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INTRODUZIONE

L’osservazione di recenti casi di legionellosi in nosocomi italiani e la notifica di polmoniti da Legionella in turisti che hanno soggiornato in alberghi e villaggi del nostro Paese pone la Sanità Pubblica di fronte al problema della prevenzione comunitaria e nosocomiale delle infezione da batteri del genere Legionella.

Come è noto questi microrganismi sono diffusi nell’ambiente idrico ed in particolare nelle condutture di acqua calda sanitaria e nelle interfacce degli scambiatori di calore degli impianti di climatizzazione. Tale conoscenza comporta la presa d’atto che la prevenzione della legionellosi, soprattutto nosocomiale, deve tenere presente in modo prioritario la gestione del rischio proveniente dalla mancata applicazione di norme di buona pratica per la manutenzione degli impianti idrici.

Un approccio siffatto alla prevenzione delle legionellosi non può non tener conto di due grandi situazioni. Da una parte quella rappresentata dagli ospedali e dai complessi di cura ed assistenza di persone malate che presentano fattori di rischio individuali che rientrano in quelli definiti dalla letteratura come altamente implicati nella patogenesi della malattia polmonare da Legionella. Dall’altra si situa la situazione di molte infrastrutture che accolgono un numero considerevole di persone che si espongono ad un rischio collettivo. In questa situazione annoveriamo tutti i complessi alberghieri, turistici e di svago.

Poiché molti sono gli impianti che utilizzano acqua e che molti di questi sono implicati in infezioni batteriche da Legionella è evidente che occuparsi di questa patologia significa occuparsi di impianti tecnicamente complessi, a volte in condizioni tali da impedire ogni intervento, e, pertanto, è necessario definire tutti i parametri ambientali nei confronti dei quali i responsabili della gestione impiantistica sono tenuti al rispetto di tutte le regole di buona pratica.

Il problema di non facile ed immediata soluzione risiede nel concetto di rischio biologico della legionellosi, ossia nella definizione di quel confine biologico che consente al batterio di infettare, crescere e moltiplicarsi in un organismo umano. Data la scarsità dei dati a nostra disposizione la seconda priorità di un sistema di prevenzione è rappresentata dalla sorveglianza epidemiologica dei casi di malattia che deve essere la più accurata e la più specifica possibile, occupandosi anche della ricerca attiva dei casi per definire micro o macro epidemie e dell’analisi di tutte le possibili fonti implicate nella genesi del caso.

Il presente documento vuole fornire, nelle more di una normativa più specificatamente rivolta ai vari settori di intervento (igienistico, clinico ed ambientale), un quadro esaustivo, per quanto possibile, delle conoscenze sulla Legionella e sulle vie di trasmissione, una organizzazione della sorveglianza epidemiologica che miri a definire le  principali fonti di infezioni al fine di attuare i provvedimenti conseguenti ed un elenco di provvedimenti che sono, ad oggi, i più collaudati, ma che non sono certamente esaustivi di tutti i provvedimenti adottabili siano essi chimico – fisici o biologici.

Per il raggiungimento di tali obiettivi è necessario che il presente testo sia diffuso capillarmente a tutti gli operatori sanitari e ai tecnici impiantisti al fine di strutturare quella sinergia di competenze che è alla base di un’efficace ed efficiente prevenzione.

MICROBIOLOGIA

Tassonomia

Il genere Legionella, che comprende microrganismi acquatici ed è costituito da circa 42 specie a forma di bastoncino, mobili per mezzo di uno o più flagelli polari o laterali, appartiene alla famiglia delle Legionellaceae.

Le specie non possono essere identificate solamente in base ai loro profili biochimici, poiché spesso risultano molto simili, ma tramite indagini sierologiche, ibridazione del DNA cromosomiale o mediante l’analisi chimica degli acidi grassi a catena ramificata.

Caratteristiche

Le Legionelle sono bacilli gram-negativi aerobi obbligati non fermentanti e non ossidanti, mobili per uno o più flagelli sia laterali sia polari, generalmente delle dimensioni di 1,5 - 5 per 0,3 - 0,9 µm, ma che possono presentare anche forme filamentose.

La membrana cellulare delle legionelle è caratterizzata dalla presenza di acidi grassi a catena ramificata di norma non presenti nei batteri gram-negativi. Si colorano difficilmente con il metodo di Gram.

Dal punto di vista antigenico la loro struttura è caratterizzata da antigeni di superficie che ne permettono la classificazione in sierogruppi indicati con numeri romani.

Sono microrganismi difficilmente coltivabili che richiedono terreni contenenti L-cisteina, sali di ferro, carbone attivo ed estratto di lievito e che possono essere resi selettivi mediante l’aggiunta di antibiotici ed antimicotici. 

Habitat e diffusione

Le Legionelle sono sempre state isolate in ambiente umido e mai in ambiente secco. Sono associati all’acqua superficiale, termale e a quella delle apparecchiature dell’aria condizionata, ma sono state comunque riscontrate anche nell’acqua potabile in modo particolare in quella di rubinetti, docce e nebulizzatori di ambienti ospedalieri. 

1. Ambiente naturale

Legionelle sono state isolate da campioni di masse d’acqua (laghi, fiumi, corsi d’acqua, acque termali) e di acque stagnanti a temperature comprese fra 5,7 e 63°C e a pH compresi tra 5,4 e 8,1.

La loro moltiplicazione sembra essere favorita da temperature comprese tra i 35 e i 45°C, condizione riscontrabile nelle acque termali, dal ristagno delle acque e dalla formazione di sedimento e/o di presenza di sostanze biodegradabili.

L’isolamento di Legionella spp. da reti dell’acqua potabile indica la capacità di sopravvivenza ai normali processi di potabilizzazione.

Dal punto di vista ecologico è estremamente interessante la capacità di questo microrganismo di riprodursi nell’ambiente naturale, in contrasto con la sua difficoltà a crescere su terreni di coltura artificiali.

Detta capacità è in buona parte spiegata dai rapporti mutualistici che Legionella intrattiene con alcune specie di alghe verdi-azzurre (Cianobatteri) di acqua dolce, le quali favorirebbero la persistenza, lo sviluppo e la sopravvivenza del microrganismo negli habitat acquatici, come pure con amebe (Naegleria e Acanthamoeba) che verrebbero parassitate dal batterio stesso. Dal canto loro microrganismi ambientali quali Bdellovibrio bacteriovorus, esibendo attività litica verso le legionelle, potrebbero giocare un certo ruolo nella purificazione ambientale.

Dall’habitat acquatico, che rappresenta la principale sorgente ambientale di Legionella, i microrganismi passano in impianti di vario genere (impianti idrici, impianti di condizionamento dell’aria, piscine, fontane) che sono gli ambienti artificiali in grado di realizzare situazioni ottimali per la loro riproduzione e propagazione.

2. Ambiente artificiale

2.1 Impianti idrici

Esistono prove sicure che Legionella pneumophila ha la capacità di moltiplicarsi nell’acqua (specialmente in quella calda) dei sistemi di distribuzione dell’acqua potabile, sia di grandi dimensioni (a livello di ospedali, alberghi, ecc.) sia di piccole dimensioni (a livello di case private).

Contribuirebbero a ciò fattori fisici e biologici, quali un’adatta temperatura, un lungo tempo di ritenzione, la formazione di sedimento, la presenza di biofilm a livello delle superfici interne di tubature o serbatoi, la presenza di sostanze biodegradabili derivate da parti in gomma o in silicone.

Per quanto detto, ne deriva che negli impianti di distribuzione dell’acqua tanto maggiore è la distanza tra la fonte di calore ed il punto di erogazione dell’acqua, tanto maggiore è la pericolosità dell’impianto stesso ai fini della diffusione dell’infezione.

2.2 Impianti di condizionamento dell’aria

Le sezioni caldo-umide dei sistemi di raffreddamento per il condizionamento dell’aria e gli umidificatori dell’aria stessa nei sistemi di ventilazione costituiscono una nicchia ecologica rilevante quali veicoli di diffusione di Legionella spp.

2.3 Piscine e fontane

Alcune epidemie di legionellosi sono state imputate all’utilizzo di acqua riscaldata, contaminata da Legionella pneumophila in vasche da idromassaggio e/o piscine.  Tale situazione, se da un lato induce ad ipotizzare l’inadeguatezza dei sistemi di clorazione/pulizia dei filtri, dall’altra riconferma il ruolo critico e la resistenza di Legionella spp. a stress ambientale rispetto alla maggior parte degli altri microrganismi acquatici.

Anche le fontane possono essere un serbatoio di primaria importanza nella trasmissione dell’infezione in relazione al ricircolo dell’acqua e all’intensità dell’aerosol che si forma con il loro getto.

Resta comunque il fatto che poco si conosce circa il ruolo epidemiologico svolto dagli impianti sopra esaminati.

EPIDEMIOLOGIA

“Legionellosi” è la definizione di tutte le forme morbose causate da batteri gram-negativi aerobi del genere Legionella. Essa si può manifestare sia in forma di polmonite, sia in forma febbrile extrapolmonare o in forma subclinica. La specie più frequentemente coinvolta in casi umani è Legionella pneumophila. Oltre a L. pneumophila, di cui si conoscono 15 sierogruppi differenti, sono state isolate altre specie di legionella nel corso di infezioni nell’uomo, quali L. micdadei e L. feeleii (entrambe responsabili di casi sporadici di pneumopatia acuta), L. bozemanii, L. jordanis e L. hackeliae (tutte responsabili, probabilmente, sia di casi di pneumopatia sia di febbre di Pontiac).L’infezione colpisce la popolazione in generale, producendo malattia in particolar modo nelle persone con deficit immunitario dovuto all’età, a patologie intercorrenti o a particolari condizioni tra cui l’ospedalizzazione.

L’unico serbatoio naturale di Legionella è l’ambiente. Dal serbatoio naturale (ambienti lacustri, corsi d’acqua, acque termali) il batterio passa nei siti che costituiscono il serbatoio artificiale (acqua condotta cittadina, impianti idrici dei singoli edifici, piscine ecc.).

La malattia è ubiquitaria e può manifestarsi con epidemie dovute ad un’unica fonte con limitata esposizione nel tempo e nello spazio all’agente microbico, oppure con una serie di casi indipendenti o sporadici senza un evidente raggruppamento temporale o geografico. Focolai epidemici si sono verificati in ambienti collettivi a residenza temporanea, come ospedali o alberghi. I casi di origine comunitaria di malattia polmonare si manifestano prevalentemente nei mesi estivo-autunnali, mentre quelli di origine nosocomiale non presentano una particolare stagionalità. I dati epidemiologici italiani  in nostro possesso mostrano come i casi di legionellosi, sia comunitari che nosocomiali, siano di natura sporadica e raramente di natura epidemica.

Gli studiosi di Legionella hanno messo in evidenza che, nonostante l’ubiquitarietà del microrganismo, le infezioni da esso sostenute hanno la caratteristica di raggrupparsi in definite aree geografiche e di prediligere i grandi edifici di servizio pubblico, dove, in un primo momento, si credette di aver individuato un possibile serbatoio di infezione nei sistemi di raffreddamento per evaporazione dei grandi impianti di condizionamento dell’aria e un mezzo di trasmissione negli aerosol che si originavano. 

Questa ipotesi è stata dimostrata valida per alcune epidemie americane, come quelle avvenute a Pontiac, Memphis, Eau Claire, mentre in altri casi l’associazione è più equivoca e l’isolamento di Legionella pneumophila potrebbe riflettere soltanto una diffusa contaminazione ambientale, di cui gli impianti sarebbero siti occasionali. 

In Italia, i casi di malattia sembrano più frequentemente correlati alla presenza di Legionella nell’acqua degli impianti idrici, sebbene sia stato finora individuato un solo caso di epidemia generata da impianti di raffreddamento dell’acqua dei sistemi centralizzati di condizionamento dell’aria.

Come già accennato, i fattori predisponenti alla malattia sono l’età avanzata, il fumo di sigaretta, la presenza di malattie croniche, l’immunodeficienza (vedi Tabella1). Il rischio di acquisizione della malattia è principalmente correlato alla suscettibilità individuale del soggetto esposto e al grado di intensità dell’esposizione, rappresentato dalla quantità di Legionella presenti e dal tempo di esposizione. Sono importanti inoltre la virulenza e la carica infettante dei singoli ceppi di Legionella, che, interagendo con la suscettibilità dell’ospite, possono determinare l’espressione clinica dell’infezione.

La virulenza della Legionella potrebbe essere  aumentata dalla replicazione del microrganismo in alghe e protozoi presenti nell’ambiente acqueo.

Delle circa 42 specie di Legionella, non tutte sono state associate alla malattia nell’uomo. La specie più frequentemente rilevata nei casi con diagnosi di polmonite risulta essere L. pneumophila.
Al momento è comunque difficile stabilire quale sia la dose infettante per l’uomo e, conseguentemente, non si ritiene utile, ai fini epidemiologici definire concentrazioni infettanti di Legionella in termini assoluti. Viaggi e soggiorni in alberghi sono importanti fattori di rischio che vanno considerati in aggiunta a quelli già sopra menzionati.

Tabella 1.  Fattori di rischio e malattie di base che favoriscono l’acquisizione di una polmonite da Legionella

Fattori di rischio
Malattie di base

Età avanzata

Sesso maschile

Tabagismo

Alcoolismo
Broncopneumopatia cronica ostruttiva

Immunosoppressione:

· dopo trapianto d’organo

· terapia corticosteroidea

Neoplasie e interventi chirurgici ORL

Insufficienza renale cronica

Modalità di trasmissione

La legionellosi viene acquisita per via respiratoria mediante inalazione di goccioline di aerosol contenenti i batteri.

Oltre tramite l’aerosolizzazione, le goccioline si possono formare sia attraverso spruzzi che con gorgoglii o per impatto dell’acqua su superfici solide o ingerendo acqua contaminata. Più piccole sono le dimensioni delle gocce più queste sono pericolose, in quanto gocce di diametro inferiore a 5µm raggiungono facilmente le basse vie respiratorie.

Da quanto sopra esposto, emerge che le principali fonti di infezione per l’uomo sembrano essere gli impianti idrici e gli impianti per il condizionamento dell’aria.

Si può ritenere che l’esistenza di un serbatoio contaminato sia la prima condizione necessaria al verificarsi di infezioni umane, unitamente a:

· esistenza di meccanismi “amplificanti”, che consentano un significativo incremento della concentrazione del microrganismo 

· efficacia del meccanismo di disseminazione dal serbatoio 

· virulenza dello stipite disseminato 

· introduzione del microrganismo attraverso una via adeguata 

· recettività dell’ospite.

Mentre in alcuni casi la fonte di infezione è stata attribuita a sostanze aerodisperse contenenti batteri provenienti da torri di raffreddamento o condensatori evaporativi o sezioni di umidificazione delle unità di trattamento dell’aria, altre infezioni sono risultate causate dalla contaminazione di impianti di acqua potabile, apparecchi sanitari, fontane e umidificatori ultrasonici.

I principali sistemi generanti aerosol che sono stati associati alla trasmissione della malattia comprendono gli impianti idrici, gli impianti di climatizzazione dell’aria (torri di raffreddamento, sistemi di ventilazione e condizionamento dell’aria, ecc.), le apparecchiature per la terapia respiratoria assistita e gli idromassaggi.

Sono stati inoltre segnalati in letteratura casi di legionellosi acquisiti mediante aspirazione o microaspirazione di acqua contaminata  e attraverso la contaminazione di ferita.

Attualmente non è stato possibile dimostrare la trasmissione interumana dell’agente, né, al momento viene ipotizzata.

Tabella 2.  Principali modalità di trasmissione della Legionella spp.

Modalità
Fonte



Aerosol
Contaminazione dell’impianto idrico

Torri di raffreddamento degli impianti di condizionamento

Umidificatori

Apparecchi per aerosol e ossigenoterapia

Aspirazione
Sonda nasogastrica

Ventilazione forzata
Contaminazione del circuito di ventilazione 

Mortalità e tassi di incidenza

La letalità totale della malattia da legionella è del 5-15%. La mortalità si conferma elevata, sia nei casi di legionellosi acquisita in comunità, dove il tasso di decessi è circa il 20%, ma ancor più nei casi di infezione  acquisita in ospedale dove, proprio a causa del grave stato di salute dei pazienti ricoverati,  raggiunge il 40%.

Secondo alcuni autori la Legionella è responsabile dell’1-5% dei casi totali di polmonite comunitaria e del 3-20% di tutte le polmoniti nosocomiali. Applicando queste percentuali al numero totale di polmoniti nosocomiali che si verificano ogni anno in Italia si otterrebbe un numero di casi di malattia almeno dieci volte superiore a quello attualmente notificato.

Nel Nord America si stima che la proporzione dei casi ospedalieri sia al massimo del 14% rispetto ai casi non ospedalieri. Tuttavia, poiché è difficile distinguere una polmonite da Legionella da altre polmoniti sulla base del solo quadro clinico, ci si attende un numero sicuramente superiore di casi non ospedalieri in quanto la diagnosi sierologica o microbiologica non viene estesa a tutti i casi di polmonite contratta fuori dall’ospedale.
Il tasso medio europeo di incidenza, nel 1997, delle polmoniti da Legionella è stato di 3,9 casi per milione di popolazione. L’Italia si colloca ben al di sotto della media con un tasso d’incidenza di 1,4 casi per milione di abitanti.  

Numerosi studi dimostrano che la legionellosi è sia sotto notificata che sotto diagnosticata, di conseguenza il tasso d’incidenza della Danimarca, pari a 24 casi per milione di popolazione, potrebbe essere molto vicino al reale tasso di incidenza nei paesi europei.

In Italia negli ultimi anni sono stati notificati mediamente un centinaio di casi di legionellosi ogni anno; oltre la metà dei casi viene notificata da 4 regioni: Liguria, Lombardia, Piemonte, Trentino Alto Adige e solo un numero molto limitato di casi viene segnalato dalle regioni del sud Italia.

I casi di infezione nosocomiale rappresentano mediamente il 20-30% del totale e oltre il 50% dei pazienti presenta altre patologie concomitanti, prevalentemente di tipo cronico-degenerativo.

Andamento della Legionellosi in Lombardia

L’andamento della legionellosi in Lombardia relativamente ai casi residenti è riassunto nella tabella seguente:

1991
1992
1993
1994
1995
1996

31
35
24
71
55
38

La tabella seguente riporta i casi registrati nel Sistema informativo delle malattie infettive della Lombardia dal gennaio 1997 al maggio 1999 e si riferisce a tutti i casi notificati di legionellosi:

1997
1998
 maggio 1999

26
34
25

La figura seguente riporta i casi notificati per mese ed anno di notifica:
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L’analisi del grafico evidenzia come i casi di legionellosi vengano notificati per la maggior parte nei mesi estivo autunnali come confermano i dati di letteratura.

Nei primi mesi del 1999 si è avuto un picco epidemico dovuto ad alcuni focolai di legionellosi occorsi in due ospedali milanesi.

La maggior parte dei casi notificati in Lombardia si verifica in soggetti residenti nella provincia di Milano (70 casi dal luglio 96 al maggio 1999 su 108 casi totali: 64,8%), ma anche le province di Mantova, Lecco e Cremona appaiono discretamente colpite (Mantova 8 casi: 7,4%; Lecco 6 casi: 5,5%; Cremona 7 casi: 6,5%).

La distribuzione per sesso privilegia quello maschile (80 casi in maschi; 28 in femmine), anche questo in accordo con i dati epidemiologici della letteratura.

L’età media è 52 anni per i maschi e 56 per le femmine con una moda di 56 anni per i maschi e 41 per le femmine. In un caso la malattia ha colpito una bambina di 7 anni e in un altro è occorsa in un giovane di 21 anni. L’analisi statistica non ha mostrato, tuttavia differenze significative tra le età nei due sessi.

PATOLOGIA

I batteri, penetrati nell’organismo attraverso le mucose delle prime vie respiratorie, giungono negli spazi alveolari ove determinano un interessamento alveolo-bronchiolare più o meno intenso, cui può far seguito una vera e propria polmonite alveolare.

Le Legionelle, per il loro spiccato tropismo intracellulare, penetrano e si moltiplicano all’interno dei macrofagi alveolari e sono anche responsabili di alterazioni della funzionalità dei linfociti T.

Altre vie di introduzione dei germi diverse da quella inalatoria (gastro-enterica, parenterale) sono solo ipotizzate, ma non ancora sufficientemente dimostrate.

L’infezione da Legionella può dar luogo ad un insieme di forme cliniche non ancora del tutto ben conosciute, ma che attualmente ci si limita a ricondurre a due condizioni fondamentali: la febbre di Pontiac e la legionellosi polmonare.
La febbre di Pontiac, è una malattia ad andamento benigno che, dopo un periodo di incubazione di 24-48 ore, si manifesta in forma acuta e si risolve in 2-5 giorni. Dapprima compaiono 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 legionellosi polmonare si manifesta in genere dopo incubazione di 2-10 giorni (in media 5-6 giorni) con iniziale malessere, febbre piuttosto elevata, con interessamento polmonare a carattere lobare clinicamente di discreta o notevole gravità con possibile interessamento pluridistrettuale (neurologico, epatico, renale). All’esame obiettivo del torace si apprezzano aree di addensamento parenchimale mono o bilaterali, con ipofonesi e presenza di rantoli crepitanti. Il reperto radiologico non è patognomonico ed a livello biochimico si osserva un lieve aumento delle transaminasi ed ipofosfatemia.

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

Quando presenti i sintomi extrapolmonari più frequenti sono a livello gastrointestinale, neurologico e cardiaco come descritto in Tabella 3.

Tra le polmoniti da Legionella, l’O.M.S. riserva la denominazione di “Malattia dei Legionari” alla polmonite epidemica sostenuta da L. pneumophila sierogruppo 1 come rilevato durante l’epidemia di Philadelphia del 1976.

La polmonite da Legionella non ha caratteristiche cliniche che permettano di distinguerla da altre forme atipiche o batteriche di polmonite. Tuttavia, le modalità di coinvolgimento degli organi extrapolmonari sono specifiche per la legionellosi e una diagnosi clinica presuntiva può essere fatta sulla base di una corretta associazione di segni e sintomi chiave.

Tabella 3. Manifestazioni extrapolmonari della legionellosi polmonare.

Manifestazioni comuni
Manifestazioni rare

Neurologiche:

· Confusione

· Disorientamento

· Letargia

Gastrointestinali

· Nausea

· Vomito

· Feci non formate/Diarrea

· Dolore addominale

Renali

· Proteinuria

· Ematuria

Orl

· Nessuna

Cardiache

· Nessuna

Tessuti molli

· Nessuna


· Insonnia 

· Allucinazioni

· Delirio

· Atassia

· Ascesso cerebrale 

· Deficit neurologici focali

· Amnesia retrograda    Convulsioni

· Neuropatia periferica

· Corea

· Encefalomielite

· Vertigini

· Epatomegalia

· Peritonite

· Ascesso perirettale

· Ascesso appendicolare

· Pancreatite

· Colite

· Insufficienza renale

· Insufficienza renale mioglobinurica

· Nefrite acuta tubulointerstiziale

· Ascesso renale

· Glomerulonefrite

· Sinusite

· Miocardite

· Pericardite

· Effusione pericardica

· Torsione della punta

· Cellulite

· Ascesso cutaneo

· Infezione di ferite

DIAGNOSI

Diagnosi di laboratorio

La diagnosi di laboratorio della legionellosi deve essere considerata complemento indispensabile alle procedure diagnostiche cliniche. L’indagine laboratoristica deve essere attuata possibilmente prima che i risultati possano essere influenzati dalla terapia, e deve essere richiesta specificamente.

Poiché la Legionellosi è una malattia a bassa prevalenza, la specificità delle prove di laboratorio deve essere prossima al 99,9% per permettere una diagnosi attendibile dei casi sporadici. La complessità della diagnosi di laboratorio consiste, inoltre, nella difficoltà di isolare e identificare il germe in tempi relativamente brevi e nella comparsa, sovente molto tardiva, degli anticorpi, per cui talvolta è possibile fare una diagnosi solo retrospettivamente.

La diagnosi microbiologica si basa su quattro tecniche:

1) coltura della Legionella da materiali delle basse vie respiratorie, sangue, tessuti (sensibilità 70%, specificità 100%, risposta in 3-5 giorni, evidenzia tutte le specie e sierogruppi)

2) ricerca degli antigeni solubili nell’urina (in EIA o in cromatografia sensibilità del 70-90%, specificità >99%, risposta entro poche ore - max 24h; validato per L.pneumophila sierogruppo 1)

3) sierologia per ricerca anticorpale (sensibilità 70-80%, specificità > 95% risposta di norma dopo 3-6 settimane dall’inizio dell’infezione, reagenti disponibili per limitate specie e sierogruppi)

4) ricerca diretta: questa può essere effettuata in immunofluorescenza su materiali delle basse vie respiratorie, tessuti (sensibilità 25-70%, specificità > 95%, risposta entro poche ore - massimo 24 ore, reagenti disponibili per limitate specie e sierogruppi), ma per la ridotta sensibilità non è consigliata.

Coltura

Poichè la Legionella è un patogeno certo quando isolato nelle vie respiratorie, i materiali provenienti dalle basse vie respiratorie per la coltura per Legionella non richiedono una valutazione di idoneità. L’espettorato ha una minore efficienza di isolamento delle Legionelle rispetto ai materiali ottenuti con metodiche più invasive (broncolavaggio, brushing, biopsia)

La coltura è la tecnica di riferimento, possiede specificità del 100 % ed una sensibilità variabile con le caratteristiche del campione studiato e con le procedure adottate. Infatti la carica batterica è spesso minima, la eventuale flora batterica contaminante può mascherare la presenza di Legionella, ma anche la selettività dei terreni può ostacolare la crescita di alcune specie.

Sono consigliabili per una esecuzione ottimale sia l’uso di terreni selettivi che non selettivi, il pretrattamento per campioni contaminati e una minima diluizione che serve per allontanare sostanze inibenti la crescita. Per quanto riguarda la diluizione va ricordato che la soluzione fisiologica può inibire lo sviluppo di Legionella. 

Materiale necessario per le colture : 

terreno BCYE sia non selettivo che selettivo

provetta con 0,9 ml di una soluzione di HCl + KCl a pH 2,2 (per la preparazione della soluzione vedi scheda analitica 6)

Procedura per la coltura su materiali non contaminati (aspirato transcricotiroideo, spazzolato bronchiale protetto, omogenato da biopsia polmonare )  :

· diluire 1:5 in brodo Mueller – Hinton ( BMH ), 

· vortexare per 5 -10 secondi e seminare 0,1 ml su BCYE selettivo, su BCYE non selettivo.

Procedura per la coltura su materiali potenzialmente contaminati (espettorato , aspirato bronchiale, broncolavaggio alveolare ) : 

· non utilizzare gli usuali criteri microscopici di valutazione dell’idoneità dell’espettorato alla coltura ed analizzare sempre il campione

· diluire 1 :10  espettorato o aspirato tracheale in BMH (il broncolavaggio alveolare va prima centrifugato a 1500 g  per 15 minuti e si utilizzano i residui 2 ml dopo risospensione con vortex ) 

· vortexare per 5 -10 secondi e seminare 0,1 ml su BCYE non selettivo, su BCYE selettivo 

· ripetere le stesse procedure di diluizione e agitazione con Vortex con la soluzione acida a pH 2,2 e seminare le stesse piastre

Tempi e ambiente di incubazione 

incubare a 35 - 37°C in atmosfera <5% di CO2 (il CO2 è tossico per concentrazioni > 5%; piuttosto che concentrazioni di CO2 ( 5% meglio incubare in aria) e con umidità elevata. Se si utilizza un termostato a CO2 verificare l’acqua nella vaschetta, se si utilizza una giara creare umidità con una provetta aperta di acqua distillata; in alternativa chiudere le piastre in buste di plastica per evitarne l’essicamento. Leggere giornalmente e protrarre l’osservazione fino a 10 giorni prima di considerare negativa la coltura.

Altre colture : 

l’emocoltura  è positiva solo nel 30 % delle polmoniti; se si utilizzano sistemi in brodo, effettuare una sottocoltura cieca su BCYE ( attenzione alla difficoltà di evidenziare i batteri al Gram della brodocoltura: preferire la colorazione con Arancio di Acridina ); in alternativa usare Isolator con semina su BCYE.

Identificazione:

a) valutare le colonie cresciute su BCYE e considerare sospette quelle che hanno aspetto caratteristico (colore grigio-azzurro con iridescenze rosso-blu-verde, aspetto a vetro smerigliato o vetro tagliato);

b) colorazione di Gram sulle colonie sospette utilizzando come colorante di contrasto la Fucsina basica dello Ziehl diluita 1/5 - 1/10. 

c) sottocoltura su BCYE e AS di eventuali colonie sospette di bacilli Gram negativi ed osservazione dopo 48 ore; se cresce su AS non è Legionella; se cresce solo su BCYE possibile Legionella.

d) se sospetta L.pneumophila confermare con agglutinazione con antisieri polivalenti o con reagente al latice; se probabili altre Legionelle inviare i ceppi a centri di riferimento per la conferma

e) conservare in ceppoteca le Legionelle  coltivate

Ricerca di antigeni solubili nell’urina

Si effettua in EIA o con cromatrografia su cellulosa e possiede sensibilità variabili dal 70 al 90 % (la sensibilità aumenta utilizzando urina concentrata) e specificità 95- 99 %. In commercio vi sono test che dichiarano attività solo per Legionella pneumophila sierogruppo 1 o che dichiarano attività anche contro gli altri sierogruppi di Legionella pneumophila ed altre specie. Di fatto quando si utilizza urina concentrata la sensibilità globale è elevata per entrambi i test.

Vantaggi e limiti:

a) rapidità nella risposta e semplicità d’uso

b) positività precoce, entro 3-4 giorni dall’esordio dei sintomi 

c) materiale biologico facile da raccogliere 

d) nessuna interferenza delle terapie antibiotiche

e) ricerca validata per gli antigeni di L.pneumophila sierogruppo 1; vi sono comunque reazioni crociate con altri sierogruppi e specie di Legionella

f) positività in alcuni casi per oltre 6 mesi dall’esordio

Questa tecnica è da preferire per la diagnosi di polmonite ed è alla portata di tutti i laboratori, tuttavia proprio per il motivo di cui al punto f), va sempre correlata al quadro clinico in quanto può risultare difficile distinguere tra infezione acuta, fase di convalescenza, o infezione pregressa.

Sierologia

La ricerca di anticorpi in immunofluorescenza ha sensibilità del 70 – 80 % e specificità del 95 % .

Nella routine utilizzare antisieri anti immunoglobuline totali, riservando la ricerca delle IgM a casi di difficile interpretazione (disponibilità di un unico siero con titolo anticorpale ( 1:128 ).

E’ importante ricordare che :

· sono disponibili in commercio solo antigeni di L.pneumophila sierogruppo 1–6 ; infezioni sostenute da altre specie o altri sierotipi potrebbero risultare negative alla sierologia;

· circa il 5 % degli infetti non sviluppa risposte anticorpali

· il 10 – 15 % sviluppa anticorpi solo dopo 6 settimane

· la terapia antibiotica può decapitare la risposta anticorpale, con titoli modesti o nulli

· la valutazione dell’aumento di titolo (o della sieroconversione) deve essere fatta sui due sieri saggiati nella stessa  seduta analitica

I metodi sierologici sono utili per indagini epidemiologiche, ma sono meno validi per quelle cliniche data la comparsa talvolta tardiva (anche 3-6 settimane) degli anticorpi specifici a livelli significativi e data la necessità di controllare un campione di siero in fase di convalescenza. L’esistenza di reattività crociata tra legionelle ed altri microrganismi e la difficoltà di distinguere tra infezione in atto o infezione pregressa in caso di analisi su singolo campione di siero o per titolo anticorpale costante (occasionalmente le IgM possono persistere a lungo nel siero dei pazienti con legionellosi), rende la conferma diagnostica più complessa. Un risultato positivo su un singolo siero ha un valore diagnostico presuntivo.

Da queste considerazioni derivano le raccomandazioni per la diagnosi sierologica, che sono :

1. effettuare un primo prelievo subito all’esordio della malattia e conservarlo in sieroteca;

2. effettuare un prelievo successivo alla 3° settimana dall’esordio ;

3. effettuare un ultimo prelievo dopo 6 – 8 settimane (se gli altri sono risultati negativi) prima di escludere il ruolo di Legionella nella malattia.

4. inviare i sieri al Centro di Riferimento Nazionale nel caso di sospetta infezione da Legionelle non sierogruppo 1

Ricerca diretta in immunofluorescenza

Si effettua su materiali respiratori o su essudati da ferite o su preparati istologici, utilizzando antisieri policlonali o monoclonali. La ricerca ha sensibilità variabile dal 25 – 70 % e specificità del 95 % ma non è raccomandabile per la routine diagnostica : inoltre gli antisieri sono disponibili solo per poche specie e sierogruppi.

Altre tecniche

La tecnica di ibridizzazione degli acidi nucleici, utilizzando sonde di DNA che individuano molecole di DNA o di rRNA, permette una diagnosi precoce ed una risposta entro poche ore. Il metodo tuttavia risente delle condizioni sperimentali, del tipo di campione e deve essere ulteriormente validato.

L’amplificazione del DNA mediante reazione polimerasica a catena (PCR) è stata applicata per ricercare le legionelle o parti di esse nel fluido del lavaggio bronco-alveolare, nel siero e nelle urine, ma negli ultimi casi la metodica è ancora allo stato sperimentale.

PROTOCOLLO PER DIAGNOSI MICROBIOLOGICA IN CASO DI SOSPETTA INFEZIONE

Premessa

In caso di sospetta Legionellosi i punti essenziali per una corretta gestione del caso sono i seguenti:

a) diagnosi rapida, in quanto il ritardo nella diagnosi con conseguente ritardo nella terapia rimane il fattore critico nella risoluzione della malattia;

b) isolamento del microrganismo e relativa tipizzazione;

c) valutazione del tipo di infezione (nosocomiale o comunitaria), per impostare eventuali interventi ambientali;

d) conferma dell’eventuale identità tra microrganismo isolato dall’ambientale e quello isolato dal paziente.

Iter diagnostico nel paziente con sospetta polmonite da Legionella

Al sospetto clinico, possibilmente prima di impostare una terapia antibiotica, devono essere attuate le seguenti procedure:

1. ricerca degli antigeni urinari. Nel caso gli antigeni urinari siano negativi e permanga il sospetto di polmonite da Legionella, ripetere la ricerca degli antigeni dopo 4-6 giorni;

2. allestimento della coltura per Legionella sul materiale biologico; si ricorda che nel caso di sospette polmoniti nosocomiali è essenziale isolare il microrganismo al fine di poterlo confrontare con eventuali Legionelle isolate dall’ambiente

3. esecuzione di prelievo ematico per lo stoccaggio di un campione sierico di base per valutare l’eventuale sieroconversione o l’aumento del titolo anticorpale

NB: In caso di coltura negativa dovrà essere programmato un prelievo di siero dopo almeno 3-4 settimane dall’inizio della sintomatologia per la conferma della sieroconversione che, se negativo, dovrà essere  riconfermata con un terzo prelievo dopo 6-8 settimane.

Poiché l’isolamento di Legionella implica l’applicazione di importanti provvedimenti di Sanità Pubblica ed Ambientale si ritiene indispensabile fornire la seguente raccomandazione:

i laboratori di microbiologia che intendono eseguire le colture per Legionella devono utilizzare un controllo di qualità interno, oltre che un controllo generale esterno, che garantisca della qualità del laboratorio e della bontà diagnostica del sistema in uso. Nel caso di colture per Legionella va eseguito un controllo di fertilità e di identificazione con un ceppo di riferimento.

Criteri diagnostici microbiologici

Considerate le valutazioni microbiologiche a seconda delle differenti metodologie utilizzate e della conseguente loro sensibilità e specificità, la diagnosi di laboratorio delle legionellosi rientra in due definizioni possibili:

Caso certo

isolamento colturale di Legionella spp da materiali biologici 


oppure

sieroconversione o aumento di almeno 4 volte del titolo anticorpale specifico verso L.pneumophila sierogruppo 1

e

positività della ricerca degli antigeni nell’urina



Caso presunto

positività della ricerca degli antigeni nell’urina



e/o

positività all’immunofluorescenza diretta su materiali patologici


e/o

aumento di almeno 4 volte del titolo anticorpale specifico, relativo a sierogruppi o specie diverse da L.pneumophila sierogruppo 1



e/o

singolo titolo anticorpale elevato (> 1:256) verso L. .pneumophila sierogruppo 1
SORVEGLIANZA

Sorveglianza nazionale della legionellosi

L’incremento di un determinato tipo di turismo di massa e la richiesta di gradi costanti di umidità e temperatura per migliorare le condizioni ambientali degli istituti di ricovero e cura, fattori che hanno portato più persone a contatto con ambienti potenzialmente contaminati da Legionelle in relazione all’uso sempre più diffuso dei sistemi di climatizzazione dell’aria esponendo soggetti più suscettibili allo sviluppo della malattia con conseguenze anche letali, non possono essere gli unici fattori determinanti la diffusione del germe. 

Come già descritto nel capitolo dell’Habitat, l’acqua è l’ambiente ove Legionella è in grado di riprodursi e moltiplicarsi in determinate condizioni di temperatura e di flusso. Quindi tutti i sistemi ove esistono condizioni di umidità, di aerobiosi, di colonizzazione microbica, di equilibrio chimico fisico e di temperatura favorevoli vi è possibilità di sviluppo di questo microorganismo.

Date tali ipotesi, la sorveglianza della legionellosi si prefigge di:

controllare i casi correlabili alle fonti già determinate

identificare eventuali nuovi serbatoi di infezione

determinare la consistenza delle epidemie sia comunitarie che nosocomiali

garantire i tempestivi interventi di controllo

Ai fini della sorveglianza e delle misure ambientali da attuare, si adotta la seguente definizione di caso di malattia polmonare da legionella:

Caso di legionellosi

· una infezione acuta delle vie respiratorie inferiori con segni localizzati di polmonite all’esame clinico e/o prova radiologica di polmonite confermata dagli accertamenti di laboratorio.

Poiché il caso microbiologico può essere accertato o presunto, si danno le seguenti classificazioni di caso:

· Caso sospetto: inapplicabile

· Caso probabile: caso con clinica compatibile e con criterio di laboratorio di caso presunto

· Caso accertato: caso con clinica compatibile e con criterio di laboratorio di caso accertato

Focolaio epidemico di legionellosi

almeno 2 casi occorsi in un tempo inferiore a sei mesi in soggetti che abbiano frequentato un luogo comune in tale periodo. Almeno uno dei due casi deve essere un caso accertato. In caso di  periodo di insorgenza superiore a sei mesi, tenuto fermo il luogo di frequentazione comuni, non si applica la definizione di focolaio epidemico, bensì di casi correlati.

Legionellosi nosocomiale

L’origine nosocomiale del caso è certa se il paziente è stato ricoverato continuativamente  nei 10 giorni precedenti la data di inizio dei primi sintomi

L’origine è probabile se il malato è stato ricoverato per almeno 1 giorno nel periodo da 2 a 10 giorni precedenti l’inizio della sintomatologia.

Focolaio epidemico nosocomiale

almeno 2 casi di legionellosi nosocomiale certa occorsi in un tempo inferiore a sei mesi. Almeno due dei casi devo essere accertati.

Legionellosi comunitaria

un caso di malattia polmonare da Legionella non nosocomiale la cui fonte di infezione è rappresentata dal un possibile serbatoio da ricercarsi nei seguenti contesti:

· stabilimenti termali

· luogo di lavoro

· alberghi, campeggi, navi

Per i casi di legionellosi è prevista la notifica obbligatoria in classe II, D.M. 15/12/90. Ai fini della notifica, la classificazione di caso probabile soddisfa il criterio minimo per la notifica.

Analogamente alle malattie ricomprese in classe II, il medico segnalatore deve comunicare il caso, entro 48 ore dall’osservazione al competente Servizio dell’Azienda Sanitaria Locale, il quale procede, previa validazione della diagnosi, all’invio del modello 15R alla Regione. La Regione provvederà all’invio della notifica individuale al Ministero della Sanità ed all’ISTAT.

Inoltre, sulla base di tutto quanto detto, il Ministero della Sanità ha previsto, con direttiva del 29 dicembre 1993 “Sorveglianza della legionellosi”, la trasmissione di una scheda di sorveglianza speciale da inviare, con flusso immediato a cura della Direzione Sanitaria dell’Ospedale in cui è stata posta la diagnosi, all’Istituto Superiore di Sanità e al Dipartimento di Prevenzione  dell’Azienda  Sanitaria Locale in cui ha sede l’Azienda Ospedaliera. Inoltre, i Centri Clinici che effettuano la diagnosi provvedono all’invio al Laboratorio di Batteriologia e Micologia Medica dell’ISS, dei ceppi di legionella isolati e, quando possibile, del campione di siero prelevato dopo 3-4 settimane dall’inizio della sintomatologia.

I casi di legionellosi nosocomiale devono essere validati dal Comitato per le Infezioni Ospedaliere che apporrà opportuna dicitura sulla scheda di sorveglianza speciale.

Rilevazione attiva dei casi di legionellosi nosocomiale

Una spiegazione plausibile per la sottostima dei casi di polmonite da Legionella è quella che tali patologie, comprese quelle che richiedono il ricovero, non entrano in diagnosi differenziale perché considerate più rare di quanto non siano e tale convinzione viene mantenuta proprio dalla sottostima di cui sopra. Inoltre per l’esame colturale viene consigliato materiale proveniente da broncolavaggio o brushing polmonare, manovre ritenute indaginose e riservate, quindi a casi più gravi.

Tuttavia, poiché in questo documento si è ritenuto indispensabile la notifica di caso probabile, la metodica della ricerca dell’antigene urinario di Legionella è sufficiente ad attivare una sorveglianza epidemiologica alla portata di tutti gli ospedali.

Tale sorveglianza richiede la sensibilizzazione di tutti i medici ospedalieri, in particolare quelli operanti presso il pronto soccorso, verso  la diagnosi di legionellosi in tutte i casi di polmonite. A tal fine è indispensabile che la Direzione Sanitaria diffonda il protocollo per la diagnosi di caso di legionellosi probabile presso tutti i reparti che interessati al fenomeno ed in particolare presso il Pronto Soccorso.

Negli ospedali che possiedono l’U.O. di Microbiologia almeno il 75% dei casi di polmonite occorsa in pazienti a rischio per legionellosi deve essere indagato per diagnosi di caso accertato attraverso l’isolamento colturale. In caso di impossibilità di ottenere campioni biologici validi per la coltura o a causa di altri fattori di impedimento, l’indagine dovrà essere condotta per soddisfare sia il criterio basato sulla sierologia che quello basato sulla ricerca dell’antigene urinario, al fine di soddisfare la definizione di caso accertato.  In tali ospedali è compito del Comitato per le Infezioni Ospedaliere definire i protocolli per la sorveglianza dei casi nosocomiali.

Inchiesta epidemiologica

In tutti i casi di malattia polmonare da legionella deve essere condotta, a cura del Servizio di Igiene e Sanità Pubblica del Dipartimento di Prevenzione delle ASL un’accurata inchiesta epidemiologica sul paziente che miri a:

· validare la diagnosi

· acquisire informazioni il più possibile accurate in merito ai luoghi frequentati dal malato che costituiscano una fonte potenziale di infezione

· ricerca di altri casi nell’ambiente frequentato dal malato

· attivare le misure di prevenzione
Al di fuori dei casi nosocomiali o di casi occorsi a seguito di infezione contratta in stabilimenti termali o di focolai epidemici di legionellosi, l’inchiesta sui casi isolati di malattia polmonare da Legionella non dovrà comportare prelievi ambientali sistematici a causa della scarsa efficacia di tali misure per la prevenzione di ulteriori casi.

In caso di legionellosi nosocomiale o in casi da infezioni contratte in stabilimenti termali ed in ogni focolaio epidemico di legionellosi viene attivata la sorveglianza con prelievi ambientali con l'obiettivo di confermare microbiologicamente la correlazione tra i sierotipi ambientali e clinici.

I punti di prelievo dell'indagine ambientale devono essere tutte le fonti di possibile contagio ovvero quelle determinate con lo studio  epidemiologico (vedi capitolo specifico).

Nelle infezioni nosocomiali oltre alle fonti citate (di norma rubinetti e doccia della/e stanza/e del/dei caso/i accertato/i) deve essere aggiunto 1 punto prelievo ogni 30-50 letti. Ogni 10 punti, almeno 2 devono interessare le colonne di mandata. In caso trattasi di infezione contratta attraverso l’impianto di climatizzazione deve comunque essere previsto un punto per ogni torre di raffreddamento.

In caso di infezioni nosocomiali i reparti a rischio quali Trapianto, Oncologia, Ematologia, Terapia Intensiva vanno considerati con particolare attenzione. 

Dopo gli interventi di bonifica a medio termine è necessario eseguire un controllo presso i medesimi punti individuati all’inizio e se almeno il 30% di questi sono ancora positivi è necessario ripetere l’intervento. La determinazione quantitativa di Legionella nell’acqua è utile per verificare l’efficacia dell’intervento. In ogni caso non deve essere impiegata per la correlazione uomo – ambiente per la quale è valido solo il confronto tra i sierotipi.

Le modalità di prelievo debbono essere definite dalla Direzione Sanitaria, sentito il Comitato Infezioni Ospedaliere, in accordo con il Dipartimento di Prevenzione dell’ASL in funzione delle caratteristiche degli impianti e del rischio effettivo di infezione e di malattia degli ospiti dei complessi ricettivi. 

Di norma la Direzione Sanitaria, tramite autocertificazione, trasmette il programma di sorveglianza ambientale al Dipartimento di Prevenzione dell’ASL competente per territorio; quest’ultimo, attraverso l’Unità Medico Micrografica del Presidio Multizonale di Igiene e Prevenzione, controlla il rispetto del programma concordato ed esegue prelievi a campione presso  i punti definiti dal programma ogniqualvolta lo ritiene necessario nel rispetto della normativa vigente. 

Una volta istituita la sorveglianza ambientale questa proseguirà secondo il programma definito; se le misure di controllo adottate hanno  efficacia stabilita con assenza di casi di legionellosi nosocomiale per un periodo di almeno un anno a partire dall’ultimo caso probabile e riduzione della positività dei punti prelievo a meno del 30% dei punti campionati la sorveglianza ambientale potrà essere ridotta a due serie di controlli anno. Se l’assenza di casi nosocomiali e la frequenza di positività dei prelievi ambientali a meno del 30% permangono per oltre due anni si potrà passare ad una sola serie di controlli annuale.

Tutte le variazioni del programma di controllo (in aggiunta od in diminuzione) dovranno essere sempre comunicate al Dipartimento di Prevenzione dell’ASL tramite autocertificazione da parte della Direzione Sanitaria.

Negli ospedali che hanno un laboratorio o una sezione separata di Microbiologia il programma di sorveglianza ambientale può essere svolto dal laboratorio stesso. In ogni caso i dati rilevati verranno conservati presso la Direzione Sanitaria e messi a disposizione a richiesta delle UUOO Medico Micrografiche dei Presidi Multizonali di Igiene e Prevenzione che svolgono il livello di coordinamento dei flussi informativi della sorveglianza ambientale ovvero del Dipartimento di Prevenzione dell’ASL.

In tutti gli altri casi la sorveglianza ambientale dovrà essere effettuata tramite un laboratorio accreditato.

La Fig. 1 riporta schematicamente il percorso di inchiesta epidemiologica da seguire in caso di malattia polmonare dei legionari.

Fig. 1 Inchiesta epidemiologica per caso isolato
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L’identificazione delle possibili fonti di infezione comporta la descrizione dei periodi e dei luoghi frequentati dal malato nei 10 giorni precedenti l’inizio della sintomatologia. In base alle descrizioni ambientali si potrà così ottenere una mappa di possibili fonti di infezione che saranno classificate ad alto, medio o basso rischio. Questo potrà aiutare nel circoscrivere la ricerca di altri possibili casi come descritto in Fig. 1.

Tra i serbatoi di infezione quelli più frequentemente incriminati nelle epidemie (sia comunitarie che nosocomiali) e quindi definibili ad alta probabilità di infezione sono i seguenti:

· circuiti di distribuzione di acqua calda sanitaria 

· sistemi di climatizzazione e torri aero refrigeranti

· piscine utilizzate per la balneoterapia o i termalismi con acqua calda ed in movimento (idromassaggi, getti tonificanti)

· dispositivi per aerosol

Tra quelli considerati a media probabilità di infezione possono essere indicati:

· le acque termali

· le fontane decorative

· gli impianti di irrigazione a nebulizzazione

Tutte le altre sorgenti di acqua o altri impianti non indicati negli elenchi di cui sopra possono indicativamente essere considerati a bassa probabilità di contagio pur non escludendo alcuna ipotesi sull’esistenza di altre fonti di infezione al momento non esaustivamente descritte in letteratura.

Al proposito si ritiene indispensabile procedere ad indagare tutte le possibili fonti di infezione che comportino la realizzazione di condizioni ambientali tali da consentire lo sviluppo di Legionella.

Inchiesta in caso di focolaio

Nel caso in cui due o più casi siano stati identificati è necessario procedere secondo una linea di condotta che miri ad adeguare le misure di prevenzione al contesto in cui i casi si sono sviluppati.

1. Studio descrittivo

· definizione ed identificazione dei casi: è preferibile limitare lo studio ai casi accertati o probabili. 

· ricerca dei denominatori della collettività studiata al fine di stabilire i tassi di incidenza

· descrizione della distribuzione dei casi secondo una classica curva epidemiologica

· rappresentazione spaziale dei casi attraverso il disegno della planimetria dei locali oggetto dell’indagine riportante l’ubicazione dei casi durante l’esposizione alla fonte sospetta

2. Studio analitico

effettuare uno studio per stabilire il rischio di ogni fattore di esposizione. In tal caso lo studio deve rispettare le seguenti indicazioni:

· i controlli devono aver avuto la medesima probabilità di esposizione alla fonte sospetta e non aver sviluppato segni clinici di pneumopatia

· i questionari utilizzati per l’indagine devono essere identici per i casi e per i controlli

· devono essere indagate le date ed i periodi di esposizione

· per il confronto tra casi e controlli dovrà essere fatto ricorso al calcolo dell’odds ratio con relativo test statistico di significatività. Si rammenta che, in caso di bassa numerosità della popolazione indagata, la potenza del calcolo dell’odds ratio diminuisce.

3. Inchiesta ambientale

L’inchiesta ambientale deve prevedere una visita completa al complesso durante la quale è possibile effettuare prelievi per la ricerca di Legionella.

Gli elementi minimi da raccogliere per procedere all’esame del contesto ambientale sono:

· descrizione del complesso e strutture limitrofe

· descrizione dell’impianto di acqua calda sanitaria con:

· planimetrie

· tipo di produzione

· trattamenti eventuali (clorazione, addolcimento, filtrazione)

· circuito di distribuzione

· tipo e qualità di materiale utilizzato per la distribuzione

· tipo e qualità dei termometri impiegati negli accumulatori e nei bollitori

· descrizione dell’impianto dell’acqua fredda al fine di verificare che l’acqua non subisca riscaldamenti durante il passaggio in locali surriscaldati

· descrizione dell’impianto di climatizzazione con:

· ubicazione delle prese d’aria

· centrale di trattamento dell’aria

· sistema di umidificazione

· stato delle batterie fredde

· stato delle condotte dell’aria (rilevare punti di condensa)

· descrizione delle torri di raffreddamento e loro piano di manutenzione

In aggiunta dovranno essere acquisiti lo stato e la descrizione di :

· bagni e docce

· fontane e fontanelle rinfrescanti

· nebulizzatori d’ambiente ed aerosol

· umidificatori

· fontane decorative

· impianti di irrigazione

I parametri e le tecniche per la ricerca della Legionella nell’ambiente sono descritti nell’allegato “Ricerca di Legionella spp. nell’ambiente”.

MISURE DI CONTROLLO

Le misure di controllo in caso di isolamento di Legionella dall’ambiente non possono prescindere dalla sinergia tra la sorveglianza epidemiologica sui casi clinici di pneumopatia e la sorveglianza ambientale.

L’Azienda Sanitaria Locale, tramite il Dipartimento di Prevenzione, adotta le necessarie misure di controllo sulla base dei dati raccolti. 

La sorveglianza epidemiologica deve far riferimento a flussi informativi coordinati da responsabili medici delle UU.OO deputate alla sorveglianza delle malattie infettive (CIO, Servizi di Igiene e Sanità Pubblica, Laboratori di Microbiologia). Tutti gli operatori sanitari, ospedalieri e non, devono essere sensibilizzati nei confronti dell’iter diagnostico di fronte ad una pneumopatia.

La sorveglianza ambientale deve definire programmi di controllo in funzione delle caratteristiche degli impianti e del rischio effettivo di infezione e di malattia degli ospiti dei complessi ricettivi. La maggior attenzione deve essere posta negli impianti dei complessi ospedalieri e degli stabilimenti termali.

In questi ultimi, se sottoposti a regime di funzionamento stagionale, dovrà essere programmato un controllo sanitario ambientale al momento dell’apertura.

Il livello di coordinamento dei flussi informativi della sorveglianza ambientale fa capo alle UU. Medico Micrografiche dei Presidi Multizonali di Igiene e Prevenzione.

Le misure di lotta alla legionellosi si distinguono in :

· misure immediate

· misure di lotta a breve termine

· misure di lotta a lungo termine 

· buona pratica di gestione degli impianti

Ciascuna di tali misure si applica agli impianti rispettivamente:

· di produzione e distribuzione di acqua calda ad uso sanitario

· di climatizzazione ed aero refrigerazione

· di impianti di idromassaggio a bagno o a doccia

· dispositivi medici di aereosolizzazione ed umidificatori portatili

Misure immediate

Si definiscono misure immediate quelle misure di disinfezione massiccia mirate ad eliminare la contaminazione ambientale da Legionella. Queste misure non sono affatto sufficienti allo scopo poiché attuano un’eradicazione provvisoria cui può far seguito una rapida ricolonizzazione. Tutte queste misure devono essere seguite da misure di lotta a lungo termine miranti ad una riduzione stabile della contaminazione.

Misure di lotta a breve termine

Si definiscono misure di lotta a breve termine quelle misure di manutenzione straordinaria degli impianti che permettono la pulizia, l’eliminazione di depositi, alghe ed incrostazioni, la disinfezione tramite iperclorazione e l’elevazione di temperatura. Tali misure predispongono gli impianti per le misure di lotta a lungo termine.

Misure di lotta a lungo termine

Si definiscono misure di lotta a lungo termine tutte le misure a carattere permanente e strutturale tra le quali si annoverano i protocolli di manutenzione, l’uso di dispositivi di filtraggio, le modifiche strutturali agli impianti ritenuti obsoleti o inidonei alla prevenzione della crescita di Legionella, ecc. Tra le misure di lotta a lungo termine dovrà essere considerata anche l’adozione di accorgimenti tecnologici tali da ridurre la concentrazione dei suoi composti dannosi (trialometani). In tal senso dovranno essere adottate misure alternative basate, tuttavia, su una comprovata efficacia e sottoposte al vaglio delle Autorità competenti. Ogni trattamento dell’acqua ad uso sanitario e/o potabile in difformità a quanto previsto dagli organi competenti è da considerarsi sperimentale e, quindi, opportunamente autorizzato.

Misure di controllo dell’acqua calda ad uso sanitario

· Misure immediate

La disinfezione immediata degli impianti di acqua calda deve seguire ad un’ispezione tecnica sullo stato di canalizzazione e strutturale degli impianti al fine di stabilire la loro resistenza alle operazioni.

· Misure a breve termine

Deve essere prevista la sostituzione di tutti i giunti, dei filtri  dei rubinetti e delle teste delle docce, dei flessibili delle docce verificandone preventivamente lo stato di usura.

Tutti gli elementi di recente acquisizione possono essere disincrostati, previo smontaggio, in una soluzione a pH acido. Gli elementi nuovi e quelli sottoposti a disincrostazione devono essere disinfettati prima del loro rimontaggio in una soluzione contenente almeno 50 mg di cloro libero per litro d’acqua per almeno 30 minuti.

Tutti i serbatoi di stoccaggio e il circuito di distribuzione dell’acqua calda devono essere vuotati, puliti e disincrostati con eliminazione dei reflui di pulizia e risciacquo delle tubature.

In seguito è necessaria una disinfezione secondo uno dei seguenti metodi:

· shock clorato: iperclorazione per 24 ore di tutto l’impianto con cloro alla concentrazione di 15 mg di cloro libero per litro di acqua. L’iperclorazione può essere ridotta a 12 ore utilizzando una soluzione contenente almeno 50 mg di cloro libero per litro di acqua fredda. L’operazione deve essere seguita da accurato risciacquo delle tubature e dei serbatoi.

· shock termico: introduzione di acqua calda nell’impianto fino ad ottenere acqua a temperatura di almeno 70° C in uscita da tutti i rubinetti. L’acqua calda dovrà essere lasciata scorrere da tutti i rubinetti per almeno 30 minuti. Tale intervento deve essere preceduto da una accurata ispezione dell’impianto per assicurare la fattibilità.

· Misure a lungo termine

In tali misure sono ricomprese le attività di manutenzione corrente e le misure di adeguamento strutturale in caso di ambienti frequentati da persone immunocompromesse (ospedali, stabilimenti termali, ricoveri per anziani ecc.).

Tra le misure di manutenzione corrente si ricordano:

adozione e aggiornamento dei registri di manutenzione ordinaria.

controlli routinari al fine di annotare eventuali punti di erogazione dell’acqua che necessitano di sostituzione immediata.

Si ricorda che la manutenzione ordinaria deve prevedere:

· svuotamento, pulizia e disinfezione dei serbatoi e delle tubature dell’acqua calda secondo le procedure di shock clorato

· protocolli di disincrostazione sistematica e provvedimenti per il controllo dei depositi calcarei 

Compatibilmente con il mantenimento dei parametri chimico-fisici di qualità dell’acqua potabile, negli impianti presso i complessi frequentati da persone certamente o potenzialmente immuno compromesse oltre agli interventi di manutenzione sopradescritti è possibile ricorrere anche a:

· mantenimento di cloro libero nell’impianto con installazione di pompe di cloro per avere una concentrazione compresa tra 1 e 2 mg/L di cloro libero all’uscita dei rubinetti. Si raccomanda di non superare la concentrazione di 3 mg/L di cloro libero al fine di ridurre la produzione di trialometani.

· mantenimento di temperatura permanente dell’acqua calda non inferiore a 60°C all’uscita dei serbatoi di stoccaggio. Tale provvedimento dovrà essere seguito da indicazioni o soluzioni tecniche che limitino il rischio di scottature da parte degli utenti.

Le misure di lotta a lungo termine sono comunque legate ad una buona progettazione degli impianti, in particolare negli ospedali, stabilimenti termali e ricoveri per anziani è necessario approfittare di lavori di manutenzione al fine di eliminare tutti i bracci morti dell’impianto e operare per adottare sistemi di produzione di acqua calda di tipo istantaneo piuttosto che ad accumulo.

Misure di controllo dei sistemi di climatizzazione

Torri di aero raffreddamento

· Misure immediate

Non applicabili

· Misure a breve termine

Pulizia completa delle superfici e dei componenti tesa a rimuovere depositi, condense e incrostazioni. Tale operazione deve essere seguita da una disinfezione con procedura di shock clorato della durata di 2-3 ore.

· Misure a lungo termine

Manutenzione regolare con periodici controlli, sostituzioni e pulizie riportati nell’apposito registro di manutenzione periodica. Il personale addetto alla pulizia delle torri di raffreddamento deve essere dotato di idonei dispositivi di protezione personale e possedere un proprio registro di esposizione.

Nelle torri di raffreddamento è auspicabile l’adozione di clorazione permanente con 2-3 mg/L di cloro libero nelle condutture. Se tale procedura non è applicabile tecnicamente si dovrà procedere con periodici trattamenti di shock clorato.

Batterie

· Misure immediate

Non applicabili

· Misure a breve termine

Pulizia completa di superfici e dei componenti con disinfezione attraverso spazzolamento con prodotti contenenti cloro che andranno adeguatamente rimossi prima della rimessa in opera.

· Misure a lungo termine

Manutenzione regolare con periodici controlli, sostituzioni e pulizie riportati nell’apposito registro di manutenzione periodica. Controlli accurati della qualità dell’acqua immessa negli umidificatori. La manutenzione deve prevedere almeno una ispezione visiva trimestrale per controllare l’assenza di depositi, la sostituzione periodica dei dispositivi a nido d’ape. Ulteriori misure complementari possono essere adottate durante lavori di manutenzione straordinaria, in particolare:

· installazione di filtri di porosità 0.4 (m 

· impianto di nuove prese d’aria 

· scelta di un sistema di umidificazione che non consenta il ristagno d’acqua 

Impianti di idromassaggio a bagno o a doccia

Definizioni generali

Ad eccezione degli impianti che utilizzano acqua minerale naturale in ambiente termale per cure, che non può essere trattata e la cui qualità è pertanto assicurata dalle certificazioni proprie di ogni stabilimento termale, sono oggetto del presente capitolo impianti di idromassaggio a bagno o a doccia (tipo spa, jacuzzi, ecc.) e le vasche per attività ricreative e sportive installati in centri sportivi o estetici.

· Misure immediate

Non applicabili

· Misure a breve termine

In caso di implicazione di una vasca o di un impianto in un caso di legionellosi è necessario lo svuotamento totale di tutti i circuiti e dell’eventuale vasca per il lavaggio e la pulizia dei filtri con disinfezione attraverso shock termico o clorato e sostituzione filtri.

· Misure a lungo termine

Manutenzione regolare con periodici controlli, sostituzioni e pulizie riportati nell’apposito registro di manutenzione periodica in funzione del tipo di impianto adottato.

A seconda del volume e dell’utenza media dovrà essere previsto lo svuotamento totale delle vasche, in ogni caso non inferiore ad una volta la settimana. Con la stessa periodicità dovranno essere previste le disinfezioni dei filtri.

La disinfezione continua delle acque deve corrispondere alle indicazioni previste dalla normativa vigente. Il responsabile del trattamento delle acque dovrà controllare frequentemente durante la giornata i parametri chimico-fisici. In aggiunta ai controlli microbiologici previsti dovrà essere effettuata la ricerca di Pseudomonas aeruginosa quale indicatore microbiologico di qualità.
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ALLEGATI

RICERCA  DI LEGIONELLA SPP. NELL’AMBIENTE

Modalita’ di campionamento

Per una migliore possibilità di recupero conviene effettuare il prelievo tanto dall’acqua che dalla superficie degli impianti in esame.

1. Prelievo dell’acqua:

· il volume minimo consigliato per campione è 1000 ml, utilizzando recipienti sterili. Nel caso l’acqua contenga un bio-ossidante i recipienti dovranno contenere una soluzione al 10% di sodio tiosolfato nella quantità di 0,1 ml ogni 100 ml di capacità del recipiente stesso

· per la ricerca di Legionella in condizione di utilizzo comune, prelevare, preferibilmente da circuito dell’acqua calda, senza flambare al punto di sbocco e senza far scorrere precedentemente l’acqua;

· per una ricerca quantitativa di Legionella nell’acqua all’interno dell’impianto, prelevare dopo aver fatto scorrere l’acqua per 5-10 minuti, flambando allo sbocco

2. Prelievo per tamponamento:

· sfregare un tampone sterile accuratamente su tutta la superficie interna raggiungibile del tubo di condotta o della parte interna di un filtro terminale o rompigetto di un rubinetto o di un bulbo di doccia (usare guanti sterili)

· immergere il tampone in una provetta con tappo a vite contenente 2-5 ml della stessa acqua dell’impianto

3. Prelievo da serbatoi o similari:

· il volume minimo consigliato per campione è 500 ml, utilizzando recipienti sterili contenenti soluzione al 10% di sodio tiosolfato nella quantità di 0,1 ml ogni 100 ml di capacità del recipiente stesso

· prelevare dallo scarico, ove esistente, con le stesse modalità descritte per il prelievo dell’acqua

4. Prelievo di incrostazioni:

· prelevare le incrostazioni dalle tubature o dai serbatoi ricorrendo eventualmente anche a scalpellino sterile

· raccogliere in contenitore sterile

5. Prelievo da filtri di impianti di condizionamento:

· preliminarmente assumere informazioni circa la cadenza con cui, secondo contratto, il fornitore suggerisce di lavare o sostituire il filtro; questo consente di effettuare il prelievo del filtro stesso eventualmente alla scadenza del suo reale tempo di esercizio

· smontare il filtro, completo della ghiera di protezione (è consigliabile far eseguire detta operazione da un operatore addetto alla manutenzione dei filtri stessi)

· inserire il filtro in contenitore idoneo al trasporto, quale sacchetto di materiale plastico di dimensioni appropriate

Trasporto e conservazione del campione

I campioni vanno consegnati al laboratorio nel più breve tempo possibile e possono essere conservati, anche durante il trasporto, a temperatura ambiente al riparo della luce.

L’analisi va iniziata entro le 24 ore dal prelievo. In caso di tempi più lunghi, conservare i campioni a 4°C non oltre 7 giorni.

Le schede analitiche sono riportate in allegato.

SCHEDE ANALITICHE

Avvertenza I: l’analisi può comportare l’utilizzo di sostanze chimiche che possono individuare uno specifico rischio; seguire sempre le indicazioni riportate sulle confezioni ed attenersi al manuale di sicurezza in uso in laboratorio.

Avvertenza II: tutte le specie di Legionella possono risultare patogene per inalazione, quindi operare sempre sotto cappa a flusso laminare e fare attenzione a non creare  aerosol.

Tutti i piani di lavoro vanno decontaminati con ipoclorito al 5% e tutto il materiale va sterilizzato.

Schede analitiche

MATERIALE OCCORRENTE: 

· membrane di filtrazione  sterili con porosità da 0,20 µm a 0,45 µm 

· soluzione fisiologica sterile

· acqua distillata sterile

· soluzione tamponata acida di HCl-KCl a pH 2,2                                          

· terreno selettivo Legionella Selective Medium  (GVPC o MWY) 

· Agar con cisteina senza antibiotici (BCYE)                          

· Agar Sangue, Mac Conkey Agar (oppure, meglio, CYE base senza cisteina)

· reattivi per colorazione di Gram modificato                                              

· test biochimici                                                                                            

· test sierologici                                                                                            

Scheda analitica 1

ACQUA (metodica Membrane Filtranti)

SEMINA:

· deporre con una pinza sterile una membrana (con reticolo verso l’alto) sul supporto dell’imbuto di filtrazione 

· versare sterilmente da 1000 a 5000 ml di campione nell’imbuto di filtrazione, utilizzando eventualmente più membrane  a seconda della torbidità dell’acqua

· filtrare sotto vuoto

· prelevare e deporre la membrana in un contenitore sterile con tappo a vite contenente 10 ml di acqua distillata sterile

· agitare energicamente in vortex (per 3 volte per 30 secondi) per risospendere quanto trattenuto dalla membrana; aiutarsi, se necessario, con bacchetta sterile a punta arrotondata

· seminare 0,1 ml  in doppio su terreno selettivo

· centrifugare i  rimanenti 9,9 ml a 3000 r.p.m. per 20 minuti usando provette sigillate

· eliminare il supernatante lasciandone 1 ml

· risospendere il sedimento

· aggiungere 9 ml di una soluzione tamponata acida di HCl-KCl a pH 2,2 

· agitare delicatamente e lasciare a riposo 5 minuti

· (in alternativa  a detta modalità di trattamento, procedere alla decontaminazione mediante riscaldamento in bagno termostatico a 50°C per 30 minuti)

· seminare  in doppio 0,1 ml di tale sospensione su terreno selettivo 

· incubare a 37 ± 1°C fino a 10 giorni in ambiente umido e CO2 < 5% oppure in microaerofilia

· esaminare giornalmente

LETTURA:

· Legionella pneumophila cresce, dopo 72 - 96 ore di incubazione (ma talvolta richiede un tempo di incubazione di 7 - 10 giorni), formando colonie bianco-grigio, bombate, a margine netto, con diametro di circa 2 mm. Le altre specie mostrano il medesimo aspetto, ma possono assumere differenti colorazioni su terreni con coloranti MWY

· osservare allo stereomicroscopio le colonie tipiche di aspetto a vetro smerigliato, tagliato a superficie irregolare maggiormente evidente nelle colonie più giovani e meglio visibile con questo strumento

· osservazione alla lampada UV (366 nm): Legionella pneumophila appare di colore giallo spento non fluorescente, mentre altre legionelle possono essere autofluorescenti con colorazione brillante bianca, rossa (v. Tab. 1)

· colorazione di Gram modificata: bacilli Gram negativi che si colorano con difficoltà

PROVA DIFFERENZIALE PRELIMINARE:

· prelevare sotto cappa a flusso laminare le colonie sospette e seminarle su piastre di terreni senza cisteina, oltre che sul terreno selettivo con cisteina

· incubare a 37°C in ambiente umido per 48 ore

· le colonie incapaci di crescere in assenza di cisteina potrebbero essere identificabili presuntivamente come Legionella spp. (incapacità di crescita in assenza di cisteina) (vedi Tab. 1)

IDENTIFICAZIONE:

· test biochimici  (non essenziali. Vedi Tab. 1)

· test sierologici (immunofluorescenza diretta o indiretta, agglutinazione al latice, agglutinazione con antisieri)

Tabella  1: criteri di identificazione di Legionella


Legionella

pneumophila
Legionella

bozemanii
Legionella

micdadei
Legionella dumoffii
Legionella gormanii
Legionella lonbeachae
Legionella. jordanis

BCYE agar (crescita)
+
+
+
+
+
+
+

Terreno senza cisteina
-
-
-
-
-
-
-

Fluorescenza 366 nm
-
+
-
+
+
-
-

Ossidasi
±
-
+
-
-
+
+

Catalasi
+
+
+
+
+
+
+

Ureasi
-
-
-
-
-
-
-

Gelatinasi
+
+
-
+
+
+
+

(-lattamasi
+
±
-
+
+
±
+

Idrolisi ippurato
+
-
-
-
-
-
-

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI:

E’ possibile esprimere il risultato anche in termini quantitativi (UFC/l), ma a tutt’oggi non si conoscono correlazioni significative tra cariche rilevate e insorgenza  della malattia. I test biochimici sono di scarsa utilità e da un punto di vista pratico è più semplice utilizzare una identificazione sierologica, che ha una specificità stimata del 96-99%. Va ricordato che vi possono essere reazioni crociate con Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens ed altri batteri che possono essere ben differenziati da un punto di vista colturale. Esistono anche reazioni crociate con F. tularensis e con B. pertussis che crescono su BCYE e non su Agar sangue, ma questi sono batteri non presenti nell’acqua.

Scheda analitica 2 

TAMPONE

SEMINA:

· agitare energicamente in vortex la provetta (preventivamente addizionata da 2 a 5 ml dell’acqua del contenitore che si intende monitorare) contenente il tampone per risospendere quanto adeso 

· seminare 0,1 ml  in doppio su terreno selettivo

· prelevare 1 ml della sospensione residua e porlo in una provetta contenente 9 ml di una soluzione tamponata acida di HCl-KCl a pH 2,2 

· agitare delicatamente e lasciare a riposo  5 minuti 

· (in alternativa a detta modalità di trattamento, aggiungere alla sospensione residua 9 ml di acqua sterile e procedere alla decontaminazione mediante riscaldamento in bagno termostatico a 50°C per 30 minuti)

· seminare  in doppio 0,1 ml di tale sospensione su terreno selettivo 

· incubare a 37 ± 1°C fino a 10 giorni in ambiente umido e CO2 < 5% oppure in microaerofilia

· esaminare giornalmente

LETTURA, ISOLAMENTO ED IDENTIFICAZIONE:

vedi scheda analitica 1 

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI:

E’ possibile esprimere il risultato solo in termini qualitativi.

Scheda analitica 3 

RESIDUI DA SERBATOI O SIMILARI

SEMINA:

· effettuare diluizioni in base 10 (10-1 e 10-2) utilizzando soluzione fisiologica oppure acqua sterile

· agitare in vortex

· seminare 0,1 ml  in doppio, sia dal tal quale che da ciascuna delle diluizioni, su terreno selettivo

· prelevare, sia dal tal quale che da ciascuna diluizione, 1 ml e porlo in una provetta contenente 9 ml di una soluzione tamponata acida di HCl-KCl a pH 2,2 

· agitare delicatamente e lasciare a riposo da 5 minuti

· (in alternativa a detta modalità di trattamento, aggiungere alla sospensione residua 9 ml di acqua sterile e procedere alla decontaminazione mediante trattamento a 50°C per 30 minuti)

· seminare  in doppio 0,1 ml di tali sospensioni su terreno selettivo 

· incubare a 37 ± 1°C fino a 10 giorni in ambiente umido e CO2 < 5% oppure in microaerofilia

· esaminare giornalmente

LETTURA, ISOLAMENTO ED IDENTIFICAZIONE:

vedi scheda analitica 1 

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI:

E’ possibile esprimere il risultato solo in termini qualitativi.

Scheda analitica 4 

INCROSTAZIONI

SEMINA 

· frantumare e triturare, rispettando le usuali norme di asepsi, le incrostazioni utilizzando mortaio, mixer o similari

· risospendere in acqua distillata sterile in rapporto di 1 a 1

· agitare in vortex

· effettuare diluizioni in base 10 (10-1 e 10-2) utilizzando soluzione fisiologica o acqua sterile 

· agitare in vortex

· seminare 0,1 ml  in doppio, sia dal tal quale che da ciascuna delle diluizioni, su terreno selettivo

· prelevare, sia dal tal quale che da ciascuna diluizione, 1 ml e porlo in una provetta contenente 9 ml di una soluzione tamponata acida di HCl-KCl a pH 2,2

· agitare delicatamente e lasciare a riposo  5 minuti

· (in alternativa a detta modalità di trattamento, aggiungere alla sospensione residua 9 ml di acqua sterile e procedere alla decontaminazione mediante riscaldamento in bagno termostatico a 50°C per 30 minuti)

· seminare  in doppio 0,1 ml di tali sospensioni su terreno selettivo 

· incubare a 37 ± 1°C fino a 10 giorni in ambiente umido e CO2 < 5% oppure in microaerofilia

· esaminare giornalmente

LETTURA, ISOLAMENTO ED IDENTIFICAZIONE:

vedi scheda analitica 1 

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI:

E’ possibile esprimere il risultato solo in termini qualitativi.

Scheda analitica 5

FILTRI DA IMPIANTI DI CONDIZIONAMENTO

Preliminarmente lavare il filtro con acqua distillata sterile e raccogliere un litro di acqua di lavaggio in bottiglia sterile.

SEMINA, LETTURA, ISOLAMENTO ,IDENTIFICAZIONE:

vedi scheda analitica 1 

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI :

E’ possibile esprimere il risultato solo in termini qualitativi

Scheda analitica 6

TERRENI COLTURALI E REAGENTI

I terreni di coltura sono disponibili in commercio 

PREPARAZIONE DELLA SOLUZIONE TAMPONATA ACIDA  HCl-KCl

· preparare una soluzione di KCl 0.2 M (1.49 g in 100 ml di acqua distillata)

· preparare una soluzione di HCl 0.2 M 

· miscelare 3.9 ml di HCl 0.2 M e 25 ml di KCl 0.2 M, aggiustare il pH a 2.2 (utilizzare KOH 1 M goccia a goccia) e sterilizzare per filtrazione o in autoclave a 121°C per 15 minuti

COLORAZIONE DI GRAM MODIFICATA

· preparare uno striscio su vetrino della coltura della colonia in esame, seccare e fissare al calore

· versare sul vetrino, posto su un piano orizzontale, tanto liquido colorante (Cristal violetto) da ricoprire completamente il preparato

· lasciare agire per un minuto

· inclinando il vetrino, per far scorrere l’eccesso di colorante, lavare con acqua di fonte 

· ricoprire il vetrino con la soluzione di Lugol ( soluzione iodio-iodurata) ed attendere 1 minuto

· eliminare il liquido di Lugol e lavare il preparato con la soluzione di alcool assoluto (alcool etilico al 95%) ed acetone in rapporto di 1 a 1, continuando fino alla scomparsa di tracce di colorante nella soluzione di lavaggio (circa 30-60 secondi)

· lavare con acqua di fonte

· eseguire la colorazione di contrasto con Fucsina fenicata di Ziehl (o carbolfucsina) per 30 secondi

· lavare con acqua di fonte

· asciugare e montare il vetrino

PREPARAZIONE DELLA FUCSINA FENICATA DI ZIEHL 

· miscelare 10 ml di soluzione madre ( 10 g di Fucsina basica in polvere in 100 ml di alcool etilico assoluto ) con 5 g di fenolo  e 100 ml di acqua distillata

Ai Responsabili 

dei Dipartimenti di Prevenzione 

delle Aziende Sanitarie Locali

della Regione Lombardia

Ai Responsabili 

del Servizio Igiene e Sanità Pubblica

delle Aziende Sanitarie Locali

della Regione Lombardia

Ai Responsabili 

dei Presidi Multizonali di Igiene e Prevenzione

della Regione Lombardia

Ai Responsabili 

della Unità Operativa

Medico-Micrografica e Tossicologica

dei Presidi Multizonali di Igiene e Prevenzione

della Regione Lombardia

MS/

Ai Referenti per le Malattie Infettive

dei Servizi di Igiene e Sanità Pubblica

delle Aziende Sanitarie Locali

della Regione Lombardia

Loro Sedi

Oggetto: Sorveglianza e controllo delle legionellosi. Metodologie d’intervento.

Si fa seguito, con la presente, alla nota di questo Servizio n. 267368/G-50874/S, del 21 agosto 1997 che, ad ogni buon conto, si allega, concernente la sorveglianza e controllo delle Legionellosi, per fornire ulteriori strumenti in merito allo svolgimento dell’attività di vigilanza e controllo nella fase preanalitica (campionamento), analitica ed epidemiologica.

Si invia, pertanto, l’allegato documento, elaborato da un apposito gruppo di lavoro costituito da operatori della U.O. Medico-micrografica e Tossicologica dei PMIP di questa Regione.

Con tale documento, si è cercato di rispondere all’esigenza di adottare metodiche standardizzate, rispondenti a criteri di garantita affidabilità, per quanto riguarda sia l’analisi di laboratorio sia l’altrettanto importante fase del campionamento delle matrici ambientali, mettendo a punto modelli di riferimento.

Il contenuto del documento è stato predisposto tenendo conto delle esperienze maturate nel settore e delle più accreditate procedure nazionali e internazionali; 

Pertanto, considerata anche la facile consultabilità,  se ne raccomanda l’utilizzo, al fine di adottare criteri di intervento più omogenei, affidabili ed efficaci.

Con l’occasione, si richiama l’attenzione delle SS.LL. sull’adempimento a quanto contenuto nella citata nota del 21 agosto 1997. 

Distinti saluti.

       Il Dirigente

(Dr. Vittorio Carreri)

Ai Componenti del Gruppo di Lavoro

sulla Sorveglianza delle Legionellosi

AL/

LORO SEDI

Oggetto: invio bozza di documento per revisione definitiva.

Si trasmette in allegato la bozza del documento inerente la “Sorveglianza ed il controllo delle Legionellosi” per la revisione finale.

Le eventuali correzioni potranno essere trasmese via fax al numero 026765.3307 o tramite Email all’indirizzo: prevenzione.sanitaria@sanita.regione.lombardia.it.

Le note correttive dovranno pervenire entro e non oltre il 15 ottobre p.v.

Distinti saluti

Il Dirigente del Servizio

  (Dr. Vittorio Carreri)

Il responsabile del procedimento: Dr. Alessandro Lizioli (tel. 026765.3081)

� EMBED Excel.Sheet.8  ���





Caso confermato





Caso non confermato





Nessuna inchiesta





Analisi delle fonti d’infezione





Nosocomiale





Comunitaria





SISP





Ricerca di altri casi nella 


collettività per sei mesi








CIO + SISP





Ricerca altri casi 


+


Indagine ambientale sistematica





Consigli generali


di prevenzione





Ricerca di focolai


+


Indagine ambientale








PAGE  
2

_1002293494.xls
DistNotifica

		gen		gen		gen		gen

		feb		feb		feb		feb

		mar		mar		mar		mar

		apr		apr		apr		apr

		mag		mag		mag		mag

		giu		giu		giu		giu

		lug		lug		lug		lug

		ago		ago		ago		ago

		set		set		set		set

		ott		ott		ott		ott

		nov		nov		nov		nov

		dic		dic		dic		dic



1996

1997

1998

1999

Mese di notifica

N. casi

Legionellosi in Lombardia
dal 07/1996 al 05/1999

0

3

1

6

0

2

3

8

0

4

0

4

0

2

0

4

0

0

1

3

1

4

1

0

1

3

2

0

7

1

5

0

4

3

10

0

7

1

6

0

3

0

2

0

0

3

3

0



Eta

		5 - 9

		20-29

		30-39

		40-49

		50-59

		60-69

		70-79

		>=80



Clasi di età

N. casi

Legionellosi in Lombardia
dal 07/1996 al 05/1999

2

8

12

23

18

26

14

5



Foglio1

		

		Legionellosi in Lombardia

		Anno di notifica

				1996		1997		1998		1999

		gen		0		3		1		6

		feb		0		2		3		8

		mar		0		4		0		4

		apr		0		2		0		4

		mag		0		0		1		3

		giu		1		4		1		0

		lug		1		3		2		0

		ago		7		1		5		0

		set		4		3		10		0

		ott		7		1		6		0

		nov		3		0		2		0

		dic		0		3		3		0

				23		26		34		25		108

		Eta

		5 - 9		2

		20-29		8

		30-39		12

		40-49		23

		50-59		18

		60-69		26

		70-79		14

		>=80		5
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