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La rimodulazione del resistoma delle
superfici ospeddaliere: nuove
prospettive di contrasto alle Infezioni
Correlate all’Assistenza sanitaria ed ai
fenomeni di antibiotico-resistenza

Nella memoria vengono illustrati i risultati delle ricerche
condotte sulla rimodulazione del resistoma delle superfici
nosocomidli trattate con il sistema di sanificazione PCHS
a base di probiotici.Viene mostrato che tale modalita

di infervento determina, oltre che la compressione della
carica batterica potenzialmente patogena, anche una
forte riduzione (da 1 a 3 log) delle resistenze geniche agli
antibiotici presenti su campo. Inoltre i dati del Laboratorio
provinciale di Microbiologia dimostrano che in piu di 4
anni di sperimentazione del sistema PCHS negli ospedaili
della Provincia di Ferrara (Arcispedale S.Anna di Ferrara,

Arcispedale S.Anna di Cona, Nuovo San Giorgio di Ferrara,

Ospedale del Delta, Ospedale di Argenta, Ospedale di
Cento, Ospedale accreditato Quisisana), su 32.140 esami
colturali positivi riguardanti circa 90.000 pazienti non &
mai stato osservato alcun episodio infettivo sostenuto

da Bacillus subtilis, pumilus e megaterium contenuti nel
prodotto PCHS.
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INTRODUZIONE

La contaminazione delle superfici ospeda-
liere rappresenta un problema serio per le
strutture sanitarie, sia a causa delle Infezioni
Correlate all’Assistenza (ICA), sia per lo svi-
luppo di fenomeni di resistenza agli antibio-
tici (AMR) da parte dei patogeni clinicamente
rilevanti, con il conseguente allarme per la
loro diffusione e per le possibili implicazioni
negative sulla efficacia delle cure farmaco-
logiche [1, 2].

Tale quadro descrittivo € reso ancora piu
critico se si esaminano i dati gia disponibili
in letteratura [3, 4], secondo cui i patogeni
come lo Staphylococcus aureus Meticillino-
Resistente (MRSA), gli Enterococchi Vanco-
micino-Resistenti (VRE), le Pseudomonas spp.
e Acinetobacter spp. e persino i virus (p.es.
Norovirus), mantengono la loro capacita in-
fettiva sulle superfici inorganiche ed asciutte
per un periodo che va da giorni a settimane
[5, 6]; 1e spore di Clostridium difficile possono
sopravvivere addirittura per mesi [7, 8, 9].

E quindi del tutto evidente che il controllo
della contaminazione delle superfici noso-
comiali rappresenta da un lato una necessita
ineludibile, ma dall’altro lato implica anche
I’esigenza di disporre di adeguati metodi di
valutazione della efficacia dei sistemi di sa-
nificazione adottati.

A quest’ultimo proposito, & opportuno sot-
tolineare che una procedura di pulizia del-
le superfici nosocomiali € un’operazione la
cui efficacia finale non e solo riconducibile
all'impiego di particolari prodotti (chimici
o biologici), ma e connessa soprattutto alla
adozione di strumenti di lavoro, strategie,



metodi e processi gestionali del personale e
organizzativi notevolmente complessi, che
insieme determinano, per I'appunto, un “si-
stema di sanificazione” [10-12].
Recentemente e stata verificata su campo
l’efficacia di un nuovo protocollo di sanifica-
zione (denominato PCHS: Probiotic Cleaning
Hygiene System) basato sull'uso di micror-
ganismi non patogeni del genere Bacillus (in
particolare Bacillus subtilis, pumilus e mega-
terium). Questo metodo si e rivelato infatti
in grado di ridurre stabilmente nel tempo la
contaminazione superficiale di diversi pato-
geni, confrontando i risultati con quelli otte-
nuti con l'utilizzo dei comuni disinfettanti a
base di cloro [13, 14].

Questo studio ha lo scopo di illustrare I'im-
patto del protocollo PCHS sull’ecosistema del
microbiota delle superfici ospedaliere, foca-
lizzando l'attenzione sulle caratteristiche di
resistenza agli antibiotici presenti nella po-
polazione batterica [15, 16].

In parallelo, e stata valutata la sicurezza delle
specie di Bacillus impiegate, monitorandone
sia la potenziale acquisizione nel tempo di
resistenze genetiche, sia la loro eventuale
presenza in pazienti affetti da ICA.

[ risultati ottenuti hanno confermato che i
Bacillus del PCHS inducono una rimodulazio-
ne del resistoma dei patogeni presenti sulle
superfici nosocomiali, con un abbattimento
del numero e della tipologia di resistenze ge-
niche agli antibiotici gia presenti nel micro-
biota delle superfici prima del trattamento
con il nuovo sistema probiotico.

Nelle indagini condotte, i Bacillus-PCHS non
hanno acquisito nel tempo geni di resisten-
za, dimostrando quindi la non propensione
a scambi genici con altri batteri.

Negli studi paralleli su tutte le strutture
nosocomiali trattate con il sistema PCHS, i
Bacillus utilizzati non sono mai stati ritro-
vati nei pazienti ospedalizzati affetti da ICA
(circa 90.000 pazienti in 4 anni).

ORGANIZZAZIONE DELLA RICERCA

Questa sperimentazione e stata eseguita pres-
so I’Ospedale Quisisana (Ferrara, Italia), do-
po aver ottenuto I'approvazione del Comitato
Etico Locale, e si e sviluppata in un arco di
tempo di 6 mesi.

La struttura ospedaliera consiste di 2 piani,
ciascuno composto da una lungodegenza,
una unita geriatrica ed una unita per acu-
ti. I campionamenti sono stati effettuati in 4
stanze scelte in modo casuale, ubicate in 2
differenti piani dell’'ospedale.

Le procedure di sanificazione sono state
eseguite con il sistema (PCHS; Copma scrl,
Italia), gia descritto in precedenti lavori [17].
Sono stati eseguiti 2 campionamenti ambien-
tali prima del trattamento con PCHS (T=0),
ad una settimana di intervallo 'uno dall’al-
tro. Successivamente, il campionamento am-
bientale e stato eseguito 1 sola volta al mese,
per i successivi 6 mesi. In base ai risultati
di precedenti studi sperimentali [13, 14, 18],
ogni campionamento e stato eseguito 7 ore
dopo la pulizia.

CAMPIONAMENTO AMBIENTALE

[ prelievi microbiologici sono stati condotti
su 3 differenti tipologie di superfici (pavi-
mento, pediera del letto e lavabo dei servi-
zi igienici) ed e stata eseguita con metodi
idonei alle analisi colturali e molecolari. Ri-
guardo ai primi, il campionamento e stato
eseguito in triplo, mediante piastre RODAC.
Per le analisi molecolari si sono utilizzati
tamponi di rayon sterili, precedentemente
umidificati con terreno sterile liquido LB,
delimitando un’area di campionamento di
10x10 cm (Copan, Brescia, Italia).
Mediante analisi colturale sono stati mo-
nitorati i seguenti microrganismi associati
ad ICA: Staphylococcus spp. e Staphylococcus
aureus, Enterobacteriaceae, Acinetobacter,
Pseudomonas spp., Clostridium difficile,
Candida spp. ed Aspergillus spp. Sono stati
raccolti, in doppio, 360 campioni microbio-
logici (720 in tutto).

I campionamenti molecolari hanno avuto
due diversi scopi: da un lato valutare la pre-
senza di ceppi di Bacillus-PCHS nei campio-
ni clinici ed identificare i ceppi di Bacillus
isolati dall’ambiente, dall’altro identificare
e numerare le resistenze geniche agli anti-
biotici, sia per i Bacillus medesimi sia per
la popolazione batterica contaminante [13].
La resistenza agli antibiotici dei Bacillus
isolati e stata anche valutata, in parallelo,
mediante il test di suscettibilita agli anti-

61
2016



62
2016

microbici di Kirby-Bauer per diffusione su
piastra [19, 20]. A questo scopo sono stati
testati 42 differenti antibiotici.

Prima dell’impiego dei detergenti a base
di Bacillus-PCHS, le sequenze delle specie
di Bacillus-PCHS sono state caratterizzate,
cosi da poterle riconoscere a livello di sub-
specie ed essere in grado di discriminarle
facilmente dalle altre specie o sottospecie
simili di Bacillus ambientali, potenzialmen-
te riscontrabili sulle superfici campionate.
La resistenza farmacologica dei ceppi di Ba-
cillus contenuti nel detergente PCHS ¢ stata
caratterizzata sia tramite microarray che
per mezzo di antibiogrammi tradizionali,
mostrando, come atteso, la presenza di po-
chi geni R (gruppo OXA, msrA) conferenti
resistenza alla penicillina e ai macrolidi, e
confermando cosi i risultati precedentemen-
te ottenuti [13, 14].

I ceppi di Bacillus-PCHS sono stati caratte-
rizzati anche a livello biologico, valutando
la capacita delle loro spore di germinare e
colonizzare le superfici rigide e di compete-
re con altre specie microbiche contaminan-
ti la stessa area. I risultati ottenuti hanno
indicato che le spore derivate dal Bacillus-
PCHS abbiano la capacita di germinare sul-
le superfici inanimate asciutte, generando
cellule batteriche in forma vegetativa.

IMPATTO DEL SISTEMA PCHS
SULLA COMPOSIZIONE DEL
MICROBIOTA DELLE SUPERFICI
OSPEDALIERE

L’'impatto del sistema PCHS sulle superfici
ospedaliere e stato valutato in termini di
composizione del microbiota, prima (TO0) e
dopo l'introduzione della procedura di pu-
lizia PCHS (T1, T2, T3, T4, con intervallo
mensile). I campioni ambientali sono stati
raccolti 7 ore dopo l'applicazione del de-
tergente, cosi da permettere lo sviluppo di
fenomeni di ricontaminazione e dunque
essendo in grado di valutare la stabilita
dell’effetto modulatorio indotto dal PCHS
sul microbiota. I risultati delle analisi mi-
crobiologiche hanno mostrato un forte calo
del numero di CFU/m? per tutti i patoge-
ni testati, con 'eccezione del gruppo delle
Enterobacteriaceae, gia scarsamente rappre-

sentato al TO e percio risultato non signifi-
cativamente modulato nei tempi successivi.
Questo calo era gia evidente al T1 (1 mese
dopo l'inizio dell’applicazione del PCHS), in
modo piu marcato per Staphylococcus spp,
e si e mantenuto stabile nel tempo per tut-
to il successivo periodo di applicazione del
PCHS (4 mesi).

In sintesi, le CFU/m? sono diminuite del
98% rispetto al TO. Queste differenze sono
risultate statisticamente significative (p <
0,0001) a tutti i tempi testati e per tutti i
gruppi, con l'eccezione delle Enterobacterti-
aceae. A causa del ridotto numero di CFU
rilevato per la popolazione dei miceti, la
loro presenza e stata analizzata median-
te PCR quantitativa (qPCR), specifica per
Candida spp., Aspergillus spp. e Fusarium
spp., allo scopo di quantificare il numero
dei loro rispettivi genomi. Al TO é stata os-
servata una forte contaminazione da parte
di Candida spp. (6,5x10° genomi/100 cm?),
mentre le specie di Aspergillus e Fusarium
sono risultate molto scarse (40 e 5 geno-
mi/100 cm?, rispettivamente).

Il trattamento con PCHS ha indotto un for-
te e stabile calo della presenza di Candida
(0.25 genomi/100 cm? al T4, corrisponden-
te a piu del 99% di calo) e della presenza
di Aspergillus (2.6 genomi/100 cm? al T4,
pari a circa il 93% di riduzione), mentre
la scarsa presenza di Fusarium e risultata
non influenzata dal trattamento con PCHS.
Le differenze misurate sono risultate tut-
te statisticamente molto significative (p <
0,0001). Come atteso, le analisi molecola-
ri simultanee eseguite tramite due diverse
gPCR (panB-qPCR, che rileva tutti i batteri
e spo0A-gPCR, specifica per Bacillus) sul
DNA estratto dagli stessi campioni am-
bientali, hanno rivelato un concomitante
aumento nel tempo del numero di cellule
batteriche di Bacillus [21, 22].

I Bacillus-PCHS hanno quindi l’abilita di
competere con il microbiota presente sul-
la superficie ospedaliera, rimpiazzando le
specie microbiche patogene originariamente
presenti sulle superfici. Si mette in eviden-
za come l'incremento dei Bacillus-PCHS ri-
sulti stabile nel tempo e rilevabile in tutti
i campioni, indipendentemente dal tipo di
superficie testata.



Resistance Drug Bacteria

gene

AAC(86)-Ib-cr Fluoroquinolones Enterobacteriaceae (K. pneumoniae)
(ciprofloxacin)

IMI & NMC-A Carbapenemase Enterobacteriaceae (K. pneumoniae)

SHV(156D) ESBLs Enterobacteriaceae

SHV(156G) ESBLs Enterobacteriaceae

SHV ESBLs Enterobacteriaceae

(238G240E)

SHV ESBLs Enterobacteriaceae

(238G240K)

SHV(2385240E) ESBLs Enterobacteriaceae

SHV(2385240K) ESBLs Enterobacteriaceae

ccrA Recombinase (mec cassette) Staphylococci, Enterobacteriaceae

VIM-1 group Metallo B-lactamase Enterobacteriaceae
VIM-13 Metallo B-lactamase
OXA-50 group Carbapenemase

OXA-51 group Carbapenemase

Enterobacteriaceae
Gram negative
Gram negative

ermA Macrolides (Erythromycin) Staphylococci, Streptococci
ermB Macrolides (Erythromycin)

Staphylococcus, Streptococcus
ermC Macrolides (Erythromycin) Bacillus, Lactobacillus, Neisseria, Staphylococcus
mefA Macrolides (efflux pump)
msrA Macrolides (efflux pump)
oprm Multidrug resistance efflux Pseudomonas

pump
tetB Tetracyclin (efflux pump)

Vibrio, Yersinia

mecA B-lactamase, methicillin Enterococcus, Staphylococcus

doi:10.1371/journal pone.0148857 1001

Bacillus, Bacteroides, Clostridium, Enterococcus, Escherichia, Lactobacillus, Neisseria,

Bacteroides, Clostridium, Enterococcus, Fusobacterium, Neisseria, Staphylococcus, Streptococcus
Corynebacterium, Enterococcus, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus

Escherichia, Haemophilus, Neisseria, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella, Streptococcus,

Tabella 1. Geni conferenti resistenza rilevati nel microbiota sulle superfici ospedaliere

[Fonte: journal.pone.0148857.t001].

IMPATTO DEL SISTEMA PCHS
SULLE FARMACO-RESISTENZE DEL
MICROBIOTA DELLE SUPERFICI
OSPEDALIERE

Per caratterizzare il profilo di antibiotico-re-
sistenza dell’intero microbiota contaminante
le superfici ospedaliere, il DNA microbico
totale estratto dalla popolazione superficiale
totale e stato analizzato utilizzando un qPCR
microarray, capace di rilevare e quantificare
simultaneamente 84 differenti geni conferenti
farmaco-resistenza (R), rappresentativi di tutte
le classi di antibiotici. Grazie a questo metodo,
e stato possibile valutare il resistoma dell’intera
popolazione, anziché analizzare solo singole
specie, fornendo cosi importanti informazioni
sulle resistenze totali originariamente presenti
nel microbiota residente e su ogni potenziale
variazione del loro pattern.

I risultati mostrano che al TO (prima dell’uso
del metodo di pulizia PCHS), nel microbiota &
stato possibile rilevare la presenza di diversi
geni R, associati a resistenza ai p-lattamici,
macrolidi, chinoloni e meticillina. La Tabella 1
e la Fig. 1 elencano i geni R pili rappresentativi
rilevati al tempo al TO. In particolare, sono
risultati particolarmente abbondanti gli Stafi-
lococchi meticillino-resistenti (MRSA). Dopo

1 mese di applicazione del PCHS, infatti, tutti
i geni R originariamente rilevati al TO risulta-
vano marcatamente diminuiti, come misura-
to tramite analisi comparative normalizzate
dei due campioni ambientali (Tabella 2). In
parallelo, anche gli Stafilococcchi mostrava-
no un forte decremento (circa 3 logaritmi) se
confrontati al controllo TO. I dati raccolti ai
successivi tempi di campionamento (T2, T3
e T4) hanno confermato i risultati osservati
dopo il primo mese (T1).L'unica eccezione e
stata osservata per il gene msrA, che e risultato
leggermente aumentato a tutti i tempi testati,
come atteso, dal momento che i Bacillus del
PCHS contengono una resistenza cromosomica
costitutiva msrA.

Inoltre, il microarray ha mostrato una forte
diminuzione degli Stafilococchi e dei geni co-
dificanti per la resistenza alla meticillina loro
associati, confermando a livello molecolare i
dati ottenuti da test microbiologici tradizionali,
in questo ed in studi precedenti [13, 14, 22].
Si rammenta che i risultati esposti in Tabel-
la 2 sono su scala logaritmica; pertanto una
riduzione di 2log o 3log corrisponde rispetti-
vamente a una riduzione di 100 e 1.000 volte
della popolazione genica farmaco resistente.
In parallelo, e stata valutata I’eventuale nuova
acquisizione di resistenze da parte dei ceppi di
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Fig 1. Geni di farmaco-resistenza R al TO

[Fonte: DOI:10.1371/journal.pone.0148857; Supporting Information S1].

Bacillus-PCHS presenti sulle superfici trattate
(mediante analisi molecolare di 20 isolati di
Bacillus), mostrando che non si e verificata
alcuna nuova acquisizione di geni R, confer-
mando che questi batteri non sono inclini a
fenomeni di trasferimento genico [13, 14, 22].
In conclusione, i Bacillus-PCHS hanno deter-
minato una marcata riduzione della frazione
di patogeni farmaco-resistenti nella popolazio-

ne contaminante le superfici, senza peraltro
acquisire alcun nuovo carattere di resistenza
durante tutto il periodo di studio. Questi ri-
sultati, unitamente alla generale diminuzione
dei geni R nella popolazione contaminante,
suggerisce che 'acquisizione di caratteristiche
indesiderate e da considerarsi un evento assai
poco probabile, nonostante lo stretto contat-
to dei Bacilli con altre specie microbiche, ed

Tabella 2. Impatto del sistema PCHS sui geni di resistenza agli antibiotici R del microbiota delle

superfici ospedaliere
[Fonte: journal.pone.0148857.t002]

Resistance gene Sampling time vs TO*

T
AAC(B)-Ib-cr 3.39
IMI & NMC-A -2.98
SHV(156D) -2.00
SHV(156G) -2.00
SHV(238G240E) -2.00
SHV(238G240K) -2.00
SHV(238S240E) -2.00
SHV(2385240K) -2.00
ccrA -3.21
VIM-1 group -5.68
VIM-13 -3.73
MOX -2.28
OXA-50 Group 3.42
OXA-51 Group -2.00
ermA -5.22
ermB -7.92
ermC -4.34
mefA -28.75
msrA +3.41
oprm -2.22
tetB -2.37
mecA -6.85
S. aureus -1240.94
spa -950.70

doi:10.1371/journal.pone.0148857 t002

*Results are expressed as fold differences for each gene, after normalization for bacterial DNA amount and comparison with Ct values at TO.

T2 T3 T4
-2.11 -6.74 -3.55
-7.94 -5.17 -5.17
-4.19 272 -2.74
-4.19 SONTO -2.74
-4.19 27 -2.74
-4.19 -2.72 -2.74
-4.19 2.72 -2.74
-4.19 -2.72 -2.74
-8.56 -5.56 -5.67
-15.27 -10.24 -9.95
-10.40 -6.76 -8.77
-6.06 -3.94 -3.95
-8.79 -5.99 -6.00
-2.85 -3.07 -3.03
-111.84 -8.94 -8.32
-4.09 -120.19 -20.10
-16.44 -1.82 -13.06
-54.15 -103.11 -99.27
+1.13 +2.63 +1.40
-5.90 -3.84 -3.84
-2.96 -4.11 -4.11
-11.52 -10.28 -17.52
-24.38 -88.62 -218.5
-404.79 -218.09 -510.25

* Le variazioni rispetto a TO sono espresse come numero di volte dopo normalizzazione per la quan-

tita totale del DNA batterico.



Fig 2. Geni di farmaco-resistenza R da isolati di Bacillus-PCHS confrontati con quelli provenienti da
Bacilli-PCHS originari [Fonte: journal.pone.0148857.g007]

avvalora quindi la sicurezza di impiego dei
prodotti a base di Bacillus. Il DNA estratto da
Bacilli PCHS isolati sul campo é stato analizza-
to mediante qPCR Microarray. I risultati sono
espressi come differenza media del numero di
copie di geni rilevati in isolati di Bacillus dopo
1, 2, 3, 4 mesi dall'inizio del trattamento, con-
frontati con quelli ottenuti da Bacillus-PCHS
originari contenuti nei detergenti.

LA SICUREZZA DEL SISTEMA PCHS

Nonostante sia nota la apatogenicita dei Bacil-
lus-PCHS (subtilis, pumilus e megaterium) nei
confronti dell'uomo, € evidente la necessita di
condurre studi sistematici sulla sicurezza di
questa modalita di sanificazione. Nelle ana-
lisi condotte in ospedali che gia utilizzano il
sistema PCHS da molto tempo (anche 4 anni),
i Bacillus prelevati sul campo non hanno mai
mostrato alcuna mutazione genetica o acquisi-
zione di nuovi caratteri di resistenza, mostran-
do di possedere una elevata stabilita genetica.
Draltra parte, nei campioni biologici (sangue e
urine) di 6 pazienti esaminati presso 'Ospedale
Quisisana ed interessati da un evento infettivo,
non e stata trovata traccia dei Bacillus nemme-
no utilizzando metodiche di analisi molecola-
re estremamente sensibili. Negli ospedali della
provincia di Ferrara che impiegano il sistema
PCHS (da 1 fino a 4 anni di trattamento), e
stata avviata la sorveglianza microbiologica
dei pazienti cosi da evidenziare la comparsa
di eventi infettivi sostenuti dai Bacillus subtilis,
pumilus e megaterium, inserendo questo moni-
toraggio continuo nel sistema di allerta di cia-

scuna struttura, grazie al fatto che afferiscono
tutte ad un unico Laboratorio di Microbiologia.
E stato quindi possibile estrarre i dati relativi
a tutti gli esami con esito positivo effettuati
sui campioni biologici di pazienti con sospetta
colonizzazione o infezione, ricoverati nei pe-
riodi considerati (cioé dal momento in cui ogni
nosocomio ha attivato il sistema PCHS).

[ risultati dell’indagine hanno mostrato che,
in oltre 4 anni di sperimentazione e analisi
diretta sul campo del sistema PCHS negli ospe-
dali coinvolti (Arcispedale S.Anna di Ferrara,
Arcispedale S.Anna di Cona, Nuovo S.Giorgio
di Ferrara, Ospedale del Delta, Ospedale di Ar-
genta, Ospedale di Cento, Ospedale accreditato
Quisisana), su 32.140 esami colturali positivi
non € mai stato osservato alcun episodio in-
fettivo sostenuto da Bacillus subtilis, pumilus
e megaterium contenuti nel prodotto e quindi
riconducibile alla tecnica di sanificazione de-
scritta [23, 24]. Analizzando i dati relativi al
numero di pazienti coinvolti, nei diversi ospe-
dali in cui viene applicato il sistema PCHS, si
puo affermare che su circa 90.000 pazienti
che hanno soggiornato in ambienti sanificati
con prodotti probiotici, corrispondenti a circa
800.000 giornate di degenza, non si e verificato
alcun evento imputabile ai Bacillus-PCHS.

CONCLUSIONI

I risultati ottenuti mostrano che i ceppi di Bacil-
lus, meglio noti per il loro impiego diffuso co-
me integratori alimentari o fungicidi, possono
essere ugualmente impiegati nelle procedure
di sanificazione, allo scopo di contrastare la
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crescita di patogeni e diminuire la popolazio-
ne portatrice di geni di farmaco-resistenza, un
problema globale che e associato anche alla
comparsa delle piti gravi forme di ICA. Inoltre,
i Bacillus-PCHS hanno mostrato di essere ge-
neticamente stabili e totalmente apatogeni, du-
rante i 4 anni di impiego in diversi nosocomi,
a riprova del fatto che possono essere usati in
sicurezza per le procedure di sanificazione. Lo
studio dimostra infine I'importanza di condur-
re periodicamente test microbiologici colturali
e molecolari nelle strutture ospedaliere [25-29],
sia per misurare l'efficacia di azione del sistema
di sanificazione adottato a 7 ore dalla sua ap-
plicazione e nel tempo, sia per quantificare la
presenza di resistenze geniche agli antibiotici.
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