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RIASSUNTO

L'acqua erogata pud essere veicolo di trasmissiatie microrganismi
potenzialmente patogeni e Legionella spp. ubigoitaegli ambienti acquatici
naturali e artificiali & intrinsecamente resisteat@rocedure di bonifica e agente

eziologico di una patologia grave ad elevata lketali

Molteplici fattori di stress quali la carenza ditrenti, le variazioni di temperatura,
la presenza di disinfettanti, possono nell’acquduire Legionella spp. ad

aumentare la permanenza all'interno delle amelve,dspiti naturali, consentendo
al microrganismo di ottenere protezione controtiVaf battericida dei comuni

disinfettanti e garantendone di conseguenza laspenga nella rete. Le evidenze
scientifiche dimostrano oramai che I'eradicazionéabionella spp. € impossibile
ed é quindi necessario adottare una corretta gestiel rischio per tenere sotto

controllo la colonizzazione delle rete idrica.

Scopo di questa tesi stato verificare se I'espoessdi alcuni geni di virulenza,
implicati nell'internalizzazione in cellule ospitipotesse essere regolata
dall’'esposizione al cloro e se questa induzionedas grado di regolare la cinetica

di moltiplicazione di Legionella in Acanthamoebdyphaga.

Ceppi rappresentativi di Legionella pneumophila Isggsono stati sottoposti a
tipizzazione genetica e sequenziati, Le prove dcattibilita all’attivita battericida
del cloro sono state effettuate in accordo allan@oBS EN 1040:1997. | livelli di
espressione delle regioni codificanti il sistemasdcrezione di tipo IVA (locus
Ivh), i prodotti del gene mip (macrophage infedtiyiotentiator) e del regione rtxA
(repeat in toxin) sono stati studiati mediante oalesi quantitativa relativa. Infine
la variazione della virulenza e stata valutata aenelttraverso co-colture di

Legionella pneumophila in Acanthamoeba polyphaga.



1. INTRODUZIONE

L’acqua da sempre € una risorsa essenziale pdéalaell’'uomo sia
come nutrimento indispensabile per la vita sia Ipesvariate attivita che
spaziano dalluso domestico, agricolo e industrial&’ ovvio che la

mancanza di acqua impedisce

La scarsita o la mancanza di acqua impedisce o ogoeulimita sia
lo sviluppo di un popolo ma prima ancora il sotftisnento di bisogni
primari delluomo. Dove le condizioni igienico-semie non sono
sufficienti 'acqua puo essere contaminata da mgamismi patogeni quali
Vibrio cholerag Salmonellaspp.,Yersiniaspp..

Purtroppo anche nei paesi industrializzati &€ pdssibontrarre
infezioni di origine idrica e questo rischio a éa#i che venissero emanate
leggi che definissero i parametri di qualita deifjaa destinata al consumo
umano; in Italia & vigente il DL 2 febbraio 200134. (DL 31/2001).

Benché i processi di disinfezione delle acque siefficaci questa
pud contenere basse concentrazioni di diversi mgerasmi di origine
idrica potenzialmente patogeni (Exner 2005). L'acqohe attraversa
'impianto idrico mantenendo un flusso continuo ngermette la
proliferazione microbica ma quando la pressiondiagianto primario
diminuisce per arrivare alla rete idrica domestieace il problema perché
spesso le complessita strutturali delle reti ditritigzione, I'epoca di
costruzione degli impianti e la tipologia delle ailre non sempre sono
ottimali inoltre la mancata o insufficiente manueme e disinfezione

potrebbero infatti facilitare la colonizzazionecdintaminanti microbici.

Per molti batteri la principale modalita di creacé sulle superfici
attraverso la costituzione del biofilm (Parsek 2008atnick 2000). |
biofilms sono costituiti da comunita microbiche quesse caratterizzate da
cellule aderenti ad una superficie, come possorerede tubature idriche,

ed ancorate una alle altre da una matrice gelairamkesiva, altamente
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idratata e chimicamente complessa (EPS = extrdaellpolymeric
substances) (Lindsay 2006) in equilibrio dinami@m da controparte dei

batteri non adesi, liberi (free-floating o plankiynDonlan 2002).

All'interno del biofilm possono essere presentihalg protozoi e
funghi ma i microrganismi responsabili della suenfazione sono i batteri
gram-negativi. Tra quelli associati al biofilm, iiup importanti nel
determinismo delle infezioni ospedaliere sono sttyta Legionellaspp.,
P. aeruginosa Aeromonas hydrophilaMycobacteriaspp., Acinetobacter
spp.,Aspergillusspp. Vi sono alcune fasi progressive di costitngidi un

biofilm, come illustrate in Figura 1.

Figura 1 Rappresentazione schematica delle fagr@ssive della formazione del
biofilm: 1: singole cellule colonizzazione la sujiee, fase reversibile. 2: la
produzione di EPS rende I'attacco irreversibild.: 3viluppo dell’architettura del
biofilm. 5: singole cellule sono rilasciate dal fiim e il processo ricomincia

Inizialmente il legame tra microbi e superfici & una fase di
adesione che pud essere reversibile dovuta a maiwniani, a
sedimentazione, a moti convettivi all’interno di diquido, oppure a
movimenti attivi di batteri mobili, ad interaziondeboli e forze
elettrostatiche. Per ogni batterio ci puo esseretipo di materiale
preferenziale che condiziona una miglior adesi@kepsempid_egionella
pneumophilaende ad aderire maggiormente ai seguenti matenardine

decrescente:



* lattice

» etilen-propilene

* pvC

» polipropilene

e acciaio

* acciaio inossidabile
* polietilene

* vetro.

Questo € possibile grazie alle diverse interazitvei hanno alcuni nutrienti
con le superfici dove aderire incoraggiando quindsviluppo del biofilm
da parte di specie batteriche che necessitano iprajpr quei nutrienti
(Rogers 1994).

Queste peculiarita possono essere utili da cormielgper esempio nella

selezione dei materiali nella progettazione dedteidriche.

Dopo la prima fase di adesione reversibile, esgi@mk irreversibile
grazie all produzione di EPS da parte dei battesigendo la funzione di
deposito di nutrienti in grado di intrappolare iafticrorganismi planctonici
cosi come materiale inerte, tipo minerali o praddittcorrosione (Lindsay
2006). La produzione di tale matrice da parte dedléule microbiche segue
un meccanismo di trasduzione del segnale intrdaeflu innescato
dall’'attivazione di recettori di membrana che fungala “sensori”, i quali
inducono anche lo sviluppo di ponti intercelluleinie ancorano le cellule tra
di loro ed alla superficie (Hall-Stoodley 2004, Dam 2002) . Si stima che
le cellule microbiche rappresentino solo una piedodzione del volume del
biofilm (5-25%), essendo la restante percentuadtitoita da EPS.

Quando i microrganismi sono adesi irreversibilmerdeesti

colonizzano le superfici crescendo e moltiplicamddarchitettura del
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biofilm & complessa ed eterogenea, infatti a tdattmatrice si fa meno
densa ed a questo livello si ritrovano comunquegbécpervieta permeabili
all'acqua attraverso cui arriva un continuo rifonento di nutrienti e
ossigeno oltre che agenti disinfettanti che vengomsumati dal biofilm
stesso (DeclercR009).

La formazione di questa struttura e influenzatdededratteristiche
chimico-fisiche dell'acqua, dall’entita del flusgdrico, il tipo di materiale

colonizzato ed il suo stato di conservazione (E2065).

L'importanza dei ristagni d’acqua nel favorire larrhazione del
biofilm e la crescita microbica & notevole all'ime delle condutture
idriche dei grandi edifici dove i materiali possamavarsi in condizioni non
idonei, altro luogo dove é possibile riscontrareplasenza di biofiim e
I'interno di serbatoi di accumulo di acqua caldpese se a prevalente
sviluppo verticale, soprattutto se la temperata@l'acqua rientra

all'interno di quella del range di crescita deitbettermofili.

Il biofilm quindi non e una struttura fissa ma iontinuo divenire,
funge da deposito di microrganismi idrodiffusi imado di rilasciarli in
circolo e pertanto determinare una presenza ngliacin uso e
potenzialmente colonizzare l'uomo per via direttaper via indiretta
attraverso I'uso di strumentazioni mediche. (EX2@05). Il rapporto di
vicinanza che viene a realizzarsi tra i batteri wehtesto di questa
complessa struttura permette l'instaurarsi di feeoimdi comunicazione
intercellulare come il passaggio di materiale gepeper via orizzontale,
con trasferimento per esempio di vettori plasmidloe codificano per geni
di resistenza nei confronti di agenti antimicroblc presenza all’interno di
questa struttura di una spessa matrice gelatinosawvolge intimamente i
batteri svolge un’importante funzione di proteziodei batteri sia da
sostanze ad azione antimicrobica utilizzate consenfittanti della rete
idrica (Lindsay 2006) (Figura 2), sia da procedisiehe di bonifica quali
lo shock termico, ovvero il periodico aumento dédeperatura dell’acqua
allinterno della rete idrica allo scopo di ottener una rapida



decontaminazione. Pertanto, nella scelta dellacguhora piu idonea é
indispensabile considerare anche la sua aziongonéionti del biofilm.

Figura 2: rappresentazione dell’architettura defilon: in giallo & evidenziato un
agente antimicrobico che non penetra nella regoin@rofonda in cui i
microrganismi sono protetti dall’azione del biocida

Nelle strutture sanitarie, oltre alle criticitarinseche degli edifici,
esiste un altro importante fattore di rischio, aevda tipologia della
popolazione esposta caratterizzata da una maggswesibilita ad alcuni

microrganismi.

Nonostante che le fonti di infezione nosocomiadmasimolteplici e
sostengano ogni anno, in Italia, dalle 450.000 &16®.000 infezioni
(Indagine conoscitiva nazionale 2000), probabilradatpiu sottovalutata e
prevenibile fonte di patogeni e l'acqua sanitariAndissie 2002).
Recentemente sono stati descritti numerosi casnfdzioni veicolate da
waterbornepathogenssostenute daspergillus spp., Acinetobacterspp.,
Legionella spp., Pseudomonasaeruginosa  Burkholderia cepacia
Chryseobacterium meningosepticuRalstonia pickettiie Micobatteri non
tubercolari M. simiaeg M. mucogenicumM. xenopi e M. gordonag;

(Ferronia 1998, Anaissie 2001, Nasser 2004).

Nella moltitudine di batteri trasmessi attraversedua, risultano di
particolare interesse anche virus come Norovirupr@ozoi, come ad
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esempiaCryptosporidiume Giardia (Freije 2005). Tra i protozoi ve ne sono
inoltre alcuni Acanthamoebaspp. in primo luogo) che contribuiscono al
verificarsi delle infezioni nosocomiali da batterdrodiffusi poiche
instaurano con essi relazioni simbiontiche. La sosibe infatti un modo di
proteggere i batteri intracellulari da eventualisume di controllo della
colonizzazione batterica quali 'uso di un disitdete o lo shock termico
(Barker 1992, Garcia 2007). E il caso per esempidatjionella spp.,
identificata come paradigma della gestione genetalerischio idrico per
diversi motivi: Legionella spp. € un microrganismo ubiquitario degli
ambienti acquatici e quindi anche nelle conduttded'acqua, nonché
agente eziologico di una malattia grave ad eleled#dita; inoltre Legionella
e, tra i patogeni veicolati dall'acqua, il piu gsinte a procedure di bonifica
ambientale efficaci su altri microrganismi, ancher pa sua capacita di
persistere all'interno dei protozoi acquatici (fge&1005)

2. Valutazione del Rischio ed Impostazione di un Bno

di Gestione del Rischio Idrico

Nel 2007 I'Organizzazione Mondiale della Sanita lgida le linee
guida per la prevenzione e il controllo legioneall@¥HO 2007), nel quale
vengono indicati come strutture ad alto rischiotitut presidi sanitari
(ospedali, ma anche case di riposo, case di cemtyicdi dialisi, studi
dentistici) cosi come anche scuole ed alberghi.s@ue giustificato da un
lato perché vi si possono trovare individui potehrmente suscettibili,
dall’altro perché tali strutture hanno spesso dedimplessita infrastrutturali
importanti per quanto riguarda la rete idrica, gussono determinare la
creazione di nicchie biologiche nelle quali praifieo numerosi tipi di
germi, limitando cosi l'efficacia dei provvedimentii controllo della
colonizzazione microbica. Nel testo viene indicatome l'approccio alla
gestione del rischio idrico debba essere sistematianulticomprensivo,
ovvero non solo devono essere presi in consideraziogni tappa

dell’approvvigionamento idrico, dalla fonte di dibuzione fino al
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consumatore, ma € necessario conoscere a fondolokga microbica
esistente nella struttura presa in esame (Exneb)20@lle linee guida si
legge infatti che il modo piu efficace per garamtia sicurezza dell’acqua
destinata al consumo umano consiste in una vatutazjlobale del rischio
(WHO 2004). Tale tipo di approccio € definidater Safety Plgnossia un
piano di sicurezza dell’acqua. Di fatto, esso departegrante di un piano
piu ampio che prevede di fissare gli obiettivi dggiungere in termini di
salute pubblica, ovvero assenza di infezioni ca@&raattraverso
I'esposizione a fonti idriche antropiche, 'impaatane di unWater Safety
Plan con la programmazione delle azioni da perseguier {d
raggiungimento di tali obiettivi e la realizzaziondi un piano di

sorveglianza per la conferma del raggiungimentiicigssi.

E’ opportuno che le autorita responsabili della uszza
dell’approvvigionamento idrico di una determinataigura sviluppino uno
specifico piano di gestione del rischio, nella @tbazione del quale occorre
una valutazione sistematica e dettagliata dellattata esistente e dei
pericoli possibili - biologici, chimici, fisici, @i condizioni che abbiano la
potenzialita di causare danni alla salute umandimpostazione di misure
di controllo efficaci (WHO 2007).

La pianificazione di un efficace piano di gestiated rischio idrico

prevede lo sviluppo di diverse tappe (Freije 2005):

1) Valutazione dell'impianto attraverso la formamodi un
Gruppo di Lavoro multidisciplinare, costituito daperti che conoscano
profondamente sia il sistema di distribuzione lecaia tutte le condizioni
che favoriscano la colonizzazione e la crescitarohica al suo interno.
Tale gruppo ha il compito di descrivere e forniccuimentazione riguardo
la struttura del sistema esistente, di fare unataalone dei pericoli (si
intende per pericolo la presenza di un agente @icdo chimico, fisico o
radiologico che abbia la potenzialita di causaredanno) (WHO 2004) e
dei rischi (il rischio e la probabilita che il psoslo individuato causi un
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danno nelle popolazioni esposte) connessi a talgtgia, considerando la
suscettibilita della popolazione esposta, individl@a i punti di maggior

criticita all'interno della rete esistente doveaida necessario un intervento

2) Monitoraggio e Controllo, attraverso lidentdizione di
misure di controllo che garantiscano la qualitd' aejua erogata e siano in
grado di impedire il verificarsi del pericolo codsrato. Le misure di
controllo per i microrganismi includono la completsclusione del
microrganismo stesso mediante eradicazione e pzewen di ulteriori
contaminazioni, la modificazione delllambiente téth caso delle condizioni
vigenti all'interno della rete idrica, allo scopoi dninimizzare Ila
colonizzazione e la crescita microbica (es. tentpemapH) e l'uso di uno
specifico disinfettante efficace sulla popolaziomerobica considerata, con
un buon rapporto costo/beneficio e che sia apgleabel sistema in
questione, nonché la manutenzione dell'impiantimBortante monitorare
in tempo reale i valori di temperatura, pH e deatlancentrazione del
disinfettante e che sia impostata una sorvegliaambientale. Essa deve
prevedere il campionamento dell’acqua al punto a’sscondo protocolli
condivisi e la conta delle colonie microbiche, laakg deve rientrare
all'interno di parametri di riferimento specificati provvedimenti normativi
o linee-guida vigenti. La metodica colturale nond& intendersi come
misura di controllo, ma fornisce un’indicazione essdale in termini di
funzionalita ed efficacia del piano di sicurezzgpastato permettendo di

validarlo o di modificarlo a seconda dei risultati.

3) Comunicazione del rischio, ovvero la documermiaei dei
provvedimenti intrapresi, la messa a punto di pidniintervento (ad

esempio in caso di eventi imprevedibili), la fornoae del personale.

Si noti come alla messa a punto di un simile piwgia seguito la
sorveglianza; e infatti opportuno effettuare unatcwa vigilanza, affinché
il piano stesso sia applicato correttamente, echgortante che sia inoltre
impostata una stretta sorveglianza clinica, in made che i casi di
infezione da patogeni idrodiffusi siano riconosciue trattati
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tempestivamente. Un problema attualmente ricontiscin tal senso é
infatti una significativa sottostima del rischio regato all’esposizione
dell’acqua erogata mediante la rete idrica, sopitat@all’'interno di strutture
ospedaliere. A causa di tale sottostima anche oslam Paese in numerose
strutture non esiste una corretta politica di gesti del rischio idrico.
Proprio per il basso indice di sospetto che nevderé frequente che
infezioni di origine idrica non siano riconosciuteme tali e siano trattate
empiricamente. Cio da un lato peggiora il decorsuoo del paziente, il
guale non riceve il trattamento antibiotico pitunéo per la sua specifica
patologia, e dall'altro contribuisce a sottostimbirecidenza e la prevalenza
di tali patologie, che decorrono misconosciuteati dl riguardo infatti sono
ottenuti dalle schede di notifica ospedaliere. Talgblematica € emersa in
modo paradigmatico con l'impostazione di proceddiecontrollo per
contrastare l'infezione nosocomiale dagionellaspp.: negli ultimi anni i
casi in Italia sono andati continuamente aumentaiggazie al maggior
indice di sospetto e dunque alla migliore sorvegleaclinica, oltre che alla
disponibilita di test diagnostici rapidi e spedifii pensi a tal proposito che
dal 1983 al 1992 sono stati notificati in mediaca8i annui; dal '92 al '98 si
e avuto un incremento con una media di 106 cagiiache € progredito
fino ad arrivare al 2008, anno in cui le notifickeno state 1.189 (Rota
2008). Si e potuta ottenere in questo modo unaionggbestione clinica di
tale patologia ed una conoscenza della problematicaicina alla realta,
per quanto ancora vi sia opinione che una quotaitapte delle infezioni

da Legionella, soprattutto nosocomiali, decorracomn®sciuta.

Dalle raccomandazioni dellOMS sulle modalita dilutazione e
gestione del rischio idrico si evincono alcuni edgrn indispensabili da

considerare.
a) La conoscenza del problema

Innanzitutto, una volta riconosciuti i pericoli pritari verso i quali si
voglia impostare una strategia di controllo dethis, bisogna conoscerne
profondamente ogni caratteristica affinché taleatefia possa essere
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davvero efficace. Questo per quanto riguarda ig®tbveicolati tramite

I'acqua significa essere a conoscenza di moltepliati chiave, tra cui:
* I" ecologia microbica esistente nella strutturaspren esame

* le condizioni che favoriscono la colonizzaziondalette
idrica e la crescita batterica, come la temperatttimale

dell’'acqua, il pH o i nutrienti di cui i batteri hao bisogno

* le modalita di trasmissione del germe, che sonerdesa

seconda del patogeno considerato

* le dosi minime infettanti di tali patogeni, super& quali il
rischio per gli esposti diviene sostanziale

» il profilo di sensibilita nei confronti dei vari sinfettanti

» le manifestazioni cliniche della patologia ed dttamento

antibiotico piu appropriato
b) La conoscenza delle caratteristiche della papate esposta

Il rischio di contrarre un’infezione da patogeniadiffusi dipende da
una dinamica interazione tra il germe e l'ospitexr{& 2005). Fattori
rilevanti in tal senso sono lintensita dell’espsne (considerando sia il
tempo di esposizione sia la carica microbica); deatteristiche del germe
(valutandone anche il possesso e l'espressionepédcifci fattori di
virulenza); lo stato immunitario dell’ospite. In o teorico, il rischio di

contrarre una simile infezione é stato cosi semptid (Ortolano 2005):

Carica microbica xVirulenza del patogeno
Rischio infettivo =

Stato immunitario dell'ospite

Naturalmente questa formula non da una stima @euis fornisce
un’indicazione teorica su quali siano le relaziehie intercorrono tra il
rischio e gli altri fattori, sussistendo una pragponalita diretta tra esso e i

fattori di aggressivita del patogeno ed una propodlita inversa rispetto
15



alla efficienza della funzione immunitaria dell’o&p Proprio questo punto
e da tenere in seria considerazione. Infatti si gagervare che sebbene non
si possano conoscere le caratteristiche di ogrgosinindividuo che si
esponga alla fonte di contagio, ovvero I'acquaaitp d’uso, pur tuttavia
sia possibile fare delle ragionevoli previsionifali all'interno dei presidi
ospedalieri esistono alcuni reparti che costantéen@spitano pazienti
definiti “a rischio”, ovvero pazienti con difese munitarie fortemente
compromesse a causa o0 di una grave patologia d bppure della
somministrazione di terapie immunosoppressive. @Ques verifica ad
esempio nelle unita di terapia intensiva o nei nmepdi oncologia,
ematologia, chirurgia dei trapianti, neonatologma|attie infettive. Dunque,
come sottolineano sia numerosi Autori sia le racootazioni dellOMS
(Ortolano 2005, Stout 1997) esiste la necessita effettuare una
stratificazione del rischio imponendo degli standdr qualita che varino a
seconda del reparto considerato, standard che @tapp siano molto alti
nei reparti a rischio e comunque adeguati all’'usearzche in quelli giudicati
a minor rischio, per realizzare una maggiore tutida salute dei pazienti
(Ortolano 2005). Parimenti, per raggiungere questpo, viene sottolineata
I'opportunita di avvalersi di un approccio integrathe si avvalga di tutti gli

strumenti possibili, purché applicabili e sosteiniWHO 2007).

Dal momento chd_egionella spp. € forse il piu ubiquitario tra i
patogeni veicolati tramite 'acqua ed e tra i pasistenti a procedure di
bonifica ambientale si puo affermare che il comdradel rischio idrico
legato a infezioni nosocomiali sostenute da batippartenenti al genere
Legionella sia assumibile come paradigma della igest generale del
rischio idrico in ambiente sanitario correlato aggani idrodiffusi (Freije
2005).

3. Legiondlla spp.

Unico genere appartente alla famigliagionellaceae Legionella,
inoltre conosciute circa 50 specie comprendentsié@ogruppi.Legionella
16



pneumophilaé quella maggiormente associata alla patologiananme si
contano al suo interno almeno 16 diversi sierograpp un diverso profilo

di patogenicita.

Si stima che in Europa circa il 70% delle infezimustenute da
Legionellaspp. sia in realta da ascriveré.goneumophilasierogruppo 1, il
20-30% sia dovuto B. pneumophilasg. 2-16 e il 5-10% associato a specie
diverse dd.. pneumophilgWHO 2007).

Tra queste, le piu frequentemente isolate sanomicdadej L.
bozemaniiL. dumoffiiE’ possibile comunque che i casi sostenuti datques
ultime specie sia attualmente sottostimata, a cdeia mancanza di test
diagnostici appropriati (Fields 2002). L’acceziati€’pneumophila” indica
lo spiccato tropismo per il tessuto polmonare; igrat dottor Joseph E. Mc
Dade, microbiologo e ricercatore del CDC che fecerche sui deceduti nel
famoso raduno della Legione Americana al Bellevaatford Hotel di
Philadelphia nel luglio del 1976.

Legionella pneumophilae un sottile bacillo aerobio con una
lunghezza compresa tra 1,5 e 5 pum e una larghezfa3 e 0.9 um, gram-
negativo, asporigeno, dotato di relativa mobilitazie a uno o piu flagelli
(Figura 3).

Figura 3:Legionella pneumophila

Legionella, patogeno intracellulare, crece coniabffa su comuni
terreni di coltura risulta, pertanto vengono utiéiti terreni specifici come

'agar “buffered charcoal yeast extract” (BCYE),rr&no standard per
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I'isolamento contenente ferro, cisteina-ehetoglutarato in tampone ACES
(pH 6,9); dove l'estratto di lievito garantisce el@vata concentrazione di
nutrienti, mentre il carbone attivo serve ad elanendiversi composti tossici

come i radicali dell'ossigeno.

Altri terreni selettivi sono il “Wadowsky Yee Medid (MWY) e il
“glicina-vancomicina-polimixina B-cicloeximide” (GRC) (Figura 4).
Entrambi i terreni contengono glicina, polimixina € vancomicina: la
glicina indebolisce la parete batterica facilitaidaione degli antibiotici, la
polimixina B inibisce la crescita dei batteri Gramagativi mentre la
vancomicina agisce contro i Gram-positivi. Il teroeMWY contiene anche
anisomicina che agisce contro i lieviti, mentreG\/PC e arricchito con

cicloeximide che sopprime la crescita dei funghi.

Figura 4: Colonie tipiche diegionellaspp. sul terreno GVPC

3.1 Ecologia e fonti di contagio

Essendd_egionellaspp. un microrganismo praticamente ubiquitario
negli ambienti acquatici naturali € possibile wado nei fiumi, laghi e
sorgenti termali, € un microrganismo acido-resigtém grado di sopravvive
re in un range di pH tra 5.0 e 9.2 (Sheehan 208B53endo un batterio
termofilo € comunque in grado di sopravvivere peevb periodi a
temperature di 5°C e di 60°C, si riproduce ad @maperatura compresa tra

25°C e 45°C, con un optimum tra 32° e 42°C.
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Sotto i 20°C il tasso di crescita si arresta merdré&0°C puod
sopravvivere per diverse ore, a 70°C quando distiat modo istantaneo
(Yu 2000). Questo comportamento ci spiega perdhelio ambientale non
tutti gli habitat acquatici sono colonizzati tagionellaspp., oltre al fatto
che altri batteri eterotrofi confeseudomonaspp. eAeromonaspp., isolati
da acqua potabile, inibiscano la crescitaetyionellaspp. (Toze 1990).

Temperatura, pH e concorrenza vitale sono fattaticic per la
proliferazione di Legionella negli ambienti acqoatnaturali e artificiali.
Tuttavia la Legionella negli ambienti artificialidove la stagnazione
dellacqua e il basso flusso idrico favorisconddamazione del biofilm e la
creazionie di nicchie ecologiche, trova le condiziottimali per la sua
replicazione. Inoltre, la Legionella, che in vite® capace di formare
biofilms, in natura tende a colonizzare il biofilpme-esistente, (Watnick
2000).

Sebbene questi microrganismi non si replichino adbatemente in
ambiente extracellulare possano formare microcelosu biofilm che
protegge i microrganismi stessi dall'attivita dédidi come il cloro (Harb
2000), permettendo quindi al batterio di ottenea¥ambiente, o meglio dal
parassitismo con alcune specie di protozoi, il sgggo per la sua

proliferazione e sopravvivenza (Decle@B09)(Figura 5).
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Figura 5: ciclo biologico di Legionella spp.: durante la fase di replicazione, il batterio si
replica all'interno dei protozoi; viene poi liberato nella fase di trasmissione verso nuove
cellule ospiti.
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Quattordici specie di amebe e due specie di pootoitiati sono
stati identificati come potenziali ospiti degionellapneumophilan natura
(Fields 2002). Alcune specie di amebe a vita libetal genere
Acanthamoeba Naegleriaforniscano i substrati di crescita necessari per la
replicazione diLegionella spp. (Rowbotham 1980), questo potrebbe
spiegare quindi la persistenzaldgigionellaspp. nella rete di distribuzione
dell’acqua (Harb 2000).

La presenza intracellulare degionellaspp. all’interno dei protozoi
la protegge dalla competizione microbica, dalladpeeone da parte di altri
microrganismi ma sopratutto da stress ambientalla#a disinfezione
(Molmeret 2005). Quando protozoi confcanthamoebapolyphaga o
Hartmannella vermiformis passano dalla forma di trofozoita ad una di

resistenza definita cisti la resistenza aumenta(Gt2008) (Figura 6).

Figura 6:Hartmannella vermiformiparassitata daegionella pneumophila

La Legionella pud comunque sopravvivere in fornteeda anche in
condizioni ambientali avverse grazie alla capadit@&ntrare in uno stato
vitale ma non coltivabile (VBNC) una capacitd caiskh da moltissimi
microrganismi, tra cui patogeni come Campylobacspp., E. coli,
Francisella tularensis, Helicobacter pylori, Liger monocytogenes,
Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aerugin8aimonella spp.,

Shigella spp. e Vibro spp. (Oliver 2005).
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In questa forma i batteri mostrano bassi livellattivita metabolica
in risposta a stimoli ambientali stressanti, in r@tente studio e stato
dimostrato che la vitalita dA. polyphaganon infettata da Legionella si e
ridotta piu dell’80% a seguito di trattamenti cooncentrazioni di cloro
superiori a 256 ppm, mentre nei protozoi infetta exignificativamente
diminuita al 40%. | ceppi batterici risultavano neiu coltivabili dopo
esposizione a concentrazioni di cloro superiori B Hpm, tuttavia
l'allestimento di co-colture con amebe induceva ri@omparsa di
coltivabilita (Cachafeiro 2007, Garcia 2008, Rargelusto 1999, Garcia
Nufiez 2007),

3.2 Fattori di virulenza

Il genemip (macrophage infectivity potentiator) é stato ihpw gene
associato alla virulenza ad essere clonato (Cit#tncl®89); il locus codifica
per una proteina di superficie di 24-kDa dotataativita peptidil-prolil
cis/trans isomerasica in grado di inibire la calcineurinayaufosfatasi
presente in numerose cellule eucariotiche implicativersi meccanismi di
segnalazione intracellulare (Wintermeyer 1995),asdd quindi ad alterare
le funzioni regolatorie della cellula ospite. Mutaa del gene mip rendono
Legionella incapace di sopravvivere all'interno dafocita (Cianciotto
1989).

Un nuovo sistema di secrezione e stato recentenusgeritto in
letteratura; si tratta di una regione che presemtelogie con alcune
sequenze denominater di Agrobacteriumtumefacienscorrispondenti in
Legionella al locudvh (Legionella virulence homologues), mentre il locus

Ivr (Legionella vir region) é risultato esclusivo denered_egionella

La regionevh e localizzata su un elemento mobile nei ceppisRari
Philadelphia diLegionella pneumophilae codifica per un particolare
sistema di secrezione implicato nell'aderenza eaamp/enza intracellulare

(Segal 1999) oltre che nella replicazione (Riden®003); la sua forma
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come la velocita di replicazione sono condiziomtila fase di crescita di
LegionellapneumophilgDoléans-Jordheim 2006).

La regionertxA (repeats in toxin), appartenente al loemhl € un
ulteriore fattore di virulenza ampiamente conservata i ceppi di
Legionellapneumophilae codifica per una grande proteina multifunzionale
di circa 7000 residui amminoacidici; la regione amane anche ad altri
patogeni qualiBordetella pertussis Escherichia coli o Actinobacillus

actinomycetemcomitans

Dopo lingresso nelle cellule ospiti, il fagosomaontenente
Legionella pneumophilaviene rivestito da una membrana originatasi dal
reticolo endoplasmatico rugoso e viene inibitauaidne con il lisosoma.
Dopo un periodo iniziale di adattamento allambeemitracellulare inizia la
(Harb 2000). La patogenicita nelle amebe e dovutacipalmente alla
capacita di causare lisi cellulare; I'attivaziored denertxA avviene durante
la fase di trasmissione, durante la quale la sui&aatone causa la
formazione di pori e quindi lisi cellulare (Cirill2000, 2001, 2003) (Figura
8-9).

Expression of the pore-forming Expression of the pore-forming activity is
activity is turned off triggered

Figura 8:modello di crescita intracellulare e di evasionalia® dalla formazione
dei pori di membrana
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Figura 9: fotografia al microscopio elettronico ate la lisi diAcanthamoeba polyphaga

3.3 Patogenesi e fattori di rischio

La modalita di trasmissione di Legionella all'uomer inalazione
di aerosol contaminato, le goccioline una voltalatea sono in grado di
raggiungere le diramazioni piu distali dell’apparaespiratorio in modo
tanto piu efficace quanto piu esse sono piccadeltendo piu pericolose le

particelle con diametro inferiore a 5um.

Il rischio di contrarre questa patologia dipenddadauscettibilita
individuale del soggetto esposto oltre che dainsita dell’esposizione. La
suscettibilita individuale € a sua volta condiziandalla presenza di alcuni
specifici fattori di rischio quali BPCO, neoplasiasufficienza cardiaca,
diabete, insufficienza renale terminale; dallo stdit immunosoppressione
legato sia a prolungate terapie corticosteroidaeasirapianti d’organo; da
interventi chirurgici soprattutto otorinolaringai@ai (Documento di linee-

guida per la prevenzione e il controllo della legtbosi 2000).

Si comprende anche alla luce di queste asserzomneadl rischio di
contrarre questa patologia sia molto alto negliedsi ed in particolar
modo nei reparti che ospitano continuamente p#aaen i fattori di rischio

di cui sopra.
3.4 Epidemiologia e Manifestazioni cliniche

Il termine legionellosi si riferisce a due sindrotiiniche causate dal

batterio Legionella, la febbre di Pontiac e la rigadei legionari. La
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legionellosi & una malattia soggetta a obbligodifita nella Classe Il (DM
15 dicembre 1990), ma dal 1983 é stato istituit@hanun Registro
Nazionale della legionellosi i cui dati vengono ponfrontati con quelli del
Ministero della Salute per avere una ulteriore fieaxri della completezza

delle informazioni ed una migliore sorveglianzdade patologia.

Febbre di Pontiac: si tratta di una patologia sinfluenzale, con
risoluzione spontanea nello spazio di 2-5 giornop® un’incubazione di
24-48 ore compare febbre spesso accompagnata tpeméstenia, cefalea,
tosse secca, talora nausea e vomito. Manca uresstemento polmonare e

solitamente non € necessaria alcuna terapia atitdnio

Malattia dei legionari: si tratta di una patologiave, I'incubazione
dura 2-10 giorni. All'esordio clinico, sintomi e gg@ caratteristici sono
rappresentati da una febbre elevata (anche >40tSke scarsamente
produttiva, dolore toracico, cefalea, mialgie, aEte Successivamente
tendono a comparire segni e sintomi extrapolmonawoprattutto
gastrointestinali come dolori addominali, nauseammwto e diarrea,
manifestazioni  neurologiche, in particolare statoonfasionale,

disorientamento, vertigini e letargia.

3.5 Diagnosi

bY

Il metodo diagnostico di elezione € la metodicaturale con
isolamento ed identificazione del microrganismoaatie dall’escreato o
dal lavaggio bronco-alveolare. Questa metodica raasta specificita pari
al 100% e sensibilita pari all’'80%, pur avendo alcimconvenienti: meno
del 50% dei pazienti presenta una tosse produttivguindi € difficile
ottenere materiale idoneo alla semina su piastigokre Legionella non
cresce sui comuni terreni di coltura (possono esssati a questo scopo
BYCE, o GVPC) e necessita di svariati giorni (alméf) per la formazione
di colonie tipiche. Si stima che solo il 20% dezieati siano studiati in tal

modo..
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La tecnica diagnostica maggiormente utilizzata éR2008) e la
ricerca dell’antigene polisaccaridico solubile dedionella nelle urine.
Questa metodica presenta il vantaggio della facildi esecuzione,
considerando la facile reperibilitd del campioneadalizzare. Tuttavia la
reperibilita dell’antigene fino a 60 giorni non disnina la fase di infezione
(fase acuta, fase di convalescenza o infezionergseg) e inoltre di essere
in grado di rilevare praticamente solo antigenidgionella pneumophila
sg. 1 pur con buona sensibilita (80%) e specifi¢i89%). Quindi, pur
essendd.. pneumophilasg. 1 responsabile di un’altissima percentuale di
casi, legionellosi causate da altri sierogruppipecge restano con tale

metodica misconosciute.

Tecniche immunologiche come 'immunofluorescenziirgtta sono
piu utile a fini epidemiologici che diagnostici.oltre a volte il titolo
anticorpale aumenta ed e anche stata descrittaieati@vita crociata tra..

pneumophilaed alcuni batteri gram-negativi (Harrison).

La microscopia ottica & poco utile in quanto letid dimensioni del
batterio pongono un limite, tuttavia & possibilegiderare un’infezione di
legionellosi se si osservano batteri Gram-negatefie secrezioni delle
basse vie respiratorie di un paziente immuno-compgss0, Con una coltura
negativa dopo 24 ore sui terreni di uso correnteeélguida). Secondo le
linee guida per la prevenzione e il controllo déigionellosi si distingue un
caso accertato se e stato effettuato I'isolameméttd di Legionellaspp. da
materiale organico, se si €& avuta sieroconversiae positivita

all'antigenuria.

Nellimpostazione terapeutica macrolidi come ¢tarnicina e
azitromicina mostrano un profilo di azione piu edite sui batteri
intracellulari come Legionella essendo carattetizzia una migliore
penetrazione all’interno dei tessuti (WHO 2007),nine le B-lattamine,
spesso usate in prima istanza per trattare empienge polmoniti
nosocomiali di presunta eziologia streptococcicapn n risultano

particolarmente efficaci.
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4. AMEBE

Regno Profista
Sottoregno Protozoa
Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Sarcodina
Superclasse  — —PRhizopodea— .
Classe Lobosea Acarpomyxea
|
Soltoclasse i - Gymnamoebla____
e T e ‘
e — )
Ordine Amoebida Schizopyrenida Leptomyxida
~ '-’Hh"""ﬂ—q_
Soltordine Tubulina Acnntﬁo_podina
# -x--“““«.‘_ i b |
Famigia  Entamoebidae  Hanmmannelidae  Acanthamoebidae Vahlkampfidae Leptomyxidae
Genere Entamoaba Harimannella Acanthamoeba Naegier‘za Vahlkampfia Balamuthia
\
Specie Acanthamoeba spp. . fowleri B. mandrillaris

Foto da: Martinez,A.J. &Vinesvara

Le amebe a vita libera qudliaegleria fowleri, Acanthamoelspp,
Balamuthia mandrillarigpossono occasionalmente causare quadri patologici
per l'uomo. Il decorso della malattia & acuto e sspe fulminante

caratterizzato da meningoencefaliti, e cheratititac

La definizione di amebe a vita libera deriva ddtdache I'habitat
naturale di queste amebe, patogene e non patoggnkupmo, sono le
acque di superficie sia naturali come laghi, fiuentorrenti, sia artificiali
quali piscine e vasche di raffreddamento in impiantustriali, senza
dimenticare le falde sotterranee, il fango ed ilvizgolo atmosferico nel
quale la sopravvivenza e assicurata dalle formiclees E' un po’ troppo

ermetico.
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4.1 Naegleria fowleri

N. fowleri & flagellata, oltre allo stadio classico di trajde e
riconosciuta anche una forma vegetativa piriforame presenta due -
quattro flagelli, questo stato & temporaneo e bite alla forma ameboide
classica. La forma ameboide ha un diametro massim82 um e il
movimento é dato dall’emissione di pseudopodi.ultlao in tutte le specie
ha un aspetto vescicoloso con grosso nucleolo aentN.fowleri é
termofila, in vitro & in grado di sopravvivere angerature di 42-45°C,

resistente nella fase cistica ma sensibile allbessento.

Foto da: http://www.dpd.cdc.gov

4.2 Balamuthia mandrillaris

AncheB. mandrillarisé patogena per 'uomo, al microscopio ottico
I trofozoiti presentano dimensioni tra 15 e @ e lunga circa 4@um.
L’aspetto e ramificato con gli pseudopodi estrcfies tutte le direzioni. Le
cisti sono tendenzialmente sferiche con un diamdirairca 15um. La
struttura delle cisti porta a pensare che possapmagvivere in condizioni

sfavorevoli.

27



Foto da: http://www.dpd.cdc.gov

4.3 Acanthamoeba spp.

Diverse specie dicanthamoeba&ono risultate patogene per 'uomo
come agenti eziologici di encefaliti o cheratiti.alDpunto di vista
morfologico le forme vegetative hanno un diametrassimo di 55um a
seconda della specie, si distinguon@Baddéamuthia mandrillariee Naegleria
fowleri per la costante presenza di estroflessioni cisopéiche filiformi.
Questa mancanza di veri e propri pseudopodi faesiabbiano movimenti
piu lenti rispetto alle altre specie. Gli organedilulari risultano concentrati
nell’endoplasma, il nucleo presenta un grosso sanm centrale. La forma
cistica appare globosa con un diametro di 18423 la superficie esterna é
mammellonata interrotta da pori dai quali esconwofozoiti quando le

condizioni ambientali ne permettono la sopravviaeaza moltiplicazione.
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Foto da: http://www.dpd.cdc.gov
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5. SCOPO DELLA TESI

Lo studio e stato condotto allo scopo di analizzagplicabilita
di tecniche di biologia molecolare alla valutaziahel'efficacia di un
piano di gestione del rischio idrico rivolto al ¢milo della
colonizzazione diLegionella spp. all'interno di reti idriche di un
ospedale, dove a partire da Marzo 2002, € attivowater safety plaha
causa del verificarsi di casi di legionellosi nazmdale, piano che ha
previsto come azioni di controllo I'istallazione generatori di biossido

di cloro e la filtrazione ai punti d'uso terminali.

L’applicazione delle tecniche di biologia moleceldna come
fine quello di identificare e tipizzare i ceppi aetali di Legionella
spp. per descriverne la distribuzione spazialengpteale, valutare gli
effetti a lungo termine della clorazione in conbnsull’ecologia
microbica della rete idrica ospedaliera e, infstapilire se gli interventi
siano stati in grado di influenzare la virulenzagdesto patogeno verso
'ospite ambientale e di conseguenza nei confrodgll’'ospite
occasionale, 'uomo. A tal scopo, gli isolati satati tipizzati attraverso
I'uso di due tecniche, una che utilizza I'elettn@fsi in campo pulsato di
frammenti di macro-restrizione (Pulse Field Geldilephoresis) 'altra
il sequenziamento allelico (Sequence Base Typinggette loci di
riferimento (ip, flaA, pilE, asd, mompS, proA, nguid modo da poter
confrontare la loro capacita discriminante. Sudgassente, per alcuni
isolati ambientali di Legionella rappresentativilddipologia microbica
presente nella rete idrica della struttura esamjmatstato analizzato |l
profilo di resistenza al disinfettante attraversove di sensibilita al
cloroin vitro, e sulle stesse prove verra valutata la capaeitaldro di
indurre l'espressione di geni di virulenza implicatella fase di
replicazione e trasmissione nelle cellule ospiticé@nferma di questa
ipotesi & stata analizzata la cinetica di credaiti@cellulare nell’ospite
Acanthamoeba polyphagattraverso tecniche colturali e microscopia

elettronica, per stabilire se 'aumento di virularpossa essere correlato
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ad una maggiore capacita di invadere le celluléicafine di spiegare
la persistente colonizzazione della rete idricaedgfiera, nonostante le

misure di controllo adottate.

31



6. MATERIALI E METODI

6.1 Prelievo dei campioni

In questo lavoro di tesi sono stati presi in esam&ultati delle analisi
condotte su 852 prelievi effettuati tra marzo 2@2narzo 2010 in
padiglioni ospedalieri dove sono state applicatgidatempo misure di
controllo della contaminazione microbica della rebgca. Le misure di
controllo applicate hanno previsto l'installaziorte generatori di
biossido di cloro a partire dal 2003 e successivagesulla base della
mancata eradicazione della flora microbica idradi#f, I'installazione di
sistemi filtranti al punto d’'uso nelle aree ospitgmazienti giudicati a

maggior rischio.

Le modalita di prelievo sono state quelle desritelle linee-guida
italiane (Documento di linee-guida per la preveneie il controllo della
legionellosi 2000): per ogni punto d’'uso € statéafacorrere I'acqua per
5 minuti e successivamente si e raccolto un litraadiua all'interno di
un recipiente sterile, aggiungendo 0,5 ml di unluzmsone 0,1 N di
tiosolfato di sodio (Nz5,03) allo scopo di neutralizzare il cloro libero
residuo. In corrispondenza del prelievo e statahanmisurata la
temperatura dell’acqua calda e fredda al puntoadosn termometro
digitale ed é stata determinata la concentraziaiecldro totale e del
cloro libero residuo mediante metodo colorimetrezm kit Visocolor

HE (Macherey-Nagel, Duren, Germany).

6.2 Analisi dei campioni ed isolamento diegionella spp.

E’ stata ricercata nei campioni la presenza di dmegjla facendo
riferimento al protocollo indicato nelle linee gaidtaliane e alla norma
ISO 11731 (ISO 11731 1998). Ogni campione da up lii acqua e

stato concentrato mediante filtrazione attraversa membrana con
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porosita di 0,2 um di diametro (Millipore, Billeeg MA); tale
membrana €& stata poi immersa in 10 ml del campioizéale. Dopo
agitazione, la sospensione € stata sottopostaadasa di inattivazione
termica, esponendola a 50°C per 30 minuti, peraend procedimento
selettivo perLegionella spp. Dunque sono stati prelevati 100ul della
sospensione, sia in toto sia diluita 1:10 e 1:08pno stati seminati su
terreno di coltura GVPC (Oxoid Ltd., Basingstokentpshire, UK). Le
piastre sono state incubate a 37°C per 10 giofmtalno di giare nelle
quali & stato creato un ambiente umido con un &WorCQ pari al
2,5%. Sui campioni positivi, nei quali si fosse dmnziata la crescita
microbica, le colonie sono state sottoposte adeshdi agglutinazione
polivalente su lattice (Legionella latex test, Qkditd, Basingstoke,
Hampshire, UK), metodica con la quale & possikitmiificare ceppi di
Legionella pneumophilaierogruppo 1, ceppi di. pneumophilasg. 2-14
ed inoltre 7 tra le specie di Legionella diverseLdgneumophilapiu
frequentemente implicate nella patologia uman#&gsia diL. anisa, L.
bozemaniil e 2,L. dumoffii, L. gormanii, L. jordanis, L. longbeah L.
micdade). Tutti i ceppi isolati sono stati di volta in ¥alconservati a —

80°C e da qui sono stati prelevati al momento dedllisi molecolare.

6.3 Genotipizzazione

Sono stati selezionati per la tipizzazione molaeold 01 isolati
ambientali di Legionella pneumophilasierogruppo 1, scegliendoli
affinché fossero rappresentativi della colonizzagiamicrobica della
struttura in esame. La scelta dei campioni daZgrie € stata fatta sulla
base di un duplice criterio che permettesse diemdre modificazioni
della flora microbica in relazione alla messa ire@pdi elementi di
controllo. Il criterio & stato temporale, selezioda ceppi isolati da
campioni prelevati sia antecedentemente sia suveessnte
all'installazione dei generatori di CjQper la clorazione in continuo

della rete idrica del presidio studiato (instakema risalente ad aprile
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2003), e spaziale, scegliendo campioni provenigatil7 diverse unita
operative ubicate in quattro padiglioni distintl. dEato analizzato inoltre
come ceppo di riferimentbegionella pneumophil&hiladelphia (ATCC
33152).

Con l'utilizzo della metodica SBT (Sequence Basggifig) sono stati
amplificati e sequenziati 7 genm{p, flaA, pilE, asd, mompS, proA,
neuA per ogni isolato; con la PFGE (Pulsed Field GekEophoresis)
si é potuto ottenere il profilo di migrazione eletbretica del genoma
sottoposto a digestione enzimatica dei ceppi stiudiasultati delle due
metodiche sono poi stati usati per fare una vaiomt@zcomparativa tra i

vari ceppi.

SBT: La metodica del Sequence-Based Typing costituis@e variante
del Multilocus Sequence Typing (MLST) che & statssa a punto nello
specifico pelLegionella pneumophildal gruppo di studio di Gaia (Gaia
2005). Questa tecnica € di rapida esecuzione egrado di fornire
risultati altamente riproducibili; per questo matiV gruppo europeo di
studio della legionellosi (EWGLI, rinominato recemtente in European
Legionnaires’ Disease Surveillance Network ELDSNed) messo a
punto un protocollo di SBT che e stato seguitouesjo studio. SBT &
una tecnica di sequenziamento con la quale si ptenare I'esatta
sequenza dei geni di interesse e quindi il prailelico (sequence-based
type) del ceppo studiato. | geni che sono statusegjati sonomip
(Macrophage Infectivity Protein, gene che permkttelassificazione a
livello di specie diL. pneumophila ed altri 6 geni, ovverdlaA (che
codifica per la subunita proteica flagellare_dipneumophilesg 1),pilE
(che codifica per una pilina tipo IVasd(che codifica per I'aspartafo-
semialdeide deidrogenasi di pneumophila mompS(codificante una
proteina maggiore di membrana dal peso molecolar@rch 29kDa)
proA (codificante una zinco-metalloproteasip@uA (codificante una N-
acylneuraminate cytidylyl transferase). Tutti quesino geni si ritiene

siano sottoposti ad una elevata pressione selettiva
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La prima fase di questa metodica consiste neléegine del genoma a
partire da sospensioni cellulari dei ceppi battatienteresse. Si effettua
poi sui geni selezionati una prima PCR (Polimer@sain Reaction),
utilizzando primer specifici. Si procede dunquea gburificazione del
prodotto di PCR e si effettua una seconda amptiftcee genica per il
sequenziamento; si effettua poi una seconda pazifime e si inserisce
il prodotto di reazione in un sequenziatore cheyt&fndo la tecnica di
Sanger, e in grado di riconoscere la sequenzatdirehi i filamenti di
DNA dei geni di interesse. Una volta appaiate lquseze dei due
filamenti, si procede all’analisi di una porzioneelld sequenza

nucleotidica per avere I'attribuzione allelica.

In questo studio € stato applicato il protocolloss@®ea punto da EWGLI
(Version 1.0) (www.ewgli.org). II DNA genomico € asb estratto
utilizzando il QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen): a 200 Ipdi campione
(ottenuto stemperando un’ansata di patina battenice80ul di buffer
ATL) sono stati aggiunti 20 ul di proteinasi K e020l del tampone AL
che assicura una lisi efficiente; il tutto e statptato su vortex per 15
secondi e la miscela e stata incubata a 56°C perid@ti. Sono stati poi
aggiunti 200 ul di etanolo e, dopo agitazione suexoper 15 secondi,
I'intero volume € stato trasferito in una microauba e centrifugato a
6000xg per un minuto. Scartato il filtrato, sonatiseseguiti 2 lavaggi: il
primo con 500 ul di Buffer AW1 (centrifugando a 6@Q per 1 minuto)
ed il secondo con 500 ul di Buffer AW2 (centrifugarpero a 20.000xg
per 4 minuti). Trasferita la microcolonna in unapepdorf, il DNA

batterico e stato recuperato con 200 ul di Buffeluizione AE.

Per I'amplificazione e stato utilizzato il GeneAPRLCR System 9700
(Applied Biosystems) con il protocollo di reaziopeoposto da Gaia
(Gaia 2005), eccetto per la ProofStartTM DNA polyase (QIAGEN)
che garantisce un minor livello di errore nellatssn della catena
nucleotidica. La miscela di reazione allestita &ast10 mM Tris-HCI
pH 8.3, 50 mM KCI, MgS0O4 2.5 mM, dNTPs 300 pM, Rem 1 uM,
ProofStartTM DNA polymerase, DNA (0.1-1 pg). Perplarificazione
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del primo amplicone é stato utilizzato il Microc¥i-100 (Millipore),
che é un kit di purificazione in grado di trattemenolecole di peso
molecolare superiore ai 100.000 Da. Il sequenziamerstato eseguito
utilizzando ABI PRISM BigDye terminator DNA sequémg Kit
(Applied Biosystems) utilizzando la seguente misaBlreazione: 1pl di
soluzione di DNA (pari a 20-40 ng di DNA), 3,2 plpimer 1uM, 3 pul
Master Mix (BigDye® Terminator v1.1 Cycle SequengiKit, A.B.),
12,8 ul di HO. La reazione di amplificazione ha previsto 30i @on le
seguenti condizioni: 96°C per 10", 50°C per 5"@°€ per 4’. Dunque €&
stata eseguita una seconda purificazione utilizzand Centri-Sep
Columns (Princeton), kit di purificazione (Sambrod®89) che € in
grado di effettuare con l'uso di un gel di Sepha@&0 una separazione
tra il DNA e i prodotti di scarto a basso peso molare
(dideossinucleotidi, sali di buffer) attraverscckntrifugazione. Infine
stata condotta l'analisi sul sequenziatore 310 ABMA sequencer
(Applied Biosystems, US). Le sequenze analizzdfietatno dei geni di

interesse sono state quelle indicate in Figura 10.

Amplification primers:

The posifions of the primers with respect to the GenBank accession number of the reference sequence are shown below:

Gene Primer name Position Primer sequence (5'-3) L::::::t:?e
oA fla&-E5TE(M13F) 565-557 | TOTAAAACGACGGLCAGTGLGTATTGCTCARAAMTACTG o5
flaA-DE0RM12R) 081050 | CAGGAAACASCTATGACCCCATTAATCGTTAAGTTGTAGG
i | PIEEEMII) 1235 | TGTAASACGACGGCCAGTS ATGGAACACARACTA o5
RlE453RIMI3R) 471453 CGCACTCGG
asc-ET1EMI2F) 487511 | TGTAAAACGACGGCCAGTCOCTAATTGCTCTACCATTCAGATG o
3sd 35c-1038RIM13R) 10821029 | CAGGAAACAGCTATGACCOGAATGTTATCTGCGACTATCCAC =
- mip-T4F(M13F) 5574 | TGTAAAACGACGGCCAGTGCTGCAACCGATGOCAC
e mip-525R(M12R) B16-505 | CAGGAMACAGCTATGACCCATATGCAAGACCTEAGGGAAC B
momps mompS-4E0F(M13F) 430450 | TGTAAAACGACGGCCAGTITGACCATGAGTGGGATTES e
mompS-11268 11401125 | TGGATAAATTATCCAGCCGGACTTC
Erod-1107E(M13F) 1080-1107 | TGTAARACGACGGCCAGTGATCGOCAATGCAATTAG o
prod EproA-1553R(MI3R) 15701553 | CAGGAAACAGCTATGACCACCATAACATCAARAGED e
s | EEUESIZEEMIZF) 176-198 | TGTAARACGACGGCCAGTCOGTTCAATATGGGGCTTCAG o5
DEuA-BIRMIIR) 834811 | CAGGAAACASCTATGACCLGATGTCGATGGATICACTAATAC

Figura 10: Sequenze geniche in esame: in sottdtirsmano indicate le
sequenze dei primer, mentre le rimanenti sonodeeseze dei primer M13

utilizzate per il sequenziamento

36



Una volta conosciute queste sequenze € stato pessiimfrontarle col
database online dello EWGLI, che € in grado diifermn numero che
corrisponde a quel preciso allele per ogni gendiatio. Alla fine, per
ogni ceppo e stata ottenuta una sequenza di setiernche corrisponde
al suo profilo allelico. L'ordine dei geni in ciasta sequenza éaA,
pilE, asd, mip, mompsS, proA e neuA

PFGE: L'elettroforesi in campo pulsato (Pulsed Field IGe
Electrophoresis) € una variante dell’elettroforasigel di agarosio che
permette di separare molecole di DNA di grandi disieni (fino a 10
Mb).

Nella tecnica in campo pulsato viene sfruttato dmportamento
peculiare che molecole di DNA di grandi dimensiassumono in un
campo elettrico che venga acceso e spento (pulaabogvi intervalli.
Frammenti di acido nucleico di grandi dimensioningoottenuti
incubando il genoma con endonucleasi di restrizione, tagliando a
bassa frequenza, generano un limitato numero dinfranti di alto peso
molecolare. Quando grandi molecole di DNA sonocgmiste ad un
campo elettrico, esse migrano nella direzione dehpo ma vengono
anche “stirate” nel senso della loro lunghezza.l&e&orrente viene
interrotta, esse iniziano a “rilassarsi’ assumerstiutture elicoidali
superavvolte. Il tempo necessario al rilassamentdirettamente
proporzionale alla lunghezza della molecola. Il parelettrico viene poi
di nuovo applicato, nel nostro caso con una direziche differisce dalla
precedente di un angolo di 120°. Durante il periddassenza di campo
elettrico, le molecole piu lunghe hanno avuto dassamento minore
rispetto a quelle piu corte, e poiché il rilassatoenleve essere
completato prima di poter migrare nuovamente capplicazione del
nuovo campo elettrico, le molecole piu lunghe caraianno a migrare

in ritardo rispetto a quelle corte, separandosel®dia poco a poco.
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Alla fine della migrazione il gel viene coloratorcoromuro di etidio.
Questa molecola planare si lega al DNA intercalantia le coppie di
basi azotate. Il legame al DNA aumenta la fluoresaeintrinseca
dell’etidio e quindi, quando il gel viene illumimaton luce ultravioletta,
la regione contenente il DNA emettera una fluoresaepiu intensa
rispetto a quella delle regioni di gel prive di DNRer questa metodica &
stato utilizzato il Contour-clamped Homogeneousctie Field system
(CHEF MAPPER; Bio-rad, US) ed é stato seguito dtpcollo di De
Zoysa (De Zoysa 1999). In sintesi, sono state tadbesospensioni
cellulari del ceppo da caratterizzare, e sono pr&parati blocchetti di
agarosio contenenti tali cellule. Successivamenesii blocchetti sono
stati sottoposti a lisi in NDS buffer (0,5M EDTAH®,5; 1% Sarcosyl;
2mg/ml proteinasi K) ed in seguito sono stati pastincubazione in
presenza dell'enzima di restrizione Sfi | (Roche) poi essere inseriti
nei pozzetti allinterno del gel di agarosio usaier la migrazione
elettroforetica. Le condizioni di corsa sono staeseguenti: voltaggio
6V/cm, angolo di 120°, impulso iniziale 60sec, ingoufinale 5sec,
tempo di corsa 40h, temperatura 14°C. Una voltaitexta la corsa si
sono ottenute per ogni isolato una serie di baodespondenti ciascuna
ad un frammento di DNA; in accordo ai criteri pregpoda Tenover
(Tenover 1995), pattern diversi sono stati assegnatndo il profilo
elettroforetico differiva per almeno tre bande. Pamalisi filogenetica
dei risultati € stato utilizzato il programma Disiy Database Software
V 0.2 (Bio-Rad, US), con il quale é stato possilaileere una stima in
percentuale della similaritd genetica tra i divassilati grazie ad una

analisi comparativa dei profili elettroforetici.

6.4 Prova di cloro-sensibilita

Sulla base della persistente positivita dei camipper la ricerca di
Legionella dopo 7 anni di iperclorazione e delliinduazione di un
nuovo ceppo batterico solo in prelievi effettuati seguito della
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applicazione di tale metodica si € supposto chpréssione selettiva
esercitata dalla clorazione in continuo potesser aeterminato la

comparsa di un certo grado di resistenza nei cofifdel cloro stesso.
E’ stato quindi deciso di saggiare la cloro-setisibsu isolati batterici

tipizzati, scegliendoli in modo che fossero rapprgativi della tipologia

microbica presente nella rete idrica della strattur esame nel corso
degli anni. Il test di cloro-sensibilita & statondotto su ceppi batterici
isolati sia antecedentemente sia successivamelatenatallazione dei

generatori di biossido di cloro per la clorazionecontinuo. Sono stati
scelti ceppi appartenenti ai 2 “cloni” identificaton la SBT e la PFGE
che risultavano presenti sia prima sia dopo laazione in continuo. |

ceppi testati sono stati denominati come I'anngunsono stati isolati;

CL2/02, CL2/08, CL01/02, CL1/07. Il test é statoltre condotto su un
ceppo standard usato come riferimentbedionella pneumophila
Philadelphia (ATCC 33152)].

A tal fine sono state preparate sospensioni ceilWan una densita
ottica corrispondente a 4,5 della scala McFarlandhe
approssimativamente garantisce una concentrazidombita di 16
UFC/I. Parallelamente sono state preparate le mwiuzontenenti cloro
a diverse titolazioni, a partire da ipoclorito dode (Carlo Erba
Reagents, ltaly), facendo diluizioni seriali in aagsterile declorata e
deionizzata a pH 7, 22°C, fino ad ottenere la cotragioni di cloro
libero desiderata per I'esperimento (2,5ppm). Ldtuta della
concentrazione di cloro e stata ottenuta con metoolorimetrico
attraverso lo spettrofotometro Palintest Interfaébotometer 7000
System. In accordo alle norme BS EN 1040:1997 stat incubati in
provette sterili 0,5 ml della sospensione cellul&e4,5 ml della
soluzione di ipoclorito. Sono state usate provetieerse per ogni
titolazione di cloro e per ogni tempo di contatesidierato. | tempi di
contatto studiati sono stati 5, 15, 30’, 60’, 12@llo scadere di
ciascuna frazione sono stati aggiunti 100 ul di solzione 0,1 N di
tiosolfato di sodio (Nz5,03) allo scopo di neutralizzare il cloro libero
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residuo. Subito dopo sono state condotte diluiziseriali della
sospensione ottenuta in ciascuna provetta pertegmo di contatto, e
sono state seminate su terreno selettivo GVPC Oxdd, UK) e

incubate a 36°C = 1°C in ambiente umido con unagiter®e di CO2 di
2,5% almeno per 10 giorni. Da ultimo, sono statmisate su GVPC
anche diluizioni seriali della sospensione batterti partenza per
conoscere la concentrazione iniziale e poter qujudntificare i risultati

dell’esperimento.

6.5 Analisi dell’espressione dei geni di virulenza

Al fine di verificare se il trattamento con il ctosia in grado di attivare
I'espressione dei geni di virulenza a differentnfe di esposizione, e
stata condotta un’analisi quantitativa relativa d@RNA delle regioni
codificanti il sistema di secrezione di tipo IVA@uslvh), i prodotti del

genemip (macrophage infectivity potentiator) e della regioxA.

L'RNA totale e stato estratto e purificato a partida aliquote dei
campioni provenienti da ciascuna prova di cloroesttghilita con il kit
PerfectPure™ RNA Purification (5Prime) e succesammate
retrotrascritto mediante il kit Transcriptor HigihdElty cDNA Synthesis
(Roche) utilizzando i GeneAmp PCR System 9700 (ol
Biosystems, Foster City, CA, USA).

Per I'analisi di espressione, i primdvhl/prpA, Ivh2/prpA, Ivh3/IvhB3,
Ivh4/lvhB4, Ivh5/lvhB8, Ivh6/lvhB8ono stati usati per amplificare il
locus Ivh e i primersrix1/rtxA, rtx2/rtxA, rtx3/rtxA, rixd/rtxAper la
regionertxA (la sequenza dei primers e quella riportata dar&kandi
2002) mentre per il genmip i primers utilizzati erananip-58F mip-
595R(Gaia 2005).

L’analisi quantitativa relativa e stata condottas®lo il metodo del 2
AACt(Livak 2001), utilizzando la piattaforma ABI PRISKB00 (Applied
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Biosystems) e il QuantiFast SYBR Green Kit (Qiagétilden,
Germany) in accordo al protocollo fornito dallatalit

I gene 16S rRNA e stato utilizzato come referergene per
normalizzare il livello di espressione, amplificahaicon i primers 16SF
e 16SR (Hindré 2008).

Il metodo del 2*“' permette di analizzare le variazione relative dei
livelli di espressione genica, attraverso un’amaiseal-time PCR dove
il valore Ct (Crossing threshold), corrispondenté @clo di
amplificazione durante il quale la curva di amphizione interseca la
detection threshold, viene utilizzato nel confrorgtativo dei livelli di
amplificazione. In breve, i valoAACt sono stati calcolati come (Ct
target — Ct 16S) tempo x - (Ct target — Ct 16S) tnattato, dove il target
e il gene di virulenza diL. pneumophilaisolato prima o dopo
I'applicazione della clorazione in continuo delBp@ nella rete idrica
ospedaliera, mentre i valori x corrispondono ai fgerdi contatto
rispettivamente di 5, 15, 30, 60 e 120 minuti dpa=sszione del
campione al cloro in vitro. | valoriAACt sono stati calcolati
confrontando i valori dei campioni trattati rismeta quelli dei non
trattati. L'espressione genica € stata determinateche su L.
pneumophilaPhiladelphia ATCC 33152, ceppo mai esposto aloglor

considerandolo come controllo.

La validazione del metodo del™¥' e [lefficienza di
amplificazione sono stati determinati (Livak 200Ahalizzando i valori
di slope, ottenuti riportando le diluizioni in balegaritmica del cDNA
rispetto ai valori dACt, queste sono risultate sempre vicine allo zero i
differenti condizioni di reazione (diversi cepperg di virulenza, tempi
di contatto con il cloro), dimostrando cosi un'eifinza simile

nell’amplificazione dei geni target rispetto ai gdnriferimento.
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6.6 Analisi dell'infettivita macrofagica

Le cinetiche di crescita intracellulare Acanthamoeba polyphagdi
alcuni ceppi ambientali diegionella pneumophilasia esposti che non
all'azione del cloro in vitro, sono state valutaten metodo colturale e

con real-time PCR.

Colture di Acanthamoeba polyphageresciute in fiasche ventilate in
presenza del terreno PYG (15 gr Proteose Peptorw, éstratto di
lievito, 10 gr D-glucosio, 3 mgr FeQ@ un litro di acqua distillata, pH
6,6; autoclave 121°C per 20 minuti) per 72 ore 4C25sono state
infettate con sospensioni a titolo noto dei vappiedi L. pneumophila
in modo da raggiungere una M.O.l. (indice di inféth macrofagica) di
100. La quantita di ameba é stata determinata teaconteggio in
camera di Burker, mentre per legionella sono sadiestite semine in
GVPC agar dopo diluizione delle sospensioni di dar®rrispondente a
5 Mcfarland.Inoltre alcuni ceppi pre-clorazione e post-cloragiasono
stati trattati con 2,5 ppm di cloro attivo, rispettnente per 60 minuti e

30 minuti.

Dopo 2 ore di incubazione a 37°C, le colture sotabeslavate con |l
buffer PAS (soluzione A: 1,2 gr NaCl, 0,04 gr MgSO7HO, 1,42 gr
NaoHPO,, 1,36 gr KBHPQO, in 100 ml di acqua distillata; soluzione B:
0,04 gr CaCGl- 2H0 in 100 ml di acqua distillata; soluzione PAS:mD
soluzione A + 10 ml soluzione B + 980 ml di acqustiata, pH 6,9;
autoclave 121°C per 20 minuti) e successivamentdizatate di
gentamicina (100 pg/ml) per due ore, al fine dnelazione i batteri
extracellulari. Dopo ulteriore lavaggio con PAS, leolture
corrispondenti al tempo “zero” sono state sottapastscrubbing e la
sospensione risultante & stata aspirata attrawamsago da 27G, per
favorire la rottura delle amebe e la liberaziond_égionella. Le altre
colture invece sono state sottoposte ad incubazien&gempi di contatto
successivi, pari a 2-24-48-72-96 ore, alla fineqglgili & stata adottata la
stessa procedura di lisi delle amebe sopra desdfdér ciascun tempo di
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contatto, sono stati seminati 100 pl della sospeessu GVPC per la

conta della carica microbica.

Per ciascun tempo di incubazione, incluso il tengwo, € stato
conservato 1 ml di volume di sospensione finale&stato sottoposto a
gPCR. Il DNA genomico e stato estratto utilizzand®@IAmp DNA
Mini Kit (Qiagen) come precedentemente descritt@ etito amplificato
il gene mip. L’analisi quantitativa €& stata condotta utilizdanla
piattaforma ABI PRISM 7300 (Applied Biosystems) leQuantiFast
SYBR Green Kit (Qiagen, Hilden, Germany) in accoadgprotocollo
fornito dalla ditta.

6.7 Replicazione intracellulare di ceppi di L.p. Wadsworth

all'interno di Acanthamoeba polyphaga non esposti al cloro in vitro.

. Colture axeniche dA. polyphagaATCC 50998) in fase stazionaria
sono state coltivate come cellule aderenti in texrBYG per 72 ore a 25 °
C.

. L'infezione conL.p. Wadsworth €& stata eseguita utilizzando una
molteplicita di infezione (MOI) di 100 e incubanti sospensione a 37°C
per 2 ore. Terminata I'incubazione i batteri esttiadari sono stati eliminati

con un trattamento con gentamicina (L@@ml) a 37 ° C per 2 ore.

. In diversi momenti (2, 24, 48, 72 ore) e stato aeieato il numero
dei batteri liberati dalle amebe, dopo la lisi diegt'ultime ottenuta
attraverso il passaggio della sospensione in giri2gG, e seminando su

piastre di agar GVPC.

. L’avvenuta internalizzazione di Legionella nelle eba e stata

verificata anche attraverso I'analisi al microscoglettronico.
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6.8 Preparazione campioni per Microscopia Eletronia

| campioni una volta prelevati vanno immersi imnadmente in provette
di vetro contenenti il fissativo. Il fissativo p&r microscopia elettronica é
una soluzione al 2,5% in tampone fosfato Millonigha7.1-7.2 | tempi di
fissazione variano secondo lo spessore del camppa@teuna preparazione
ottimale si preferisce non tenere in fissativo meardi 24 ore.

Una volta fissati, i campioni, devono essere pissiati in tetrossido
d’osmio, disidratati ed inclusi in resina, venggm lavati con 3 passaggi in
tampone fosfato Millonig e, quindi post-fissati [3ore a +4°C in tetrossido
d’osmio all'1%, poi lavati nuovamente in tamponsf&do e tenuti in frigo a
+4°C per tutta la notte.

Il mattino successivo, dopo due ulteriori passaggtampone fosfato a
temperatura ambiente, il campione € disidratatona scala ascendente di
acetone, poi posto in ossido di propilene puro.

Successivamente, il campione viene posto in sahuziscalari di
resina/ossido di propilene con successivo incremdetla quota di resina
fino a raggiungere 1'80%.

La mattina successiva, il prelievo viene posto @sima pura, lasciato
stazionare per 3 ore a temperatura ambiente, mclas messo a

polimerizzare in stufa a 70°C per 3 giorni.

/. RISULTATI E DISCUSSIONE
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7.1 Esito delle indagini microbiologiche ambientali

| risultati del monitoraggio ambientale, acqisitiaechiviati in un

database, hanno rivelato la presenzaeadjionellaspp.in tutti i padiglioni
del presidio ospedaliero. Nell’'anno che ha preaediattivazione di misure
di controllo della colonizzazione microbica (Mar2602 — Marzo 2003)
Legionellaspp.e stata isolata in 54 degli 81 campioni analizgfi, 7%) e
la carica batterica media nei campioni positivitaétes di 50352 UFCI/I. I
50,61% dei campioni analizzati mostrava una comtamone >1000 UFC/I.
Nei sette anni che hanno seguito I'applicaziondedelisure di controllo,
ovvero linstallazione dei generatori di biossidakbro e successivamente i
filtri ai punti d’'uso terminali, i livelli di conteninazione microbica hanno
mostrato una progressiva riduzione. Nel primo afiuile 2003 — Marzo
2004) sono risultati positivi 29 campioni su 67 laazati (43,3%), con una
carica media di 31372 UFC/I; 23 campioni (34,3%@santavano una carica
superiore alle 1000 UFC/I. Nel secondo anno (A084 — Marzo 2005) la
positivita ha riguardato 53 campioni su 126 (42,1é6n una carica media
di 16060 UFC/lI e una contaminazione superiore 2000 UFC/I in 40
prelievi (31,75%). Nel terzo anno (Aprile 2005 —1l#la 2006) sono risultati
positivi 16 campioni su 74 analizzati (21,6%), coma carica media di
32650 UFC/I. | campioni con una carica superiote 4000 UFC/l sono
stati 9 (12,2%). Nel quarto anno (Aprile 2006 — E&ar2007) su 216
campioni 46 sono risultati positivi (21,3%) e larica media é stata di
12639 UFC/I. La contaminazione >1000 UFC/I ha rigato 24 campioni
(12,7%). Nel quinto anno di sorveglianza (Aprile0Z0- Marzo 2008) i
campioni positivi sono stati 20 su 111 (18%), & twdn piu di 1000 UFC/I,
mentre la carica media e stata di 39595 UFC/I. Ddpsesto anno
dall'inizio della sorveglianza (Aprile 2008 — MarZ009) sono risultati
positivi 24 su 111 campioni (21,6%) di cui 21 carica >1000 UFC/| e
valori di carica media di 52000 UFC/I. Ad oggi, dopette anni di
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monitoraggio (Aprile 2009 — Marzo 2010), i campiqaisitivi sono stati 16
Su 66 (24,1%), tutti con carica >1000 UFC/I (Figlita.

Figura 11: Variazione nel tempo delle percentuaiisiti
positivi perLegionellggpp..( ) e delle cariche medie >10 0
UFC/I ( ) di tutti i campioni analizzati.

| dati sopra riportati sono globali, cioe includonosultati di tutti i
prelievi effettuati ai punti d’'uso delle Unitd opéva prese in esame. La
riduzione della percentuale di positivita e ristatastatisticamente

significativa (p<0.03).

La tipizzazione sierologica ha rilevato come tutteppi batterici
isolati, tranne 4, risultassetaegionella pneumophilaierogruppo 1 come

illustrato in figura 12.
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Prima Dopo Dopo Dopo Dopo Dopo Dopo Dopo
1anno 2 anni3 anni 4 anni 5 anni 6 anni 7 anni

L. pneumophila sg 1. L. pneumophila sg 2-14
(L egionelialatex test; Oxoid - Biogenetics Diagnostics)

Figura 12. Frequenza di isolamento di_egionella spp. nei quattro
padiglioni del Presidio Ospedaliero. Dati totali rdativi a 276 campioni
positivi per Legionella spp.

Per contro, restringendo I'analisi ai campionil@vati ai punti
d'uso a cui non erano stati applicati i filtri tarmali, si osserva dopo
un’iniziale fase di riduzione un’inversione di temta a partire dal quarto
anno. L'incidente alla rete acquedottistica giusaif 'incremento della
percentuale di positivita dei siti terminali perriaerca di Legionella. Nel
quarto, quinto, sesto e settimo anno infatti laitpd risale dal 21,6% del
terzo anno rispettivamente al 35,4% (45/127 camp®ml 40,8 % (20/49
campioni), al 53,3% (24/45) e al 56,3 (18/32) (FagL3).

Figura 13Variazione nel tempo della percentuale di poséigt
delle cariche medie dei campioni analizzati perderca di
Legionellaspp. provenienti dai siti privi di filtro.

[ Percentuale di positivita delle cariche microbickEd’
Il UFC/I Percentuale dei siti positivi pexgionellaspp.
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Esiste quindi una differenza a seconda che si dernsb i dati
derivati da un approccio integrato di disinfeziditigazione oppure i dati
provenienti esclusivamente da campionamenti diipdioso sprovvisti di
filtro. Comunque, da entrambe le valutazioni emesige in tre si € avuta
una diminuzione della percentuale di positivita sigidistali nel corso degli
anni successivi alla messa in opera di misure dntroblo della
colonizzazione microbica. La maggior quota di pesé che influenza la

tendenza alla risalita si € avuta in un solo paohg (Figura 14).

mN stipostivi N siti negaliv

7

60
54
! ! |
— ! —

pad.1  pad2 pal3  pad.d

Figura 14: numero dei siti positivi per edificid $otale dei campionamenti negli
ultimi tre anni da campionamenti in punti d’'usovpdi filtro.

Questi dati suggeriscono che esistono delle datigtrutturali
intrinseche dell’edificio in questione, forse parrhaggior parte attribuibili
al mancato raggiungimento locale di adeguate cdrazoni di cloro.
Infatti la misura di libero residuo ai punti terralndi uso al momento della
raccolta dei campioni di acqua calda ha evidenziate per I'edificio 4,
guello caratterizzato da una maggiore contamin&ziowalori cloro libero
oscillavano tra i 0,18 e 0,05ppm, contro gli 0,25 ppm riscontrati per gli

altri edifici.
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La strategia di gestione del rischio applicata iresja Azienda ha
previsto provvedimenti di disinfezione della redeida mediante biossido di
cloro a partire da Aprile 2003. Sulla base dellancaga eradicazione della
colonizzazione microbica, legata a diversi fat{prioblematiche strutturali,
eventi accidentali, etc.), la strategia e statagrdta con l'installazione di
sistemi filtranti. L'installazione dei filtri ha guardato i punti d’'uso dei
reparti giudicati ad elevato rischio (oncologia, atohogia, chirurgia dei
trapianti, etc), con utilizzo di membrane con OyR2¢di porosita in grado di
garantire un’acqua di qualita molto elevata da wmntp di vista
microbiologico, che infatti & risultata costanteneepriva di contaminazione
da Legionella pneumophila da altri agenti batterici. | parametri che sono
stati presi in considerazione sono quelli propssii dalle linee-guida di
Allegheny County (con valutazione della percentudilesiti positivi, con
soglia del 30%) sia quelli delle linee-guida itaka(dunque i valori della

carica batterica al punto d’uso, espressi in UFR(7abella 1.

Concentrazione di

_ Misure da intraprendere
L. pneumophila [UFC/L]

Legionella spp. «on rilevabilex», valore
soglia per le U.O. che ospitano pazienti a

<100 UFC/L Lo . : o
rischio (terapie intensive, trapianti,
oncologie, neonatologie, ..)

100-1000 UFC/L Continuare la sorveglianza

Effettuare nuovi prelievi e rivalutazione
delle misure di controllo ed applicazione di
eventuali misure correttive

da 1000 a 10.000

< 30% prelievi positivi

Effettuare nuovi prelievi e procedere
immediatamente ad una valutazione del
rischio e delle misure e delle misure di
controllo al fine di identificare le misure
correttive.

10.000 e/o
> 30% prelievi positivi

Tabella 1.Interpretazione dei risultati dei campionamenti sentali.

| risultati di 8 anni di monitoraggio ambientale strano che tutti i
padiglioni esaminati presentano una colonizzazioda Legionella

pneumophila sierogruppo 1 (quattro campioni su 852 esaminatios
49



risultati positivi perL. pneumophilasg. 2-14). | risultati delle analisi
condotte sulla totalitd dei prelievi, in presi irsaene in Figura 12,
dimostrano come [l'approccio integrato sia statognado di ridurre la
percentuale di positivita dei siti distali per lécerca di Legionella

pneumophiladal 64% al 24% in modo statisticamente significati
(p<0.03), e come 'andamento in discesa sia staistnao in tutti i 8 anni
successivi all'applicazione di misure di controltella colonizzazione
microbica. Esaminando i dati provenienti esclusigata da siti sprovvisti
di sistemi filtranti i risultati si discostano ddati totali a partire dal quarto
anno dopo la messa in opera della clorazione itiraom Infatti si osserva
un incremento della percentuale di positivita ermriterca diLegionella

spp. nel penultimo e ultimo anno, con valori rispaimente del 53% e del
56% (Figura 13). Sono molteplici gli elementi charpbbero spiegare un
simile andamento. In primo luogo, durante il quatmo di monitoraggio &
insorto un evento catastrofico a carico della ratguedottistica, in
corrispondenza del quale la rete € stata invasaatariale sedimentabile.
Sebbene sia stata effettuata un’accurata pulizéhsimfezione della rete
idrica si € comunque verificato un certo gradoatitaminazione microbica
della rete, che potrebbe essersi ripercosso andgh@ndamento del quinto
anno di monitoraggio. In secondo luogo, un ulterielemento viene fornito

dall’analisi dei dati divisi per edificio (FiguradlL

Infatti € possibile notare come mentre in tre eddia stato ottenuto
un controllo della contaminazione microbica, corduzione delle
percentuali di positivita dei siti distali, in undiécio ci0 non si sia
verificato. Proprio questo dato incide fortemeni#’@andamento in risalita
della percentuale di positivita globale dei prelieffettuati in punti d’'uso
sprowvisti dei filtri che si osserva negli ultimi@i. Una simile evenienza é
spiegabile in almeno due modi. Innanzitutto, € bilesche complessita
strutturali peculiari dell’ edificio in questionéliano determinato sia una
proliferazione batterica, sia una riduzione deltenaentrazione locale del
biossido di cloro. L'eventuale presenza di “bragwmrti’ infatti determina
ristagno dell’acqua, condizione ottimale per lalifgtazione dei batteri
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inglobati dalla matrice extracellulare del biofiln’assenza di flusso
determina inoltre scarso ricambio del disinfettgmesente nelle condutture
che viene quindi progressivamente consumato. lonskxluogo, € possibile
che la clorazione nell’edificio considerato non siata ottimale; dunque i
bassi livelli di cloro potrebbero aver permessgraliferazione batterica in
quella struttura. Da entrambe le eventualitd carateé emerge come la
continua manutenzione sia uno strumento preziosoil peontrollo della

flora idrodiffusa anche quando siano state impestasure di sanificazione.

La politica integrata di gestione del rischio idri@pplicata nel
presidio ospedaliero oltre a ridurre significativente la percentuale di siti
positivi e la carica microbica, ha permesso di préne ulteriori casi di
legionellosi nosocomiale. Il programma di monitgy@g ha dimostrato
I'ubiquitarieta diLegionella pneumophilag 1, che, nonostante le procedure
di disinfezione e bonifica della rete ormai pesigt da sette anni, continua
ancora a colonizzare la rete di distribuzione delfua del presidio

ospedaliero.

7.2 Tipizzazione molecolare
La sequenza del gemeip di tutti i 101 isolati studiati ha mostrato

un’identita del 100% con quella di. pneumophilaceppoWadsworthnel
database Legionella mip gene EWGLI Sequence Database

(www.ewgli.org e con la sequenza pubblicata da Engleberg (Eegieb

1989). L’analisi dei profili di migrazione in PFGEa mostrato 3 pattern
diversi, arbitrariamente denominati pulsotipo ¥ 3. Il pulsotipo 1 e stato
rappresentato da 28 isolati (28%) e il pulsotipgaZ’ 1 isolati (70%) (Figura
15). Entrambi sono stati rilevati in campioni proienti da piu Unita
operative prelevati sia antecedentemente che sicapsente ad aprile
2003. Il pulsotipo 3 e stato rappresentato da i2 isolati (2%), raccolti solo
successivamente rispetto alla messa in opera deliazione in continuo, e

provenienti da una sola Unita Operativa...
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28% 2% Patterns PFGE

Pulsotipo1 28 280

Pulsotipo 2 71 700

Pulsotipo 3 2 204

Figura 15: Patterns di PFGE e frequenza di isolannéei tre pulsotipi

L’'analisi filogenetica condotta ha permesso di dtrare una
maggiore similarita tra i pulsotipi 1 e 3 (coeféote di similarita del 64%),
mentre i pulsotipi 1 e 2 sono risultati filogenatitente piu distanti

(coefficiente di similarita del 43%) (Figura 16).
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L.p. Philadelphia
ATCC 33152

29 Pulsetype 2

43
64

Pulsetype 1

I f I i

29 60 so 100 PercentSimilarity

Figura 16: Percentuale di similarita tra i tre ¢ligolati nella rete e il ceppo ATCC
Legionella pneumophila Philadelphia; dati elabocan il sistema Diversity
Database, Bio-Rad, V. 0.2 (UPGAMA method)

L’analisi condotta con la SBT sugli stessi isolamializzati con la
PFGE ne ha confermato i risultati mostrando 3 secgi¢ype (ST) ognuno

corrispondente ad un pulsotipo dell’elettroforésg(ra 17).

Allele PFGE Prevalence of
SB types profile genotypes

fiaA pilE asd mip ';MP proA neud

657 2 10 3 3 21 4 11 Pulsetypel 28 (28%)
560 7 10 17 3 13 11 11  Pulsetype2 71 (70%)
2 (2%)

Figura 17: Risultati complessivi delle due tecnidn&pizzazione e prevalenza dei
cloni: numero del profilo allelicoSB typese patterns di PFGEplsotipg. I
pulsotipo 3 non e stato associato ad alcun SB types

Il pulsotipo 2 e risultato corrispondere con un tog@ di sequenza
del 100% con il profilo SBT numero 269 (7,10,17311,11) del database
EWGLI. Il pulsotipo 1 ha mostrato un omologia d€l0% con il profilo
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SBT numero 657 (2,10,3,3,21,4,11), mentre il pyboB, isolato solo due
volte, era caratterizzato da una sequenza all€k¢h0,15,3,9,4,11) non
identificata con nessun SBT del database EWGLIséquenza del gene
mip, identica in tutti gli isolati, ha confermato lpg@rtenenza di tutti gli
isolati analizzati ad un unico ceppb, pneumophilaceppo Wadsworth,
anche se l'allele 3 corrispondente al gene miprewe ad altri ceppi di.
pneumophilacome il ceppoKnoxville ATCC 33153. La distribuzione
spazio-temporale dei cloni 1 e 2, risultati filogénamente distanti tra loro,
e variata nel corso degli anni successivi allagdione del piano di
gestione del rischio idrico (Figura 18).

Dopo 7 anni

= Primadellabonifica "

Dopo 3 anni O Pt 2

. Dopolanno . Pt 1

| M i ”ﬂ]]jj : -:-;Om

P1 P2 PR3 P4 P1 P2 P.3 P4 P1 R2 PR3 P4 P1 P2 PR3 P4

Figura 18: Variazione della distribuzione spazioyerale dei cloni di.
pneumophilaNadsworth nei padiglioni esaminati

Nell’lambito infatti dei 101 isolati batterici anasati, il clone 1 e
stato identificato in campioni provenienti da 7 tdnoperative. prima della
clorazione e da 10 Unita operative dopo la messpara della clorazione.
Anche il clone 2 e stato isolato da campioni préeet da piu Unita
operative sia prima sia dopo la messa in operagtiorazione (8 Unita
operative. prima e 7 dopo). Il clone 3 invece @lt&o filogeneticamente
vicino al clone 1 con una percentuale di similad& 64% ma lontano dal
clone 2 (percentuale di similarita del 43%), edagtcsisolato esclusivamente
da campioni prelevati successivamente all'install@& dei generatori (anno

2004), ed in una singola U.O. Nello schema riportat Figura 14 viene
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riportata la distribuzione dei diversi cloni esaatimelle Unita operative. e
nel tempo. Sono numerose le evidenze in letterathea descrivono la
persistenza di uno o piu cloni all’interno degligianti idrici. In uno studio
condotto tra il 1987 e il 1997 sono stati tipizzetin PFGE 75 ceppi di
Legionella pneumophilasg 1 isolati da altrettanti campioni clinici in 24
ospedali diversi situati attorno all’aerea di Pargarallelamente anche 64
isolati ambientali, mai stati associati a casi unearaccolti tra gli anni 1986
e 1997 sono stati tipizzati. | risultati hanno tatd che il 33% degli isolati
clinici e il 25% dei ceppi ambientali appartenevaallo stesso clone
(Lawrence, 1999). La predominanza clinica di quegsésticolare clone
potrebbe essere spiegata da una maggiore abbondaiea reti di
distribuzione attorno allaerea di Parigi e dallaasmaggior virulenza
(Aurell 2003). In un analogo studio condotto tral989 e il 2006 € stato
dimostrato che, nonostante le procedure di disiafez alcuni cloni erano
in grado di persistere nell'impianto idrico finol1l& anni (Garcia-Nufiez
2007) avanzando l'ipotesi che fenomeni di tolleeaaz biocidi potessero
essere inclusi tra i fattori responsabili della tomna colonizzazione e del
persistere di casi di legionellosi. Infine, nell®81 si verifico un epidemia
di legionellosi nosocomiale che colpi 24 pazierdusata da un clone
prevalente nella rete idrica che, nonostante ilcesgivo intervento di
bonifica, & stato la causa di ulteriori cluster Inegni successivi (Rangel-
Frausto 1999).

| motivi di questa persistenza potrebbero essarpuiabili alla
flessibilita del ciclo replicativo diLegionellaspp. che implica due fasi: la
fase di replicazione e la fase di trasmissione.s@ueomporta che il batterio
possegga una notevole plasticita genetica, in graflo garantire
'adattamento a variate condizioni ambientali, atérso la regolazione di

tratti fenotipici associati alla capacita di infett I'ospite (Byrne 1998).

In questo studio, dalla tipizzazione molecolaréetafata su 101
isolati, € emerso come nel presidio ospedaliermosialentificabili e
variamente distribuiti 3 cloni batterici appartetiead un unico ceppd,.

pneumophilaceppo Wadsworth. L’analisi filogenetica ha dimagir una
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maggior vicinanza tra il clone 1 ed il clone 3, tmerl clone 2 e risultato
distante da entrambi. Il clone 1 é risultato présen numerose unita
operative sia prima sia dopo I'impostazione del@aazione in continuo. Il
clone 3 al contrario e stato identificato solo ampionamenti successivi
alla messa in opera della clorazione in continubessendosi presentato
solo quattro é stato considerato sporadico e quindi € stata in seguito
indagata la sua virulenza. Il clone 2 ad oggi tesuéssere il ceppo
prevalente su diversi edifici. Su entrambi i clodi, e 2, isolati sia
antecedentemente sia successivamente alla ingtakkazlei generatori di
biossido di cloro, sono state quindi condotte dpiteve di cloro-sensibilita,
che potrebbero spiegare la maggiore prevalenzandi alone rispetto
all'altro, oltre che confermare la presenza di feeai di cloro-tolleranza

attribuibili alla mancata eradicazione.

7.3 Prove di cloro-sensibilita
Le prove di cloro-sensibilita (Figura 20) hannostnato una diversa

suscettibilita dei cloni al disinfettante, menttesgessi cloni non esposti al
trattamento con il cloro non hanno mostrato alcudazione della carica
microbica. Il ceppo di controlloL.p. ATCC 33152 ha mostrato una
maggiore sensibilita, raggiungendo una riduziomgmificativa della carica
microbica dopo 60 minuti di esposizione ad acquarath, con un
abbattimento pari a 5 log (99,999%). Riduzioni aghk sono state
osservate a 60 minuti di trattamento sia per iheld (R = 5 log) che per il
clone 2 (R = 4,45 log) isolati prima dell'installame dei generatori di
biossido di cloro. | cloni 1 e 2 isolati dopo ghterventi di bonifica
mostravano riduzioni rispettivamente pari a 0,8F 0,75 log dopo 30
minuti; dopo 60 minuti di esposizione sono stagistati valori di riduzione
delle cariche rispettivamente di 2,56 log e 2,44. [dutti i ceppi hanno
mostrato una riduzione significativa pari a 5 lagpd 120 minuti, eccetto il
clone 2 post-bonifica, che era ancora evidenziabileoltura (R = 4,6 log).
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| ceppi batterici che non sono mai stai espostclato (ATCC
33152) sembrano rispondere all'attivita battericidal disinfettante in
maniera analoga ai ceppi di Legionella isolati @rigtella clorazione in
continuo, che peraltro sono stati isolati dall& ridtica contenente per legge
(DL 31/2001) valori di cloro libero pari a 0,2 ppm.

L’analisi del profilo di cloro-sensibilita condattsui due cloni ha
dimostrato caratteristiche sovrapponibili di claodieranza. In particolare,
le cinetiche di riduzione delle cariche nei cloniel12 isolati prima della
clorazione in continuo erano del tutto simili; inodo analogo anche le
curve di abbattimento nei cloni 1 e 2 isolati dd@donifica sono risultate
sovrapponibili. Sulla base di questi risultati laaggiore frequenza di
isolamento dai padiglioni in esame di un clone eigp all’altro non e
imputabile a fenomeni di cloro-tolleranza. Tuttadalle prove € emersa una
differenza apprezzabile tra le curve di abbattimeddlla carica microbica
tra i ceppi isolati prima e quelli rinvenuti dopa tlorazione in continuo
(Figura 19).

Sebbene l'allestimento delle prove di suscettiidibbia dimostrato
delle criticita, in particolare per quello che rggda la preparazione
dell'acqua clorata (pH e temperatura influenzaraitiVita del cloro), il
mancato utilizzo, per motivi di sicurezza, del lsid® di cloro e le
condizioni in vitro pur sempre dissimili da quellm vivo il protocollo
adottato sembra essere una buona approssimazioiegtadio dell’effetto
del cloro suL. pneumophilaAlla luce dei risultati ottenuti, & ipotizzabile
che si sia verificato negli anni un certo gradadittamento o tolleranza dei
ceppi presenti in rete nei confronti del cloro.
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Prova di suscettibilita a 2.5 ppm di cloro

Minuti di contatto

5 15 30 60 120
0 @ ‘ ‘ O O O
1 —o—PRE 1
——PRE 2

2 % POST 1
\ \ POST 2

3 —¥—ATCC

\\\ —@— Untreated

4

5 N

R log

Figura 19: Riduzione logaritmica della carica mhlica in funzione dei minuti di
contatto dovuta all’attivita battericida del cl@@® ppm sui cloni 1 e 2 isolati prima
(PRE) e dopo (POST) la bonifica elsypneumophil@hiladelphia (ATCC)

7.4 Analisi dei profili d’espressione

L’analisi dei profili di espressione dei geni prasesame ha indicato
diversi livelli di attivazione per ogni different'empo di contatto con il

cloro attivo a 2,5 ppm (Figura 20).
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Figura 20: profili di espressione dei geni di vimza in funzione dei minuti di esposizione
all'attivita battericida del cloro (2,5 ppm): i wal in positivo indicano una sotto-
espressione, mentre i valori in negativo indicana sovra-espressione dei geni

| ceppi diLegionella pneumophil#solati sia antecedentemente che
successivamente l'installazione dei generatori idssido di cloro hanno
rilevato una sovra-espressione dei geni di virudeme corrispondenza di
ogni tempo di trattamento, mentre il ceppo ATQC pneumophila
Philadelphia ha mostrato una sotto-espressionenduacata esposizione al
cloro non ha determinato alcuna variazione delfesgione negli stessi

ceppi non trattati.

| ceppi batterici, che erano presenti in rete pridell’applicazione
della clorazione, esprimono in modo massimale leipoe 1-2 del locus
genicolvh dopo 120 di esposizione al cloro, in particolar@dgione risulta
essere attivata 50 volte in piu rispetto al noritdta; la porzione3-4
raggiunge un picco massimo di attivazione a 60 mirll6 volte in piu

rispetto al non trattato; il picco massimo di esprene della porziong-6
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veniva raggiunto dopo 60 minuti ed era espresseof#8 di piu. Per il gene
mip il valore di attivazione piu alto indicava che ettivato 12 volte in piu
rispetto al non trattato dopo 60 minuti. Infine regioni rtx 1-2 e 3-4
raggiungevano picchi massimi di espressione rispetiente dopo 5 minuti
(incremento di 14 volte) e dopo 120 minuti (increneedi 155 volte).

Nei ceppi isolati dopo gli interventi di bonificayalori massimi di
espressione del locugh sono risultati a 30 minuti pari a 209 volte in piu
rispetto al non trattato per la porziohe?, 191 volte in piu la porzionkh
3-4 e 17 volte di piu per la porzionB-6. Anche per il genemip
I'espressione piu alta veniva raggiunta dopo 30utnie il gene era sovra-
espresso 29 volte in piu. Analogamente a quantdtaie per i ceppi isolati
prima della clorazione, le regionitx 1-2 e 3-4 venivano attivate
rispettivamente dopo 5 minuti (incremento di 4 &ple dopo 120 minuti
(incremento di 66 volte). Il ceppo ATCC di pneumophilaPhiladelphia e

risultato sotto-espresso per tutti i geni consitlera vari tempi di contatto.

Attualmente, le conoscenze sulla possibile regotez
dell’'espressione di geni di virulenza da partegerdi disinfettanti come il
cloro, sono limitate. In questo studio, si e dimatst che i ceppi ambientali,
isolati nel periodo pre- e post-bonifica, sovrargspno tutti i geni di
virulenza presi in esame se esposti per tempi siiafattivita battericida
del cloro; in particolare, i ceppi di. pneumophilaVadsworth isolati dopo
la clorazione in continuo, sono in grado di rispemred al trattamento
attivando i geni molto piu precocemente e piu maroante rispetto ai
ceppi presenti nella rete prima della bonificaathfle regioni codificanti il
sistema di secrezione di tipo IVAo€us Ivh) sono espresse da 1,6 a 3,2
volte in piu nei ceppi post-clorazione gia dopo B0nuti di cloro-
trattamento. Di fattol..pneumophilae in grado di utilizzare i suoi sistemi di
secrezione, compreso il tipo IVA, entro pochi mirddll'internalizzazione
(Lu 2005): il batterio, dopo I'ingresso nella cédlospite, rilascia una serie
di fattori di virulenza, attraverso i sistemi dicsezione, che determinano
una profonda alterazione del “trafficking” intralcéhre, inibendo la

formazione del fagolisosoma. Sebbene siano vastersi di secrezione che
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L. pneumophilapossiede, il sistema definito Dot/lcm (defect myanella
trafficking/intracellular multiplication) e il tipdVA (locus Ivh) sono quelli
maggiormente implicati nell'infezione di protozoi macrofagi; da un
recente studio (Ridenour 2003) si comprende chandm la temperatura e
inferiore ai 30°C, il sistema di secrezione codifec dal locuslvh viene
attivato, e ci0 sembra garantire un incremento edelapacita diL.
pneumophiladi entrare e di replicarsi all'interno delle cédwspiti. Questo
fenomeno riflette il ruolo importante nell’infeziendi protozoi che il
sistema di tipo IVA puo ricoprire a livello ambiei#, in cui le temperature
sono spesso minori di 30°C. Dai risultati di questtudio, seppur
preliminari, si € compreso come regioni del lobus vengano espresse piu
attivamente a seguito dell’azione di elevate cotregioni di cloro. In un
recente studio (Hindré 2008) e stata valutata llieriza del ferro sulla
formazione del biofilm all'interno della rete idace da questo emerge
come i profili trascrizionali di alcuni genpycABe ahpC2D implicati nella
protezione delle cellule da stress ossidativi tisalattivati in presenza di
alte concentrazione del metallo e in presenza dogsedi, quest'ultimi

utilizzati anche nella disinfezione delle acque.

Il genemip, il cui prodotto & coinvolto nel prime fasi detifezione
(Cianciotto 1989), ha raggiunto un picco massimespressione dopo 30
minuti di esposizione ad acqua clorata ed é rirukavra-espresso 3,5 volte

in piu nei ceppi isolati dopo I'adozione degli intenti di bonifica.

L’attivazione di questi geni di virulenza permefieindi a Legionella
di parassitare le cellule ospiti, in cui il batterigrazie alla presenza di
numerosi nutrienti, € in grado di replicarsi abbameémente, sottraendosi
cosi all'azione dei biocidi. La massiccia replica® di Legionella,
'accumulo di metaboliti e la successiva carenzandirimento, sono
sufficienti per innescare lo switch fenotipico \eta fase di trasmissione a
nuove cellule ospiti. Dai risultati di un recentadio (Young-Gao 2000) é
emerso come la morte dAcanthamoeba polyphaganfettata dalL.
pneumophilasopraggiunga per necrosi indotta dalla stessaobeda,
grazie all’'attivazione dell’espressione di geni liogti nella formazione di
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pori a livello della membrana cellulare, attivitaibita nella fase di
moltiplicazione (Harb 2000). L’attivazione del gereA, il cui prodotto e
implicato maggiormente nella formazione di poriyiame piu tardivamente
durante il ciclo di replicazione (Cirillo 2000, LR005). In accordo con
I'espressione dei tratti associati alla fase disaio di Legionella, in questo
studio é stato evidenziato che la regiob@& raggiunge, sia nei ceppi pre-
bonifica che nei post-bonifica, picchi massimi diivazione dopo 120

minuti di cloro-trattamento.

Alla luce dei risultati ottenuti nello studio del§pressione genica, si
puo ipotizzare chel.pneumophilaWadsworth continuamente sottoposta
all’azione del cloro, sia in grado di risponderd¢’aalone del biocida,
incrementando le proprie capacita di parassitareelkile ospiti. Tuttavia
Legionella e capace anche di entrare in uno stigtevma non coltivabile
(VBNC) a seguito dell’esposizione al disinfettantmme dimostrato da
Alleron per la monoclorammina (Alleron 2008). Ledayini colturali
condotte durante questo studio, possono confernfael cloro attivo € in
grado di indurre la comparsa di questo stato: sebbe&eppi isolati prima
della clorazione in continuo non siano in gradofatimare colonie dopo
I'esposizione di 60 minuti a 2,5 ppm di cloro, &gibile confermare la loro
vitalita mediante lo studio dell’espressione genighe proprio in
corrispondenza di tale esposizione risulta massi@antrariamente, la
popolazione microbica di Legionella che attualmeotdonizza la rete,
mostra una riduzione logaritmica minima della camaicrobica pari a 0,75
log dopo 30 minuti di esposizione, proprio ladddespressione dei geni di

virulenza & massima.

Si puo concludere che, ai fini di una corretta teatione del rischio,
la risposta diLegionella spp. al cloro dovrebbe essere tenuta in debita
considerazione; infatti se prima della cloraziome&ontinuo, la popolazione
microbica mostrava una maggiore suscettibiliteaalbne del disinfettante,
oltre che la capacita di entrare in uno stato @itala non coltivabile,
successivamente i ceppi batteri hanno rivelato maggiore tolleranza ed

una maggiore capacita di infezione della cellulapites attraverso
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I'espressione di tratti di virulenza, di cui il ctoé ipotizzabile possa essere
un attivatore. Il parassitismo intracellulare gdérabbe una maggiore

capacita di resistere all'attivita del disinfet@nt

Sembra quindi che l'adozione della clorazione imtowmo come
misura di controllo della colonizzazione microbi@hbia avuto a lungo
termine degli effetti considerevoli nei confrontelld popolazione di
Legionella spp., incrementando le sue capacita di persistaiizaterno

della rete idrica del presidio ospedaliero.

7.5 Analisi della capacita di infezione

| valori delle cariche microbiche di. pneumophila espresse in
UFC/ml, derivate dalla crescita intracellulare digionella all’interno diA.

polyphagaper i diversi tempi di incubazione sono indicatia¢éabella 2.

Le prove di infettivita diL.p. Wadsworth inA. polyphagahanno
confermato la capacita dellameba di internalizzale legionelle, come
rilevato dalle immagini ottenute alla microscopietteonica (Fig:22, 23, 24,
25).

| ceppi di Legionella presi in considerazione, mspondenti ad
isolati prelevati prima e dopo l'applicazione detlmrazione in continuo
dellacqua calda sanitaria, hanno mostrato una rslivecapacita di
moltiplicarsi nell’'ospite. Dopo una fase inizialeella quale sia il ceppo
isolato prima che quello isolato dopo la bonifianho mostrato la stessa
capacita di moltiplicarsi all'interno dell'lamebagrtc un incremento della
carica batterica di oltre un logaritmo, nelle fasali dell'infezione, solo il

ceppo post-bonifica ha mantenuto tale caratteagtrig. 21).

Tempo di co-infezione

ceppi Oh 2h 24h 48h
PT2 PRE 5.3E+02 | 9.9E+03 | 7.1E+03 | 2.8E+03
PT2 POST | 5.4E+02 | 6.3E+03 | 1.5E+04 | 1.5E+04
Tabella 2: Valori cariche microbiche e tempi diibazione
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Figura 21:Tempi di incubazione e cariche microbiche

| risultati ottenuti potrebbero essere condiziomtila metodologia
utilizzata per ottenere la lisi delle amebe. Alcauiori (Bozue 1996, Moffat
1992, Cirillo 1999), operano la lisi meccanica delmebe infette attraverso
il passaggio ripetuto in ago da 27G. In un recattelio (Garcia 2007), la
liberazione di Legionella da parte Ali polyphagaviene realizzata mediante
I'utilizzo del Triton X-100 allo 0,05 % v/v, detezgte al quale tuttavia

risulta sensibile anche Legionella.

64



Legionella (x10000) Amoeba(x10000)

x21000

Figura:22 Legionella e Amoeba (foto Microscopiatitmica)

Amoeba infettate

x21000

X3000

Figura: 23 Amoeba infettate (foto Microscopia Eimtica)
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Amoebe infettate

Figura: 24 Amoeba infettate (foto Microscopia Eiatica)

X10000 x21000

Figura: 25 Amoeba morte (foto Microscopia Elettronica)
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8. CONCLUSIONI

Negli anni successivi alla scopertaldigionellaspp., si € compreso
come i casi di legionellosi nosocomiale derivasstaitta esposizione alla
nebulizzazione di acqua contaminata attraversstermsii di climatizzazione,

I condensatori evaporativi e le torri di raffreddanto. In seguito sono state
riconosciute altre importanti fonti di esposizion@cqua calda sanitaria,
I'acqua di rubinetto usata per procedure assistéinper I'igiene personale

e per la preparazione degli alimenti.

E’ infatti emerso da numerosi studi condotti irivRdaesi che negli
ospedali le cui reti idriche non risultano contaaténda Legionella non si
verificano casi di legionellosi nosocomiale. Pantieper i casi accertati di
legionellosi nosocomiale, € risultato possibilealire alla fonte di
trasmissione grazie agli studi di biologia molecel&he hanno permesso di
ricostruire di volta in volta la catena epidemiat@ymostrando una totale
sovrapponibilita tra i ceppi clinici, isolati daapienti, ed i ceppi ambientali,

presenti nelle reti idriche ospedaliere.

La problematica delle infezioni nosocomiali tagionella spp. €
complessa da gestire, e questo per diverse radionmanzitutto, questo
batterio & praticamente ubiquitario in tutti gli enti acquatici, e le sue
condizioni di crescita ottimali sono quasi sempmrerapponibili a quelle che
si ritrovano all'interno delle reti di distribuzierdell’acqua calda dei grandi
edifici come gli ospedali; la sua intrinseca resigha alla bonifica rende
inoltre impossibile la eradicazione. In secondogluoa legionellosi € una
patologia grave che, sebbene colpisca con una bessdenza (16
casi/milione di persone), mostra un tasso di létaievato (inferiore all’'8%
nei casi comunitari), in particolare nei paziergpedalizzati (puo superare il
30%). In terzo luogo, e difficile individuare unaepisa correlazione tra
I'entita dell’esposizione ed il rischio di svilupgala patologia poiché sono
numerosi i fattori che concorrono nel suo detersmia: la virulenza

batterica, I'entita della carica microbica, le cohi di salute dei fruitori
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dell'acqua. Infine, le strategie piu efficaci pargrotezione dei pazienti nei
confronti dei batteri idrodiffusi sono gravate devati costi.

Quale tra le strategie di controllo del rischiaidd sia la piu
auspicabile sembra ancora da definirsi con ceriezeaidente che la scelta
di una o dell'altra strategia non e vincolante eéndulo sviluppo di uno
specifico Water Safety Plardovrebbe essere impostato per ogni singola
realta, considerando soprattutto la possibiliténigigrare il piano di gestione
con varie tecniche di biologia molecolare, le cyplacazioni sono
molteplici. Innanzitutto, le metodiche di tipizzeame genetica, risultano
fondamentali per ricostruire la via di trasmissi@n& fonte di infezione in
caso di eventi epidemici; per questo obiettivo ende necessaria la
creazione di una stretta rete di collaborazionedtaro che si occupano di
sorveglianza ambientale e coloro che fanno soraeg# clinica. Va
comunque sottolineato che Il'isolamento Laigionella spp. dal campione
clinico risulta difficoltoso per motivi che vannalth difficolta di reperire
un campione idoneo, dal momento che e piu sempjperire un campione
di urina per I'antigenuria, piuttosto che un canmgia@a un broncolavaggio,
al lungo periodo di incubazione per lo sviluppd.-dgionellaspp su terreni

specifici.

In secondo luogo, la tipizzazione molecolare fecaiinformazioni
riguardo alla popolazione diegionellaspp. colonizzante la rete idrica in
termini di tipologia e prevalenza di cloni ed e gibge valutare quale sia la
loro distribuzione all’interno della struttura osijadiera e seguire il loro
andamento nel corso del tempo. Nel caso in cuiesifivzassero cluster
epidemici di legionellosi nosocomiale, questo appi@ non solo
individuerebbe la fonte di trasmissione, ma foilie anche una
valutazione piu accurata del rischio indicando etlifici dove € piu

probabile che si verifichi il pericolo di legionedi.

Infine, la tipizzazione molecolare degli isolatiqpessere utilizzata
come strumento di verifica delle procedure di bieaiintraprese, alle quali
Legionella & spesso in grado di resistere. Sebaken@e misure di bonifica
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come l'iperclorazione shock o lo shock termiconsiaisultate efficaci nel
controllo della colonizzazione microbica daegionella spp., il batterio
appare comunque in grado di ri-colonizzare la r€aesto fenomeno e
principalmente dovuto alla capacita del batterio pdirassitare almeno
guattordici specie di amebe acquatiche, entro Icaicrorganismo trova
nutrienti e protezione dagli stress ambientali.ibpglla & dotata infatti di
molteplici fattori di virulenza implicati nell'invgione, nella replicazione e
sopravvivenza intracellulare e nell’evasione da#ule ospiti. Le amebe a
vita libera maggiormente parassitate ldegionella spp. sono quelle del
genere Acanthamoebae Naegleria che predano svariati microrganismi
acquatici, tra cui Legionella; il batterio, dopanfresso nel fagosoma, é
capace di esprimere alcuni fattori di virulenza &weoriscono l'inibizione
della formazione del fagolisosoma e che promuovianonoltiplicazione
intracellulare. In questa fase, entrambi sembraapeficiare della loro
associazione dal momento che, sia Legionella ch&ratozoo, risultano
tollerare maggiormente gli stress ambientali, camprgli agenti
disinfettanti. Tuttavia, dopo una massiccia regicae intracellulare, il
batterio esprime tratti di virulenza associati dlge di trasmissione, che
garantiscono il passaggio ad altre cellule ospitljscapito del protozoo che

viene lisato.

La capacita diLegionella spp. di infettare cellule eucariotiche
primitive come le amebe, sopprimendone i meccanislifénsivi e
determinandone la morte, sembra aver avuto un ruw#Eterminante
nell'abilita di infettare anche cellule eucarioticipiu evolute e complesse
come i macrofagi. Infatti molti geni di virulenzaroe il genemip, il locus
Ivh e la regioneatxA sono implicati sia nell'infezione dei protozoi sia
guella macrofagica. Sebbene Legionella sia in gratlo formare
microcolonie a livello del biofilm, si comprenderae i protozoi acquatici

siano assolutamente fondamentali per la massieplacazione batterica.

Dai risultati ottenuti in questo studio e statcsgbile, attraverso
I'adozione di tecniche di biologia molecolare, avatteriori informazioni in
merito alla strategia di gestione del rischio idradlottata.
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In primo luogo, i ceppi diLegionella pneumophil&/adsworth, che
colonizzano attualmente la rete idrica, sembrarseresmeno suscettibili
all'azione del cloro e rispondono attivamente aibme persistente e
continua del disinfettante. | ceppi batterici igbldopo ['inizio della
clorazione infatti esprimono piu marcatamente e gi€écocemente alcuni
geni di virulenza implicati nellinfezione delle @&tme e dei macrofagi,
rispetto a quelli presenti nel sistema idrico prigl’installazione dei
generatori di biossido di cloro. La maggior capacdi invadere e
sopravvivere all'interno delle amebe, sottraendakbiazione del cloro,
darebbe spiegazione della loro persistenza nekaideca. Tale capacita,
stata dimostrata nelle prove di co-coltura dacanthamoeba polyphaga
verso la quale i ceppi isolati dopo l'inizio deltdorazione risultano piu

virulenti.

In secondo luogo, la presenza nella rete idriceegpi batterici piu
virulenti potrebbe tradursi, nell'eventualitd si rifiehi un caso di
legionellosi nosocomiale, in un decorso clinico giave e questa possibilita
dovrebbe essere tenuta in considerazione nellaidieine dei livelli di

rischio stratificati per tipologia di paziente.

Infine, nella fase di verifica del piano di gesi&) qualora gli
interventi di bonifica siano in grado di indurredienella ad entrare in uno
stato vitale ma non coltivabile, la sua vitalitdnpbbe essere rapidamente

determinata attraverso I'analisi dell’espressioeiegeni di virulenza.

Concludendo, alla luce delle prove che dimostrasserci forme di
tolleranza verso il cloro da parte degionella pneumophildVadsworth,
nella pianificazione degli interventi di controlltel rischio idrico, si puo
ragionevolmente discutere se sia davvero utilaraidella prevenzione e
controllo della legionellosi nosocomiale, 'utilizzper un lungo periodo di
tempo, di un solo tipo di agente disinfettantegule la comunita microbica
potrebbe adattarsi, incrementando cosi il rischivagmissione di ceppi piu

virulenti.
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