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I probiotici: aspetti generali  
e valutazioni sulla sicurezza d’impiego

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 l’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.

particolari competenze scientifiche 
nel settore agricolo, agroindustria-
le, ittico e forestale. 
I probiotici sono stati definiti dall’ 
International Life Science Institu-
te (ILSI) “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-

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 

nere i meccanismi di difesa inde-
boliti dai trattamenti antibiotici ed 
associati a varie infezioni del tratto 
gastrointestinale. 
Il problema maggiore nella loro ap-
plicazione è 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 è 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 
è 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 è stata introdotta sul 
mercato una nuova gamma di pro-
dotti sviluppati per la pulizia de-
gli ambienti, basata per l’appunto 
sull’uso di una miscela di questi 
batteri probiotici del genere Bacil-
lus species (spp.). (1, 2, 3)
Questo documento riassume quan-
to è riportato in bibliografia per ciò 
che attiene ai batteri Bacillus spp.. 
Le informazioni inerenti alla non 
patogenicità 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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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 più studiata, 
che si può anche trovare in alcuni 
integratori probiotici, è quella del 
Bacillus subtilis (3).
Già una decina di anni fa il suo 
genoma è stato completamente se-
quenziato e sono stati pubblicati 
diversi studi di ricerca a favore del-
la sua sicurezza come probiotico 
(5, 6, 7, 8).

La forma vegetativa, con metaboli-
smo aerobio/anaerobio facoltativo 
e con poche esigenze nutrizionali, 
è in grado di moltiplicarsi e di co-
lonizzare l’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 capacità 
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 

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 Sanità 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 1: Forma di spora (endospora) di Bacillus spp. subtilis 
al SEM (D.to SveB Università di Ferrara)

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

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

Figura 4: Piastra Petri con colonie di B. subtilis.
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In conclusione è 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 l’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 realtà 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 proprietà della flora 
endogena” (33). Una più recente 
definizione, invece, descrive i pro-
biotici come “microorganismi vitali 
che, quando consumati in quantità 
adeguata, conferiscono un effetto 
salutare all’ospite (34). Tuttora la 
definizione maggiormente diffusa, 
riconosciuta ed accettata descrive 

non patogeno (5, 9, 13); non è 
tossigeno (non produce tossine) 
in base ai criteri della US Environ-
mental Protection Agency (EPA) 
ed è 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 è utilizzato co-
me inoculante nel suolo in orticol-
tura e agricoltura. 
B. globigii, una specie simile, ma 
filogeneticamente distinta, è 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 attività biologica pulente in 
ammollo nei detersivi per bucato.
Nella pescicoltura è stata provata 
sia in vitro che in vivo l’attività 
enzimatica del B. cereus e del B. 
subtilis nei confronti dei rotiferi 
in allevamenti ittici; inoltre, è 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 l’attività proteolitica ed enzima-
tica del Bacillus subtilis.
Il B. subtilis ceppo QST 713 (com-
mercializzato come QST 713 o Se-
renade) ha un’attività fungicida na-
turale, ed è 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).

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 è 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 
– (11)].
Al genere Bacillus appartengono 
due specie patogene, B. anthracis 
e B. cereus, ma la sicurezza delle 
altre specie di Bacillus è ampia-
mente documentata (2). 
Sono stati effettuati numerosi test 
di tossicità 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.
Il Bacillus subtilis è utilizzato con 
sicurezza nella produzione di enzi-
mi di tipo alimentare e, negli ultimi 
dieci anni, ceppi ricombinanti di 
Bacillus subtilis sono stati utilizzati 
con sicurezza nella fabbricazione 
di una varietà 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 è classificato come 
Classe 1 (rischio nessuno) dal Na-
tional Institute of Health (NIH - 
US) (12,13).
Come specie tipo, il Bacillus subti-
lis non è considerato un patogeno 
ed è generalmente rappresentato 
come esempio di microrganismo 
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ro per il consumo per l’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 è ben conosciuta 
da tempo (63).
Uno degli aspetti cruciali è dato 
dalla sicurezza applicativa di questi 
batteri appartenenti al genere Ba-
cillus, tra i quali, in particolar mo-
do, il Bacillus subtilis, così come il 
Bacillus pumilus e il Bacillus me-
gaterium, risultano non pericolosi 
per l’uomo e di grande interesse 
dal punto di vista biotecnologico 
e biofarmaceutico (64, 65). 
È 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 è stato inserito nell’elenco degli 
organismi QPS (Qualified Presum-
ption of Safety) dalla Autorità Euro-
pea per la Salute Alimentare (EFSA, 
European Food Safety Authority) già 
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 versatilità e assenza di pa-
togenicità 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, è 
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). 

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 l’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-
tà 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 è fatta 
avanti la possibilità 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 
Bacillus spp. sono stati impiegati 
come probiotici in differenti appli-
cazioni, quali supplementi per la 
dieta nell’alimentazione sia umana 
che animale, data la loro capacità 
di stimolare il sistema immunita-
rio (57). In particolare, il Bacillus 
subtilis è stato indicato come sicu-

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, è stato 
mostrato una modalità 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, è stata recente-
mente documentata l’efficacia 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’uomo 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 è 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 
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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-
bidità della sospensione batterica di 
Bacillus con soluzione salina sterile, 
per ottenere una torbidità pari allo 
standard di 0,5 McFarland [equivalen-
te di concentrazione batterica di 108 
UCF (unità formanti colonia)/ml].

MATERIALI E METODI

Reagenti e terreno di coltura
I dischetti di nitrocellulosa imbibiti 
di antibiotici a concentrazione nota 
(Oxoid) sono riportati nella tabella 
sopra.
Si è 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 
sensibilità 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).

ANTIBIOGRAMMA 

Nello studio preliminare per ri-
cercare l’antibiotico – resistenza 
dei ceppi di Bacillus è stato uti-
lizzato l’antibiogramma (ABG), 
test in vitro di sensibilità dei 
microorganismi nei confronti di 
agenti antibatterici (Antimicro-
bial Susceptibility Testing o AST) 
effettuando il metodo di Kirby – 
Bauer (agar-diffusione). 
L’AST è 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 sensibilità (S) 
o, nel caso si parli di sensibilità 
intermedia, (I) del microrganismo 
di prova nei confronti dell’anti-
biotico testato.

Classificazione Bersaglio nella cellula 
batterica Antibiotico: Sigla e 

concentrazione

β-lattamico Sintesi parete cellulare PENICILLINA P 10U

Cefalosporine β-lattamico Sintesi parete cellulare CEFALOTINA CF 30μg

Cefalosporine β-lattamico Sintesi parete cellulare CEFOPERAZONE CFP 30μg

Amminoglicosidi Sintesi proteica NETILMICINA NET 10μg

Amminoglicosidi Sintesi proteica GENTAMICINA G 10μg

Lincosamidi Sintesi proteica CLINDAMICINA CC 2μg

Macrolidi Sintesi proteica ERITROMICINA E 15μg

Chinoloni  Sintesi del DNA ACIDO NALIDIXICO NA 30μg

Cloramfenicolo Sintesi proteica CLORAMFENICOLO C 30μg

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-
che alcune colonie isolate dai prodot-
ti detergenti, prodotto probiotico per 
pavimento (Floor Cleaner) , prodotto 
probiotico per la linea mano (Inte-
rior Cleaner) e prodotto probiotici 
per i sanitari (Sanitary Cleaner), uti-
lizzati nel protocollo di sanificazione 
in campo di strutture ospedaliere e 
un ceppo di Bacillus wild type, iso-
lato dall’ambiente ospedaliero non 
trattato con probiotici.
Mediante la tecnica della semina in 

Tabella 2 - Risultati dell’antibiogramma nei confronti dell’antibiotico Penicillina (antibiotico β-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.

Tabella 1 - Tabella di interpretazione degli aloni di inibizione degli antibiotici testati in base 
al documento “Document M100-S20 (M02-A10) Clinical and laboratory Standard Institute

Tabella 3: Risultati dell’antibiogramma nei confronti degli antibiotici β-lattamici CEFALOSPORINE, il cui meccanismo di azione 
è (come per la Penicillina) l’inibizione della formazione della parete batterica:
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tibiotico contenuti nel database del 
Document M100-S20 (M02-A10) del 
Clinical an Laboratory Standard In-
stitute, in modo da poter definire la 
sensibilità (S), la sensibilità interme-
dia (I) o la resistenza batterica (R).
I valori che si possono avere ad 
esempio per le penicilline sono 3:

minuti dalla semina batterica, ade-
guatamente distanziati. Dopo incu-
bazione a 37 ° C per 24 - 48 ore, si 
è proceduto alla lettura dei risultati, 
ovvero alla misura dei diametri degli 
aloni di inibizione (mm).
Questa misura è stata confrontata 
con i valori di riferimento di ogni an-

superficie, ogni sospensione bat-
terica di Bacillus ottenuta è 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 

Tabella 4: Risultati dell’antibiogramma nei confronti degli antibiotici AMMINOGLICOSIDI, il cui meccanismo di azione è 
l’inibizione della sintesi proteica:

Tabella 5: Risultati dell’antibiogramma nei confronti di altri antibiotici con strutture chimiche, LINCOSAMIDI e MACROLIDI, 
il cui meccanismo di azione è sempre diretto all’inibizione della sintesi proteica:
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e da 3 mesi.
I risultati ottenuti evidenziano che 
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-

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

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 6), indicando gli intervalli 
di tempo in Δt, corrispondenti ai 
periodi di trattamento con probio-
tico. Nella prima tabella (Tabella 1) 
è stato riportato l’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. 

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

Figura 6 - Colonia Bacillus spp. proveniente dal campionamento eseguito eseguito 
presso Degenza ospedaliera dopo 3 mesi di protocollo probiotico. Sensibilità nei 
confronti dell’ antibiotico.
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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, perciò si è 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 è costante 
e a livelli di carica controllata, la 
ricerca è stata implementata, per 
dimostrarne la sicurezza per l’im-
piego umano, secondo i criteri de-
finiti dalla European Food Safety 

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 sensibilità 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 è 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-
bilità 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-
bilità intermedia alle Cefoperazone 
e alla Clindamicina (Lincosidi ).

ziato anche per il ceppo standard 
ATCC, è una resistenza naturale 
caratteristica del genere Bacillus e 
non è una resistenza acquisita. 
Tra il genere Bacillus la sensibili-
tà all’antibiotico Penicillina è una 
prova per distinguere il ceppo pa-
togeno Bacillus anthracis, che è 
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-
lità 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 è possibile 
osservare che tutte le diverse tipo-

Figura 7 - Colonia Bacillus spp. proveniente dal campionamento in campo eseguito 
presso Degenza ospedaliera dopo 3 mesi di protocollo probiotico - Sensibilità nei 
confronti dell’ antibiotico.
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per rilevare eventuali resistenze 
acquisite da Bacillus, ma anche 
per quantificare l’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 è rappresentato dal fatto 
che il campionamento sul campo 
può essere effettuato simultane-
amente a quello previsto per le 
analisi classiche, senza necessità 
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” perciò la situazio-
ne reale al tempo di raccolta. E’ 
possibile quindi confrontare i di-
versi tempi di raccolta e/o diversi 
ambienti e superfici in un unico 
test molecolare, abbassando note-
volmente la variabilità intertest e 
quindi l’errore.
L’analisi molecolare viene effet-
tuata sull’acido nucleico (DNA) 
totale estratto dal campione, un 
procedimento che è pertanto to-
talmente indipendentemente dalle 
variazioni legate alle metodiche di 
isolamento colturale.
Nelle attese, l’applicazione di que-
ste metodiche dovrebbe consentire 
di monitorare, con estrema accura-
tezza, sia la comparsa di eventua-

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 è rappresentato dalla 
sensibilità 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 è 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 è 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 
può perciò essere utile, non solo 

Authority (EFSA) relativi allo sta-
tus QPS (Presunzione Qualificata 
di Sicurezza).
La maggiore quantità di infor-
mazioni presenti in letteratura 
riguarda lo studio della specie 
B. subtilis, che è 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 più 
solo come un batterio ambientale, 
ma residente nell’organismo uma-
no (86, 87). 
Il genoma (cromosoma batterico) 
del B. subtilis è 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 l’anali-
si della possibile acquisizione di 
resistenze ai farmaci antibatterici, 
in quanto questa possibilità lega-
ta alla possibilità di trasferimento 
genico interspecie, è teoricamente 
possibile ed è stata osservata in 
vitro (88, 89, 90, 91, 92). 
Attualmente, i dati finora raccol-
ti, attraverso l’analisi dei Bacillus 
isolati sul campo mediante anti-
biogramma, non hanno eviden-
ziato variazioni del profilo di sen-
sibilità/resistenza agli antibiotici, 
rispetto alle specie utilizzate nei 
detergenti. 
L’antibiogramma è un classico 
metodo di indagine tuttora vali-
do; tuttavia, la letteratura scien-
tifica più recente suggerisce che, 
nella valutazione della sicurezza 
microbiologica, i metodi classi-
ci possano essere efficacemente 
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Register, 1986; 51: 23301-50.
14.	Environmental Protection 
Agency. Microbial products of 
biotechnology: final regulation 
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trol Act; final decision document. 
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20.	Roberti R, Selmi C. Biological 
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cillus subtilis. Informatore Fitopa-
tologico , Jul-Aug 1999.
21.	Endres JR, Clewell A, Jade KA, 
Farber T et al. Safety assessment 
of a proprietary preparation of a 
novel Probiotic, Bacillus coagu-
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22.	Food Chem Toxicol.
23.	Scientific Opinion on the sa-
fety and efficacy of Bacillus sub-
tilis PB6 (Bacillus subtilis) as a 

Endospore-Forming Bacteria. In 
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rizon Bioscience, Wymondham, 
Norfolk, UK. 2004; 93-105
4.	 Eric GH. Soil organisms: Ba-
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tflora.com/?p=379 All disease be-
gins in the gut
5.	 Hong HA, Huang JM, Khaneja 
R, Hiep LV, Urdaci MC, Cutting 
SM. The Safety of Bacillus subtilis 
and Bacillus indicus as food pro-
biotics. Journal of Applied Micro-
biology 2008; 105: 510-20.
6.	 Sorokulova IB, Pinchuk IV, 
Denayrol les M, Osipova IG, 
Huang JM, Cutting SM & Urdaci 
MC. The Safety of Two Bacillus 
Probiotic Strains for Human Use. 
Digestive Diseases and Sciences 
2008; 53: 954-63.
7.	 Tompkins TA, Hagen KE, Wal-
lace TD, Fillion-Forte V. Safety 
evaluation of two bacterial strains 
used in asian probiotic products. 
Canadian Journal of Microbiology 
2008; 54: 391-400.
8.	 Cartwright P. Bacillus subtilis 
– Identification & Safety. Issue 2, 
U.K. 2009
9.	 The Safety of Two Bacillus 
Probiotic Strains for Human Us. 
Digestive Diseases and Sciences, 
2008; 53: 954-63
10.	Guidance on the assessment 
of bacterial susceptibility to an-
timicrobials of human and vete-
rinary importance 2 EFSA Panel 
on Additives and Products or Sub-
stances used in Animal Feed (FE-
EDAP) 3,4 European Food Safety 
Authority (EFSA), Parma, Italy. 
11.	EFSA (2005) Opinion of the 
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approach to the safety assessment 
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in food/feed and the production 
of food/feed additives. EFSA 
Journal 226: 1-12.
12.	Jensen BF, Norman BE. Bacil-
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li resistenze nei ceppi di Bacillus 
utilizzati nel prodotto a base di 
probiotici del sistema Probiotic 
Health Care (PCHS), che l’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. 
Ciò in linea anche con la richiesta 
pervenuta dall’EFSA di control-
lare costantemente l’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 è 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 l’ambiente, senza 
potenziale capacità tossigena (96) 
e sono sensibili alla maggior parte 
di antibiotici utilizzati nella medi-
cina clinica.
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