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L’OSPEDALE

La sanificazione delle degenze ospedaliere:
nuove strategie per la riduzione delle
infezioni correlate allassistenza sanitaria

Riassunto

Nella memoria viene affrontato il tema della sanificazione di degenze ospedaliere e delle criticita insite nelle tecniche di
comune utilizzo per la pulizia delle superfici e degli arredi. Le modalita con cui queste vengono effettuate hanno una
diretta attinenza con le infezioni correlate all’assistenza sanitaria (HAI).

Grazie ai risultati di ricerche sperimentali condotte negli anni 2010-2013 in alcuni Ospedali italiani e nell'Ospedale di
Lokeren (Belgio), viene proposto un nuovo protocollo di intervento, che prevede I'impiego di un prodotto sanificante
probiotico, contenente Bacillus subtilis, Bacillus pumilus e Bacillus megaterium 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 potenzialmente patogene (legge di Gause), grazie ad una azione di esclusione competitiva.
Lo studio ha permesso di verificare, sotto il profilo qualitativo e quantitativo, sia in vitro che in situ, I'azione di tali prodotti
rispetto allimpiego di trattamenti tradizionali a base di disinfettanti chimici. I risultati ottenuti dimostrano che con le
nuove metodologie si ottiene una riduzione della carica di Stafilococcus aureus, Pseudomonas spp., coliformi (compreso
Escherichia Coli), Candida albicans e Acinetobacter spp. di oltre 1'80 % rispetto ai valori ottenibili mediante protocolli
tradizionali di disinfezione chimica. Inoltre, mentre in quest'ultimo caso si verificano, nell’arco delle 24 ore, oscillazioni
molto elevate della carica batterica superficiale potenzialmente patogena, i prodotti probiotici (PIP) garantiscono un
valore piti costante, oltre che piu ridotto, del numero delle UFC (Unita Formanti Colonie) dei medesimi microrganismi,
indipendentemente dalla entita dei fenomeni di ricontaminazione imputabili alla presenza di individui.

In tal modo é 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 degenze
ospedaliere, che puo essere quindi effettuata in termini di misurazione delle UFC/m? di uno specifico patogeno,
indipendentemente dal protocollo adottato e dal prodotto di impiego. Si € quindi giunti alla costruzione di una scala di
misura, denominata “Scala degli Indici di Qualita Microbica (IMQ)”, di cui si propone l'adozione, che rappresenta uno
strumento oggettivo per la stima quantitativa della contaminazione delle superfici delle degenze ospedaliere, in quanto
effetto finale di un trattamento di sanificazione. Di conseguenza, alla luce dei risultati di circa 30.000 campionamenti iz situ,
¢ stato possibile anche individuare il valore di IMQ ottenibile con procedure di pulizia con prodotti probiotici. L'efficacia
di un generico processo di sanificazione puo quindi essere misurata e valutata oggettivamente.

Un ulteriore aspetto ¢ relativo alla sicurezza dei batteri probiotici nei confronti della salute umana. Nonostante i dati
disponibili ad oggi in letteratura siano del tutto rassicuranti a questo proposito, sono state ugualmente adottate procedure di
verifica della sensibilita all'azione dei comuni antibiotici dei microorganismi Bacillus spp. presenti sulle superfici sanificate.
Tutti gli antibiogrammi effettuati in campo hanno confermato I'assenza di alcun genere di resistenza. Tale procedura viene
integrata con test di tipo molecolare (plasmid curing) mediante analisi PCR, per accertare eventuali acquisizioni di caratteri
di virulenza e/o resistenza non compresi negli antibiogrammi di routine. La nuova strategia di sanificazione proposta,
P.C.H.S. Probiotic Cleaning Hygien System, determina inoltre dirette ricadute economiche, con risparmi di circa il 5-15
% rispetto alle tradizionali tecniche di disinfezione chimica. Le ricerche effettuate hanno Infine permesso di ridefinire in
termini concettuali il tema dell’igiene ospedaliero. Ne consegue quindi la necessita di un salto culturale da parte degli
operatori del settore, con un approccio non piu centrato in via esclusiva sul particolare prodotto o protocollo sanificante
utilizzato, ma su una piu chiara esplicitazione di quell'insieme di tecniche e metodiche comportamentali, di formazione
ed educazione del personale sanitario e di pulizia, di verifica sistematica dei risultati, tali da costituire un sistema integrato
di interventi, che, nella proposta qui avanzata, ¢ denominato “sistema PCHS” (Probiotic Cleaning Hygien System).
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INTRODUZIONE

Le procedure di sanificazione han-
no il precipuo scopo di ridurre e
contenere la proliferazione dei
microorganismi presenti negli am-
bienti 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 in-
fezioni correlate all’assistenza sa-
nitaria come una priorita [3].

Una delle questioni pitl 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.
Per questo motivo vengono effet-
tuate procedure di igienizzazione
di tutti gli arredi e gli oggetti che
interagiscono con gli individui.
Comunemente, tali tecniche fanno
uso di disinfettanti chimici, con i
conseguenti rischi per I'inquina-
mento ambientale e per la sicu-
rezza degli utenti, e con notevoli
criticita di risultato [5].

Diversi sono i fattori che deter-
minano lefficacia biocida di un
disinfettante chimico: il tempo
di contatto, la concentrazione, la
temperatura, il pH, la presenza di
materiale organico e il tipo di mi-
crorganismo e cio viene sottolinea-
to per sfatare il mito secondo cui &
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possibile impiegare un qualunque
prodotto disinfettante per igieniz-
zare una qualunque superficie.
Pertanto le procedure di sanifica-
zione effettuate mediante 'impiego
di disinfettanti chimici presentano
diversi svantaggi, riconducibili:

M alla limitata efficacia biocida nel
tempo, che normalmente si esau-
risce nell’arco di 20-30 minuti do-
po l'applicazione, con successiva
crescita esponenziale degli agenti
microbiologici; cio € imputabile
anche al fatto che l'azione del di-
sinfettante determina produzione
di materiale organico da decom-
posizione, quindi nutrizionale, che
favorisce la proliferazione dei mi-
crorganismi;

B alla diversa efficacia del disinfet-
tante in funzione delle caratteristi-
che fisico - chimiche del supporto
trattato;

M alla capacita, da parte dei micro-
organismi stessi, di sviluppare con-
tinue mutazioni genetiche e difese
di diverso genere, atte a rendere
inefficace I’azione biocida chimi-
ca, con i conseguenti fenomeni di
biocida resistenza, ben descritti in
letteratura;

M ai problemi allergenici e di in-
quinamento dell’ambiente natu-
rale generati dall’'uso massivo di
sostanze chimiche che possono
accumularsi in modo persistente
neo grandi serbatoi naturali (suolo,
acqua, aria).

Tutto cio ha peraltro determinato
un processo di selezione natura-
le dei ceppi microbici patogeni,
sempre piu resistenti alle comuni
tecniche di disinfezione.

Recenti ricerche sperimentali han-
no individuato la possibilita di
utilizzare nuove metodologie di
sanificazione [6] [7], che sfruttano
il “principio della competizione
biologica”, utilizzando prodotti
probiotici (PIP) - costituiti da Ba-

cillus 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 del-
la esclusione competitiva (legge di
Gause, 1934).

Tale principio consiste nel fatto
che due diverse specie (batteriche
e/o fungine), che insistono sullo
stesso microcosmo ecologico, non
possono coesistere in equilibrio
stabile se fanno riferimento agli
stessi substrati nutritivi, ma una
delle due, normalmente la meno
esigente per fattori nutrizionali,
diventera predominante rispetto
all’altra, potendone causare an-
che l'estinzione. Da un punto di
vista microbiologico per le super-
fici trattate con prodotti probio-
tici il biofilm esistente viene di
fatto sostituito da un nuovo tipo
di biofilm, in prevalenza formato
dai nuovi microrganismi immessi
artificialmente con i prodotti di
pulizia. Queste procedure posso-
no essere quindi connotate come
“tecniche di biostabilizzazione”
di una specie rispetto ad un’altra,
non implicando pertanto un’azio-
ne biocida generalizzata, se non
come effetto finale nei confronti
di determinate specie microbi-
che. La recente disponibilita di
questi prodotti biostabilizzanti,
destinati quindi alla sanificazio-
ne/igienizzazione delle superfici
ed al controllo della carica mi-
crobica residente, ha suggerito la
conduzione di una vasta ricerca
sperimentale finalizzata alla ve-
rifica quali quantitativa, sia “in
vitro” che “su campo”, della loro
efficacia rispetto all’impiego di
trattamenti tradizionali a base di
disinfettanti chimici.
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Sala T Sala S Card19lqg1a Ortopedia
Oculistica
Disinfettanti Disinfettanti
s tradizionali 31 tradizionali
DlSlI:lff.:ttant-l PIP Dlsu}f?ttant} PIP
tradizionali tradizionali
PIP PIP

Tabella 1 - Riassunto sperimentazioni (“ in campo”)

INQUADRAMENTO
DELLE RICERCHE

Come si € anticipato, la ricerca
si poneva l'obiettivo di verifica-
re, sotto il profilo quali quantita-
tivo, ’azione di tali prodotti sia
“in vitro” che “su campo” rispetto
all’impiego di trattamenti tradi-
zionali a base di disinfettanti chi-
mici. L'efficacia delle procedure
utilizzate € stata valutata confron-
tando il valore della carica batte-
rica potenzialmente patogena ri-
levata sulle superfici di ambienti
nosocomiali trattate con prodotti
PIP rispetto alla analoga carica
ottenuta con prodotti tradizionali
e calcolandone la differenza per-
centuale. I microrganismi oggetto
di indagine sono stati quelli rite-
nuti piu interessanti sotto il pro-
filo delle infezioni ospedaliere:
Stafilococcus aureus, Pseudomo-
nas species, coliformi (compreso
Escherichia Coli), Candida al-
bicans e Acinetobacter spp.. At-
tualmente sono in corso ulteriori
indagini sperimentali per cio che
attiene al Clostridium spp..

Lo studio ¢ stato condotto sia con
prove in vitro che con prove in
situ presso diverse strutture ospe-
daliere.

PROVE IN VITRO

Lo scopo delle prove “in vitro” (UNI
ISO 13697:2001) consisteva nel ve-
rificare I'efficacia dell’azione com-

petitiva dei prodotti PIP rispetto ad
altre specie batteriche in assenza di
elementi esterni di disturbo (in la-
boratorio), ovvero di quei processi
di ricontaminazione delle superfici
trattate che avvengono naturalmen-
te negli ambienti ad occupazione
umana. Sono stati condotti esperi-
menti in vitro utilizzando campioni
di materiali presenti in aree ospeda-
liere (cioe ceramica, PVC, gomma,
vetro-china) con la soluzione a base
di probiotico. Una soluzione conte-
nente una concentrazione nota (30 x
106 cellule/ml, 15 ml/m2) di Escheri-
chia coli, Pseudomonas aeruginosa
e ceppi di Staphylococcus aureus &
stata utilizzata per la contaminazione
delle superfici di campionamento.
La carica batterica ¢ stata misura-
ta mediante la determinazione del
conteggio delle colonie su piastre
RODAC (BD), contenente il mezzo
TSA additivato con lecitina, istidina
e Tween-20, al fine di neutralizzare
I'azione dei disinfettanti. Il numero
di colonie ¢ stato determinato come
carica microbica totale (TMC), o co-
me specifico conteggio delle colonie
sfruttando il metodo del ceppo spe-
cifico. Sono stati utilizzati piastre di
controllo per la verifica della sterilita
(1 piastra/lotto). A distanza di 1 ora
dalla applicazione dei prodotti PIP
sulle superfici campione, preventi-
vamente inquinate con i vari ceppi
microbici, la riduzione della concen-
trazione dei patogeni e risultata di 7
logaritmi (pari al 99,999%) rispetto
alla conta iniziale.

PROVE IN SITU

Le prove su campo reale han-
no interessato diverse strutture
ospedaliere italiane (I’Arcispeda-
le Sant’Anna di Ferrara e Cona,
I’Ospedale S. Giorgio di Ferrara e
I’Ospedale Del Delta di Lagosan-
to), oltre all’Ospedale di Lokeren
(Belgio). Le prime sperimentazio-
ni sono state condotte nel 2011
in alcune aree assistenziali dello
stabilimento ospedaliero Arcispe-
dale S. Anna. Le sperimentazioni
“su campo” si prefiggevano inve-
ce Pobiettivo di verificare I’azio-
ne esercitata dai PIP in condizio-
ni nosocomiali reali e quindi in
presenza di continui fenomeni di
ricontaminazione delle superfi-
ci trattate. Intenzionalmente si e
scelto di condurre lo studio in am-
bienti ospedalieri di non recente
costruzione e privi di impianto di
filtrazione e ventilazione mecca-
nica dell’aria, al fine di rendere
maggiormente critici i processi di
inquinamento. Sono state quindi
individuate due diverse aree assi-
stenziali 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.
Poiche entrambe risultano artico-
late in due reparti ciascuna (Sala S
e Sala T nel primo caso e Oculisti-
ca/Cardiologia e Ortopedia nel se-
condo caso), e stato possibile con-
durre una sperimentazione paral-
lela, applicando il protocollo che
prevedeva I'impiego di probiotici
in uno dei due reparti e il pro-
tocollo con prodotti tradizionali
nel reparto rimanente della me-
desima area. I prodotti utilizzati
nel protocollo tradizionale erano
a base di cloro, mentre come pro-
dotto probiotico ¢ stato utilizzato
il prodotto commercializzato dalla
Crhysal (Lommel, Belgio).

In questo modo si sono potuti
confrontare i risultati dei diversi
metodi di sanificazione in zone
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BT e el Pr— Degenza Medicina | Poliambulatorio Valore Medio Finale
Fase 1 e 2 Fase 1 e 2 Degenza 3a Fase (¥)
Corridoio inizio e fine Staphylococcus aureus 29,56%
Coliformi spp. 72,38%
Pseudomonas spp. 93,09%
Candida spp. 68,88%
Acinetobacter spp.
fg?éﬁlilc?to Servizio Staphylococcus aureus 58,75%
Coliformi spp. 89,15%
Pseudomonas spp. 55,28%
Candida spp. 82,90%
Acinetobacter spp. 74,25%
Lavello servizio igienico Staphylococcus aureus 55,74%
Coliformi spp. 81,56%
Pseudomonas spp. 67,53%
Candida spp. 50,38%
Acinetobacter spp. 16,39%

Tabella 2 - Riduzione percentuale dei potenziali patogeni ottenuta con il protocollo probiotico rispetto al protocollo con

disinfettanti chimici

(della stessa area) con medesima
destinazione d’uso, tipologia di
utenza e caratteristiche di conta-
minazione.

A intervalli temporali prefissati
sono stati rilevati i valori della
carica batterica per patogeno di
interesse, ottenibili mediante i
due diversi sistemi di pulizia.
Per verificare la replicabilita dei
risultati, si € poi pensato di in-
vertire, dopo 1 mese, il tipo di
procedura di pulizia tra i reparti
di ciascuna area, come mostrato
nella Tabella 1, continuando le
sperimentazioni per un altro me-
se. 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.
Ogni campionamento & stato ef-
fettuato in triplo, utilizzando pia-
stre Rodac a contatto. I campio-
namenti sono stati condotti in di-
versi punti dei reparti interessati,
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 Ser-
vizio Igienico sono stati scelti in
modo casuale (random) volta per
volta, al fine di rappresentarne fe-
delmente lo stato medio di con-
taminazione sull’intero reparto.
Preventivamente sono stati svolti
prelievi microbiologici per la va-
lutazione non solo della carica
microbica totale iniziale esistente,
ma anche della carica microbica
dei potenziali patogeni. Questo
momento ¢ stato denominato co-
me Tempo zero (T, ore 14,00).
La sperimentazione € poi pro-
seguita con una terza Fase, ini-
ziata in data 22.07.2011, e cioe
a distanza di circa 1 mese dal
termine della seconda Fase. In
quest’ultimo periodo, protrattosi
fino al 23.08.2011, si sono impie-
gati i prodotti probiotici PIP in
entrambi i reparti della Degen-
za di Medicina, con lo scopo di
verificare un eventuale ulteriore
contenimento della carica pato-

gena dopo periodi prolungati di
applicazione dei PIP. In totale, in
questa prima ricerca, riguardante
I’Ospedale S.Anna, sono stati ef-
fettuati complessivamente 12.528
prelievi. La procedura di campio-
namento delle superfici e le ana-
lisi microbiologiche sono stati
eseguite in base alle “Linee Guida
CONTARP-INAIL”, 2005, alla “UNI
EN ISO 19698:2004” e secondo le
consuetudini codificate in lettera-
tura [12]. Limpiego dei protocolli
a base di probiotici, denominato
PCHS, ha determinato una gene-
ralizzata compressione e stabi-
lizzazione della carica patogena
rispetto al caso delle procedure
tradizionali.

Una volta ottenuti i valori di ca-
rica microbica per ogni campio-
namento e per ogni patogeno,
stato possibile calcolarne il valore
medio per ciascuna fase e per cia-
scun protocollo di sanificazione
e quindi la riduzione percentuale
della carica medesima nel caso di
impiego del protocollo con pro-
biotici rispetto all'impiego di pro-
dotti a base di cloro (Tabella 2).
Sperimentalmente si ¢ consta-
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Figura 5 - Andamento della carica dei Coliformi totali

tato che un’azione prolungata
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 ab-
battimento dei microrganismi di
interesse sono prossimi al 90 %,
come nel caso del lavello, che rap-
presenta una superficie critica per
il paziente, per la possibilita di
contatto con le mani e altre parti
del corpo.

Ulteriori sviluppi delle attivita
di ricerca

A seguito dei positivi dati ottenuti
nella prima fase della ricerca, si €
voluto verificare I'ipotesi di una
possibile relazione sussistente tra
eventi infettivi (ICA) e caratteristi-
che microbiologiche ambientali. E
stata quindi attivata una seconda
ricerca sperimentale [3], basata
su approccio integrato tra meto-
dologia di sanificazione (sistema
PCHS - Sistema Probiotico di Pu-
lizia ed Igiene) e buone prassi
igieniche (compliance delle ma-
ni), che ha permesso di constata-
re, in 14 mesi di campionamenti
nell’Ospedale di San Giorgio di
Ferrara una riduzione tendenziale
di oltre il 60% degli eventi infet-
tivi (ICA).

In questo passaggio, tuttavia, do-
vendosi logicamente attuare una
politica a tutto campo di gestione
del rischio infettivo, il protocollo
di pulizia non si ¢ limitato all’im-
piego di un particolare prodot-
to igienizzante (quello a base di
probiotici), ma ¢€ stato integrato
con un insieme di operazioni, tra
loro coordinate, che prevedeva-
no, tra l'altro, una adeguata for-
mazione del personale, I'utilizzo
di attrezzature, panni e materiali
ad elevato contenuto tecnologico,
nonché un programma di verifi-
che e controlli atti a garantire il
raggiungimento di un idoneo li-
vello di igiene degli ambienti.
L’analisi dei dati sopra esposti e
la disponibilita delle risultanze
di un elevato numero di campio-
namento (25.748) condotti com-
plessivamente in diverse realta
ospedaliere permette un approc-
cio piu sistematico a consapevole
delle procedure di sanificazione
delle degenze.

I risultati ottenuti, hanno permes-
so di constatare che nel caso di
impiego del sistema PCHS (con
prodotti probiotici) si ottiene:

B una compressione della carica
di microrganismi potenzialmente
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patogeni di oltre 1’80 % rispetto
al caso di utilizzo di tecniche tra-
dizionali a base di prodotti chi-
mici;

B [a stabilizzazione della carica
medesima sia nell’arco della gior-
nata, con oscillazioni molto piu
contenute tra due successive sa-
nificazioni, sia nei mesi successivi
alla prima applicazione (in parti-
colare a partire dal terzo mese).
La lettura dei diagrammi riguar-
danti i diversi campionamenti
effettuati fino ad oggi nelle va-
rie strutture ospedaliere e per
diverse superfici (Figure 3-7) € a
supporto delle precedenti affer-
mazioni. In questi grafici viene
mostrato 'andamento della cari-
ca dei potenziali patogeni e della
carica totale.

Gli andamenti sono stati ricava-
ti applicando l’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
'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, corrispondente all’inizio
della prima applicazione del si-
stema PCHS, e quindi al valore
della contaminazione ottenibile
mediante i prodotti chimici tra-
dizionali, la carica dei microrgani-
smi ¢ significativamente piu ele-
vata che nel restante periodo, con
una progressiva diminuzione che
diventa del tutto stabile a partire
dal terzo mese, in corrispondenza
del quale, evidentemente, la colo-
nizzazione da parte dei Bacillus
spp. diventa predominante.

La valutazione

della contaminazione
microbiologica

La contaminazione microbica vie-
ne comunemente valutata utiliz-
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Figura 7 — Andamento della carica di Clostridium difficile

zando metodi basati sull’analisi di
piastre Rodac o Petri (mediante
conteggio delle UFC per unita di
superficie) contenenti terreno so-
lido selettivo o per crescita non
specifica.

In letteratura ¢ consolidato 'uti-
lizzo dell’indice 1.M.S. di Pitzurra
(indice microbico di superficie),
che rappresenta il valore della
contaminazione totale (UFC/cm?)
per le sale operatorie [12].

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 co-
me disinfezione (chimica) delle
superfici di interesse, ovvero co-
me abbattimento della carica mi-
crobiologica indistinta, riferita a
tutti i microrganismi, e non solo a
quelli potenzialmente patogeni.

Questo parametro, tuttavia, mal si
presta alla valutazione dei risulta-
ti prima esposti.

In primo luogo, mentre le sale
operatorie sono da considerarsi
ambienti ad elevato rischio infet-
tivo, in cui € prevista I’assenza
pressoché totale di carica batteri-
ca, non altrettanto si puo dire per
un reparto di degenza o per un
Poliambulatorio. In secondo luo-
go, una volta sanificate le superfici
di una sala operatoria, 'ambiente
viene compartimentato e clima-
tizzato con filtrazione assoluta.
I processi di ricontaminazione
che avvengono sono unicamente
imputabili alla crescita naturale
dei microrganismi eventualmen-
te sopravvissuti alla disinfezione.
Al contrario, nelle degenze 1’au-
mento della carica microbica, e
riconducibile soprattutto ai feno-
meni di ricontaminazione per il
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Prot.tradiz. (*)
UFC/m? 30 min dopo sanif.
St. aureus 5.460
E.coli 941
Pseudomonas spp. 439
C.albicans 431

Tabella 3 — Andamento della carica microbica nel tempo
(*) a base di prodotti chimici — (*) a base di probiotici

passaggio di persone e materiali
ed ai fenomeni di sedimentazio-
ne gravitazionale del pulviscolo
atmosferico. In terzo luogo, sem-
pre per le degenze ospedaliere,
non ¢ utile stabilire un valore di
soglia massima di contaminazio-
ne negli intervalli temporali im-
mediatamente successivi all’atto
della pulizia, poiché i processi di
crescita dei microrganismi hanno
natura dinamica e comportano un
aumento esponenziale della conta
batterica anche nell’arco di alcu-
ne ore.

La valutazione della contami-
nazione 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 probio-
tici, la popolazione microbica che
si consolida sulle superfici sanifi-
cate con prodotti probiotici ¢ in
massima parte costituita da Ba-
cillus spp., considerati sicuri per
la salute umana, e solo in minima
percentuale € costituita da altre
specie batteriche.

Pertanto & conveniente utilizzare
sempre il metodo del conteggio
delle UFC/m?, per unita di super-
ficie (UFC/m?), ma ricavandola
per singolo microrganismo po-
tenzialmente patogeno. Poiché la
carica batterica varia al passare
del tempo, & conveniente inoltre
che i campionamenti microbiolo-
gici siano effettuati alle ore 14:00,
cioe a circa 7 ore di distanza dalla
sanificazione del mattino, e prima

del ripasso quotidiano. +Infatti,
dalle indagini effettuate confron-
tando i diversi risultati per mo-
menti diversi della giornata, si
sono ottenuti i risultati esposti in
Tabella 3.

Si osserva a questo proposito che
per il protocollo chimico le UFC/
m? grossomodo raddoppiano dai
primi istanti successivi alla disin-
fezione a circa 7 ore dopo; per
quanto riguarda il trattamento
con probiotici le UFC/m? raddop-
piano o triplicano (per effetto dei
fenomeni di ricontaminazione)
passando da 7 ore successive al
trattamento a 24 ore dopo il me-
desimo, quindi con una cinetica
decisamente inferiore rispetto 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 con-
taminazione con protocollo pro-
biotico risulta addirittura la meta
o un terzo di quella che si ottiene
con la disinfezione chimica negli
istanti successivi alla disinfezio-
ne.

Inoltre I'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 nuovi indicatori
dell’igiene ambientale

E’ evidente che, indipendente-
mente dalle modalita con cui
viene espletata, la sanificazione

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

3.050
1.160
482
627

ospedaliera ¢ un processo di tipo
industriale, e quindi deve esse-
re associata ad una metodologia
di verifica su campo dei risultati
ottenuti, con la conseguente indi-
viduazione di una scala di valori
e di criteri di accettabilita degli
outcomes finali. Si ritiene pertan-
to metodologicamente corretto
proporre in questa sede I'intro-
duzione di un Indice di Qualita
Microbiologica (IQM) per la misu-
ra del livello di igiene dei reparti
ospedalieri, con la esclusione del-
le aree classificate ad alto rischio
e delle sale operatorie. Le caratte-
ristiche della scala di misura sono
le seguenti:

B e UFC/m? rappresentano l'uni-
ta di misura assunta a campio-
ne;

M i] rilevamento della contamina-
zione superficiale viene effettuato
mediante piastre Rodac addizio-
nate ai seguenti terreni selettivi e
differenziativi: Baird Parker Agar
(BD); Cetrimide Agar ; Sabouraud
Dextrose Agar+CFL (SDA) e Mac-
Conkey Agar;

B e piastre devono essere appog-
giate sulla superficie da campio-
nare; deve essere effettuata una
leggera pressione per 30 sec;

B i campionamento devono es-
sere effettuati almeno in doppio
(possibilmente in triplo) e le pia-
stre, una volta incubate e lette,
devono essere fotografate ed
archiviate prima del loro smalti-
mento;

B le superfici oggetto di cam-
pionamento sono in particolare
quelle con cui viene a contatto
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il paziente (comodino, testata del
letto etc..) e quelle delle superfici
oggetto di trattamento (pavimen-
to degenza, pavimento corridoio
reparto nelle zone di massimo
passaggio, pavimento bagno e
apparecchi sanitari);

B devono essere monitorate le
UFC/m? dei singoli patogeni Sta-
filococcus aureus, Pseudomo-
nas species, coliformi (compreso
Escherichia coli), Candida albi-
cans, Acinetobacter spp., Clostri-
dium spp.

B devono essere monitorate an-
che le UFC/m? della carica totale
(cio al fine di poter identificare,
nel caso di impiego del protocol-
lo con probiotici, la presenza dei
Bacillus spp, a scopo di control-
lo della corretta applicazione del
prodotto);

B i campionamenti devono esse-
re effettuati a 7 ore circa dopo la
sanificazione (ore 14:00), prima
del ripasso quotidiano;

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

In base ai risultati esposti nelle
precedenti Figure, e stato possibi-
le individuare una scala di valori
di accettabilita delle procedure
di sanificazione, riportato in Ta-
bella 4 nel caso di impiego dei
probiotici.

Nulla vieta ovviamente di uti-
lizzare un qualunque prodotto
alternativo a quello a base di
probiotici purche si rispettino i
valori di soglia, al di sopra dei
quali il risultato del trattamento
di sanificazione viene giudicato
negativo.

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.

S.aureus

< 1.000 UFC/m?

Pseudomonas spp.

< 500 UFC/m?

Coliformi totali

< 500 UFC/m?

Candida spp.

< 1.000 UFC/m?

Clostridium difficile

< 2.000 UFC/m?

Tabella 4 — Scala di accettabilita dell'Indice di Qualita Microbiologica IQM

LA SICUREZZA DEI
PRODOTTI PROBIOTICI

Il genere Bacillus comprende
batteri gram-positivi, che si pre-
sentano in natura sotto la forma
vegetativa e di spora (per questo
motivo vengono definiti bacilli
sporigeni); sono saprofiti, ampia-
mente diffusi in natura (ubiquita-
ri) e sono comunemente isolati da
ambienti, quali acqua, suolo [4] ,
aria, e residui vegetali in decom-
posizione. Tra i batteri probiotici
del genere Bacillus, la specie piu
studiata, che si puo anche trovare
in alcuni integratori probiotici, &
quella del Bacillus subtilis [8].
Gia una decina di anni fa il suo
genoma ¢ stato completamente
sequenziato e sono stati pubbli-
cati tre studi di ricerca a favore
della sua sicurezza come probio-
tico [9-12].

La forma vegetativa, con metabo-
lismo aerobio e anaerobio facol-
tativo e con poche esigenze nutri-
zionali, ¢ in grado di moltiplicarsi
e di colonizzare 'ambiente com-
petendo con altri batteri poten-
zialmente patogeni. La spora per-
mette invece la permanenza del
microorganismo nell’ambiente in
condizioni avverse, mantenendo
la capacita di germinare non ap-
pena si rinnovano condizioni fa-
vorevoli per la forma vegetativa.
Gli effetti benefici di spore di B.
subtilis, come preparazione pro-
biotica, sono relativi all’equilibrio
della microflora intestinale per il
trattamento o per la prevenzione
di disturbi intestinali [10].

I dati su infezioni sostenute da B.

subtilis sono scarsi, e nella sta-
tistica dell’Organizzazione Mon-
diale della Sanita, riguardante le
causa di morte, non ne esistono
affatto. Il potenziale patogeno B.
subtilis ¢ generalmente descrit-
to come basso o assente [9,10].
Inoltre nel genoma del Bacillus
subtilis non sono stati riscontrati
geni responsabili di produzione
di tossine o altre sostanze nocive,
quali emolisina e lecitinasi. In un
esperimento (6) queste sono stati
somministrate a lungo a cavie di
laboratorio senza effetti collate-
rali. Tutti i ceppi di Bacillus spp.
testati sono sensibili agli antibio-
tici [13]. Il fenomeno delle resi-
stenze microbica agli antibiotici
deriva soprattutto dal potenziale
trasferimento genico da alcuni
batteri, che possiedono questi
geni di resistenza, ai batteri pa-
togeni, che a loro volta sono in
grado di acquisire resistenza o di
sviluppare delle multiple antibio-
tico- resistenze.

Nel 2008 ¢ stato condotto uno stu-
dio sulla resistenza agli antibiotici
del genere Bacillus ; tutti i ceppi
si sono rilevati sensibili a tutti gli
antibiotici usati frequentemente
nel campo medico, come riporta-
to dal report del’European Food
Safety Authority (EFSA) [14].
Sono stati effettuati numerosi test
di tossicita acuta e subcronica su-
gli animali; studi “in vitro” sono
stati eseguiti su un certo numero
di specie, tra cui B. subtilis var.
natto (5), B. indicus [9], B. co-
agulans [19] e B. subtilis 2335
[10], senza rilevare nessun effetto
indesiderato.
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Il Bacillus subtilis ¢ utilizzato
con sicurezza nella produzio-
ne di enzimi di tipo alimentare
e, negli ultimi dieci anni, ceppi
ricombinanti di Bacillus subtilis
sono stati utilizzati con sicurezza
nella fabbricazione di una varieta
di prodotti edibili bio-industriali,
quali enzimi, vitamine, antibiotici,
biopolimeri, additivi e per la pro-
duzione di determinati alimenti,
come miso in Giappone (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) [15]; non ¢ tossigeno in base
ai criteri della US Environmental
Protection Agency (EPA) ed &
uno dei 10 organismi ospiti a be-
neficiare di un’esenzione Tier I
nell’ambito della normativa EPA,
riguardante la classificazione del
rischio.

Inoltre il B. subtilis ¢ utilizzato
come inoculante nel suolo in orti-
coltura e agricoltura. Enzimi pro-
dotti da B. subtilis sono ampia-
mente utilizzati come additivi ad
attivita biologica pulente in am-
mollo nei detersivi per bucato.
Una notevole gamma di cibi fer-
mentati si ritengono ottenuti an-
che per lattivita proteolitica ed
enzimatica del Bacillus subtilis.
11 B. subtilis ceppo QST 713 (com-
mercializzato come QST 713 o Se-
renade) ha un’attivita fungicida
naturale, ed ¢ impiegato come
agente di controllo biologico [19].
I prodotti a base di Bacillus spp.
sono popolari in tutto il mondo
prima dell’introduzione degli an-
tibiotici come vaccini subtilici,
ovvero come agenti immunosti-
molanti per ajutare il trattamento
delle malattie del tratto gastroin-
testinale e urinario. In conclusio-
ne ¢ possibile affermare che i bat-

teri del genere Bacillus, in quanto
considerati sicuri, sono utilizzati
in agricoltura [19, 20], orticoltura,
nella alimentazione umana [21] e
in veterinaria [ 22, 24].

Diverse specie di Bacillus sono
state classificate GRAS (Generally
Regarded As Safe) , poiché usate
in processi alimentari o in pre-
parazioni farmaceutiche, e quin-
di riconosciute dalla FDA ( Food
and Drug Addiministration) come
trattamenti per scopi umani senza
effetti collaterali [16, 25, 27].
Non inducono la formazione di
batteri patogeni, sono biodegra-
dabili e sicuri per 'ambiente.
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 l'assenza di alcun genere di
resistenza. Tale procedura verra
integrata prossimamente con test
di tipo molecolare (plasmid cu-
ring) mediante analisi PCR, per
accertare eventuali acquisizioni
di caratteri di virulenza e/o resi-
stenza non compresi negli anti-
biogrammi di routine.

CONCLUSIONE

L'utilizzo del Sistema PCHS, basa-
to sull’impiego dei probiotici nel-
le procedure di sanificazione di
degenze ospedaliere si € rilevato
essere una tecnica di sicuro inte-
resse, essendo in grado di ridurre
dell’80 % circa ed oltre i livelli di
carica batterica potenzialmente
patogena, di fatto indipendente-
mente dalle 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
in grado di garantire le Direzioni
Sanitarie in termini di efficacia
del risultato complessivo e di va-
lorizzazione e quantificazione del
risultato medesimo.

Quanto affermato determina co-
munque la necessita di un salto
culturale da parte degli operato-
ri privati e pubblici del settore,
determinato dalla esigenza di ap-
profondire 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 microbiologi-
ci comunque condotti.
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