluizione, prelevare 5 uL di
DNA per I’analisi mediante Real Time PCR. Ad oggi i kits per analisi di campioni clinici
mediante Real Time PCR disponibili in commercio sono ben pochi e per lo piu specifici per
Legionella pneumophila. Per 1’uso di sistemi in “house”, si consiglia 1’'uso di sistemi che siano
oggetto di Controlli di Qualita Esterni (EQA). In ogni caso i campioni possono essere inviati al
Laboratorio di Riferimento Nazionale.

Determinazione dell’antigene urinario

Il test dell’antigene urinario € molto semplice e rapido da eseguire. Di seguito tuttavia si
riporta una breve procedura per evitare possibili falsi positivi:

v" bollire 0,5-1 mL di urine per 5 minuti
v’ centrifugare a 12000 g per 2 min.

v’ trasferire il sopranatante in un'altra provetta e analizzarlo con il test in uso nel
proprio laboratorio.

Risultati
Per quanto riguarda il test immunocromatografico, la presenza di una banda, seppure debole,
indice di positivita al test. In questo caso sono tuttavia auspicabili metodi aggiuntivi a supporto
della diagnosi, come la ricerca di anticorpi specifici e il metodo colturale. Inoltre, si deve
puntualizzare che 1’esito diagnostico va comunque valutato in relazione al quadro clinico del
paziente (presenza di polmonite).
Per quanto riguarda il test EIA per la determinazione dei risultati, riferirsi ai livelli di cut off
riportati dal produttore.
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ALLEGATO 3:CAMPIONAMENTO DI MATRICI
AMBIENTALI PER LA RICERCA DI LEGIONELLA

Misure di sicurezza

Legionella & un microrganismo appartenente al gruppo 2 di rischio come indicato nel Titolo
X del dal DLgs n. 81 del 9 Aprile 2008 e s.m.i.. Considerando che la modalita di trasmissione
dell’infezione ¢ attraverso inalazione di aerosol si deve valutare attentamente qualsiasi fase della
prova che lo generi. I campioni in cui essa pud essere presente, devono essere maneggiati da
personale esperto operando con appropriati dispositivi di protezione individuale (maschere,
guanti, occhiali; vedi caratteristiche nel paragrafo DPI del capitolo “Rischio di esposizione
professionale) e in laboratori adeguatamente attrezzati e dotati di cappe Biohazard di classe Il
con certificazione di conformita alla norma tecnica EN 12469 (D. Lgs 81/2008 e s.m.i., Linee
guida recanti indicazioni ai laboratori con attivita di diagnosi microbiologica e controllo
ambientale della legionellosi G.U. N. 29 del 5 febbraio 2005).

In aggiunta alla protezione individuale 1’operatore, durante 1’esecuzione della prova, deve
prestare la massima attenzione a mantenere le condizioni di sterilita del campione eliminando
qualsiasi possibilita di contaminazione con eventuali altri campioni o con 1’ambiente.

Il tecnico che preleva i campioni non deve appartenere ad una categoria a rischio (persone
che sono sottoposte a trattamento con corticosteroidi, che abbiano affezioni croniche a carico
dell’apparato respiratorio, diabetici, ecc.) ed é raccomandato che:

» Indossi quando necessario (ad es. in campionamenti in cui non é possibile lo
spegnimento di torri di raffreddamento che determinano, nei confronti del
campionatore, un’esposizione a rischio) dispositivi di protezione individuale

» Minimizzi la formazione di aerosol facendo scorrere 1’acqua delicatamente
dall’erogatore oggetto del campionamento

» Eviti I’esposizione ad aerosol

Ove praticabile e necessario, richiedere la disattivazione delle torri di raffreddamento o
dei condensatori evaporativi, almeno 20 minuti prima di effettuare il campionamento.

Il presente allegato riporta le modalita per effettuare il campionamento di matrici ambientali
di Legionella annullando e sostituendo quanto riportato nelle “Linee guida per la prevenzione e
il controllo della legionellosi” del 2000. Tali indicazioni sono il frutto dell’esperienza maturata
dal laboratorio nazionale di riferimento per le legionelle, dai laboratori regionali di riferimento e
da altri laboratori di rilevanza scientifica nell’applicazione delle norme delle sopra citate Linee
guida e delle norme is011731- 1 “Water quality-detection and enumeration of Legionella” del
1998 e “Water quality- detection and enumeration of Legionella” parte 2 “Direct membrane
filtration method for waters with low bacterial counts” del 2004 e tengono conto delle
informative del gruppo di lavoro ISO per I’accorpamento e revisione delle suddette norme.

Le indicazioni, riportate a seguire, valgono sia per un campionamento da eseguirsi ad opera
di Ente di Controllo Pubblico, sia per un campionamento di autocontrollo di routine.

La buona riuscita di un’analisi per la ricerca di Legionella dipende da un prelievo corretto,
pertanto tale operazione deve essere effettuata o supervisionata da personale esperto
opportunamente formato che conosca:
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v’ Contenitori sterili con capacita (5-10 L) per campionare acqua proveniente
dall’acquedotto o acqua sospetta di essere fonte di infezione ma che si trova ad una

bassa temperatura

v' Bottiglie sterili (preferibilmente di vetro, polietilene, polipropilene o altra plastica
sterile)

v Contenitori in vetro o polietilene sterili per la raccolta di depositi e incrostazioni

v' Buste di plastica sterili per convogliare il flusso della doccia

v Tamponi sterili ( cotone, poliestere o altro materiale)

v Provette con 2-5 mL di acqua sterile

v Disinfettante: etanolo al 70% v/v o propanolo al 70% v/v, ipoclorito di sodio al 10%
(possibilmente in confezione spray)

v Bisturi sterili

v' Termometro tarato, preferibilmente digitale con sensibilita 0,1 °C

v Flambatore

v Pennarelli resistenti all’acqua o etichette

v Pinze sterili

v Elastici

v Forbici

v' Torcia elettrica

v" Macchina fotografica

v Alcool isopropilico (propanolo) 70%, possibilmente spray.

Campionamento

E’ necessario che i campioni siano univocamente identificati e univocamente correlati a
quanto riportato nello schema di registrazione e quindi mostrare sempre un’attenta osservanza di
procedure di registrazione e marcatura dei campioni.

Legionella sara ricercata nell'ambiente idrico artificiale (impianti d’acqua destinata al
consumo umano, impianti aeraulici, impianti di raffreddamento a torri evaporative/condensatori
evaporativi, fontane decorative, idromassaggi, apparecchiature mediche per la respirazione
assistita, impianti d’acqua termale e qualunque altro impianto risulti evidenziato dalla
valutazione del rischio legionellosi o da osservazioni effettuate sul campo) limitando i prelievi
ai punti che maggiormente possono essere critici, sia in base allo schema di ciascun impianto a
rischio sia in funzione dei dati epidemiologici.

| campioni sono rappresentati principalmente da:

» acqua del circuito dell'acqua calda sanitaria e di quello dell'acqua fredda sanitaria
soprattutto qualora, per quest’ultima tipologia d’impianto, la temperatura sia superiore a
20°C;

» depositi (cosiddetti "fanghi™) o sedimenti da serbatoi e altri punti di raccolta dell'acqua;

> incrostazioni da tubature e serbatoi;

» biofilm e/o altro materiale attaccato alle superfici interne delle tubazioni, allo sbocco di
rubinetti, nei filtri rompigetto, all’interno del diffusore delle docce, da raccogliere
utilizzando dei tamponi;

» acqua d’umidificazione degli impianti aeraulici;

» acqua dell’impianto di raffreddamento a torri evaporative/condensatori evaporativi;

» filtri da impianti di climatizzazione;

» aria umidificata (ad es. quella che fuoriesce dalle torri evaporative/condensatori
evaporativi;

» acqua da vasche idromassaggio, fontane decorative;
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» acqua da sistemi per la respirazione assistita, aerosol;
» acqua e altre matrici tipiche di stabilimenti termali.

Impianti idrosanitari

Nella rete idrosanitaria, nonostante sia maggiore la probabilita di riscontrare il batterio
nell’impianto di distribuzione dell’acqua calda, & necessario effettuare anche il campionamento
dell’impianto di distribuzione dell’acqua fredda sanitaria da effettuarsi in relazione agli esiti
della valutazione del rischio e negli altri casi indicati nel presente documento (es. verificarsi di
un caso).

Il percorso dell’acqua dovrebbe essere monitorato dal suo punto di partenza (punto di
alimento idrico della rete, ossia dall’allacciamento all’acquedotto od al punto d’emungimento
d’acqua di pozzo) fino ai terminali di utilizzo (erogatori sentinella).

A seguire, si riporta 1’elenco dei principali punti di controllo, da utilizzarsi come riferimento
per la definizione della piu opportuna mappatura analitica della rete idrica oggetto d’indagine:

v Allacciamento all’acquedotto od al punto d’emungimento d’acqua di pozzo
v" Accumuli acqua fredda destinata al consumo umano, serbatoi/bollitori acqua calda
sanitaria (alla base e ad 1/3 dell’altezza, quando possibile)
Tutti i siti in cui possono essere presenti fenomeni di ristagno, sedimentazione od
incrostazioni significative
Utenze poco utilizzate
Ricircolo dell’acqua calda sanitaria (anello di distribuzione)
Erogatori a servizio di bagni e/o docce distali (erogatori sentinella)
Addolcitori.

Il campionamento dei punti di controllo deve riguardare 1’acqua sanitaria sia calda che
fredda. Quando questa &€ < 20 °C il numero dei campioni puo essere ridotto. La definizione di
quali e quanti punti di controllo sottoporre a campionamento deve essere motivata dalla
valutazione del rischio legionellosi, cosi come la frequenza d’esecuzione di tali controlli
analitici.

\

ANANENEN

Impianti di raffreddamento a torri evaporative/condensatori evaporativi

I campioni devono essere prelevati dal bacino (tenendosi lontani dal punto di immissione
dell’acqua tramite galleggiante) e/o dal ritorno caldo dalle utenze (torri evaporative).

E’ sufficiente (a meno di risultanze diverse derivanti dalla valutazione del rischio
legionellosi) il prelievo di un campione per ciascun impianto di raffreddamento.

E’ opportuno, in presenza di eventi epidemici, effettuare anche un campionamento dell’aria
che viene espulsa dalle torri /condensatori evaporativi.

Modalita di prelievo

Acqua calda

Il volume consigliabile é di almeno 1 litro.

Per la ricerca di Legionella, in condizioni di utilizzo comune (ossia un campione istantaneo per
simulare I’eventuale esposizione da parte di un utente), prelevare senza flambare o disinfettare
al punto di sbocco e senza far scorrere precedentemente I'acqua e misurare la temperatura.
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Per una ricerca di Legionella all'interno dell'impianto (ossia per monitorarne le sue condizioni
d’igiene):

o far scorrere I'acqua per almeno un minuto;

o chiudere il flusso e flambare all’interno e all’esterno dello sbocco, (quando la
flambatura é tecnicamente possibile) oppure disinfettare con ipoclorito al 1% o etanolo
al 70% lasciando agire il disinfettante almeno per 60 secondi;

o fare scorrere 1’acqua ancora per almeno 1 minuto per rimuovere [’eventuale
disinfettante;

e misurare la temperatura ponendo il termometro nel flusso d’acqua e aspettando il tempo
necessario affinché raggiunga un valore pressoché costante;

e prelevare il campione.

Si suggerisce 1’applicazione di questa modalita di campionamento in occasione dell’esecuzione
dei monitoraggi microbiologici di autocontrollo di routine.

Acqua fredda

Per la ricerca di Legionella in condizioni di utilizzo comune prelevare senza flambare o
disinfettare al punto di sbocco e senza far scorrere precedentemente l'acqua e misurare la
temperatura ponendo il termometro al centro del flusso. Quindi prelevare il campione.

Per la ricerca di Legionella nell'acqua all'interno dell'impianto di acqua fredda il campione si
puo prelevare seguendo quanto é stato descritto per I’acqua calda.

Se la temperatura dell’acqua nell’impianto ¢ < 20°C il numero di campioni puo essere ridotto.
Depositi 0 sedimenti.

Prelevare dallo scarico oppure dal fondo della raccolta di acqua, una quantita > 5mL dopo aver
eliminato I'acqua dall'alto. Raccogliere in recipienti sterili di vetro o altro materiale monouso.
Incrostazioni

Prelevare da tubature e serbatoi, staccando meccanicamente con bisturi sterile il materiale
depositatosi all'interno. Raccogliere in recipienti sterili di vetro o altro materiale monouso
contenente una piccola quantita (2-5 mL) di soluzione Ringer o Page o acqua sterile.

Biofilm

Con un tampone sterile raccogliere il materiale depositato sulle superfici interne o esterne del
punto terminale (effettuare il prelievo prima di aprire il flusso d’acqua, dopo aver smontato il
rompi getto o il diffusore della doccia). Conservare il tampone in recipiente di vetro o altro
materiale monouso (provetta) con tappo, contenente una piccola quantita (2-5 mL) di soluzione
Ringer o Page o acqua sterile

Filtri

Il controllo deve essere eseguito su filtri utilizzati da diverso tempo, e non su quelli lavati o
sostituiti di recente. Prelevare il filtro o una porzione di esso se € di grandi dimensioni e
conservarlo in un sacchetto di plastica sterile.

Trasporto e conservazione

| campioni prelevati devono essere consegnati subito affinché l'analisi possa essere iniziata
preferibilmente entro le 24 ore dal prelievo e trasportati a temperatura ambiente, al riparo dalla
luce, avendo cura di separare i campioni di acqua calda da quelli di acqua fredda.

Trascorse le 24 ore i campioni devono essere conservati necessariamente +5°C + 3°C e
successivamente trasportati in un contenitore in grado di mantenere tale temperatura e
consegnati in tempo utile affinché I'analisi venga iniziata il piu presto possibile e comunque non
oltre i 4 giorni dal prelievo.
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ALLEGATO 4: RICERCA E QUANTIFICAZIONE DI
LEGIONELLA IN CAMPIONI AMBIENTALI

Misure di sicurezza

Legionella & un microrganismo appartenente al gruppo 2 di rischio come indicato nel Titolo
X del D. Lgs n. 81/2008 e s.m.i. Considerando che la modalita di rasmissione dell’infezione &
attraverso inalazione di aerosol si deve valutare attentamente qualsiasi fase della prova che lo
generi. | campioni in cui essa pud essere presente, devono essere maneggiati da personale
esperto operando con appropriati dispositivi di protezione individuale (maschere, guanti,
occhiali; vedi caratteristiche nel paragrafo DPI del capitolo “Rischio di esposizione
professionale) e in laboratori adeguatamente attrezzati e dotati di cappe Biohazard di classe Il
con certificazione di conformita alla norma tecnica EN 12469 (D.Lgs 81/2008 e s.m.i., Linee
guida recanti indicazioni ai laboratori con attivita di diagnosi microbiologica e controllo
ambientale della legionellosi G.U. N. 29 del 5 febbraio 2005).

In aggiunta alla protezione individuale 1’operatore, durante 1’esecuzione della prova, deve
prestare la massima attenzione a mantenere le condizioni di sterilita del campione eliminando
qualsiasi possibilita di cross-contaminazione con eventuali altri campioni attraverso ad esempio
imbuti e/o porta filtro della rampa o altro sistema filtrante utilizzato, pinzette ecc.

Il presente allegato riporta il metodo d’analisi per la ricerca e quantificazione di Legionella
nei campioni ambientali annullando e sostituendo quanto riportato nelle “Linee guida per la
prevenzione e il controllo della legionellosi” del 2000. Tali indicazioni sono il frutto
dell’esperienza maturata dal laboratorio nazionale di riferimento per le legionelle, dai laboratori
regionali di riferimento e da altri laboratori di rilevanza scientifica nell’applicazione delle norme
delle “Linee guida per la prevenzione e il controllo della legionellosi” del 2000 e delle
ISO11731:1998“Water quality-detection and enumeration of Legionella” e ISO 11731-2: 2004
“Water quality-detection and enumeration of Legionella”: “Direct membrane filtration method
for waters with low bacterial counts”.

Strumenti e Materiali

v Sistema filtrante costituito da beuta da vuoto in vetro con portafiltro sterile, imbuto
sterile e pinza, oppure rampa per filtrazione sottovuoto corredata di imbuti sterili o
sistemi simili

v" Pompa da vuoto regolata ad una pressione di circa 500-550 mm Hg

v" Membrane sterili di policarbonato, nylon o esteri misti di cellulosa di 47 mm di
diametro e con porosita di 0,22 o 0,45 um; 1’'uso di membrane nere pud essere
d’ausilio per il riconoscimento delle colonie quando si applica il procedimento di
conteggio diretto su membrana.

v Centrifuga refrigerata in grado di arrivare a 6000 + 100 g

v Bagno termostatico regolabile a 50 + 1 °C

v' Termostato regolabile alla temperatura di 362£2°C in cui alla base é stata posta una

vaschetta con acqua distillata sterile (rimboccata periodicamente quando si osserva
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scendere il livello) per garantire I’umidita. La presenza di CO, al 2,5 + 1 % € utile
per la crescita di alcune legionelle, ma non é essenziale

Cilindri sterili per eventuale misurazione del volume

Raschietti (scrapers) sterili per colture cellulari

Barattoli di vetro o polistirene, piastre Petri, provette polipropilene (50 mL) o buste
sterili o provette di vetro con all’interno palline di vetro del diametro di 3 mm sterili
Micropipette100-1000 pL e relativi puntali sterili, pipette sterili

Spatole ad “L” monouso sterili

Forbici sterili

Becco Bunsen

Provette in vetro o altro materiale monouso (5-10 mL) per effettuare diluizioni
Frigorifero in grado di mantenere una temperatura di +5 = 3°C

Bilancia analitica con sensibilita 0,01 mg

Pipette graduate 2-10 mL sterili o monouso sterili

pHmetro con sensibilita di almeno 0,1 unita di pH

ANENEN

ASANENE NN N NENEN

Terreni e diluenti

In aggiunta ai terreni e supplementi selettivi indicati nella norma 1SO 11731:1998 si pud
prendere in considerazione ’'uso di BCYE (Ditommaso S. et al., 2011)*, gia previsto dalla ISO
11731-2: 2004 per la determinazione di Legionella in campioni con bassa concentrazione
batterica, e del supplemento selettivo di Wadowsky e Yee (MWY) contenente glicina,
vancomicina, polimixina B, anisomicina, blu di bromotimolo, porpora bromo cresolo che ¢ cosi
composto su un volume di 100 mL.:

Glicina...........oovviienn.. 300mg
Polimixina B solfato........... 5000 U.L
Anisomicina..................... 8,0 mg
Vancomicina..................... 0,1mg
Blu di bromo timolo............ 1,0 mg

Porpora di bromo cresolo... .1,0 mg

*L’uso del BCYE, in aggiunta ad un terreno selettivo, si é rivelato molto utile per avere un
maggior recupero di legionelle e un maggiore isolamento di Legionella non-pneumophila. Per
questo motivo se ne consiglia 1’utilizzo.

La letteratura scientifica internazionale ha dimostrato la sostanziale equivalenza tra GVPC e
MWY (Leoni E. et al 2001; Reinthaler et al , 1993; Edelstein P et al 1982).

Modalita di preparazione

» Aggiungere un’ appropriata quantita di polimixina B solfato a 100 mL d’acqua per
raggiungere una concentrazione pari a 10000 Ul/mL. Mescolare e decontaminare
mediante filtrazione per membrana. Dispensare in aliquote da 5 ml in contenitori sterili
e conservare a -20£3 °C. Scongelare a temperatura ambiente prima dell’uso.

» Aggiungere 20 mg di vancomicina idrocloruro a 20 mL d’acqua, mescolare e
decontaminare mediante filtrazione per membrana. Dispensare in aliquote da 1 mL in
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Procedimento per campioni ambientali a matrice acquosa

Concentrazione per filtrazione

>

Agitare bene il campione d’acqua manualmente per staccare le legionelle che aderiscono
alle pareti del contenitore, soprattutto se € di plastica (questo avviene in particolare durante
il trasporto e la conservazione)

Se ci si attende una concentrazione maggiore o uguale a 10° si pud seminare direttamente il
campione (da 0,1 a 0,5 mL) anche prima della concentrazione

Se si presume che il campione abbia una bassa concentrazione di legionelle si suggerisce
I’'uso del metodo basato sulla semina diretta della membrana (vedi di seguito)

Il campione d’acqua puo essere filtrato attraverso membrane sterili di policarbonato o nylon
o esteri misti di cellulosa con porosita pari a 0,22-0,45 um poste su apparati filtranti di vario
genere (sistemi composti da beute da vuoto o rampe per filtrazione)

Filtrare attraverso una pompa da vuoto, esercitando preferibilmente una pressione di circa
500-550 mm Hg (per evitare stress alle legionelle)

Se il campione ha un volume maggiore di un litro o & particolarmente contaminato si
possono usare anche pit membrane in successione oppure prevedere una centrifugazione
(vedi di seguito)

Al termine della filtrazione la membrana viene prelevata con pinzette sterili e posta in un
contenitore di vetro o in provetta in plastica monouso sterile di capacita adeguata e
richiudibile, contenente 10 ml di diluente (soluzione Ringer o Page, vedere la composizione
nella nota del presente Allegato) o con I’acqua dello stesso campione. Si procede quindi al
distacco dei microrganismi che sono stati trattenuti, pipettando ripetutamente il diluente
sulla membrana, oppure mediante sfregamento della pipetta sulla membrana stessa, oppure
si pud procedere anche allo sminuzzamento della membrana con forbici sterili. In
alternativa si pud usare una piastra Petri di 90 mm con 5-10 mL di diluente (soluzione
Ringer o Page o acqua dello stesso campione), rimuovere i batteri adesi alla membrana con
uno scraper o una spatola (passarlo almeno due volte sull’intera membrana) e trasferire poi
il volume di diluente in una provetta di plastica monouso sterile

Si procede poi ad una agitazione vigorosa per 2’ con il vortex

In alternativa si possono utilizzare anche buste sterili dove si colloca la membrana con il
diluente e poi si procede al massaggio con le dita attraverso la busta della membrana stessa
per almeno 30’ per rimuovere i batteri e ad un trattamento in bagno ad ultrasuoni (vedi
punto successivo)

Se si possiede un bagno ad ultrasuoni e consigliabile trattare il concentrato da 2 a 10 minuti
in alternativa al vortex; assicurarsi che il livello di diluente che copre la membrana sia sotto
il livello dell’acqua nella vasca ad ultrasuoni

II campione cosi ottenuto rappresenta il concentrato da utilizzare per I’inoculo. Effettuare
subito la semina e conservarlo in frigorifero a +5 + 3°C per un periodo massimo di 7 giorni
(N.B. In presenza di epidemie si raccomanda la conservazione del rimanente concentrato
fino alla completa esecuzione di tutte le indagini ambientali ed epidemiologiche)
Trattamento al calore e/o con soluzione acida'. Quando del campione si conosce entita di
contaminazione da microrganismi interferenti si puo adottare un trattamento o 1’altro. Ad
esempio si presume che acque provenienti da sistemi idrici sottoposti a trattamento di
disinfezione abbiano una bassa contaminazione e pertanto un solo trattamento e sufficiente.
Al contrario acque provenienti da sistemi idrici non sottoposte a disinfezione e quindi
presumibilmente contaminate saranno trattate con entrambe le modalita. Per campioni, in
cui e visibile anche ad occhio nudo una considerevole presenza di detriti o altro materiale
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Concentrazione per centrifugazione

In alternativa e possibile utilizzare la concentrazione per centrifugazione. Questo metodo
tuttavia e sconsigliato a causa del basso recupero di legionelle ottenuto. Si suggerisce di
utilizzarlo solo per campioni difficili da filtrare perché molto torbidi e/o per la presenza di
materiale corpuscolare. La centrifugazione viene effettuata con 200+5 ml di campione a 6000 +
100 g per 10min oppure 3000 £ 100 g per 30min tra 15 e 25 °C. Si elimina sterilmente e molto
delicatamente il sopranatante e si risospende il deposito (in 2-20 ml di soluzione Ringer o
soluzione Page) o acqua distillata sterile. E’ consigliabile rimuovere il sopranatante mediante
aspirazione con una pompa da vuoto o con una pipetta sterile, non per decantazione per evitare
di perdere le legionelle. Registrare il volume finale, che rappresenta il volume in cui si &
concentrato il campione

Procedimento per campioni ambientali a matrice non acquosa

Depositi o sedimenti.

Effettuare diluizioni in base 10 (10™ e 10) con acqua distillata sterile soluzione Ringer o
Page e agitare bene. Trattare le sospensioni al calore e con acido ed effettuare la semina su
terreno selettivo come descritto per le matrici acquose.

Incrostazioni

Frantumare e triturare le incrostazioni in mortaio o mixer sterili. Trattare le sospensioni al
calore e con acido ed effettuare la semina su terreno selettivo come descritto per le matrici
acquose.

Tamponi

Agitare il tampone nella provetta per rimuovere il materiale raccolto. Trattare le sospensioni
al calore e/o con acido ed effettuare la semina su terreno selettivo come descritto per le matrici
acquose.

Filtri

Lavare il filtro o parte di esso in acqua distillata sterile o soluzione Ringer o Page. Utilizzare
il volume minimo necessario per evitare di diluire il campione. Se si dovesse rendere necessario
I’utilizzo di volumi maggiori ai 20 mL effettuare una centrifugazione a 6000+ 100 g per 10 min
oppure 3000 £ 100 g per 30min tra 15 e 25 °C. Si elimina sterilmente il sopranatante e si
risospende il deposito (in 2-20 ml di soluzione Ringer o soluzione Page). E’ consigliabile
rimuovere molto delicatamente il sopranatante mediante aspirazione con una pompa da vuoto o
con una pipetta sterile, non per decantazione per evitare di perdere le legionelle.

Trattare le sospensioni sia al calore che con acido ed effettuare la semina su terreno selettivo
come descritto per le matrici acquose.

La presenza massiccia di flora interferente (es. funghi) anche dopo entrambi i trattamenti
(calore e acido) non sempre permette di verificare concretamente ’eventuale presenza di
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Legionella nella piastra di semina con il rischio di falsi negativi, pertanto il ricorso a tale
tipologia di analisi potrebbe non essere significativo.
Tutte le matrici ambientali sopra indicate possono essere conservate a +5 + 3°C per 7 giorni

Espressione dei risultati

Campioni ambientali a matrice acquosa

Filtrazione con membrana con procedura di lavaggio o con procedura di
centrifugazione

In merito alla conferma delle colonie e al successivo calcolo, per quanto riguarda Legionella
la diluizione viene effettuata solo per avere in piastra un numero contabile di colonie (< 150), ed
e possibile tenere in considerazione, tra tutte le piastre seminate, (tal quale, trattamento acido,
calore), solo quella che alla diluizione pit bassa presenta un numero di colonie < 150. Al fine di
soddisfare la necessita del confronto con il riferimento normativo anche per i piccoli numeri (<
10 colonie), calcolare il numero delle UFC di Legionella presenti in 1 litro (UFC/L) in base al
numero delle colonie contate sulla piastra considerata, al numero delle colonie confermate tra
guelle sottoposte a conferma, al volume filtrato,

Calcolare il numero delle unita formanti colonia di Legionella presenti in 1 litro (UFC/1000
mL) in base al numero delle colonie contate sulla piastra considerata, al numero delle colonie
confermate tra quelle sottoposte a conferma, alla diluizione eventualmente effettuata sul
campione e al fattore di concentrazione secondo la seguente formula:

_kxzxVg 1

= X
nxV,xd c
dove:

Cs = numero totale dei microrganismi confermati nel volume di riferimento del campione Vs

(1000 mL);

k = numero di colonie confermate tra quelle sottoposte a conferma (n);

n = numero di colonie tipiche sottoposte a conferma;

z = numero di colonie tipiche contate sulla membrana;

Vit =volume di campione o della diluizione inoculato su piastra (in mL);

Vs = volume di riferimento per 1’espressione dei risultati (1000 mL);

d = diluizione utilizzata;

c = fattore di concentrazione (es. 1000 mL concentrati in 10 mL fattore di concentrazione
=100).

Arrotondare all’intero i valori ottenuti: se la prima cifra dopo la virgola ¢ minore di 5, non
modificare quella precedente; se la prima cifra dopo la virgola € maggiore o uguale a 5,
aumentare la cifra precedente di una unita.

Esprimere i risultati preferibilmente con un numero compreso tra 1,0 e 9,9 moltiplicato per
I’appropriato esponente in base 10 o I’intero numero con due cifre significative.

L’assenza di Legionella sara riportata come <100 UFC/L se il volume esaminato é un litro, il
volume di concentrato ¢ 10 mL ed il volume dell’inoculo ¢ 0,1 mL. Tale limite soddisfa 1
requisiti richiesti dalle finalita di prevenzione sanitaria indicate nei documenti di riferimento
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ALLEGATO 5: IDENTIFICAZIONE E CONSERVAZIONE
DI LEGIONELLA

Misure di sicurezza

Legionella € un microrganismo appartenente al gruppo 2 di rischio come indicato nel Titolo
X del D.Lgs n. 81/2008 e successive modifiche e integrazioni (s.m.i.).

I campioni in cui essa puo essere presente, devono essere maneggiati da personale esperto
che opera con appropriati dispositivi di protezione individuale (maschere, guanti, occhiali, vedi
caratteristiche nel paragrafo DPI del capitolo “Rischio di esposizione professionale”), in
laboratori adeguatamente attrezzati e dotati di cappe Biohazard di classe 1l con certificazione di
conformita alla norma tecnica EN 12469 (D.Lgs 81/2008 e s.m.i., Linee guida recanti
indicazioni ai laboratori con attivita di diagnosi microbiologica e controllo ambientale della
legionellosi G.U. N. 29 del 5 febbraio 2005).

In aggiunta alla protezione individuale 1’operatore, durante 1’esecuzione della prova, deve
prestare la massima attenzione a mantenere le condizioni di sterilita del campione eliminando
qualsiasi possibilita di contaminazione con eventuali altri campioni o con [’ambiente
circostante.

Strumenti, reagenti e Terreni

Cappa a flusso laminare Biohazard di classe 2

Lampada UV a lunghezza d’onda di 366 + 20 nm

Stereomicroscopio a luce laterale con obiettivo ingrandimento 30x

Microscopio a fluorescenza con obiettivi 25x e 50x

Termostato regolabile alla temperatura di 36+2°C in cui alla base ¢ stata posta una

vaschetta con acqua distillata sterile (rimboccata periodicamente quando si osserva

scendere il livello) per garantire I’'umidita. La presenza di CO, al 2,5% ¢ utile per la

crescita di alcune legionelle, ma non é essenziale

v Piastre BCYE agar con e senza L-cisteina (per la preparazione vedi norma ISO di
riferimento 11731 )

v Anticorpi monoclonali contro Legionella pneumophila coniugati con fluoresceina-
isotiocianato (FITC) per eseguire immunofluorescenza diretta

v" Reagenti per agglutinazione al lattice in grado di riconoscere i sierogruppi di
Legionella pneumophila (1-15) e altre specie

v' Reagenti per agglutinazione diretta o altri reagenti (ad es. test

immunocromatografici);

ASANENENEN

v Anticorpi monoclonali o policlonali per il riconoscimento dei singoli sierogruppi o
delle singole specie mediante immunofluorescenza indiretta o diretta

v Anse sterili di plastica 10 e 0,1 pL

v Provette per congelamento tipo “Microbank”

v’ Provette per criogenia per la conservazione dei ceppi

v Provette contenenti agar BCYE per la subcoltura dei ceppi da congelare

v’ Latte parzialmente scremato sterilizzato a115 +1 °C per 15 minuti

v" Congelatore a -70£10 0 -20+ 5°C.
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Una volta ottenuta la crescita di colonie a seguito di un’analisi di un campione per la ricerca
di Legionella, sia esso di origine umana che ambientale, si procedera alla identificazione ed
eventuale conservazione.

La conservazione avverra per tutti i ceppi isolati da campioni biologici che verranno spediti
al Laboratorio Nazionale di Riferimento che mantiene una collezione di ceppi di Legionella sin
dal loro primo isolamento nel nostro Paese ed effettua un monitoraggio della loro distribuzione
nel territorio italiano attraverso la tipizzazione molecolare.

| ceppi di origine ambientale che dovranno essere conservati ed inviati al Laboratorio
Nazionale di Riferimento saranno di preferenza quelli correlati con cluster o epidemie sia di
origine comunitaria che nosocomiale, al fine di consentire 1’identificazione della fonte
dell’infezione attraverso il confronto con il ceppo isolato dai casi di malattia, avvenuti sia in
pazienti italiani che stranieri (al ritorno nel loro Paese). Altri ceppi di particolare interesse (ad
esempio quando nella scheda di sorveglianza il paziente riferisce il contatto con un ambiente
particolare 0 mai documentato), potranno essere inviati allo stesso Laboratorio Nazionale di
Riferimento.

Le prove biochimiche possono aiutare solo relativamente I'identificazione.

Infatti, Legionella non fermenta gli zuccheri e solo alcune prove enzimatiche sono presenti
in una o piu specie.

Le colonie compaiono mediamente dopo un periodo da 3 a 10 giorni di incubazione, con

aspetto piccolo, di colore bianco-grigio, leggermente convesse, con bordi "a vetro smerigliato™
se osservate con uno stereomicroscopio con luce incidente obliqua ad un ingrandimento di
almeno 30x.
Su terreno (MWY) contenente coloranti quali ad esempio il blu di bromotimolo e porpora di
bromocresolo alcune specie possono assumere una colorazione caratteristica secondo la specie
stessa. Se osservate sotto raggi UV a lunghezza d'onda di 366 nm, alcune specie (L. bozemanii,
L. gormanii, L.dumoffi, L. anisa, L.cherrii, L.steigherwaltii, L.gratiana, L. tucsonensis e L.
parisiensis) mostrano un’autofluorescenza bianco-blu oppure rossastra (L. rubrilucens e L.
erytra).

Prova differenziale preliminare.

Effettuare subcolture di ogni colonia tipica sia su BCYE agar sia su BCYE agar senza L-
cisteina o su comune terreno di coltura; e preferibile Yeast extract agar, Mac Conkey, ecc. in
quanto I’agar sangue pud promuovere una piccola crescita iniziale dovuta a tracce di sostanze
che possono supplire alle necessita del microrganismo. Incubare a 36+2°C per 48 ore.

Le colonie di Legionella presenteranno crescita su BCYE agar e assenza di crescita su
BCYE agar senza L-cisteina o sul terreno di crescita per germi comuni, per l'incapacita di
Legionella di moltiplicarsi in assenza di L-cisteina. L. oakdrigensis e L. spiritensis richiedono
L-cisteina e ferro per I’isolamento primario, ma possono crescere debolmente anche in terreno
privo di L-cisteina. Pertanto deve essere accuratamente osservata la differenza di crescita nel
terreno con e senza cisteina.

Questa identificazione presuntiva deve essere confermata attraverso I’utilizzazione di
reagenti specifici (vedi paragrafo sottostante) oppure attraverso 1’amplificazione e il
sequenziamento di geni (mip, rDNA).
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Identificazione definitiva.

L’identificazione della specie e del sierogruppo si effettua su base antigenica con test
sierologici che utilizzano anticorpi policlonali o preferibilmente monoclonali.

In caso di negativita con il test di agglutinazione al lattice procedere con il test
immunocromatografico che rileva la maggior parte delle specie di Legionella e sierogruppi di
Legionella pneumophila (Helbig et al.,, 2006) oppure con qualsiasi altro metodo
(immunofluorescenza diretta o indiretta, agglutinazione diretta) che consenta di confermare o
escludere la presenza di Legionella. Tutti questi reagenti sono disponibili in commercio.

L’identificazione di Legionella & normalmente eseguita mediante i comuni test di
identificazione sopra indicati. Tuttavia, qualora 1’esame colturale determini I’isolamento di
colonie considerate presunte legionelle, e mediante i test convenzionali non & possibile arrivare
ad una identificazione definitiva, si pud effettuare attraverso saggi di biologia molecolare. Tali
metodiche devono essere svolte in locali del laboratorio opportunamente dedicati e da personale
adeguatamente addestrato. L’identificazione puo essere eseguita mediante analisi della
sequenza del gene mip, utilizzando il DNA batterico purificato dalla colonia isolata. I
protocollo utilizzato a questo scopo & stato elaborato e standardizzato dal gruppo di lavoro
europeo (ESGLI) e le sequenze ottenute saranno confrontabili con quelle disponibili nel
database a questo dedicato (http://www.hpa.org.uk/cfi/bioinformatics/dbases.htm#EWGLI) e
risalire alla specie di Legionella in esame (Fry et al., 2007; Ratcliff et al., 1998). Nella nota in
fondo alla pagina si riporta un breve protocollo.

Inoltre 1’identificazione di colonie presunte puo essere anche effettuata attraverso saggi di
PCR, convenzionale o Real Time, che potranno essere eseguiti utilizzando sistemi in “house” o
kit commerciali, purché conformi alla ISO 12869 (2012).

Nei casi in cui sia stata riscontrata un’elevata contaminazione ambientale da colonie presunte
essere Legionella o tali colonie siano state isolate da campioni umani e ci sia I’impossibilita da
parte del laboratorio che ha effettuato le analisi di proseguire alla identificazione definitiva, le
colonie isolate possono essere inviate al Laboratorio Nazionale di Riferimento.

| ceppi possono essere sottoposti anche a tipizzazione che puo essere effettuata su base
fenotipica 0 genomica. La tipizzazione fenotipica individua il sottotipo monoclonale (si usa
soprattutto per tipizzare Legionella pneumophila sierogruppo 1) di diversi tipi antigenici
esistenti. La tipizzazione genomica puo essere effettuata mediante amplificazione basata su
sequenza (SequenceBased Typing) che individua la sequenza di 7 geni di Legionella
(http://mvww.hpa-bioinformatics.org.uk/legionella/legionella_sbt/php/sbt_homepage.php), 0
attraverso 1’analisi del profilo genomico mediante Amplified Fragment Length Polimorphism
(AFLP) o Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). Queste analisi utilizzate soprattutto per il
confronto di stipiti di origine umana ed ambientale e per studi epidemiologici, possono essere
effettuate da laboratori che posseggono un’adeguata competenza in queste metodiche oppure dal
Laboratorio Nazionale di Riferimento.

Congelamento e conservazione dei ceppi

Per il congelamento il ceppo deve essere coltivato in confluenza per 3 giorni su una provetta
a becco di clarino oppure in una piastra contenente BCYE agar (si pud utilizzare meta della
piastra per un ceppo e meta per un altro, facendo molta attenzione ad evitare cross-
contaminazione).
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ALLEGATO 6:RICERCA DI LEGIONELLA IN CAMPIONI
AMBIENTALI MEDIANTE REAL-TIME PCR

Il presente allegato riporta indicazioni per la determinazione della presenza di DNA di
Legionella in campioni di acqua. Per approfondimenti e ulteriori dettagli si suggerisce la
consultazione della norma di riferimento da cui e tratto, “Water quality-Detection and
guantification of Legionellaspp and/or Legionella pneumophila by concentration and
genicamplification by quantitativepolymerasechainreaction (qPCR)” (1SO /TS 12869, 2012).

Quanto riportato ha lo scopo di suggerire una buona pratica di laboratorio per 1’attuazione
della Real Time PCR, poiché al momento non esiste una procedura standard e la metodica
rimane ancora oggi non validata per scopi diagnostici. Il presente allegato é rivolto a coloro che
intendano determinare e quantificare Legionella spp e/o Legionella pneumophila, mediante
amplificazione genica attraverso Real Time PCR. Essa pud essere utilizzata per una rapida
analisi di routine, ma soprattutto in campioni ambientali correlati a focolai epidemici, per i quali
€ ancor pil necessaria la tempestivita delle indagini, al fine di attuare le opportune misure di
controllo per il contenimento dei casi di malattia.

Aspetti generali

Lo staff tecnico preposto alle analisi di campioni d’acqua mediante Real Time PCRdeve
conoscere i fondamenti della biologia molecolare ed in particolare della PCR, nonché deve
avere appropriate conoscenze di microbiologia. Se la stessa persona esegue le analisi colturali e
molecolari, essa deve indossare un differente camice per le due diverse analisi. In particolare,
durante la fase di preparazione della Real Time PCRdeve sempre indossare i guanti utilizzare
materiale monouso idoneo per al metodo Real Time PCRed avere a disposizione un set di
micropipette per la Real Time PCRben distinto da quello usato per 1’esame colturale.

Aree di lavoro

Il laboratorio deve avere idealmente 3 aree di lavoro fisicamente distinte:
1. Area per la concentrazione dei campioni e I’estrazione del DNA

2. Area per la preparazione della miscela di reazione della Real Time PCR,;
3. Area per I’amplificazione

Campionamento

I campioni devono essere raccolti in contenitori sterili, con tutte le precauzioni necessarie.
Sul contenitore e/o su un registro devono essere indicati: luogo e data del prelievo, volume e
temperatura e se é stato effettuato un trattamento con biocidi. Nel caso in cui si utilizzi la Real
Time PCR per analisi di routine, se si prevede che il/i campioni siano negativi, & possibile
campionare un solo litro. Nel caso in cui si debbano investigare cluster epidemici € sempre
consigliato il prelievo di 2 litri d’acqua che saranno utilizzati possibilmente mescolati in
sospensione omogenea. Qualora non fosse possibile fare un’unica sospensione, analizzare una
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prima meta di ciascun litro con la Real Time PCR ed eventualmente (se positivo in Real Time
PCR) la seconda meta mediante coltura. Nel caso in cui un diverso volume d‘acqua & prelevato,
bisogna indicarlo e tenerne conto nell’analisi quantitativa.

| campioni devono essere analizzati immediatamente o entro 24 h dal prelievo. In questo
caso, i campioni devono essere conservati a5 + 3 °C.

Concentrazione

Quando la concentrazione & ottenuta mediante filtrazione, i filtri devono essere in
policarbonato o altro componente con bassa capacita di adsorbimento di proteine o DNA. Non
si possono usare filtri in cellulosa. I filtri devono avere porosita 0.45um

E’ preferibile non conservare i filtri a 5 = 3 °C, bensi procedere subito con ’estrazione del
DNA genomico.

Decontaminazione

Tutti i dispositivi ed il materiale riciclabile devono essere trattati per immersione o ammollo
con una soluzione di ipoclorito (1,7% di cloro attivo) o acido cloridrico (1%) o detergente non
ionico per almeno 30 minuti, seguito da risciacquo per due/tre volte con acqua distillata filtrata e
sterilizzata a 121+1°C per 20 min. La radiazione ultravioletta pud essere utilizzata per
decontaminare strumentazione di piccole dimensioni o parti di essa (micropipette, pinzette,
porta-filtro delle rampe di filtrazione, ecc).

Estrazione di DNA genomico

L’estrazione del DNA genomico consiste nella lisi dei batteri e successiva purificazione
dalle altre componenti batteriche, in particolare da quelle sostanze che potrebbero inibire la
reazione di Real Time PCR. Pertanto, la scelta del metodo di estrazione-purificazione deve
essere fatta sulla base della migliore soluzione per la successiva fase di amplificazione. Cio
significa che sarebbe opportuno valutare i metodi di estrazione, mediante prove preliminari su
campioni test. E* dimostrato che i metodi di estrazione che fanno uso di sistemi automatizzati
danno i migliori risultati in Real Time PCR. Si possono, comunque, valutare metodi che si
basano su matrici di silice o su lisi alcalina seguita da purificazione con resine su colonna.

Il DNA puo essere estratto o direttamente sul filtro o dopo completa rimozione dei batteri da
esso, per es. mediante sonicazione. Ciascuna estrazione di DNA deve prevedere un controllo
negativo, che assicuri ’assenza di cross-contaminazioni. Il DNA estratto puo essere conservato
a5+ 3 °C, se analizzato in giornata, oppure conservato a -20°C per alcuni mesi.

Controllo di inibizione

Molti kit presenti in commercio per la determinazione e quantificazione di Legionella,
includono un controllo interno di inibizione, utile per accertare i campioni negativi. Nel caso in
cui un DNA controllo interno venga aggiunto alla miscela di reazione di Real Time PCR, questo
potra essere rappresentato o da DNA genomico di Legionella o da un gene inserito in un
plasmide e amplificato dagli stessi primers del gene target. La concentrazione di questo DNA
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dovrebbe corrispondere alle sospensioni dei DNA genomico di L. pneumophila usati come
standard. Anche in questo caso bisogna fare test di calibrazione, utilizzando diluizioni in base
10 di una soluzione contenente DNA (plasmidico, genomico o oligonucleotidi) a concentrazione
nota.

Amplificazione di DNA mediante gPCR

Esistono vari kit disponibili in commercio per la determinazione e quantificazione di
Legionella in campioni d’acqua, per i quali resta valido quanto indicato fino ad ora. Inoltre,
numerosi studi sono stati pubblicati che valutano sistemi “in house” anch’essi basati su qPCR,
che possono essere presi ad esempio per I’analisi di campioni d’acqua (Joly et al., 2006b; Morio
etal., 2008).

Valutazione di sistemi “in house”: aspetti generali

La qPCR ¢ un metodo che si basa sull’amplificazione di un gene target, evidenziata da una
sonda, marcata con un fluoroforo, che ibridizza con una regione dell’amplificato. Quando si
sviluppa un test di qPCR occorre innanzitutto ottimizzare i parametri di amplificazione (numero
di cicli, temperature di ibridazione, concentrazione di MgCl,, ecc.) e la composizione della
miscela di reazione (dNTPs, primers, sonda, ecc.). Quindi, bisogna valutare la sensibilita
(utilizzando delle diluizioni del DNA genomico standard a piu bassa concentrazione) e la
specificita del sistema. Nel determinare la specificita dovranno essere eseguiti test di inclusivita,
su tutti i sierogruppi di L. pneumophila e su L. spp, e di esclusivita su una lista di patogeni
appartenenti ad altre specie (“Water quality-Detection and quantification of Legionellaspp
and/or  Legionella pneumophila by concentration and genicamplification by
quantitativepolymerasechainreaction (qPCR)” (ISO /TS 12869, 2012).

Per le analisi preliminari e per tutte quelle successive, & bene preparare soluzioni stock di:
DNA standard, primers, sonde, controllo interno di inibizione. Le soluzioni stock vengono poi
diluite alle concentrazioni di lavoro. Soluzioni stock e soluzioni di lavoro devono essere
conservate a -20°C. La miscela di reazione deve essere preparata al momento.

Rilevazione quantitativa

La rilevazione é ottenuta mediante ampliconi specifici del genere Legionella e/o specifici
della specie L. pneumophila. Qualora si voglia determinare la quantita di DNA di Legionella
presente nel campione, sono necessari almeno quattro campioni di DNA genomico di L.
pneumophila ceppo ATCC 33152 a concentrazione nota espresso in unita genomiche (UG), un
controllo interno di inibizione, per verificare qualche inibizione presente nel DNA estratto dal
campione, un controllo negativo. Tutti i campioni, DNA standard, controlli negativi e campioni
test) devono essere analizzati almeno in doppio.

Le concentrazioni sono espresse in unita genomiche per litro (UG/L) di campione. Se un
volume differente e stato utilizzato nella fase di concentrazione, si dovra tenere conto del
volume filtrato. Se un campione & parzialmente o totalmente inibito, 1’analisi deve essere
ripetuta diluendo il campione fino ad ottenere la rilevazione attesa per il controllo interno di
inibizione.

Per verificare la capacita di quantificazione nel sistema utilizzato ¢ consigliabile 1’uso
periodico di DNA di riferimento a titolo noto e certificato.

Per I’analisi dei campioni mediante qPCR ¢ raccomandato 1’uso di kit commerciali, che
attestino la validazione secondo la norma ISO/TS 12869 sopra riportata 0 AFNOR NF T90-
471 ‘Qualité de I'eau - Détection et quantification des Legionella et/ou Legionella pneumophila
par concentration et amplification génique par réaction de polymérisation en chaine en temps
réel (RT — PCR)’.Avril 2010.
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ALLEGATO 7: REVISIONE CIRCOLARE 400.2/9/5708 DEL
29/12/93

Facendo seguito alle precedenti circolari ministeriali concernenti la sorveglianza dei casi di
legionellosi si forniscono indicazioni in merito all’aggiornamento della scheda relativa a detta
sorveglianza.

Le modifiche apportate alla scheda sono suggerite dall’esigenza di disporre di dati piu mirati,
che consentano di individuare piu correttamente i fattori di rischio e le eventuali esposizioni dei
casi di legionellosi nel nostro Paese.

Di seguito vengono riportate le modifiche apportate alla scheda:

e E’ stata aggiunta una voce relativa al trapianto di organo (tale voce € stata ritenuta
un'importante informazione, in quanto pazienti sottoposti a trapianto sono a maggior
rischio di infezione).

e [’ stata tolta la voce relativa al trattamento con antibiotici.

e E’ stata ampliata la voce relativa al ricovero ospedaliero con la richiesta di specificare la
diagnosi di ammissione.

e E’ stata aggiunta la voce cure termali.

La scheda modificata, di seguito riportata, sostituisce la precedente allegata alle Linee guida

per la prevenzione e il controllo della legionellosi. Gazzetta Ufficiale n. 103 del 05/05/2000 e
dovra essere utilizzata per la segnalazione dei casi di legionellosi.
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ALLEGATO 8: ELENCO DEI LABORATORI REGIONALI DI
RIFERIMENTO PER LA LEGIONELLOSI

A. Laboratori di riferimento per la diagnosi ambientale

ABRUZZO

ARTA ABRUZZO

Dott.ssa G. Vespa

Via Nizzal5, 67100 I’ Aquila
Tel : 0862 579703

Fax: 0862579729
g.vespa@artaabruzzo.it

BASILICATA

ARPA BASILICATA

Dott.ssa L.Galella

Via della Fisical8, 85100 Potenza
Tel:0971 656294
Fax:0971656204

e-mail: luciana.galella@arpab.it

CALABRIA

Azienda Ospedaliera Mater Domini
Policlinico Universitario

Prof. A.Foca

Via T. Campanellall5, 88100 Catanzaro
Tel: 0961 712427

Fax: 0961770403

e-mail: afoca@unicz.it

CAMPANIA

ARPA Campania

Dipartimento Tecnico Provinciale di Salerno
Dott.ssa A.M. Rossi

Via G. Lanzalone 54, 84100 Salerno

Tel: 0892758099

Fax: 0892758090

Cell: 3498571140

e-mail: am.rossi@arpacampania.it

EMILIA ROMAGNA

Laboratorio Integrato Sezione Provinciale di Bologna
Dr.ssa M.A. Bucci Sabattini

Dr.ssa Leonarda Chetti

Via Trachini, 17 — Via F. Rocchi, 19

40138 Bologna

Tel: 051 396211
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ALLEGATO 9: MODULO A ELDSNET

BUROPEAN CENTAE SC8
DASEASE PREVENTION
AND CONTRDL

European Legionnaires’ Disease Surveillance Network

Rapporto da inviare 2 settimane dopo la notifica di cluster

Nome della struttura recettiva:

Citta/ Regione:

Nazione:

Data di notifica del cluster da parte dell’ISS _/ /  (gg/mm/aa)

Si dichiara che ¢ stato effettuato un sopralluogo presso la struttura recettiva
summenzionata e si conferma che:

SI NO
E’ stata effettuata una valutazione del rischio? (] [
Sono state intraprese misure di controllo?* (] [
La struttura recettiva rimane aperta? L1 [

*Se “No”, per favore specificare i motivi per cui le misure di controllo non sono state
intraprese

Data della valutazione del rischio: _ / / (gg/mm/aa)

Data di invio del modulo all’ISS: _/_/ (gg/mm/aa)

Nome della persona che ha compilato il presente
modulo:

da parte di (se rilevante):
Commenti:

Per favore inviare via mail a rota@iss.it oppure via fax al n. 06 44232444
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ALLEGATO 10: MODULO B ELDSNET

BUROPEAN CENTAE SO8
DESEASE PREVENTION

Europeanl.egionnaires’ Disease Surveillance Network e

Modulo B

Rapporto da inviare 6 settimane dopo la notifica di cluster
(N.B. e necessario rispondere a tutte le domande)

Nome della struttura recettiva:
Citta/ Regione:
Data di notifica del cluster da parte dell’ISS __/_/  (gg/mm/aa)
Presso la struttura recettiva sopramenzionata ¢ stata condotta un’indagine ambientale e
una valutazione del rischio. Sulla base dei risultati dell’indagine, si dichiara che:

Sl NO N/A*

E’ stato effettuato il campionamento ambientale
Legionella ¢ stata isolata dall’impianto idrico
se si — specificare specie e sierogruppo:
Misure preventive erano gia in atto prima della notifica del cluster
Misure di controllo intraprese in risposta al cluster
se si, specificare: iperclorazione

shock termico

altro (specificare)
Le misure di controllo sono soddisfacenti

Il gestore della struttura e stato informato della necessita di
adottare misure preventive a lungo termine

La struttura recettiva rimane aperta

Se N0 —un nuovo rapporto deve essere inviato all’ISS
prima della riapertura

O 00O O 0ood Od
N O
N O

Data del presente rapporto _ / _/ (gg/mm/aa)

Nome della persona che ha compilato il rapporto:

Commenti:

Per favore inviare per email a rota@iss.it oppure per fax al n. 06 44232444
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ALLEGATO 11: QUESTIONARIO PER LINDAGINE DI
FOCOLAI EPIDEMICI
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ALLEGATO 12: LISTA DI CONTROLLO PERIL
SOPRALLUOGO DI VALUTAZIONE DEL RISCHIO
LEGIONELLOSI

NOTA INTRODUTTIVA - FINALITA’ DELL’ALLEGATO 12

La presente lista di controllo ¢ redatta al fine di mettere a disposizione, dell’Organo di Controllo
Pubblico, uno strumento di supporto per redigere una sintetica valutazione del rischio
legionellosi, in occasione di controlli nei quali si debba verificare la valutazione del rischio
legionellosi della struttura oggetto delle attivita ispettive.

Tale lista di controllo pud anche essere utilizzata, quale base preliminare di stima del rischio, da
parte del Responsabile della struttura, in fase d’iniziale azione di prevenzione del Rischio.

Al Responsabile della struttura € comunque richiesta la redazione di una completa ed
approfondita valutazione del rischio legionellosi. Pertanto, si sottolinea che 1’esecuzione di tale
base preliminare di studio (Allegato 12), non sostituisce, per il Responsabile della struttura, la
necessita della redazione di una pil completa ed approfondita valutazione del rischio
legionellosi.

La definizione motivata degli interventi tesi a ridurre e controllare gli eventuali Fattori di
Rischio (FR), individuati tramite tale lista di controllo, deve essere sviluppata dal Responsabile
della struttura, laddove non gia eseguito.

Identificazione Struttura

Tipologia di Struttura
[1 Ad uso collettivo [J Industriale [7 Nosocomiale [ Recettivo [] Termale (] Altro

Ragione sociale

Indirizzo

Citta

Tel Fax E-mail
Periodo di esercizio: [1 Annuale [1 Stagionale da a

Valutazione del rischio legionellosi effettuata dalla struttura’1 Si [ No
Data emissione del piu recente Documento di Valutazione del rischio Legionellosi:

Notazioni:
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ALLEGATO 13: Metodi di prevenzione e controllo della
contaminazione del sistema idrico

Misure a breve termine

Poiché in assenza di interventi strutturali i metodi massivi di disinfezione non sono
sufficienti ad eliminare definitivamente la presenza di Legionella dalle reti di distribuzione di
acqua calda, € necessario mettere in atto le seguenti misure a breve termine indicate, in ogni
caso, come buone pratiche di manutenzione di un impianto idrico per prevenire e contenere la
contaminazione:

» Decalcificazione degli elementi meno usurati mediante immersione in soluzione acida

(acido sulfamico, acido acetico, ecc.) e successiva disinfezione, per un tempo non
inferiore a 30 min, in acqua fredda contenente almeno 50 mg/L di cloro libero.

» Sostituzione di giunti, filtri ai rubinetti, soffioni e tubi flessibili usurati alle docce,
nonché di ogni altro elemento di discontinuita. La frequenza della sostituzione é
usualmente in funzione delle caratteristiche dell’acqua. Ad esempio maggiore €& la
durezza dell’acqua, piu frequente sara la formazione di calcare e quindi ’usura degli
elementi idraulici.

Nell’espletamento delle operazioni sopra descritte occorre operare in conformita ai dettami
del D.Lgs. 81/2008 e s.m.i., al fine di attuare tutte le misure di sicurezza necessarie ad esercitare
la tutela prevista nei confronti del rischio di esposizione degli operatori e degli utenti a
Legionella nelle strutture sottoposte a trattamento.

Misure a lungo termine

Filtrazione al punto di utilizzo

La microfiltrazione consente la rimozione di Legionella dall’acqua in uscita al punto di
utilizzo mediante 1’impiego di una barriera meccanica (0,2 pm). E’ un sistema di trattamento
localizzato, facile da installare, basato sull’impiego di filtri che devono essere sostituiti con
regolarita a causa del progressivo intasamento. Trova applicazione, in particolar modo, nei
reparti dove sono ricoverati pazienti ad elevato rischio.

Trattamento Termico

Numerosi studi hanno dimostrato [Deffetto inattivante prodotto dall’incremento di
temperatura dell’acqua calda nelle reti idriche ospedaliere ed alberghiere. Negli impianti, ove
I’acqua ¢ costantemente mantenuta a temperature comprese tra 50 e 55°C, viene inibita la
proliferazione di Legionella. Valori superiori a 60°C riducono il numero di colonie in modo
proporzionale al tempo di esposizione (pastorizzazione).

Per il trattamento di disinfezione si utilizzano due approcci: lo shock termico e la
disinfezione termica.
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» si effettua il ricircolo dell’acqua a 55-60°C in tutto 1’impianto di distribuzione per
almeno 30 min al giorno, preferibilmente durante le ore notturne al fine di limitare il
consumo di acqua da parte degli utenti.

Vantaggi

Negli impianti dotati del doppio sistema di regolazione della temperatura descritto in
precedenza, pud essere messa in atto immediatamente. Non introduce contaminanti o
sottoprodotti di disinfezione.

Svantaggi

Questa procedura, pur garantendo una buona efficacia, richiede un elevato consumo di
energia tale, a volte, da non essere compatibile con le vigenti disposizioni in materia di
risparmio energetico. Inoltre, puo essere causa di ustioni agli utenti della rete idrica.

Nel caso di impianti in cui ’acqua calda ¢ prodotta e distribuita a 48-50°C (ovvero ad una
temperatura leggermente superiore a quella di utilizzo) la regolazione finale é lasciata ai singoli
rubinetti (impianti con singola regolazione). In tali condizioni, a causa della minore
temperatura, il batterio della Legionella pud colonizzare sia i bollitori che le reti di distribuzione
e di ricircolo. La disinfezione termica di questi impianti non € agevole dal momento che:

» possono essere utilizzati solo sistemi di regolazione a punto fisso con almeno due livelli

(quello di esercizio a 48-50°C e quello di disinfezione a 65°C);

> ¢ difficile tenere sotto controllo il tempo di disinfezione in quanto occorre elevare la
temperatura non solo ai bollitori, ma anche nelle reti di distribuzione;

» anche dopo il trattamento, si & costretti a distribuire acqua troppo calda, non essendo
presente una regolazione indipendente a valle dei bollitori.

Normalmente, considerando tali difficolta, & opportuno modificare il sistema di regolazione

adottando quello basato sull’uso del termostato e del miscelatore.

Irraggiamento UV

La luce ultravioletta a 254 nm ¢ in grado di inattivare i batteri dimerizzando la timina
presente nel DNA in modo da ostacolarne la replicazione. E’ un metodo alternativo di
disinfezione efficace in prossimita del punto di applicazione. Non avendo effetto residuo, non é
adeguato, come unica modalita, al trattamento di un intero edificio dal momento che Legionella
persiste nel biofilm, nei punti morti e nelle sezioni stagnanti dell’impianto.

Procedura

L’apparecchio deve essere installato in prossimita del punto di utilizzo. L’acqua fluisce
all’interno di una camera idraulica, dove viene esposta alla luce ultravioletta generata da
lampade al mercurio. All’origine dell’irraggiamento UV ¢ necessario applicare lo shock termico
0 la clorazione al fine di contenere la contaminazione microbiologica nel resto dell’impianto.
Vantaggi

L’apparecchio viene facilmente installato negli impianti idrici pre-esistenti.

Non sono stati riscontrati effetti avversi alle caratteristiche igienico-sanitarie dell’acqua o
all’integrita delle tubature. A differenza di quanto accade con i disinfettanti chimici, il sapore
dell’acqua non viene influenzato. Ad oggi non ¢ stata riscontrata la formazione di sottoprodotti.
Svantaggi

L’irraggiamento UV risulta efficace se lo spessore del filetto fluido e limitato (in genere fino
a 3 cm) e se I’acqua ¢ scarsamente torbida. La mancanza di effetto residuo nei punti distali ne
limita le potenzialita.
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Clorazione

Il cloro & un agente ossidante utilizzato con successo nel controllo igienico-sanitario delle
acque potabili. L’inattivazione e la soppressione di L. pneumophila richiedono una
concentrazione costante compresa tra 1 e 3 mg/L.

Per il trattamento di disinfezione si utilizzano due approcci: ’iperclorazione shock e
I’iperclorazione continua. Tali procedure implicano un conseguente aumento della
concentrazione in acqua del cloro residuo e dei potenziali sottoprodotti di disinfezione.

La concentrazione ottimale di cloro da impiegare nei due approcci varia in base alle
proprieta chimiche e chimico-fisiche dell’acqua e alle caratteristiche strutturali dell’impianto.
Inoltre, dal momento che la sua attivita biocida decresce rapidamente in ambiente alcalino, é
necessario mantenere il pH dell’acqua a valori compresi tra 6 € 7 al fine di ridurre la sua
concentrazione senza alterarne 1’efficacia.

Iperclorazione shock

Procedura

Viene praticata, dopo aver disattivato il riscaldamento del boiler ed atteso il raffreddamento
dell’impianto a temperature non superiori a 30°C, sull’acqua fredda di reintegro effettuando una
singola immissione di disinfettante (ipoclorito di sodio o di calcio) fino ad ottenere
concentrazioni di cloro residuo libero di 20-50 mg/L in tutta la rete, ivi compresi i punti distali.
Dopo un periodo di contatto di 2 h per 20 mg/L di cloro oppure di 1 h per 50 mg/L di cloro,
I’acqua presente nel sistema di distribuzione viene drenata e sostituita con una nuova
immissione di acqua fredda in quantita tale da ridurre la concentrazione di cloro residuo entro
I’intervallo di 0,5-1,0 mg/L presso i punti distali dell’impianto.
Vantaggi

L’iperclorazione shock € un trattamento disinfettante forte.
Svantaggi

E’ una modalita di disinfezione sistemica ma temporanea, in quanto non impedisce la
ricolonizzazione dell’impianto idrico in un periodo di tempo variabile da alcune settimane ad
alcuni mesi dal termine del trattamento. Ha un’azione fortemente corrosiva nei confronti dei
materiali impiegati nelle reti idriche. Durante il trattamento & necessario interdire 1’uso
dell’acqua calda sanitaria da parte degli utenti e operatori al fine di evitare 1’esposizione ad
elevate concentrazioni del disinfettante.

Iperclorazione continua

Procedura

Si ottiene con ’aggiunta continua di cloro che puo essere introdotto, di norma, sotto forma di
ipoclorito di calcio o di sodio. I livelli residui di cloro in questo caso possono variare a seconda
della qualita dell’acqua, del flusso e della presenza di biofilm; ad ogni modo il disinfettante
residuo deve essere compreso tra 1 e 3 mg/L.
Vantaggi

L’iperclorazione continua ¢ una modalita di disinfezione generale che garantisce una
concentrazione residua del disinfettante in tutto il sistema di distribuzione dell’acqua in modo
da minimizzare la colonizzazione da Legionella nei punti distali.
Svantaggi

Il cloro & corrosivo e pud provocare danni alle tubature. La concentrazione necessaria al
trattamento non ¢ compatibile con gli standard attuali sull’acqua potabile sia in termini di
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disinfettante residuo che come formazione di sottoprodotti. Pertanto, durante tutta la durata
dell’iperclorazione continua, si raccomanda 1’adozione di misure cautelative nei confronti di
pazienti e/o operatori affetti da patologie cutanee o, comunque, sensibili alla presenza di cloro
residuo ai livelli impiegati. E’ inoltre necessario interdire I’uso potabile dell’acqua calda
sanitaria (in particolare nella preparazione di cibi e bevande calde), informando al contempo
I’utenza.

Disinfezione con biossido di cloro

Il biossido di cloro e stato utilizzato con successo in acquedottistica e successivamente
applicato nel controllo della contaminazione da Legionella negli impianti per la produzione di
acqua sanitaria. Rispetto al cloro ha il vantaggio di essere piu attivo nei confronti del biofilm.
Mostra una diversa efficacia in funzione dei materiali impiegati nella rete di distribuzione
(maggiore su gomma rispetto alla plastica, mentre non sembra impiegabile in presenza di
tubazioni in rame).

Procedura

Il biossido di cloro viene prodotto in loco utilizzando un apposito generatore installato in
prossimita del punto di immissione in rete. La concentrazione efficace consigliata da alcuni
autori varia tra 0,1 e 1,0 mg/L a seconda delle peculiarita dell’impianto, delle caratteristiche
chimiche dell’acqua e del livello quali-quantitativo della contaminazione da Legionella.

In caso di forte contaminazione microbiologica, € stato proposto il lavaggio temporaneo
della rete di distribuzione con biossido di cloro a concentrazioni comprese tra 5 e 10 mg/L,
assicurando il flussaggio di tutti i punti di prelievo. Al termine del breve trattamento shock,
durante il quale deve essere interdetto il consumo dell’acqua calda sanitaria ad uso potabile,
quest’ultima viene drenata e sostituita con un nuovo apporto fino a ridurre la concentrazione del
biocida ai livelli di routine (0,1-1,0 mg/L).

Vantaggi

La sua azione non ¢ influenzata dal pH dell’acqua trattata 0 dalla presenza di inibitori della
corrosione. Non produce composti organoalogenati. Riduce la crescita del biofilm.
Svantaggi

Da luogo alla formazione di sottoprodotti inorganici (clorito e clorato) della disinfezione.
Alle concentrazioni piu elevate (> 0,4 mg/L) manifesta un’azione corrosiva nei confronti delle
reti di distribuzione dell’acqua calda sanitaria ed influisce negativamente sulla qualita
dell’acqua distribuita.

Ozonizzazione

L’0ozono ¢ un eccellente biocida in grado di danneggiare irreversibilmente il DNA dei
microorganismi. Viene introdotto in acqua alla concentrazione di 1-2 mg/L da un generatore
operante in funzione della velocita di flusso dell’acqua da trattare. Essendo caratterizzato da un
tempo di emivita estremamente breve non mostra effetto residuo, per cui non pud essere
impiegato nel trattamento sistemico dell’impianto. Ha un minimo impatto sul biofilm, produce
sottoprodotti e, ad alte dosi, pud danneggiare le condutture. La sua efficacia risulta
moderatamente influenzata dal pH e dalla temperatura dell’acqua.
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Disinfezione con monoclorammina

Il trattamento con monoclorammina viene impiegato da oltre 20 anni negli USA per la
disinfezione delle acque potabili. In Italia é stato recentemente sperimentato nel trattamento di
disinfezione dell’acqua calda sanitaria.

Procedura

Viene introdotto in acqua alla concentrazione di 2-3 mg/L.
Vantaggi

Ha la stessa modalita di azione del cloro, ma decade piu lentamente in quanto é scarsamente
volatile e non forma trialometani con la sostanza organica disciolta. La maggiore persistenza in
acqua rispetto al cloro e al biossido di cloro ne assicura una piu efficace diffusione nelle zone
stagnanti e all’interno del biofilm. In generale presenta una maggiore compatibilita con i
materiali impiegati nelle reti di distribuzione. E’ tuttavia incompatibile con alcuni tipi di gomma
impiegata nelle guarnizioni idrauliche.

Svantaggi

Alcuni studi hanno evidenziato la formazione di N-nitrosodimetilammina e un incremento
della concentrazione dello ione nitrito. Allo stato attuale necessita di ulteriori conferme
sperimentali.

lonizzazione rame-argento

Metalli come il rame e D’argento sono noti agenti battericidi: 1’effetto ¢ dovuto
principalmente alla loro azione sulla parete cellulare del microrganismo, che comporta una
distorsione della permeabilita cellulare. Cid, unito alla denaturazione proteica, determina la lisi
cellulare.

Procedura

Gli ioni rame ed argento sono generati elettroliticamente in quantita proporzionale
all’intensita di corrente applicata agli elettrodi ed al tempo di elettrolisi. La concentrazione in
acqua, proposta da alcuni autori, é di 0,02-0,08 mg/L per lo ione argento e di 0,2-0,8 mg/L per
lo ione rame.

L’impiego di questa tecnica necessita di verifiche sperimentali sull’efficacia nel sistema di
applicazione.

Vantaggi

Il metodo ¢ di facile applicazione e non ¢ influenzato dalla temperatura dell’acqua. Inoltre, a
causa dell’accumulo del rame nel biofilm I’effetto battericida persiste per alcune settimane dalla
disattivazione del sistema di trattamento riducendo la possibilita di ricolonizzazione. Ad oggi
non é stata riscontrata la formazione di sottoprodotti di disinfezione.

Svantaggi

Poiché le concentrazioni degli ioni rame ed argento sono soggette a fluttuazioni, & necessario
controllare sistematicamente il loro valore nonché il pH dell’acqua (valore ottimale: 6-8). Sia il
cloro libero residuo che gli inibitori della corrosione possono alterare la concentrazione degli
ioni rame, riducendone 1’efficacia.

Tale tecnica non & adatta al trattamento di reti idriche in acciaio inox, acciaio zincato e rame
a causa di fenomeni ossido-riduttivi che si possono innescare tra le tubazioni ed il disinfettante.
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Disinfezione con perossido di idrogeno e ioni argento

Il trattamento viene effettuato tramite una soluzione stabile e concentrata contenente
perossido di idrogeno (acqua ossigenata) e ioni argento, sfruttando I’azione battericida di
ciascun componente e la sinergia che tra di loro si sviluppa (effetto catalitico dello ione
argento). L’impiego di questo disinfettante ¢ relativamente recente e necessita ulteriori
conferme sperimentali.

Procedura

Il reagente, in soluzione stabilizzata, viene immesso in rete mediante una pompa dosatrice
controllata da un idoneo dispositivo di regolazione in funzione del flusso dell’acqua da trattare.
La concentrazione in acqua proposta da alcuni autori per il controllo della contaminazione della
rete idrica é di 10 mg/L per il perossido di idrogeno e di 10 pg/L per lo ione argento.
Vantaggi

L’azione ossidante del perossido di idrogeno & meno aggressiva di quella esercitata dal
biossido di cloro o dal cloro. Ad oggi non & stata segnalata la formazione di sottoprodotti
inorganici ed organici.

La concentrazione di ioni argento & estremamente modesta e se ben gestita non determina
carichi inquinanti.

Svantaggi

Allo stato attuale non esistono ancora prove esaustive sul comportamento dinamico di tale
disinfettante nel tempo. Uno studio recente ha evidenziato la sua scarsa efficacia nei confronti di
Legionella pneumophila sierogruppo 1 sottotipo Philadelphia.

Poiché le concentrazioni di perossido di idrogeno e di ioni argento sono soggette a
fluttuazioni, & necessario controllare sistematicamente il loro valore.

Tale tecnica non é adatta al trattamento di reti idriche in acciaio zincato dal momento che lo
zinco ¢ in grado di rimuovere 1’argento per ossidoriduzione.

Disinfezione con acido peracetico

Alcune esperienze hanno dimostrato una discreta efficacia di questo biocida nei trattamenti
shock.
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