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La sanificazione delle degenze
ospeddliere: nuove strategie a supporto
della riduzione delle infezioni correlate

all'assistenza sanitaria

Alberta Vandini?, Paola Antonioli2, Luca Lanzoni!, Maria Teresa Cameradal, Maddalena Coccagnat, Alessio
Branchini’, Marilena Leis®, Demiela Platemo?, Elisabetta Caselli!, Pier Giorgio Balboni!, Sante Mazzaccne!
1 CIAS, Centro studi Inquinamento Ambienti elevata Sterilita, Centro di ricerca interdipartimentale Dipartimento di

Architettura e Dipartimento di Scienze Mediche, Universita di Ferrara
2 Azienda Ospedaliero Universitaria di Ferrara, Struttura Dipartimentale di Igiene Ospedaliera e Qualita’ dei Servizi

Ambientali, Ferrara

3 Dipartimento di Scienze della Vita e Biotecnologie, Universita di Ferrara
4 Dipartimento di Biomedicina e Scienze motorie, Universita di Bologna

PRESENTAZIONE
STRUTTURA RICERCA

In questo numero viene affron-
tato il tema della sanificazione
delle degenze ospedaliere e del-
le criticita insite nelle tecniche
di comune utilizzo per la pulizia
delle superfici e degli arredi.

Le modalita con cui queste ven-
gono effettuate hanno una diretta
attinenza con le infezioni correla-
te all’assistenza sanitaria (HAD).
Grazie ai risultati di ricerche
sperimentali condotte negli anni
2010-2013 in alcuni Ospedali ita-
liani e nell’Ospedale di Lokeren
(Belgio), viene proposto un nuo-
vo protocollo di pulizia , denomi-
nato PCHS, che prevede I'impiego
di un prodotto sanificante probio-
tico, contenente Bacillus subtilis,
Bacillus pumilus e Bacillus me-
gaterium sotto forma vegetativa
e sporigena.

Questi batteri sono in grado di
colonizzare le superfici su cui
vengono applicati, contrastando
la proliferazione delle altre specie
batteriche e/o fungine potenzial-
mente patogene (legge di Gause),
grazie ad una azione di esclusio-
ne competitiva.

Lo studio ha permesso di verifi-
care, sotto il profilo qualitativo e
quantitativo, sia in vitro che in
campo, 'azione di tali prodotti ri-
spetto all’impiego di trattamenti
tradizionali a base di detergenti/
disinfettanti chimici.

I risultati ottenuti dimostrano che
con le nuove metodologie si ot-
tiene una riduzione della carica
di Stafilococcus aureus, Pseudo-
monas spp., coliformi (compreso
Escherichia Coli), Candida Albi-
cans e Acinetobacter spp. di oltre
1’80 % rispetto ai valori ottenibili
mediante protocolli tradizionali di
detersione e disinfezione chimica.
Inoltre, mentre in quest’ultimo ca-
so si verificano, nell’arco delle 24
ore, oscillazioni molto elevate del-
la carica batterica superficiale po-
tenzialmente patogena, i prodotti
probiotici garantiscono un valore
piu costante, oltre che piu ridot-
to, del numero delle UFC (Unita
Formanti Colonie) dei medesimi
microrganismi, indipendentemen-
te dalla entita dei fenomeni di ri-
contaminazione imputabili alla
presenza di individui.

In tal modo ¢ possibile introdurre
il concetto di bio-stabilizzazione
nel tempo del livello di igiene

delle superfici. I risultati ottenuti
hanno suggerito nuovi scenari di
valutazione della efficacia delle
procedure di pulizia di degen-
ze ospedaliere, che puo essere
quindi effettuata in termini di
misurazione delle UFC/m? di uno
specifico patogeno, indipenden-
temente dal protocollo adottato
e dal prodotto di impiego.

Si € quindi giunti alla costruzione
di una scala di misura, denomina-
ta “Scala degli Indici di Qualita
Microbica (IQM)”, di cui si pro-
pone I'adozione, che rappresenta
uno strumento oggettivo per la
stima qualitativa e quantitativa
della contaminazione delle super-
fici delle degenze ospedaliere, in
quanto effetto finale di un tratta-
mento di sanificazione.

Di conseguenza, alla luce dei ri-
sultati di circa 30.000 campiona-
menti in situ, € stato possibile an-
che individuare il valore di IQM
ottenibile.

Lefficacia di un generico proces-
so di sanificazione puo quindi
essere misurata e valutata ogget-
tivamente.

Un ulteriore aspetto e relativo al-
la sicurezza dei batteri probiotici
nei confronti della salute umana.

pubblicazioni scientifiche
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Nonostante i dati disponibili ad
oggi in letteratura siano del tutto
rassicuranti a questo proposito,
sono state ugualmente adottate
procedure di verifica della sensi-
bilita all’azione dei comuni anti-
biotici dei microorganismi Bacil-
lus spp. presenti sulle superfici
sanificate. Tutti gli antibiogrammi
effettuati in campo hanno confer-
mato 'assenza di alcun genere di
resistenza.

Sono peraltro in via di sperimen-
tazione test di tipo molecolare
mediante analisi PCR, per accer-
tare eventuali acquisizioni di ca-
ratteri di virulenza e/o resistenza
non compresi negli antibiogram-
mi di routine.

Le nuove strategie di sanificazio-
ne proposte determinano inoltre
dirette ricadute economiche, con
risparmi di circa il 5-15 % rispetto
alle tradizionali tecniche di deter-
sione e disinfezione chimica.

Le ricerche effettuate hanno infi-
ne permesso di ridefinire in ter-
mini concettuali il tema dell’igie-
ne ospedaliera sia in relazione
alle procedure di sanificazione
sia alle buone prassi igieniche.
E’ emersa quindi la necessita di
un salto culturale da parte degli

operatori del settore, con un ap-
proccio non piu centrato in via
esclusiva sul particolare prodotto
o protocollo sanificante utilizzato,
ma su una piu chiara esplicitazio-
ne di quell'insieme di tecniche e
metodiche comportamentali, di
formazione ed educazione del
personale sanitario e di pulizia,
di verifica sistematica dei risul-
tati, tali da costituire un sistema

[OSPEDALE

integrato di interventi, che, nella
proposta qui avanzata, &€ denomi-
nato “sistema PCHS”.

Lo studio, descritto nei successi-
vi 5 articoli, € stato svolto gra-
zie allapporto e all’impegno di
numerosi ricercatori afferenti a
diverse discipline.

Sante Mazzacane

Ulteriori approfondimenti scientifici potranno essere consultati sulle
seguenti pubblicazioni internazionali:

The Sanitation of Hospital
Stays: New Strategies For The
Reduction of HAIs.

Sante Mazzacane, Gianfranco Finzi,
Luigi Aparo, Pier Giorgio Balboni,
Alberta Vandini, Paola Antonioli,
Luca Lanzoni, Maria Teresa Came-
rada, Maddalena Coccagna, Alessio
Branchini, Daniela Platano.
HealthManagement - Volume
14 - Issue 3, 2014 - In Focus.

http://healthmanagement.org/c/
healthmanagement/issuearticle/
the-sanitation-of-hospital-stays-new-
strategies-for-the-reduction-of-hais.

Hard Surface Biocontrol in
Hospitals Using Microbial-
Based Cleaning Products.
Vandini A, Temmerman R, Frabetti
A, Caselli E, Antonioli P, Balboni
P.G, Platano D, Branchini A, Maz-
zacane S, (2014).

PLoS ONE 9(9): e108598.
doi:10.1371/journal.po-
ne.0108598.
http://www.plosone.org/article/
info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.
pone.0108598
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Cosa ¢ il sistema di pulizia e igiene
PCHS Probioctic Cleaning Higien System

Riassunto

senza ricerca non vi puo essere innovazione, senza innovazione non vi puo
essere un miglioramento delle performance di qualunque realta tecnica,
economica o sociale. Ogni innovazione deve anche risultare sostenibile per
essere concretamente applicata nei processi produttivi ed i risultati devono
corrispondere ai bisogni attesi. Oggi, in sanita, uno dei principali bisogni
attesi € quello di assicurare il massimo livello di igiene ai costi piu contenuti.
In questottica, il PCHS ¢ un sistema in grado di coniugare innovazione e
sostenibilita, assicurando una condizione stabile di igiene a livelli mai prima
d’ora raggiunti. La ricerca condotta dal CIAS dell’'Universita di Ferrara in
collaborazione con '’Azienda Ospedaliero-Universitaria di Ferrara e descritta
negli articoli precedenti, pone in evidenza gli straordinari risultati ottenuti con
il sistema PCHS, al fine di mantenere compressa, bassa e stabile nel tempo,
la carica batterica potenzialmente patogena. In tal modo, viene a mutare lo
scenario di riferimento in materia di igiene: I'igiene negli ambienti sanitari
non ¢ pitl un risultato quasi estemporaneo e di breve durata, ma ¢ una
condizione di biostabilizzazione.

Oggi ¢ indispensabile contrastare efficacemente il rischio infettivo negli
ambienti sanitari reso pitl acuto dal crescere dei batteri multi resistenti ; il salto
culturale sta nel fatto che il concetto di pulizia non ¢ piu sufficiente, la parola
chiave diventa I'Igiene; igiene da garantire, da misurare, da mantenere
come requisito ambientale in forma stabile. Il PCHS non ¢ solo ricerca,
oggi € una realta applicata in oltre 30 strutture sanitarie. Il PCHS € un
sistema in cui interagiscono diversi fattori: I'azione congiunta di soluzioni
detergenti probiotiche e di materiali brevettati di massima efficacia, la
formazione intesa come evoluzione del modello culturale dell’operatore,

la riduzione dellimpatto ambientale come valore aggiunto, il controllo

microbiologico ed i sistemi di certificazione come forme di garanzia, il

governo del processo di erogazione del servizio di pulizia con ACC basato
sulla tracciabilita del ciclo-processo. Il Sistema PCHS ¢ applicato attraverso
protocolli di sanificazione che, in base alle caratteristiche ed esigenze della
struttura sanitaria/ospedaliera, si possono differenziare. Coerentemente con
quanto definito nel Protocollo viene predisposto ed eseguito il “Controllo di

conformita sistema PCHS”.

Mario Pinca

a.d. Copma scrl

PAROLE CHIAVE:
Innovazione, igiene stabile, sicurezza, protocolli di sanificazione

IL SISTEMA PCHS

I1 PCHS e un sistema integra-
to di processi e metodi in cui
ciascun fattore concorre al ri-
sultato finale, ovvero assicurare
standard di igiene degli ambienti,
coerenti con le strategie di ridu-
zione del rischio infettivo. In que-
sto senso ¢ in grado di rispondere
efficacemente ai requisiti indicati
dal Capitolato Tecnico pubblica-
to dal’ANMDO e realizzato con
il contributo di altre associazio-
ni e imprese; infatti viene posto
come obiettivo di “ garanzia
della salvaguardia dei livelli
di igiene in relazione alla ri-
duzione stabile delle diverse
specie di microrganismi poten-
zialmente patogeni”.

La ricerca condotta sul Sistema
PCHS nel corso di oltre 3 anni,
descritta negli articoli successivi,
pone all’attenzione ( di tutti co-
loro che per competenze e titoli
diversi si occupano di governo
del rischio in ambito nosocomia-
le e nello specifico di coloro che
sono preposti al controllo delle
attivita di prevenzione e di sani-
ficazione) I’evidenza scientifica
di come sia oggi possibile con-
seguire livelli di igiene in for-
ma stabile e duratura (la biosta-
bilizzazione) mai raggiunti sino
ad ora. Non solo perd un nuovo
modo di intendere 'igiene degli
ambienti nosocomiali ma anche
nuove procedure di controllo
e di monitoraggio per riscon-
trare la bassa carica batterica
potenzialmente patogena; que-
sto infatti rappresenta il secondo
anello della catena, passare cioe
da forme di controllo basate fon-

pubblicazioni scientifiche
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damentalmente sull’osservazione
visiva ( in taluni casi integrata
con il bioluminometro, raramente
con controllo microbiologico per
la conta totale di UFC) a forme
di controllo mirate a quelli che
sono i fattori di rischio ovvero,
nel caso delle procedure di sani-
ficazione, degli agenti potenzial-
mente patogeni.

Il sistema PCHS, rappresenta
quindi una svolta radicale e pone
a tutti (mercato, imprese, sanitari)
l’esigenza di misurarsi su nuovi
obiettivi, di fare un salto nel mo-
do di interpretare competenze,
processi, risultati.

La fig.1 sintetizza il sistema PCHS
mettendo in evidenza da un lato
le singole componenti (soluzioni
detergenti probiotiche, materiali
speciali, formazione, controlli e
certificazioni, governo del pro-
cesso del servizio) e dall’altro i
benefici conseguiti (aumenta il
livello di igiene riducendo i co-
sti specifici e generali, aumenta
la sicurezza e riduce I'impatto
ambientale fino all’azzeramento
della CO, equivalente).

Una innovazione che si dimostra
sostenibile per i risultati prodotti
ma soprattutto una innovazione la
cui essenza sta nel passare da una
cognizione del servizio prodotto,
inteso come “ pulizia” ad una co-
gnizione del servizio prodotto,
inteso come “igiene”. L’igiene ¢
quindi assunta a valore primario.
E’ innovativo perché modifica
i paradigmi di valutazione della
salubrita ambientale, ¢ sostenibi-
le perché i parametri economici
ed ambientali sono coerenti con
i bisogni specifici della sanita e
con i bisogni generali di riduzio-
ne dell’'impatto ambientale.

E’ innovativo perché assume I'ap-
propriatezza come approccio si-
stematico di valutazione e gestio-
ne del rischio (analisi del proces-
so - individuazione delle criticita
- adozione procedure preventive
e correttive)

Igiene stabile

%
=L

./ aumenta la sicurezza

riduce impatio
ambientale

rubisie €inaring Writen Spstem

Innovazione e Sostenibilita

fo—

-

=3
aumenta | livelii

di igiene

riduce i costi /‘
[
o

fig.1: scheda sintetica del Sistema PCHS

COMPONENTI
DEL SISTEMA PCHS

governo del processo: il portale ACC
Always Connected Copma (fig.2) ¢

lo strumento interattivo attraverso cui
l'intero processo di erogazione del
servizio viene costantemente moni-
torato e controllato; pianificazione,
gestione e rendicontazione delle at-
tivita e dei risultati in coerenza con

i bisogni /principi di trasparenza in
ogni momento del processo.

La tracciabilita del ciclo/processo di
erogazione del servizio non ¢ solo
un approccio culturale (il modo di
fare ed essere impresa) ma una mo-
dalita attraverso la quale dare sostan-
za alla parola affidabilita.

soluzione probiotica: la soluzio-
ne detergente a base di batteri

Igieine stabile

=0y COpIMa
Always d .

= z DEGENZE ORTOPEDIA

ok i = Coriroiio df Procusen

. s | Controfio. o At

ANAGRAFICA IGIENICA

Lucaln DEGEMZA - ORTOPEDIA - Oapedale o Core, Planc @

B Coniroks Microbioicgién  Dala controfe: 07022013 (G

PCHS

Dl%+rm

Datn conirofo- 04022013 I

Dl confronor vzt (08

fig.2: immagine dal portale ACC Always Connected Copma
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Mario Pinca a.d. Copma scarl 4
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fig.3: Protocollo Standard base PCHS

probiotici, ¢ in grado di attivare
un’efficace azione di dissoluzione
del biofilm favorendone I’asporta-
zione meccanica da un lato, svi-
luppando nel contempo la com-
petizione biologica per ridurre la
resistenza degli agenti potenzial-
mente patogeni. Dal punto di vista
operativo la soluzione viene uti-
lizzata (diluita e applicata) come i
tradizionali prodotti detergenti. La
soluzione probiotica del sistema
PCHS ¢ conforme ai CAM (criteri
ambientali minimi)

materiali e attrezzature: le at-
trezzature ed i materiali pulenti
sono stati realizzati per rendere
piu semplici ed efficaci le ope-
razioni base di pulizia; il mop
PW Clean, brevettato, ha grande
capacita pulente nell’asportazio-
ne meccanica dello sporco; le at-

trezzature, di provata efficienza
meccanica, sono state studiate,
realizzate e certificate nell’ambito
del Sistema PCHS, in conformita
a specifiche tecniche e norme er-
gonomiche.

formazione: il percorso formativo
rappresenta il punto centrale di
ogni azione tesa al conseguimen-
to del migliore risultato; in ambi-
to sanitario occorre competenza
€ motivazione e per ogni operato-
re il primo requisito deve essere
quello di disporre della Cultura
dell'Igiene. Non solo “il saper
fare” ma anche il “dover fare”;
la consapevolezza delle proprie
responsabilita e delle conseguen-
ze derivanti da un’operazione di
pulizia svolta in modo corretto;
i “pazienti”, che si trovano in
ospedale per essere curati, sono

i primi destinatari del servizio di
sanificazione ed igiene. Il profilo
professionale deve essere arric-
chito di questa cultura; anche per
questo i tecnici di cantiere vengo-
no qualificati attraverso i corsi di
“specializzazione in sanita”.

impatto ambientale: le politiche
ambientali rappresentano di per

sé una spinta ad innovare; I’at-
tuale legislazione (ad es. i CAM)
e quelle in corso di esame, sia
a livello nazionale che comuni-
tario, ne connotano la rilevanza
in termini di strategia e di obiet-
tivi. Il modello, messo a punto
con il sistema PCHS, rende pos-
sibile non solo ridurre I'impatto
ambientale con una significativa
riduzione dei consumi (Kg di ri-
fiuti materiali -30/40%, Kg pro-
dotti /detergenti — 4/12%, Kg pro-
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dotti chimici pericolosi -40/50%,
risorse idriche ed energetiche -
15/28%) ma se del caso, assicura
I'adozione di soluzioni finalizzate
all’ azzeramento degli effetti cli-
malteranti (emissione di CO2),
attraverso misure compensative
(piantumazione alberi, acquisto
di energia verde, progetti interna-
zionali di riduzione gas ad effetto
serra etc.). Tutto cid € assicurato
a fronte dell’utilizzo del marchio
registrato “Copma Zero CO2”, ac-
quisito dal sistema PCHS che in
ogni sua parte, rappresenta una
metodologia ecosostenibile e per
questo, rappresenta un valore ag-
giunto.

controlli e certificazioni: anche
nel campo delle certificazioni di
qualita ¢ necessaria una svolta;
I'Ttalia ¢ il paese con piu cer-
tificazioni, dovremo essere per
questo all’avanguardia e invece
cosi non ¢, e tutti gli indicato-
ri d'impresa ed economici sono
ancora molto allarmanti. Se le
certificazioni sono “un mercato”
bisogna dire di no, se servono
solo al marketing bisogna dire di
no; abbiamo bisogno di eleva-
re e certificare la qualita delle
nostre produzioni, sia di beni
che di servizi , in termini reali
e non sulla carta. Occorre po-
ter attribuire alle certificazioni
il loro valore reale, ovvero fare
in modo che le stesse possano
realmente costituire elemento di
garanzia; qualita, sicurezza, etica
e ambiente, devono contraddi-
stinguere il modo e la cultura di
essere impresa e di fare impresa.
Solo cosi possiamo “pretendere”
che le certificazioni siano effet-
tivamente riconosciute e premia-
te.

Nel contempo il sistema di ga-
ranzia rappresentato dalle certi-
ficazioni per i servizi di pulizia
(compresa la certificazione Anm-
do-Cermet) deve essere integrato
in coerenza con ’evoluzione in

PCHS | jone e St it I
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fig.4: requisiti standard Protocollo di Igiene PCHS (Standard 1 e Standard 2)

atto, passando dalla “qualita cer-
tificata” alla “qualita dell’igiene
certificata”. Questo ¢ il nuovo
orizzonte a cui puntare: il con-
trollo di processo e di risultato
deve essere arricchito di nuovi
indicatori. Poiché l'igiene é il
prodotto del processo di sani-
ficazione ed € parte integrante
delle strategie di riduzione del
rischio infettivo, la stessa deve
essere “misurata” per tenere sot-

to controllo i maggiori agenti po-

tenzialmente patogeni. Gli IQM,
(Indicatori di Qualita Microbio-

logica) proposti dall’Universita
di Ferrara, rappresentano una
“innovazione nell’innovazione”;
per questo ¢ auspicabile che gli
organismi, preposti al controllo
dell’igiene e della prevenzione
del rischio infettivo, assumano
tali proposte come nuovi para-
metri di riferimento per uscire
da generici ed indistinti standard
di igiene. Per questo, il sistema
PCHS, nell’ambito delle attivita
di controllo da parte terza, pre-
vede un piano di monitoraggio
microbiologico in grado di sod-
disfare al requisito di standard
di igiene IQM per le specie pa-
togene piu significative.

I PROTOCOLLI
DI IGIENE PCHS

I Protocolli di Igiene PCHS
(fig.3) sono costituiti da una
base standard che potra esse-
re adattata/integrata a seconda
delle specifiche esigenze che si
riscontrano nella commessa; il
protocollo per essere conforme
al Sistema PCHS deve essere ap-
plicato in tutte le sue componenti
(soluzioni detergenti probiotiche,
materiali pulenti specifici, conte-
nuti progetto formativo, certifi-
cazioni e modalita di controllo,
riduzione impatto ambientale, si-
stema informatizzato di governo
del processo) le quali potranno
avere delle varianti (comunque
descritte e documentate) a se-
conda delle condizioni operative
riscontrate.

Il Protocollo Standard PCH base
di cui alla fig.4, corrisponde alle
prestazioni di norma erogate in
un’area sanitaria di medio rischio
con I’evidenza delle operazioni
piu significative. Il protocollo
si caratterizza per rendere piu
semplici le procedure operative
utilizzando tecniche, prodotti e
materiali idonei, in grado di assi-
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Contrallo di conformita Standard Qualita PCHS:

AlwaysConnectedCopma

+ presidio del processo di erogazione del servizio con il sistema ACC

« verifica indicatori di igiene con campionamento microbiologico
* controllo procedure di qualita di processo e di risultato
» controllo parametri di riduzione impatto ambientale

PCHS

PEHsS

1

—— rilascio di attestato di conformita Standard Qualita PCHS

fig. 5 scheda esplicativa delle attivita di controllo (sia di autocontrollo che di

parte terza)

curare performance produttive di
assoluto valore, garantendo con-
testualmente il massimo risultato
in termini di igiene.

In particolare nel Protocollo Stan-
dad PCHS base, si possono distin-
guere due aspetti di rilievo:

il primo riguarda l'operazione
di sgarzatura/depolveratura e di
lavaggio delle pavimentazioni:

l'azione congiunta della soluzione
detergente probiotica e dell’esclu-
sivo mop (brevettato), consentono
di ottenere con il Sistema PCHS, la
massima efficienza operativa, svol-
gendo contemporaneamente, sia
la funzione spazzante che quella
di lavaggio e conseguendo una
importantissima condizione, intro-
dotta nel vocabolario delle attivita

fig. 6: scheda esemplificativa della struttura di monitoraggio microbiologico

di pulizie ed igiene con la parola
chiave: “biostabilizzazione”.

il secondo riguarda I'operazio-
ne di ripasso: con il Sistema
PCHS, cambia anche il significa-
to dell’operazione di ripasso. La
ricerca, esposta negli articoli pre-
cedenti, ha evidenziato come,a
distanza di circa 7 ore dal aver
terminato le attivita di pulizia non
vi sia una criticita dal punto di
vista microbiologico ( gli indica-
tori IQM sono tutti entro la soglia
di accettabilita); si pone quindi
l'esigenza di effettuare solo una
ricognizione igienica per garanti-
re una qualita estetica (rimozione
sporco grossolano) e un ricondi-
zionamento igienico ( rimozione
di eventuali condizioni critiche
dovute a sversamenti o comun-
que fenomeni circoscritti).

Dalle modalita operative sopra
descritte, ne conseguono i se-
guenti vantaggi:

B carica batterica potenzialmen-
te patogena mantenuta nei limiti
definiti dall’Indicatore di Qualita
Microbiologica IQM

B riduzione dei consumi di pro-
dotti e dei consumi energetici (nei
limiti indicati precedentemente al
punto “impatto ambientale”.

B riduzione dell’esposizione ai
prodotti chimici da parte degli
operatori (migliorando la sicu-
rezza)

B miglioramento dell’efficienza
organizzativa e produttiva

B riduzione dei costi comples-
sivi del servizio, del 5-15 % ( va-
riabili in relazione alle situazioni
specifiche di ciascuna struttura
sanitaria/ospedaliera).

Il Protocollo PCHS, di norma si
applica a tutte le aree classifica-
bili come basso e medio rischio,
mentre non puo essere applicato
in quelle aree in cui sia prescritta
o prevista assenza/ o bassissima
carica microbica totale (es. sale
operatorie, laboratori, etc.). In
ogni modo, nella fase preliminare
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alllimplementazione del sistema
PCHS, le procedure sono oggetto
di condivisione con la Direzione
Sanitaria.

Gestione eventi straordinari, qua-

li ad esempio “ alert organism”,
sversamenti di liquidi organici

etc.: anche la modalita di gestione
di tali eventi viene definita in ac-
cordo con la Direzione Sanitaria
nella fase preliminare all’imple-
mentazione del sistema PCHS; gli
interventi straordinari rientranti
nelle predette fattispecie possono
essere eseguiti effettuando la pu-
lizia delle superfici con prodotto
detergente-disinfettante (classifi-
cato PMC), e con successivo ripri-
stino del prodotto probiotico.

CONTROLLO _
DI CONFORMITA
SISTEMA PCHS

1l corretto utilizzo del Protocollo
PCHS viene verificato attraverso
indicatori di conformita stan-
dard qualita PCHS (sia micro-
biologici che di sistema); in par-
ticolare come da fig. 5, i controlli
di conformita vengono eseguiti
secondo il seguente schema:

H controllo procedure di qua-
lita di processo e di risultato
(Certificazioni Qualita ISO 9000,
Ambientale ISO 14000, Sicurezza
OHS, Etica SA 8000, certificazione
standard Anmdo-Cermet)

H controllo indicatore micro-
biologico IQM: come da fig. 6
il controllo microbiologico viene
effettuato sui principali agenti
patogeni e si distingue in due ti-
pologie; controllo in avvio di im-
plementazione del Sistema PCHS
(con controllo al tempo TO prima
dell’applicazione del PCHS) e con-
trollo di monitoraggio annuale nel-
le commesse in cui 'applicazione
del sistema PCHS ¢ continuativa.
Anche questo controllo viene ef-
fettuato da parte terza.

B controllo applicazione proce-
dure protocollo PCHS (in auto-
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fig. 7: scheda di controllo conformita procedure PCHS

controllo): come da fig. 7 vene ef-
fettuata una specifica verifica sulla
corretta applicazione del sistema
con l'ausilio di idonea check list.
B controllo parametri di ridu-
zione impatto ambientale: coe-
rentemente agli obiettivi definiti
in sede di predisposizione del
Protocollo PCHS vengono verifi-
cati i relativi parametri (gestione
piano di lavaggio materiali di pu-
lizia, piano dei consumi e relativo
consuntivo, eventuali azioni com-
pensative)

B controllo del processo di ero-
gazione del servizio con sistema
informatizzato (corrisponden-
za con i requisiti di trasparenza,
tracciabilita del ciclo produttivo e
rendicontazione)

Certamente il contesto in cui oggi
si colloca I'attivita di sanificazione
e di igiene degli ambienti sanitari
e nosocomiali & particolarmente
critico sia per le tensioni derivanti
dalla crisi economica e dalla poli-
tica di spending review in corso,
sia per le incertezze del quadro
di riferimento normativo per il
riassetto del sistema sanitario in

italia ed ancora, per un mercato
dei servizi i cui capisaldi di eti-
ca, correttezza e professionalita
sono stati smarriti; il tutto con-
corre purtroppo inevitabilmente
ad abbassare la guardia sui livelli
di igiene, con conseguente innal-
zamento del rischio infettivo so-
prattutto in ambito sanitario. C’e
bisogno di innovare sotto ogni
punto di vista; i risultati dell’in-
novazione introdotta dal Sistema
PCHS, sono la dimostrazione che
qualcosa si puo fare e che si deve
fare: occorre investire in ricerca,
organizzazione e tecnologia, senza
cedere mai alla logica delle “tecno
furbizie” in cui si sono specializza-
ti molti operatori di mercato, stra-
volgendo regole e professionalita.
Per quanto di nostra competenza,
come operatori e produttori di
servizi di igiene, i risultati sono
a disposizione di tutti coloro che
possono concorrere ad attivare
politiche virtuose; cio richiede un
aggiornamento di regole e norme
in materia di igiene cosi come in
materia di qualificazione del mer-
cato e delle imprese.
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Caratteristiche generali
microbiologiche dellambiente

nosocomiale

Riassunto

Lo sviluppo, da parte dei microrganismi patogeni per la salute umana,

di resistenze ad antibiotici e di fenomeni di adattamento ai disinfettanti

normalmente utilizzati per le operazioni di sanificazione, ha richiesto

un’indagine mirata sulle probabili cause ed i meccanismi d’azione che

determinano tali fenomeni, in quanto responsabili dell’'aumento dei casi di

infezione in ambienti nosocomiali. Inoltre, poiché lo scopo principale per

cui vengono eseguite le pratiche di sanificazione ¢ la riduzione/eliminazione

del numero di microrganismi, dopo aver valutato i pro e contro dei vari

detergenti, sia tradizionali che a base di batteri sporigeni benefici (probiotici),

vengono esposte le motivazioni per cui sono da preferire questi ultimi.

Alberta Vandini*, Alessia Frabetii*, Maria Teresa Camerada”,

L. Lanzoni*, Sante Mazzacane’, Pier Giorgio Balboni*

*CIAS, Centro studi Inquinamento Ambienti elevata Sterilita, Centro di ricerca
interdipartimentale Dipartimento di Architettura e Dipartimento di Scienze

Mediche, Universita.di Ferirdid.

PAROLE CHIAVE:

Biofilm, disinfettanti chimici, sanificazione, degenze ospedaliere

INTRODUZIONE

Le procedure di sanificazione hanno
lo scopo di ridurre e contenere la
proliferazione dei microorganismi
presenti negli ambienti ospedalieri.
Tutti gli ambienti, anche quelli antro-
pici, sono colonizzati da un insieme
di cellule batteriche, micotiche, pro-
tozoarie, che, convivendo insieme,
producono biofilm, ovvero una ma-
trice di sostanze polimeriche extra-
cellulari (mucillagine), che le difende
dagli aggressivi chimici. [1] [2]

Un biofilm ¢ una comunita struttu-
rata (aggregati multi-cellulari) di cel-
lule batteriche vive, ma quiescenti,
racchiuse in una matrice polimerica
autoprodotta ed adesa ad una super-
ficie inerte o vivente (Figura 1, 2).
La letteratura scientifica continua a

riportare la formazione dei biofilm
da parte di una serie sempre pitt am-
pia di specie microbiche: tutti i tipi
di superficie possono essere coloniz-
zate da biofilm microbici.

I diversi componenti biologici del
biofilm medesimo sono in grado di
sopravvivere a condizioni avverse
(mancanza di acqua) pur rimanen-
do virulenti.

La formazione di un biofilm ha ini-
zio con un processo di adesione
dei microrganismi a una superficie
grazie alle forze di Van der Waals
(legate alla distribuzione delle cari-
che elettriche tra le molecole). Que-
sti microorganismi si ancorano poi
piu stabilmente utilizzando moleco-
le di adesione cellulare, mediante
la costruzione di una matrice che
assicura lintegrita del biofilm. Suc-

cessivamente il biofilm cresce a se-
guito delle divisioni cellulari e delle
integrazione di batteri esterni, anche
di specie diverse (batteri Gram+ e
Gram-, aerobi e anaerobi facoltativi/
obbligati, miceti uni e pluricellulari,
protozoi).

11 biofilm ¢ definito anche come mi-
crofouling, dovuto al fenomeno di
accumulo e di deposito di organismi
sia unicellulari (microrganismi) che
pluricellulari (biofouling), o di altre
sostanze non-viventi (organiche o
inorganiche).

All'interno del biofilm i microrgani-
smi possono mostrare due distinte
modalita di comportamento. La pri-
ma ¢ la familiare forma fluttuante, o
planctonica, nella quale le cellule se-
parate fluttuano o nuotano indipen-
dentemente in un supporto liquido.
La seconda ¢ lo stato aggregato, o
sessile, in cui le cellule sono stretta-
mente vincolate e fermamente attac-
cate I'una all’altra e anche, di solito,
a una superficie solida. La modifica
del comportamento ¢ attivata da
un meccanismo di comunicazione
chimica che differisce tra le specie.
Alcune specie, ad esempio, possono
produrre acil-omoseril-lattoni come
segnale di “quiescenza” (secondo
un processo denominato quorum
sensing), che induce le cellule plan-
ctoniche circostanti al cambiamento
fenotipico verso lo stato sessile, at-
traverso una differente espressione
dei geni della cellula. [3]

Il quorum sensing o comunicazio-
ne tra i batteri ¢ autoindotto e in
seguito al quale i microrganismi si
sottopongono a una serie di cambia-
menti fisiologici che consentono la
formazione del biofilm extracellula-
re. Infatti, a seguito del quorum sen-
sing autoindotto, i batteri possono
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iniziare la produzione superficiale
di polimeri extracellulari adesivi, la
produzione di biosurfattante, la spo-
rulazione, la bioluminescenza e la
secrezione di sostanze nutritive; con
sequestramento di molecole e fattori
di virulenza come conseguenza del
processo di formazione del biofilm.
I meccanismi di quorum sensing av-
vengono in tutti i batteri sia Gram
negativi che Gram-positivi.

Nella Figura 3, dove € rappresentata
la formazione del biofilm, vengono
distinte cinque fasi successive di
sviluppo: la fase reversibile di attec-
chimento iniziale (adesione caratte-
rizzata da legami elettrostatici deboli L ' S ,...

fra i batteri e le superfici di attacco), st .. A N :
alla quale segue, dopo pochi minuti,  Figura 1 — Adesione batterica con formazione di microcolonie su di una superficie
l'attecchimento irreversibile, nel qua-  antropica

le i batteri aderiscono alla superti-
cie mediante flagelli, fimbrie, pili e
fibrille di esopolisaccaridi; definita
anche fase di fissazione o irrever-
sibile attachment. Potrebbe essere
una fase ancora reversibile se si
operasse accuratamente una pulizia
manuale e meccanica per rimuove-
re lo strato cellulare. Segue la fase
di moltiplicazione, comprendente
una maturazione di formazione di
mucopolisaccaridi per 'adesione e
la maturazione all'interno di questo
strato mucopolisaccaridico i batteri
cominciano a moltiplicarsi creando
colonie protette da queste capsule
(fase irreversibile) ed infine si ha la
dispersione o rilascio intermittente.
In presenza di biofilm questo rila-
scio intermittente ¢ causa di una
sovrastima o di una sottostima della
contaminazione microbica.

I biofilm sono ubiquitari e posso-

no formarsi sui dispositivi medici GROWTH & EXOPOLYHER ATTACHHENT
di 141 protesi P L d" f;;g:ilrlito:i ‘:f;:g:i';;'}[ DIVISION PRODUCT 10N OF OTHER
ispositivi protesici, su ogni tipo di RIOFIH RN

OF BACTERIA OF DACTERIA
(sec.) (sec.-min.)

BACTERIA FORHATION BIOFILN
(hrs.-dsys) (hrs.-days) (doys-monihs)

superficie e in campo sanitario han-
no un ruolo importante nella anti-
biotico resistenza.

La presenza dell'involucro mucopo- &AL.
lisaccaridico agisce come un sistema ) —~ —~ \ G ' U' P
di protezione che si oppone alla pe- - e AN Fe 2 4

netrazione dei farmaci e similmente
dei disinfettanti, inoltre i microrga-
nismi presenti nel biofilm mostrano  Figura 3 - Formazione del biofilm. Dal sito: www.mondodiscus.com, modificata.
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RESISTENZA

- MICOBATTERI / VIRUS SENZA PERICAPSIDE ( es.

-VIRUS CON PERICAPSIDE

- SPORE BATTERICHE

Poliovirus )
-MICETI| e loro spore
- BATTER|I GRAM-NEGATIVI

- COCCHI GRAM-POSITIVI

SENSIBILITA

Figura 4 — Scala di resistenza e sensibilita dei microorganismi nei confronti dei

disinfettanti chimici.

possono essere esposti a dosi sub-
letali di antibiotici, provocando cosi
una piu alta incidenza di resistenze
microbiche con gravi conseguenze
per il paziente [5].

I gruppi di microrganismi esposti
nella Figura 4 comprendono tutte le
specie microbiche che sono in grado
di contaminare le superfici ospeda-
liere di ogni genere (letti, lenzuola,
pavimenti, pareti, arredi etc.), venen-
do poi trasmessi ai pazienti median-
te contatto, tramite le mani o i guanti
del personale di assistenza e dei vi-
sitatori oppure attraverso le polveri,
che, una volta depositate sulle super-
fici, possono essere contaminate dai
patogeni ivi presenti, per poi venire
in parte nuovamente sospese in aria
a causa dei moti convettivi naturali e
di quelli indotti, imputabili agli im-
pianti di climatizzazione, per ridepo-
sitarsi successivamente sugli arredi e
sulle superfici nosocomiali.

A ci0 si aggiunge che negli ambienti
ospedalieri la carica microbica pato-
gena necessaria affinche insorgano
delle infezioni in pazienti critici o im-
munocompromessi € molto ridotta e
quindi anche l'efficacia delle opera-
zioni di pulizia ha diretta influenza

sulla salute dei degenti.

La popolazione microbica ¢ eteroge-
nea e, a seconda delle proprie carat-
teristiche strutturali o metaboliche,
puo essere raggruppata in base ad
una scala di resistenza e sensibilita
nei confronti dei disinfettanti, che
sono utilizzati nelle procedure di pu-
lizia e sanificazione del’ambiente. Le
forme maggiormente resistenti sono
le spore batteriche, i micobatteri e i
virus senza pericapside, poi seguo-
no i miceti, i batteri Gram negativi, i
batteri Gram positivi ed infine i pit
sensibili ai disinfettanti sono i virus
con pericapside (Human Immuno-
deficiency Virus e virus dell’epatite
B).

Oltre alle caratteristiche proprie
di ogni gruppo, il biofilm costitui-
sce una barriera all’azione di molti
biocidi, impedendo cosi sia la com-
pleta pulizia dell’ambiente che la
totale eliminazione dei microrgani-
smi, con la conseguente presenza
di “survivors” (sopravvissuti) che,
nel contempo, possono sviluppa-
re resistenza all’azione dei biocidi
e trasmettere questa resistenza, se
genetica, a microrganismi anche di
altre specie.

In base a consolidate evidenze
sperimentali [6] [7], la sanificazio-
ne delle superfici e le modalita di
utilizzo dei prodotti sanificanti e
raccomandata in tutte le linee gui-
da internazionali e nazionali [8] [9],
rappresentando di per sé una im-
portante procedura utile a preveni-
re le infezione [10].
Comunemente, tali tecniche fanno
uso di disinfettanti chimici, con con-
seguenti rischi per I'inquinamento
ambientale e per la sicurezza degli
utenti, e con notevoli criticita di ri-
sultato [11].

I disinfettanti chimici di solito usati
in ambito ospedaliero devono rispet-
tare alcune condizioni per essere ef-
ficaci, quali:

B un sufficiente tempo di contatto
con la superficie da sanificare;

B una sufficiente concentrazione,
che potrebbe diminuire se ¢ presen-
te materiale organico;

B un sufficiente pH, che potrebbe
essere neutralizzato dalla presenza
di particolari sostanze in grado di
neutralizzarne I’azione.

Non ultimo, i disinfettanti chimici
sono piu o meno efficaci in funzio-
ne del microrganismo da eliminare
(Figura 4), percio non ¢ possibile
impiegare un qualunque prodotto
disinfettante per igienizzare una
qualunque superficie.

I fattori che influiscono sulla capacita
di contaminazione dell’ambiente in
relazione ai degenti sono inerenti:
B alla capacita dei microorganismi
di sopravvivere, rimanendo virulen-
ti, per lunghi periodi di tempo sulle
superfici contaminate (soprattutto
letti, lenzuola, comodini, pavimenti,
corrimano, bagni) ;

M alla loro capacita di colonizzare i
pazienti (ad esempio C. difficile, Sta-
phylococcus Meticillina resistenti o
MRSA) anche mediante il contatto
delle mani o dei guanti (personale di
assistenza e dei servizi “no core”)

B 2 fatto che ¢ sufficiente una dose
infettante piccola in pazienti critici o
immuno-compromessi

M alla relativa resistenza ai disinfet-
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tanti utilizzati nella pulizia degli am-
bienti ospedalieri o sulla strumenta-
zione presente.

M alla limitata efficacia biocida nel
tempo, che normalmente si esauri-
sce nell’arco di 20-30 minuti dopo
l'applicazione, con successiva cre-
scita esponenziale degli agenti mi-
crobiologici; cio ¢ imputabile anche
al fatto che l'azione del disinfettante
determina produzione di materiale
organico da decomposizione, quindi
nutrizionale, che favorisce la prolife-
razione dei microrganismi;

M alla diversa efficacia del disinfet-
tante in funzione delle caratteristi-
che fisico - chimiche del supporto
trattato; lo stesso principio chimico
puo determinare, infatti, risultati
completamente diversi su materiali
differenti in funzione della struttura
e dimensione dei micropori dei me-
desimi, delle dimensioni delle mole-
cole dell’agente chimico e del tasso
di evaporazione (tensione di vapore)
alle diverse temperature, velocita e
stati di umidita relativa dell’aria cir-
costante;

M alla capacita, da parte dei micro-
organismi stessi, di sviluppare conti-
nue mutazioni genetiche e difese di
diverso genere, atte a rendere inef-
ficace I'azione biocida chimica, con i
conseguenti fenomeni di biocida re-
sistenza, ben descritti in letteratura;
B aj problemi allergenici e di inqui-
namento dell’ambiente naturale ge-
nerati dall’'uso massivo di sostanze
chimiche che possono accumularsi
in modo persistente nei grandi ser-
batoi naturali (suolo, acqua, aria).
Tradizionalmente le procedure di sa-
nificazione sono effettuate mediante
l'impiego di detergenti/disinfettanti
chimici, che sono classificati in base
ai principi attivi che a loro volta so-
no diretti a determinati siti bersaglio
nei microrganismi.

I principali disinfettanti ad azione
battericida utilizzati per la sanifica-
zione delle superfici sono i bioci-
di rilascianti Cloro (ipocloriti): in
grado di ossidare i gruppi -SH delle
proteine ed inibire la sintesi del DNA

tramite clorurazione dei nucleotidi,
i Perossidi: ossidanti tramite —-PK
dei gruppi -SH di enzimi e proteine
e i Cationici (ad esempio Clorexi-
dina, Sali d’ammonio quaternari,):
inducono danni alle membrane ci-
toplasmatiche, Fenoli: esercitano
un’intensa azione denaturante sulle
proteine danneggiando le strutture
biologiche.

Tuttavia I’azione biocida ha deter-
minato un processo di selezione
naturale dei ceppi microbici poten-
zialmente patogeni, sempre piul resi-
stenti oltre che agli antibiotici, anche
ai disinfettanti.

E emerso da uno studio pubblicato
sulla rivista scientifica Microbiology
(Journal of the Society for General
Microbiology) che indica che batteri
come lo Staphylococcus aureus sono
in grado di produrre delle proteine
che diffondono molte differenti so-
stanze chimiche tossiche al di fuori
della cellula. Questi processi posso-
no rimuovere gli antibiotici dall’in-
terno del batterio e renderlo quindi
resistente [12].

Il medesimo fenomeno ¢ stato di-
mostrato anche nei confronti dei
disinfettanti: lo S. aureus ¢ stato
esposto a basse concentrazioni di
svariati biocidi, utilizzati negli ambi-
ti ospedalieri, con la constatazione
della comparsa di mutanti resistenti
e 'aumento della espulsione di so-
stanze tossiche [13].

Tra i microrganismi considerati po-
tenzialmente patogeni in ambito
ospedaliero possono essere menzio-
nati lo Staphylococcus aureus (MR-
SA), i coliformi (Escherichia coli), 1o
Pseudomonas aeruginosa, 1a Candi-
da albicans, I’Acinetobacter spp. ed
il Clostridium difficile.
Attualmente, negli ambienti noso-
comiali si verifica un progressivo
aumento delle resistenze batteriche
agli agenti ad attivita antibatterica,
disinfettanti e antibiotici, a dimo-
strazione della capacita di adatta-
mento dei microrganismi a diverse
condizioni ambientali attraverso lo
sviluppo o I'acquisizione di meccani-
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smi che conferiscono loro una certa
tenacita (resistenza) nei confronti di
tutte le classi di principi attivi anti-
batterici.

Dall’ente americano di controllo Cen-
ter for Disease Control and Preven-
tion (CDC) proviene l'allarme della
presenza di ceppi multi - resistenti o
super-resistenti; questi super batteri
sono in grado di resistere a tutti gli
antibiotici disponibili, anche ai car-
bapenemi di ultima generazione (co-
me i batteri Gram negativi Klebsiella
penumoniae, Escherichia coli).
Negli ultimi anni lo studio di nuo-
ve formulazioni disinfettanti e/o di
nuove procedure di sanificazione
¢ orientato verso prodotti a basso
impatto ambientale, detergenti eco-
logici, e verso prodotti a base di pro-
biotici, che esplicano una azione di
competizione interspecifica (tra spe-
cie diverse) secondo il principio di
esclusione competitiva.

In commercio sono presenti € vengo-
no applicati per procedure di pulizia
e sanificazione dei prodotti nei quali
sono presenti batteri, sotto forma di
spore, in grado, dopo germinazio-
ne, di sviluppare una popolazione
capace di entrare in competizione
biologica con i microrganismi poten-
zialmente patogeni.

Tali batteri sporigeni appartengono
al genere Bacillus e sono aerobi-
anaerobi facoltativi, poco esigenti
dal punto di vista nutrizionale e so-
prattutto dotati di un grande poten-
ziale enzimatico in grado di degrada-
re moltissimi substrati compresa la
mucillagine protettiva dei biofilm.
Questa metodica ha percio il van-
taggio, rispetto ai biocidi consi-
derati classici, di produrre una
competizione, e quindi una com-
pressione, continua nel tempo, nei
confronti dei potenziali patogeni
componenti i biofilm nosocomiali
abbassandone il numero e soprat-
tutto di essere ecocompatibile.

I batteri Bacillus sono in grado di ef-
fettuare la sporogenesi (formazione
della spora) e la germinazione, cioe
il passaggio dalla spora alla forma

pubblicazioni scientifiche

27

[OSPEDALE



PCHS

iurec Exaaring Wpgiee Npace s

28

[OSPEDALE

nucleoid

cytoplasmic membrang

a

inner forespore membrane

outer forespore membrane

c

mner forespore membrane

€3
¥

nucleoid

outer forespore membrane

b

degraded vegelalive baclenum

sporecoal ,—,‘\‘\

= . A

d

Figura 5 — Sporogenesi 6-8 ore. Dal sito: xfiles.farmacia.uniba.it, modificata.

vitale vegetativa, in base alle condi-
zioni esterne.

La sporogenesi avviene in un in-
tervallo di tempo di circa 6 — 8 ore
(Figura 5), questa fase puo essere
inibita dai disinfettanti chimici ed
¢ caratterizzata dalla formazione,
all'interno della cellula batterica di
una separazione della membrana
citoplasmatica ed alla formazione
di peptidoglicano sul doppio strato
fosfolipidico della spora, in modo da
costituire la corteccia (cortex) della
spora stessa (strato molto spesso di
peptidoglicano, che si differenzia
per la presenza di lattami dell’acido
muramico). Si stratificano dei fasci
del peptidoglicano per formare gli
strati esterni alla corteccia, le tuniche
costituite da diversi strati di natura
proteica, lamellari e fibrillari, carat-

terizzate da un elevato contenuto di
cisteina con la formazione di ponti
disolfuro. Contemporaneamente al-
la formazione delle strutture esterne
avviene la disidratazione del citopla-
sma sporale. Alla fine della sporoge-
nesi si otterra una spora completa
con un corredo genico simile a quel-
lo della cellula madre, e viene rila-
sciata all’ esterno per lisi della cellula
batterica che I’ ha prodotta. 1l core di
un’endospora matura € molto diver-
so dalla cellula vegetativa da cui si
origina, infatti 'abbondante quantita
di dipicolinato di calcio al suo in-
terno determina una riduzione della
quantita di acqua, e conseguente sta-
to di parziale disidratazione del co-
re stesso. Cio aumenta la resistenza
dell’endospora al calore e ad alcune
sostanze chimiche come il perossido

di idrogeno, e causa la parziale inat-
tivita degli enzimi metabolici.

Le spore contengono una grande
quantita di proteine core specifiche
chiamate small acid-soluble spore
proteins (SASP).

Le SASP sono prodotte durante il
processo di sporulazione ed hanno
almeno due funzioni; legano forte-
mente il DNA nel core proteggendo-
lo dai potenziali danni delle radia-
zioni ultraviolette, dall’essiccazione,
dal calore e funzionano da fonte di
aminoacidi, carbonio ed energia per
la formazione della nuova cellula ve-
getativa durante il processo di ger-
minazione.

Una spora batterica puo rimanere
inattiva per molti anni, ma puo es-
sere riconvertita a cellula vegetativa
piuttosto rapidamente attraverso la
germinazione (Figura 06).

In questo processo si distinguono 3
stadi:

B P'attivazione indotta ad esempio
dalla presenza di nutrienti specifici,
B la germinazione, che € un proces-
so rapido ed ¢ una fase essenzial-
mente catabolica, di demolizione di
diverse componenti della spora: si
osserva perdita del dipicolinato di
calcio, di componenti della corteccia
e degradazione delle SASP,

B ed infine avviene I'ultimo stadio,
ovvero l'esocrescita.

Lesocrescita comporta un visibile ri-
gonfiamento dovuto all’assorbimen-
to di acqua, inizio del metabolismo
respiratorio e una notevole attivita
biosintetica con produzione di nuo-
vo RNA, proteine e DNA. La cellula
emerge dal rivestimento sporale ini-
ziando infine la divisione cellulare.

degraded vegetative baclerium

' J
EXORPONUM cleoig

cortex

spore coat

emerging vegetative bacterium

exosparium

® @®

Figura 6 — Germinazione delle spore (circa 90 minuti). Dal sito: xfiles.farmacia.uniba.it, modificata.
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1l processo di sporulazione maggior-
mente studiato ¢ quello del Bacillus
subtilis, nel quale e stato rilevato che
la sporulazione richiede l'attivazione
di geni specifici, i cui prodotti non
sono espressi nel batterio nella fase
vegetativa dello sviluppo. L'espres-
sione regolata nel tempo di questi
geni € mediata da subunita della
RNA-polimerasi, chiamate fattori
sigma, che riconoscono i promotori
specifici dei geni della sporulazione
e permettono 'inizio della loro tra-
scrizione e I'inizio della sporogenesi
(Figura 5 e 6). Questo processo di
sporulazione e germinazione av-
viene piu volte nei batteri sporige-
ni probiotici utilizzati nei prodotti,
che compongono 'innovato sistema
di igiene e sanificazione definito
Probiotic Cleaning Hygien System
(PCHS). Questo sistema impiega i
batteri sporigeni Bacillus species
(Figura 7) (soprattutto Bacillus sub-
tilis, Bacillus pumilus, Bacillus me-
gaterium) per contribuire a garantire
una igiene stabile unendo I'azione di
“biostabilizzazione” dei batteri pro-
biotici con lefficacia di materiali im-
piegati e specificatamente studiati.
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[ probiotict: aspetti generali
e valutazioni sulla sicurezza dimpiego

Riassunto

Studi e sperimentazioni di campo dimostrano che alcuni microorganismi
appartenenti al genere Bacillus possono essere utilizzati efficacemente come
probiotici per la sanificazione delle superfici nosocomiali, a causa della loro
azione antibatterica e antifungina, essendo peraltro sicuri per la salute umana
e 'ambiente. Oltre a trovare impiego in agricoltura, nella alimentazione umana
e animale, nella produzione di biopolimeri e come agenti immunostimolanti
per aiutare il trattamento delle malattie del tratto gastrointestinale e urinario,
in generale i probiotici sono in grado di contrastare efficacemente e nel
tempo la proliferazione di altre specie batteriche potenzialmente patogene. A
sostegno della sicurezza nell'impiego dei Bacillus, vengono inoltre descritte

alcuni tipi di indagini (antibiogrammi e analisi molecolari) che, oltre ad

constatare l'efficacia, nei confronti di queste specie microbiche, della maggior
parte degli antibiotici, in grado di verificare e monitorare il livello di sicurezza
dei prodotti probiotici usati.
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Probiotico, bacilli sporigeni Bacillus, sicurezza microbica, Generally
regarded as safe, antibiogramma, real time PCR.

INTRODUZIONE

Un numero sempre maggiore di
microorganismi, considerati pro-
biotici, sono riportati nella Banca
dati biologica derivata dalla “Colle-
zione Nazionale di Microorganismi
di interesse Agrario ed Agroindu-
striale” (COL.MIA), alla quale par-
tecipa anche il Consiglio per la
Ricerca e la Sperimentazione in
Agricoltura (CRA), ente nazionale
di ricerca e sperimentazione con

particolari competenze scientifiche
nel settore agricolo, agroindustria-
le, ittico e forestale.

I probiotici sono stati definiti dall’
International Life Science Institu-
te (ILSD) “complementi alimenta-
ri sotto forma di microorganismi
viventi” (ad esempio Lattobacilli,
Bifidobatteri), che hanno benefi-
ci effetti sull’equilibrio della flora
intestinale umana e quindi sulla
salute umana.

I probiotici sono attivi nel soste-

nere i meccanismi di difesa inde-
boliti dai trattamenti antibiotici ed
associati a varie infezioni del tratto
gastrointestinale.

1l problema maggiore nella loro ap-
plicazione e dovuto al fatto che non
sempre sono stabili; ad esempio i
Lactobacilli presentano una shelf
life molto breve, venendo influen-
zati dalle condizioni ambientali in
loco, che, se sfavorevoli, possono
comprometterne la sopravvivenza
e renderne inefficace l'utilizzo.
Tale problema ¢ stato superato sce-
gliendo opportune specie di pro-
biotici, appartenenti al genere Ba-
cillus, essendo questi caratterizzati
dal processo di sporulazione.

In questo modo, per questi batteri
¢ possibile la sopravvivenza anche
in condizioni difficili, poiché for-
mano una spora all’interno della
quale restano quiescenti, fino alla
loro rivitalizzazione (germinazio-
ne) che avviene quando i parametri
ambientali migliorano.

Di recente ¢ stata introdotta sul
mercato una nuova gamma di pro-
dotti sviluppati per la pulizia de-
gli ambienti, basata per 'appunto
sull’uso di una miscela di questi
batteri probiotici del genere Bacil-
lus species (spp.). (1, 2, 3)

Questo documento riassume quan-
to e riportato in bibliografia per cio
che attiene ai batteri Bacillus spp..
Le informazioni inerenti alla non
patogenicita del ceppo Bacillus
spp., esposte qui di seguito, sono
desunte dalla letteratura scientifica
disponibile sull’argomento e ripor-
tata in appendice.

Il genere Bacillus comprende bat-
teri gram-positivi, che si presenta-
no in natura sotto la forma vegeta-
tiva e di spora (per questo motivo
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Figura 1: Forma di spora (endospora) di Bacillus spp. subtilis
al SEM (D.to SveB Universita di Ferrara)

vengono definiti bacilli sporigeni);
sono saprofiti, ampiamente diffusi
in natura (ubiquitari) e sono comu-
nemente isolati da ambienti, quali
acqua, suolo (4) , aria, e residui
vegetali in decomposizione.

Tra i batteri probiotici del gene-
re Bacillus, la specie piu studiata,
che si puo anche trovare in alcuni
integratori probiotici, € quella del
Bacillus subtilis (3).

Gia una decina di anni fa il suo
genoma ¢ stato completamente se-
quenziato e sono stati pubblicati
diversi studi di ricerca a favore del-
la sua sicurezza come probiotico

(5,6,7,8).

Figura 3: immagine di Spore di B. subtilis al SEM (D.to SveB Uni-

versita di Ferrara)

La forma vegetativa, con metaboli-
smo aerobio/anaerobio facoltativo
e con poche esigenze nutrizionali,
¢ in grado di moltiplicarsi e di co-
lonizzare 'ambiente competendo
con altri batteri potenzialmente
patogeni.

La spora (Figura 1, 2 e 3) permette
invece la permanenza del microor-
ganismo nell’'ambiente in condizio-
ni avverse, mantenendo la capacita
di germinare non appena si rinno-
vano condizioni favorevoli per la
forma vegetativa (Figura 4).

Gli effetti benefici di spore di B.
subtilis, come preparazione pro-
biotica, sono relativi all’equilibrio

Figura 2: immagine di Spore di B. subtilis al SEM (D.to SveB
Universita di Ferrara)

della microflora intestinale per il
trattamento o per la prevenzione
di disturbi intestinali (9).

I dati su infezioni sostenute da B.
subtilis sono limitati , mentre, per
quanto riguarda le cause di morte,
nella statistica dell’Organizzazione
Mondiale della Sanita non ne esi-
stono affatto.

Nel genoma del Bacillus subtilis
non sono stati riscontrati geni re-
sponsabili di produzione di tossine
o altre sostanze nocive, quali emo-
lisina e lecitinasi.

Il fenomeno delle resistenze micro-
biche agli antibiotici deriva soprat-
tutto dal potenziale trasferimento

Figura 4: Piastra Petri con colonie di B. subtilis.
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genico da alcuni batteri, che pos-
siedono questi geni di resistenza,
ai batteri patogeni, che a loro volta
sono in grado di acquisire resisten-
za o di sviluppare delle multiple
antibiotico- resistenze.

Nel 2008 ¢ stato condotto uno stu-
dio sulla resistenza di una serie
di antibiotici del genere Bacillus
dimostrando che i ceppi Bacillus
sono sensibili agli antibiotici presi
in esame, utilizzati frequentemente
anche nel campo medico [Europe-
an Food Safety Authority - EFSA
-AD].

Al genere Bacillus appartengono
due specie patogene, B. anthracis
e B. cereus, ma la sicurezza delle
altre specie di Bacillus & ampia-
mente documentata (2).

Sono stati effettuati numerosi test
di tossicita acuta e subcronica sugli
animali; studi “in vitro” sono stati
eseguiti su un certo numero di spe-
cie, tra cui B. subtilis var. natto (5),
B. indicus (5), B. coagulans (19) e
B. subtilis 2335 (6), senza rilevare
nessun effetto indesiderato.

11 Bacillus subtilis ¢ utilizzato con
sicurezza nella produzione di enzi-
mi di tipo alimentare e, negli ultimi
dieci anni, ceppi ricombinanti di
Bagcillus subtilis sono stati utilizzati
con sicurezza nella fabbricazione
di una varieta di prodotti edibili
bio-industriali, quali enzimi, vitami-
ne, antibiotici, biopolimeri, additivi
e per la produzione di determinati
alimenti, come miso (derivato dalla
lavorazione della soia) in Giappo-
ne (da B. subtilis var. natto).

Gli enzimi derivati da B. subtilis
sono alfa-acetolattato decarbos-
silasi, alfa-amilasi, betaglucanasi,
glutaminase, maltogenic amilasi,
pullulanasi, proteasi e xilanasi.

Il B. subtilis ¢ classificato come
Classe 1 (rischio nessuno) dal Na-
tional Institute of Health (NIH -
US) (12,13).

Come specie tipo, il Bacillus subti-
lis non € considerato un patogeno
ed ¢ generalmente rappresentato
come esempio di microrganismo

non patogeno (5, 9, 13); non ¢
tossigeno (non produce tossine)
in base ai criteri della US Environ-
mental Protection Agency (EPA)
ed ¢ uno dei 10 organismi ospiti
a beneficiare di un’esenzione Tier
I nell’ambito della normativa EPA,
riguardante la classificazione del
rischio (14).

Inoltre il B. subtilis ¢ utilizzato co-
me inoculante nel suolo in orticol-
tura e agricoltura.

B. globigii, una specie simile, ma
filogeneticamente distinta, ¢ stato
usato come simulatore di diffusio-
ne batterica tracciabile (innocua) in
una simulazione di guerra biologi-
ca durante il progetto SHAD (detto
Progetto 112) (15).

Enzimi prodotti da B. subtilis sono
ampiamente utilizzati come additi-
vi ad attivita biologica pulente in
ammollo nei detersivi per bucato.
Nella pescicoltura ¢ stata provata
sia in vitro che in vivo lattivita
enzimatica del B. cereus e del B.
subtilis nei confronti dei rotiferi
in allevamenti ittici; inoltre, & stata
dimostrata la forte inibizione nei
confronti dei batteri patogeni Ae-
romonas hydrophyla e Vibrio al-
ginolyticus , causa di infezioni nei
pesci (16,17).

Una notevole gamma di cibi fer-
mentati si ritengono ottenuti anche
per lattivita proteolitica ed enzima-
tica del Bacillus subtilis.

1l B. subtilis ceppo QST 713 (com-
mercializzato come QST 713 o Se-
renade) ha un’attivita fungicida na-
turale, ed € impiegato come agente
di controllo biologico (18).

I prodotti a base di Bacillus spp.
sono popolari in tutto il mondo
prima dell'introduzione degli anti-
biotici come vaccini subtilici, ovve-
ro come agenti immunostimolanti
per aiutare il trattamento delle ma-
lattie del tratto gastrointestinale e
urinario.

Sono ancora ampiamente utilizzati
in Europa occidentale ed in Medio
Oriente come una medicina alter-
nativa (19).

In conclusione ¢ possibile affer-
mare che i batteri del genere Ba-
cillus, in quanto considerati sicuri,
sono utilizzati in agricoltura, (18,
19) orticoltura, nella alimentazione
umana (20) e in veterinaria (21, 22,
23,24).

Diverse specie di Bacillus sono
state classificate GRAS (Generally
regarded as safe) , poiché usate in
processi alimentari o in preparazio-
ni farmaceutiche, e quindi ricono-
sciute dalla FDA ( Food and Drug
Addiministration) come trattamen-
ti per scopi umani senza effetti col-
laterali (25, 26, 27,28).

Non inducono la formazione di
batteri patogeni, sono biodegra-
dabili e sicuri per 'ambiente.

ANALISI BIBLIOGRAFICA

La coniazione della parola “probio-
tico” ha una lunga storia che vede
il primo suggerimento riguardo
all’'uso dei batteri in senso pro-
biotico risalente ai primi del ‘900
(29, 30), termine che in realta non
venne coniato fino al 1960 quan-
do venne utilizzato per indicare so-
stanze prodotte da microorganismi
che promuovono la crescita di altri
microorganismi (31). Successiva-
mente, seguirono altre definizioni
di “probiotico”, inteso come “un
microorganismo vitale di tipo ali-
mentare che ha un effetto benefico
grazie al miglioramento del bilan-
cio intestinale dell’organismo ospi-
te” (32). Questa definizione venne
poi estesa come “una monocoltu-
ra o coltura mista vitale di batteri
che, quando applicati ad animali
o uomini, hanno impatto benefi-
co sull’ospite grazie al migliora-
mento delle proprieta della flora
endogena” (33). Una piu recente
definizione, invece, descrive i pro-
biotici come “microorganismi vitali
che, quando consumati in quantita
adeguata, conferiscono un effetto
salutare all’ospite (34). Tuttora la
definizione maggiormente diffusa,
riconosciuta ed accettata descrive
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i probiotici come una preparazio-
ne di microrganismi vitali in grado
di apportare un beneficio per la
salute dell’ospite una volta assunti
(35), e per questo motivo sono sta-
ti ampiamente utilizzati come sup-
plementi a seguito di alterazioni
sia qualitative che quantitative del-
la flora intestinale. In aggiunta, il
processo di “interferenza batterica”,
secondo la quale batteri commen-
sali vengono impiegati per preveni-
re la colonizzazione dell’ospite da
parte di organismi patogeni, € stato
mostrato una modalita utile per la
prevenzione e il trattamento delle
infezioni sia in vitro che in modelli
animali (36, 37, 38).

Numerosi studi sugli organismi
probiotici, infatti, ne hanno rivelato
il potenziale utilizzo per il tratta-
mento di diverse malattie, come ad
esempio quelle che coinvolgono il
tratto gastrointestinale (39, 40, 41).
In questo senso, € stata recente-
mente documentata lefficacia dei
probiotici per il trattamento delle
gastroenteriti acute nei bambini e
per la prevenzione degli stati diar-
roici legati all’uso di antibiotici sia
in adulti che in bambini (42). Trial
clinici sull'uvomo e studi su modelli
animali hanno mostrato che i pro-
biotici hanno un ampio potenziale
di utilizzo per prevenire, trattare
o alleviare i sintomi in alcuni stati
patologici legati a carie, periodon-
titi e vari altri stati patologici tra
cui anche otiti e stati allergici co-
me la rinite allergica (43, 44, 45,
46, 47). Nel caso della salute orale,
in anni recenti si & sviluppato un
crescente interesse rivolto all'uso
dei probiotici per il mantenimento
dello stato di salute a livello orale e
per il trattamento di infezioni ora-
li (48), tra le quali emerge anche
uno studio recentissimo inerente
al trattamento di stomatiti dovute
a candidosi (49). Questi aspetti di
trattamento e di uso medico/clini-
co dei probiotici sono stati riportati
ed analizzati in un recente reso-
conto della Agency for Healthcare

Research and Quality (AHRQ) (50),
una della agenzie che fanno parte
dello United States Department of
Health and Human Services.

Allo stesso modo, la promettente
strategia, che prevede un passag-
gio “concettuale” dell’utilizzo di
batteri probiotici da un’applicazio-
ne legata all’alimentazione ad una
relativa a procedure di pulizia, si
basa sull’ipotesi che essi possano
colonizzare le superfici inanimate
sulle quali vengono applicati e con-
trastare di conseguenza la prolife-
razione di altre specie batteriche
(51), incluse quelle normalmente
riconosciute come patogene per gli
esseri umani. Scopo e applicazione
di probiotici in questo senso sono
racchiusi nel concetto di “biostabi-
lizzazione”, strettamente connesso
al principio di esclusione compe-
titiva (52, 53).

Studi sperimentali e clinici hanno
mostrato che l'arricchimento della
dieta con alcuni tipi di probiotici,
porta a benefici quali I'attivazione
del sistema immunitario e delle
vie metaboliche, che ripristinano
l'omeostasi tissutale e promuo-
vono un generale stato di salute
(54). Inoltre, attuali studi e ricerche
sono volti a valutare la possibili-
ta di impiego dei probiotici come
potenziale strategia per la preven-
zione e il controllo delle infezioni
veicolate dal cibo (55). Per questo
motivo, con il tempo, si ¢ fatta
avanti la possibilita di impiegare
le spore come supplementi di tipo
probiotico in una serie di prodotti
alimentari, che si traduce quindi
nell’utilizzo di batteri sporigeni
come probiotici (56).

I batteri appartenenti al genere
Bagcillus spp. sono stati impiegati
come probiotici in differenti appli-
cazioni, quali supplementi per la
dieta nell’alimentazione sia umana
che animale, data la loro capacita
di stimolare il sistema immunita-
rio (57). In particolare, il Bacillus
subtilis ¢ stato indicato come sicu-
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ro per il consumo per 'uomo (58,
59), nelle forme, sia vitale sia di
spora (60), e attualmente si stanno
facendo largo crescenti evidenze a
favore dell’'uso di questi microorga-
nismi non patogeni nella prepara-
zione del cibo (61, 62), dato che la
loro natura non patogena e patoge-
nica per l'uomo ¢ ben conosciuta
da tempo (63).

Uno degli aspetti cruciali ¢ dato
dalla sicurezza applicativa di questi
batteri appartenenti al genere Ba-
cillus, tra i quali, in particolar mo-
do, il Bacillus subtilis, cosi come il
Bacillus pumilus e il Bacillus me-
gaterium, risultano non pericolosi
per 'uomo e di grande interesse
dal punto di vista biotecnologico
e biofarmaceutico (64, 65).

E importante notare come diversi
ceppi di batteri probiotici siano stati
indicati come sicuri per uso umano
da numerosi studi (66, 67, 68), e clas-
sificati come microorganismi GRAS
(Generally Recognized As Safe) dal-
la Food and Drug Administration
(FDA). In particolare, il Bacillus sub-
tilis & stato inserito nell’elenco degli
organismi QPS (Qualified Presum-
ption of Safety) dalla Autorita Euro-
pea per la Salute Alimentare (EFSA,
European Food Safety Authority) gia
nel 2007 (69, 70).

Numerosi studi di rilievo scien-
tifico, hanno dimostrato come il
genere Bacillus, e in particolare il
Bacillus subtilis, proprio per la sua
grande versatilita e assenza di pa-
togenicita possa essere impiegato
come agente di biocontrollo per
applicazioni di acquacoltura (71,
72,73), agricoltura (74, 75) e come
adiuvante nei vaccini (76, 77).

Un esempio importante dell’aspet-
to legato ai vaccini, descritto sia
in vitro che in modelli animali, &
dato dall’applicazione di spore bat-
teriche come nuovi sistemi di vei-
colazione (78), e in particolare di
quelle di B. subtilis per lo sviluppo
di vaccini di grande rilevanza come
quello per il tetano (79, 80, 81).
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Classificazione

Bersaglio nella cellula
batterica

Antibiotico:

Sigla e
concentrazione

Sintesi parete cellulare PENICILLINA P 10U

Cefalosporine p-lattamico Sintesi parete cellulare CEFOPERAZONE CFP 30ug
Amminoglicosidi GENTAMICINA G 10pg

Cloramfenicolo

Sintesi proteica

CLORAMFENICOLO

C 30ug

ANTIBIOGRAMMA

Nello studio preliminare per ri-
cercare l'antibiotico - resistenza
dei ceppi di Bacillus € stato uti-
lizzato 'antibiogramma (ABG),
test in vitro di sensibilita dei
microorganismi nei confronti di
agenti antibatterici (Antimicro-
bial Susceptibility Testing o AST)
effettuando il metodo di Kirby -
Bauer (agar-diffusione).

L’AST & sottoposto a determina-
te regole definite a livello inter-
nazionale dal NCCLS (National
Committee for Clinical Labora-
tory Standards) e definisce la
resistenza (R) o la sensibilita (S)
0, nel caso si parli di sensibilita
intermedia, (I) del microrganismo
di prova nei confronti dell’anti-
biotico testato.

MATERIALI E METODI

Reagenti e terreno di coltura

I dischetti di nitrocellulosa imbibiti
di antibiotici a concentrazione nota
(Oxo0id) sono riportati nella tabella
sopra.

Si e inoltre fatto uso di Piastre di
agar Mueller - Hinton agar (Oxoid):
Mueller- Hinton agar (82), la cui
semplice composizione non in-
terferisce con i risultati del test di
sensibilita microbica, della scala di
McFarland standard utilizzata per
la preparazione della sospensione
batterica di prova (Biomerieux ),
di un misuratore per misurare le
dimensioni della zona di inibizione
(diametro espresso in mm) e del
ceppo di controllo standard ( Ba-
cillus subtilis ATCC 6633 ) (WVR:
Pbi International).

Procedimento AST (83, 84)
Dopo incubazione di piastre di
Triptyc Soy Agar, corrispondenti al
conteggio della conta totale prove-
nienti dal campionamento in cam-
po, soprattutto provenienti da due
superfici, lavello e pavimento, delle
strutture ospedaliere trattate con il
protocollo di sanificazione a base di
Bacillus , diverse colonie singole di
batteri Bacillus (figura 5), di tipolo-
gia diversa, sono state singolarmente
prelevate con un’ansa sterile e dilui-
te in 4 ml di Tryptic Soy Broth.
Dopo incubazione in termostato a 35
° C per 2 ore, viene regolata la tor-
bidita della sospensione batterica di
Bacillus con soluzione salina sterile,
per ottenere una torbidita pari allo
standard di 0,5 McFarland [equivalen-
te di concentrazione batterica di 10°
UCF (unita formanti colonia)/ml].

Figura 5: Colonie di Bacillus species (spp.) cresciute sul terreno d coltura TSA (dopo 4 giorni di termostato a 37°C): si evi-
denziano colonie diverse a seconda della forma, della consistenza, dell'aspetto (colonia liscia o rugosa).
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In parallelo sono state analizzate an- [ |nterpretazione alone (diametro in mm)

che alcune colonie isolate dai prodot- Resistente Intermedio Sensibile
ti detergenti, prodotto probiotico per  [[PENICILLINA P 10U <28 219
pavimento (Floor Cleaner) , prodotto E:ig:‘é:‘:z‘:) . E::g:ﬁ 2‘; i:‘_‘;g :;i
Prob1ot1co per la linea mano (.Int‘ej NETILMICINA NET ml:i <12 13:14 215
rior Cleaner) e prodotto probiotici | Eramicina G 1008 5 e A%
per i sanitari (Sanitary Cleaner), uti-  |E[[NDAMICINA | CC 2018 <14 15:20 521
lizzati nel protocollo di sanificazione  |[ERITROMICINA E 15ug <13 14:22 223
in campo di strutture ospedaliere e  |[|ACIDO NALIDIXICO |NA 30ug <13 14:18 219
un ceppo di Bacillus wild type’ iso- CLORAMFENICOLO |C30ug <12 13+17 218
lato dall’ambiente ospedaliero non references: from document M100-520 (M02-A10) Clinical and laboratory Standard Institute

trattato con probiotici. Tabella 1 - Tabella di interpretazione degli aloni di inibizione degli antibiotici testati in base
Mediante la tecnica della semina in  al documento “Document M100-S20 (M02-A10) Clinical and laboratory Standard Institute

Antibiotico Beta- lattamico Bersaglio: parete batterica
ANTIBIOTICI DI PROVA PENICILLINA {conc. 10U)
Diametro alone di inibizione (mm) Interpretazione del Risultato

Bacillus subtilis ATCC 6633 (ceppo di riferimento standard) 7 R
Bacillus wild type (ceppo selvatico] 12 R
Bacillus colonia tipologia 1 proveniente da confezione Floor Cleaner 10 R
Bacillus colonia tipologia 2 proveniente da confezione Interior Cleaner 14 R
Bacillus colonia tipologia 3 proveniente da confezione Sanitary Cleaner 20 5
Bacillus colonia tipologia 1 provenienza in campo (superficie lavello) At= 2 anni 15 5
Bacillus colonia tipologia 2 provenienza in campo (superficie lavello) At= 2 anni 0 (ressu alone) R
Bacillus colonia tipologia 1 pr l in campo (superficie lavello) At= 2 anni 0 (resw slons) R
Bacillus colonia tipologla 1 provenienza in campo (superficie pavi ) At= 2 annl 0 (nessu alone) R
Bacillus eolonia tipologia 2 pr in campo (superficie pavi At=1 anno 0 (nessy sloae) R
Bacillus colonia tipologia 2 provenienza in campo (superficie lavello) At= 6 mesi 9 R
Bacillus colonia tipologia 1 p in campo (superficie pavimento) At= 6 mesi 0 (nessu alone) R
Bacillus colonia tipologia 2 provenienza in campo (superficie lavello) At= 6 mesi 0 (nessu alone) R
Bacillus colonia tipologia 3 provenienza in campo (superficie pavimento) At= 18 mesi 15 R
Bacillus colonia tipologia 3 pr In campo (superficie pavimento) At= 3 mesi 10 R
Bacillus colenia tipologia 1 pr i in campo (superficie pavimento) At= 3 mesi 0 (nessu alone) R
Bacillus colonie miste (tipologia 1+ 2) pr ienza in po (superficie pavi } At= 3 mesi 8 R

Tabella 2 - Risultati dell’antibiogramma nei confronti dell’antibiotico Penicillina (antibiotico p-lattamico); il suo meccanismo
di azione consiste nella inibizione della formazione della parete batterica, bloccando la trans-peptidasi del peptidoglicano,
costituente fondamentale della parete medesima.

» ~ Antibiotico Beta- atiamico  Bersagiio: parete batterca |  AntiioticoBeta- lattamko  Bersagho: parete bitterica
ANTIBIOTICIDIPROVA  CEFALOTINA fconc. 30g) CEFOPERAZONE [conc. 30yg)
Diametro alone di mibizione (mm) Interpretazione del Risultato | Diametro alone di inibizione {mm) Interpretazione dei Risultato
(Bacils subtibis ATCC 8633 [ceppo di rferimenta standard) 30 s 0 |
[1Bacitis witd type Iceppo sehvatice) 1] s 18 i
[[Bscibis colonia tipologsa 1 sroveniente da corfezone Foor Ceaner 10 R 7] R
[1Bscits coionia tipoioga 2 proveniente ds conteions Interior Cieaner 2% 3 19 |
[lBscitus colcnia tipolegss 3 proveniente da conterione Sanitary Cieanes 3 s 0 1
[1B3cits colonia tipalogia 1 proverienza in camgo (superficie lavelo] t=2 anrd 30 s E) s
[ 8scibis coloaia tipologia 2 prevenienza in cameo (superfici lavello] &1=22ani EE) 5 5 5
[1s3cits colonia tipoiogia 1 provenienza in campo (superfice laveto) at= 2 anni Y— R 1 R
[[sacitus coloni tipologia 1 in camgo [superficie p J t=2 a0 30 5 I} s
1Baciis colonia tipologia2 in camgo (superic J =1 anna R 5 0 5
[1gscitls colonia tigologia 2 srovenienta in campo {superfice lavello) &t= & mesi 35 3 2 5
[122cibs colcnia tipologia 1 proveniensa in campo (superfcie pavimentol &t= 6 mesi 7 R 15 R
[183citis colonia tipologia 2 proveniensa  campo [superice laveio) = 6 mesi 3 s 25 s
[lacibus colonia tipologia 3 5 ampo (superficie pavimento) 8t= 18 mesi 30 5 20 |
||hdlmwbnuiwlmmmumwlmmmlmim 35 5 0 H
[1Bacills colonia tipologia 1 provenienza in camgo [superficie pavimento) dt= 3 mesi 35 5 % I
[[Bacitis cotonie miste tipologia 1+ 2) provenienta in campo fsuperficie pavimentol &t=3 mesi % 5 13 |

Tabella 3: Risultati dell'antibiogramma nei confronti degli antibiotici p-lattamici CEFALOSPORINE, il cui meccanismo di azione
¢ (come per la Penicillina) I'inibizione della formazione della parete batterica:
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Antibiotico AMNONOGLICOSID!  Bersaghio: sntesiproteca |
ANTBIOTICIDIPROVA  GENTAMCINA conc. 105} NETILMICINA {conc 10,5}
Diametro akone dinibizine () Inerprecazione del Risultato |Diametro aone di inizione {mm) interpretazione del Fisukata
Bacillus subtilis ATCC 8633 |ceppo di riferimento sandard) 5 S 1 §
(1a2ciis witd ey fceppo sebatico % § 0 5
[ecitus coora tipoioge 1 provemente ds confezane Floor Cesner 19 5 13 s
{1zacitis colonia oo 2 aroveniente ca conferione Interier Cieaner ] S 0 5
1Bacibs cokria tpelogia 3 provemente ca confesone Sanitary Ceaner 2 3 0 5
(1 sacits colnia tipoogia 1 provenienta i camgo superfce avello} at= 2 ann 2 5 3 3
(1 gacitis colonia tipologia 2 provenienta i camgo superfce lavell) t=2 anni 10 R I 5
[laacits cotoniatigoiegia 1 proveriensa i camgo {superficielavllo) = 2 anni B S 5 S
|Elmlmumauwbwlmmunmlwmmwlm 2 S 5 5
(1Bacits colonia tioiogia 2 rovenienta in camgo superfie pavimental bt= 1 anna 5 S B 5
(1aacils coloia tipogia 2 provenienzain camge euperice avelc) &= 6 mesi 0 3 5 5
(12acius colonia tipolgia 1 provenienzain camgo [superfic pavmento) it= 6 mesi 5 s 25 5
(18acitus colois ipologia 2 provetienss i cam superfce avedlo) t= mesi % S 3 S
{1 sacis coloia tipologia 3 provenientain camgo superfice pavimento) at= 18 mesi 5 5 2 5
"ﬂadlmdmhh‘whwimnmnnmlmpﬂftilmml&ﬂum 30 S 35 5
"!.dlmtdmhlil*ﬁil ienta in campo |superficie p tof &tz 3 mesi 26 5 30 5
[1Bacitus colonie misce (ipologa 1+ ) provenienza n campo fsuperfie paviment dt= 3 mesi 2 3 2 §

Tabella 4: Risultati dell'antibiogramma nei confronti degli antibiotici AMMINOGLICOSIDI, il cui meccanismo di azione ¢
I'inibizione della sintesi proteica:

Antioteo UNCOSAMIDI~ Bersagia: smesiproteica | AnibiotioMACROUDI  Bersagio:sintesi proteica
ANTIBOTICIDIPROVA. ~ CLINDAMICINAfoc: ) ERITROMICNA (conc 150
Dametro sane dindizone (] merpretazone del isutats | Diamerro sions 8 mbioane () Ineroretazune gl fisalato
| Bacills subtiis ATCC 6633 |ceppo di riferimanto standarc) 5 5 ren et |
(13ciis widtype feppo sehaico 0 | 200 iUt |
3acituscoloi tiooogia 1 provesiente da confezine Poor eanes 15 I 3 §
3aciis coloni tioooga  rovenients g confezione nercr Deaner 1 | 3 5
([3cius coionia tciogia 3 provemente g confezane Sanary Ceaner % 5 [E— /
3acius colois toisge 1 srovenienta in camgo (supefice avelo] &= ann 0 I % s
[3cibs colonis tiologa 2 proverienza  camgo (superficeavello] &t=2 i 19 I 1 s
([3acitus colni tipooga 1 rovenienza i g (superfcs vl b= 2 ann 18 I 15 I
"Hdlmuhnhlﬁnhg’elmmam!mfamu]aﬂm 1 R 18 |
[3scitus coloni tioooga 2 arovenienza incamgo (supefcie pavimento) A= Lanmo 1 2 0 S
(3scius colonis tipoiogiz 2 provenienzain campo (superfce avelo] At § mes 10 R % 5
acius coon tigoigi 1 provenienza m campe superce pavemento) bt 6 mes n 5 1 R
[3acis ok tiooogia 2 proveiensa i crno[superfice e At  msi 15 5 et |
([3acits colonia tioooga 3 srovenienzain campo (supefcepavimenta) At 16 mesi 16 I o0 agto !
([acitus colonia tipooga 3 erovenienza i camgo (suprfice avimento) = 3 mesi 5 5 oneeques !
([Bacitis colonia tipooga 1 provenienza  camgo (suerfice arimento) t= 3 mesi 3 5 a0 sguto [
[Bacilus coonie mise (tpoigia 1+ 1) provenienza n campo fsuperice pavmento) &= 3 mesi [— R 00 560 |

Tabella 5: Risultati dell'antibiogramma nei confronti di altri antibiotici con strutture chimiche, LINCOSAMIDI e MACROLIDI,
il cui meccanismo di azione € sempre diretto all'inibizione della sintesi proteica:
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superficie, ogni sospensione bat-
terica di Bacillus ottenuta & stata
distribuita, in modo omogeneo, su
tutta la superficie della piastra di
Mueller- Hinton con un movimento
circolare .

I dischetti antibiotati sono stati ap-
plicati sulla piastra dopo circa 15

minuti dalla semina batterica, ade-
guatamente distanziati. Dopo incu-
bazione a 37 ° C per 24 - 48 ore, si
¢ proceduto alla lettura dei risultati,
ovvero alla misura dei diametri degli
aloni di inibizione (mm).

Questa misura € stata confrontata
con i valori di riferimento di ogni an-

tibiotico contenuti nel database del
Document M100-S20 (M02-A10) del
Clinical an Laboratory Standard In-
stitute, in modo da poter definire la
sensibilita (S), la sensibilita interme-
dia (I) o la resistenza batterica (R).

I valori che si possono avere ad
esempio per le penicilline sono 3:
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ArtBiotco CHNOLON_ Bersagio-sinesi el DNA. | Antzioteo Bersagic sintes proteca
ANTIBIOTICI DI PROVA  ACIDO NAUDIXCO feanc. 30) CLORAMFENICOLO (conc 30gl
Diametro alane & nibizione ) Interretazione delRisultato | Diametro aone di nizione (i Interpretazione dlRisulato
hacibus subtlis ATCC 6633 fespo i rferimento standerd) son esegts | 3 5
1ccibs wid type cepgo setatco) enesepts ] e /
3acis caenia tipolog 1 rovemente da confezane Fior Ceaner 0 5 0 5
(1acis coonia ipologia 2 proveriente éa confezane teror Ceaner 1 R f i
(s coonia tiplaga 3 roverient i confesions Saniary Gianer enesuta / r— |
18scils coloni tipologia 1 proverienza in camgo superficefavelio] At=2asri 0 3 ] s
aciis colona tpologa 2 roveensa  camao (superfice avelo] tt= 2 0 s 20 5
(1Bscitus colona tpolia 1 roverienza 1 campo {superfie avelo] &= 2 3y 0 5 b3 5
18acils colonia tipologa 1 rovervenza m cama |superfce paviment dt= 1 zam en st / 1 §
(1Bacils coloni tipologia 2 provenienza in camosuperfice pavimento Bt= | anno % S 3 3
18cils coloni tiologia 2 proverientain camp {superficelavello] Bt  mesi 3 s 2 §
182cibus coonia tipologia 1 provenienzain camgo superfci pavimento) At= mesi 13 I 20 S
1Bacilus cooniatipologia 2 roveriena m camo superfcie v A=  mesi o et / non ety /
1Bacils coonia ipologia 3 provesienza n camao superficie pavirento] At 15 mes on et [ gty /
18aibus oloniatipologia 3 provenienza m camgo |superfce pavimento] =3 mesi woneseguta / R— ]
Bacts colonatpologa 1 proverienza i campo supericie pavimenta) it 3 msi on st / onegato |
18acbes colonie mists (tpologia 1+ 2)provenienza in camgo superfice pavimentol &t= 3 mesi son gt ] [ro— |

Tabella 6: Risultati dell'antibiogramma nei confronti di altri antibiotici con strutture chimiche diverse, quali il Cloramfenicolo, il cui
meccanismo di azione ¢ sempre diretto all'inibizione della sintesi proteica e i CHINOLONI, che inibiscono la sintesi del DNA:

e da 3 mesi.
I risultati ottenuti evidenziano che

Le colonie di Bacillus sono state
isolate dall'ospedale Del Delta (Fer-

1. Alone di 1 - 13 millimetri (mm):
batterio resistente (R).

2. Alone di 14 - 16 millimetri (mm):
batterio con resistenza intermedia (I).
3. Alone di 17 - 30 millimetri (mm):
batterio sensibile (S).

RISULTATI

I risultati ottenuti sono riportati di
seguito nelle tabelle (Tabella 1, 2,
3,4, 5 e 0), indicando gli intervalli
di tempo in At, corrispondenti ai
periodi di trattamento con probio-
tico. Nella prima tabella (Tabella 1)
¢ stato riportato I'elenco degli anti-
biotici utilizzati e rispettivamente i
valori di interpretazione degli aloni
di inibizione di riferimento.

DISCUSSIONE

Gli antibiogrammi sono stati ese-
guiti su 12 diverse colonie caratte-
ristiche di Bacillus spp., provenien-
ti dai punti di prelievo (pavimen-
to, lavello) dei campionamenti in
campo effettuati in diverse strut-
ture ospedaliere, sottoposte a pe-
riodi differenti di trattamento con
protocollo PCHS.

rara), in cui viene effettuata questa
sanificazione da circa 2 anni , e da
altre strutture, quali gli Ospedali di
Oderzo (TV), di Carate Brianza e
Monza, di Argenta e Cento, trattati
rispettivamente da 18 mesi , 6 mesi

la maggior parte dei Bacillus spp.
isolati sono sensibili agli antibiotici
testati (Figura 6 e 7), eccetto che
per la Penicillina.

La resistenza nei confronti dell’an-
tibiotico Penicillina, come eviden-

Figura 6 - Colonia Bacillus spp. proveniente dal campionamento eseguito eseguito
presso Degenza ospedaliera dopo 3 mesi di protocollo probiotico. Sensibilita nei
confronti dell” antibiotico.
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Figura 7 - Colonia Bacillus spp. proveniente dal campionamento in campo eseguito
presso Degenza ospedaliera dopo 3 mesi di protocollo probiotico - Sensibilita nei
confronti dell” antibiotico.

ziato anche per il ceppo standard
ATCC, ¢ una resistenza naturale
caratteristica del genere Bacillus e
non € una resistenza acquisita.
Tra il genere Bacillus la sensibili-
ta all’antibiotico Penicillina € una
prova per distinguere il ceppo pa-
togeno Bacillus anthracis, che ¢
sensibile alla Penicillina, dalle altre
specie di Bacillus non patogene,
che presentano geneticamente la
resistenza alla Penicillina.
Osservando i risultati si evidenzia
che le diverse specie di Bacillus
provenienti dal campionamento in
campo, sono sensibili agli antibio-
tici Amminoglicosidi (16 sensibili
eccetto 1 resistente alla gentami-
cina).

Sono state rilevate diverse sensibi-
lita anche nei confronti delle altre
classi di antibiotici, anche se si si
sono evidenziati 7 resistenti e 6
intermedi alle cefalosporine, 3 re-
sistenti e 7 intermedi alla Clinda-
micina, 1 resistente e 2 intermedi
all’Eritromicina (eseguiti 9 su 17
campioni totali), 1 resistente e 1
intermedio ai Chinoloni.

Dai risultati ottenuti ¢ possibile
osservare che tutte le diverse tipo-

logie di colonie di Bacillus spp.,
che hanno colonizzato le superfici
ospedaliere e che sono state rac-
colte dall’'ambiente, mediante cam-
pionamento con piastre a contatto
TSA, vengono inibite dalla maggior
parte degli antibiotici presi in esa-
me.

I risultati di sensibilita ottenuti dai
ceppi di Bacillus in campo sono
paragonabili a quelli ottenuti esa-
minando il ceppo di controllo Ba-
cillus subtilis standard ATCC 6633,
anche se non & stato testato nei
confronti del Macrolidi e Chinolo-
ni.

I ceppi Bacillus isolati dalla con-
fezione chiusa dei prodotti a base
di probiotici (utilizzati in campo
nel sistema PCHS) presentano in
generale lo stesso profilo di sensi-
bilita nei confronti degli antibioti-
ci utilizzati, confrontabile peraltro
con i risultati ottenuti dal ceppo di
controllo Bacillus subtilis standard
ATCC 6633, eccetto che per il pro-
dotto Interior Cleaner , che risulta
resistente alla Penicillina, Chinolo-
ni e Cloramfenicolo e ha una sensi-
bilita intermedia alle Cefoperazone
e alla Clindamicina (Lincosidi ).

LE INDAGINI
MOLECOLARI NELLA
VALUTAZIONE DELLA
SICUREZZA ED
EFFICACIA DI PRODOTTI
A BASE DI BACILLUS SPP.

Negli ultimi anni si sono sviluppa-
ti e affermati prodotti detergenti a
base di spore di Bacillus subtilis,
in grado di esercitare una azione
antibatterica e antifungina, grazie
a meccanismi che comprendono
la competizione per il substrato
tra specie microbiche e la pro-
duzione da parte di Bacillus di
una serie di sostanze ad azione
antibatterica (85).

Utilizzati con successo come an-
tifungino in agricoltura, questi
prodotti sono attualmente usati
anche per la detersione/disinfezio-
ne delle superfici in molti centri
ospedalieri, percio si € ipotizzato
un loro possibile uso anche in al-
tri campi, quali la sanitizzazione
delle acque e la manipolazione e
produzione di prodotti alimentari
per uso umano.

Per quanto riguarda il monito-
raggio ambientale, i dati raccolti
finora attraverso la ricerca in cam-
po etuttora in corso presso varie
strutture ospedaliere, stanno di-
mostrando che i prodotti a base di
spore di Bacillus ATCC (American
Type Collection Control), costitu-
ite da Bacillus subtilis, Bacillus
pumilus e Bacillus megaterium,
possiedono un’ottima efficacia nel
competere con i microrganismi
patogeni e nell’abbassarne il cari-
co sulle superfici trattate. Avendo
dimostrato che, dopo periodi di
trattamento differenti (dopo tre
mesi, dopo un anno e dopo due
anni di utilizzo dei prodotti a ba-
se di Bacillus) sulle superfici la
presenza dei Bacillus ¢ costante
e a livelli di carica controllata, la
ricerca ¢ stata implementata, per
dimostrarne la sicurezza per I'im-
piego umano, secondo i criteri de-
finiti dalla European Food Safety
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Authority (EFSA) relativi allo sta-
tus QPS (Presunzione Qualificata
di Sicurezza).

La maggiore quantita di infor-
mazioni presenti in letteratura
riguarda lo studio della specie
B. subtilis, che € ampiamente di-
stribuita nell’ambiente, in cui si
trova principalmente sotto forma
di spore, una forma di resistenza
quiescente, non metabolicamente
attiva, in grado di germinare nella
forma vegetativa, qualora le condi-
zioni ambientali siano idonee al-
la crescita del batterio. Oltre che
nell’ambiente esterno, B. subtilis
si trova frequentemente anche nel
tratto gastrointestinale umano,
tanto che recentemente questo
batterio viene considerato non piu
solo come un batterio ambientale,
ma residente nell’organismo uma-
no (86, 87).

Il genoma (cromosoma batterico)
del B. subtilis & stato completa-
mente sequenziato e viene consi-
derato privo di potere patogeno,
in quanto sprovvisto di fattori di
virulenza idonei a renderlo capace
di produrre malattia.

A fronte di questi dati rassicuranti,
appare tuttavia importante 'anali-
si della possibile acquisizione di
resistenze ai farmaci antibatterici,
in quanto questa possibilita lega-
ta alla possibilita di trasferimento
genico interspecie, ¢ teoricamente
possibile ed ¢ stata osservata in
vitro (88, 89, 90, 91, 92).
Attualmente, i dati finora raccol-
ti, attraverso I'analisi dei Bacillus
isolati sul campo mediante anti-
biogramma, non hanno eviden-
ziato variazioni del profilo di sen-
sibilita/resistenza agli antibiotici,
rispetto alle specie utilizzate nei
detergenti.

L’antibiogramma ¢ un classico
metodo di indagine tuttora vali-
do; tuttavia, la letteratura scien-
tifica piu recente suggerisce che,
nella valutazione della sicurezza
microbiologica, i metodi classi-
ci possano essere efficacemente

implementati da indagini di tipo
molecolare, che hanno il vantag-
gio di utilizzare saggi (microar-
rays), che permettono di valutare
simultaneamente diverse decine
di fattori di resistenza differenti
in uno stesso campione, inclusi
quelli non comunemente presenti
negli antibiogrammi classici, usati
di routine (93, 94). Un ulteriore
vantaggio € rappresentato dalla
sensibilita estremamente elevata,
che consente di evidenziare anche
poche copie del fattore di resisten-
za in esame.

Le analisi molecolari possono
quindi permettere di verificare
con precisione il livello di sicu-
rezza nell’impiego del prodotto
probiotico, confermando e imple-
mentando le analisi batteriologi-
che classiche.

Le tecniche utilizzate per questo
tipo di analisi si basano sui siste-
mi di amplificazione del materiale
genetico mediante real time PCR
quantitativa (qPCR), una metodo-
logia estremamente sensibile, che
consente di evidenziare i fattori
di resistenza, anche quando il
loro quantitativo ¢ inferiore alla
soglia di rilevazione, rispetto alle
classiche tecniche di valutazione
mediante antibiogramma dopo
isolamento colturale.

Tale tipo di analisi fornisce, non
solo una risposta negativa/positiva
sulla presenza di un certo tipo di
resistenza, ma € anche in grado di
dare una valutazione quantitativa
della singola resistenza, fornendo
quindi un utile strumento di mo-
nitoraggio sul numero di batteri
dotati, effettivamente, della resi-
stenza evidenziata.

L'utilizzo di questa metodica, inol-
tre, ha il vantaggio di poter essere
applicato sia ai ceppi di Bacillus
ottenuti dopo isolamento colturale
che sulla popolazione batterica to-
tale presente sulle superfici prima
e dopo il trattamento con Bacil-
lus. Questo tipo di monitoraggio
puo percio essere utile, non solo
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per rilevare eventuali resistenze
acquisite da Bacillus, ma anche
per quantificare I'andamento del-
le resistenze complessivamente
presenti nella popolazione batte-
rica residua al termine del tratta-
mento, confrontandole con quelle
presenti prima del trattamento ed
evidenziando gli eventuali decre-
menti significativi delle resistenze
nel loro complesso.

In altri termini con queste inda-
gini, attualmente in fase di avvia-
mento, si potrebbe definire:

il numero di microrganismi, resi-
denti su una superficie oggetto di
sanificazione, che hanno acquisito
una resistenza specifica;

e tra questi il numero di Bacil-
lus spp., residenti sulla medesima
superficie, che hanno acquisito
eventuali resistenze.

Un altro vantaggio di queste me-
todiche ¢ rappresentato dal fatto
che il campionamento sul campo
puo essere effettuato simultane-
amente a quello previsto per le
analisi classiche, senza necessita
di impiegare ulteriore personale o
materiale, e che il campione viene
immediatamente refrigerato, non
necessitando di una fase di cre-
scita in coltura, evitando possibili
crescite/contaminazioni successive
del campione dopo la raccolta, e
“fotografando” percio la situazio-
ne reale al tempo di raccolta. F’
possibile quindi confrontare i di-
versi tempi di raccolta e/o diversi
ambienti e superfici in un unico
test molecolare, abbassando note-
volmente la variabilita intertest e
quindi Perrore.

L’analisi molecolare viene effet-
tuata sull’acido nucleico (DNA)
totale estratto dal campione, un
procedimento che ¢ pertanto to-
talmente indipendentemente dalle
variazioni legate alle metodiche di
isolamento colturale.

Nelle attese, 'applicazione di que-
ste metodiche dovrebbe consentire
di monitorare, con estrema accura-
tezza, sia la comparsa di eventua-
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li resistenze nei ceppi di Bacillus
utilizzati nel prodotto a base di
probiotici del sistema Probiotic
Health Care (PCHS), che I'anda-
mento delle resistenze all’interno
della popolazione batterica com-
plessiva, fornendo utili strumenti
numerici per la definizione di in-
dicatori di processo (stima reale
del rischio) per il sistema PCHS,
ma anche per la valutazione della
sicurezza e della efficacia di un
qualunque protocollo e prodotto
di sanificazione.

Cio in linea anche con la richiesta
pervenuta dall’EFSA di control-
lare costantemente I’elenco dei
microrganismi con presunzione
qualificata di sicurezza (QPS) e di
aggiornare i criteri di resistenza
antimicrobica utilizzati per valuta-
re la sicurezza dell’'uso dei micror-
ganismi probiotici (95).

CONCLUSIONE

In conclusione ¢ possibile afferma-
re, in base alle conoscenze attua-
li e in base a quanto riportato in
letteratura riguardo alla patogenesi
e tossicologia, che i ceppi di bat-
teri sporigeni Bacillus, impiegati
nei prodotti del sistema Probiotic
Cleaning Hygien System (PCHS)
, sono da ritenersi innocui per le
persone e per I'ambiente, senza
potenziale capacita tossigena (96)
e sono sensibili alla maggior parte
di antibiotici utilizzati nella medi-
cina clinica.
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Il sistema di sanificazione PCHS
Probiotic Cleaning Hygien System:
risultati delle iIndagini sperimentali

in vitro ed In campo

Riassunto

Lo scopo principale delle procedure di sanificazione ¢ inerente alla riduzione/
eliminazione dei microrganismi presenti sulle superfici degli ambienti
ospedalieri. Poiché € noto che i potenziali patogeni possono sviluppare
resistenze sia agli antibiotici che ai disinfettanti chimici usati nelle comuni
pratiche di pulizia, sono stati condotti studi sperimentali all'interno di strutture
ospedaliere, con il fine di verificare I'efficacia di innovativi prodotti sanificanti
a base di probiotici. Tali prodotti vengono utilizzati nell’ambito di un sistema
integrato di gestione delle pratiche di sanificazione denominato PCHS. Nel
lavoro vengono esposti i risultati ottenuti con questo protocollo di pulizia e

vengono confrontati con gli analoghi risultati ottenibili mediante 'impiego

di prodotti disinfettanti tradizionali.
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INTRODUZIONE

Le procedure di sanificazione han-
no il precipuo scopo di ridurre e
contenere la proliferazione dei mi-
crorganismi presenti negli ambienti
ospedalieri.

Le infezioni nosocomiali (ICA) so-
no una delle complicanze piu fre-
quenti che possono verificarsi in
strutture sanitarie. Il 5% -15% di
tutti i pazienti ricoverati in ospeda-

le possono sviluppare almeno una
ICA durante il ricovero [1].

Tre studi condotti in Italia hanno
mostrato una frequenza del 6,7%
delle ICA [2], con prevalenza del-
le infezioni del tratto respiratorio
inferiore, seguite da infezioni del
tratto urinario. Nel 1998, il Piano
Sanitario Nazionale italiano ha
identificato la riduzione delle infe-
zioni correlate all’assistenza sanita-
ria come una priorita [3].

Una delle questioni pill controverse
e dibattute ¢ il ruolo qualitativo e
quantitativo del contesto ambienta-
le nel processo di contaminazione
del paziente, in particolare il ruolo
delle superfici di confinamento e
di arredo. Infatti, € noto che queste
superfici agiscono come reservoirs
[4] per i microrganismi, aumentan-
do il rischio di contaminazione in-
crociata attraverso il contatto diret-
to e/o indiretto con il paziente.

Le procedure di sanificazione han-
no il precipuo scopo di ridurre e
contenere la proliferazione dei mi-
crorganismi presenti negli ambienti
ospedalieri.

Recenti ricerche sperimentali
hanno individuato la possibilita
di utilizzare nuove metodologie
di sanificazione, che sfruttano il
“principio della competizione bio-
logica”, utilizzando prodotti pro-
biotici (PIP) - costituiti da Bacil-
lus subtilis, Bacillus megaterium e
Bacillus pumilus sotto forma ve-
getativa e sporigena - con carica
microbica non patogena, in grado
di colonizzare le superfici su cui
vengono applicati, contrastando
la proliferazione delle altre specie
batteriche in base al principio della
esclusione competitiva.

Tale principio (legge di Gause,
1934) consiste nel fatto che due
diverse specie (batteriche e/o fun-
gine), che insistono sullo stesso mi-
crocosmo ecologico, non possono
coesistere in equilibrio stabile se
fanno riferimento agli stessi sub-
strati nutritivi, ma una delle due,
normalmente la meno esigente per
fattori nutrizionali, diventera pre-
dominante rispetto all’altra, poten-
done causare anche l'estinzione.
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Di fatto, la crescita di un micror-
ganismo puo essere rappresentata
dalla curva esposta nella Figura 1,
ovvero da una “funzione sigmoida-
le” (P. F. Verhulst, 1838), con forma
ad S.

Nei primi minuti la crescita del mi-
croorganismo ¢ di tipo esponenzia-
le. Successivamente, a causa della
pressione ambientale (termine ge-
nerico che indica I'insieme di tutti
gli elementi avversi che ostacolano
lo sviluppo di un microrganismo),
il tasso di crescita prima si attenua
e poi, passando attraverso un pun-
to di flesso, raggiunge un asintoto,
il cui valore dipende dalle variabi-
li nutrizionali del’ambiente stesso
e dei fattori esterni che generano
competizione con altre specie.

E da notare che il modello di
Verhulst (1838) e stato utilizzato
per la stima della crescita della
popolazione mondiale e quindi
rappresentava di fatto un modello
teorico (demografico logistico). Gli
esperimenti di Gause (Figura 2, 3
e 4), condotti in laboratorio con
diversi microrganismi, hanno vali-
dato sperimentalmente tale ipotesi,
grazie alla quale € stato enuncia-
to il principio della competizione
esclusiva.

La metodologia di pulizia e sanifi-
cazione basata sull'impiego di pro-
dotti probiotici sfrutta di fatto la
legge di Gause e il fenomeno della
esclusione competitiva.

Dopo la loro diffusione sulle su-
perfici durante I'operazione di
pulizia, questi microrganismi sono
in grado di germinare e quindi di
esercitare 'azione competitiva nei
confronti dei ceppi potenzialmen-
te patogeni, di fatto diminuendo il
valore dell’asintoto rappresentato
dalla linea rossa di Figura 1.

Il risultato della riduzione del-
le altre specie microbiche non ¢
temporaneo, come quello ottenuto
dai disinfettanti chimici, ma dura-
turo nel tempo, in quanto il ciclo
di sporulazione ¢ pressoché con-
tinuo, in relazione alle condizioni
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Figura 1 - Modello di Verhulst ripreso da Lokta — Volterra, Pearl e Gause.

ambientali tipiche di un ambiente
antropico.

Queste procedure possono essere
definite “tecniche di biostabilizza-
zione” di una specie rispetto ad
un’altra, non implicando pertanto
un’azione biocida generalizzata, se

non come effetto finale nei con-
fronti di determinate specie micro-
biche.

La concentrazione nei prodotti pro-
biotici di spore di una miscela di
Bacillus spp., pari a 106 unita/ml, &
in grado di favorire in breve tempo
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Figura 2 - Esperimenti di laboratorio di
Gause con il Paramecium aurelia

Figura 3 - Esperimenti di laboratorio di
Gause con il Glaucoma scintillans
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Figura 4 - Esperimenti di laboratorio di Gause. Crescita del Saccahromyces cerevisia
e dello Schizosaccaharomices kephir in condizioni aerobiche e anaerobiche
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Figura 5 - Stadi di evoluzione del Biofilm. Questo schema illustra i 5 stadi di evo-
luzione del Biofilm: attacco iniziale, ancoraggio irreversibile, prima maturazione,
seconda maturazione e dispersione finale. Sotto lo schema vengono mostrate al
microscopio elettronico le rispettive 5 fasi rappresentative di ogni steps. Immagine
di D. Davis form Monroe, D “Looking for Chinks in the Armor of Bacterial Biofilms”

PLoS Biol, Vol 5, issue 11.

'azione competitiva nei confronti
di tutti gli altri microrganismi, in-
distintamente Gram positivi, Gram
negativi, miceti e altri bacilli spo-
rigeni (ad esempio Clostridium
spp.), come dimostrato dalle spe-
rimentazioni “su campo” effettuate
nel 2006 nell’ospedale di Lokeren,
in collaborazione con I'Universita
di Ghent (Belgio) e nel 2011 all’Ar-
cispedale S. Anna (FE - Italia).

In generale i batteri, soprattutto i
potenziali patogeni, hanno una for-
te tendenza a sviluppare resisten-
za a qualsiasi sostanza che possa
pregiudicarne lo sviluppo o essere
letale per loro. Questo fenomeno &
attualmente in crescente aumento
nei confronti degli antibiotici e dei
disinfettanti conosciuti.

Una normale procedura di disin-
fezione lascia sulle superfici trat-
tate sufficiente materia organica,
carboidrati e proteine in grado di
sostenere una veloce ricolonizza-
zione. I disinfettanti fino ad oggi
utilizzati sono caratterizzati da un
evidente svantaggio, in quanto non
esercitano una mirata azione bioci-
da, venendo eliminati tutti i tipi di

microrganismi, indipendentemente
dalla loro potenziale patogenicita
0 meno.

Si ottiene tuttavia in questo modo
una “superficie libera”, con suffi-
ciente materia organica, carboidrati
e proteine, che puo essere utiliz-
zata anche da un solo potenziale
patogeno per avviare una veloce
ricolonizzazione in un periodo
di tempo molto limitato (un solo
potenziale patogeno € in grado di
moltiplicarsi per dare vita ad una
popolazione di un milione di cel-
lule entro 8 ore [5,6,7].

Pertanto la disinfezione chimica
tradizionale da come risultato una
rapida riduzione del numero di
microorganismi, ma con un effetto
molto breve e instabile [8,9].

A causa dei problemi attuali di resi-
stenza, sarebbe necessario il conti-
nuo aumento delle concentrazioni
e della frequenza di applicazione
dei disinfettanti, che sono dannosi
per 'uvomo e 'ambiente, a causa
della loro natura chimica aggressi-
va. Anche la disinfezione crociata
che nell'immediato ¢ efficacie nel
contenimento delle resistenze, nel

tempo porta comunque allo svilup-
po di queste.

Il meccanismo di azione dei pro-
biotici ¢ completamente diverso;
una volta diffusi sulle superficie
mediante le procedure di pulizia,
diventano attivi, consumano le fon-
ti nutritive ed invadono lo spazio
contrastando efficacemente i po-
tenziali patogeni ed entrando in
competizione con i medesimi.
Tuttavia, in ambienti molto conta-
minati Pesclusione competitiva non
¢ sufficiente a indurre un rapido
effetto biostabilizzante, perché de-
ve combinarsi con il quorum sen-
sing, ossia la comunicazione tra i
microrgansmi, soprattutto tra i po-
tenziali patogeni [10,11].

Il quorum sensing (QS) ¢ relativo
alla capacita dei microorganismi
di comunicare e di coordinare il
comportamento utilizzando mo-
lecole chimiche di segnalazione.
Queste molecole sono chiamate
autoinducers, e sono di due tipo-
logie: peptidi o omoserina lattone
acilato (AHL).

Solitamente tramite il quorum sen-
sing i microrganismi comunicano
tra loro e, se le condizioni per la
loro crescita non sono ottimali
(temperatura, grado di umidita,
fonti nutritive, ecc.), si informano
reciprocamente di tali condizioni
ambientali sfavorevoli e si proteg-
gono riducendo o modificando il
metabolismo.

Questo fenomeno ¢ alla base, ad
esempio, della formazione del
biofilm (Figura 5), costituito da
un aggregato complesso altamen-
te stratificato di microrganismi e
caratterizzato dalla secrezione di
una matrice adesiva e protettiva,
adesa ad una superficie, in cui i
microrganismi sono organizzati in
una comunita funzionale.

11 biofilm ¢ serbatoio di microrgani-
smi, dal quale si possono scatenare
processi che incentivano, diretta-
mente o indirettamente I'insorgen-
za di infezioni. All’'interno del bio-
film solitamente i microorganismi
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presentano due distinte modalita
di comportamento;

la prima ¢ la forma fluttuante, o
planctonica, nella quale le cellule
separate fluttuano o nuotano in-
dipendentemente in un supporto
liquido,

la seconda ¢ lo stato aggregato, o
sessile, in cui le cellule sono stret-
tamente vincolate e fermamente
attaccate I'una all’altra ed anche,
di solito, ad una superficie solida
[12,13].

La modifica del comportamento e
attivata da un meccanismo di co-
municazione chimica (mediante
la produzione di autoinducers o
autoinduttori) che differisce tra le
specie microbiche.

Alcune specie possono produrre
molecole AHL (Acylated Homose-
rine Lactones), come segnale di
“quiescenza”, che induce le cellule
planctoniche circostanti al cam-
biamento fenotipico verso lo stato
sessile, attraverso una differente
espressione dei geni della cellula.
I biofilm sono un problema enor-
me sia in campo medico che indu-
striale. E stato stimato che il 65%
delle infezioni nosocomiali da Clo-
stridium difficile sono causate dal-
la presenza di biofilm [11,12,14].
11 QS (o rilevazione del quorum)
rappresenta anche il sistema di se-
gnalazione che i batteri di una stes-
sa specie usano per comunicare tra
di loro e controllare reciprocamen-
te Pespressione genica una volta
che la densita della popolazione
diventa sufficientemente elevata.
Quasi tutti i batteri, compresi i bat-
teri patogeni, come Pseudomonas
aeruginosa, comunicano tra di loro
per mezzo del QS in funzione della
densita di popolazione (Figura 6).
La cellula batterica produce una
molecola segnale specifica (in ge-
nere AHL), che diffonde nello spa-
zio extracellulare ed entra nel cito-
plasma dei microrganismi adiacenti
della stessa specie.

Quando la molecola segnale supe-
ra una certa soglia di concentra-
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Figura 6 - quorum sensing (QS)

zione, all’interno delle cellule di
una popolazione batterica si va a
legare ad una proteina regolatri-
ce, determinando I’attivazione o la
repressione di una serie di geni,
e indirizzando quindi il decorso
di vie metaboliche e di interi pro-
cessi cellulari importanti, come la
crescita, la virulenza, la motilita e
la formazione di biofilm [15,16]. 1l
Bacillus subtilis utilizza il QS per
regolare due diversi processi bio-
logici: la competenza e la sporu-
lazione .

Il processo di competenza si ha
quando i batteri B. subtilis sono
ad alta densita cellulare e circa il
10% delle cellule batteriche sono
indotte a diventare competenti
chromosomes [38][39].

Si forma quindi una sottopopola-
zione che produce degli autoindu-
cers, i peptidi ComX (definiti fattori
competenza), che vengono secreti
e si accumulano in funzione della
densita cellulare [17,12,13]. Una
volta che viene raggiunto il livello
di soglia extracellulare, l'autoindu-
cer ComX ¢ rilevato e si lega alla
corrispondente proteina regolatri-
ce, determinando cosi l'attivazione
dell’espressione di un certo nume-
ro di geni necessari per competen-
za [18].

Il processo di sporulazione, inve-
ce, € una risposta fisiologica del
B.subtilis all’esaurimento delle so-
stanze nutritive all’interno di un
ambiente particolare e viene da
segnali extracellulari.

Quando la popolazione di B. sub-
tilis percepisce condizioni sfavore-
voli, risponde in fase di divisione
cellulare asimmetrica, per produrre
le spore.

La sporulazione ¢ mediata da un
fattore di sporulazione (CSF, che
¢ un pentapeptide). Il CSF viene
secreto nell’ambiente extracellula-
re e trasportato intracellularmente
[19]: basse concentrazioni interne
di CSF contribuiscono alla compe-
tenza, mentre alte concentrazioni
inducono la sporulazione [20].
Per questo motivo i Bacillus spp.
possono trovarsi sulla stessa super-
ficie contemporaneamente sia in
forma vegetativa che come spora,
dimostrandosi maggiormente vitali,
e riuscendo a regolare il processo
di competenza e di sporulazione.
Inoltre da Bacillus spp. isolati dal
suolo & stato scoperto un gene (ai-
iA240B1), che codifica un enzima
in grado di inattivare gli AHL de-
gradando il legame lattonico.

La miscela di Bacillus spp. del si-
stema PCHS, essendo formata da
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Figura 7 - Schematizzazione dei processi di inquinamento di un ambiente

Bacillus subtilis, Bacillus pumilus
e Bacillus megaterium, ¢ in grado
di inibire il QS dei survivors (o po-
tenziali patogeni), contrastandone la
formazione di biofilm e provocando-
ne la scomparsa per competizione.

MODALITA DI
INQUINAMENTO DEGLI
AMBIENTI OSPEDALIERI

In generale, ogni ambiente abitato
¢ caratterizzato dalla presenza di
inquinanti di tipo chimico, fisico e
microbiologico.

Tralasciando per il momento la
contaminazione di tipo chimico,
per lo piu legata al rilascio di par-
ticolari sostanze volatili (VOC -
volatile organic compounds) dagli
arredi o all’aria esterna (ossidi di
azoto e zolfo, CO e CO,, O)), le
modalita di inquinamento di un
ambiente da parte delle polveri e
dei microrganismi sono molteplici
(Figura 7) e imputabili in sintesi:
B 3] tasso di produzione e di rimo-
zione di contaminanti particellari
e microbici mediante i processi di

ventilazione naturale o meccanica
(sistemi di climatizzazione),

B all’apporto degli individui, siano
essi operatori sanitari interni alla
struttura, che visitatori esterni, che,
toccando le superfici, contribuisco-
no al deposito sulle medesime di
agenti microbici di diverso genere
ed al successivo trasporto, sempre
per contatto sequenziale, della cari-
ca microbica su altre superfici pros-
sime al letto di degenza;

B aj fenomeni di sedimentazione
gravitazionale delle polveri aero-so-
spese, sulla cui superficie possono
trovarsi microrganismi adesi, la cui
intensita dipende dalle dimensioni e
dal peso specifico delle medesime;
B ai processi di risospensione del
particolato, causato dai fenomeni
termici (forze di galleggiamento
di Archimede) e cinetici (velocita
dell’aria), imputabili sia alle correnti
di aria causate dagli impianti di cli-
matizzazione, sia alle fonti interne,
apparecchiature dotate di ventilatori
o fonti di calore, che esterne (ad es.
irraggiamento solare) all’ambiente
considerato.

Se da un lato I'apporto di inqui-
nanti imputabile agli impianti di
ventilazione ¢ controllabile con la
corretta manutenzione dei sistemi
filtranti delle apparecchiature ae-
rauliche, non altrettanto si puo dire
dell’apporto di polveri e microrga-
nismi al’ambiente da parte degli
individui presenti.

Si stima infatti che 'emissione me-
dia di particolato di varie dimen-
sioni da parte di questi ultimi sia
compresa tra 100.000 e 1.000.000
di particelle al minuto, in funzione
della attivita svolta e del vestiario.
Circa il 10 % delle polveri puo tra-
sportare carica microbica, contri-
buendo quindi alla diffusione per
via aerea dei microrganismi.

Un ulteriore aspetto, in genere non
adeguatamente considerato nel-
le procedure ospedaliere (tranne
in reparti ad altissima sterilita), e
I'abitudine ad acconsentire che gli
utenti possano raccogliere e tenere
vicino a sé i propri effetti persona-
li, all’interno delle stanze di degen-
za. Questa prassi, soprattutto ove
siano presenti piu pazienti nello
stesso ambiente e non sia possi-
bile inserire una dotazione idonea
di armadiature richiudibili ed indi-
viduali, causa 'accumularsi di og-
getti che provengono dall’esterno e
che non possono essere sanificati.
Il fenomeno ¢ ancora piu pericolo-
so ove si consenta di detenere an-
che alimenti portati dall’esterno, il
cui deteriorarsi € fonte di ulteriori
rischi potenziali.

Queste fonti di infezione sono in-
crementate dall’impossibilita per
gli addetti di rimuovere gli ogget-
ti accumulati, soprattutto quando
pressati dalla necessita di attenersi
a tempi prefissati per la pulizia del-
le stanze. La difficolta di agire ma-
nualmente per la sanificazione (e
quindi la parallela necessita di au-
mentare campionature di control-
lo in fase di indagine) si ha anche
in corrispondenza di alcune stru-
mentazioni considerate “sensibili”
(come le pulsantiere e le consolle
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Gram -

Escherichia coli

Candida albicans

Acinetobacter Gram -

Lume intestinale, ambienti con contaminazione fecale sia umana che animale

Ambientale, mucose della bocca, del lume intestinale, dei genitali

Ambientale, ampia resistenza agli antibiotici (trasmissibile ad altre specie)

Tabella 1 - Caratteristiche generali dei pili importanti microrganismi nosocomiali potenzialmente patogeni

di comando elettroniche) oppure,
piu banalmente, sulle superfici in-
feriori di alcuni accessori di arre-
do, ad esempio i tavolini di servizio
(disponibili come accessorio per la
somministrazione dei pasti in molti
tipi di letto) [21].

La possibilita per il paziente di
avere uno spazio di cura caratte-
rizzato da elementi rassicuranti, la
cui tipologia e colore richiamino
I'ambito residenziale e non quello
tipicamente ospedaliero, ¢ ormai
universalmente considerato un
aspetto strategico per ridurre lo
stress psicologico dovuto alla de-
genza. Questa personalizzazione
non dovrebbe perd avvenire con
accessori di proprieta del pazien-
te (come di fatto accade in molti
spazi di cura) bensi attraverso scel-
te preliminari di finiture, arredi e
dotazioni interne alle stanze, tutti
elementi che potranno poi essere
controllati e sanificati secondo le
procedure previste dalla struttura
ospedaliera. Ogni eventuale diver-
sa concessione andrebbe quindi at-
tentamente valutata e controllata,
cosi come avviene per l'accesso di
individui dall’esterno.

INQUADRAMENTO
DELLE RICERCHE

La recente disponibilita di prodotti
probiotici, a base di Bacillus sub-
tilis, Bacillus pumilus e Bacillus

megaterium, destinati alla sanifi-
cazione/igienizzazione delle su-
perfici ed al controllo della carica
microbica residente, ha suggerito
la conduzione di una ricerca spe-
rimentale, finalizzata alla verifica
quali quantitativa, sia “in vitro” che
“in campo”, della loro efficacia ri-
spetto all’impiego di trattamenti
tradizionali a base di disinfettanti
chimici.

Un primo obiettivo era quindi rap-
presentato dalla valutazione della
efficacia di abbattimento della ca-
rica potenzialmente patogena, ri-
levata sulle superfici di ambienti
nosocomiali trattate con prodotti
probiotici (PIP Probiotics In Pro-
gress) del Sistema PCHS, rispetto
al caso di impiego di prodotti tra-
dizionali chimici.

Un secondo obiettivo consisteva,
poi, nella valutazione delle ricadu-
te del nuovo protocollo di sanifi-
cazione a base di probiotici PCHS
sugli eventi infettivi ospedalieri in
relazione alle mutate condizioni di
inquinamento microbiologico.

I microrganismi oggetto di inda-
gine sono stati quelli ritenuti piu
interessanti sotto il profilo delle
infezioni ospedaliere (Tabella 1):
Staphylococcus aureus (MRSA),
Pseudomonas spp., coliformi (com-
preso Escherichia coli), Candida
albicans e Acinetobacter spp..

Per incrementare i dati della ricer-
ca ed avere maggiore oggettivita

statistica dei valori in campo sono
attualmente corso ulteriori indagini
sperimentali per cio che attiene al
Clostridium difficile, ad Acineto-
bacter e Klebsiella spp. Lo studio
¢ stato condotto sia con prove in
vitro che con prove in campo pres-
so diverse strutture ospedaliere.

PROVE IN VITRO

Lo scopo delle prove in vitro (UNI
ISO 13697:2001) consisteva nel
verificare efficacia dell’azione
competitiva dei prodotti probiotici
(PIP) rispetto ad altre specie bat-
teriche in condizioni controllate,
cioe assenza di elementi esterni di
disturbo (in laboratorio), ovvero di
quei processi di ricontaminazione
delle superfici trattate, che avven-
gono naturalmente negli ambienti
ad occupazione umana.

Allo scopo sono stati testati tre di-
versi prodotti probiotici, di cui uno
per la pulizia dei servizi igienici,
uno per i pavimenti ed uno per
gli arredi.

La soluzione detergente a base di
probiotici conteneva '1% di spore
(corrispondenti a una concentra-
zione di 30 X 10° Unita Formanti
Colonia (UFC)/ml) di batteri (Ba-
cillus subtilis, Bacillus pumilus e
Bacillus megaterium), addizionata
di molecole detergenti, surfactanti
quali ionico (0.6%), anionici (0.8%)
ed enzimi (0.02%). E stato utilizza-
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Figura 8 - Riduzione in vitro della carica di Pseudomonas aeruginosa
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Figura 10 - Riduzione in vitro della carica di Staphylococcus aureus

to un controllo positivo compren-
dente un disinfettante chimico
di provata efficacia antibatterica:
una soluzione chimica contenen-
te 0.65% di ipoclorito di sodio e
0.02% di surfactante.

Per la prova “in vitro” sono stati scel-
ti come microrganismi test dei ceppi
microbici standard ATCC (American
Type Culture Collection):

Escherichia coli (ATCC 10536, Chri-
sope Technologies, Lake Charles,
LA, USA), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923, Chrisope Technolo-
gies) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027, PBI International,
Milan, Italy) sono state coltivati su
terreni di coltura selettivi e/o dif-
ferenziativi, quali rispettivamente
MacConkey Agar (Merck Millipore,

Darmstadt, Germany), Baird-Parker
Agar (Merck Millipore) e Cetrimi-
de Agar (BD Diagnostic Systems,
Franklin Lakes, New Jersey, USA).
Il Tryptic Soy Contact Agar (TSA,
Merck Millipore) ¢ stato impiegato
per la conta totale dei microrgani-
smi (TMC).

La crescita di tutte le specie bat-
teriche ¢ stata ottenuta mediante
incubazione a 37°C per 18-24 ore,
seguite poi da 48 ore di incubazio-
ne a temperatura ambiente.
L'identificazione della carica pato-
gena, effettuata dopo la colorazione
di Gram e isolamento su terreno se-
lettivo appropriato, ¢ stata valutata
mediante API 20 E (bioMérieux, Inc,
Durham, NC, USA) oppure BBL En-
terotube II (BD Diagnostic Systems)
per Escherichia coli, API Staph (bio-
Mérieux, Inc) per Staphylococcus
aureus € BBL Oxi/Ferm Tube II
(BD Diagnostic Systems) per Pseu-
domonas aeruginosa.

La conta ¢ stata valutata preparando
delle diluizioni di 10 e 107 della
sospensione microbica di prova in
un diluente (soluzione fisiologica).
Una aliquota di 1 ml per ogni dilui-
zione & stata seminata, in duplicato,
utilizzando la tecnica in inclusione
in terreno Triptyc Soy Agar : ¢ sta-
to aggiunto 1 ml separatamente in
ogni piastra Petri, dopodiché é stato
addizionato un volume di 15 ml di
TSA, precedentemente preparato,
alla temperatura di 45°C.

Infine ¢ stato determinato il numero
di UFC (Unita Formante Colonia),
dopo incubazione in termostato a
37°C per 20-24 h, prolungando l'in-
cubazione per altre 20-24 ore.

E stata anche determinata la con-
centrazione della sospensione mi-
crobica di prova (stock suspension),
espressa in UCF/ml, utilizzata per
I'inoculo al tempo zero.

Gli esperimenti in vitro sono stati
condotti eseguendo i campiona-
menti su alcune superfici, costituite
dai medesimi materiali (ceramica,
gomma, PVC e vetro-china) delle
superfici presenti nelle aree ospe-
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daliere, oggetto delle successive
indagini di campo.

Questi campioni sono stati sepa-
ratamente contaminati con ogni
sospensione di prova, preceden-
temente preparata, contenente la
concentrazione nota di 30 X 10°
UFC/ml per ogni ceppo di Escheri-
chia coli, Pseudomonas aeruginosa
e Staphylococcus aureus.
Successivamente i medesimi cam-
pioni cosi inquinati, tranne uno
utilizzato come prova in bianco,
sono stati trattati con la soluzione
sanificante a base di probiotici.
Utilizzando piastre per il monitorag-
gio ambientale: plate contact (Ro-
dac: Replicate Organism Detection
and Counting) costituite da TSA e
inattivanti, quali lecitina, Istidina e
Tween-20, in grado di neutralizzare
eventuali residui di detergente o di
disinfettante, quindi & stato possi-
bile determinare la carica batterica
di ogni singolo ceppo dopo diversi
tempi di contatto.

Dopo 1 ora dalla applicazione dei
prodotti PIP sulle superfici cam-
pione, inquinate con i vari ceppi
microbici, la riduzione della con-
centrazione dei patogeni ¢ risulta-
ta di 7 logaritmi (pari al 99,999%)
rispetto alla conta iniziale.

Nelle Figure 8, 9 e 10 sono ripor-
tati i risultati ottenuti in vitro per 3
diversi prodotti probiotici specifici
per la sanificazione dei pavimenti,
delle superfici degli arredi e degli
apparecchi sanitari.

In condizioni controllate (in vitro)
i risultati ottenuti mostrano un ab-
battimento della carica dei patoge-
no ATCC di circa 7 log entro 1 ora
dalla applicazione del prodotto con
probiotici.

PROVE IN CAMPO

Le prime sperimentazioni sono state
condotte nel 2011 in alcune aree as-
sistenziali dello stabilimento ospe-
daliero Arcispedale S. Anna.

Le sperimentazioni “in campo” si
prefiggevano l'obiettivo di verificare

Degenza Medicina

[OSPEDALE

Poliambulatorio

Cardiologia .
Sala T Sala S Oculistica Ortopedia
1.a Fase Disinfettanti Disinfettanti
e AT PIP tradizionali PIP tradizionali
14.04.11
2.a Fase .. . .. .
IR Dt | gy | Dieand |
16.05.2011
3.a Fase
16.07.2011 PIP 1 PIP 2
23.08.2011

Tabella 2 — Riassunto sperimentazioni “ in campo”

l'azione esercitata dai PIP in con-
dizioni nosocomiali reali e quindi,
in presenza di continui fenomeni
di ricontaminazione delle superfici
trattate.

Lo studio ¢ stato condotto intenzio-
nalmente in ambienti ospedalieri di
non recente costruzione e privi di
impianto di filtrazione e ventilazio-
ne meccanica dell’aria, al fine di
rendere maggiormente critici i pro-
cessi di inquinamento. Sono state
quindi individuate due diverse aree
assistenziali dell’Ospedale S. Anna
di Ferrara, delle quali la prima co-
stituita da un’area di Degenza di
Medicina Generale e la seconda da
un’area Poliambulatoriale.

Poiché entrambe le aree risultavano,
a loro volta, articolate in due reparti
(Sala S e Sala T nel primo caso e
Oculistica/Cardiologia e Ortopedia
nel secondo caso), e stato possibile
condurre una sperimentazione pa-
rallela, applicando il protocollo che
prevedeva I'impiego di probiotici in
uno dei due reparti e il protocollo
con prodotti tradizionali nel reparto
rimanente della medesima area.

I prodotti utilizzati nel protocollo
tradizionale erano a base di cloro,
mentre come prodotto probiotico &
stato utilizzato il detergente probio-
tico (PIP) .

In questo modo si sono potuti con-
frontare i risultati dei diversi me-
todi di sanificazione in zone (della

stessa area) con medesima destina-
zione d’uso, tipologia di utenza e
quindi, in definitiva, con medesime
caratteristiche di contaminazione.
A intervalli temporali prefissati so-
no stati rilevati i valori della carica
batterica per patogeno di interesse,
ottenibili mediante i due diversi si-
stemi di pulizia.

Per verificare la replicabilita dei ri-
sultati, si € poi pensato di invertire,
dopo 1 mese, il tipo di procedura di
pulizia tra i reparti di ciascuna area,
continuando le sperimentazioni per
un altro mese (Tabella 2).

Ogni campionamento ¢ stato effet-
tuato in triplo, utilizzando piastre
a contatto RODAC™ (Replicate Or-
ganism Delection and Counting). 1
campionamenti sono stati condotti
in diversi punti dei reparti interes-
sati, cosi schematizzabili:

M inizio pavimento del corridoio di
accesso al reparto;

B fine pavimento del corridoio;

B pavimento servizio igienico;

B lavello servizio igienico.

I primi due punti sono rimasti
fissi durante I'intera sperimenta-
zione, mentre quelli riguardanti il
pavimento e il lavello del Servizio
Igienico sono stati scelti in modo
casuale (random) volta per volta
(Figura 11 e 12), al fine di rappre-
sentarne fedelmente lo stato me-
dio di contaminazione sull’intero
reparto.
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Figura 12 - Planimetria Sala T (punti di campionamento fisso in blu e random in giallo)

Le campagne di monitoraggio
sono state condotte ad intervalli
di tempo regolari (circa ogni 2-3
giorni), sia alle ore 07:00, imme-
diatamente dopo gli interventi di
sanificazione, che alle ore 14:00.
Alcuni campionamenti sono stati
effettuati anche prima dell’inizio
delle attivita di pulizia (circa alle
ore 06:30), in modo da disporre
di dati sull’'andamento nel tempo
della carica microbica sulle super-
fici di interesse, essendo questa va-

riabile in funzione della intensita
dei fenomeni di ricontaminazione
imputabili alle attivita umane ed al
passaggio di individui.
Preventivamente sono stati svolti
prelievi microbiologici per la va-
lutazione non solo della carica mi-
crobica totale iniziale esistente ma
anche della carica microbica dei
potenziali patogeni. Questo mo-
mento e stato denominato come
Tempo zero (T, ore 14,00).

La sperimentazione ¢ poi prosegui-

ta con una terza Fase, iniziata in
data 22.07.2011, e cioe a distanza
di circa 1 mese dal termine della se-
conda Fase. In quest’ultimo perio-
do, protrattosi fino al 23.08.2011,
si sono impiegati i prodotti pro-
biotici PIP in entrambi i reparti
della Degenza di Medicina, con lo
scopo di verificare un eventuale ul-
teriore contenimento della carica
patogena dopo periodi prolungati
di applicazione dei PIP. Ogni cam-
pionamento ¢ stato effettuato in
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triplo (3 piastre per ogni tipologia
di parametro microbiologico), per
un totale di 324 prelievi per gior-
nata di lavoro. In totale sono stati
effettuati:

W (6804 prelievi nella prima fase

B 4212 prelievi nella seconda fase
B 1512 prelievi nella terza fase
per un totale di 12.528 prelievi.
In totale, in questa prima ricerca
sono stati effettuati complessiva-
mente 12.528 prelievi.

La procedura di campionamento
delle superfici e le analisi microbio-
logiche sono stati eseguite in base
alle “Linee Guida CONTARP-INAIL”,
2005, alla “UNI EN ISO 19698:2004”
e secondo le consuetudini codificate
in letteratura [12]. I risultati ottenu-
ti da ogni singola piastra durante
il campionamento in triplo hanno
permesso di calcolare il valore me-
dio di ogni parametro di interesse
(conta microbica totale (TVC) e
conta microbica di ogni potenziale
patogeno), poi espresso come CFU/
m? (unita formanti colonie per metro
quadrato di superficie monitorata).
Infine ¢ stato possibile confrontare
i risultati ottenuti con I'applicazione
dei due diversi protocolli (quello a
base di probiotici e quello chimico)
e calcolare quindi l'efficacia del pri-
mo rispetto al secondo in termini di
riduzione percentuale della carica
dei potenziali patogeni. In partico-
lare, tale riduzione ¢ stata calcolata
come segue:

B per cio che attiene al 1° mese, in
base alla formula

Vm‘ trerd Vm PP

rid perc= e
in cui
140400
V - Elsm,ncp‘ tradiz
mi trad n
IEX AT
174 o z:liﬂlll Cp' PIP
mi PIP n

con il seguente significato dei sim-
boli

valore medio dello specifico patogeno i-esimo calcolato nell'intervallo
di tempo di applicazione del protocollo PIP (per il 1° mese Sala T
e Cardiologia Oculistica)

m i PIP

G, o UFC/m2 dello specifico patogeno i-esimo relativo ad uno specifico
campionamento durante I'applicazione del protocollo PIP

per cio che attiene al 2° mese, sempre in base alla formula

16,0511 160511
V = 2!9.0-1.Ilcp' rradiz v s 2:19.M<I|Cp’ FPIP
mi  trad n mi PIP n

essendo gli intervalli temporali corrispondenti al periodo che intercorre
tra il 19.04 e il 16.05.2011.

B per cio che attiene al 3° mese, in base alla formula

(Vmi PIP niese 3+Vmi PP mese 3
)

)

V v -~
3 {rrr.f trad ﬂmnzl+ mi trad mcseZ]
rrdpm-m

e 1T v +¥
{ mi trad mese | mi wrad mese 2

ovvero calcolando lo scarto per-
centuale tra i valori medi ottenuti
nel 3° mese con i protocolli PIP
1 e PIP 2 rispetto ai valori medi
ottenuti nel 1° e 2° mese con i pro-

tocolli tradizionali.

In Tabella 3 sono mostrati i risultati
ottenuti. Si puo facilmente osserva-
re nel tempo, passando dalla pri-
ma alla seconda e quindi alla terza

Punto di Patogeno 1°e 2° 1°e 2° 3°
campionamento = fase MG fase AP fase MG
. (;0}'r1d01o Staphylococcus 12,16% 28.31% 81,03%
(inizio e fine) aureus

Pevdomonas | o7 635 | 4204 | 88.44%
Pavimento Staphylococcus o o o
servizio igienico aureus 58,75% 51,35% D

Pseudomonas 55.28%

75,94% 78,57%

Lavabo servizio
igienico

Staphylococcus

55,74%
aureus

52,50% 95,59%

Pseudomonas 67

,53% 50,41% 95,16%

Tabella 3 — Abbattimento percentuale della carica microbica specifica ottenuta
mediante 'impiego dei prodotti PIP rispetto al caso dei disinfettanti chimici a base
di cloro (MG Medicina Generale, AP, Area poliambulatoriale)

pubblicazioni scientifiche

57

[OSPEDALE



PCHS

iurec Exaaring Wpgiee Npace s

58

[OSPEDALE

B Degenza Medicina Fase 1e 2 mPal

joFaselel

100,00% ¢
90,00% |
B0.00% |

70,00% |

50.00% |
40,00% |
000%

2000%

10,00% |

D,00% |

|
Acinetobacter I

Candida spp.
Coliformi spp

Coliformi spp

5 1
g
£
b
&

Stalilococcus aureus
Stafilococcus aureus

Corridioiinizioe fine

Pseudomanas spp

Pavimento servizio igienico

CiValore Medio Finale Degenza 3a Fase

Candida spp.
Coliformi spp
Pseudomanas spp
Candida spp.
Acinetobacter

Acinetobacter spp.

]
e — - —
o e s
I i
|
B —— R
]
|
- ]
T

Lavello servizio igienico

Figura 13 - Riduzione percentuale dei potenziali patogeni ottenuta con il protocollo
probiotico rispetto al protocollo con disinfettanti chimici.

fase della ricerca, un progressivo
aumento della riduzione percen-
tuale della carica dei patogeni im-
putabile all'impiego del protocollo
con PIP rispetto a quello chimico,
fino a giungere a valori prossimi o
superiore all’80 %.

Per chiarezza, i dati di cui alla Ta-
bella 3 sono stati rappresentati
nella Figura 13, con diverse colo-
razioni. E’ quindi evidente che il
fenomeno della riduzione della
carica potenzialmente patogena
da parte dei probiotici avviene
nel tempo, fino a giungere ad una
stabilizzazione entro il terzo mese
dalla prima applicazione.
L'impiego dei protocolli a base di
probiotici (Sistema PCHS) determi-
na, quindi, una generalizzata com-
pressione e stabilizzazione della
carica patogena rispetto al caso
delle procedure tradizionali.
Sperimentalmente si € constatato,
anche in successive ricerche con-
dotte presso altre realta nosocomia-
li italiane, che un’azione prolunga-
ta dei protocolli probiotici (oltre
2 mesi) permette un sostanziale
decremento/contenimento/stabi-
lizzazione della carica microbica
potenzialmente patogena rispetto

al caso in cui gli ambienti siano
trattati con prodotti tradizionali.
In numerosi casi i valori di abbatti-
mento dei microrganismi di interes-
se sono prossimi al 90%, come nel
caso del lavello, che rappresenta
una superficie critica per il pazien-
te, per la possibilita di contatto con
le mani e altre parti del corpo.

Le sperimentazioni condotte hanno
permesso di constatare (Figura 14)
che, nel caso di impiego di disinfet-
tanti tradizionali, la carica batterica
potenzialmente patogena aumenta
molto nell’arco di sole 7 ore (rad-
doppia o triplica), al contrario dei
prodotti PIP, in cui tale aumento ¢
nettamente piu contenuto nell’arco
delle 24 ore. Cid a conferma del
fatto che l'azione dei PIP ¢ conti-
nuativa, andando ad incidere sul
substrato nutrizionale di riferimen-
to anche per altri microrganismi.
Questo elemento comporta una
attenta riflessione sull'impiego del
campionamento microbiologico
delle superfici come valutazione
del livello di contaminazione delle
stesse.

Tale valutazione non ¢ per nul-
la esaustiva se l'oscillazione del-
la carica risulta particolarmente

ampia, come nel caso di impiego
di disinfettanti chimici. Puo sem-
plicemente essere utilizzata per
la valutazione della efficacia del
disinfettante nell’immediato (30
minuti dopo I'applicazione), ma
non per descrivere lo stato “me-
dio” giornaliero di inquinamento
di una superficie. Al contrario,
ovvio che, riducendosi 'ampiezza
dell’oscillazione, come nel caso dei
PIP, il conteggio delle CFU (Colo-
ny Forming Units) /cm? di un de-
terminato microrganismo ha una
valenza descrittiva piu solida.

Ulteriori sviluppi delle attivita
di ricerca

Conseguentemente ai dati positi-
vi ottenuti nella prima fase della
ricerca, si € voluto verificare I'ipo-
tesi di una possibile relazione sus-
sistente tra eventi infettivi ICA) e
le caratteristiche microbiologiche
ambientali.

E’ stata quindi attivata una secon-
da ricerca sperimentale, basata su
approccio integrato tra metodolo-
gia di sanificazione (sistema PCHS
- Sistema Probiotico di Pulizia ed
Igiene) e buone prassi igieniche
(compliance delle mani), che ha
permesso di constatare, in 14 mesi
di campionamenti nell’Ospedale di
San Giorgio di Ferrara, una riduzio-
ne tendenziale di oltre il 60% degli
eventi infettivi (ICA).

In questo passaggio, pertanto, il
protocollo di buone pratiche igie-
niche e stato integrato con il pro-
tocollo di pulizie PCHS. Dovendosi
logicamente attuare una politica a
tutto campo di gestione del rischio
infettivo, il protocollo di pulizia
PCHS, consistente in un insieme
di operazioni, tra loro coordinate,
che prevedevano, tra I’altro, una
adeguata formazione del persona-
le, I'utilizzo di attrezzature, panni
e materiali ad elevato contenuto
tecnologico, nonché un program-
ma di verifiche e controlli atti a
garantire il raggiungimento di un
idoneo livello di igiene degli am-
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Figura 14 - Andamento nel tempo della carica dei vari microrganismi

bienti al fine di conseguire 1'obiet-
tivo finale: I'igiene dell’ambiente
nosocomiale.

La nuova ricerca ¢ stata condotta
presso 'ospedale Nuovo San Gior-
gio di Ferrara ed € durato 14 mesi,
durante i quali sono stati effettuati
quasi 6.000 campionamenti micro-
biologici, con lo scopo di monitorare
sul lungo periodo 'andamento della
carica dei potenziali patogeni.

La descrizione dettagliata della ri-
cerca € riportata in uno dei para-
grafi successivi. In questa sede si
vuole sottolineare che, grazie an-

che ad ulteriori ricerche, tutt’ora in
corso, condotte in numerose strut-
ture ospedaliere italiane, ¢ stato
possibile collezionare oltre 25.000
campionamenti microbiologici.

Si sono quindi potuti ricavare i
grafici di cui alla Figura 15 e alla
Figural9.

L'analisi di una tale mole di dati e
la disponibilita delle risultanze di
un elevato numero di campiona-
menti (25.748) condotti in diverse
realta ospedaliere, hanno permes-
SO un approccio piu sistematico
a consapevole delle procedure di

sanificazione delle degenze.

I risultati ottenuti, hanno dato la
possibilita di constatare che, nel
caso di impiego del sistema PCHS
(con prodotti probiotici), si ottie-
ne:

una compressione della carica di
microrganismi potenzialmente pa-
togeni di oltre I'80 % rispetto al
caso di utilizzo di tecniche tradizio-
nali a base di prodotti chimici;

la stabilizzazione della carica me-
desima, sia nell’arco della giornata,
con oscillazioni molto piu contenu-
te tra due successive sanificazioni,
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Figura 17 - Andamento della carica dei Coliformi totali

sia nei mesi successivi alla prima
applicazione (in particolare a par-
tire dal terzo mese).

La lettura dei diagrammi, riguar-
danti i diversi campionamenti ef-
fettuati fino ad oggi nelle varie
strutture ospedaliere e per diverse
superfici, supporta le preceden-

ti affermazioni. In questi grafici
(Figura 14, Figura 15, Figura 16,
Figura 17), viene mostrato I'anda-
mento della carica dei potenziali
patogeni e della carica totale.

Gli andamenti sono stati ricava-
ti applicando I'analisi di Poisson
ed i relativi intervalli di confi-

denza. L’intervallo di confidenza
superiore rappresenta il 95-esimo
percentile superiore (il 95 % dei
dati raccolti ha un valore che sta
al di sotto di tale limite), mentre
l'intervallo di confidenza inferio-
re rappresenta il 95-esimo per-
centile inferiore (il 5 % dei dati
ha un valore inferiore a quello
indicato).

Si puo notare che al mese 0, cor-
rispondente all’inizio della prima
applicazione del sistema PCHS
(Probiotic Hygiene Cleaning Sy-
stem), e quindi al valore della
contaminazione ottenibile me-
diante i prodotti chimici tradizio-
nali, la carica dei microrganismi
¢ significativamente piu elevata
che nel restante periodo, con una
progressiva diminuzione, che di-
venta del tutto stabile a partire
dal terzo mese, in corrispondenza
del quale, evidentemente, la colo-
nizzazione da parte dei Bacillus
spp. diventa predominante.

In Figura 20 e riportato I’anda-
mento della carica totale dei mi-
crorganismi. Si noti che nel tempo
questa diminuisce notevolmente,
passando da circa 92.000 UFC/m?,
ad un valore prossimo a 33.000
- 42.000 UFC/m?, piu che dimez-
zato rispetto al precedente.

Tale fenomeno non ¢ di facile
interpretazione e non € ancora
stato indagato con la dovuta at-
tenzione dal gruppo di lavoro.
Riprendendo tuttavia i modelli
di crescita di una popolazione
(Malthus, 1798), espressi in forma
piu rigorosa da Darwin e Wallace,
si potrebbe avanzare la seguente
ipotesi: quando una popolazione
diversificata satura 'ambiente, gli
individui che meglio soddisfano
le proprie necessita, in termini di
spazio e di nutrizione, sopravvi-
vono e lasciano discendenti (nel
caso specifico i Bacillus spp.),
mentre gli altri si estinguono
progressivamente senza proge-
nie, con conseguente diminuzio-
ne della popolazione iniziale.
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CONCLUSIONE

L'impiego dei probiotici (Sistema
PCHS) nelle procedure di sanifi-
cazione di degenze ospedaliere si
¢ rilevato essere una tecnica di si-
curo interesse, poiché permette di
ridurre, dell’80 % circa ed oltre, i
livelli di carica batterica potenzial-
mente patogena, di fatto indipen-
dentemente dal tipo di superfici
sanificate.

Tuttavia un corretto sistema di
pulizia delle degenze ospedaliere
non ¢ centrato solo sullo specifi-
co agente o prodotto impiegato,
ma su di un insieme integrato di
operazioni e controlli incrociati,
quale ¢ il Sistema PCHS, in grado
di garantire la struttura sanitaria,
in termini di efficacia del risultato
complessivo e di valorizzazione e
quantificazione del risultato me-
desimo. Quanto affermato deter-
mina, comunque, la necessita di
un salto culturale da parte degli
operatori privati e pubblici del set-
tore, determinato dalla esigenza di
approfondire sotto il profilo scien-
tifico le consuetudini in uso, allo
stato dei fatti poco o per nulla,
basate su idonee sperimentazioni
di campo e le corrette modalita di
interpretazione e valutazione dei
campionamenti microbiologici, co-
munque condotti.
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Proposta di nuovi indicatori
di igiene ambientale

Riassunto

Nel lavoro vengono proposti nuovi indicatori di igiene ambientale utili

a superare l'attuale assenza in letteratura e nella pratica quotidiana di

procedure e parametri in grado di descrivere l'efficacia dei protocolli di

sanificazione di strutture ospedaliere. Sulla base delle sperimentazioni di

campo effettuate utilizzando prodotti probiotici nella pulizia delle superfici

nosocomiali, si propone di misurare tale efficacia introducendo, come criterio

di accettabilita di una qualunque procedura sanificante, una scala numerica

che fissa il massimo numero di microrganismi potenzialmente patogeni

residenti per unita di superficie a 7 ore dalla applicazione del protocollo di

sanificazione.
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PAROLE CHIAVE:

Contaminazione, disinfettanti chimici, probiotici, sanificazione, degenze

ospedaliere

INTRODUZIONE

La contaminazione microbica viene
comunemente valutata utilizzando
metodi basati sull’analisi, mediante
conteggio delle UFC per unita di
superficie, di piastre da contatto o
RODAC™ (Replicate Organism De-
tection and Counting), contenenti
terreno solido selettivo o per cre-
scita non specifica.

In letteratura € consolidato I'utiliz-
zo dell’indice I.M.S. di Pitzurra (in-
dice microbico di superficie), che
rappresenta il valore della conta-
minazione totale (UFC/cm?) per le
sale operatorie.

Tale indice € rappresentativo, tut-
tavia, dello stato di contaminazio-
ne di una superficie negli istanti
immediatamente successivi ad un
trattamento di sanificazione (30
minuti dopo), inteso questo come
disinfezione (chimica) delle su-
perfici di interesse, ovvero come
abbattimento della carica micro-
biologica indistinta, riferita a tutti
i microrganismi e non solo a quelli
potenzialmente patogeni.

Questo parametro, tuttavia, mal si
presta alla valutazione dei risultati
prima esposti.

In primo luogo, mentre le sale
operatorie sono da considerarsi

ambienti ad elevato rischio infet-
tivo, in cui € prevista ’assenza
pressoché totale di carica batterica,
non altrettanto si puo dire per un
reparto di degenza o per un Po-
liambulatorio.

In secondo luogo, una volta sa-
nificate le superfici di una sala
operatoria, 'ambiente viene com-
partimentato e climatizzato con
filtrazione assoluta. I processi di
ricontaminazione che avvengono
sono unicamente imputabili alla
crescita naturale dei microrganismi
eventualmente sopravvissuti alla
disinfezione ed in misura molto
limitata alla ricontaminazione.

Al contrario, nelle degenze I'au-
mento della carica microbica &
riconducibile soprattutto ai feno-
meni di ricontaminazione dovuti a
persone e materiali che fungono
da veicolo ed ai fenomeni di se-
dimentazione gravitazionale del
pulviscolo atmosferico.

In terzo luogo, sempre per le de-
genze ospedaliere, non ¢ utile sta-
bilire un valore di soglia massima
di contaminazione, negli intervalli
temporali immediatamente succes-
sivi all’atto della pulizia, poiché i
processi di crescita dei microrgani-
smi hanno natura dinamica e com-
portano un aumento esponenziale
della conta batterica anche nell’ar-
co di alcune ore.

La valutazione della contaminazio-
ne superficiale mediante I'impiego
del metodo della conta totale dei
microrganismi (UFC) non ¢ quindi
per nulla descrittiva dell’effettivo
rischio di contrarre infezioni da
parte del paziente.

Nel caso dell'impiego dei probioti-
ci, la popolazione microbica, che si
consolida sulle superfici sanificate
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Tabella 1- Andamento della carica microbica nel tempo (Ospedale S. Anna)

UFC/m? 30P$?3t31f§' L
St. aureus 5.460

E.coli 941
Pseudomonas spp. 439
C.albicans 431

(*) a base di prodotti chimici — (**) a base di probiotici

con prodotti probiotici, ¢ per lo piu
costituita da Bacillus spp., consi-
derati sicuri per la salute umana e,
solo in minima parte, ¢ costituita
da altre specie batteriche.
Pertanto ¢ conveniente utilizzare
sempre il metodo del conteggio
delle UFC per unita di superficie
(UFC/m?), ma ricavandolo per sin-
golo microrganismo potenzialmen-
te patogeno.

Poiché la carica batterica varia con
il passare del tempo, € convenien-
te, inoltre, che i campionamenti mi-
crobiologici siano effettuati a circa
7 ore di distanza dalla sanificazio-
ne. Infatti, i dati esposti in Tabella
1 sono stati ottenuti in seguito alle
indagini effettuate, confrontando i
risultati rilevati in momenti diversi
della giornata:

Si osserva, a questo proposito, che
per il protocollo chimico, dopo
circa 7 ore le UFC/m? grossomodo
raddoppiano rispetto agli istanti
immediatamente successivi alla
disinfezione; per quanto riguarda
il trattamento con probiotici, le
UFC/m? raddoppiano o triplicano
(per effetto dei fenomeni di ricon-
taminazione), passando da 7 ore
successive al trattamento a 24 ore
dopo il medesimo, quindi con una
cinetica decisamente inferiore ri-
spetto al caso precedente.

Allo stato attuale, il dato di mag-
giore interesse risiede comunque
nel fatto che, a distanza di 24 ore
dall'intervento di pulizia, la conta-
minazione con protocollo probioti-
co PCHS risulta addirittura la meta

o un terzo di quella che si ottiene
con la disinfezione chimica negli
istanti successivi alla pulizia stessa.
Inoltre 'ampiezza di oscillazione
dei valori nel caso dei probioti-
ci € molto piu ridotta rispetto al
protocollo alternativo e quindi, si
produce sul campo un effetto di
bio-stabilizzazione dei potenziali
patogeni.

PROPOSTA DI UN NUOVO
INDICATORE

DI VALUTAZIONE
DELLIGIENE AMBIENTALE

E’ evidente che, indipendente-
mente dalle modalita con cui
viene espletata, la sanificazione
ospedaliera & un processo di ti-
po industriale, e quindi alla me-
desima deve essere associata una
metodologia di verifica su campo
dei risultati ottenuti, con la con-
seguente individuazione di una
scala di valori e di criteri di ac-
cettabilita degli outcomes finali.
Si ritiene pertanto metodologi-
camente opportuno proporre in
questa sede I'introduzione di un
Indice di Qualita Microbiologica
(IQM) per la misura del livello di
igiene delle degenze ospedaliere,
con la esclusione delle aree clas-
sificate ad alto rischio e delle sale
operatorie.

Le caratteristiche della scala di
misura sono le seguenti:

B e UFC/m?rappresentano 1'uni-
ta di misura assunta a campione,
i valori rilevati risultano piu chia-

[OSPEDALE

Prot.probio. (**)
24 ore dopo sanif.

3.050

1.160

482

627

ramente elaborabili utilizzando
questo ordine di grandezza. Si
ritiene comunque possibile, sulla
base degli sviluppo della ricerca
e ed ai fini del monitoraggio mi-
crobiologico, proporre l'utilizzo
dell’indicatore 'IQM con unita
UFC/dm?.

M il rilevamento della contamina-
zione superficiale viene effettuato
mediante piastre Rodac, addizio-
nate a opportuni terreni seletti-
vi;

B e piastre devono essere appog-
giate sulla superficie da campio-
nare e su di esse viene esercita-
ta una leggera pressione per 30
sec;
B i campionamenti devono essere
effettuati almeno in doppio, pos-
sibilmente in triplo, e le piastre,
una volta incubate e lette secondo
le correnti normative UNI, devo-
no essere fotografate ed archiviate
prima del loro smaltimento;

B e superfici oggetto di campio-
namento, su cui vengono applicati
i prodotti probiotici sono sia quel-
le a contatto diretto con il pazien-
te (comodino, testata del letto,
sanitari etc..) sia quelle a contat-
to indiretto (pavimento degenza,
pavimento corridoio reparto nelle
zone di massimo passaggio, pavi-
mento bagno);

B devono essere monitorate
le UFC/m? dei singoli patoge-
ni, quali Staphylococcus aureus,
Pseudomonas species, coliformi
(compreso Escherichia coli), Can-
dida albicans, Acinetobacter spp.,
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Microrganismi ricercati

S.aureus

< 1.000 UFC/m?

Valori IQM dopo circa 7 ore
dalle operazioni di sanificazione

Pseudomonas spp.

< 500 UFC/m?

Coliformi totali

< 500 UFC/m?

Candida spp.

< 1.000 UFC/m?

Clostridium d.

< 2.000 UFC/m?

Tabella 2 - Scala di accettabilita dell'Indice di Qualita Microbica IQM

Clostridium spp. Lo sviluppo della
ricerca in corso portera alla defi-
nizione di indice IQM anche per
altri microrganismi.

B devono essere monitorate an-
che le UFC/m? della carica totale,
cio al fine di poter identificare, nel
caso di impiego del protocollo con
probiotici, la presenza dei Bacillus
spp, a scopo di controllo della cor-
retta applicazione del prodotto;
B i campionamenti devono esse-
re effettuati a 7 ore circa dopo la
sanificazione prima del ripasso
quotidiano;

M il numero di campionamenti
deve poter permettere il raggiun-
gimento di un risultato statistica-
mente significativo.

E’ stato possibile individuare una
scala di valori di accettabilita delle
procedure di sanificazione di se-
guito riportato in Tabella 2.

Il principio cardine che si pro-
pone in questa sede consiste nel
fatto che, indipendentemente dal
tipo di protocollo scelto, si utiliz-
zi un metodo unico, condiviso e
oggettivo di valutazione della ef-
ficacia del trattamento, al fine di
introdurre un metodo di misura
dei risultati ottenuti. Questo me-
todo individua i valori numerici
dell’Indice di Qualita Microbica
(IQM), che rappresentano i va-
lori massimi di contaminazione
di una superficie da parte degli
specifici microrganismi potenzial-
mente patogeni di interesse nella
microbiologia nosocomiale. I valo-
ri soglia proposti dall'Indice IQM

sono stati ottenuti dall’insieme
dei numerosissimi campionamenti
svolti durante I’arco della ricerca e
tutt’ora in corso. I dati sono stati
divisi per singolo patogeno e su
ognuno di questi ¢ stata calcolata
la distribuzione media di Poisson
con intervallo di confidenza al 95°
percentile (p<0,95) e 5° percentile
(p>0,05). Come valori di soglia si
propone di adottare quelli relativi
al 95° percentile.

Di seguito viene descritta in detta-
glio la metodologia di campiona-
mento che si propone di seguire.

MATERIALI E METODI

La modalita di esecuzione della
ricerca ha compreso la verifica
dell’efficacia dell’attivita di com-
petizione dei prodotti PCHS (Pro-
biotic Cleaning Hygien System)
sia mediante prove “in vitro”, in
condizioni standard ed in assenza
di variabili esterne, sia “su campo”
in ambienti ospedalieri al fine di
avere condizioni critiche, causate
dalla continua ricontaminazione
delle superfici trattate con PCHS
e sottoposte a monitoraggio.

La metodica analitica utilizzata per
le verifiche microbiologiche “in vi-
tro” ¢ stata la norma standard UNI
EN 13697:2001, la quale si basa su
un metodo di prova quantitativo
per superfici non porose per la
valutazione dell’attivita batterici-
da e/o fungicida di disinfettanti
chimici (fase 2/ stadio 2). E stato
utilizzato questo metodo, in quan-

to non vi sono normative di rife-
rimento per valutare lattivita di
biostabilizzazione basate su pro-
dotti probiotici. Il campionamento
delle superfici “in campo” € stata
effettuata secondo la Linea Guida
CONTARP-INAIL:2005, la norma
UNI EN ISO 14698:2004 e la Linea
guida ISPELS: 2009 riguardante sia
la procedura di campionamento
delle superfici che le analisi mi-
crobiologiche.

In laboratorio i metodi dell’analisi
microbiologica sono stati eseguiti
in base alla Linea guida ISPELS:
2009 e alle norme di buona pras-
si di laboratorio secondo le Linee
Guida Good Manufacturing Prac-
tice (GMP). Il materiale utilizzato
per i campionamenti € stato acqui-
stato da Fornitori qualificati che
hanno garantito il Quality Control
(QC) di ogni lotto in conformita
alle Linee Guida “Microbiological
Quality criteria according to Eu-
ropean Pharmacopeia” e inviato
il CERTIFICATO DI QUALITA di
ogni lotto, compreso i test di con-
valida di sterilita (Sterility Test) e
di fertilita (Fertility Test).

Parametri microbiologici

I parametri microbiologici, rappre-
sentati dai ceppi batterici poten-
zialmente patogeni che maggior-
mente sono diffusi negli ambienti
ospedalieri, e responsabili della
quasi totalita delle infezioni ospe-
daliere, sono i seguenti:

a. Carica microbica totale (corri-
spondente al valore della carica
batterica e fungina totale delle su-
perfici campionate (= TVC).

b. Staphylococcus species (spp. ), in
particolare Staphylococcus aureus,
c. Enterobacteriaceae, in gene-
rale definiti Coliformi, compreso
il patogeno opportunista Escheri-
chia coli, Klebsiella spp. e Proteus
mirabilis, importanti in quanto
molto diffusi e caratterizzati da
multi resistenze agli antibiotici.
d. Pseudomonas species (spp.),

e. Candida spp.
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TECNICA PLATE COUNT

Tecnica Plate Count utilizza pia-
stre da contatto Rodac da 55 mm
di diametro (Figura 1).

Per rilevare la carica microbi-
ca totale aerobica (TVC) ed i
microorganismi patogeni, sono
state utilizzate piastre Rodac con
terreno addizionato di Lecitina,
Istidina e Tween, neutralizzanti
per inibire '’eventuale presenza
sulle superfici di residui di so-
stanze ad attivita disinfettante o
antibatterica.

Le tipologie di terreno di coltura
agarizzato sono le seguenti:

1-Rodac TSA per la conta micro-
bica totale (TVC)

2-Rodac BAIRD PARKER (o MAN-
NITOL SALT AGAR) per Staphy-
lococcus spp.

3-Rodac MacCONKEY AGAR per
Enterobacteriacea (Enterobatte-
ri, Escherichia coli, ecc.)
4-Rodac CETRIMIDE AGAR per
Pseudomonas spp.

5-Rodac SABOURAUD AGAR +
CFL per Candida spp.

PROCEDURA DI PRELIEVO
MICROBIOLOGICO

Il prelievo microbiologico du-
rante la fase di ricerca ¢ stato
svolto sia in triplo che in doppio;
in seguito ai risultati ottenuti si
ritiene pertanto di proporre di
svolgere il campionamento alme-
no in doppio per ottenere una
maggiore significativita statisti-
ca; i valori media saranno inoltre
espressi in UCF (Colony Forming
Units) /m?2.

PROCEDURA DI PRELIEVO: la
parte convessa delle piastre Ro-
dac deve essere appoggiata sul-
la superficie da monitorare; su
di essa viene poi esercitata una
pressione costante ed omogenea
per 30 secondi.

Durante il prelievo ¢ opportuno
evitare movimenti circolari o li-

Figura 1 - PIASTRE RODAC™ [Replicate Organism Direct Agar Contact]: diametro
di 55 mm corrispondente ad una superficie di contatto di 24 cm?

Figura 2 - Durante il prelievo la superficie convessa della piastra Rodac deve essere
adesa alla superficie.

neari ed eseguire strofinamen-
ti per non danneggiare I’agar.
Mentre ¢ possibile effettuare un
movimento a bilanciere in caso
di superfici convesse, come ad

esempio durante il prelievo su
maniglie o corrimano. Inoltre le
piastre devono essere posiziona-
te ed allineate secondo quanto
mostrato nelle Figure 3, 4 e 5.
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Figura 3 - Allineamenti possibili durante il posizionamento delle piastre Rodac su una superficie orizzontale (ad esempio pavimento).

TRASPORTO
IN LABORATORIO:

Dopo il campionamento, preferibil-
mente entro 4 ore, le piastre Rodac
vengono trasportate e conservate
in termostato ad una temperatura
compresa tra 15 - 20 °C.

INCUBAZIONE:

Dopo il prelievo ogni Rodac é stata
posta in termostato:

B a 37°C per 48 - 72 ore per valu-
tare la crescita batterica;

M 2 25°C per altre 72 - 96 ore per
verificare la crescita dei lieviti Can-
dida spp..

Figura 4 - Allineamento durante il posizionamento delle piastre
Rodac su una superficie non orizzontale (ad esempio lavello): le
Rodac sono allineate in fila.

Al termine del periodo di incuba-
zione, vengono contate le colonie
che si sono sviluppate sulla super-
ficie della piastra Rodac, i cui valo-
ri sono espressi in Unita Formanti
Colonia (UFC).

Un conteggio accurato si esegue so-
lo sulle piastre nella quali non siano
cresciute piu di 200 colonie.

In caso di piastre non numerabi-
li, si esprime il risultato con > 200
UFC/piastra.

Infine vengono calcolati i valori di
media riferiti alla superficie della
piastra a contatto Contact Plate
(Rodac) di 24 cm?. Ogni risultato
deve essere rapportato all’unita di
superficie (1 m?).

ESPRESSIONE
DEI RISULTATI
MICROBIOLOGICI:

11 calcolo delle unita vitali viene
effettuato come media matematica
dei valori ottenuti per ciascun cam-
pionamento. Il risultato della conta
per ciascuna piastra viene quindi
diviso per 24 e moltiplicato per
10.000, al fine di ottenere I'unita
di misura desiderata (UFC/m?).

DESCRIZIONE DEI

TERRENI DI COLTURA
MICROBIOLOGICI:

Il Triptyc Soy Agar (TSA) impiegato

Figura 5 - Posizionamento delle piastre Rodac su una supetficie
non orizzontale (ad esempio lavello): le Rodac sono poste vicine
a tripletta.
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Ceppo microbico

Condizioni di coltura

Caratteristiche di crescita

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Escherichia coli ATCC 8739

Bacillus subtilis ATCC 6633

Aspergillus niger ATCC 16404

37 +1°C

37 + 1°C

37 +1°C

25+ 1°C

Dimensioni medie, colonie leggermente giallastre

Dimensioni grandi, colonie leggermente giallastre

Grandi colonie piatte e secche, di forma irregolare

Colonie con micelio chiaro

Tabella 3 - Condizioni di coltura e caratteristiche di crescita dei ceppi microbici

per la coltura e I'isolamento di tutti i
batteri, lieviti e muffe, ha una com-
posizione conforme a quanto indi-
cato nella farmacopea europea (EP)
e statunitense (USP). Addizionato
con agenti definiti attivanti, quali
Lecitina, Tween 80 e Istidina, in
grado di neutralizzare eventuali re-
sidui di detergente o di disinfettan-
te, il terreno TSA & utilizzato per il
monitoraggio ambientale (Hygiene
Monitoring _Environmental Monito-
ring) delle superfici, del personale
(mani, vestiario) e dell’aria.

La combinazione dei peptoni di
caseina e soia fornisce aminoacidi
essenziali, peptidi a basso peso mo-
lecolare e proteine solubili, per fa-
vorire la crescita dei microrganismi.
I carboidrati derivati da peptoni di
soia favoriscono la crescita di lieviti
e muffe. Il terreno ¢ indicato per
la coltivazione di microrganismi sia
aerobi che anaerobi.

Gli inattivanti aggiunti al terreno
TSA presentano le seguente fun-
zione:

M [a lecintina neutralizza i composti
di ammonio quaternario e di parai-
drossibenzoato (Sutton et al.);

B il Tween 80 inattiva i fenoli (Rus-
sel et al.)

B l'istidina inattiva la formaldeide
e i derivati formaldeidici (Wallhdu-
ser).

Condizioni di incubazione:

Le piastre TSA, dopo il monitorag-
gio, vanno incubate in termostato
da 20 a 25 ° C, per un intervallo di
tempo compreso tra 5 a 7 giorni,
per la rilevazione di lieviti e muffe;
a 30 a 35 ° C per la rilevazione di

Figura 6 - Colonie di Bacillus spp.

Figura 8 - Colonie di Bacillus spp.

batteri ( cfr. Guidance for Industry),
fra cui anche i Bacillus che appaio-
no nelle Figure 6,7, 8,9, 10, 11 e
12. Nella Tabella 3, per i microrgani-
smi piu significativi, sono riportate
le condizioni di temperatura a cui si
sviluppano e la loro morfologia.

Figura 7 - Colonie di Bacillus spp.

Figura 9 - Colonie di Bacillus spp.
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Figura 11 - Colonie di Bacillus spp.

Figura 12 - Colonie di Bacillus spp.

MANNITOL SALT AGAR:
AGAR MS

Si tratta di un terreno selettivo e
diagnostico per I'isolamento e la
conta di Staphylococcus aureus
(Figura 13, 14, 15), contenente
una elevata concentrazione di
NacCl, in funzione di agente se-

lettivo per inibire la crescita del-
la maggior parte dei batteri, ad
eccezione dello Staphylococcus
aureus.

Il mannitolo rende questo terreno
differenziale.

MANNITOL SALT AGAR: ¢ un
terreno di coltura che inibisce
la maggior parte dei batteri, in

quanto possiede percentuali di
cloruro di sodio molto elevate
(75-100 grammi per litro), favo-
rendo la crescita degli Stafilo-
cocchi che sono batteri alofili.
La fermentazione del mannitolo
produce acidi e la conseguente
variazione di pH, e quindi un vi-
raggio dell'indicatore presente nel
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Figura 13 - Rodac con terreno MANNITOL SALT AGAR .

Colonie di Stafilococcus coagulasi positiva con alone giallo,
presunta colonia di Stafilococcus aureus. MANNITOL SALT
AGAR: Colonie piccole gialla pallido: colonie di Stafilococ-

cus aureus coagulasi positiva (freccia rossa).
Le colonie beige grandi / piccole sono Bacillus spp. (freccia bluw).

Rodac 1 con terreno MANNITOL SALT AGAR .

Figura 14 - Rodac con terreno MANNITOL SALT AGAR .
Colonie piccole gialle: colonie di cocchi Staphylococcus species
(spp.) coagulasi negativi (freccia ).

Le colonie beige grandi / piccole sono Bacillus spp. (freccia blw).

Rodac 2 con terreno MANNITOL SALT AGAR .

Figura 15 - Rodac 1 con terreno MANNITOL SALT AGAR: Le colonie beige pitt grandi sono Bacillus spp.
Rodac 2 con terreno MANNITOL SALT AGAR: Colonie piccole gialla pallido: colonie di Staphylococcus aureus coagulasi po-
sitiva freccia rossa). Le colonie beige grandi / piccole sono Bacillus spp. (freccia blw)

terreno (rosso fenolo) da rosso a
giallo. L’agar sale mannitolo € un
terreno sia selettivo (cioe¢ permet-
te la crescita solo di alcune spe-
cie) che differenziale, riuscendo a
discriminare una specie dall’altra
grazie ad indicatori.

BAIRD PARKER AGAR:

Si tratta di un terreno differenziale,
moderatamente selettivo, per I'iso-
lamento e la conta di Staphylococ-
cus aureus (Figura 16 (a, b), 17).
Contiene degli agenti selettivi, quali

glicina, litio e tellurito, per inibire
la crescita della maggior parte dei
batteri, ad eccezione di Staphylococ-
cus aureus. 11 Baird-Parker contiene
piruvato di sodio, per recuperare gli
eventuali Stafilococchi danneggiati
dai processi di sanificazione.
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La maggior parte dei ceppi di Staphylococcus aureus forma degli aloni trasparenti chiari intorno alle colonie,
probabilmente a causa dell’azione di una lipasi. Gli Staphylococcus species (spp.) sono batteri a forma di cocchi
a grappolo, Gram positivi, presenti sulla cute e nelle secrezioni umane.

Al genere Staphylococcus spp., soprattutto St. epidermidis, appartengono saprofiti normalmente presente sulla
cute umana. Nelle Figure 16, 17, 18, 19 e 20 & possibile osservare colonie di Staphylococcus aureus e di Bacillus
che si sono formate.

Figura 16 (a) - Rodac con terreno BAIRD PARKER AGAR Figura 16 (b) - Rodac con terreno BAIRD PARKER AGAR: Colo-
Colonie di Staphylococgus coagulgs1 positiva con.alone ra- nie di Staphylococcus coagulasi positiva con alone trasparente
sparente chiaro, probabile al 70% circa presenza di Staphylo-  chiaro, probabile al 70% circa presenza di Staphylococcus au-

coccus aureus. o reus.. Le colonie grigio chiaro grandi sono Bacillus spp.
Colonie di Staphylococcus aureus coagulasi positiva

(freccia rossa).
Le colonie beige grandi / piccole sono Bacillus spp. (freccia blw).

Figura 17 - Rodac con terreno BAIRD PARKER AGAR: Colonie di Staphylococcus coagulasi positiva con alone trasparente
chiaro, probabile al 70% circa presenza di Staphylococcus aureus. Le colonie grigio chiaro grandi o a contorni irregolari sono
Bacillus spp. Colonie di Staphylococcus aureus coagulasi positiva (freccia rossa).

Le colonie beige grandi / piccole sono Bacillus spp. (freccia blw)
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Figura 18 - Le colonie grigio chiaro grandi o a contorni itregolari sono Bacillus spp.

Figura 20 - Le colonie grigio chiaro grandi increspate o a contorni irregolari sono Bacillus spp.

MAC CONKEY AGAR: nere Enterobacteriaceae (Figura  Escherichia coli, Klebsiella spp.

21 e Figura 22) e nello specifico e Proteus mirabilis, importanti
E’ un terreno differenziale per Enterobatteri produttori di beta- in quanto molto diffusi e carat-
I'identificazione presuntiva di lattamasi ad ampio spettro, com- terizzati da multi resistenze agli
Gram negativi appartenenti al ge- preso il patogeno opportunista antibiotici.
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MAC CONKEY AGAR: contiene sali biliari e cristal violetto come agenti selettivi, lattosio ed un indicatore di
pH, il rosso neutro, come agenti differenziali. Il rosso neutro € un indicatore che a valori prossimi alla neutralita
¢ leggermente rosato, a valori acidi € rosso, a valori alcalini € incolore. Le colonie di E. coli risultano di colore
rosso-viola. L E.coli fermentano il lattosio dando colonie circondate da un alone di sali biliari precipitati, reazione
dovuta all’azione degli acidi prodotti dalla fermentazione del lattosio sui sali biliari ed il successivo assorbimento
del rosso neutro. Le colonie di E.coli si presentano piccole rotondeggianti, lisce, cremose.

Figura 21 - Rodac con terreno MAC CONKEY AGAR. Figura 22: Rodac con terreno MAC CONKEY AGAR. Colonie colore
Colonie colore rosso: Enterobacteriaceae rosa-gialle: Klebsiella spp.
CETRIMIDE AGAR: di Gram negativi appartenenti al I Pseudomonas spp. sono batteri

genere Psedomonas species (com- a forma di bacilli Gram negativi,
E’ un terreno selettivo (Figura 22)  preso il patogeno Pseudomonas  diffusi e tipici ambientali;
per l'identificazione presuntiva aeruginosa).

CETRIMIDE AGAR: ¢ un terreno nutritivo ¢ in
grado di evidenziare la produzione di pigmen-
to blu-verde. L'aggiunta di cetrimide conferisce
la selettivita favorendo la crescita abbondante
di Pseudomonas. Le colonie di Ps. aeruginosa
risultano di colore verde, la cui florescenza si
evidenzia con la lampada di Wood.

P. aeruginosa ¢ in grado di produrre diversi
pigmenti tra cui il piu caratteristico ¢ la pio-
cianina. Le colonie sono grandi, mucose e a
bordi frastagliati, perché lo Ps. € un batterio
mobile.

Figura 23 - Rodac con terreno CETRIMIDE AGAR.
Colonie con fluorescenza verde —giallo:
Pseudomonas spp.
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SABOURAUD + CLORAMFENICOLO AGAR:

€ un terreno selettivo per I'identificazione presuntiva dei
lieviti appartenenti al genere Candida species (compre-
so il lievito patogeno Candida albicans) (Figura 24).
Candida spp. sono lieviti unicellulari e sono sia di de-
rivazione ambientale che umana.

SABOURAUD + CLORAMFENICOLO AGAR: ¢ un
terreno selettivo per la crescita dei miceti a base di
peptone micologico , che fornisce i fattori di crescita
azotati e destrosio (20%), come fonte di carbonio a pH
basso di 5.6 £0.2. L'elevata concentrazione di glucosio
facilita la crescita dei miceti (Figura 25 e 26), inibendo
parzialmente la maggior parte dei batteri. Il cloramfe-
nicolo (CFL: 50/500 mg/ml) e 'antibiotico che rende il
terreno selettivo inibendo la crescita di tutti i batteri.
Le colonie di Candida si presentano rotondeggianti,
lisce, cremose di un bianco candido (“albicans”= bian-
co) (Figura 27).

Figura 24: Rodac con terreno SAB+CLF AGAR.
Colonia bianca cremosa: Candida spp.

Figura 25 - Rodac con terreno SAB+CLF
AGAR. Colonie vellutate per la presen-
za del micelio fungino aereo di colore
diverso colori a seconda della specie
fungina.
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Contamindazione microbiologica
ambientale ed eventi infettivi:

il caso studio dellospedale

nuovo San Giorgio di Ferrara

Riassunto

Le infezioni correlate all’assistenza (ICA) insorgono durante il ricovero in
ospedale, in seguito a processi di cross contamination tra ambiente e paziente.
Talvolta possono aggravare le condizioni iniziali di salute del paziente, anche
con conseguenze permanenti, determinando il prolungamento della degenza
e laumento delle spese a carico dei pazienti stessi e del sistema sanitario.
Per un periodo di 12 mesi, presso una struttura ospedaliera di Ferrara ¢ stato
condotto uno studio che ha dimostrato come, 'adozione delle usuali good
hygienic practices da parte del personale sanitario e dei visitatori integrato
con un appropriato sistema di sanificazione, che ha previsto I'impiego di

prodotti a base di probiotici, € stato possibile constatare la riduzione e la

stabilizzazione della carica microbica ambientale potenzialmente patogena,

presente sulle superfici e veicolata per via aerea o contatto, ottenendo la

conseguente diminuzione degli eventi infettivi.

P. Antonioli*, C. Manzalini*

* Azienda Ospedaliero Universitaria di Ferrara, Struttura Dipartimentale di
Igiene Ospedaliera e Qualita dei Servizi Ambientali, Ferrara

PAROLE CHIAVE:

Burocrazia, etica professionale, privacy

INTRODUZIONE

La sicurezza del paziente ¢ una
questione centrale per i servizi sa-
nitari.

Tra i diversi rischi associati all’as-
sistenza sanitaria e socio-sanitaria,
quello infettivo, ossia il rischio da
parte di pazienti, visitatori e ope-
ratori di contrarre una infezione
correlata all’assistenza sanitaria
(ICA), occupa un posto partico-
lare in ragione delle dimensioni
del rischio stesso (Tabella 1), della
complessita dei determinanti, del
trend epidemiologico in aumento e

dell'impatto clinico ed economico
rilevante, che determina:

B prolungamento della durata di
degenza,

B disabilita a lungo termine,

B aumento della resistenza dei mi-
crorganismi agli antibiotici,

B carico economico aggiuntivo per
i sistemi sanitari e per i pazienti e
le loro famiglie

B significativa mortalita.

In Europa, ogni anno, sono impu-
tabili alle ICA circa 16 milioni di
giornate aggiuntive di degenza,
37.000 decessi attribuibili, 110.000

decessi per i quali I'infezione rap-
presenta una concausa, costi stima-
ti in approssimativamente 7 miliar-
di di Euro (includendo solo i costi
diretti) (1).

Le ICA sono molto frequenti, sia in
pazienti ricoverati in ospedale, che
in soggetti accolti in strutture resi-
denziali e territoriali e nell’assisten-
za domiciliare. La frequenza varia
nel tempo e nei diversi setting assi-
stenziali. Nelle strutture residenzia-
li la prevalenza di infezioni va da
8 a 12 ogni 100 residenti, nell’assi-
stenza domiciliare 1 paziente ogni
100 contrae una ICA.

In ospedale, 5-8 pazienti ogni 100
contraggono una ICA, i 3/4 delle
quali interessano i seguenti 4 siti
di infezione:

B infezioni delle vie urinarie asso-
ciate a catetere vescicale (>30%)

B infezioni del sito chirurgico
(17%)

B batteriemie associate a cateteri
intravascolari centrali (15%)

B polmoniti associate a ventilazio-
ne (13%).

Preoccupante ¢:

B lincremento di infezioni da Clo-
stridium difficile e da Stafilococco
aureo meticillino resistente (MR-
SA);

B i] trend epidemiologico in au-
mento per la maggiore parte di
pazienti immuno-compromessi 0
comunque fragili e per 'accentuata
complessita assistenziale (2);

B Paumento delle localizzazioni
piu gravi causato dalla maggiore
gravita di base dei pazienti e dalla
progressiva diffusione di micror-
ganismi resistenti, talvolta anche
multiresistenti, agli antibiotici (es.,
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Enterobatteri Intermedi/ Resistenti
ai carbapenemi e/o produttori di
carbapenemasi, in particolare Kleb-
siella pneumoniae) (3);

M ]a carenza strutturale carenze
strutturali e impiantistiche, di ri-
sorse e pratiche assistenziali non
adeguate, tra cui I'igiene delle mani
e ligiene dell’ambiente di cura, ne
rappresentano i determinanti.

Non tutte le ICA sono prevenibi-
li, perché in alcuni casi I'infezione
¢ solo temporalmente associata
all’episodio assistenziale, senza
essere imputabile ad alcun fattore
modificabile.

Molti microrganismi potenzial-
mente patogeni, infatti, fanno
parte della flora endogena del
paziente, ad esempio gli Stafi-
lococchi spp. si insediano nelle
prime vie aeree e sulla cute, gli
Enterobatteri nel lume intestinale,
la Candida spp. nelle mucose, i
Clostridi spp. nel lume del colon;
mentre altri patogeni sono di ori-
gine ambientale, come lo Pseu-
domonas spp. e I’Acinetobacter,
presenti nei luoghi di ricovero e
quindi spesso multiresistenti agli
antibiotici .

Inoltre I'insorgenza dell'infezione
¢ attribuibile alle particolari con-
dizioni cliniche dell’ospite.
Tuttavia, la quota prevenibile ¢
molto piu ampia di quanto cre-
duto fino a poco tempo fa (4). Si
stima che siano prevenibili fino
al 65% — 70% dei casi di batterie-
mie CVC-correlate e di infezioni
urinarie CV-correlate; il 55% dei
casi di VAP e di infezioni del sito
chirurgico (3,5).

IL PROGETTO DI RICERCA
NSG

Il progetto di ricerca Nuovo San
Giorgio (NSG) si poneva l'obiet-
tivo di valutare il prevedibile im-
patto sulla riduzione delle ICA,
conseguente all’adozione di una
strategia multimodale e multidi-
mensionale di intervento, basata

Altre complicanze post- operatorie 19,9%
Eventi correlati ai farmaci 14.0%
Lesioni pressione 8.8%
Eventi avversi in diagnostica 5.1%
Cadute 2.2%
Altri 19.2%

Tabella 1 - Gli eventi avversi piu frequenti in Ospedale

(Qual. Saf. Health Care 2007, 434)

Contesto e attivita

2011

2012 Gennaio-Luglio

wy
wmopee | | |

Superficie (mq) 30.000 30.000 30.000

sicona | % | o | w

Tabella 2 - Stabilimento di Riabilitazione “Nuovo S.Giorgio” — Az. Osp. Univ. Ferrara

su azioni sostenibili e di provata
efficacia, creando un ambiente di
cura piu sicuro per pazienti, ope-
ratori, caregivers e visitatori.

Lo studio ¢ stato condotto presso
lo Stabilimento di Riabilitazione
“Nuovo S.Giorgio” dell’Azienda
Ospedaliero-Universitaria di Fer-
rara (Tabella 2), caratterizzato da
B una importante mobilita attiva
intra ed extra regionale,

B dalla presenza di pazienti ad
elevate necessita di riabilitazione
intensiva post-acuta (mielolesio-
ni, gravi cerebro lesioni), ad alta
complessita, provenienti spesso
da reparti per acuti, specie in-
tensivi,

B durata di degenza anche molto
lunga (settimane/ mesi),

M alta prevalenza, per i motivi in
precedenza elencati, di pazienti
colonizzati/infetti all'ingresso con
microrganismi resistenti o mul-
tiresistenti agli antibiotici (nel
2011, 61% di colonizzazione/in-
fezione all’ingresso con Klebsiel-
la pn. Intermedia/Resistente ai
carbapenemi e/o produttrice di
carbapenemasi).

Inoltre, precedenti studi di pre-
valenza, indicavano la necessita
di intraprendere un approfondi-
mento conoscitivo sulle ICA in
questo ambito assistenziale poco
studiato (Tabella 3).
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RIABILITAZIONE

Prevalenza pazienti
con almeno 1 ICA

Tasso di prevalenza ICA

Dicembre Febbraio Feb.- Marzo
AcUTI 2008 2010 2011
Prevalenza pazienti con o 0 o
almeno 1 ICA L% C2 A
Tasso di prevalenza ICA 8,0 % 9,4 % 10,2 %

Tabella 3 - AOUFE: serie storica dei dati di Prevalenza ICA - Reparto Riabilitazione e

Reparto Acuti

Per ultimo, a differenza dello Sta-
bilimento “Arcispedale S.Anna”, il
Nuovo S.Giorgio non ¢ stato coin-
volto nel trasferimento program-
mato di tutta l’attivita per acuti
nel nuovo sito ospedaliero di Co-
na (FE), avvenuto a partire dall’8
maggio 2012.

Proprio per queste peculiarita e
motivazioni € nato il Progetto NSG,
con 'outcome atteso di ridurre le
ICA di almeno il 20% con una stra-
tegia ad ampio raggio (Tabella 4,5)
(multimodale e multidimensiona-
le), agendo su 3 macro-aree di in-
tervento:

Tabella 4 - Strategia Multimodale (WHO)

Approccio
fondato sulle
evidenze
basate su 5
componenti
fondamentali
(strategia
WHO):

la cultura

e la pratica
della
sicurezza.

B jgiene delle mani,

B buone pratiche clinico-assisten-
ziali in tutte le aree coinvolte nella
gestione del paziente durante lo svi-
luppo del suo progetto riabilitativo
(degenza, palestra, logoterapia, ria-
bilitazione cognitivo-comportamen-
tale, ristorante, locale di socializza-
zione, scuola, ecc.).

B jgiene dell’'ambiente di cura
L'approccio multidimensionale e
multimodale (LG OMS sull’igiene
delle mani) ha previsto, tra i diversi
ambiti d’intervento le buone pra-
tiche clinico assistenziali, 'imple-
mentazione dell’ igiene delle mani

e 'adozione di un sistema integra-
to probiotico di pulizia ed igiene
(denominato PCHS), azioni queste
finalizzate al miglioramento della
sicurezza e qualita dell’assistenza
sanitaria che hanno coinvolto atti-
vamente operatori sanitari, addetti
alle pulizie, ma anche pazienti, ca-
regivers e visitatori.

Lo studio ¢ stato condotto per 14 me-
si (novembre 2011 - gennaio 2013),
ed ¢ stato strutturato in 5 Fasi (Ta-
bella 6). I campionamenti ambien-
tali sono stati eseguiti prima dell’in-
tervento di miglioramento (tempo
denominato T0) e successivamente,
con cadenza periodica (quasi mensi-
le) fino al termine della ricerca.

Gli elementi chiave di successo (in-
dicatori di processo), per creare un
ambiente sicuro per pazienti, ope-
ratori, caregivers e visitatori, sono
rappresentati da:

B aumento della compliance
all’igiene delle mani (Tabella 7) e
del consumo di gel per il friziona-
mento alcolico, indicatore proxy
rispetto all’igiene delle mani (da
7,5 litri/1.000 gg. degenza del 2011
a 11,1 litri/1.000 gg. degenza nel
2012);

Tabella 5- Strategia Multidimensionale

3 MACRO-
AREE

DI
INTERVENTI:

STRATEGIA MULTIDIMENSIONALE
(Linea di condotta AOUFE):

1. IGIENE DELLE MANI

2. BUONE PRATICHE
CLINICO-ASSISTENZIALI

3. IGIENE DELL’AMBIENTE
DI CURA

Implementazione
Sistematica del Protocollo
PCHS
(Dicembre 2011)
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B riduzione della carica superficiale
dei potenziali patogeni ambientali
del 86-93 %, mediante l'applicazio-
ne sistematica, a partire dal mese di
dicembre 2012, del nuovo sistema
di pulizia basato sull’utilizzo di mi-
crorganismi probiotici (PCHS), con
compressione/stabilizzazione della
flora microbica nosocomiale poten-
zialmente patogena.

La parte piu delicata e complessa
dell’intera ricerca & rappresentata
tuttavia dalla acquisizione gior-
naliera, per ogni paziente, dei se-
guenti dati di campo inerenti alla
incidenza delle HAI per 12 mesi
consecutivi:

B sesso ed eta;

B reparto di ricovero (Unita gravi
Cerebrolesi — UGC e Unita Medicina
Riabilitativa UMR);

B fase del percorso riabilitativo
all’istante del ricovero (iniziale, in-
termedia e avanzata);

B paziente immunodeficiente (si/
no), incontinente (si/no/parziale),
disorientamento (si/no/parziale/
non valutabile), coscienza allo sta-
to del ricovero (risposta corretta ad
uno stimolo verbale, risposta confu-
sa ad un richiamo verbale, risposta
ad uno stimolo doloroso, non co-
sciente), autosufficienza all’istante
del ricovero (si/no/parziale), ulcere
da decubito all'istante del ricovero
(si/no), intervento chirurgico (si/
no), catetere vescicale (si/no) cate-
tere vascolare (si/no), ventilazione
assistita (si/no), nutrizione paren-
terale (si/no), nutrizione enterale
(PEG) al ricovero (si/no), altra sto-
mia (si/no) ;

B microrganism alert all'istante del
ricovero (si/no) con relativa localiz-
zazione;

B data di ricovero, data di dismis-
sione, luogo di dimissione;

[OSPEDALE

del cambiamento (T0).

FASI DI IMPLEMENTAZIONE

Fase 1 (Novembre 2011- Gennaio 2012): “fotografia” istantanea delle variabili
multimodali e multidimensionali identificate come “strategica” per la verifica

In Dicembre, ¢ stato implementato un nuovo sistema di pulizia, superando
'uso dei prodotti chimici tradizionali (T1).

Fase 2 (Gennaio — Febbraio 2012): prende forma lo studio e I'analisi dei dati
raccolti. I dati elaborati sono stati presentati al personale, per condividere
azioni di miglioramento, inclusi i cambiamenti organizzativi e di sistema, per
definire strumenti e corsi di formazione per il personale, i pazienti, caregivers
per sostenere e promuovere la responsabilizzazione e il cambiamento.

Fase 3 (Marzo — Giugno 2012): seconda “fotografia” delle variabili multimodali
e multidimensionali (T1), raccolta dei dati e secondo feed-back.

Fase 4 (Ottobre — Dicembre 2012): terza “Fotografia” delle variabili
multimodali e multidimensionali (T2).

Fase 5 (Gennaio 2013): Analisi di impatto e feed-back.

Tabella 6 - Fasi della ricerca

B data insorgenza infezione, data
risoluzione infezione, localizzazione
e microrganismo responsabile;

B antibiotico utilizzato (principio at-
tivo), data di inizio e di fine terapia,
via di somministrazione, costo.

Per la raccolta dei dati ¢ stata prepa-
rata una Scheda di Sorveglianza ad
hoc'?* suddivisa in due Sezioni:

B SEZIONE 1 - DA COMPILARE
AL MOMENTO DEL RICOVERO IN
RIABILITAZIONE

A) Caratteristiche del paziente (9
variabili)

B) Rischio di base del paziente (14
variabili)

C) Somministrazione antimicrobici
(2 variabili)

D) Colonizzazione con alert orga-
nism (2 variabili)

E) Presenza ICA attiva = se SI:

F) ICA (1 variabile a risposta mul-
tipla)

G) Esame colturale (2 variabili a
risposta multipla)

H) Antimicrobici (4 variabili a ri-
sposta multipla)

D) Esito ICA: gravita evento avverso
(2 variabili)

J) Cause e fattori che possono ave-
re determinato o contribuito alla
comparsa dell’ICA (8 variabili a
risposta multipla)

B SEZIONE 2 - DA COMPILARE AL-
LA COMPARSA DI ICA DURANTE
LA DEGENZA IN RIABILITAZIONE
A) Rischio di base del paziente (14
variabili)

B) Somministrazione antimicrobici
(2 variabili)

C) Colonizzazione con alert orga-
nism (2 variabili)

D) ICA (1 variabile a risposta mul-
tipla)

E) Esame colturale (2 variabili a
risposta multipla)

F) Antimicrobici (4 variabili a ri-
sposta multipla)

G) Esito ICA: gravita evento avver-
s0 (2 variabili)

H) Cause e fattori che possono ave-
re determinato o contribuito alla
comparsa dell’'ICA (8 variabili a
risposta multipla)

1 Protocol and Sheet of Prevalence Survey in AOUFE-Rehabilitation (2008-2011),

2 Project INF-OSS: National Protocol of prevalence survey in acute (2008),
3 Project INF-OSS: National Protocol of prevalence survey in Elderly Residential Facilities (2008 ),
4 Protocol and Card Prevalence Survey - ECDC (2011)
5 Gravita del danno: si considera grave danno “qualsiasi conseguenza non intenzionale e indesiderabile derivante
dall’evento avverso” che comporti modifiche nel processo assistenziale (adattato dalla definizione di esito dell’Australian
Incident Monitoring System — AIMS, Australian Patient Safety Foundation Coding Manual (AIMS2);Incident Reporting

and Management Policy Information.
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I criteri per effettuare diagnosi di

2011 (T0O) 2912 (T1) 2012 (72) infezione sono quelli del Protocol
(Novembre- | (Aprile-Agosto) | (Settembre- and Card Prevalence Survey - EC-
Dicembre) Dicembre) DC (2011).

Compliance 32% 61% 62% La comparsa di ogni nuova ICA ha
Range: 29-36 Range: 58-63 Range: 59-65 determinato la compilazione di una

Sezione 2 dedicata.

La popolazione studiata ha incluso

TN EEEEEEEEEN_ EEEEEEEEEEER ;ll.l.l.l.ll;

£ COMPLIANCE £ S COMPLIANCE } 2 OBIETTIVO flzzaﬁifl‘:‘}t;gi’elﬁgifecvo ::fg’f)?o
> CRITICA - * ITALIANA :-: WHO 2011 . dimessi e riaccettati in reparto, che
= (NON - = 2008 = - = vengono considerati nuovi pazien-
= SICURO) = = 65% : = 5% = ti) nell’arco dei 12 mesi di durata
:'...5.4'9:/‘“-...; :IIIII-IIIII'I; :IIIIIIIIIII: delloSmdioyraccogliendOintOtale

20.000 dati, che sono stati inseriti

Tabella 7 - Compliance delle mani — Risultati del'osservazione in un database utile per le succes-
sive indagini statistiche. Per quanto

Grafico 1 — Progetto NSG: Distribuzione Incidenza % riguarda i risultati attesi, le prime

- ICA per mese (gennaio — dicembre 2012) analisi, seppure di massima mostra-

NSG: Incidenza % pazienti con almeno 11CA = wermos 10n  — i Hoe Pednes 1o, no un andamento complessivo di

4 riduzione del numero delle ICA nel

15 periodo gennaio-dicembre (Grafico

™ -79 PAZIENTI CON EVENTO AVVERSO ICA 1,2) e rispetto al dato rilevato negli

™ Riduzione tendenziale del 69% studi di prevalenza precedentemen-
te condotti in Riabilitazione (2008:
11,4%; 2010: 13%; 2011: 11,8%).
La retta di regressione ricavata nel
Grafico 1 mostra peraltro un trend
progressivo e costante di riduzione
delle ICA. Nel periodo di indagine
¢ stata analizzata la distribuzione
delle ICA per localizzazione e la di-
stribuzione percentuale mensile dei
microrganismi responsabili di ICA
(Gratico 3), i costi sostenuti (giorna-
ta di degenza + ATB-terapia, esclusi

Grafico 2 - Progetto NSG: Distribuzione Incidenza % i costi da isolamento) per la gestio-
di TUTTE ICA per mese (gennaio — dicembre 2012) ne delle ICA (Grafico 5), sia i costi
uh NSG:Incidenza % TUTTE ICA [[Smrms  — e | totali che per tipologia di ICA.
-91 ICA
i ws_Riduzione tendenziale del 69% DETTAGLI SULLA
REALIZZAZIONE
DEL DATABASE

Linsieme delle osservazioni di
campo sullo stato dei pazienti e
stata raccolta in un database (ac-
cess) costruito al fine di rendere
piu agevole lo studio successivo
e le relative analisi statistiche,
ma anche per comprendere fe-
nomeni altrimenti non indivi-
duabili con facilita, relativi alla
insorgenza degli eventi infettivi
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ed allo specifico contesto in cui
si sono manifestati. Il rischio di

Grafico 3 — Progetto NSG: Distribuzione % mensile dei
microorganismi responsabili ICA (gennaio — dicembre 2012)

contrarre un’infezione da parte
di un paziente ricoverato in una
struttura ospedaliera puo esse-
re legato sia a fattori intrinseci
al paziente stesso, come immu-
nodepressione, eta, patologie ed
infezioni concomitanti, interventi
chirurgici subiti, stato di coscien-
za, sia a procedure diagnostiche,
terapeutiche ed assistenziali, qua-
li: ventilazione artificiale, presen-
za di cannule tracheostomiche ed
endotracheali, cateteri venosi e
vescicali, sondini ed altri devices,
che aumentano la probabilita di
trasmissione e di conseguenza il
rischio infettivo per il paziente.
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Tabella 8 - Studio di Prevalenza Europeo sulle infezioni correlate all'assistenza e sull'uso
di antibiotici negli ospedali per acuti — Protocollo Versione 4.2, Luglio 2011, pag.17

Enterococcus spp., Enterococcus faecium / faecalis

GLY-S (Sensibile ai Glicopeptidi: Vancomicina e Teicoplanina)

GLY-R VRE (Resistente ai Glicopeptidi, in particolare alla Vancomicina)
VRE = Vancomicina resistente enterococco

Pseudomonas spp. - Acinetobacter spp.
Car-S (Sensibile ai Carpabenemici: meropenem; imipenem; ertapenem)
Car-R (Resistente ai Carpabenemici: meropenem; imipenem; ertapenem)

UMR nel mese precedente a quel-
lo di osservazione e non ancora
risolte;

B le infezioni sviluppate durante
il mese di osservazione nei repar-
ti oggetto di indagine e conside-
rate come nuove infezioni (Inci-
denza).

I dati sono stati raccolti sia uti-
lizzando le Schede per lo studio
d’incidenza in riabilitazione, com-
pilate di prassi dal personale sa-
nitario al momento del ricovero
in reparto, sia traendo informa-
zioni dalle schede di movimen-
tazione dei pazienti, in cui sono
riportate le date di accettazione
e dimissione del paziente ed il
rispettivo luogo di provenienza e
destinazione.

Per facilita di lettura il database ¢
stato suddiviso in due sezioni.
La prima sezione rappresenta
“I’istantanea” fatta ad ogni pa-

ziente al momento del ricovero e
vi sono riportati:

B Caratteristiche del paziente:
nome e cognome, eta, sesso, Co-
dice a barre identificativo, repar-
to di appartenenza (UGC/UMR),
data di ricovero in ospedale e in
reparto, provenienza del paziente
(terapia intensiva o reparto non di
terapia intensiva di un altro o del-
lo stesso ospedale, domicilio, ca-
se protette, RSA, ecc.), motivi del
ricovero (evento acuto accidenta-
le o non accidentale, intervento
chirurgico, terapia programmata,
esecuzione di indagini diagnosti-
che, ecc.), durata in giorni della
degenza nel mese, data e luogo di
dimissioni (domicilio, reparto per
acuti dello stesso o altro ospe-
dale, UGC, UMR, RSA, ecc.). Per
ricostruire la storia clinica di al-
cuni pazienti degenti nel 2012, &
stato necessario far riferimento a

dati raccolti nel periodo compre-
so tra dicembre 2010 e dicembre
2011, al momento del ricovero in
reparto.

B Rischio di base al momento
del ricovero: questo risulta costi-
tuito da piu fattori, che possono
essere intrinseci od estrinseci al
paziente, e sono: la fase del ri-
covero in cui si trova il paziente
rispetto al percorso riabilitativo
(iniziale, intermedia o avanzata),
presenza o meno di immunodefi-
cienza, presenza di una situazione
di incontinenza, disorientamento,
stato di coscienza, che compren-
de diversi gradi che vanno da una
fase in cui il paziente ¢ sveglio e
cosciente (Alert), a quella in cui
risponde a stimoli verbali (Ver-
bal) e dolorosi (Pain), fino alla
totale incoscienza (Unreponsive);
autosufficienza o meno, presenza
di ulcera da decubito, precedente
intervento chirurgico, presenza o
meno di cateteri vescicali e diffe-
renti tipologie (catetere a circuito
aperto, ad intermittenza oppure a
circuito chiuso), presenza di cate-
teri vascolari e differenti tipologie
(catetere periferico intravascolare,
catetere centrale intravascolare),
necessita o meno di ventilazione
assistita, di nutrizione parenterale
intesa come somministrazione per
via venosa di sostanze nutritive in
forma liquida, Peg e altra stomia.
E’ da considerare che i dispositivi
invasivi, quali cannule, sondini,
cateteri, cosi come le continue
manipolazioni e procedure assi-
stenziali nei confronti del pazien-
te stesso, dovute alle sue condi-
zioni di salute (immunodepresso,
non autosufficiente, ecc.), accre-
scono la probabilita di trasmis-
sione dei microrganismi patogeni
per via aerea o per contatto, ad
esempio mediante le mani, au-
mentando il rischio d’infezione.
Cio sembrerebbe confermato dal
fatto che le infezioni rilevate con
maggiore frequenza sono localiz-
zate nel tratto urinario, nelle vie
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respiratorie, nel sangue (batterie-
mie o associate a catetere vasco-
lare), sito chirurgico, polmonite
e cute e tessuti molli. Per quanto
riguarda le infezioni del sangue,
le analisi di laboratorio possono
specificarne la fonte, in quanto
possono essere correlate a cate-
tere vascolare centrale o periferi-
co, oppure secondarie rispetto ad
una infezione presente in un altro
sito: polmonare, tratto urinario,
sito chirurgico, tratto digestivo,
tessuti molli e cute, ecc.

B Eventuale trattamento anti-
biotico a cui ¢ stato sottoposto il
paziente nei sei mesi precedenti
il ricovero o al momento del suo
ingresso in reparto, motivando, in
caso affermativo, la terapia effet-
tuata (profilassi, terapia empirica,
terapia mirata, ecc.).

B Colonizzazione del paziente
da parte di alert organism al
momento del ricovero: ¢ indi-
cato il microrganismo o i micro-
organismi responsabili, la loro
localizzazione e le eventuali re-
sistenze.

H ICA presente al momento del
ricovero: il paziente puo essere
entrato in reparto con ICA gia
attiva, insorta in altra sede (al-
tro reparto, altra struttura o do-
micilio) o in UGC/UMR nel mese
precedente a quello di osserva-
zione e non ancora risolta. Oltre
al tipo di microrganismo, alla sua
localizzazione, sono riportate le
date d’insorgenza e di risoluzione
dell’infezione, la cura antibiotica
prescritta, di cui viene riportato
il principio attivo, la durata della
terapia (data di inizio e di fine) e
la via di somministrazione.

Ad eccezione di: Acinetobacter
spp., Clostridium difficile, coc-
chi gram positivi, Corynebacte-
rium spp., flora batterica mista,
i microrganismi trovati nel corso
dell’indagine ed inseriti nel data-
base, sono stati raggruppati, per
facilita di lettura, come indicato
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Tabella 9 - Studio di Prevalenza Europeo sulle infezioni correlate all'assistenza e sull'uso
di antibiotici negli ospedali per acuti — Protocollo Versione 4.2, Luglio 2011, pag.17

Stafilococcus spp.

Staphylococcus aureus, Staphylococcus capitis,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus hominis

Enterobatteri.

Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
cloacae, Enterobacer spp., Klebsiella oxytoca, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella spp., Morganella morganii,
Morganella spp., Proteus mirabilis, Proteus spp.,
Providencia stuartii, Citrobacter koseri

Pseudomonas spp.

maltophilia

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp.,
Sphingomonas paucimobilis, Stenotrophomonas

Candida spp.

Candida albicans, Candida parapsilosis

Acinetobacter spp.

Acinetobacter baumannii, Acinetobacter spp.

Enterococchi

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium

nella tabella seguente Tabella 9.

Nella seconda sezione del da-
tabase sono riportate le infor-
mazioni di cio che & avvenuto
durante il mese di osservazione
(Incidenza):

B ICA insorte durante il mese
(Incidenza), che corrispondono
alle nuove infezioni, alcune del-
le quali rimangono attive anche
nel mese successivo. Vengono
riportate le date dell’insorgenza
dell’infezione e della sua eventua-
le risoluzione, il tipo di micror-
ganismo responsabile dell’evento
infettivo, la sua localizzazione e
la resistenza. E’ possibile sapere
se un paziente ha contratto una o
piu di un’infezione in contempo-
ranea, se queste si sovrappongo-
no, anche parzialmente, o se sono
consequenziali le une alle altre.

H Rischio di base alla data di
comparsa dell’ICA: in questa se-
zione viene indicato se il rischio
di base sia rimasto invariato o ha
subito delle modifiche, rispetto a
quello che il paziente presentava
al momento del ricovero in re-

parto. Vengono considerati tutti i
fattori prima descritti (fase del ri-
covero, immunodeficienza, incon-
tinenza, ecc.) e le loro eventuali
variazioni. Inoltre ¢ stato inseri-
to un nuovo campo: la durata in
giorni di tutte le ICA nel singolo
paziente.

B Eventuale trattamento anti-
biotico (ATB): per ogni tipo di
farmaco utilizzato, di cui viene
fornito solo il principio attivo, ¢
indicata la via di somministrazio-
ne (ev = endovenosa; p = paren-
terale, os = orale; i = inalazione),
la data di inizio e la data di fine
della somministrazione e la du-
rata in giorni della terapia. Per i
pazienti che hanno contratto una
o piu infezioni nel mese e sono
stati dimessi, & indicato se sono
stati trasferiti, ancora infetti o con
infezione gia risolta.

B Costo al giorno e totale della
terapia antibiotica: nel database
sono riportati i prezzi dei singo-
li farmaci (costo al giorno della
terapia) che, moltiplicati per la
durata in giorni della terapia anti-
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Tabella 10 — Nuove linee di azione attualmente perseguite

biotica, forniscono il costo totale
della terapia. Il calcolo della spe-
sa antibiotica e stato effettuato
comprensivo dell’iva, che nell’an-
no 2012 era pari al 10%.

B Costo delle singole ICA e To-
tale: I costi per le cure antibioti-
che indicano anche il valore eco-
nomico dell'ICA, infatti la somma
dei prezzi dei farmaci per la cura
di una stessa infezione fornisce
quanto ¢ stato speso in totale per
la sua risoluzione. Nell’'ultima
parte del database ¢ riportato:
B Esito dell’ICA: tale campo con-
sidera lesito dell’evento avverso,
potenziale o effettivo, con diversi
livelli di gravita e le cui conse-
guenze possono comportare mo-
difiche nel processo assistenziale
. Per quanto riguarda i pazienti
infetti inseriti nel database, sono
presenti 2 tipologie di esito:

B esito moderato, che puo pre-
vedere osservazioni o monitorag-
gi extra, ulteriori visite mediche,
indagini minori (es. esame del
sangue o delle urine), o tratta-
menti minori (es. bendaggio,
analgesici, antibiotici);

B esito tra moderato e signifi-
cativo, che puo prevedere, oltre
ad osservazioni o monitoraggi
extra e ulteriori viste mediche,
anche indagini diagnostiche (es.
procedure radiologiche, endo-
scopiche), trattamenti con altri
farmaci, intervento chirurgico,

cancellazione o posticipazione
di trattamento programmato, tra-
sferimento ad altra U.O. (Unita
Operativa) che non richieda pro-
lungamento della degenza.

B Cause e fattori che possono
aver determinato o contribuito
in qualche modo alla comparsa
dell’ICA; alcune di tali cause e
fattori sono legati strettamente
al paziente, e sono:

- condizioni generali precarie /o
fragilita,

- condizione di non coscienza o
scarso orientamento,

- parziale o mancata autonomia;
mentre altre sono correlate al
personale sanitario, come inespe-
rienza, conoscenze inadeguate,
fatica o stress, ecc.

Nel campo “Cause/fattori Altri”
sono riportate, in maniera piu
approfondita e sintetica, ulte-
riori informazioni sul paziente,
e sono una puntualizzazione di
quanto riportato in una delle vo-
ci del campo “cause/fattori legati
al paziente: condizioni generali
precarie”. Infatti viene specifi-
cato l'uso di dispositivi invasivi
(cateteri, cannule, sondini, foley,
ecc.), la localizzazione delle infe-
zioni (tratto rettale, urinario, vie
respiratorie, ecc.), se il pazien-
te riferisce stranguria e disuria,
interventi chirurgici subiti, se il
paziente presenta: vescica neuro-
logica, lesioni da decubito, secre-

zioni tracheobronchiali, iperpires-
sia, positivita emocolturale, ecc.
B Fattori che possono aver ri-
dotto I’esito dell’evento avver-
so, come una diagnosi precoce,
, ecc.

B Informazione al paziente e ai
familiari e segnalazione in car-
tella clinica dell’evento infettivo
0CCorso0.

- Annotazioni: in questo campo
sono state inserite, in maniera
sintetica, alcune informazioni
sulle pratiche mediche (es, inse-
rimento e rimozione di cateteri,
cannule, foley) ed esami colturali
a cui ¢ stato sottoposto il pazien-
te, le eventuali movimentazioni
da un reparto all’altro, ad es. nel
caso di intervento chirurgico, la
storia clinica del paziente com-
prendente: sintomi, cure e terapie
antibiotiche, patologie pregresse
ed infezioni in atto, microrgani-
smi rilevati, presenza di lesioni,
ulcere, ecc.

DISCUSSIONE

Le ICA sono un fenomeno soste-
nuto da molteplici determinanti:
individuali (fragilita), di percorso
clinico-assistenziale del paziente,
fattori ambientali e pratiche assi-
stenziali.

Dalle prime analisi dei dati rac-
colti ed elaborati (di processo e
di esito) si possono avanzare le
seguenti osservazioni:

1. ¢ incrementata la compliance
all’igiene delle mani e il consumo
del gel per frizionamento alcolico
(BARRIERA FORTE);
2.I’approccio partecipativo e
coinvolgente (operatori, pazien-
ti, caregivers, visitatori) e I'in-
cremento della consapevolezza
del ruolo strategico del compor-
tamento individuale sugli esiti
dell’assistenza rappresentano ele-
mento di grande successo (cam-
biamento culturale);

3.la carica microbica ambientale
potenzialmente patogena risulta
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compressa e stabilizzata in conse-
guenza dell’impiego delle nuovo
protocollo di sanificazione PCHS
a base di microrganismi probio-
tici (BARRIERA FORTE);

4.le ICA sono diminuite, come
pure I'impatto socio-economico
correlato;

La complessita di sviluppo del
Progetto riabilitativo rende diffi-
cile e impegnativa la gestione in
sicurezza del paziente colonizza-
to/ infetto, in particolare per la
componente legata all’applicazio-
ne sistematica delle precauzioni
specifiche di isolamento da con-
tatto (es. palestra).

Vi & necessita di proseguire nella
analisi ed elaborazione dei dati
raccolti per “leggere” in dettaglio
le variabili previste dalla scheda
di rilevazione ed effettuare le
dovute correlazioni in contesti
specifici.

Fondamentale ¢ stata e dovra es-
sere I'esecuzione di momenti for-
mativi e di discussione-confronto
per gli operatori per trovare insie-
me le migliori soluzioni per ga-
rantire sicurezza e sostenibilita,
nonche I’esecuzione di periodici
audit interni di osservazione &
feed- back, relativamente alle 3
MACRO-AREE di intervento (Ta-
bella 5). Si ¢ pensato di impie-
gare le strategie citate anche al
nuovo Ospedale di Cona, con la
progressiva estensione dell’impie-
go del sistema PCHS non solo alle
degenze, ma anche al reparto di
terapia intensiva.

CONCLUSIONI

Il progetto NSG ¢ nato sulla base
della necessita di integrare tutte
le conoscenze ad oggi disponibili
utili alla riduzione delle ICA, in
un ambiente peraltro critico per
la tipologia di utenza e le carat-
teristiche generali della degenza.
Nonostante i dati non siano an-
cora del tutto elaborati, & eviden-

te la costante diminuzione degli
eventi infettivi durante il corso
della sperimentazione (12 mesi)
ed i risparmi gestionali, cosi con-
seguiti, per nulla trascurabili.
L’approccio multimodale e mul-
tidimensionale testato dimostra,
da un lato, la sua validita per i
risultati conseguiti, ma dall’al-
tro, cosa ancora piu rilevante, la
possibilita che unendo diverse
specifiche strategie di lavoro - in
particolare la costante adozione
di good practices ed un appro-
priato sistema di sanificazione
- si possono potenziare i livelli
di sicurezza per il paziente e la
promozione del mantenimento
del suo stato di salute.

Nel contesto cosi definito, un
ruolo chiave € rappresentato
dalla riduzione dei microrga-
nismi potenzialmente patogeni
presenti sulle superfici, e quindi
dal contenimento dei processi di
cross contamination tra ambiente
e paziente.
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