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Validazione del processo di pulizia

in aree critiche

medicnte bioluminometria
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INTRODUZIONE

Il monitaraggio delle superfic
acquistd un significato in tutte le
arce a contaminazione controflat.
Esso pud essere effettunto di rou-
tine con metodi standardizzati; i
oisuliin oitenuti sono incorageian-
Li ¢ possono costitdire una irdica-
#one per L prevenzione di alcune
infezioni ospediliere™ . Ly possi-
hilita di milizzare metodi rapidi e
parametn pumericr di facile appli-
cazione e interpretazione estende
L metodologia a numerosi settor

e apre la strada alla applicazione
di conrrarti di risuliato, non solo
in ambite sanitaeio ma dnche in
altrl settor,

I monitoraggio della qualita delle
superfici € stato per lungo tem-
po espletato con metndologie ap-
prossimate, non per responsabilita
degll operatori, ma per ogpettiva
curenzd di strumenti di misura,
Lintroduzione in sanitd di alcune
metodologie derivite dall'area del-
t produzione farmacentica stanno
modificando notevolmente questo
setore ¢ stanno dprendo possibi-

ligi di veritica impensahili solo a
fing:a pochi anm ',

La possibilita di effettuare contral-
Ii ¢ misurazioni approfondite au-
menin e condizioni di sicureezz ¢
riduce 1l rischio di contaminazioni
crociare™; una metodologin stan-
dardizzata potrebbe consentire
lesportzione del sistema anche
in settord differenti di ¢guello sani-
tario come 'elettironic e 1 seliore
alimentare.

Il presente lavoro ha lo scopo
di esporre le modalita operative
posie in essere per implementi-
re un sistemi di validuzione delle
sanificazioni ambientall In ambio
ospediliero, con particolare rife-
rimento a gquelle superfici che la
letteratura definisce “critiche™ ™,
Nello specifico sono stuti efferroati
dit monitoraggi ambientali perio-
dici presso FOspedale S, Camillo
de Lellis di Rieti pol sviluppati dal
personile teenico di un luborato-
rio di apalis) esterne.

Lo scopo era gquello di ottenere
risuluith attendibill ¢ confrantabili
e Iy tidsurazione con biolumino-
metro ¢ quella con | tmponi di
syperficie, in modo tale da mpie-
gare periodicumente | tipici stri-
menti di: misurazione ambientale
quali tamponi di superficie, per
In verifica dells correita sanifici-
zione valutando la carica hatterica
residuy post-tmttamento in affion-
camento all'uso guotidiano di un
apparecchio in grado di misurare
Pattivith ATP-asicd’ residun, I va-
lori otenuti da questl due diversi
metodi di misurazione sono stati
carrelati tra loro attrayerso una
vera e propria validazione effet-
tuata su un numero significativa di
ripetizioni ¢ tenendo conto che il



recupiero stesso del mmpone puo
subire tilevantl oscillazioni /b
se alla porositi della superficie da
verificare,

. ALLE METGER

A) I PROCESSO DI SANIFICA-
ZIONE

Per Il processo di sanificazione si
¢ fatto ricorso a un carrello attrez:
zato opportunamente studiato per
coritenete tut il materiale neces-
sarlo al corretto espletamiento del
seryizio,

I particalire troviamo 4 secchiel-
i identificati da coperchi e manici
di colore diverso, (Rosso, Giallo,
Blu, e Verde) clhie servono.da eon-
tenitore per li prepatizione dei
piunni di colore identico al sec-
chiella, secando un codice armai
ampiamente diffuso;

® Rosso = We Bidere Vuote;

B Ginllo = Lavabi, Docce ¢ Vi-
sche

B Py = Arredd Vari, come lettl, co-
muodini, twvoli, finestre, ece.

B Verde = per la disinfezione,
sempre sul carrello, si trovano e
sono stati utilizzatl uno o piiy con-
teniftor del Mops per il pavimento,
tleuni sacchi impermeabili per I
raccolta dei panni e dei mops usa-
fi; una serie di gontenitori per il
trasporio dei materiali necessari a
completare il servizio.

Tuttl | panni utilizzati, sid per gli
arredi e suppelleatil, sia per i pa-
viment] sono in ultramicrofthra
(0,27 dewer), composta da circa
86 poliestere ¢ 20% polinmmi-
de.

Limpregnazione dei pannl e del
mops & effettuats pochi minuti
prima dall'inizio del servizio uti-
lizzando soluzioni specifiche se-
condo la superficie o la zona da
tratlate

Impregnazione dei pannl blu per
arredi e suppellewili ¢ per | mops
dlei pavimenti, con un prodotio cer-
tificato. (alchilpolighicoside, acido
citrico; acide glicolico addizionan

con profumi) diluite allo 0.8%.

Impregiazione del panni Rosso
¢ Giallo, per accessori ldrosani-
tirl, con prodotito concentrato
a base di acido citrico diluito al
2%, Impregmizione dei panni e
dei mops con una soluzione di-
sinfettante a bage di clord attivo

(Reg. Min, Sanitd n.19316) a una

concentrazione del 2,5%, per la
disinfezione di e le superfic;

tale soluzione contiene il 2,.2% di
cloro attivo.

La metodica dintervento prevede
P'utilizzo dei panni di colore diver-
so secondo 'area da trattire ¢ sono
sostinditi ad ogni zona, area, stan,
bagno ed ¢lemento idrosanitario
pulito, al fine di ridurre al massimo
I possibilith di contaminazione tia
diverse aree,

Per | pavimento si esegue (n pre-
fratarmento di scopitturn com mops
in ultrumicrofibra di colore verde
€ un successivo passaggio di de-
tersione/disinfezione con mops di
colore blu, entrambl sarannio so-
stitulti ad ogni cambio di stanza
o nel caso di supetfici vaste dopo
25/30 mau 1 panni € i mops uti-
lizzati sono raccolt! negli appositi
contenitori separatl ¢ alla fine del
servizio vengono rasferin nelld la-
vanderia interna per essere ricon
izlonath

I ricondizionamento dei panni e
dei mops e effertuato tramite a-
vaggio ad alta temperatira con
una lavabiancheria indostriale su-

per centrifugante specifica per il
lavaggio delle microfibre, il ciclo
di lavaggio prevede:

B un riscigcquo a freddo | per
l'eliminazione dello Spofco gros-
solano ¢ la soluzione di impre-
gnazione residua presente nelle
microfibre;

B ciclo di lavaggin completo a
60°/90° gradi con detergente
steuttirtato, (idrossido di sodio,
idrossido di potassio, alchilalcol
elossilato, disodio-dipotassio me-
tasilicato, potassio alchilnbenizen-
solfonato  addizionato con Bens

zyl Salicilato, Limonene, Linaloal,
profumi) e un additivo bssidunte
(acido acetico, perossido di ldro-
geno, acido peracetico, addizions-
to a hase di shisncanti a base di
ossigena) opportimamente dosati
da una centraling auromatica;

B vengono effettuati und serie di
riscincqui ¢ centrifugu;

® dopo il lavaggio vengono stoc-
ciati separatamente in apposite
wree per poter poi essere prelevi-
ti e portati con contenitori chiu-
si el reparti per ricominciare il
serviria,

B) IL METODO D1 CALIBRA-
ZIONE

Per la calibrazione In laboratorio
sono stati utilzeati, in accordo con
| dati della letteratuea™:

B ceppi batterici a titolo noto certi-
ficati ATCC; 8, cerevisiae ATCC2610);
A, brasilionsis ATCC16404; 5. au-
rens NTCCO5AB: £ voli ATCORTY.

W Calibration control kit con tam-
poni di riferimento per controllo
negativo ¢ positivo;

B Bioluminometro,

Le caratteristiche del bioluming-
metto sono le seguenti. [ sistema
si compone di 2 partl: un'unita di
lettura portatile in grado leggere
la concentrazione di ATP {n Uniti
di Luce Relagiva (RLU) con una
nsolugione di 1 RLU pari a 108-15
moli di AT

11 dispasitive ' opetativo trd +5
¢ 40°C ¢ 20 ¢ 85% di umiditd
relativa & in grado di effettuare
unlautocalibrazione automatics
all'accensione della durata di 60
secondi. La seconda parte del
sisterna & costituito dai tamponi
monouse contenenti una soluklo-

ne reagente luciferini/lucileras)
mdh[:r:nuhq le all'emissione lu-
I'I'III'lU"Nl

La microbiologix rapida € basam
su teeniche che consentono di ef-
fettuare una vilutazione quantita-
tiva senza aspettare le 4872 ore

‘necessarie per lo sviluppo ded ger-

miin eoltura i trata i reazioni
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(tamponi su mwmsm.nmwmmw operatoria su
lettino, h“'M scialitica, pavimentl, pareti ¢cc.)

ceppi classificati allo step precedente, effettuati in parallelo tra bio-
hlmmettmpnmtmﬁﬂmﬂt ﬁmﬂunr.dilm file con cormi-
spondenizi tra RLU ¢ UFC)

' {’mmpnnl su mpe:ﬁ:fw.‘hh.m vm pﬂﬂﬂﬂ.mﬂnﬁm :

Tabella 2. Supeiivh campiomaie © bt sede
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chimiche immedia o di breve
durata fortemente correlate ul ri-
sultao delle prove wradizionalit!",
L principale di queste teeniche @
basata sul principio della biolumi-
nescenza, che si basa sui seguentd
elementi fondamentali:

B ¢ pn fenomeno osservalo in
natura (nelle lueciole), leguto alla
renzione tei Uenzimi luciferasi; la
lucifiering e IATP;

B 4 presenza di ATP & indicatore
i cellule vive, ki sua assenen € in-

dicatore di cellule morte;

B la presenza di ATP non consente
pend di discriminare nié il tipo né ki
specie contisminante;

B |a bioluminescenza si presta
quindi per una valutazone grosso-
lama del tipo “tutto™ “nalla”™.

() IL METODO DI CAMPIONA-
MENTO

Il procedimento utilizzato, che si
€ hasato sui dati consolidati della
letteratura'™, viene illustrato nello
sithema segoente (Tabella 1).




Lieyiti a 25" C
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Tabelln 3. Morod] di Identificisont dit g alloe

E stuto effettuato un campions-
mento preliminare con la finalita
di recuperare sulle superfici spor-
che | microeganismi usualmente
presenti sulle supetfici da monito-
vare. In questey modo lostudio suc-
cessivo pud essere svalto in modo
mirato utilizzando le specie batte-
riche solate, I camplonamento ¢
stato svolto inuna giornata, prele-
vitido con il metodo dei amponi

camploni su stiperfic non gncory

siilicate. Le superfici camplonate
sono stite le seguenti elencite sof-
tovin mbelle | tumpony sono stati
analizza al fine di caratterizzare i
microrganismi come appartenentl
alle Bnterisbictoridcean, Califbrmi,

E. coli heta-gluconoridasi positivi,
Suf‘lmmr.hl coagulasi positivi (8.

Atiretis € altre specie), Anuerobi

solfito riduttori, Psendomanas spf,
Miceti.

I metodi applicati dal labotitorio
per le indagini ambivntali sono

quelli tndicati nelle norme utficin-
e che 1l laboratorin Wy indicino
nello stato df accreditamento AC-
CREDIA ai sensi della norma UNI
CEl EN ISO/IEC 17025:2005™.

) 1L PROCEDIMENTO DI VALI-
DAZIONE

La validazione € st effetuat in
laboratorio tenendo conto di tutti
i fattori che possono influenzare
fa misurazione, quili I modilic
di campionamento, numero di ape-
ritori abilitati ad effettuare il cam-
picmamento; miteriuli a diversa po-
rosita sui quali viene effettuata ln
misurazione; incertezza i misurn
deel hioluminomitr:

W il camplonamento € stiato ef-
fettuaro wilizzando la procedura
come previsto dalla norma 150
18594:2004, su ung superficie di
100 em2, uilizzando delimiratori
stetili;

W [ jrova & stata svolta su tre clis-

st i matesiali: PVC/materiall plastict
fisci, PVC/ materiali plastic! muvitdi ¢
wecigioy/vetro,

Sono stati preparati inoculi di cep-
pi a titolo crescente (101ufe/ml,
102ufe/ml, 103ufe/ml. 104ufe/ml)
di 8, cevevisiae ATCC2Z610, A bra-
siliensis ATCC16404, 8. anreus
ATCCH538, E. coll ATCCST39.

100 pl di i inocull sono sta-
ti seminati per spatolamento su

un'aren di 100 em? delle wre tipo-

logie di superfict sanificate e do-
po aver atteso circa 15-20 minuti,
affinché I'inoculo sin complets-
mente secco, sono stati effetuati

i prelievi sia con bioluminometro

che con tampone radizionale. Per
ogill concentiazione di inoculo
utllizrata sono state effeltuate 10
misuraziont det batteri mesofili ¢
dei miceti totali ed inseriti in una
tubella excell per verificare quale
sin fa correluzione tra le tre mi-
suragiond,

aﬁq;mmﬁnmmuﬂmmmn
lwmo unm um'mm

mml m!;w:hﬂl a 227C (ufc/ml)

Wwamw

Tabella 4. ftsulun deb conmollo microbiologion sull'soqua
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Le superfici ¢ le attrezzature di
sala operatoria: si ¢ pmcm.lmu ad
un nmmuuuﬂg;m perindico, con cu-
denza pressoche mensile per i pri-
il quiitio miest ¢ sutcessivimente
programmista ogni 5 mesi, delle su-
perfici ¢ delle attrezzature 3 mag-
gior rischio di contaminazione pre-
senti in sali operatori (pavimento,
carrello ferri, letto, lampuda, ecc.)
effettuando campionamenti con
tamponi ambientali analizzati in
laboratorio con metodo classico
microhiologico in parallelo alla
quotidianm misir con bioluming-
metra effertuaty dopo sanificazione
dul personale dddetto,
I monitoraggio mensile ¢ trime-
strale verrd svolto campionando
almeno 10 punti diversi,
Si individua una superficie di 200
cm’ (2x100.cm’ contigue) € si pro-
cede nd effettiire | tamponi di su-
perficie con metodo clissico ¢ con
bioluminometro, _
La verifica della sanificazione
dei tessuti impiegatiz per Ia ve-
rilica della corretn sanificazione
det panni in microfibra ¢ def teli
ulilizzari per ln <anificazione degli
ambientl sl sono seguite le linee
guicls RABC (Analisi del Rischio e
Controllo della Biocontaminazio-
ne) descritte nells norma TNTEN
14065: 2004,
In particolare l'attivith consiste in:
| allestimento di panni per la sani-
ficaione confaninuti con fndicatord
hiologici certificati a titolo note:
B controllo iniziale per il monito-
riggio microbiologico dells quality
dellacqua dtilizeata

RISULTATI

Durznte [ fitse di monitoraggio so-
o stitth riscontrati dei valod discar-
danti con le validazioni effettuate
in laboratorio.

Dalle indicazioni del produnore
del bioluminomeiro st appren-
de che i sunificand a base acida
possono dade un valore poasitivo
di letturs con questo metodo. Si

2 et
——'! - ._ i
4 25 o
e | 3 3 W
DR s ": = ——
I rd | A W
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Tabella 6, Cilibeazione del bibluminometio sulle supefict accialoswtn

69

[IGPEDALE




35
E | R - *
15 -
e
= 2 * + * _—
= L
=S e & Seried
, Fr,..f"" » . pe —— Lipare [Sarksl)
05
0% &
0 2 4 f B 10
Urc

Grafico' 1. Progressbone Jinvane did dan sul Gampione: ristretio

¢ quindi convalidito sperimental-
mente in laboratorio la presenza
di questo rumare con una serie di
test effettuati su diverse tipologic
di superficl.

1l sanificante utilizzato dal perso-
nale risulta essere a base di ipo-
clorite, # non risciagquo con acquia
sterite patrebhe interferire con la
festurn del Inoluminometro.

Sono statl individuatl questi valord
di letturn come determinazione di
un “rumore di fondo™ per le varie
tipologie di superfici. [ valor medi
letti sono | seguenti:

B su acciuiofverro= 13 RLL;

W plusticy liscia/PVC/similpelle: 8
RLLY;

B plastica nuvidi: 5 RLLL

St alresi consiclerato che il bfolumi-
nometro i margine di incerezz
del 5% dichiarata dal produmore.
La correlazione complessiva tra RLL
¢ LIFC riscontrat, nelle sedi di lve-
ro, viene rportata nella tabells 5.
Pofchié pert tle distribuzione di dat
formiva ancora un mangine di inger:
tezza dovuto in particolare ad una
eceessiv dispetsione ded diti stessi,
considesato che fulta il fise prece
dente del processo di sunificazione
forniva dati abbastanza consalidati
ed attendibili, mentre sembrava di
rilevare che fosse la fase finale del
processo ovvero ln stretta corrispon-
denza del valore rilevato dal biolu-

minometro ad uni contaminazione
mite (5 UPC) dettata dalle linee
puida, si e deciso di procedere ad
um ulteriore fuse di controllo in cui
¢ stato testato il bioluminometro ed
Prisultati del chmplionimento asso-
ciando ad una contaminazione nota
cli buassa entita § valod riscontrati dal
hiolarminometro ¢ poiche L tipologi
dielle suprerfici potevi ancora giocane
un ruolo importante, si'é deciso di
effertiate i test ulterions su superfici
diverse. Il risuhato di tali prove ¢ H-
portato nella tabella successiva.

| isultati del controllo defle superfic
plastica lisciae plastica ruvida, sono
sostanzialmente sovrapponibili, in
particolare dopo avere effetuato il
rischacquo con acgua steribe, ima las-
socinzinne che mleressa ¢ in purtico-
lare mostrata nel campione ridotio,
nd quale si dimosir b progressione
lingre ded valori (Grafico 1),

Tutti i cisti sopra descritti sono stati

sottopost] ad analisl sutistiva mul-
tivariatn.

E' stato applicato un ulteriore test
di verifica raggruppando i valor di
coirtfeliione e abbinmo vienuto

al di sopra e al di sono delle 5'UFC,.

Applicando quindi un test di signi-
ficativitd non parametrico (test U di
Mann-Whitney) s due campioni si
trova chee viie una differenzan starist-

ca aleamente significativi (p < 0,001)

fra | vitlord dif RLU del primo e del

secondo campione. E tale riflessione
a conduce all'ulteriore processo per
Iidentificaziont: del valore soglia.
Volendo essere quindi pid rigorosi
si pudy quindl Gilcolare l'intervallo
di confidenza al 95% dei valori di
SE (Sensibilita) ¢ di SP (Specificita),
Le formule da utilizzare sono rispet-
tivamente |Robert G. Newcombe,
“Two-Sided Confidence Intevvals for
the Single Profiortion: Comperison
of Seven Methods,” Statistics in Me-
dicine, 17, 857-872 (1998))
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Poichié ¢ necessario trovare un equi-
librio tra sensibilith e specificita ri-
temiamo che {l posisionamento a 4
RLLT quale valore soglia mppresenti
un riagionevole compromesso.

Con questn sceltd | valon di sensibi-
litd (SE) ¢ specificita (5P) ed i loro
intervalli di confidenza (C1) al 95%
FNAE:

SE=8/115=07739 = 77 3P%

Cl = [68,93%, B4.08%)]

SP = 33734 = 09697 = 97 00%

C1 = [85,00%, 99,85%]

Come si pud dlevane il valon si sensi:
bilita ¢ di specificita sono molto al,
difficilmente paragonabili oi metodi
di valutazione della contuminuzione
attualmente in uso.

CONCLUSIONI

La metodologin adorata dimastra
la sodtanziale coereng dei dad ¢
uni sufficiente correlazione tra il
processa di pulizia adottato ed il
risultuto finale in termini di conta-
mimione bateric.

In particolane 1o metodologia adot-
Lt dimostra che la correlazione



statistica diventa molto forte ed
Acquisisce progressione linware dul
mumento in cul sl eliming il rumo-
v di fondo mediante Pusilizzo di
acqua sterife o distillata,

1l rapporto tra RLU e LUFC, sebbe-
tie non direttamente proporzionale,
dimastia che e contaminizioni rile-
vie sono significativamente bisse
al 'di sotto del valore soglin di 13
RIA durante le fasi di monjtorageio
om site. Al fine della definizione di
“pulito” relutivamente alle superfici
Fvsurest critica s considéra in questa
sede il valore sogha di 5 UFC stabi-
lito dhatle Hnee guida sugh stanclrd
i sicurezea ¢ f igiene del lavoro
nel reparto operatorio approvate
el 2000 dall Tspesl #130

In base alle determinaziont -
It dello studio st dove concludere
perl che @ contamingszioni molto
hasse tinferior w3 UFC)Y § valori
riscontrati dalla hioluminometria
sono in realth contenut] tra 0 ¢ 3
¢, poiche il margine di incertezzd
deflo strumento & del 5% possiamo
concludere che linervallo di tolle-
mnga possa essere stabilito tr 0 ¢
3 RLULSi deve peraltro considerare
che I certerea assolu del metodo
&1 ottiene 'mediante riscidcguo con
e sterile e pertanto Il metbdi di
sanificazione per le superfic criti-
che dovrl essere cormetto in 1l sen-
so, almeno per i setton allinterno
dei quali siritiene di effertuare il
controllo con bioluninometria.
Pertanto il processo di saniflcazione
sopra descritto port in modo ine-
quivecabile alla sanificazione spint
delle superici eritiche ¢ il metodo
di controllo adottato o porta a con-
cludere ¢hie, in presenzd di'boa dp-
plicazione corretta delle procedure,
il metodo hioluminometrico possa
essere utilizzuto per Mapplicazione
dei contratti di nisultato,

Qualorn l'operutore dovesse guindi
riscontritre vdlori di RLL supetio-
ri i 3, dopo risciacguo con acgun
sterile, dovel ripetere il processo
i sanificazione fino ad ottenere
un risultato inferiore al valore so-

Tabella 7. Sensibility ¢ specificits del test rispetio al viloe segdio’ di 4 RLLL

glia (< 4 RLU). 1) vantaggio della
presente metodologia e costituito
dal fatto che non sar necessario
effettuare la semina ed anendere la
crescita delle colonie, ma sipotri
procedere con fmmediatesza alli
ripetizione delly sanificazione,

D'altro canto il bioluminometro
comsente I registrasone dei diti
¢ quindi l'operatore potri proce-
dere allo searico periodico su file
did diari ottenuti e/o procedene ail
eventinle stampa; tale registruzio-
ne costituind 1a prova della avve-
nuta sanificazione e del momento
in cui la sanificazione e stato effet-
tunta. In definitivi il preseme lo-

varo dimostra che applicando una:

rietodologia dif pulizid nota e stan-
dardizzata ¢ applicando una me-
tocologia di controllo nota ¢ stan-
dardizzata ¢ possibile dimostrare
che la pulizin € avvenuta in modo
scientificamente docamentabile.
1 riflessi di quinio sopri esposto
sulla prevenzione delle infezioni
ospedaliere potrebbero essere ri-
levantit!™. La presente conclusione
dpre, a nostro Gvviso, interessanti
applicazioni ¢d evoluzioni sid in
senso medico-legale che wenico-
scientifico,
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