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Caratteristiche generali 
microbiologiche dell’ambiente 
nosocomiale

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

di resistenze ad antibiotici e di fenomeni di adattamento ai disinfettanti 

normalmente utilizzati per le operazioni di sanificazione, ha richiesto 

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

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

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

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

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

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

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

riportare la formazione dei biofilm 
da parte di una serie sempre più am-
pia di specie microbiche: tutti i tipi 
di superficie possono essere coloniz-
zate da biofilm microbici.
I diversi componenti biologici del 
biofilm medesimo sono in grado di 
sopravvivere a condizioni avverse 
(mancanza di acqua) pur rimanen-
do virulenti. 
La formazione di un biofilm ha ini-
zio con un processo di adesione 
dei microrganismi a una superficie 
grazie alle forze di Van der Waals 
(legate alla distribuzione delle cari-
che elettriche tra le molecole). Que-
sti microorganismi si ancorano poi 
più stabilmente utilizzando moleco-
le di adesione cellulare, mediante 
la costruzione di una matrice che 
assicura l’integrità del biofilm. Suc-

Introduzione

Le procedure di sanificazione hanno 
lo scopo di ridurre e contenere la 
proliferazione dei microorganismi 
presenti negli ambienti ospedalieri.
Tutti gli ambienti, anche quelli antro-
pici, sono colonizzati da un insieme 
di cellule batteriche, micotiche, pro-
tozoarie, che, convivendo insieme, 
producono biofilm, ovvero una ma-
trice di sostanze polimeriche extra-
cellulari (mucillagine), che le difende 
dagli aggressivi chimici. [1] [2]
Un biofilm è una comunità struttu-
rata (aggregati multi-cellulari) di cel-
lule batteriche vive, ma quiescenti, 
racchiuse in una matrice polimerica 
autoprodotta ed adesa ad una super-
ficie inerte o vivente (Figura 1, 2). 
La letteratura scientifica continua a 

cessivamente il biofilm cresce a se-
guito delle divisioni cellulari e delle 
integrazione di batteri esterni, anche 
di specie diverse (batteri Gram+ e 
Gram-, aerobi e anaerobi facoltativi/
obbligati, miceti uni e pluricellulari, 
protozoi).
Il biofilm è definito anche come mi-
crofouling, dovuto al fenomeno di 
accumulo e di deposito di organismi 
sia unicellulari (microrganismi) che 
pluricellulari (biofouling), o di altre 
sostanze non-viventi (organiche o 
inorganiche).
All’interno del biofilm i microrgani-
smi possono mostrare due distinte 
modalità di comportamento. La pri-
ma è la familiare forma fluttuante, o 
planctonica, nella quale le cellule se-
parate fluttuano o nuotano indipen-
dentemente in un supporto liquido. 
La seconda è lo stato aggregato, o 
sessile, in cui le cellule sono stretta-
mente vincolate e fermamente attac-
cate l’una all’altra e anche, di solito, 
a una superficie solida. La modifica 
del comportamento è attivata da 
un meccanismo di comunicazione 
chimica che differisce tra le specie. 
Alcune specie, ad esempio, possono 
produrre acil-omoseril-lattoni come 
segnale di “quiescenza” (secondo 
un processo denominato quorum 
sensing), che induce le cellule plan-
ctoniche circostanti al cambiamento 
fenotipico verso lo stato sessile, at-
traverso una differente espressione 
dei geni della cellula. [3]
Il quorum sensing o comunicazio-
ne tra i batteri è autoindotto e in 
seguito al quale i microrganismi si 
sottopongono a una serie di cambia-
menti fisiologici che consentono la 
formazione del biofilm extracellula-
re. Infatti, a seguito del quorum sen-
sing autoindotto, i batteri possono 
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iniziare la produzione superficiale 
di polimeri extracellulari adesivi, la 
produzione di biosurfattante, la spo-
rulazione, la bioluminescenza e la 
secrezione di sostanze nutritive; con 
sequestramento di molecole e fattori 
di virulenza come conseguenza del 
processo di formazione del biofilm. 
I meccanismi di quorum sensing av-
vengono in tutti i batteri sia Gram 
negativi che Gram-positivi.
Nella Figura 3, dove è rappresentata 
la formazione del biofilm, vengono 
distinte cinque fasi successive di 
sviluppo: la fase reversibile di attec-
chimento iniziale (adesione caratte-
rizzata da legami elettrostatici deboli 
fra i batteri e le superfici di attacco), 
alla quale segue, dopo pochi minuti, 
l’attecchimento irreversibile, nel qua-
le i batteri aderiscono alla superfi-
cie mediante flagelli, fimbrie, pili e 
fibrille di esopolisaccaridi; definita 
anche fase di fissazione o irrever-
sibile attachment. Potrebbe essere 
una fase ancora reversibile se si 
operasse accuratamente una pulizia 
manuale e meccanica per rimuove-
re lo strato cellulare. Segue la fase 
di moltiplicazione, comprendente 
una maturazione di formazione di 
mucopolisaccaridi per l’adesione e 
la maturazione all’interno di questo 
strato mucopolisaccaridico i batteri 
cominciano a moltiplicarsi creando 
colonie protette da queste capsule 
(fase irreversibile) ed infine si ha la 
dispersione o rilascio intermittente. 
In presenza di biofilm questo rila-
scio intermittente è causa di una 
sovrastima o di una sottostima della 
contaminazione microbica.
I biofilm sono ubiquitari e posso-
no formarsi sui dispositivi medici, 
dispositivi protesici, su ogni tipo di 
superficie e in campo sanitario han-
no un ruolo importante nella anti-
biotico resistenza.
La presenza dell’involucro mucopo-
lisaccaridico agisce come un sistema 
di protezione che si oppone alla pe-
netrazione dei farmaci e similmente 
dei disinfettanti, inoltre i microrga-
nismi presenti nel biofilm mostrano 

un’aumentata resistenza rispetto alle 
forme planctoniche.
Tuttavia la resistenza agli antibiotici 
è causata oltre cha dalla funzione di 
barriera del biofilm, anche a causa 
dal quorum sensing, che è stato spie-
gato precedentemente, questo pro-
cesso autoindotto di comunicazione 
tra cellule batteriche o regolazione 
trascrizionale, dipendente dalla den-
sità cellulare, porterebbe anche al 

sequestramento di molecole e fattori 
di virulenza come conseguenza del 
processo di formazione del biofilm, 
rendendo i batteri presenti in un 
biofilm molto più resistenti agli an-
tibiotici rispetto allo stesso batterio 
allo stato libero. [4]
Uno studio svolto sull’antibiotico-
resistenza dei batteri ha rilevato che 
se l’infezione presenta un biofilm, i 
microrganismi che lo compongono 

Figura 1 – Adesione batterica con formazione di microcolonie su di una superficie 
antropica

Figura 2: Microscopia elettronica del biofilm.

Figura 3 – Formazione del biofilm. Dal sito: www.mondodiscus.com, modificata.
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In base a consolidate evidenze 
sperimentali [6] [7], la sanificazio-
ne delle superfici e le modalità di 
utilizzo dei prodotti sanificanti è 
raccomandata in tutte le linee gui-
da internazionali e nazionali [8] [9], 
rappresentando di per sé una im-
portante procedura utile a preveni-
re le infezione [10].
Comunemente, tali tecniche fanno 
uso di disinfettanti chimici, con con-
seguenti rischi per l’inquinamento 
ambientale e per la sicurezza degli 
utenti, e con notevoli criticità di ri-
sultato [11]. 
I disinfettanti chimici di solito usati 
in ambito ospedaliero devono rispet-
tare alcune condizioni per essere ef-
ficaci, quali:

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

�� una sufficiente concentrazione, 
che potrebbe diminuire se è presen-
te materiale organico;

�� un sufficiente pH, che potrebbe 
essere neutralizzato dalla presenza 
di particolari sostanze in grado di 
neutralizzarne l’azione. 
Non ultimo, i disinfettanti chimici 
sono più o meno efficaci in funzio-
ne del microrganismo da eliminare 
(Figura 4), perciò non è possibile 
impiegare un qualunque prodotto 
disinfettante per igienizzare una 
qualunque superficie.
I fattori che influiscono sulla capacità 
di contaminazione dell’ambiente in 
relazione ai degenti sono inerenti:

�� alla capacità dei microorganismi 
di sopravvivere, rimanendo virulen-
ti, per lunghi periodi di tempo sulle 
superfici contaminate (soprattutto 
letti, lenzuola, comodini, pavimenti, 
corrimano, bagni) ;

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

�� al fatto che è sufficiente una dose 
infettante piccola in pazienti critici o 
immuno-compromessi

�� alla relativa resistenza ai disinfet-

sulla salute dei degenti.
La popolazione microbica è eteroge-
nea e, a seconda delle proprie carat-
teristiche strutturali o metaboliche, 
può essere raggruppata in base ad 
una scala di resistenza e sensibilità 
nei confronti dei disinfettanti, che 
sono utilizzati nelle procedure di pu-
lizia e sanificazione dell’ambiente. Le 
forme maggiormente resistenti sono 
le spore batteriche, i micobatteri e i 
virus senza pericapside, poi seguo-
no i miceti, i batteri Gram negativi, i 
batteri Gram positivi ed infine i più 
sensibili ai disinfettanti sono i virus 
con pericapside (Human Immuno-
deficiency Virus e virus dell’epatite 
B).
Oltre alle caratteristiche proprie 
di ogni gruppo, il biofilm costitui-
sce una barriera all’azione di molti 
biocidi, impedendo così sia la com-
pleta pulizia dell’ambiente che la 
totale eliminazione dei microrgani-
smi, con la conseguente presenza 
di “survivors” (sopravvissuti) che, 
nel contempo, possono sviluppa-
re resistenza all’azione dei biocidi 
e trasmettere questa resistenza, se 
genetica, a microrganismi anche di 
altre specie. 

possono essere esposti a dosi sub-
letali di antibiotici, provocando così 
una più alta incidenza di resistenze 
microbiche con gravi conseguenze 
per il paziente [5].
I gruppi di microrganismi esposti 
nella Figura 4 comprendono tutte le 
specie microbiche che sono in grado 
di contaminare le superfici ospeda-
liere di ogni genere (letti, lenzuola, 
pavimenti, pareti, arredi etc.), venen-
do poi trasmessi ai pazienti median-
te contatto, tramite le mani o i guanti 
del personale di assistenza e dei vi-
sitatori oppure attraverso le polveri, 
che, una volta depositate sulle super-
fici, possono essere contaminate dai 
patogeni ivi presenti, per poi venire 
in parte nuovamente sospese in aria 
a causa dei moti convettivi naturali e 
di quelli indotti, imputabili agli im-
pianti di climatizzazione, per ridepo-
sitarsi successivamente sugli arredi e 
sulle superfici nosocomiali.
A ciò si aggiunge che negli ambienti 
ospedalieri la carica microbica pato-
gena necessaria affinchè insorgano 
delle infezioni in pazienti critici o im-
munocompromessi è molto ridotta e 
quindi anche l’efficacia delle opera-
zioni di pulizia ha diretta influenza 

Figura 4 – Scala di resistenza e sensibilità dei microorganismi nei confronti dei 
disinfettanti chimici.
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smi che conferiscono loro una certa 
tenacità (resistenza) nei confronti di 
tutte le classi di principi attivi anti-
batterici. 
Dall’ente americano di controllo Cen-
ter for Disease Control and Preven-
tion (CDC) proviene l’allarme della 
presenza di ceppi multi – resistenti o 
super-resistenti; questi super batteri 
sono in grado di resistere a tutti gli 
antibiotici disponibili, anche ai car-
bapenemi di ultima generazione (co-
me i batteri Gram negativi Klebsiella 
penumoniae, Escherichia coli).
Negli ultimi anni lo studio di nuo-
ve formulazioni disinfettanti e/o di 
nuove procedure di sanificazione 
è orientato verso prodotti a basso 
impatto ambientale, detergenti eco-
logici, e verso prodotti a base di pro-
biotici, che esplicano una azione di 
competizione interspecifica (tra spe-
cie diverse) secondo il principio di 
esclusione competitiva.
In commercio sono presenti e vengo-
no applicati per procedure di pulizia 
e sanificazione dei prodotti nei quali 
sono presenti batteri, sotto forma di 
spore, in grado, dopo germinazio-
ne, di sviluppare una popolazione 
capace di entrare in competizione 
biologica con i microrganismi poten-
zialmente patogeni.
Tali batteri sporigeni appartengono 
al genere Bacillus e sono aerobi-
anaerobi facoltativi, poco esigenti 
dal punto di vista nutrizionale e so-
prattutto dotati di un grande poten-
ziale enzimatico in grado di degrada-
re moltissimi substrati compresa la 
mucillagine protettiva dei biofilm.
Questa metodica ha perciò il van-
taggio, rispetto ai biocidi consi-
derati classici, di produrre una 
competizione, e quindi una com-
pressione, continua nel tempo, nei 
confronti dei potenziali patogeni 
componenti i biofilm nosocomiali 
abbassandone il numero e soprat-
tutto di essere ecocompatibile.
I batteri Bacillus sono in grado di ef-
fettuare la sporogenesi (formazione 
della spora) e la germinazione, cioè 
il passaggio dalla spora alla forma 

tramite clorurazione dei nucleotidi, 
i Perossidi: ossidanti tramite –PK 
dei gruppi –SH di enzimi e proteine 
e i Cationici (ad esempio Clorexi-
dina, Sali d’ammonio quaternari,): 
inducono danni alle membrane ci-
toplasmatiche, Fenoli: esercitano 
un’intensa azione denaturante sulle 
proteine danneggiando le strutture 
biologiche.
Tuttavia l’azione biocida ha deter-
minato un processo di selezione 
naturale dei ceppi microbici poten-
zialmente patogeni, sempre più resi-
stenti oltre che agli antibiotici, anche 
ai disinfettanti.
È emerso da uno studio pubblicato 
sulla rivista scientifica Microbiology 
(Journal of the Society for General 
Microbiology) che indica che batteri 
come lo Staphylococcus aureus sono 
in grado di produrre delle proteine 
che diffondono molte differenti so-
stanze chimiche tossiche al di fuori 
della cellula. Questi processi posso-
no rimuovere gli antibiotici dall’in-
terno del batterio e renderlo quindi 
resistente [12].
Il medesimo fenomeno è stato di-
mostrato anche nei confronti dei 
disinfettanti: lo S. aureus è stato 
esposto a basse concentrazioni di 
svariati biocidi, utilizzati negli ambi-
ti ospedalieri, con la constatazione 
della comparsa di mutanti resistenti 
e l’aumento della espulsione di so-
stanze tossiche [13]. 
Tra i microrganismi considerati po-
tenzialmente patogeni in ambito 
ospedaliero possono essere menzio-
nati lo Staphylococcus aureus (MR-
SA), i coliformi (Escherichia coli), lo 
Pseudomonas aeruginosa, la Candi-
da albicans, l’Acinetobacter spp. ed 
il Clostridium difficile.
Attualmente, negli ambienti noso-
comiali si verifica un progressivo 
aumento delle resistenze batteriche 
agli agenti ad attività antibatterica, 
disinfettanti e antibiotici, a dimo-
strazione della capacità di adatta-
mento dei microrganismi a diverse 
condizioni ambientali attraverso lo 
sviluppo o l’acquisizione di meccani-

tanti utilizzati nella pulizia degli am-
bienti ospedalieri o sulla strumenta-
zione presente.

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

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

�� alla capacità, da parte dei micro-
organismi stessi, di sviluppare conti-
nue mutazioni genetiche e difese di 
diverso genere, atte a rendere inef-
ficace l’azione biocida chimica, con i 
conseguenti fenomeni di biocida re-
sistenza, ben descritti in letteratura;

�� ai problemi allergenici e di inqui-
namento dell’ambiente naturale ge-
nerati dall’uso massivo di sostanze 
chimiche che possono accumularsi 
in modo persistente nei grandi ser-
batoi naturali (suolo, acqua, aria). 
Tradizionalmente le procedure di sa-
nificazione sono effettuate mediante 
l’impiego di detergenti/disinfettanti 
chimici, che sono classificati in base 
ai principi attivi che a loro volta so-
no diretti a determinati siti bersaglio 
nei microrganismi.
I principali disinfettanti ad azione 
battericida utilizzati per la sanifica-
zione delle superfici sono i bioci-
di rilascianti Cloro (ipocloriti): in 
grado di ossidare i gruppi –SH delle 
proteine ed inibire la sintesi del DNA 
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di idrogeno, e causa la parziale inat-
tività degli enzimi metabolici.
Le spore contengono una grande 
quantità di proteine core specifiche 
chiamate small acid-soluble spore 
proteins (SASP). 
Le SASP sono prodotte durante il 
processo di sporulazione ed hanno 
almeno due funzioni; legano forte-
mente il DNA nel core proteggendo-
lo dai potenziali danni delle radia-
zioni ultraviolette, dall’essiccazione, 
dal calore e funzionano da fonte di 
aminoacidi, carbonio ed energia per 
la formazione della nuova cellula ve-
getativa durante il processo di ger-
minazione.
Una spora batterica può rimanere 
inattiva per molti anni, ma può es-
sere riconvertita a cellula vegetativa 
piuttosto rapidamente attraverso la 
germinazione (Figura 6).
In questo processo si distinguono 3 
stadi: 

�� l’attivazione indotta ad esempio 
dalla presenza di nutrienti specifici, 

�� la germinazione, che è un proces-
so rapido ed è una fase essenzial-
mente catabolica, di demolizione di 
diverse componenti della spora: si 
osserva perdita del dipicolinato di 
calcio, di componenti della corteccia 
e degradazione delle SASP, 

�� ed infine avviene l’ultimo stadio, 
ovvero l’esocrescita.
L’esocrescita comporta un visibile ri-
gonfiamento dovuto all’assorbimen-
to di acqua, inizio del metabolismo 
respiratorio e una notevole attività 
biosintetica con produzione di nuo-
vo RNA, proteine e DNA. La cellula 
emerge dal rivestimento sporale ini-
ziando infine la divisione cellulare.

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

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

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

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


