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RUOLO DELLA MICROBIOLOGIA
TRADIZIONALE

Vaiani R.

Microbiologia, Ospedale “A. Manzoni”, Lecco

Nella gestione delle epidemie il Laboratorio di
Microbiologia puo avere funzioni diverse: a) Rilevare
per primo (in alternativa al clinico) I’insorgenza di una
epidemia. b) Informare tempestivamente il CIO che,
con clinico e microbiologo, deve rivedere criticamente
i dati partendo dalla definizione di caso per evidenzia-
re tutti i possibili soggetti coinvolti. ¢) valutare gli iso-
lati per capire se vi ¢ la possibilita/probabilita che ci si
trovi di fronte ad un clone o a microrganismi diversi.
d) Confermare che gli isolati in esame appartengono o
meno allo stesso clone utilizzando metodiche di biolo-
gia molecolare; queste metodiche non possono essere
effettuate in tutti i Laboratori.

Il ruolo della microbiologia tradizionale riguarda i punti
a) e ¢), i cui aspetti chiave sono: 1) come leggere i dati
di laboratorio per evidenziare piu facilmente un even-
tuale cluster epidemico; 2) quali ceppi conservare e
come conservarli per le indagini successive; 3) quale ¢
la capacita discriminante dei metodi di uso routinario;
4) come collaborare all’indagine epidemiologica.

I dati di laboratorio sono di facile lettura quando vi
sono batteri con marker particolari o presenti in situa-
zioni fuori norma; per questo vanno rilevati ed archi-
viati i dati che permettono queste osservazioni. [ meto-
di di laboratorio di uso routinario per la discriminazio-
ne di un ceppo batterico da altri della stessa specie ser-
vono per una prima selezione dei ceppi da indagare piu
a fondo. Questi metodi consistono essenzialmente
nella comparazione dei test di identificazione, nella
valutazione delle resistenze alle diverse classi antibio-
tiche e nella tipizzazione sierologica. Da ultimo il
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laboratorio tradizionale ¢ fondamentale nella ricerca
delle fonti di infezione, ricerca che rientra nell’indagi-
ne epidemiologica che il CIO ¢ tenuto ad avviare per
avere la piena comprensione di come ¢ avvenuta I’epi-
demia ed eseguire interventi mirati nel caso di even-
tuale bonifica terminale.

S1.3

RUOLO DEL GRUPPO OPERATIVO
DEL CCIO

Pellegata G.,Vigano E.F.
Azienda Ospeddliera di Legnano

Introduzione:

Premessa indispensabile affinch¢ il CCIO abbia un
ruolo nella gestione delle epidemie ospedaliere ¢ che
esista un’organizzazione, pre-esistente 1’evento epide-
mico, per la prevenzione ed il controllo delle I.O.
L’esistenza o meno di tale organizzazione ,la cui ope-
rativita dovra essere garantita dal CCIO, condizionera
pesantemente la gestione di una futura epidemia, anche
seguendo dettagliatamente le piu accreditate linee
guida.

L’attuale contesto normativo e legislativo regionale e
nazionale ( es. Piani sanitari regionali e nazionale)
offre delle opportunita per I’'implementazione o la rea-
lizzazione locale di programmi di prevenzione. In
alcuni contesti regionali (es. Lombardia ¢ Piemonte)
gli obiettivi di interesse regionale dei Direttori
Generali delle A.O. ed i vincoli di accreditamento delle
strutture sanitarie indirizzano verso una sempre mag-
giore operativita nell’ambito della prevenzione e con-
trollo delle 1.O.

Il ruolo del CCIO e del Gruppo operativo:

Il CCIO , strumento di integrazione di risorse esistenti
in azienda, alla luce di quanto esposto in premessa
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dovra ricevere dalla Direzione strategica un chiaro
mandato operativo. Dovranno essere definiti con pre-
cisione, nell’ambito dei programmi di prevenzione e
controllo delle I.O., I’organizzazione di una struttu-
ra operativa ( Gruppo operativo o Servizio dotato di
propria autonomia) con dettaglio degli obiettivi, perso-
nale dedicato/coinvolto, strumenti ed un sistema di
sorveglianza (dal laboratorio di Microbiologia) defi-
nendo cosa, come e chi sorvegliare, un sistema di
allerta rapido (microorganismi sentinella e relative
procedure).

La procedura di definizione di un’epidemia dovra esse-
re condivisa e dovra prevedere le specifiche azioni da
porre in essere e le autorita che dovranno disporle.
Dovranno essere previste le ricadute delle singole azio-
ni (es. costi di sanificazioni straordinarie, assegnazioni
straordinarie di personale, variazioni di percorsi inter-
ni, contatti con i mass-media ecc.).

Gli interventi in caso di epidemia nosocomiale posso-
no essere cosi riassunti: identificazione dell’epidemia,
definizione di pseudo-epidemia, definizione di caso e
verifica dei dati, definizione di focolaio epidemico,
individuazione delle cause, protocolli di intervento.

S1.4

LEPIDEMIOLOGIA MOLECOLARE:
METODI E LIMITI

Dicuonzo G.

Servizio Microbiologia, Campus Biomedico, Roma

11 sospetto di un’epidemia in atto in un ospedale richie-
de tra le altre misure la raccolta dei ceppi incriminati e
la dimostrazione che questi costituiscono effettiva-
mente un “clone”.

Preliminarmente occorre che i ceppi della specie incri-
minata vengano effettivamente identificati, in genere
con metodi fenotipici, come appartenenti alla specie di
interesse.

Per i batteri ,d’altra parte ,una “specie “ ¢ stata defini-
ta sulla base di una forma primitiva di genotipizzazio-
ne, in quanto si dice che ceppi appartengano alla stes-
sa specie quando abbiamo un valore di omologia
DNA-DNA 3 70%.

E’ stato sottolineato che occorre usare sia multipli
metodi fenotipici affermati che esplorino varie carat-
teristiche metaboliche, antigeniche, morfologiche ,
biochimiche della specie, sia anche metodi che esplo-
rino alcune caratteristiche dei genomi , per definire in
maniera accettabile le specie in ambito batteriologico.
Si va quindi affermando il concetto di un approccio
multifasico alla stessa definizione delle specie. Questo
atteggiamento era stato preceduto dalla tassonomia
numerica, che puo riavere un ruolo sempre pit impor-
tante per correlare caratteristiche fenotipiche e caratte-
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ristiche genomiche, specie con le disponibilita compu-
tazionali ,anche a livello di desktop, che si possono
ottenere con i moderni hardwares dei computer da
tavolo con varie piattaforme (Windows, Macintosh,
Linux, UNIX).

L’epidemia o I’endemia in atto vengono definite solo
quando i ceppi della stessa specie isolati in vari indivi-
dui (malati o portatori sani) in vari tempi si rivelano
appartenere allo stesso “clone”.- E’ quindi cruciale
definire un “clone”.

Un clone od un gruppo clonale di isolati ( o ceppi) €
compreso dai ceppi che discendono da un ceppo comu-
ne originante (common ancestor).

A questo punto ¢ necessaria una definizione operativa
di clone ( o cloni appartenenti allo stersso gruppo clo-
nale): esso richiede una definizione di parentela ade-
guatamente dimostrata attraverso tecniche le quali
usino dei markers genetici di sufficiente potere discri-
minatorio.

Non esiste una metodica che possa essere definita
come sufficientemente discriminatoria nei confronti di
tutte le specie di interesse (clinico o epidemiologico o
tassonomico).

E’ necessario inoltre prendere in considerazione anche
la semplicita d’uso della metodica, la sua riproducibi-
lita intra ed interlaboratori, la sua portabilita(usabilita
tra vari laboratori e trsmissione dei dati da laboratori a
laboratori con metodi web-based).

Inoltre altro ¢ identificare cloni a larga diffusione geo-
grafica che servono a disegnare il percorso nel tempo
e nello spazio di determinati cloni (per esempio i cloni
MRSA), od anche a definire gli avvenimenti di parti-
colari fenomeni che hanno dato luogo al passaggio di
materiale genetico importante ( per esempio il timing
del passaggio di SSC, la cassetta contenente il gene di
resistenza alla meticillina, dal supposto stafilococco
coagulasi negativo reistente al primo S. aureus, ed i
passaggi o perdite successive). Altro ¢ invece identifi-
care I’evolversi di un ceppo in un’epidemia ospedalie-
ra, in cui occorre avvalersi di markers che rivelino
anche sottili eventi evolutivi del ceppo.

Quindi non si possono dare consigli generali, anche se
¢ certo che il primo vero metodo per la definizione di
cloni, la Multilocus Enzyme Electophoresis di
Selander rimane una pietra miliare e rimane insupera-
ta se non dalla sua versione genomica attuale proposta
da alcuni anni dal gruppo di Spratt, cio¢ la Multi
Locus Sequence Typing : queste due metodiche sem-
bra costituiscano ormai metodi di riferimento insosti-
tuibili nella definizione dei cloni a larga diffusione
geografica o temporale.

La Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) ha una
lunga ed onorata storia d’uso e larghi meriti nella defi-
nizione di cloni sia di Gram positivi che di Gram nega-
tivi: essa soffre di una notevole difficolta di riproduci-
bilita e portabilita, solo in parte risolta da metodi di
rilevamento e digitalizzazione automatici, nonché dal-
I’'uso di algoritmi di calcolo delle relazioni tra ceppi,
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