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INTRODUZIONE

Dalla seconda meta del XX secolo il trattamentoaeptevenzione delle malattie
infettive e delle infezioni sono cambiati radicalteegrazie allo sviluppo e all'impiego
degli antibiotici. L'impiego diffuso e continuo degntibiotici ha portato alla comparsa
di ceppi resistenti a tali molecole. Lutilizzo domuo degli antibiotici, infatti, ha
favorito la pressione selettiva, la moltiplicazioeela diffusione dei ceppi resistenti,
rendendo piu difficile il trattamento delle infemio Nelle infezioni correlate
all'assistenza sanitaria, che insorgono e si diftoro all’interno di ospedali e altre
strutture  sanitarie, sono comparsi patogeni raedistea piu antibiotici
contemporaneamente (multidrug resistance - MDR),c{fe ne rendono difficile il
trattamento. La resistenza agli antibiotici e ieflaata da molteplici fattori: 'aumentato
impiego e I'utilizzo improprio di questi farmach diffusione di infezioni sostenute da
microrganismi resistenti in ambito ospedaliero édlimitato controllo di queste
infezioni, un aumento dei viaggi internazionaliediavorisce la diffusione di tali ceppi
etc. La comparsa di fenomeni di resistenza €& statacpltmente rapida per -
lattamici, la classe di antibiotici che comprenamicilline, cefalosporine, cefamicine,

carbapenemi e monobattami, che sono tra gli antiici piu utilizzati.

MECCANISMI DI RESISTENZAAI  B-LATTAMICI

| principali meccanismi di resistenza ai 3-lattars@no:

. modificazione del bersaglio, dovuta, per esempibe@enti di ricombinazione
che riducono I'affinita allgoenicillin binding proteingPBPSs)

. ridotto accesso al farmaco per impermeabilita delembrana esterna o per
sistemi di efflusso attivo

. inattivazione dell'antibiotico mediata dall'esprese di enzimi §-lattamasi) (2)



La modificazione del bersaglio, dovuta frequentetmem mutazioni che riducono
I'affinita del bersaglio per il farmaco o per aggia enzimatica di gruppi chimici
(gruppi acetili, adenili, fosfati ecc), € un medsam che previene linterazione del
farmaco con il bersaglio senza comprometternanaibne biologica (3).

La ridotta permeabilita della membrana esternaehe#t puo essere dovuta a mutazioni
che causano una mancata o diminuita espressiongorgie, come avviene nella
resistenza ai carbapenemiHseudomonas aeruginogd).

| sistemi di efflusso attivo, invece, sono pompaiado di espellere determinate classi
di farmaci antibatterici utilizzando come fonteathiergia I'ATP o il gradiente protonico
di membrana (5).

Il meccanismo di resistenza per inattivazione deinfico € dovuto alla produzione di
enzimi che degradano la molecola di antibioticoeQa meccanismo e frequentemente

coinvolto nella resistenza ai 3-lattamici, agli aagliosidi e al cloramfenicolo (6).

B-LATTAMASI

Nei batteri Gram negativi la resistenza ai R-laithn® dovuta principalmente

all'espressione di 3-lattamasi. In letteratura siate identificate oltre 400 differenti 3-
lattamasi, isolate da humerose specie batterich&{resti enzimi possono seguire due
classificazioni:

- classificazione funzionale (classificazione disBuJacoby e Medeiros) (8), che le
divide in gruppi in base ai gruppi funzionali (nuaie da 1 a 4) ed in sottogruppi

(indicati con lettere) in base all’attivita neindoonti dei diversi substrati e degli

inibitori (acido clavulanico, sulbactam e tazobatta

- classificazione molecolare (di Ambler), che, iasb alla loro struttura primaria,

individua 4 classi (A, B, C, D) (9):



TEM, SHV, CTX-M, GES, KPC, PER, VEB, SME, PQ
IMP, VIM, IND, NMD
CMY, FOX, ACT, DHA, MOX MIR, ACC, CFE, LAT

OXA
Tab. 1: classificazione di Ambler delfelattamasi (Rice LB 2012; Mayo Clini Proc 87(2)3t208)

0w >

EVOLUZIONE DELLE B-LATTAMASI

Le primep-lattamasi che sono state identificate sono slatea penicillinasi a spettro
ristretto, che si sono sviluppate in relazionemafiiego dell' ampicillina per le infezioni
da Gram negativi. L'aumento della produzione di &izimi, come TEM-1 in
Escherichia colie SHV-1 inKlebsiella pneumonigena portato allo sviluppo di nuovi
3-lattamici (cefalosporine, carbapenemi e aztregrene non venivano idrolizzati dalle
penicillinasi. Negli anni '80 &€ emersa la resisteadle cefalosporine ad ampio spettro
(10), soprattutto irK. pneumoniagdovuta a mutazioni puntiformi dei geni codificant
per TEM e SHV(10).

L'accumulo di mutazioni, solitamente in combinazooon un’aumentata espressione
dovuta a cambiamenti nel promotore e un ridottesso dei 3-lattamici per riduzione
delle porine, ha causato una resistenza ad aitidialle cefalosporine ad ampio spettro
(11,12). La maggior parte delle mutazioni ha italanhodificazioni nel sito attivo
dell'enzima, rendendolo piu affine alle cefalosperiad ampio spettro, ma con una
debole azione nei confronti dellampicillina (13ebbene, escluse poche eccezioni,
queste mutazioni determinano la sensibilita degtirai agli inibitori delle 3-lattamasi
stesse, a causa della produzione enzimatica eleyatgesso, “multipla” di vari enzimi,
gli isolati che portano queste mutazioni risultagbnicamente resistenti alle
combinazioni 3-lattamico-inibitore delle R-lati@sn(13). Queste 3-lattamasi a spettro
esteso (ESBL), inoltre, sono inattive nei confralel carbapenemi (14).

Vista la ridotta attivita di questi enzimi nei cooriti delle penicilline, la loro iper
sensibilita agli inibitori e la inefficacia nei cfvanti dei carbapenemi, in seguito alla
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comparsa di isolati produttori di ESBL si € optater I'impiego terapeutico delle
penicilline in combinazione con gli inibitori dell@-lattamasi o dei carbapenemi,
rispetto alle cefalosporine.

Alla fine degli anni ‘80 si & assistito alla comgm e diffusione delle B-lattamasi a
spettro esteso denominate CTX-M (15). Questi enzehe derivano da un enzima
cromosomico diKluvyera spp., sono cefalosporinasi naturali e si sonousiiff
rapidamente in altre specie, compré&sepneumoniaeed E. coli (16). Le R-lattamasi
CTX-M sono ESBL naturali che hanno come substrbgtiieo il cefotaxime rispetto al
ceftazidime. Questa forte attivita nei confrontl defotaxime e dovuta alla geometria
del sito di legame per-lattamici, che riconosce in maniera piu efficielggenicilline,

le cefalosporine a spettro ristretto ed il cefataxi rispetto al ceftazidime, che é una
molecola piu ingombrante (17,18). In ltalia CTX-Misultano le ESBL piu diffuse
(19,20).

Piu recentemente si sono sviluppate e diffuse lleageenemasi (21, Fig. 1), R-lattamasi
in grado di idrolizzare con varia efficienza le p#hne, le cefalosporine nella maggior
parte dei casi, i carbapenemi ed i monobattamistijudtimi con I'eccezione delle

metallof lattamasi (MBL).

Primo utilizzo in clinica
dell'imipenem

Primo utilizzo in clinica Primo utilizzo in clinica Primo utilizza in clinica
della penicillina dell'ampicillina del cefotaxime
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Osteomielite da §. gureo Descrizione delle Comparsa beta-lattamasi Enterobacteriaceae con
penicillino resistente lattamasi TEM a spettro esteso carbapenemasi

Descrizione beta-lattamasi CTX-M

Fig. 1. Uso delle diverse classi di antibiotici e pubbiimne del primo articolo sulla resistenza ai
differenti antibiotici o su una nuova classeidattamasi (Rice LB 2012; 87(2):198-208)



AmpC ACQUISITE NELLE ENTEROBATTERIACEAE

Le cefalosporinasi di tipo AmpC son®lattamasi di classe C, che idrolizzano le
peniciline, le cefalosporine (anche quelle di tegemerazione, ma solitamente non
quelle di quarta) ed i monobattami. Generalment&rtgC sono poco inibite dagli
inibitori delle B-lattamasi, soprattutto dall'acido clavulanico (®e, anzi, puo talvolta
funzionare da induttore.

| primi isolati produttori di AmpC acquisite sontas identificati alla fine degli anni ‘80
e si sono poi diffusi in tutto il mondo sia per aspione clonale che per trasferimento
genico orizzontale. Le AmpC acquisite sono codiGcda geni plasmidici (AmpC
plasmidiche) (22-24).

Esistono varie “linee” di geni mobili codificantiep AmpC, originati da geni dei
produttori naturali, chiamatEnterobacter group(MIR e ACT), Citrobacter freundi
group (CMY-2, LAT, CFE), Morganella morganiigroup (DHA), Hafnia alvei group
(ACC), Aeromonas groudCMY-1, FOX, MOX) e Acinetobacter baumannii group
(ABA). Gli enzimi piu diffusi sono CMY-2, ma anclizHA sono molto diffusi (22). Le
principali specie che producono AmpC acquisite s&locoli, K. pneumoniae, K.
oxytoca Salmonella enterica e Proteus mirahjlisolati sia da pazienti (ospedalizzati o
no), da animali e da cibd(coli e S. enterich Le AmpC acquisite sono comunque
meno diffuse rispetto alle ESBL, anche se il nworaEgli organismi produttori di tali
enzimi & in aumento (22-26).

Molte Enterobacteriaceaesd altri batteri Gram negativi producono AmpC naliyur
alcune costitutive a bassi livellE( coli, Acinetobacter baumannii), altre inducibili
(Enterobacter spp, C. freundii, M. morganii e P. @gnosg. La derepressione o
I'iperproduzione di AmpC naturali puo pero conferalta resistenza alle cefalosporine e
alle combinazioni penicilline-inibitori. Nelle Enterobacteriaceae spesso le

cefalosporinasi di classe C sono acquisite e sepesse costitutivamente, conferendo
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una resistenza simile a quella dei mutanti derspeegperproduttori di AmpC. Il livello
di resistenza dipende dalla quantita di enzimi esgire dalla co-presenza di altri

meccanismi di resistenza.

ESBL NELLE ENTEROBACTERIACEAE

Le ESBL sono enzimi in grado di idrolizzare la miaggparte delle penicilline e
cefalosporine, comprese gli ossimipidattami (cefuroxime, cefalosporine di terza e
guarta generazione e aztreonam), ma non idrolizEamefamicine ed i carbapenemi.
La maggior parte delle ESBL appartengono gildattamasi di classe A e sono inibite
dagli inibitori delle B-lattamasi (acido clavulanico, sulbactam e tazayari{27).

Il primo ceppo produttore delle ESBL € stato idiécdio nel 1983 e tale resistenza si &
progressivamente diffusa in tutto il mondo a cadedfi'espansione clonale degli
organismi produttori, del trasferimento genico poatale per mezzo di plasmidi e, piu
raramente, per insorgenda novo | gruppi clinici di ESBL piu diffusi sono gli emmai
CTX-M, seguiti dalle ESBL derivate da SHV e TEM {28). Fanno parte delle ESBL
anche alcune classi di enzimi di classe D che deawdalle OXA sulle quali I'attivita
inibente da parte degli inibitori dellg-lattamasi € piu debole che sulle altre ESBL
(27).

La produzione di ESBL €& stata osservata soprattattie Enterobacteriaceae
inizialmente in ambito ospedaliero, successivamastie Residenze Sanitarie Assistite
(RSA) o in Centri di Riabilitazione e dal 2000 ambito comunitario (pazienti non
ricoverati, portatori sani, animali sani 0 malaiho). E. coli e K. pneumoniasono le
specie che producono piu frequentemente ESBL, rtia te Enterobacteriaceadli
rilevanza clinica possono essere produttrici di ESEa prevalenza di isolati produttori
di tali enzimi dipende da molti fattori, quali Ipexie, la localizzazione geografica, il

tipo di infezione ecc. (28,29,32,33). La maggiort@ali ESBL sono enzimi acquisiti,
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codificati da geni plasmidici, vengono espressiai Vivelli e mostrano differenti
caratteristiche biochimiche e diversa attivita wenfronti dei p-lattamici (per es.
cefotaxime, ceftazidime, aztreonam). Il livelloedipressione, le proprieta enzimatiche e
la presenza di altri meccanismi di resistenza dalf-lattamasi, sistemi di efflusso,
alterata permeabilita...) determinano una grandeetéardi fenotipi di resistenza (27-

30,34,35).

CARBAPENEMASI NELLE ENTEROBACTERIACEAE

| carbapenemip-lattamici con lo spettro d’azione piu ampio nenftonti dei Gram
negativi, vengono idrolizzati molto lentamente dathaggior parte dellp-lattamasi e
per tale motivo, fin dalla loro introduzione neghni ‘80, questi antibiotici sono stati
impiegati con successo e sono stati utilizzati monbatteri multiresistenti. Negli anni
‘80 nelle Enterobacteriaceaesono state individuate le carbapenemasi, enzimei ch
idrolizzano le penicilline, in molti casi le cefajporine e a vari gradi i carbapenemi ed i
monobattami. Le carbapenemasi appartengono alésiclg B e D delle R-lattamasi
(36). Alle carbapenemasi di classe A I&lattamasi KPC K. pneumoniae
carbapenemasi), cosi chiamata perché identificatdapprima volta irK. pneumoniae
(37). | ceppi che producono tale enzima, diffusiutio i mondo, sono resistenti a tutti
I B-lattamici e insensibili agli inibitori. Gli emni KPC sono generalmente portati da
trasposoni, pertanto possono essere trasferitiferehti specie, infatti geni codificanti
per KPC, inizialmente identificati inEnterobacteriaceae ed in particolareK.
pneumoniagpiu recentemente, sono stati ritrovati anchd®seudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii groy38,39,40).

Carbapenemasi di classe B sono le metallo- 3-laggarohe richiedono la presenza di
un metallo, solitamente zinco, come cofattore etapéo possono essere inibite in
presanza di chelanti come EDTA. Questi enzimi,fieidinza di KPC, non idrolizzano
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I'aztreonam.

Le beta latttamasi OXA appartengono alla classeSblamente alcune OXA agiscono
come carbapenemasi e sono, ad esempio, resportlailresistenza ai carbapenemi in
Acinetobacter spg41). Come le altre carbapenemasi anche le OXAsomo sensibili
all’azione degli inibitori delle R-lattamasi. La gwior parte delle carbapenemasi sono
enzimi acquisiti, codificati da elementi traspohiliocalizzati su plasmidi, espressi a
vario livello (42). Tali enzimi possiedono caraitéiche biochimiche diverse e
differente attivita nei confronti dei R-lattamitidiversi livelli di espressione, di attivita
3-lattamasica e l'associazione con altri meccanginresistenza (altre R3-lattamasi,
pompe di efflusso e/o alterata permeabilita di memd) porta ad un ampio spettro di
fenotipi di resistenza (42,43). E' necessario pmrdare che nell&nterobacteriaceae
la ridotta sensibilita ai carbapenemi puo esseveitdoalla produzione di ESBL 0 AmpC
associate ad una ridotta permeabilita per peraile gorine (44).

La maggior parte delle carbapenemasi conferisaésteeza alle cefalosporine ad ampio
spettro (45), ma non OXA-48. | produttori di OXA 4pesso esprimono pero altri

enzimi che idrolizzano le cefalosporine e per tatgivo risultano comunque resistenti a

tali molecole.
Carbapenemasi| Classe Substrato Inibitori
molecolare
KPC A Tutti i B- - Acido boronico
lattamici - Parzialmente inibita da acido
clavulanico e tazobactam
IMP B Penicilline, Acido dipicolinico
VIM (metallo B3- cefalosporine,
NDM lattamasi carbapenemi
OXA-48 D Penicilline -
OXA-181 Carbapenemi
cefalosporine ad
ampio spettro
(ceftazidime e
aztreonam) con
bassa cinetica

Tab. 2: classificazione delle principali carbapenemasi coglativi substrati ed inibitori (modificato da
Jacoby GA, Munoz-Price LS. The new beta-lactamadéeBngl. J. Med. 2005;352:380-391)



DIFFUSIONE DELLE CARBAPENEMASI

Fino al 2000 la produzione di carbapenemasi non stata descritta nelle
Enterobacteriacegeinfatti fino a quel momento la resistenza ai egdnemi riportata
occasionalmente in enterobatteri era dovuta agbipduzione di AmpC o produzione
di ESBL associata a perdita di porine. Nel 2001aéospubblicato il primo lavoro sK.
pneumoniaeesistente ai carbapenemi per produzione di carmpasi (46). Questo
ceppo era stato isolato nel 1996 in un reparteedpia intensiva di un ospedale del
North Carolina, ma é stato caratterizzato solamenta dopo, identificandolo come
produttore di KPC. Fino al 2004 sono stati riportat letteratura solo pochi isolati
produttori KPC, ma negli anni successivi le segriald sono aumentate rapidamente.
Tra il 1996 ed il 200&K. pneumoniag@roduttrice di KPC si é diffusa dagli Stati Unii
maniera endemica in molti altri Paesi, in partioelan Israele (47,48), Grecia (49, 50)
ed Italia (50).

La famiglia degli enzimi VIM (Veronantegron-encoded metallo-beta-lattamaseés
stata riportata per la prima volte nel 1999 (51),un ceppo di Pseudomonas
aeruginosajsolato nel 1997 in Italia, ma la printterobacteriaceg@roduttrice di tale
enzima e stata isolata in Grecia nel 2001 (52).diffusione di Enterobacteriaceae
produttrici di VIM e limitata all'ltalia (53), a aée zone della Spagna (54) e alla Grecia
(55). La comparsa di KPC e VIM ¢ stato seguitaullg di NDM (New Delhi metallo-
beta-lattamask diffusasi nel Sub continente indiano e da quell®XA-48 nei bacini
Est e Sud del Mediterraneo. La diffusione di quegtattro enzimi ha portato ad
un’elevata endemia dtnterobacteriaceaeesistenti ai carbapenemi (CRE) in tutto il

mondo.



DIFFUSIONE DELLE ESBL E DELLE CARBAPENEMASI IN EURO PAED IN
ITALIA

E. coli é il batterio Gram negativo che piu frequentemergee isolato da emocolture
ed urinocolture. In tutta Europa continua ad aulerenta percentuale di isolati resistenti
agli antibiotici piu comuni e la maggior parte degblati e resistente ad almeno uno
degli antimicrobici sotto sorveglianzg-fattamici, fluorochinoloni, aminoglicosidi,
polomixine). In base ai dati dellEARS-Net (Europe&ntimicrobial Resistance
Surveillance Network), dal 2012 al 2014 la medimopea degli isolati dE. coli
resistenti alle cefalosporine a spettro estesongéeatata nella maggior parte dei Paesi
europei, passando da una media dell'11,9% ad udaardel 25%.

In Toscana sia nel 2013 che nel 2(E4coli é risultato il patogeno batterico piu
frequentemente isolato da emocolture (32,5%). R&kda percentuale media regionale
di resistenza alle cefalosporine a spettro espargtata del 41,3%, piu alta della media
italiana (28,7%). In Europa solo I'ltalia ed alcupaesi del Mediterraneo hanno

mostrato valori cosi alti, anche se la media ewmopa mostrato un incremento

significativo dal 2010 al 2014. (EARSet 2014, Fig. 2).
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£
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Fig. 2: E. coli: percentuale (%) di isolati resistenti a Cefalosp®rii Il generazione nei territori delle
aziende sanitarie toscane (Toscana, 2014) e nsi paeopei (2014) -valore medio regionale: 41,3%;
valore medio italiano: 28,7%

K. pneumoniae2 causa di infezioni in soggetti immunocompromession CVC e
soprattutto di infezioni del tratto urinario, resorio e di setticemiek. pneumoniae
diffonde rapidamente tra i pazienti in ambiente engiero e I'aumento di ceppi
resistenti lo ha reso un patogeno di importanzablied in tutta Europa. Secondo
LEARS - Net del 2014 la maggior parte degli isofatisultata resistente ad almeno un
antibiotico sotto sorveglianz@-(attamici, fluorochinoloni, aminoglicosidi, polorine)

e si sono riscontrate frequentemente resistenzéipteulDal 2009 al 2012 é infatti
aumentata la percentuale di isolati resistenti @alosporine di terza generazione, ai
fluorochinoloni e agli amminogicosidi. In Europa stanno diffondendo rapidamente
anche ceppi diK. pneumoniaeresistenti ai carbapenemi, in precedenza i pochi
antibiotici efficaci contro i ceppi multiresistenti

In Toscana nel 2014 la percentualekdi pneumoniagesistenti alle cefalosporine di
terza generazione € del 63,9% degli isolati e ekstenza dK. pneumoniaeserso i
carbapenemi ha una percentuale media del 46,2%3|Fig alcune aree della regione

le resistenze ai carbapenemi si riscontrano i dl%0% degli isolati dK. pneumoniae
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(Fig.4). La Toscana presenta una media superiore a dtediéma riportata per il 2013
(34,3%), che a sua volta, dopo la Grecia, rapptasepiu alto valore in Europa (Fig.

4).
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Fig. 3: percentuale (%) di isolati #i. pneumoniaeesistenti alle cefalosporine di Il generazioeé n
territori delle Aziende sanitarie toscane (Tosc&@d.4) e nei paesi europei (2014).
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Fig. 4: percentuale (%) di isolati #i. pneumoniagesistenti ai carbapenemi nei territori delle Awxie
sanitarie toscane (Toscana, 2014) e nei paesi euf2pl4).

CONTROLLO DELLA DIFFUSIONE DI INFEZIONI DA PATOGENI
MULTIRESISTENTI

La diffusione di microrganismi multiresistenti giterno delle Terapie Intensive e dei
Reparti di degenza ha un notevole impatto in termdinfallimento della terapia,
morbilita, mortalita ed aumento della degenza osled. La diffusione delle

Enterobacteriaceaeproduttrici di ESBL e soprattutto di carbapenemasiiindi,
13



rappresenta un’emergenza di interesse pubblico. (B&) tale motivo sono stati
sviluppati programmi per la prevenzione di taliembni, basati sull’identificazione
precoce di pazienti portatori di ceppi multiresiteattraverso colture di tamponi rettali
(57-59) e l'adozione di tempestive misure di combento di diffusione di infezioni
sostenete da tali patogeni (isolamento funzion@dgene delle mani, pulizia e
decontaminazione dell'ambiente ecc.) (60,61). d@atrastare la diffusione delle CRE
sono state messe a punto linee guida da numetdseiai internazionali (Center for
disease control, Health Protection Agency, Europg@amter for Disease Prevention and
Control) (59,62,63). Il programma di sorveglianalte allo screeningmicrobiologico,
prevede una tempestiva comunicazione dell'esigpplicazione delle misure di
isolamento standard e da contatto ai pazientitirdetlonizzati, verifica quotidiana della
corretta applicazione delle misure di isolamentespo le UU.OO. coinvolte e, se
possibile, far assistere i pazienti colonizzatéttif da personale sanitario dedicato.
Assume, pertanto, una fondamentale importanza udamone e la formazione del
personale sanitario sulle misure di sorveglianzardrollo delle infezioni da CRE. I
programma di sorveglianza, inoltre, prevede l'atisne di un'indagine epidemiologica
in caso di infezione o di un incremento inattesdledgositivita, strumenti di
comunicazione (una U.O. che trasferisce un pazieatenizzato/infetto deve darne
comunicazione telefonica alla Struttura Sanitacaogliente), un flusso informativo
(segnalazione del primo caso di colonizzazionefimine presso la struttura ospedaliera
e degli eventi epidemici determinati da infezipfa)raccolta e I' elaborazione dei dati.
E’ stato dimostrato che questo approccio riducenfezioni da CRE nei reparti di
Terapia Intensiva e nei Reparti di Degenza (57489 ed € raccomandato come
prima strategia per ridurre la mortalita assoc@tanfezioni sostenute da tali patogeni

(59).

14



MATERIALI E METODI

SISTEMA DI SORVEGLIANZA PRESSO LAZIENDA OSPEDALIER A
UNIVERSITARIA SENESE (A.0.U.S))

Presso 'AOUS esiste un sistema di sorveglianzevaatber la prevenzione ed il
controllo della diffusione di patogeni multiresistee sentinella basato sulla rapida
segnalazione da parte della UOC Microbiologia eMgia dei microrganismalert cui
segue l'intervento del Nucleo Operativo di Sorvagha Epidemiologica (NOSE) nel
cui ambito e istituito urteam costituito da Epidemiologi, Infettivologi e Micraogi
Clinici. Oltre alla tempestiva segnalazione, itaisa di sorveglianza ha il suo punto di
forza nel programma di sorveglianza attiva delléfom@zazione da Gram negativi

multiresistenti basato sulkrreeningmediante tampone rettale.

La sorveglianza nei confronti dei Gram negativi MDRRssa in atto in AOUS e pertanto
costituito da un insieme di misure che includonorveglianza attiva mediante
esecuzione di tamponi rettali sicreeningdella colonizzazione, sistema di segnalazione
degli alert per via telematica al momento dell'invio del rederche determina
I'attivazione del team, implementazione di misurrésdlamento funzionale, attivita di
formazione specifica rivolta al personale assistéaz

Segnalzione alert

Dal 2007 e operante un sistema di segnalazioneorgamismialert e sentinella, la cui
lista viene costantemente aggiornata. | microrgangaert, sono classificati all'interno
della lista, in due gruppi, a seconda del liveliopdtenziale di rischio clinico e/o
epidemiologico. Il CCIO (Comitato Controllo Infenio Ospedaliere) provvede a
revisionare ed aggiornare la lista dei microrganisiert in base alle evoluzioni
epidemiologiche (comparsa di nuovi determinantiedistenza, arrivo nel Policlinico di

particolari microrganismi ecc.).
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Per quanto riguarda gli enterobatteri MDR, la lidéa microrganismalert, suddivisi in

due livelli, & la seguente:

Alert di 1° livello (rischio basso e medio) :

- Enterobacteriaceagroduttrici di beta lattamasi a spettro esteso (BS® di
enzimi di classe C acquisiti

- Enterobacteriaceaemon sensibili ai carbapenemi (Meropenem e/o Imipgne
escluse quelle incluse nel secondo livello

Alert di 2° livello:

- K. pneumoniagesistente ai carbapenemi, sospetta produttricarthapenemasi
KPC

- Enterobatteri probabili produttori di carbapeneniidM-1

- Enterobatteri probabili produttori di carbapenen@XxiA-48

L' U.O.C. Microbiologia e Virologia ha il compitoi aénhviare il referto di microrganismi
alert, oltre che al reparto richiedente, anchesadfiil dedicatanibio.alert@local.aos3,
nel caso di microrganismi di livello allerta 2, idviare anche un avviso di notifica al
team di consulenti.

Sorveglianza attiva

Dal 2011 il programma di sorveglianza attiva, pstpadal CCIO, prevede kcreening
di tutti i pazienti all'ingresso e settimanalmenés reparti ad alta intensita di cura. Per
altri reparti medici e chirurgici, in particolareugjli cui fanno accesso pazienti
pluripatologia e/o con pregressi ricoveri in ospedeentri di riabilitazione o Residenze
Sanitarie Assistite, dovrebbero essere sottopastreening al momento dell’ingresso,
almeno i pazienti che presentano i seguenti fadliaischio:

. Storia durante I'anno precedente di: ospedalizr&ziammissione ad una casa
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di cura,dialisi, tracheotomia o chirurgia, infezioni deflalle o della ferita chirurgica o
ventilazione meccanica, cateteri permanenti (CV@teteri urinari ecc.), storia di
pregressa infezione/colonizzazione da Gram nedsiiiR.

. Ospedalizzazione superiore a 5 giorni

. Uso di antibiotici nei tre mesi precedenti (cefglmsne, chinolonici,
carbapenemici)

. Immunodepressione o terapia immunosoppressiva

Per i pazienti in attesa di risultati, colonizzatiinfetti viene applicato l'isolamento
funzionale, che prevede nel considerare infett@daentro un metro tra un paziente ed
un altro e I'obbligo per il personale di adottanéte le misure di barriera previste dalle
precauzioni standard, che differiscono (ad eserdpicontatto e da droplet) a seconda
della sede interessata (vie aeree, cute, integtia) come indicato nella procedura
aziendale D. 626.10.01 redatta nell’ottobre del20

In caso di positivita al tampone la strategia pionea per il monitoraggio del paziente

viene valutata dal team di consulenti costituitth ammbito del NOSE.

DISEGNO DELLO STUDIO

In questo studio sono stati analizzati i tampottateeffettuati nel 2014 e nel 2015
nellambito del programma di sorveglianza di patogenultiresistenti, previsto
dallAQUS, per monitorare la presenza Einterobacteriaceagroduttrici di ESBL e
carbapenemasi presso il Policlinico Santa Maria 8ttotte di Siena. Sono state inoltre
valutate le infezioni causate da enterobatkmit nello stesso periodo.

Le diverse UU.OO.CC. della AOUS ai fini dell’'analispidemiologica sono state
raggruppate per tipologia: UTI, comprendente le dUerapie Intensive non
specialistiche, Toraco-Cardiochirurgie (inclusipiemti cuore polmone), Area Medica,
Neurochirurgia (inclusa la Neuroanestesia), Atherugie, Ematologie etc
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RACCOLTA E SEMINA DEI TAMPONI RETTALI

Ai pazienti considerati a rischio di colonizzazialeEnterobacteriaceaeultiresistenti
sono stati effettuati i tamponi rettali, secondcamfo indicato nel documento dell’
Emilia Romagna (66). Sono stati considerati idaik semina i campioni raccolti con
mezzo di trasporto e non.

| tamponi rettali sono stati arricchiti in terretiquido BHI (Brain Heart Infusion -
Biomérieux, Marcy I'Etoile, France) per 24 ore a’G7 per aumentare la sensibilita
dello screeninge non perdere neppure gli MDR presenti eventualenienbasse cariche.
Nel caso di mancato intorbidamento del brodo diucaldopo I'arricchimento (indice di
assenza di crescita), il campione e stato condmeran idoneo, ed il reparto é stato
invitato ad eseguire un nuovo prelievo. Se il campie stato ritenuto idoneo, e stato
seminato nei seguenti terreni:

. Per la ricerca di Enterobacteriaceae MDR (produttrici di ESBL e
carbapenemasi) Mac Conkey agar supplementato ctotaxene (CTX) 2ug/ml.
Questo terreno, preparato presso il Laboraton@lelato secondo norma ISO 9001-
2015, consente la crescita di batteri Gram negedsistenti al cefotaxime, che sono poi
sottoposte al test di conferma per la produziortfeSBL o delle carbapenemasi.

. Per la ricerca diEnterobacteriaceaeVIDR produttrici di carbapenemasi e
I'identificazione presuntiva delle KPC: terreno @miD™ CARBA agar (Biomérieux,
Marcy I'Etoile, France). ChromID™ CARBA agar € werreno selettivo cromogeno per
lo screeningdi Enterobacteriaceag@roduttrici di carbapenemasi (CPE), in particolare
KPC e NDM-1 , in pazienti colonizzati o a rischio ablonizzazione. Questo terreno
contiene antibiotici che consentono la crescitatsel di CPE e tre substrati cromogeni
per l'identificazione presuntiva dE.coli (colonie dal rosa al bordeauxXlebsiellg

Enterobacter, Serratia, Citrobactefcolorazione delle colonie dal verde bluastro al
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grigio bluastro).
Dopo la semina negli opportuni terreni le piastosc state incubate a 37°C in

aerobiosi per 24 ore.

IDENTIFICAZIONE DEGLI ISOLATI, RILEVAZIONE ED
IDENTIFICAZIONE DELLE ESBL E DELLE CARBAPENEMASI

Gli isolati sospetti, cresciuti sui terreni utilegz per loscreening sono stati identificati
e, se appartenenti alla famiglia ddlleterobacteriaceaesottoposti ai test di conferma.
Gli isolati sono stati identificati mediante spettretria di massa, basata sulla tecnologia
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonizat Time of Flight), utilizzando
il sistema automatico VitekMS (Biomérieux, Marcktbile, Francia).

La conferma fenotipica della produzione di ESBL & dhrbapenemasi, e la
caratterizzazione fenotipica di queste ultime, atasteffettuata secondo i criteri
EUCAST (67) con il metodo della combinazione scai$NEO-SENSITAB ROSCO
Diagnostica A/S, Taastrup, Denmark).

Sugli isolati clinici gli antibiogrammi sono staifettuati mediante il sistema Vitek 2
(Biomérieux, Marcy I'Etoile, Francia) e la relaticard AST-N202 (Biomérieux, Marcy
I'Etoile, Francia). Le MIC hinimuminhibitory concentratioh sono state interpretate

secondo le linee guida EUCAST (68).

BANCA DATI

| dati relativi agli isolati sono stati estrattildsoftware del laboratorio (TD Synergy,
Siemens AG, Munich, Germany) ed analizzati elalbdwaisolati non duplicati degli
anni 2014 e 2015 e prendendo in considerazione débiuurgie, Toraco-
Cardiochirurhie, Altre Chirurgie, UTI, EmatologieAeea Medica. In questo modo sono

stati valutati i dati relativi ai reparti che, coneecome UTI e Neurochirurgie, effettuano
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screeningdi routine che gli altri reparti che non aderiscal@rogramma in maniera

continuativa, ma effettuano i tamponistireeningsolo in caso doutbreaks

VALUTAZIONE DELLEFFICACIA DEL SISTEMA DI SORVEGLIA  NZA

Per valutare I'efficacia degli interventi messidtio e stata analizzata nel dettaglio la
situazione epidemiologica delle UU.OO. di Neurogtgia e Terapia Intensiva
Neurochirurgica, dai cui pazienti nel 2012 eratadi sdentificati i primi isolati clinici

di Klebsiella pneumoniaproduttrice di KPC in AOUS ed in cui, per questotivio era
stata poi implementata la sorveglianza. In questn € stata valutata la prevalenza
degli isolati KPC positivi anche in relazione agiterventi di controllo intrapresi,
inclusi momenti formativi specifici per il persoeatiel reparto, distinguendo anche tra
diffusione intra-reparto degli MDR e ceppi isolatia pazienti gia colonizzati

all'ingresso.
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ABBREVIAZIONI

A.0.U.S. = Azienda Ospedaliera Universitaria Senese

CCIO = Comitato Controllo Infezioni Ospedaliere
CPE:Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae

CRE = carbapenentesistant Enterobacteriaceae (Enterobacteriaceasistenti ai
carbapenemi)

EARS-Net = European Antimicrobial Resistance Sillarece Network

E-MDR = Enterobacteriaceaenultiresistenti

ESBL: Extended SpectrupLactamase$ Lattamasi a Spettro Esteso)

EUCAST = European Committee on Antimicrobial Susceptipiliesting

MBL: Metallo Lactamasé€Metallo p Lattamasi)

MDR: Multi Drug Resistantmicrorganismi resistenti ad almeno uno degli aotibi di
tre o piu famiglie diverse (voce bibliografica 1)

MIC = minimalinhibitory concentration

NDM = New Delhi metallo-beta-lattamagfDM Metallo § Lattamasi)

NOSE = Nucleo Operativo di Sorveglianza Epidemialag

PBPs =penicillin binding proteins

RSA = Residenze Sanitarie Assistite

SART = Rete di Sorveglianza dell'Antibiotico Resista in Toscana

TRS: tampone rettale dicreeningper la ricerca di enterobatteri MDR produttori di
carbapenemasi o ESBL

U.O. = Unita Operativa

UOC = Unita Operativa Complessa

UTI: Unita di Terapia Intensiva

VIM = Veronaintegron-encoded metallg-—lattamase$VIM Metallo p Lattamasi)
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RISULTATI

Tamponi rettali di screening effettuati per la ricerca di Enterobacteriaceae MDR
(TRS) e numerosita dei pazienti sottoposti screening:

Nel 2014 sono stati effettuati 4.695 TRS, mentré 2@15 i tamponi effettuati
ammontavano a 5.017. Quelli esequiti per la ricéoterobacteriacea@roduttrici di
ESBL e carbapenemasi sono stati 646 nel 201464 hé&l 2015, mentre quelli per sola
la ricerca diCarbapenemase-producing Enterobacteriac@BE) sono stati 4.049 nel
2014 e 3.756 nel 2015 (Grafico 1).

TRS effettuati suddivisi per tipologia discreening

6.000
2015
5.000 -
2014
2015
4.000 -
3.000
2.000
2015
1.000 1
0 ~
Pz sottoposti a IRS tot. IRS ner MDR IRS per CPE
TRS
2014 2.322 4.695 646 4.049
2015 2.161 5.017 1.261 3.756

Grafico 1: numero totale di pazienti sottoposti a TRS, nuntetale di TRS eseguiti e numero di TRS
per la ricerca di E-MDR nel 2014 e nel 2015.
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Come si pu0 vedere nel 2015 ¢ stato registratowsol@ve aumento sia dei pazienti
sottoposti alla sorveglianza che del numero comspledei TRS, ma sono quasi

raddoppiati i TRS per E-MDR, come ben visualizzabi¢l graficol.

Per quanto riguarda la numerosita dei pazientopotiti a TRS, nel 2014 sono stati
2.322 di cui 263 per la ricerca dtnterobacteriaceaeproduttrici di ESBL e
Carbapenemasi, 1.948 per la ricerca di CPE e Erleptrambe le tipologie di
screening Nel 2015 sono stati sottoposti a TRS 2.461 pazidncui 469 per la ricerca
di Enterobacteriaceagroduttrici di ESBL e Carbapenemasi, 1.801 peridarca di

CPE e 191 per entrambe le tipologiesdieening Grafico 2.

Pazienti sottoposti a TRS per diverse tipologie deénterobatteri MDR

100%
80% MDR e CPE Screening 2015
60%
] m CPE Screening 2014
40%
20% = VIDR Screening 2014
0% . .
B )
< &
» >
2014 | 2015
MDR e CPE Screening 2015] 111 | 191
CPE Screening 2014 1948 | 1801
IVIDR Screening 2014 263 | 469
Grafico 2
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Prevalenza diE-MDR nei TRS

Nel 2014 i pazienti positivi allecreening per almeno un tipo di E-MDR (ESBL o
Carbapenemasi produttore), sono stati 100 (4%)arskamo a stratificare i pazienti
positivi a TRS nei vari fenotipi di resistenza pass osservare che il 41% é risultato
positivo adEnterobacteriaceaproduttrici di ESBL, il 58% positivo per CPE e ri8h
dei pazienti sono state isolate Biaterobacteriaceaproduttrici di ESBL che CPE.

Nel 2015 il 6% di pazienti e risultato positivoTdRS per almeno un tipo di E-MDR: il
77% e risultato positivo ainterobacteriacea@roduttrici di ESBL, 19% a CPE e, nel
5% dei pazienti, sono state isolate Ergerobacteriaceaproduttrici di ESBL che CPE

(Grafico 3).

Prevalenza di pazienti positivi alloscreening suddivisi per i diversi fenotipi di

resistenza
80% -
70% -
60% -
50% -
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40% -
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10% -
0% .
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Grafico 3: percentuale di pazienti positivi alkereening2014-2015)

Analizzando la provenienza dei pazienti sottop@StRS per tipologia di reparti, € stato

registrato che nel 2014 1.479 provenivano da Néumagia, 408 dalle Toraco-
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Cardiochirurgie, 304 dalle UTI, 72 dalle Ematolqd¥ dall’Area Medica e 3 da Altre
Chirurgie. Nel 2015, invece, 1.476 provenivano deutdchirurgia, 409 da Toraco-
Cardiochirurgie, 461 da UTI, 71 da Ematologie, 36 d\rea Medica e 8 da Altre

Chirurgie (Grafico 4).

Pazienti sottoposti a TRS suddivisi per reparto dprovenienza

2014

M Toraco-Cardiochirurgie

12 W Ematolcgie
mUTI
1479 W Neurochirurgia
304
Area Medica
m Altre Chirurgie

B Toraco-Cardiochirurgie
H Ematologie

| UTI

W Neurochirurgia

1476 Area Medica

M Altre Chirurgie

Grafico 4
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Infezioni da E-MDR e relazione con la colonizzazianintestinale

Sono stati analizzati gli isolamenti di enterobatiDR da campioni clinici di pazienti
che erano risultati precedentemente positivi a pRSlo stesso patogeno, con lo stesso
fenotipo di resistenza.

corso del 2014 si 291 casi di

In questi pazienti, nel

sono stegii
infezione/colonizzazione da E-MDR isolati da canmgicclinico, mentre nel 2015 sono
stati 250.

Di questi gli isolamenti da campione clinico in @i che avevano gia un TRS

positivo per lo stesso microrganismo sono standl®2014 e 16 nel 2015 (Grafio 5).

Pazienti con TRS positivo per MDR

160 A
89%

140 A
120 A
100 A

e 72%
80 A

/ 2014
60 -

/ m2015
40 A

/ 19% 12%
20

0
TOT MDR solo da successivo
TRS MDR inisolato
clinico

2014 100 72 14
2015 147 131 16

Grafico 5: Pazienti positivi allcscreening(2014/2015) pazienti con primo isolamento E-MDR da TRS
con 0 senza successivo isolamento da campionelini

Analizzando i meccanismi di resistenza degli E-MDRIati sia da TRS che da
successivo campione clinico, si e registrato che20&4 il 29% erano enterobatteri
produttori di ESBL ed il 71% di KPC.

Nel 2015, invece, la percentuale di pazienti pasger Enterobacteriaceaeproduttrici
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di ESBL é stata del 75%, il 19% é risultato posittKPC e il 6% a MBL (Grafico 6).

Meccanismi di resistenza degli E-MDR isolati da TR® da successivo campione

clinico
BU% 4
70% +
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50% - P
40% A 2014
30% - W 2015

e
/
g
20%
o
10% -
0% T T '
ESBLPOS KPCPOS MBLPOS

Grafico 6

Relazione tra isolati clinici E-MDR e TRS

Dei 291 pazienti che hanno avuto almeno un isathtico di E-MDR nel 2014, solo
81 (28%) erano stati precedentemente sottoposR& Di questi solo 14 (17%) erano
pero positivi alloscreening Nel 2015 i pazienti con infezione/colonizzazione Ea
MDR sono stai 250, 33 (13%) sono stati sottopostR&, ma di questi solo 16 (6%)

erano positivi allescreening

2014
(291 isolati clinici E-MDR)

W TRS pos
B TRS neg
B TRS non eseguito

2015
(250 isolati clinici E-MDR})

B TR5 20t
K> eg
W TR 10n escguito

Grafico 7: Relazione tra isolati clinici e TRS (2014/2015)
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Prevalenza di diE. coli produttore di ESBL e K. pneumoniae produttrice di ESBL,

KPC o MBL nei campioni clinici

Nel 2014 sono stati isolati, da campioni clini6%&. coli, di cui il 25% produttori di
ESBL e 193 isolati dK. pneumoniaeli cui il 17% produttrici di ESBL, 25% di KPC e
9% di MBL. Nel 2015 sono stati isolati 7Excoli, di cui il 22% produttori di ESBL, e
di K. pneumoniagdi cui il 26% K. produttrici di ESBL, il 10%rpdulttrici di KPC ed

il 7% di MBL (Grafico 8).

2014

10 m2015
i
5% 17 .

E. coll ESBL K.pneumoniae  K.pneumacnice K. pneumoniae
ESBL KPC MBL

TN

Grafico 8

Nel 2014 su un totale di 291 pazienti con infezioa®nizzazione di E-MDR 32 (11%)
provenivano da UTI, 27 (9%) Neurochirurgia, 35 ()29 Toraco-Cardiochirurgie e 4
(1%) da Ematologie, 148 (51%) da Area Medica e (4®%) da Altre Chirurgie. In
particolare i colonizzati da ESBL in Area Medicansastate il 5% nel 2014 e '11% nel
2015, contro, rispettivamente I'1,7% e 4,7% neiarépad alta intensita di cura. Nel
2015 si sono verificati 250 casi di infezioni/colrazioni da E-MDR di cui 17 (7%)
provenienti da UTI, 17 (7%) da Neurochirurgia, 48%) da Toraco-Cardiochirurgie, 5
(2%) da Ematologie e 146 (58%) da Area Medica e(1B%6) da Altre Chirurgie

(Grafico 9).
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Grafico 9: pazienti con infezione/colonizzazione di E-MDIRI 2014 e nel 2015, suddivisi per reparto di
provenienza

Incidenza di emocolture positive peiE. coli e K. pneumoniae MDR

Nel 2014 si sono verificati 20 casi di setticeméEd coli e K. pneumoniagroduttrici

di ESBL, di cui 15 (75%) provenienti da repartiAtiea Medica, 3 (15%) da UTI, 1
(5%) da Neurochirurgia ed 1 (5%) da Toraco-Cardrochie.

Di questi 20 pazienti 3 sono stati sottoposti a TR@& con esito negativo. In 6 casi
(30%) l'isolamento da emocoltura e stato precedigasolamento da altri campioni

clinici (urine, liquidi biologici),mentre la maggianza dei casi (14, pari al 70%) I'E-
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MDR é stato isolato direttamente da emocoltura.

Nel 2015 i casi di setticemia sono stati 21, di1Wi(48%) provenienti da Area Medica,
5 (24%) da Altre Chirurgie, 3 da Ematologie (14%3 €14%) da Neurochirurgia. Di
questi pazienti 5 sono stati sottoposti a TRSpdRacon esito positivo.

Nell'90% dei casi (19 pazienti) il primo isolamenth E-MDR e stato effettuato
dall'emocoltura e nel 10% (2 pazienti) dal TRS.

Per quanto riguarda le sepsi causat&daneumoniagroduttrice di KPC se ne sono
registrate 6 nel 2014, di cui 2 (33%) proveniendi Area Medica, 1 (17%) da
Ematologie, 1 da Toraco-Cardiochirurgie (17%) e(32%) da Altre Chirurgie. Di
guesti 6 pazienti 2 sono stati sottoposti a TR&rlesito negativo ed 1 positivo. 5 dei 6
pazienti totali (83%) hanno avuto il primo isolartedi K. pneumoniagroduttrice di
KPC da campione clinico, di cui 4 (80%) dallemaod e 1 (20%) da altro campione
clinico. Nello stesso anno un paziente provenieiat® Tl ha sviluppato una setticemia
daK. pneumoniagroduttrice di MBL, in cui il primo isolamento éaso effettuato da
emocoltura.

Nel 2015 sono stati osservati solo 2 pazienti ceetticemia daK. pneumoniae
produttrice di KPC, entrambi provenienti da UTlie2dpazienti con sepsi da MBL, di
cui 1 proveniente da un reparto di Area Medica @doleniente da UTI. Tutti i pazienti
hanno avuto il primo isolamento d. pneumoniaeproduttrice di carbapenemasi

dall'emocoltura.

Valutazione dell’efficacia del sistema di sorvegliaza attiva

Le unita di Neurochirurgia e Terapia Intensiva Mehirurgica sono state le prime
UU.00., allinterno della AOUS, ad aderire compmtnte al programma di
monitoraggio e controllo della diffusione di enteatteri MDR. Per valutare I'efficacia

degli interventi messi in atto abbiamo voluto aredre i dati relativi ai mesi successivi
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a due picchi epidemici da diffusione i pneumoniaeKPC produttrice, che si sono

verificati al loro interno nel periodo Aprile-Agasf012.

A seguito di questi due episodi il NOSE ha supportapersonale delle due UU.OO.
per intensificare lattivita di sorveglianza e catio della diffusione degli E-MDR, a
partire dalla tempestiva identificazione dei patiienlonizzati e infetti, I'applicazione
della procedura di isolamento funzionale, la dshazazione del personale sanitario e
dei visitatori, il corretto lavaggio delle mani & detersione accurata degimbienti di
degenza. Sono stati organizzati anche due momamtiativi (settembre 2012 e luglio
2013) per richiamare i principi base della soneagta delle infezioni nosocomiali e, in
particolare nel secondo, analizzare le modifichemartamentali adottate e le relative

conseguenze.

Da Ottobre 2012 a Novembre 20&3n0 stati eseguiti 3.527 tamponi rettali su 1589
pazienti. Il tampone rettale era positivo per KRC7i7 pazienti (4,8%), di cui 16
(20,8%) gia positivi all'ingresso e 61 (79,2%) pgvézzati durante la degenza (Grafico

10).

M Pz. Con TRS neg

M Pz. Con TRS KPC pos

61
W Colonizzazioni esterne

Colonizzazioni
Intrareparto

Grafico 10: pazienti positivi per KPC al tampone rettale, patii colonizzati all'ingresso e durante la

degenza
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Tra i pazienti colonizzati, 42 (2,6% sul totale dmggetti osservati e 54,5% dei
colonizzati) hanno sviluppato almeno una infezicseuni pazienti hanno sviluppato

infezione in piu sedi, per un totale di 55 infezicausate da KPC (Grafio 11).

Tipologia infezioni osservate
; (n°55 in 42 pazienti)

24

B Vie urinarie
W Basse vie aeree
M Sepsi

W Meningite

17

Grafico 11: tipologia delle infezioni osservate

Analizzando I'andamento temporale dall’ottobre 2Q®po il primo intervento in
seguito allbutbreakverificatosi tra agosto e settembre 2012), si \a@ee a fine marzo
2013 vi e stata riduzione sia dell'incidenza diototzazioni intra-reparto (da 29,6%
persone/mese a 3,1% persone/mese) che di infediarche (dal 17% persone/mese
allo 1,5% persone/mese ). Dall’aprile 2013, si geogta una recrudescenza di nuove
colonizzazioni, esclusivamente intra-reparto, cogidenza 33% persone/mese a
maggio 2013 e parallelo incremento delle infezi@0i,3% persone/mese).

Nel giugno-luglio 2013 si € nuovamente intensificéattivita di sorveglianza, anche
attraverso I'analisi delle procedure e la formaeidel personale dedicato all’assistenza,
che aveva subito utourn-over.Nei mesi successivi si € assistito quindi ad ursttra
calo delle colonizzazioni intrareparto (0% persorese da Settembre 2013,
p<0.00003). In seguito a cid anche le infezioni hanno subitacalo significativo, fino a
0% PM nel novembre 2013. Al contrario le coloniZzeaz esterne sono rimaste stabili
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in tutto il periodo (Grafico 12).
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Grafico 12: andamento temporale dell'incidenza delle nuove ripf@azioni, suddivise per esterne,
intrareparto e totali e la correlazione temporale gli interventi adottati
l = intensificazione della sorveglianza
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DISCUSSIONE

Negli ultimi anni la velocita di diffusione di bati multiresistenti, responsabili sia di
infezioni nosocomali che in ambito comunitario,gignta a livelli allarmanti (45). Le
Enterobacteriacegein particolare E. coli e K. pneumoniae sono patogeni che
frequentemente acquisiscono fenotipi di resistengzdiante la produzione di ESBL e
carbapenemasi. Fino al 2000 [linteresse e statwltoivalla resistenza delle
Enterobacteriaceaeaai B-lattamici per produzione di ESBL, in particolarelld p-
lattamasi CTX-M (69). Negli ultimi anni I'attenziendella comunita scientifica e stata
rivolta verso la produzione di carbapenemasi nEllgerobacteriaceaq70-73). La
rilevanza clinica delleEnterobacteriacea& dovuta alla loro capacita di causare un
ampio spettro di infezioni, quali setticemie, irited del sistema nervoso centrale, del
tratto respiratorio, urinario e gastrointestinati, cui sono anche i piu comuni
colonizzatori. La diffusione delle CPE e diventatdemergenza di interesse pubblico,
soprattutto da quando linfezione e la colonizzaeioda parte di questi patogeni
multiresistenti € stata associata ad una maggiotatita in ambiente ospedaliero (74-
76,57). Le CPE possono colonizzare o infettare msoio pazienti debilitati o
immunocompromessi, ma anche soggetti sani posseseree colonizzati 0 essere
infettati in un ambiente ospedaliero in cui nongepraticato un adeguato controllo di
tali patogeni. E’ pertanto fondamentale preveniraerre la diffusione nosocomiale di
questi patogeni multiresistenti. Nel 2011 un’ingemgieffettuata dallEARS-Net ha
rivelato che in lItalia il 27% dK.pneumoniaeed il 3% diE.coli erano resistenti ai
carbapenemi (77) ed un terzo degli isolati Kli pneumoniaeera resistente alle
cefalosporine di terza generazione, ai fluoroclinble agli aminoglicosidi (77). Per
contenere la diffusione di CPE, nel 2013 il Ministda suggerito di implementare la
sorveglianza attiva dei colonizzati, mediante ezere di

un tampone rettale ai pazienti ricoverati o trasfar reparti a rischio, quali Terapia
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Intensiva, Oncologia, Ematologia, Neuro-Riabilitam/Unita spinale e Chirurgia dei
trapianti e dei pazienti provenienti da altro akde, recentemente ricoverati in
ospedale (negli ultimi tre mesi) o provenienti deutsure territoriali per anziani o
riabilitative. In Italia sono gia stati condotti glestudi per verificare I'efficacia del
sistema di sorveglianza attivo (78, 79) di Enteobdaaceae MDR, (soprattutto di
quelle produttrici di carbapenemasi), che hanno odinato I'importanza
dell'identificazione precoce di pazienti colonizzda CPE per contenere la diffusione
di patogeni MDR. In Toscana le percentualiEdcoli e K. pneumoniagesistenti alle
cefalosporine di terza generazione e ai carbapesena superiori a quelle della media
italiana (80), per tale motivo € necessario utesia controllo efficace della diffusione
di tali patogeni.

In questo studio e stata analizzata la diffusion&mterobacteriaceagroduttrici di
ESBL e carbapenemasi presso i reparti dell’ Azigddpedaliera Universitaria Senese al
fine di valutare la diffusione di enterobatteri nmaisistenti e I'efficacia del sistema di
sorveglianza attiva (in essere dal 2012, seppuraaniera non omogenea nei diversi
reparti) di tali patogeni negli anni 2014 e 2015 Duesta analisi € emerso che,
nonostante nel 2015 ci sia stato un leggero aunsitaumero di pazienti sottoposti a
screeningrispetto al 2014, il numero di pazienti colonizzddéi CPE e diminuito (58%
contro 19%). Questo potrebbe essere legato al ¢atpcome verificato nelle UU.OO.
di Neurochirurgia e Terapia Intensiva Neurochircagper gli anni 2012-2013, a partire
dalla sorveglianza attiva implementata nel 20122A@US é stato realizzato un sistema
di controllo piu organico/ampio che ha ridotto liffusione intraospedaliera di questi
patogeni. L'aumento dei colonizzati &aterobacteriaceag@roduttrici di ESBL, che &
stato osservato (41% nel 2014 e 77% nel 2015)essere dovuto piu che all’aumento
del numero di pazienti sottopostisareeningper la ricerca di tali patogeni (che sono

passati da 646 nel 2014 a 1261 nel 2015), ad wmmanggiore diffusione tra la
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popolazione generale. | colonizzati da ESBL in AMeadica erano infatti il 5% nel
2014 e I'11% nel 2015, contro, rispettivamente 7%, e 4,7% nei reparti ad alta
intensita di cura (UTI, Cardiochirurgie etc.).

Ricordando che nel corso del 2015 sono stati swlthROUS corsi di formazione
specifica sulla prevenzione e diffusione delle zndai da MDR, sul lavaggio mani etc.,
e stato registrato che & diminuita la percentualgadienti che ha sviluppato infezione
dopo l'identificazione di un primo isolato sul taome discreening(passando dal 19%
al 12%), ma soprattutto € diminuito il numero dzieati che ha sviluppato infezione
pur risultando negativi all@creening Cio suggerisce che la sorveglianza attiva dei
patogeni multiresistenti, come parte di un sistesinamonitoraggio e prevenzione
organico, contribuisce a diminuire la loro diffuseoin ambiente ospedaliero, in linea
con i risultati ottenuti in altri studi (57, 58, ,789). E’ da sottolineare, infatti, che sia nel
2014 che nel 2015 l'incidenza maggiore di pazieati infezioni deEnterobacteriaceae
produttrici di ESBL e carbapenemasi e risultataréparti che non effettuano lo
screeningdi routine (che, ricordiamo, € solo una parte sistema di sorveglianza e
prevenzione), ma solo sporadicamente, evidenziamdora I'importanza e I'efficacia
della sorveglianza. E’ stato poi osservato che ntraebi gli anni l'isolamento di
Enterobacteriaceaenultiresistenti nelle emocolture é risultato esgate frequente in
pazienti che hanno avuto il primo isolamento di patogeni su un campione clinico,
piuttosto che nel tampone di sorveglianza, eviderdm che i TRS non risultano efficaci
tanto per la prevenzione di infezione nel paziel®nizzato, ma in quanto parte del
sistema di prevenzione della diffusione.

L'efficacia del sistema di sorveglianza attiva atstdimostrato anche dal contenimento
di un’ epidemia di KPC nelle unitd di Neurochir&gie Terapia Intensiva
Neurochirurgica dell’A.O.U. Senese avvenuta nel2Q@limplementazione del sistema

di sorveglianza attiva e segnalazione dei micrasyan alert ha permesso
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l'individuazione precoce di pazienti colonizzatiileloro tempestivo isolamento da
contatto. Un’adeguata formazione del personaleallaborazione del Personale delle
Unita con gli Infettivologi, la Direzione Sanitar&la Microbiologia hanno consentito
un'immediata riduzione di nuove colonizzazioni eirtfezioni, con migliore prognosi

per i pazienti ricoverati e con una riduzione @enpi e dei costi della degenza.
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