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2 Prefazione

Questo lavoro wvuole essere un riferimento generale per assistere ed educare
medici, biologi, operatori sanitari, ingegneri e progettisti al processo di
ossidazione fotocatalitica per il controllo delle malattie infettive.

Questo & il background scientifico che sta alla base dei risultati ottenuti dal
sottoscritto e dai propri collaboratori, in oltre 10 anni di ricerca e sviluppo nel
settore delle nanotecnologie condotto all’interno del Centro Ricerche Next
Technology di Prato.

I risultati di queste ricerche si sono concretizzati inizialmente in tre brevetti
(EP1797936, PCT/IB2011/054794 e PCT/IT2012/000219) per la realizzazione di
materiali tessili e non, aventi superfici fotocatalitiche; quindi in prodotti
commerciali riconducibili al marchio Pure-Health, grazie all’azienda Orion di
Calenzano che ha creduto fortemente in questo progetto.

Pure-Health é un sistema di disinfezione fotocatalitica costituito da un materiale per
il rivestimento delle pareti e dei pavimenti e da un sistema di illuminazione a
lampade fluorescenti a spettro completo (UVA-Vis). Il materiale di rivestimento, che
pud essere vetroresina (quindi rigido) o polivinilcloruro (ovvero flessibile) &
caratterizzato dal fatto che la superficie a vista ha proprieta fotocatalitiche dovute
alla presenza di biossido di titanio nanoparticellare. La peculiarita di queste
superfici sta nel fatto che il biossido di titanio € nanostrutturato con le componenti
organiche costituenti la superficie stesse. L’attivazione fotocatalitica di queste
superfici viene fatta mediante I'impiego di lampade fluorescenti a spettro completo,
lampade che possono essere installate in qualsiasi ambiente e, soprattutto, possono
essere impiegate in presenza di persone.

Tutto cid non ha costituito un punto di arrivo, bensi un punto di partenza, che ha
come obiettivo quello di poter dare ad ogni persona la possibilita di vivere in
ambienti sani e sicuri, invertendo la tendenza dei nostri edifici di fungere da vettori
delle malattie. Ed il mio pensiero si rispecchia nelle parole del Dr. Wladyslaw Jan
Kowalski, ricercatore all’ Indoor Environment Center (IEC) della Pennsylvania State
University, quando dice:

“Non trovo un obiettivo pitu nobile per I nostri tempi che quello di vincere la guerra
contro le malattie, una guerra che, a differenza delle continue pandemie che non
portano all'umanita alcun beneficio, ha un fine invece di essere un mezzo, salva le vite

invece di sprecarle, e trascende tutte le barriere ideologiche, teologiche e cultural L

Leopoldo Corsi
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! Kowalski W.]. Aerobiological Engineering Handbook / W.]. Kowalski — New York: The
McGraw-Hill Companies, Inc, 2006 — p.xii
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Rischio di infezioni correlate all’assistenza

3 Rischio di infezioni correlate all’assistenza

Tra i diversi rischi associati all’assistenza sanitaria e socio-sanitaria quello infettivo,
ossia il rischio per pazienti e operatori di contrarre un’infezione nel corso di un
episodio assistenziale o in ambito lavorativo, occupa un posto particolare in ragione
delle dimensioni del rischio, della complessita dei determinanti e del trend
epidemiologico in aumento.

Le principali caratteristiche del rischio infettivo sono sintetizzate in Tabella 1. Come
si vede, le infezioni correlate all’assistenza (ICA) sono molto frequenti, sia in

pazienti ricoverati in ospedale, che in assistiti presso strutture residenziali
territoriali ed in assistenza domiciliare.

Frequenza elevata

° Ospedale =  5-8/100 pazienti ricoverati
° Strutture residenziali =  8-12/100 studiati in un giorno
° Assistenza domiciliare =  1/100 pazienti assistiti

Trend epidemiologico in aumento

° Rischio di contrarre un’infezione per = Da 7,2/1000 giornate di degenza nel 1975 a 9,8 nel
giornata di degenza in ospedale in 1995 negli Stati Uniti
aumento

° Aumento della frequenza di infezione
gravi =  Sepsi: 5% di tutte le infezioni nel 1975; 14% nel 1990-
96 negli Stati Uniti
° Aumento delle infezioni antibiotico-
resistenti =  Inunrecente studio europeo, il 53% dei medici
intensivisti intervistati ha dichiarato di aver trattato
nell’'ultimo mese almeno un paziente con un’infezione
totalmente o quasi totalmente resistente agli
antibiotici

° Aumento degli spostamenti dei pazienti =

- - La frequenza di microrganismi antibiotico-resistenti
nella rete dei servizi

nelle strutture residenziali € incostante aumento,
come anche la probabilita che un residente trasferito
in ospedale sia colonizzato o infetto con
microrganismi farmacoresistenti.

Frazione prevenibile elevata Oltre 1/3 delle infezioni sono prevenibili e tale quota
€ maggiore in contesti ove non vengono rispettati gli
standard assistenziali di base o per specifici siti di
infezione

Y

Il trend epidemiologico delle ICA osservato & attribuibile a diversi fattori: un
aumento della proporzione di pazienti immunocompromessi o comunque fragili,
l'accentuata complessita assistenziale, l'aumento delle infezioni sostenute da
microrganismi resistenti agli antibiotici (per effetto della pressione antibiotica e
della trasmissione di microrganismi in ambito assistenziale), gli spostamenti
frequenti dei pazienti nella rete dei servizi.

Oggi le ICA costituiscono una grande sfida di salute pubblica, perché
rappresentano un insieme piuttosto eterogeneo di condizioni diverse sotto il profilo
microbiologico, fisiologico ed epidemiologico, condizioni che hanno un elevato
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Termine introdotto da
Barbieri (1981) quale
sistema intermedio tra il
genotipo e il fenotipo; tale
concetto & stato ripreso da
Herbert e Ritch (1999), i
quali hanno definito il
“ribotipo” come “I’insieme
della sequenza nucleotidica
del’lRNA di un individuo”,
sottolineando I'importanza
della sua funzione negli
organismi eucarioti.

Rischio di infezioni correlate all’assistenza

impatto sui costi sanitari e sono indicatori della qualita del servizio offerto ai
pazienti ricoverati.

I’incidenza delle ICA varia da sede a sede ed ¢ influenzata dalla diagnosi
principale del paziente, dalle patologie associate e dall’esposizione a procedure
chirurgiche e/o diagnostico-terapeutiche.

Dal punto di vista epidemiologico, le ICA che solitamente prevalgono sono quelle a
carico del tratto urinario (in media il 27% nelle indagini nazionali di prevalenza),
seguite dalle infezioni delle vie respiratorie (24%), dalle infezioni del sito
chirurgico (17%), dalle batteriemie (10%) e da altre infezioni (incluse le infezioni
intestinali, sempre piu frequentemente sostenute da Clostridium difficile
caratterizzato dal 0217, le infezioni della cute e del sottocutaneo, le infezioni
del sistema nervoso centrale).

Esse rappresentano una delle principali cause di morte e sono responsabili di un
considerevole aumento dei costi per il servizio sanitario, poiché determinano un
incremento della durata della degenza in ospedale.

Secondo il rapporto annuale 2008 dell’European Center for Diseases Control and
Prevention (ECDC), in ciascun giorno la prevalenza in ospedale di pazienti che
hanno contratto una infezione & pari a 7,1%, con un range che va da 3,5% a 10,5%
nei diversi studi.

I’ECDC stima che ogni anno piu di 4 milioni di pazienti nella Comunita Europea a
27 Paesi acquisiscano una infezione in ospedale, per un totale di 4,5 milioni di
infezioni e che ogni anno, come conseguenza di queste infezioni, si verifichino
approssimativamente 37.000 decessi causati direttamente dall’infezione e 110.000
decessi per i quali I’esistenza dell’infezione ha giocato un ruolo favorente.

Sempre secondo 'ECDC le infezioni determinano approssimativamente 16 milioni
di giornate di degenza ospedaliera aggiuntive all’anno (una media di 4 giorni per
infezione) e costi significativi per i servizi sanitari dei Paesi membri. Assumendo un
costo medio di 435 euro al giorno, il costo totale annuale delle infezioni acquisite in
ospedale per I'Europa pud essere stimato in 7 miliardi di euro all’anno, senza
considerare i costi indiretti dovuti alla perdita di guadagno per le assenze dal
lavoro, l'eventuale decesso, né i costi intangibili per le sofferenze fisiche ed
emotive associate. I mezzi diagnostici a disposizione oggi consentono di ottenere
diagnosi mediamente nel 90% dei Tale percentuale & ulteriormente
incrementata dal monitoraggio e dalla sorveglianza microbiologica. L’aspetto piu
scottante di questo problema & perd che, nonostante gli indiscussi progressi della
medicina, I'incidenza e la mortalita delle infezioni ospedaliere (4° causa di morte
nel mondo occidentale) non tende a ridursi, sebbene si calcoli che ben il 30% di
esse sarebbero prevenibili (135.000- 210.000 infezioni prevenibili in Italia).

casi.

Tutte le strutture sanitarie (ospedali, cliniche, ambulatori, studi dentistici, ecc.).
sono soggette a rischio infettivo dovuto alla presenza di patogeni che possono
rappresentare una minaccia sia per i pazienti che per gli operatori sanitari.

CARE



Rischio di infezioni correlate all’assistenza

Le infezioni correlate all’assistenza possono essere distinte in endogene ed

esogene, a seconda che il microrganismo responsabile provenga dal paziente

stesso oppure da altre sorgenti di infezione (personale di assistenza, altri pazienti,

ambiente). Le infezioni endogene, o auto infezioni, originano dalla penetrazione in

siti sterili di batteri normalmente residenti sulle superfici delle mucose; fra le auto
infezioni possiamo anche comprendere i processi suppurativi causati da batteri

residenti sulla pelle del paziente stesso. Tutti questi microrganismi possono
raggiungere il torrente circolatorio, i tessuti profondi, le cavita naturalmente sterili
a seguito di interventi (es. cateterismo vescicale, broncoscopia), per abbassamento
dei poteri di difesa locali e generali, per ustioni, ecc..

La wvarieta di specie ed il
numero di unitd microbiche
veicolate con le mani variano da
individuo ad individuo ed a
seconda delle situazioni, ma

dipendono essenzialmente Presenza di L
. . .. microorganismi Pazienti
3 . .
dall’abitudine alla pulizia el e Immunocompromessi

personale. Dopo le mani, come
veicoli di infezione esogene
vengono: il vestiario del
personale di assistenza, lo
strumentario medico, gli oggetti
d’'uso e le superfici con cui il
malato viene a contatto.

Il ruolo di ciascuno di essi &
diverso, e pud essere maggiore
o minore, a seconda del tipo di

Trasmissione di
patogeni
operatori/pazienti e
tra pazienti

malato, degli interventi a cui & sottoposto e dell’ambiente in cui & tenuto.

Tra gli elementi dell’ambiente piu di frequente chiamati in causa, in quanto di volta
in volta sospettati della trasmissione di infezioni correlate all’assistenza, vi sono

Urinary tract

z%t.rgo\ - f 34.5%

Pneumonia
13.2%
Bloodstream — o
0 Surgical site
14.2% 17.4%

CARE

l'aria, 'acqua e le superfici
(pavimenti, pareti ed altre
superfici). Le infezioni esogene,
quindi, partono da un reservoir
microbico ospedaliero e sono
responsabili del 10-20% dei
casi di infezioni nosocomiali
(40% nelle UTI - Unita di
terapia Intensiva). Le infezioni
correlate all’assistenza, tra cui
quelle acquisite in ospedale
(Figura 1), o nosocomiali,
costituiscono un problema
persistente che, a volte, puo
portare ad epiloghi tragici. Le
principali sedi di partenza sono:

Processo

suppurativo

Processo patologico che
consiste nella formazione di

pus entro
infiammato.

un

tessuto
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locali umidi e di difficile pulizia, le apparecchiature e parti di esse difficilmente
sterilizzabili.

by

L’origine della trasmissione delle ICA di tipo esogeno & da attribuire a
microrganismi provenienti dall’ambiente esterno attraverso la trasmissione:

da pazienti portatori sani colonizzati al momento del ricovero, ammessi ai
reparti, non sottoposti a misure di sorveglianza, di isolamento e di
eradicamento del/i germe/i;

da pazienti che hanno sviluppato 'infezione, nei confronti dei quali non sono
state prese misure di isolamento da distanza o da contatto;

dal contatto con superfici ed oggetti attraverso le mani;

nel corso di procedure invasive, al momento dell'impianto e della
manutenzione di un dispositivo.

In Figura 2 & riportato un flow-chart che descrive le principali vie di
trasmissione di agenti patogeni.

Respiratory

WUSES/ pathogens
I

{

Bacteria

J

Opportunistic

Fungi
pathogens
I /

'

!

Re-aerosolization

r {

Worker or patient

— Direct contact l— Airborne —l Direct contact —
Intrusive Surgical Surgical
Surface equipment site equipment Surface
‘ A 4 A
1 1 1

l

Patient

Sono riportati solo percorsi di primo e secondo ordine, anche se & possibile che un
microbo sia piu volte re-aerosolizzato o passi da persona a persona prima di
causare un'infezione. Non sono stati indicati tutti i percorsi possibili, né ogni
illustra la potenziale

by

percorso mostrato & probabile: tuttavia, la Figura 2
complessita dell’eziologia delle infezioni nosocomiali.

I microbi aerodispersi che si depositano sulle superfici o sulla pelle vengono
indicati con il termine fomiti. Questi possono essere goccioline o nuclei di
goccioline essiccate che contengono uno o piu microbi patogeni. Sia il contatto con
le mani dei fomiti presenti sulle superfici che la loro re-aerosolizzazione dovuta a
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Rischio di infezioni correlate all’assistenza

perturbazioni (e successiva inalazione) sono considerati percorsi significativi per la
trasmissione di malattie infettive.

Qualsiasi patogeno aerodisperso €& in grado di produrre una infezione
nosocomiale. La maggior parte degli agenti patogeni opportunisti che causano
infezioni della sede chirurgica

1 i 1 Pseudomonas Serratia
(Surgical Site Infections, sergincss mtcsgans
SSIs) sono almeno in parte _ ’ ’
Acinetobacter spp. —\ Staﬂmgzgccus
aerodispersi. 1 20%

EEIOg PP
Alcune spore di muffe
ambientali, quali I’Aspergillus,
possono  causare infezioni Proteus
opportunistiche nei soggetti -
immunodepressi. La Figura 3

Streptococcus
Spp.
6%
Bacteroides
fragilis
2%
Coag(-)

mostra le specie di patogeni stapyiococe
responsabili di infezioni o
nosocomiali: quasi tutte sono Klebsiclla spp. ’
potenzialmente aerodisperse, Gandida spp. Enterobacterspp.

7%

sebbene la maggior parte delle
infezioni sono probabilmente il
risultato di un contatto diretto e
con le attrezzature.

La Figura 4 mostra i principali batteri e virus nosocomiali ordinati graficamente per
incidenza e proporzione relativa ai loro diametri medi in scala logaritmica.

Classificare questi
10 million g—— e s patogeni in termini di
] Measles virus vy . PR
.1 # ,l;Streptococcus pneumoniae vittime o di costi &
1 million 4 Streptococcus pyogenes molto piu complesso e
2 E
5 ] ) o potrebbe produrre
- 100,000 Respiratory syncytial virus . .
g WY % 4 Mycobacterium tuberculosis gerarchie piuttosto
» 1 Varicella-Zoster virus » Staphylococcus aureus (MRSA) . .
E 1  Parainfluenza virus Pseudomonas aeruginosa differenti.
S 10,0004 Klebsiella pneumoniae
£ 3 Bordetella pertussis Haemophilus :
2 ] parnics) st II bioaerosol che
b7 Rubella virus . . .
S 1,000 viene rilasciato da una
g Legionella pneumophila persona tende a
g 100+ Serratia marcescens rimanere sospeso
= E . .
= ] Acinetobacter Iintorno a questa prima
103 di precipitare verso il
] Corynebacterium diphtheriae bass dad sitarsi
] SARS virus — ce €po

sulle superfici dove
pud crescere e, a
causa di perturbazioni,
riprendere la forma di
bioareosol (Sherertz, & al., 2001). La Figura 5 illustra le possibili fonti: queste
fluttuazioni possono spiegare come i patogeni riescano a raggiungere la ferita
aperta di un paziente chirurgico. Analogamente accade quando una persona parla,
starnutisce o tossisce.
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Bioareosol

Un bioaerosol (abbreviazione
di aerosol biologico) € una
sospensione di particelle in
aria che contiene organismi
viventi. Queste particelle
sono molto piccole ed hanno
dimensioni che variano da
meno di lpma 100 pm.
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I microbi contenuti nei bioareosol tendono, nel tempo, a depositarsi per azione
della gravita: piu piccolo é il microbo, piu & probabile che rimanga in aria. A
questo importante fattore dobbiamo associarne un altro, altrettanto importante, che
€ il tempo di infettivita in aria. I microbi che si trovano in forma di bioareosol,
tendono a morire in aria, sia per 1’azione di fattori ambientali che per I'assenza di
nutrienti nel bioareosol. A volte questo effetto viene chiamato fattore di aria aperta
(Open Air Factor, OAF) (Cox & Baldwin, 1967) (Cox, 1995),

Diversi studi hanno dimostrato che differenti batteri patogeni possono essere
trasferiti sulle mani del personale sanitario attraverso il contatto con superfici
ambientali in assenza di contatto diretto con i pazienti (Tabella 2).

Al contempo, altri studi hanno documentato come gli agenti patogeni siano
trasportati dalle persone e riversati nell'ambiente — dove possono sopravvivere
sulle superfici per lunghi periodi, diffondendosi tra le persone e l'ambiente — e
come una miglior igiene riduca i tassi di infezione dovute a questi agenti patogeni
(Tabella 3).
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Rischio di infezioni correlate all’assistenza

Indipendentemente dalle divergenti opinioni riguardanti il trattamento di
disinfezione piu appropriato da utilizzare, un parametro importante per una corretta
valutazione scientifica resta la persistenza dei patogeni nosocomiali sulle superfici.
Piu un patogeno nosocomiale persiste su una superficie, pit pud costituire fonte di
trasmissione, e quindi compromettere un paziente suscettibile od un operatore
sanitario.

La maggior parte dei batteri , come I’Enterococcus spp. (compreso il
VRE), lo Staphylococcus aureus (MRSA incluso), o lo Streptococcus pyogenes,
sopravvive per mesi sulle superfici asciutte (Tabella 4). In generale, non vi € alcuna

differenza evidente nella sopravvivenza tra ceppi multiresistenti e suscettibile di

Staphylococcus aureus e Enterococcus spp. (Neely & al., 2000).

Acinetobacter spp.

Bordetella pertussis

Campylobacter jejuni

Clostridium difficile (spore)
Chlamydia pneumoniae, C. trachomatis
Chlampydia psittaci

Corynebacterium diphtheriae
Corynebacterium pseudotuberculosis
Escherichia coli

Enterococcus spp. inclusi VRE e VSE
Haemophilus influenza

Helicobacter pylori

Klebsiella spp.

Listeria spp.

Mpycobacterium bovis

Mpycobacterium tuberculosis
Neisseria gonorrhoeae

Proteus vulgaris

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella typhi
Salmonella typhimurium
Salmonella spp.

Serratia marcescens

Shigella spp.

Staphylococcus aureus, incluso MRSA
Streptococcus pneumonia
Streptococcus pyogenes

Vibrio cholerae

CARE

3 giorni + 5 mesi
3 + 5 giorni

Fino a 6 giorni

5 mesi

<30 ore

15 giorni

7 giorni + 6 mesi
1 + 8 giorni

1,5 ore ~ 16 mesi
5 giorni +~ 4 mesi
12 giorni

<90 minuti

2 ore +~ > 30 mesi
1 giorno -+~ mesi
>2 mesi

1 giorno + 4 mesi
1 + 3 giorni

1 + 2 giorni

6 ore +~ 16 mesi (su pavimento asciutto

5 settimane)

6 ore + 4 settimane
10 giorni + 4,2 anni

1 giorno

3 giorni + 6 mesi (su pavimento
asciutto 5 settimane)

2 giorni +~ 5 mesi
7 giorni +~ 7 mesi
1 + 20 giorni

3 giorni + 6,5 mesi

1 + 7 giorni

Si definiscono Gram-positivi
[Gram (+)] quei batteri che
rimangono colorati di blu o
viola dopo aver subito la
colorazione di Gram.

aﬁk !

%g

i i

I batteri Gram (+) presentano
una membrana cellulare
fosfolipidica circondata da
una parete cellulare
costituita  prevalentemente
da peptidoglicano, il quale
conferisce alla cellula, tra le
altre caratteristiche, elevata
rigidita e resistenza alla
disgregazione meccanica

o-\gn-
f’

Peptidoglycan

Cytoplasmie
membrane




Si definiscono Gram-
negativi [Gram (-)] quei
batteri che rimangono
colorati di rosa dopo aver
subito la colorazione di

Gram.

I batteri Gram (-) hanno una
parete cellulare con uno
spessore minore rispetto a
quella dei Gram (+) e
presentano una seconda
membrana esterna. Una

delle caratteristiche
principali di tali batteri & la
presenza, nello strato

esterno della membrana, di
lipopolisaccaridi (LPS),
endotossine in grado di
innescare una risposta
immunitaria nell’organismo
ospite.

Outer membrane

Peptidoglycan
é e l’*

¥ [
‘ |
Periplasiy

Cytoplasmic
membrane

Rischio di infezioni correlate all’assistenza

Molte specie di batteri , come l'Acinetobacter spp., Escherichia coli,
Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, o Shigella spp.,
possono sopravvivere sulle superfici inanimate anche per mesi. Queste specie si
trovano tra quelle isolate con maggior frequenza in pazienti con infezioni
nosocomiali (Riden & al., 1997). Tuttavia, pochi altri, come la Bordetella pertussis,
Haemophilus influenzae, Proteus vulgaris, o Vibrio cholerae, persistono solo per
giorni.

I micobatteri - tra cui il Mycobacterium tuberculosis ed i batteri sporigeni, compreso
il Clostridium difficile - possono sopravvivere anche per molti mesi sulle superfici.

La Candida albicans, il piu importante
patogeno fungino nosocomiale, pud
sopravvivere fino a 4 mesi sulle
superfici (Tabella 5). Altri lieviti hanno
mostrato una  persistenza  simile
(Torulopsis glabrata, 5 mesi) o piu breve
(Candida parapsilosis, 14 giorni).

Candida albicans 1 + 120 giorni

Tra le cause di una persistenza
maggiore sono da ascriversi la presenza
di siero o di albumina, basse
temperature e tassi elevati di umidita

(Blaschke-Hellmessen & al., 1985).

Candida parapsilosis 14 giorni

Torulopsis glabrata 102 + 150 giorni

La maggior parte dei virus delle vie respiratorie, come Coronavirus, Coxsackie-
virus, Influenzavirus, SARS e Rinovirus, pud persistere sulle superfici per un paio di
giorni. I virus del tratto gastrointestinale, come Astrovirus, HAV, Poliovirus e
Rotavirus persistono per circa 2 mesi. I virus di origine ematica, come ad esempio
HBYV o HIV, possono persistere per piu di una settimana. Gli Herpes virus quali CMV
o HSV tipo 1 e 2 hanno dimostrato di poter persistere da poche ore fino a 7 giorni
(Tabella 6).

Le mani, venendo a contatto con superfici contaminate da agenti patogeni
nosocomiali, possono divenire vettori per la trasmissione incrociata (Bures & al.,
2000) (Catalano & al., 1999) (Boyce & al., 1997). Un singolo contatto di una mano con
una superficie contaminata da luogo ad un trasferimento di agenti patogeni di
grado variabile: questa trasmissione risulta piu efficace con Escherichia coli,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus (tutti al 100%) (Scott & Bloomfield, 1990),
Candida albicans (90%) (Rangel-Frausto & al., 1994), Rinovirus (61%) (Gwaltney &
Hendley, 1982), HAV (22% - 33%) (Mbithi & al., 1992), e Rotavirus (16%) (Ward &
al., 1991) (Ansari & al., 1988). Mani contaminate da virus possono trasferire questi
ultimi a piu di 5 superfici (Barker & al., 2004) o ad altri 14 soggetti (von Rheinbaben
& al., 2000), e possono essere fonte di re-contaminazione delle superfici, come &
stato dimostrato per HAV (Mbithi & al., 1992) (Barker & al., 2004).

Infine, & importante sottolineare come, durante le epidemie, l'ambiente puo
svolgere un ruolo rilevante per la trasmissione di agenti patogeni nosocomiali,
come suggerito da evidenze sperimentali. Questo € stato descritto per vari tipi di

CARE



Rischio di infezioni correlate all’assistenza

microrganismi, come Acinetobacter baumannii (Fierobe & al., 2001) (Lemmen & al.,
2004) (Ling & al., 2001), Clostridium difficile (Hanna & al., 2000) (Verity & al., 2001)
(Kaatz & al.,, 1988), MRSA (Lemmen & al.,, 2004) (Fitzpatrick & al., 2000),
Pseudomonas aeruginosa (Engelhart & al., 2002) (Lemmen & al., 2004), VRE (Duckro
& al., 2005) (Martinez & al., 2003), SARS (Mukhopadhyay & al., 2004) (Chen & al.,
2004), Rotavirus (Butz & al., 1993) (Wilde & al., 1992), e Norovirus (Chadwick & al.,

2000).

Adenovirus

Astrovirus

Coronavirus

SARS associated virus
Coxsackie virus
Cytomegalovirus
Echovirus

HAV

HBV

HIV

Herpes simplex virus, type 1 and 2
Influenza virus

Norovirus and feline calici virus (FCV)
Papillomavirus 16
Papovavirus

Parvovirus

Poliovirus type 1
Poliovirus type 2
Pseudorabies virus
Respiratory syncytial virus
Rhinovirus

Rotavirus

Vacciniavirus

CARE

7 giorni + 3 mesi
7 + 90 giorni

3 ore

72 + 96 ore

> 2 settimane

8 ore

7 giorni

2 ore + 60 giorni
> 1 settimana

> 7 giorni

4,5 ore + 8 settimane
1 + 2 giorni

8 ore + 7 giorni

> T giorni

8 giorni

> 1 anno

4 ore +~ < 8 giorni
1 giorno + 8 settimane
2 7 giorni

Fino a 6 ore

2 ore ~ T giorni

6 — 60 giorni

3 + > 20 settimane



4 Interventi su ambienti

Le infezioni correlate all’assistenza costituiscono un problema rilevante in termini
sanitari, sociali ed economici.

E caduta I’illusione che la disponibilita di nuovi antibiotici sia in grado di risolvere
ogni tipo di infezione. Anzi, il largo uso di antibiotici fatto negli ultimi anni ha
portato alla selezione di ceppi multiresistenti.

Si & consolidata la convinzione della necessita di affrontare globalmente il
problema con una strategia complessiva, che riconosce nelle procedure di pulizia e
disinfezione (ovvero nella sanificazione) uno strumento fondamentale di profilassi
delle malattie infettive.

La sanificazione & un processo che elimina grandi quantita di materiale che non
fanno parte di un elemento, compresa la polvere, un gran numero di microrganismi
e la materia organica che li protegge. Per sanificazione si intende l’attuazione
simultanea o, meglio, i due momenti distinti della pulizia e della disinfezione di
qualunque superficie.

Con il termine pulizia ci si riferisce alla rimozione dello sporco visibile dalle
superfici. Poiché lo sporco € composto da una mescolanza di polveri, lipidi, germi,
ed altro materiale organico (con la possibile inclusione di pus, sangue o altri liquidi
biologici), la pulizia richiede la presenza di saponi, detergenti (o di prodotti ad
azione enzimatica) assicurando, qualora sia correttamente condotta, una riduzione
superiore al 90% della flora microbica. La pulizia &€ quindi:

un processo irrinunciabile e fondamentale per ridurre la flora microbica
esistente;

da eseguirsi con I'impiego di specifici prodotti;

da far precedere ad ogni altro trattamento poiché € dimostrata la capacita di
siero, sangue ed altri prodotti biologici di inattivare alcuni disinfettanti, e
comungue di ridurne 'attivita per I’azione protettiva che lo sporco assicura,
impedendo il contatto del disinfettante con i microrganismi.

Per disinfezione si intende il processo di distruggere i microrganismi patogeni, o
potenzialmente patogeni, che sono presenti o si presume possano essere presenti, in
un determinato ambiente o substrato. Non si intende, dunque, la distruzione di tutti i
microbi, come ¢ nel caso della sterilizzazione, ma soltanto di quelli che si ha motivo
di temere in quelle condizioni. In pratica una disinfezione & accettabile quando
consente di ottenere una riduzione marcata della carica microbica. La disinfezione
viene condotta con il calore, inferiore a 100°C (pastorizzazione), tecnica preferibile
per ragioni di efficacia e di costo, o con 'uso di sostanze chimiche quando il primo

metodo non & praticabile per le caratteristiche dei materiali.
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Interventi su ambienti

Molti elementi possono condizionare questo processo. Alcuni sono fattori intrinseci
ai microrganismi, che mostrano una crescente resistenza ai disinfettanti secondo
I'ordine batteri > virus liofili > funghi > virus idrofili > micobatteri > endospore. In
molti casi la resistenza é legata a
fattori strutturali del germe e
I'esposizione ai germicidi puod
Sizr s indurre la selezione di ceppi
resistenti: la reversibilita del
7_ . fenomeno e documentata,
Alto livello . . .
mentre &€ oggetto di studio la
possibile interazione tra
resistenza agli antibiotici e

Livello ] ‘ e
intermedio resistenza ai germicidi.

Altri fattori riguardano il pH
delle soluzioni, la temperatura, la
concentrazione dei prodotti, il
tempo di esposizione, Ila
presenza di sostanze organiche,
la conformazione dell’oggetto,
anche se il livello di pulizia del
substrato (in particolare da
sostanze come pus o sangue) € assolutamente critico.

Q Basso livello

Occorre anche osservare come i disinfettanti non devono essere miscelati, e che la
possibilita di essere inattivati varia grandemente da molecola a molecola; da questo
punto di vista gli alcoli presentano un’ottima resistenza.

La disinfezione viene spesso suddivisa in 3 livelli:

alto
medio
basso

11 livello alto raggiunge 1’obiettivo di eliminare tutti i microrganismi con eccezione
delle spore batteriche.

11 livello medio o intermedio assicura la distruzione della maggior parte di batteri e
funghi, del Mycobacterium tubercolosis ma non delle spore batteriche.

Il livello basso interessa alcuni funghi, virus, batteri ma non il Mycobacterium
tubercolosis e le spore.

Si usa distinguere, a seconda delle finalita, la disinfezione continua da quella
terminale e quella occasionale.

La disinfezione continua si attua a letto del malato ed é strettamente correlata ad
alcuni aspetti epidemiologici della malattia in causa, soprattutto a quelli
concernenti le vie di eliminazione e di penetrazione dell’agente patogeno.

La disinfezione terminale ha lo scopo di risanare ’'ambiente dove ha soggiornato
un malato infetto, dopo la guarigione, il trasferimento o il decesso; occorre in tali

CARE



IL DISINFETTANTE

IDEALE

AZIONE RAPIDAE
PERSISTENTE

ATTIVITA
BIOCIDA

AMPIO SPETTRO
D’AZIONE

NON DANNOSO
ALLA CONC.
D’USO

FACILITA DI
APPLICAZIONE

RISPETTARE
QUALITAE
SICUREZZA

ECONOMICITA DI
GESTIONE

BUONA STABILITA
CHIMICA

ELEVATO POTERE
DI
PENETRAZIONE

V' NON INDURRE

RESISTENZE

Interventi su ambienti

casi provvedere non solo alla disinfezione del locale o dei locali, ma anche a quella
degli effetti letterecci (lenzuola, materassi) e d’uso del malato, eseguibile in loco a
cura del personale specializzato o presso apposite stazioni.

La disinfezione occasionale o periodica viene praticata a regolari intervalli di
tempo o quando se ne manifesti la necessita nei locali
cinematografiche, aule scolastiche, mezzi di pubblico trasporto.

pubblici, sale

I disinfettanti (Tabella 7) sono ampiamente utilizzati in ambito ospedaliero e
sanitario come strumenti di controllo e prevenzione delle disinfezioni; dal punto di
vista della regolamentazione, vengono considerati presidi medico chirurgici, quelli
compresi tra i preparati che sono destinati a tutelare la salute e la sicurezza. Per tale
motivo la commercializzazione € consentita previa registrazione del Ministero della
Salute, che si ottiene dopo che il prodotto ha superato una serie di verifiche di
efficacia, di tossicita, di stabilitd chimica, ecc.. Per tale motivo, le informazioni
fornite dal produttore all’utilizzatore, devono essere autorizzate dal Ministero.

Il1 disinfettante riduce la quantita di microrganismi, pur non essendo sempre
efficace sulle spore; 'effetto € sempre condizionato dal fatto che il suo utilizzo sia
preceduto da una pulizia a fondo.

Il principio fondamentale per un corretto e razionale impiego di antisettici e
disinfettanti & che non esiste un disinfettante valido per tutte le occasioni: la sua
scelta &€ sempre dipendente dall’impiego per il quale é indicato. Si ricorda che
I'efficacia dell’antisettico e del disinfettante dipende da numerosi fattori che
riguardano la sede, il dispositivo stesso, il materiale da trattare e la popolazione

microbica.

In condizioni d’uso come disinfettanti Come
sporicidi
Virus . Virus . .
con capside Gram (+) Gram (-) Funghi senza capside Micobacteri Spore
ALCOOL ETILICO B B B B
ALCOOL
ISOPROPILICO [ [ [ [ [
GLUTARALDEIDE B B B B B B
CLOREXIDINA
SOL. ALC. [ [ | [
CLOREXIDINA
SOL. ACOQ. [ [ [ [ [ [
IPOCLORITO B B B B B B
POVIDONE
IODIO L L l k L
(IODOFORL)
COMP.
AMMONIO B B B B B B B
QUAT.

* aumentando il tempo di contatto LEGENDA: M = Buona = Variabile W = Insufficiente
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Interventi su ambienti

Ogni disinfettante:

deve essere utilizzato alla concentrazione indicata sulle istruzioni d’uso;
richiede un determinato tempo di contatto per agire in modo efficace.

Determinati ceppi batterici e virali possono essere sensibili a un tipo di antisettico o
di disinfettante, mentre altri no. La maggior parte dei disinfettanti si inattiva in
misura variabile in presenza di materiale organico; € di estrema importanza la
scelta del disinfettante in funzione dello specifico utilizzo e la pulizia prima della
disinfezione.

La pulizia & fondamentale per ridurre la carica batterica iniziale: il disinfettante
risulta inefficace se utilizzato su oggetti non accuratamente puliti.

Le soluzioni disinfettanti possono venire contaminate da microrganismi non
compresi nello spettro di attivita del prodotto. Il problema della contaminazione si
pone soprattutto per le soluzioni acquose di disinfettante a basso livello di efficacia
che dovrebbero essere utilizzate entro 7-10 giorni dalla diluizione o dall’apertura
della confezione. Tutti i disinfettanti se vengono usati in modo improprio oltre a
essere inefficaci possono risultare tossici e nocivi su pazienti ed operatore.
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Fotocatalizzatore

Un catalizzatore & una
specie chimica che
interviene
svolgimento di reazione
chimica aumentandone la
velocita, rimanendo
comundque
termine della stessa (a
differenza dei reagenti, che
si consumano al procedere
della reazione). Un
fotocatalizzare é un

durante lo

inalterato  al

catalizzatore che modifica la
velocita di una reazione
chimica attraverso l'azione
della luce.

Radicale

Si definisce radicale (o
radicale libero) un'entita
molecolare molto reattiva
avente vita media di norma
brevissima (dell’ordine dei
ns), costituita da un atomo o
una molecola formata da piu
atomi che presenta un
elettrone spaiato: tale
elettrone rende il radicale
estremamente reattivo, in
grado di legarsi ad altri
radicali o di sottrarre un
elettrone ad altre molecole
vicine.

Polimorfismi

Il termine polimorfismo in
mineralogia indica la
possibilita che una stessa
sostanza si presenti in forme
cristalline diverse. Questo
comportamento si  puo
presentare tanto in sostanze
allo stato elementare
(elementi chimici), quanto
nei loro composti. I rutilo &
la forma pit comune:
ciascun atomo di titanio &
circondato ottaedricamente
da sei atomi di ossigeno;
l'anatasio (la forma piu
fotoattiva) ha  struttura
tetragonale, piu allungata
rispetto a quella del rutilo,
mentre la brookite ha
struttura ortorombica.

5 Disinfezione fotocatalitica (PCD) con biossido di titanio

Le proprieta fotocatalitiche del biossido di titanio (TiOy) sono ben note e hanno
trovato molte applicazioni come la rimozione di contaminanti organici e la
realizzazione di vetro autopulente. Oggi, vi € un crescente interesse per
l'applicazione del TiO; quale fotocatalizzatore per la disinfezione di superfici, aria

ed acqua (Figura 6). Recentemente sono state pubblicate reviews sull’applicazione
della fotocatalisi come sistema di disinfezione (Gamage & Zhang, 2010) (Chong, Jin,
Chow, & Saint, 2010) e sui meccanismi di azione del TiO, (Dalrymple & al., 2010).

il biossido di titanio
fotoattivato ha dimostrato di
essere in grado di uccidere
un'ampia gamma di batteri
Gram-negativi e Gram-
positivi, funghi filamentosi e
unicellulari, alghe, protozoi,
virus e  Dbatteriofagi. 1l
meccanismo di abbattimento
microbico comporta la
degradazione della parete
cellulare e della membrana
citoplasmatica a causa della
produzione di specie reattive
dell'ossigeno, quali i radicali
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idrogeno. Questo porta inizialmente a perdite di contenuto cellulare, quindi a lisi
cellulare che pud essere seguita da mineralizzazione completa dell'organismo.
L’abbattimento microbico risulta piu efficace quando vi € uno stretto contatto tra gli

organismi ed il catalizzatore TiOs.

Il biossido di titanio € un semiconduttore e, in natura, ne esistono tre diversi

polimorfismi: anatasio, rutilo e brookite. La
maggior parte degli studi mostra che ’anatasio
é la forma piu efficacie dal punto di vista
fotocatalitico e che il rutilo & quella meno attiva;
questa differenza & probabilmente dovuta
all’estensione della reazione di combinazione
tra elettrone e lacuna nelle due forme
allotropiche  (Miyagi, Kamei, Mitsuhashi,
Ishigaki, & Yamazaki, 2004). I’assorbimento, da
parte del TiO;, di un fotone con sufficiente
energia promuove gli elettroni dalla banda di

valenza (€,) alla banda di conduzione (€,),

lasciando una lacuna caricata positivamente
nella banda di valenza (h,; (1.1)) (Figura 7). Il

salto energetico (I’energia richiesta per

promuovere un elettrone) dell’anatasio & di circa 3,2 eV e cid significa che il
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Disinfezione fotocatalitica (PCD) con biossido di titanio

processo di fotocatalisi pud essere attivato da fotoni con lunghezza d'onda di circa
385 nm (UV-A, 315-400 nm). Gli elettroni sono quindi liberi di migrare all'interno
della banda di conduzione mentre le lacune possono essere riempite dalla
migrazione di un elettrone da una molecola adiacente, lasciando una nuova lacuna,
ed il processo pud essere ripetuto. Quindi anche le lacune sono mobili. Elettroni e
lacune possono ricombinarsi (processo di massa) attraverso una reazione non-
produttiva che ricuce l'efficienza del processo, o generare, quando raggiungono la
superficie, specie reattive dell’ossigeno (ROS) quali il radicale superossido Oye
(1.2) ed il radicale idrossile «OH (1.3). Queste, reagendo con molecole d’acqua,
producono H;O, (1.4), oltre ai radicali idrossile (1.8) ed idroperossile (1.6). La
reazione dei radicali con composti organici porta alla loro mineralizzazione (1.7).

TiO, +hv — e, +h,, (1.1

O, +e, — O;- (1.2)

hy, +H,0 — -OH+H_ (1.3)

.OH+ -OH — H,0, (1.4)

0,- +H,0, »>-OH+OH +0, (1.5)
O,-+H" —» -OOH (1.6)

-OH + Composto organico + O, — CO, , H,0O (1.7)

La fotocatalisi ha dimostrato di essere in grado di uccidere una vasta gamma di
organismi compresi batteri Gram-negativi e Gram-positivi (incluse le endospore),
funghi, alghe, protozoi e virus, e si € rivelata anche in grado di inattivare i prioni
(Paspaltsis, et al., 2006) e di distruggere tossine microbiche. Solamente cisti di
Acanthamoeba e coniodospore di Trichoderma asperellum hanno mostrato una certa
resistenza, comunque non sono state studiate in modo estensivo. La capacita di
eliminare tutti gli altri tipi di microorganismi indica che le superfici fotocatalitiche
hanno la potenzialita di essere auto-sterilizzanti. Tuttavia, ad oggi, € piu corretto
riferirci alle superfici fotocatalitiche come sistemi auto-disinfettanti piuttosto che
auto-sterilizzanti. In molti studi sono state impiegate culture pure di microrganismi,
anche se ci sono lavori in cui viene evidenziata 1’attivita fotocatalitica verso culture
miste (Van Grieken, Marugan, Pablos, & Lopez, 2010) e comunita naturali (Armon,
Laot, Narkis, & Neeman, 1998) (Arafia & al., 2002) (Cho & al., 2007a).

La maggior parte degli studi € stata condotta con 1’Escherichia coli (Figura 8)
(Sokmen, Candan, & Siimer, 2001) (Dunlop & al., 2010) (Pal & al., 2007). Altri esempi
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ROS

Le specie reattive
dell'ossigeno, i ROS, sono i
radicali liberi a maggior
diffusione. I piu importanti
ROS sono l'anione
superossido O, il
perossido d'idrogeno H,O,
e il radicale ossidrilico *OH.

L'anione superossido (Oz)
& prodotto dalla riduzione
incompleta di Oy« durante
la fosforilazione ossidativa,
da alcuni enzimi (xantina
ossidasi) e dai leucociti.
Viene inattivato dalle
superossido dismutasi
(SOD) che, combinandolo
con 2H+ e catalizzando la
reazione tramite il suo
cofattore metallico (Fe, Mn,
Cu, Zn o Ni) lo converte in
H;O, e O,. Se non viene
di membrana, proteine e
DNA, puo inoltre stimolare
la produzione di enzimi nei
leucociti.

I1 perossido d'idrogeno
(H;0;) & spesso prodotto
dalla glutatione perossidasi
o da alcune ossidasi
contenute nei perossisomi.
Viene metabolizzato dalla
catalasi dei perossisomi in
H,O e O; che catalizza la
reazione tramite il suo
gruppo eme e dalla
glutatione perossidasi nel
citosol e nei mitocondri.

I radicale ossidrilico
(*OH) é generalmente un
prodotto dell'idrolisi
dell'acqua da parte di
radiazioni, oppure & un
prodotto della reazione di
Fenton a partire dal
perossido d'idrogeno (con
lo ione ferroso Fe?' quale
catalizzatore). E il ROS piu
reattivo ed & prodotto dai
leucociti a partire dal
perossido d'idrogeno per
distruggere patogeni, ma
se in eccesso provoca danni
alla membrana plasmatica,
alle proteine e agli acidi
nucleici. Viene inattivato
per conversione in H,O da
parte della glutatione
perossidasi.



Disinfezione fotocatalitica (PCD) con biossido di titanio

di Gram-negativi che sono suscettibili alla PCD includono cocchi, bacilli e forme
filamentose di generi differenti (Tabella 8).

Organismo Riferimento

ACINETOBACTER (CHENG & AL., 2009)

COLIFORMI (ARANA & AL., 2002)

ENTEROBACTER o~

AEROGENES (IBANEZ & AL., 2003)
(YAO &AL.,
PHOTOCATALYTIC

ENTEROBACTER CLOACAE 7

SM1 DISINFECTION OF EF6691..578 WU X15+0K 8!
PHYTOPHYTOPATHOGENIC = ) > d
VISIBLE LIGHT., 2007A)

COLIFORMI FECALI (WATTS & AL., 1995)

FLAVOBACTERIUM SP. (COHEN-YANIV & AL.,
2008)

FUSOBACTERIUM

NUCLEATUM (BAI & AL., 2007)

LEGIONELLA

PNEUMOPHILA (CHENG & AL., 2007)

MICROCYSTIS (KIM & AL., 2005)

P. AERUGINOSA (FIGURA 9) (KUHN & AL., 2003)

P. FLUORESCENS B22 (SKORB & AL., 2008)

SALMONELLA ENTERIDITIS

YPHIMURIUM (CUSHNIE & AL., 2009)

SHIGELLA FLEXNERI (CHENG & AL., 2009)

VIBRIO VULNIFICUS (SONG & AL., 2008)

Molti studi hanno evidenziato che i batteri Gram-positivi sono piu resistenti alla
disinfezione fotocatalitica rispetto ai Gram-negativi (Kim & al., 2003) (Liu & al., 2003)
(Erkan & al., 2006) (Pal & al., 2007) (Muszkat & al., 2005) (Hu & al., 2007) (Sheel & al.,
2008) (Skorb & al., 2008). Questo differente comportamento viene solitamente
attribuito alla diversa struttura della parete

cellulare che vi € tra batteri Gram-positivi . 3 ’ .’
e Gram-negativi. I batteri Gram-negativi “ ¢ ~ »
hanno una parete cellulare a triplo strato 2 » »
costituita di una membrana interna (IM), % v ” Q‘ “\
uno strato sottile detto peptidoglicano (PG) wat ¥ . i BT
e da una membrana esterna (OM), mentre i ‘ .‘ & -
Gram-positivi possiedono un PG pit sottile 5 th T N

e sono privi di OM. Comunque, il numero & -

di studi che mostra questa maggior ) " _. oA,
sensibilitd dei Gram-positivi &€ abbastanza

limitato.

Nella Tabella 9 sono elencati i batteri Gram-positivi che sono stati eliminati
mediante PCD: sono compresi 17 generi diversi, tra cui microorganismi sporigeni
aerobi ed anaerobi. Le endospore si sono mostrate uniformemente piu resistenti
delle cellule vegetative all’azione della PCD.
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Disinfezione fotocatalitica (PCD) con biossido di titanio

Organismo
BACILLUS CEREUS

BACILLUS CEREUS SPORES

BACILLUS SUBTILIS VEGETATIVE CELLS AND
ENDOSPORES

BACILLUS SUBTILIS ENDOSPORES

CLOSTRIDIUM DIFFICILE

CLOSTRIDIUM PERFRINGENS SPORES
ENTEROCOCCUS (STREPTOCOCCUS) FAECALIS
ENTEROCOCCUS HIRAE

LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS

LISTERIA MONOCYTOGENES
MICROBACTERIUM SP. MICROBACTERIACEAE STR. W7
MRSA

MYCOBACTERIUM SMEGMATIS
STAPHYLOCOCCUS AUREUS (FIGURA 10)
STREPTOCOCCUS MUTANS

Riferimento

(CHO & AL., TITANIUM DIOXIDE/UV
PHOTOCATALYTIC DISINFECTION IN FRESH
CARROTS., 2007A)

(ARMOR & AL., 2004)
(WOLFRUM & AL., 2002)

(GREIST & AL., 2002)
(DUNLOP & AL., 2010)
(GUIMARAES & AL., 2003)
(SINGH & AL., 2005)
(TSUANG & AL., 2008)
(CHOI & AL., 2007A)

(KIM & AL., 2003)

(PAL & AL., 2007)

(OKA & AL., 2008)
(KOZLOVA & AL., 2010)
(SHIRAISHI & AL., 1999)
(CHUN & AL., 2007)

Vari studi hanno dimostrato la suscettibilita di funghi, alghe e protozoi alla PCD. Tra

questi vi sono generi di funghi filamentosi,

lieviti, amebe, Apicomplexa,

diplomonadini, ciliati ed alghe, comprese le diatomee. Nella Tabella 10 sono
riportati alcuni dei funghi eliminabili mediante PCD.

Organismo Riferimento
ASPERGILLUS NIGER (CHEN & AL, 2009)
- A. NIGER SPORES (WOLFRUM & AL., 2002)
/ E;Igggﬁ f;LBICANS (LONNEN & AL., 2005)
, gﬁggigﬁgﬁ%m (GIANNANTONIO & AL., 2009)
o EPICOCCUM NIGRUM (GIANNANTONIO & AL., 2009)
FUSARIUM MUCOR (GIANNANTONIO & AL, 2009)
PENICILLIUM OXALICUM (GIANNANTONIO & AL., 2009)
PESTAOTIOPSIS MACULANS (GIANNANTONIO & AL, 2009)
i}égngMYCES (ERKAN & AL., 2006)
SPICELLUM ROSEUM (SAWADA & AL., 2005)
TRICHODERMA ASPERELLUM  (GIANNANTONIO & AL., 2009)
TRICHODERMA HARZIANUM  (SAWADA & AL., 2005)

I virus suscettibili ad inattivazione mediante PCD sono riportati in Tabella 11. La
maggior parte degli studi sono stati condotti su batteriofagi di E. coli in sospensione
e questo ha permesso di dimostrare 1’azione virucida della PCD per virus ssRNA a

L1y¥ Health



Disinfezione fotocatalitica (PCD) con biossido di titanio

simmetria icosaedrica (MS2 e Qf), virus ssRNA filamentosi (fr), virus ssDNA (phi-
X174) e virus dsDNA (A e T4). Per quanto riguarda i virus dei mammiferi gli studi
sono stati condotti su poliovirus 1, virus dell’influenza umana (Figura 12) ed aviaria,
coronavirus della SARS.

Ospite Virus Riferimento

BIRDS EFI_'ILSIIJ\;EZNZA (AVIARIA) (GUILLARD & AL., 200
E.COLI COLIFAGO é((;’g;v{ARAES &AL,
E.COLI FR (GERRITY & AL., 2008
E.COLI T4 (DITTA & AL., 2008)
E.COLI AVIR (YU & AL., 2008)
E.COLI ANM1149 (lgggl){ACOVA &AL,
E.COLl ¢X174 (GERRITY & AL., 2008
E.COLI MS2 (VOHRA & AL., 2006)
E.COLl Qf (OTAKI & AL., 2000)
UuoMO EESESE B ANTIGENE (ZAN & AL., 2007)
UOMO  INFLUENZA A/HIN1 (LIN & AL., 2006)
UOMO  INFLUENZA A/H3N2 (KOZLOVA & AL., 201
UOMO NOROVIRUS (KATO & AL., 2005)
UOMO  POLIOVIRUS TIPO 1 (WATTS & AL., 1995)
UOMO  SARS CORONAVIRUS (HAN & AL., 2004)
UOMO  VACCINIA (KOZLOVA & AL., 201

Diversi studi hanno dimostrato che l’attivita fotocatalitica & in grado di inattivare
tossine batteriche, tra cui endotossine di batteri Gram-negativi e tossine
cianobatteriche (Tabella 12).

Tossina Riferimento
BREVETOSSINE (KHAN & AL., 2010)
CILINDROSPERMOSINA (SENOGLES & AL., 2001)

ENDOTOSSINA LIPOPOLISACCARIDE
MICROCISTINA-LR

MICROCISTINA LR, YA e YR
NODULARINA

(SUNADA & AL., 1998)
(FEITZ & AL., 2003)
(SHEPHARD & AL., 1998)
(LIU & AL., 2005)

La modalita di azione del TiO; fotoattivato & stata studiata sia per i batteri Gram-
positivi che per quelli Gram-negativi. Come meccanismo di uccisione dei batteri,
inizialmente fu proposta la deplezione del coenzima A mediante dimerizzazione e
conseguente inibizione della respirazione (Matsunaga & al., 1988). Tuttavia, ci sono
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Disinfezione fotocatalitica (PCD) con biossido di titanio

prove inconfutabili che 1’azione letale € dovuta al rottura della membrana e delle
pareti cellulari. Queste evidenze derivano da studi di microscopia, di rilevazione
dei prodotti di perossidazione lipidica, di perdita di componenti intercellulari (ad
esempio, cationi, RNA e proteine), di permeabilita di molecole a basso peso
molecolare (ad esempio, o-nitrofenil-galattoside - ONPG) e da studi spettroscopici.

Prove indirette di danni della membrana cellulare provengono da studi di perdita
di componenti cellulari. In un lavoro (Saito & al., 1992) & stato messo in evidenza
che vi & una rapida perdita di K" da cellule trattate di AHT Streptococcus sobrinus e
che tale perdita ha luogo entro 1 minuto di esposizione ed € concomitante con la
perdita di vitalita. A cid ha fatto seguito un rilascio piu lento di RNA e proteine.
Anche in concomitanza con la morte cellulare di E. coli & stata constatata una perdita
di K (Hu & al., 2007) (Kambala & al., 2009). In un altro autorevole studio (Huang &
al., 2000), in cui cellule di E. coli sono state sottoposte a PCD, & stato riscontrato che
ad un aumento iniziale della permeabilita di piccole molecole come ONPG ha fatto
seguito una fuoriuscita di molecole piu grandi come la [-D-galattossidasi,
suggerendo un progressivo aumento della permeabilita della membrana.

Studi condotti con l'ausilio di analisi SEIVI e TEIM hanno evidenziato un iniziale
rigonfiamento della membrana cellulare, seguito dalla formazione di fori nella OM,
in particolare quando le particelle di TiO; si trovavano in contatto con le cellule.

Mediante immagini TEM di cellule di S. sobrinus & stato possibile verificare che la
parete cellulare viene parzialmente rotta in conseguenza di un trattamento
fotocatalitico di 60 min. con TiO,, presentando ulteriori squilibri dopo 120 min. di
trattamento (Saito & al., 1992). Gli autori hanno suggerito che la morte cellulare
possa essee causata da alterazioni nella permeabilita cellulare e dalla
decomposizione della parete cellulare. Immagini SEM di S. aureus, MRSA, E. coli e
M. luteus hanno mostrato, dopo irradiazione UV-A su TiO,, cambiamenti morfologici
correlabili ad interruzione della parete cellulare (Kangwansupamonkon & al.,
2009).

Danni alla parete cellulare di P. aeruginosa sono stati evidenziati mediante analisi
SEM e TEM (Figura 13), che mostravano cambiamenti nella struttura della
membrana quali “bubble-like protuberances which expelled cellular material”
(Amezaga-Madrid & al., 2002) (Amezaga-Madrid & al., 2003).
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SEM e TEM

SEM (acronimo inglese di
Scanning Electron Microscope)
e TEM (acronimo inglese di
Transmission Electron
Microscope) sono due tipi di
microscopi  elettronici. 11
potere di risoluzione (la
minima distanza fra due punti
per la quale si possono
distinguere come tali e non
come uno solo) di un normale
microscopio elettronico SEM a
catodo di tungsteno si aggira
intorno ai 5 nm, ma alcuni
modelli arrivano a 1 nm.ll
potere di risoluzione di un
microscopio elettronico a
trasmissione TEM é& di circa
0,2 nm, cioé circa 500 mila
volte maggiore di quello
dell'occhio umano
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Gli studiosi hanno evidenziato una fuoriuscita di materiale cellulare ed una
divisione cellulare anormale, anche se le bolle possono essere dovute a danni
localizzati dello strato di peptidoglicano e ad un conseguente rigonfiamento della
membrana interna. In un altro lavoro & stata studiata I'inattivazione di E. coli su film
sottili di TiO;: & stato possibile dimostrare che si ha un danno iniziale della
membrana esterna e, successivamente, una degradazione completa della
membrana citoplasmatica: l'inattivazione fotocatalitica ha Iluogo senza un
sostanziale degrado visibile del peptidoglicano. L’iniziale decomposizione della
membrana esterna € stata comprovata mediante misure di microscopia a forza
atomica di cellule su film di TiO; irraggiato (Sunada & al., 2003b).

Analisi TEM di sezioni sottili di cellule trattate su TiO; foto-attivato hanno consentito
di evidenziare vari gradi di rottura della cellula, tra cui plasmolisi e detriti cellulari
(Vacaroiu & al., 2009). Sempre mediante analisi TEM & stato possibile vedere la
separazione della membrana citoplasmatica dallo strato peptidoglicano su cellule
trattate di S. aureus (Chung & al., 2009). Analisi SEM hanno permesso di mostrare
cambiamenti della membrana esterna di E. coli (Li & al., 2008) (Shah & al., 2008)
(Gartner & al., 2009), la formazione di prodotti di degradazione della membrana
(Erdem & al., 2006) e la distorsione di cellule sia di MRSA che di S. aureus
meticillino-sensibile (MSSA) trattate su anatasio (Shah & al., 2008), ed in tutti i casi vi
€ evidenza di danno della parete cellulare.

Anche la microscopia a forza atomica & stata impiegata per evidenziare danni alla
membrana di E. coli, S. aureus e Diplococcus (Streptococcus) pneumoniae su film
sottili di TiO, (Miron & al., 2005).

La dimostrazione della distruzione dell’endotossina di E. coli senza sostanziale
degradazione del peptidoglicano (Sunada & al., 1998) indica che, nel caso dei
batteri Gram-negativi, la distruzione della cellula ha luogo secondo lo schema
OM—->PG—IM. Tuttavia, in micrografia elettronica pud non essere semplice
identificare alterazioni dello strato di peptoglicano in quanto caratterizzato da una
struttura altamente reticolata, per cui si possono avere danni apprezzabili anche
senza modifica del suo aspetto generale. Una distruzione localizzata pud aver luogo
se le particelle di TiO; si trovano in contatto con la cellula: questo pud portare ad
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una protrusione della membrana interna attraverso la parete cellulare (Amezaga-
Madrid & al., 2003), seguita da una rottura completa della parete stessa.

L’azione del TiO; pud portare ad un danneggiamento del DNA ma € probabilmente
un evento tardivo che segue la rottura della membrana e la morte della cellula
(Wamer & al., 1997) (Hirakawa & al., 2004) (Wang & al., 2005) (Gogniat & al., TiO2
photocatalysis causes DNA damage via Fenton reaction-generated hydroxyl
radicals during the recovery period., 2007) (Shen & al., 2008) (Yao & al., 2007c)
(Yang & al., 2008) .

Mediante analisi diffrattometrica ai raggi X (Suwalsky & al., 2005), spettroscopia
laser cinetica e spettroscopia ATR-FTIR é stato possibile correlare l'attivita del
biossido di titanio su un doppio strato fosfolipidico isolato alla distruzione della
struttura del doppio strato stesso. Quest’ultima & dovuta alla perossidazione lipidica
da parte dei ROS (Kiwi & al., New evidence for TiO2 photocatalysis during bilayer
lipid peroxidation., 2004) (Nadtochenko & al., 2006), misurata dalla produzione di
malondialdeide (MDA) quale prodotto di rottura della membrana cellulare, a cui
corrisponde una perdita dell’attivita respiratoria della membrana, misurata dalla
riduzione del cloruro di 2,3,5-trifeniltetrazolinio (Maness & al., 1999). La
perossidazione lipidica ha luogo quando acidi grassi polinsaturi, come l’acido
linoleico, vengono attaccati dai ROS (Kiwi & al., 20085).

Spettri FTIR di E. coli trattato fotocataliticamente hanno confermato la produzione di
MDA come prodotto di degradazione della membrana cellulare: MDA che &
ulteriormente degradata da tempi di irraggiamento piu lunghi (Hu & al., 2007).

Il decadimento elettronico del TiO; é stato studiato mediante spettroscopia laser
cinetica in presenza di fosfatitiletanolammina, lipopolisaccaride ed E. coli
(Nadtochenko & al., 2006). Studi spettroscopici FTIR hanno evidenziato che i
componenti organici legati al TiO,; vengono direttamente ossidati per riduzione
delle lacune elettroniche (Nadtochenko & al., Inactivation of pathogenic
microorganisms in the photocatalytic process on nanosized TiO2 crystals., 2008).
Questo lavoro suggerisce che l'ossidazione diretta dei componenti cellulari
potrebbe aver luogo senza la produzione di ROS, ma solo se le cellule si trovano a
diretto contatto con la superficie del TiO;. Questo € totalmente in lenea con una
maggiore efficacia della PCD quando le cellule sono in contatto con il TiO; piuttosto
che in sospensione. Nel complesso, gli studi spettroscopici supportano gli studi di
microscopia e confermano l'ordine di distruzione OM—IM—PG (Dalrymple & al.,
2010).

Il ruolo dei ROS nel meccanismo di uccisione dei batteri &€ schematizzato in Figura
14. La maggior parte degli studi mostrano che i ROS sono responsabili
dell'uccisione dei microorganismi, e vari autori propongono che il ruolo principale
sia svolto dai radicali ossidrile (¢OH) (Ireland & al., 1993) (Kikuchi & al., 1997)
(Maness & al., 1999) (Salih & al., 2002) (Cho & al., 2004) (Cho & al., 2005) (Cho &
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ESR

La Risonanza Paramagnetica
Elettronica o Risonanza di
Spin Elettronico, nota come
EPR (dall'acronimo inglese
Electron Paramagnetic
Resonance) o ESR/
(dallinglese Electron Spin
Resonance) & una tecnica
spettroscopica  impiegata
per individuare e analizzare
specie chimiche contenenti
uno o piu elettroni spaiati
(chiamate specie
paramagnetiche).  Queste
specie includono: radicali
liberi, ioni di metalli di
transizione, difetti in
cristalli, molecole in stato
elettronico di tripletto
fondamentale (ad es.
lossigeno molecolare) o
indotto per fotoeccitazione.
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Yoon, 2008). Infatti, ’aggiunta di dimetilsulfossido e cisteammina (due scavengers
di ¢OH) ad una sospensione di TiO; in acqua, annulla ’attivita della PCD (Salih & al.,
2002). Tuttavia, gli «OH hanno una vita breve e probabilmente non diffondono oltre
lum dalla superficie del TiOj;, specialmente in presenza di sostanza organica
(Pryor, 1986) (Kikuchi & al., 1997). Kikuchi et al. hanno mostrato che 1'uccisione di E.
coli ha luogo anche quando i batteri sono separati dalla superficie per mezzo di una
membrana porosa di spessore 50 um. Tuttavia, & stato visto anche che 1'uccisione
dei batteri € inibita dal mannitolo (scavenger di radicali liberi) solo in assenza di
membrana e dalla catalase (che dovrebbe degradare H;O;) sia con che senza
membrana. Questo ha suggerito che

eOH e H;O; sono responsabili
dell’eliminazione dei Dbatteri in
prossimita della superficie del TiOy,
dove l'azione di H30; si estende per
una certa distanza.

Un studio ESR sul meccanismo di
eOH e H;0; prodotti
mediante attivazione UV di uno strato
sottile di TiO; ha evidenziato che gli
eOH sono prodotti anche per fotolisi
diretta di H,O, oltre che dalle reazioni
(1.3) e (1.4) (Yan & al., 2009).

azione di

Nel radicali idrossile & stata individuata
la specie ROS maggiormente coinvolta
nell’'uccisione di cisti di C. parvum
(Cho & Yoon, 2008).

Studi condotti impiegando E. coli

superossido dismutasi (SOD)-carente

hanno evidenziato che i danno
ossidativo della membrana, associato alla pressione interna della cellula,
permeabilizza I’envelope cellulare, consentendo una fuoriuscita di metaboliti critici
(Imlay & Fridovich, 1992).

Differenti studi hanno mostrato che uno stretto contatto tra i batteri ed il TiO;
aumenta l’entita del danno ossidativo (Horie & al., 1996a) (Gumy & al., 2006a)
(Pratap Reddy & al., 2008) (Caballero & al., 2009) (Cheng & al., 2009). Alcuni di
questi studi hanno evidenziato che il TiO; risulta molto piu attivo in sospensione
rispetto a quando si trova immobilizzato su una superficie (Lee & al., 1997) (Otaki &
al., 2000) (Sun & al., 2003) (Gumy & al., 2006b) (Marugan & al., 2006) (Marugan &
al., 2008) (Cohen-Yaniv & al., 2008). Probabilmente questo € dovuto ad un maggior
contatto tra le particelle di TiO; e le cellule batteriche in sospensione, oltre che ad
una maggior area superficiale utile alla produzione di ROS.
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Mediante microscopia ottica
(Nadtochenko & al., 2005)
(Gumy & al., 2006b) (Gogniat &
al., 2006) ed elettronica é stato
possibile dimostrare
chiaramente il legame tra le
particelle di titania e le cellule
batteriche (Gumy & al., 2006a)
(Saito & al., 1992) (Cheng & al.,
2007) (Shah & al., 2008). In
Figura 15 ¢é riportata wuna
micrografia elettronica che
mostra particelle di TiO, adese
ad una cellula di E. coli.

In seguito ad un iniziale danno cellulare e successiva morte cellulare, la fotocatalisi
ha dimostrato di essere in grado di mineralizzare completamente i batteri (Jacoby &

al., 1998) (Wolfrum & al., 2002).

Il meccanismo di uccisione di batteri da parte del TiO; & schematizzato in Figura 16.
Inizialmente, si possono avere dei danni dovuti al contatto tra le cellule ed il TiO,
danni che interessano la permeabilita della membrana, ma che sono reversibili. A
questo fa seguito un danno maggiore, che interessa tutti gli strati della parete
cellulare e consente una perdita di piccole molecole, come gli ioni. In questa fase, i

foesn) -

Cellula intatta

RNA PROTEINE

Degradazione dei componenti
della cellula

Fuoriuscita di ioni e
di piccole molecole
Danno cellulare irreversibile

==) CO, H,0 MINERALI

Completa mineralizzazione

danni possono
essere irreversibili,
e questo si
accompagna alla
morte delle cellule.
Dato che il
peptidoglicano e
una molecola
altamente reticolata,
questi
potrebbero non
essere visibili in
modo evidente in
questa fase od
essere localizzati (se
il TiO, é in contatto
con le cellule). Un
ulteriore danno
procurato alla
membrana porta alla

danni

fuoriuscita di componenti ad alto peso molecolare come le proteine. Questo pud
essere seguito da protrusione della membrana citoplasmatica nel mezzo circostante
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Lampade
fluorescenti

La lampada fluorescente &
un tipo di lampada a scarica.
in cui l'emissione luminosa
(visibile) ¢é indiretta, cioé
l'emittente non & il gas
ionizzato, ma un materiale
fluorescente (da cui il
nome).

Le lampade a fluorescenza,
grazie al loro spettro
caratteristico ed ai bassi
livelli di radiazione UV-A e
UV-B (simile alla luce
diurna naturale) stimolano il
metabolismo e le funzioni
ghiandolari. Mostrano
anche un effetto positivo sul
sistema nervoso vegetativo.
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attraverso aree degradate del peptidoglicano e, infine, dalla lisi cellulare. In questo
caso, pud verificarsi una degradazione dei componenti interni della cella seguita da
completa mineralizzazione. Questo processo degradativo pud aver luogo
progressivamente, a partire dal lato della cellula che si trova in contatto con il
catalizzatore.

LI’inattivazione dei batteri mediante fotocatalisi eterogenea impiegando UV-A (315-
400 nm) e TiO, & considerata una delle tecnologie di disinfezione piu efficaci, in
quanto durante il processo non si ha formazione di composti cancerogeni, mutageni
o maleodoranti (Ibanez & al., 2003).

Differentemente, anche se le lampade fluorescenti sono gia disponibili in
commercio, € limitato il numero di studi che riportano un approfondito esame delle
loro efficienza, soprattutto in termini di disinfezione microbica.

Una lampada fluorescente pud emettere una frazione molto piccola di UV-A (Harm,
1980), perché é essenzialmente una lampada al mercurio a bassa pressione con la
superficie interna rivestita con vari tipi di fosfori per assorbire la radiazione di 254
nm ed emettere a lunghezze d'onda maggiori (Bolton, 2002). Anche se l'involucro di
vetro che circonda la lampada assorbe tutta 1’ emissione del lontano-UV, le comuni
lampade fluorescenti (daylight o cool white) irradiano quantita apprezzabili a 313,
334, e 365 nm delle righe di emissione spettrale del mercurio. A queste lunghezze
d'onda, un’emissione molto piu intensa € tipica delle lampade blacklight, talvolta
utilizzate nei locali per generare effetti fluorescenti.

L'efficienza di inattivazione batterica segue una cinetica del primo ordine rispetto al

conteggio delle colonie batteriche (N, ), che é definito dall’equazione

In(&] = —kt
NO

dove, N, ¢ il numero di UFC dopo irradiazione per t min.; N0 € il numero di UFC a

0 min.; k& la costante di velocita di inattivazione; Nt / No indica il rapporto di

sopravvivenza.

In assenza di TiO,, l'esposizione a radiazione fluorescente sembra inattivare vari
ceppi di batteri (Pal & al., 2007). La Figura 17 mostra che in 2 h circa vengono
disattivati il 40-50% di E. coli K-12, P. fluorescens e Paenibacillus sp. SAFN-007, il
20% di B. subtilis e solo il 13% di Microbacterium sp.. In letteratura, infatti, alcuni
studi riportano che l'esposizione a raggi UV-A pud formare radicali reattivi
dell'ossigeno all'interno delle cellule, causando uno stress ossidativo ed un
conseguente danno cellulare (Kiihn & al., 2003). Inoltre, & stato osservato che luce
UV di lunghezza d'onda nel range 320-400 nm provoca danni ai microorganismi,
soprattutto attraverso l’eccitazione di molecole fotosensibili presenti all'interno
della cellula, generando cosi specie attive come O, , H,0,, e *OH, che incidono
negativamente sul genoma e su altre molecole intracellulari e che portano a
mutazioni cellulari, ritardo della crescita, ecc. (Oguma & al., 2002).

CARE



Survival ratio (N/N,)

utilizzando una lampada fluorescente con

Disinfezione fotocatalitica (PCD) con biossido di titanio

|
|
‘s

:|

] E coli
77772 Microbacierium sp
B Bacillus subtilis

== Paenibacillus sp. SAFN-007
B Pscudomonas fluorescens

15 30

Time of exposure to fluorescent light (min)

45 60 120

Come detto in precedenza,
linattivazione dei batteri da
parte di TiO; irradiato con
luce fluorescente presenta
una cinetica di reazione del
primo ordine. LI’entita
dell’inattivazione aumenta
per batteri con
l'aumentare dell’esposizione
alla luce fluorescente.
Tuttavia, i singoli batteri
mostrano un andamento
differente della costante di
velocita di
all’aumentare della quantita
di TiO..

tutti i

inattivazione

In Figura 18 ¢& riportata
l'inattivazione di E. coli K-12 a
0, 15, 30, 45, 60 e 120 min.

intensita UV-A (365 nm) pari a 0,013

mW/cm? (18 n W/cm?), ossia a sei dosi UV-A (0 - 11,7 - 23,4 - 35,1 - 46,8 - 93,6
m]/cm?, rispettivamente), in presenza di differenti quantita di TiO; . Un aumento
della quantita di TiO; da 234 a 1.666 mg/m? migliora l'efficienza d’inattivazione di E.
coli K-12. Con una quantita di 234 mg/m? TiO2, oltre il 98% di E. coli K-12 viene
inattivato entro 60 min (46,8 mJ/cm?) di irradiazione fluorescente.
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Quando la concentrazione di TiO; € superiore a 1.666 mg/mz, oltre il 96% dei
batteri & inattivato entro 15 minuti di esposizione e tutti i batteri vengono inattivati
dopo un’ esposizione di 30 minuti. Questo & incoraggiante perché un’intensita UV-
A di solo 0,013 mW/cm?, disponibile nella irradiazione fluorescente, produce
un'efficienza d’inattivazione paragonabile a quella ottenuta da Huang (Huang & al.,
2000), che ha riscontrato un danneggiamento delle pareti delle cellule di E. coli in
20 minuti di esposizione a luce UV-A di 0,8 mW/cm? in presenza di TiO,.

Poiché un carico maggiore TiO; pud aumentare la produzione di specie reattive
dell'ossigeno (ROS) in grado di reagire con le pareti cellulari, la membrana
citoplasmatica ed altri componenti intracellulari, la velocita di inattivazione
risultante aumenta in modo significativo. Questo & coerente con studi precedenti in
cui e stata osservata una maggiore inattivazione di E. coli in mezzo acquoso quando
venivano impiegate alte concentrazioni di TiO; in presenza di radiazioni UV-vis
superiori a 380 nm (Wei & al., 1994) o sotto irraggiamento UV-A (Cho & al., 2004).

Inattivazione con lampada fluorescente Inattivazione con sorgente UV-A
(0,013 mW/cm? di UV-A) (4,28 mW/cm?)

E.colik-12  B. subtilis Microbacterium sp. E. coliK-12 B.subtilis  Microbacterium sp.
0,009 0,0022 0,005 0,175 0,1279 0,171
0,070 0,0027 0,027 0,180 0,1263 0,238
0,097 0,0032 0,031 0,243 0,1807 0,262
0,129 - 0,018 0,290 0,1979 >

2 Dati non disponibili
P Errore sperimentale

La Tabella 13 evidenzia che, indipendentemente dalle sorgenti luminose impiegate,
le costanti di velocita di inattivazione aumentano con I’aumentare della quantita di
TiO; (fino a 840 mg/m?), anche se alla lampada fluorescente (che ha una bassa
intensita UV-A di 0,018 mW/cm?) corrispondono costanti di velocita di inattivazione
molto piu piccole di quelle relative all’inattivazione con sorgente UV-A (che
possiede un’intensita di 4,28 mW/cm?). Questo era prevedibile in quanto l'intensita
della sorgente UV-A era circa 330 volte superiore a quella disponibile nella
lampada fluorescente. Sebbene B. subtilis e Microbacterium sp. siano piu resistenti
al trattamento fotocatalitico di E. coli K-12, entrambi sono risultati molto sensibili
all’intensita UV-A piu elevata (Tabella 13), e l'effetto & stato leggermente superiore
in assenza di TiO; (carico di 0 mg/m?. In presenza di TiO;, le velocita di
inattivazione si sono rivelate superiori di un fattore 2,57-56, in particolare per i
batteri Gram-positivi (B. subtilis e Microbacterium sp.). Questi risultati indicano due
possibilita: (i) le reazioni dei radicali *OH e di altre specie reattive possono
inattivare significativamente i batteri Gram-positivi rispetto ai danni dovuti
all’eccitamento di molecole fotosensibili presenti all'interno delle cellule, (ii) lo
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0,013mW/m? di radiazione UV-A disponibile nella lampada fluorescente &
sufficiente per eccitare la quantita TiO; utilizzato in questo studio.

In ulteriori lavori, € stato mostrato come l’inattivazione di E. coli aumenti con
I'aumentare dell'intensita della radiazione incidente (Chen & al., 2009) (Benabbou &
al., 2007) (Rincén & Pulgarin, 2003). Quando la quantita di fotoni aumenta, si
generano piu coppie elettrone-lacuna che portano alla formazione di piu radicali
eOH. D'altronde & stata riportata l'esistenza di una correlazione lineare tra
l'inattivazione di E.coli e la concentrazione di eOH (Cho & al., 2004). Questa
dipendenza lineare della velocita di reazione con il flusso fotonico & stata
riscontrata solo a basse intensita di irradiazione, perché ad intensita elevate la
concentrazione di portatori di carica € cosi grande che & maggiormente favorita la
ricombinazione (una reazione di secondo ordine), che limita l'efficienza del
processo (Vincze & Kemp, 1995) (Herrmann, 1999). Quando, invece, la radiazione
incidente diminuisce, si osserva un ritardo iniziale piu lungo. Cid era nelle
aspettative, considerando che il numero di danni cumulativi necessari per inattivare
1 batteri deve rimanere lo stesso: di conseguenza, se il numero di fotoni disponibili
diminuisce (e, di conseguenza, la quantita di radicali ¢OH) & necessario un tempo di
irradiazione maggiore per poter produrre un danno irreversibile.
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