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Il volume si colloca sulla scia di una serie di pubblicazioni in tema di rischio biologico,
edite da Inail, frutto di studi e attività sperimentali condotte nel tempo dalla
Consulenza Tecnica Accertamento Rischi e Prevenzione (Contarp). L’obiettivo è
individuare criteri ed elaborare strumenti operativi utili alla valutazione del rischio di
esposizione ad agenti biologici negli ambienti di lavoro, includendo in essa lo
svolgimento di indagini sul campo e di laboratorio e i requisiti prestazionali del
personale tecnico adibito alle analisi microbiologiche.
La gestione dei rischi di esposizione ad agenti biologici prevede, a carico del datore
di lavoro, gli adempimenti specifici affrontati nei Titoli X e X-bis del d.lgs. 81/2008 e
s.m.i. Più in generale, tuttavia, occorre ricordare anche l’obbligo di assicurare, nei
luoghi di lavoro, condizioni igieniche adeguate (art. 64; Allegato IV, p.to 1.3). 
Il controllo ambientale dei livelli di contaminazione microbiologica è utile per
conoscere le concentrazioni dei microrganismi presenti, escludere la presenza di
eventuali patogeni e valutare l’efficacia delle misure adottate per il contenimento del
rischio. L’attenzione è rivolta, in particolare, al controllo dello stato igienico dei due
principali veicoli di contaminazione microbiologica, cioè l’aria e le superfici con cui i
lavoratori sono in contatto nello svolgimento delle loro attività. 
Il presente volume focalizza l’attenzione sulle superfici, presentando lo stato dell’arte
in materia. 
Esso è frutto di una collaborazione tra Contarp e Dipartimento di Medicina,
Epidemiologia, Igiene del Lavoro e Ambientale (Dimeila). La trattazione della tematica
è arricchita anche da due contributi esterni - da parte, rispettivamente, del
Laboratorio di Igiene e Virologia Ambientale dell’Università di Pisa e del Laboratorio
di Prevenzione dell’Agenzia della Tutela della Salute (Ats) della Brianza - che
affrontano aspetti specifici, quali il ruolo dei virus nella contaminazione delle superfici
e la valutazione della contaminazione microbiologica nell’esperienza di un Organismo
di vigilanza in materia di salute e sicurezza sul lavoro. 
I contenuti del volume consentono di trarre indicazioni utili per progettare e realizzare
un sistema di autocontrollo aziendale delle condizioni igieniche ambientali, con
particolare riferimento alle superfici di interesse ai fini della gestione del rischio
biologico.

Il Coordinatore generale Contarp
Fabrizio Benedetti
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1. Premessa

La valutazione del rischio di esposizione dei lavoratori ad agenti biologici costituisce
un preciso adempimento di legge per il datore di lavoro (d.lgs. 81/2008 e s.m.i.). nelle
indagini ambientali finalizzate alla valutazione dell’esposizione per via inalatoria o per
contatto, il monitoraggio della contaminazione microbiologica aerodispersa e/o de-
positata sulle superfici rappresenta un percorso obbligato per controllare lo stato igie-
nico generale e verificare la salubrità ambientale. Infatti, l’aria e le superfici di
attrezzature, piani, apparecchiature e indumenti di lavoro, così come delle mani dei
lavoratori possono rappresentare importanti veicoli di contaminazione microbiologica
e potenziali fonti di trasmissione di agenti infettivi. L’attenzione è focalizzata sulla mi-
sura delle concentrazioni batteriche e fungine totali e sul rilevamento di indicatori mi-
crobici specifici e di patogeni, correlati allo svolgimento dell’attività di lavoro in esame.
L’indisponibilità, per i biocontaminanti, di valori limite ufficiali che definiscano la soglia
di rischio o di salubrità ambientale rende difficoltosa la valutazione dei risultati delle
misure quantitative. Tuttavia, nel caso di attività con esposizione potenziale o acci-
dentale ad agenti biologici, conoscere i livelli e la tipologia di contaminanti presenti e
la loro variazione temporale e spaziale consente di rilevare la presenza di eventuali
fonti di contaminazione o di amplificazione microbica, intervenendo tempestiva-
mente con adeguate misure di prevenzione o di contenimento. 
La contaminazione microbiologica delle superfici può avvenire per contatto con altre
superfici contaminate (oggetti, utensili, mani del lavoratore ecc.) e per sedimenta-
zione. È nota la correlazione esistente tra aerodispersione e sedimentazione gravita-
zionale dei biocontaminanti e i fattori in grado di influire su di essa (dimensioni e
densità delle particelle sospese nell’aria, livelli di umidità, ventilazione ambientale
ecc.). Maggiore è la contaminazione dell’aria, maggiore sarà il numero dei microrga-
nismi che sedimentano per gravità. Il monitoraggio microbiologico delle superfici
viene, pertanto, condotto anche per determinare il fall out microbico su aree o punti
critici ai fini dell’esposizione. L’esperienza di laboratorio dimostra come la contami-
nazione si distribuisca sulle superfici in modo disomogeneo, rendendo spesso assai
difficile il calcolo rigoroso dei livelli medi di concentrazione microbica. In tal caso,
come evincere informazioni utili alla conoscenza del fenomeno, nel caso in cui misure
ripetute sulla stessa superficie diano risultati altamente disomogenei tra di loro?
Quale è lo stato dell’arte in tema di monitoraggio microbiologico delle superfici? È
possibile evincere dai dati di letteratura e dai documenti tecnici reperibili sull’argo-
mento indicazioni operative, indici e/o criteri per la valutazione dello stato igienico,
applicabili trasversalmente nei diversi contesti di lavoro? 
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Questo volume raccoglie lo stato dell’arte sulla tematica “contaminazione microbio-
logica su superfici di ambienti di lavoro”, con l’intento di rispondere ai quesiti sopra
esposti alla luce dell’esperienza sul campo maturata dagli Autori ed avvalendosi
anche del contributo del Laboratorio di Prevenzione dell’Agenzia della Tutela della
Salute (ATS) della Brianza e del Laboratorio di Igiene e Virologia Ambientale del Di-
partimento di Biologia dell’Università di Pisa. In particolare, nel Capitolo 4, attraverso
l’analisi di documenti tecnici e pubblicazioni scientifiche nazionali e internazionali re-
peribili anche in rete sull’argomento, viene presentata una panoramica sulle proce-
dure e sulle tecniche di misura della contaminazione delle superfici, i parametri
microbiologici più frequentemente rilevati e il loro significato igienistico-sanitario in
diversi settori lavorativi, nonché i livelli di concentrazione cui eventualmente riferirsi
per la valutazione dei risultati delle misure (Capitolo 6). È presente anche un’intera
sezione dedicata agli studi epidemiologici e agli aspetti normativi (Capitoli 2 e 3) così
come alla sanificazione (Capitolo 7), quale misura di controllo della contaminazione
microbiologica. Una trattazione a parte è stata dedicata alla contaminazione delle su-
perfici da parte dei virus (Capitolo 5).
La ricerca documentale in rete è stata condotta utilizzando principalmente le seguenti
parole chiave: “contaminazione (micro) biologica delle superfici“, “campionamento
su superfici“, “contaminazione di superfici“, “contaminazione su superfici ospeda-
liere“, “inquinamento microbiologico su superfici di indoor” [e le corrispondenti key-
words: surface, (micro) biological contamination, surface sampling, surface contamination,
hospital surface contamination, indoor surface microbiological pollution].
Sono stati considerati articoli in lingua italiana, inglese e francese a partire dal 1975,
inclusi quelli riguardanti le superfici tessili degli indumenti di lavoro e dei DPI.
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Ambienti “sanitari”

Dai dati di letteratura relativi alla diffusione di agenti infettivi responsabili di patologie
a carico di pazienti e operatori sanitari, si evince che le superfici hanno un ruolo pre-
minente nella diffusione dei microrganismi in ambito nosocomiale. La presenza di
agenti biologici sulle superfici di attrezzature, arredi, oggetti, ecc. può rappresentare
un rischio per pazienti e operatori e alcune ricerche (Otter et al., 2013) hanno dimo-
strato quanto bassa sia la dose infettante di alcuni patogeni diffusi in ambito nosoco-
miale (spore di Clostridium difficile, norovirus, ecc.). Relativamente alla contaminazione
delle superfici, molti lavori scientifici sono incentrati sugli ambienti ospedalieri dove la
problematica della contaminazione microbiologica delle superfici e delle attrezzature
è particolarmente sentita. Spaulding nel 1968 distinse tre tipologie di superfici am-
bientali (critiche, semicritiche e non critiche) in ambito nosocomiale, ai fini dell’indivi-
duazione dei requisiti di pulizia o di sterilità delle stesse in funzione del loro impiego
(assistenza, diagnosi e terapia) e, dunque, dell’entità del rischio di infezione (CDC, 2008).
negli ultimi dieci anni, il ruolo dell’ambiente nella trasmissione di microrganismi
multi-resistenti negli ospedali è diventato sempre più importante a seguito di un au-
mento dell’incidenza delle infezioni nosocomiali. Le infezioni ospedaliere insorgono
durante il ricovero in ospedale o in alcuni casi dopo che il paziente è stato dimesso,
non essendo le stesse presenti al momento del ricovero. Il Comitato per la lotta con-
tro le Infezioni Ospedaliere (istituito presso ogni presidio ospedaliero a seguito della
circolare del Ministero della sanità n. 52/85 e del d.m. del 13 settembre 1988 «Deter-
minazione degli standard del personale ospedaliero» - art. 2) ha il compito specifico
di prevenire e controllare queste infezioni, garantendo la qualità dell’assistenza sani-
taria fornita. numerosi studi di settore hanno sottolineato il ruolo dell’ambiente ina-
nimato nell’epidemiologia delle infezioni causate da agenti patogeni quali
Staphylococcus aureus meticillina resistente (MRSA), Enterococcus spp. vancomicina
resistenti (VRE), Clostridium difficile, Acinetobacter spp. e norovirus. 
Questi microrganismi sono in grado di sopravvivere nell’ambiente per ore o giorni (e
in alcuni casi per mesi), contaminando superfici non critiche di arredi, attrezzature,
oggetti, ecc. (Dancer, 2009). nonostante la trasmissione di agenti patogeni da un pa-
ziente infetto a un altro si verifichi frequentemente attraverso le mani del personale
sanitario, anche le superfici contaminate, le attrezzature mediche e le matrici am-
bientali come l’acqua e l’aria possono essere direttamente o indirettamente coinvolte
nel meccanismo di trasmissione. 

9

2. La contaminazione microbiologica delle superfici
negli ambienti lavorativi
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Il ruolo svolto dalle superfici nella trasmissione di patogeni a pazienti è stato confer-
mato in base a:
1) rilievo della presenza di agenti patogeni responsabili di infezioni nosocomiali sulle

superfici ambientali della stanza di degenza dei pazienti infettati;
2) riscontro che la pulizia e la disinfezione delle superfici sanitarie riducono l’inci-

denza delle infezioni nosocomiali; 
3) altre evidenze che dimostrano il ruolo della contaminazione delle superfici am-

bientali nella trasmissione degli agenti infettivi negli ambienti sanitari (Tabella 1).

10

Tabella 1 - Evidenze che supportano il ruolo della contaminazione delle superfici nella
trasmissione di patogeni associati agli ambienti sanitari

Caratteristiche norovirus Clostridium Acitenobacter
difficile spp.

Abilità alla sopravvivenza per lunghi periodi 
nell’ambiente

Contaminazione ambientale trovata frequente-
mente nelle stanze di pazienti infetti

Il serbatoio ambientale contaminato costituisce la
sorgente dei focolai epidemici 

Una documentata contaminazione delle mani negli
addetti alla sanità

Studi sull’uomo dimostrano che le mani contami-
nate di addetti ai servizi sanitari possono essere
veicolo di trasmissione di patogeni

I livelli di contaminazione correlano con la fre-
quenza della contaminazione delle mani degli ope-
ratori sanitari

Prevalenza della contaminazione ambientale asso-
ciata con l’infezione/contaminazione dei pazienti

Degenza in una stanza precedentemente occupata
da un paziente infetto associata con rischio di co-
lonizzazione/infezione

Efficace pulizia associata con una diminuzione del-
l’incidenza delle infezioni ospedaliere

SI SI SI

SI SI SI

- SI SI

- SI SI

SI - SI

- SI -

- SI -

- SI -

- SI SI

Fonte: Weber et al., 2010

La contaminazione microbiologica delle superfici negli ambienti lavorativi
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nonostante la principale fonte di patogeni nosocomiali sia rappresentata dalla flora
endogena del paziente, il 20% - 40% delle infezioni ospedaliere è stato attribuito a in-
fezioni trasmesse attraverso mani e/o guanti del personale sanitario contaminate dal
contatto diretto con il paziente o con superfici ambientali. In uno studio svolto in un
ospedale messicano sono stati isolati da superfici ambientali diversi batteri apparte-
nenti al genere Klebsiella, Pseudomonas e E. coli e funghi appartenenti ai generi Cla-
dosporium, Microsporum, Aspergillus, Penicillium. La presenza di questi microrganismi
è stata rilevata su tavoli, attrezzature di lavoro e mani dello staff medico. Gli autori
sottolineano che il livello di contaminazione ambientale si riduceva notevolmente
dopo un lavaggio accurato delle mani degli operatori prima e dopo il contatto con i
pazienti e con le superfici, pratica questa che risultava essere disattesa in più del 50%
dei reparti esaminati (Garzia-Cruz, 2012 a). 
Carducci et al. (2011) hanno monitorato vari reparti dell’Ospedale Universitario di
Pisa, sulle cui superfici sono stati riscontrati batteri e virus (per approfondimenti, vedi
Capitolo 5). La contaminazione batterica è risultata essere inferiore a 1 UFC/cm2, men-
tre il 19% delle superfici ospedaliere testate sono risultate contaminate da acidi nu-
cleici virali (rotavirus, adenovirus e norovirus).
Il grado di pulizia di 820 superfici in 210 stanze ospedaliere è stato valutato a intervalli
regolari mediante la tecnica dell’ATP bioluminescenza (Branch-Elliman et al., 2014).
Questo studio ha evidenziato una diminuzione significativa della contaminazione
delle superfici ospedaliere a seguito della sanificazione. Un altro studio ha invece
campionato 113 superfici di una sala operatoria e reparti ospedalieri: nel 70-76% dei
casi, dopo le normali operazioni di pulizia, il livello di contaminazione microbica non
risultava accettabile. I siti maggiormente contaminati erano quelli delle cucine e nei
bagni, aree normalmente implicate nella diffusione delle malattie ospedaliere. Le sale
operatorie nel 61% dei casi avevano valori di ATP che richiedevano una pulizia più ac-
curata (Griffith et al., 2000).
nelle sale autoptiche, Maujean et al., (2012) hanno monitorato i tavoli settori, i supporti
per la testa, i vassoi portastrumenti, le bilance, i grembiuli, gli stivali e i guanti riutilizzabili.
I microrganismi isolati sono risultati essere soprattutto saprofiti ambientali, incluso S.
aureus, Stafilococchi coagulasi-negativi, Bacillus spp., Pseudomonas spp., Enterococcus
spp. Soltanto alcune delle superfici campionate sono risultate pesantemente contami-
nate prima e dopo le pratiche di pulizia e disinfezione delle superfici delle sale autoptiche. 
nelle clean room del settore farmaceutico (Ashour et al., 2011) sono stati isolati so-
prattutto Staphylococcus e Micrococcus spp. in zone di classe C, D1, D2.
Gli aspetti di cui tener conto nella valutazione e gestione della contaminazione mi-
crobiologica degli ambienti sanitari sono diversi; tra questi, rivestono particolare im-
portanza l’origine della contaminazione microbica e la sopravvivenza dei
microrganismi nell’ambiente. Agenti patogeni in grado di persistere nell’ambiente no-
socomiale e sulle attrezzature medicali possono causare focolai epidemici essendo
possibile la loro trasmissione dall’ambiente, attraverso il personale sanitario, al pa-
ziente e da questo ad altre persone o direttamente dalle superfici o dalle attrezzature

11
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medicali (più raramente, da acqua e aria) ai pazienti. I fattori che concorrono alla tra-
smissione di specifici patogeni da superfici contaminate all’uomo sono diversi (Tabella
2), tra cui la capacità di colonizzare le superfici e i pazienti, la bassa dose infettante
(Clostridium difficile, norovirus), la sopravvivenza nell’ambiente del microrganismo per
lunghi periodi di tempo, mantenendo la propria virulenza.

Per valutare e controllare il rischio di infezione negli ambienti sanitari, normalmente
vengono realizzati monitoraggi microbiologici di matrici (aria, acqua) e superfici am-
bientali di sale operatorie, reparti ospedalieri, unità di emodialisi, terapie intensive
ecc. Le indagini ambientali relative alle superfici sono, tuttavia, generalmente limitate
alla carica batterica totale e/o alla ricerca di specifiche specie batteriche comune-
mente responsabili di infezioni nosocomiali (Figura 1). 

12

La contaminazione microbiologica delle superfici negli ambienti lavorativi

Tabella 2 - Caratteristiche microbiologiche che facilitano la trasmissione di patogeni 
presenti su superfici ambientali

• Sopravvivenza per lunghi periodi di tempo su superfici ambientali

• Capacità di mantenere la propria virulenza nell’ambiente

• Frequente contaminazione dell’ambiente ospedaliero

• Capacità di colonizzare pazienti (Acitenobacter spp., MRSA, VRE, Clostridium difficile)

• Capacità di colonizzare in via transitoria le mani degli operatori sanitari

• Trasmissione attraverso le mani contaminate degli operatori sanitari

• Bassa dose infettante (Clostridium difficile, norovirus)

• Resistenza ai disinfettanti usati sulle superfici ambientali (Clostridium difficile, norovirus)

Fonte: Weber et al., 2010

Figura 1 - Piastre Petri contaminate da microflora campionata da superfici
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Ambienti “non sanitari”

Infezioni causate da ceppi di Staphylococcus aureus meticillina resistente (MRSA) sono
state documentate non solo tra operatori sanitari, ma anche tra il personale che lavora
a stretto contatto con gli animali, come allevatori, agricoltori e veterinari (Voss et al.,
2005; Garcia-Graells et al, 2012 a). La trasmissione di questi ceppi batterici può avvenire
a seguito del contatto diretto con gli animali, oppure con le superfici ambientali o me-
diante la manipolazione di carne contaminata (Petinaki e Spiliopoulou, 2012). Ceppi
MRSA sono stati, inoltre, isolati da carni di suini, bovini, polli e pecore (Gharsa et al.,
2012; Quddoumi et al., 2006). Infine, alcuni studi sulla colonizzazione o infezione degli
animali domestici da parte di MRSA hanno dimostrato che tali ceppi sono trasmessi
dall’animale all’uomo o viceversa e che le superfici ambientali delle cliniche veterinarie
giocano un ruolo cruciale nella trasmissione (Faires et al., 2010; Hanselman et al., 2009). 
Alcuni studi hanno dimostrato una maggiore prevalenza di malattie croniche del
tratto respiratorio, allergie, irritazione della mucosa degli occhi e delle alte vie respi-
ratorie tra i lavoratori degli impianti di compostaggio rispetto a gruppi di controllo e
ad altre categorie lavorative (Bünger et al., 2007). Ad esempio, Gutarowska et al. (2015)
hanno rilevato la presenza di alte concentrazioni di microrganismi mesofili (batteri e
funghi) comprese tra 2,9* 102 e 3,3* 103 UFC/100 cm2 su superfici di lavoro negli im-
pianti di compostaggio. In questi ambienti i microrganismi, tra cui patogeni come
Aspergillus fumigatus (Domingo e nadal, 2009; nadal et al., 2009, Persoons et al., 2010),
loro frammenti, tossine e metaboliti (MVOCs: composti organici volatili microbici, en-
dotossine e micotossine) vengono rilasciati nell’aria durante la produzione di compost
con conseguente contaminazione delle superfici. I microrganismi predominanti nel
bioaerosol e sulle superfici di questi ambienti lavorativi sono batteri mesofili e funghi
(Bacillus cereus, Aspergillus fumigatus, Cladosporium cladosporioides, C. herbarum,
Mucor hiemalis e Rhizopus oryzae). Anche gli addetti agli impianti di trattamento delle
acque reflue o allo smaltimento di rifiuti solidi possono entrare in contatto con diversi
agenti patogeni, quali Enterococcus spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Lep-
tospira spp., Pseudomonas spp., Salmonella typhi, Shigella spp., enterovirus, rotavirus,
virus epatitici, Entamoeba histolitica, Giardia lamblia, Ascaris lumbricoides, ecc. 
Per quanto concerne invece gli ambienti indoor, Reynolds et al. (2005) hanno valutato
la carica batterica totale in circa 200 campioni prelevati da superfici di negozi, asili
nido, uffici, palestre, ristoranti e attrezzature da gioco per bambini, ecc. Il 93% dei
campioni è risultato contaminato, in alcuni casi con concentrazioni batteriche molto
alte (fino a 2* 106 UFC/10 cm2); in 60 campioni prelevati da superfici ambientali sono
stati isolati anche coliformi (7%) e batteri fecali (1,5%). In un altro studio, Elsergany et
al. (2015) hanno trovato che, su un totale di 224 campioni prelevati da superfici di 4
diversi centri commerciali a Sharjah (Emirati Arabi Uniti), l’80% di essi mostrava cari-
che batteriche totali con valori medi da 500 a 1500 UFC/cm2 (a seconda della tipologia
di superficie esaminata), con presenza di Staphylococcus aureus. Infine, Shaughnessy
et al. (2013) hanno raccolto 6480 campioni da superfici diverse (banchi, porte, tavoli
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Figura 2 - Monitoraggio di superfici in ambiente non sanitario

mensa e lavelli e dei bagni) di 27 scuole elementari nel sud-ovest degli Stati Uniti e
misurato i livelli di ATP prima e dopo gli interventi di pulizia, proponendo un approccio
standardizzato per la valutazione dell’efficacia degli interventi di pulizia e per indivi-
duare range di accettabilità dei livelli di ATP negli ambienti scolastici. 
nella rilevazione della contaminazione microbiologica delle superfici di libri, libri di
antiquariato, manoscritti, documenti, dischi presenti in biblioteche e archivi è emersa
la presenza di Cladosporium herbarum, Cladosporium cladosporioides, Penicillium co-
rylophilum, Aspergillus fumigatus, Penicillium spp., Aspergillus sydowii, Rhizopus nigricans,
Aspergillus usus, ecc. (Zielińska-Jankiewicz et al., 2008). I risultati dello studio indicano
condizioni igieniche insoddisfacenti negli ambienti di lavoro esaminati per la presenza
di muffe potenzialmente patogene (effetti allergici o tossici) ed evidenziano la neces-
sità di adottare misure adeguate per la riduzione del rischio.

Campionamenti di batteri e funghi sono stati eseguiti anche in ambienti domestici.
In particolare, condotti sulle superfici interne di abitazioni (travetti, pavimenti, bordi
piani) la specie più comunemente ritrovata è rappresentata da Penicillium chrysoge-
num, ma sono stati rilevati anche Penicillium glabrum, Penicillium corylophilum (Bech-
Andersen e Elborne, 2003).
nel lavoro di Adams et al. (2013), sono stati campionati 4 edifici della zona universi-
taria che non presentavano evidenti problematiche di inquinamento fungino. Le su-
perfici interne hanno dimostrato una contaminazione fungina simile a quella esterna
agli edifici. I generi fungini Cladosporium e Cryptococcus erano abbondanti sulle soglie
e non erano stati riscontrati all’esterno. Sulle tubature sono stati trovati generi ter-
motolleranti come Exophiala, Candida e Fusarium. 
In altri lavori sono state analizzate le cucine di abitazioni (Flores et al., 2012) e ospedali
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(Konecka-Matyjek et al., 2012). nelle cucine di 4 case sono stati rilevati batteri su 80
superfici diverse. Mediante il sequenziamento del gene 16S rRnA, sono stati identi-
ficati batteri appartenenti ai generi Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Proteo-
bacteria. Le comunità maggiori sono risultate associate a superfici non
frequentemente pulite, come fornelli, porte dei frigoriferi o dei refrigeratori e pavi-
menti.
In uno studio (Cetin et al., 2012), è stata valutata l’incidenza di alcune popolazioni mi-
crobiche sulle superfici di diversi impianti di lavorazione della carne rossa. La conta-
minazione da mesofili totali (TMC) rilevata su pavimento, parete e superfici di contatto
con la carne oscilla rispettivamente da 2,71 a 3,15, da 0,69 a 1,56 e da 2,23 a 3,0 log10

UFC/cm2. 
In definitiva dalla letteratura emerge chiaramente quanto il problema della contami-
nazione delle superfici in ambienti lavorativi e non, sia percepito e confermato dai ri-
sultati dei monitoraggi microbiologici effettuati e come le misure da attuare per la
prevenzione e il controllo della contaminazione debbano necessariamente prevedere
la programmazione di monitoraggi microbiologici ambientali, l’utilizzo di idonei di-
sinfettanti e la valutazione dell’efficacia degli interventi di pulizia e disinfezione con-
dotte sulle superfici.
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La normativa in materia di salute e sicurezza sul lavoro

La valutazione della contaminazione microbiologica ambientale non è esplicitamente
menzionata tra le misure di tutela contemplate dalla normativa in materia di salute
e sicurezza negli ambienti di lavoro. Tuttavia, la sua valenza ai fini della corretta ge-
stione dei rischi per la salute dei lavoratori è implicitamente affermata laddove le
prescrizioni contenute nel d.lgs. 81/2008 e s.m.i. obbligano il datore di lavoro a sot-
toporre a regolare pulizia luoghi di lavoro, impianti e dispositivi, onde assicurare con-
dizioni igieniche adeguate (art. 64) e a disporre affinché le superfici dei pavimenti, delle
pareti, dei soffitti siano tali da poter essere pulite e deterse per ottenere condizioni ade-
guate di igiene (Allegato IV, p.to 1.3).
In tutte le attività lavorative in cui la valutazione abbia evidenziato rischi biologici per
la salute dei lavoratori (Titolo X, artt. 272 e 273), si impone altresì al datore di lavoro di:
- Adottare misure tecniche, organizzative e procedurali finalizzate alla prevenzione e

alla protezione dal rischio, ovvero misure igieniche per prevenire e ridurre al minimo
la propagazione accidentale di un agente biologico fuori dal luogo di lavoro;

- Verificare la presenza di agenti biologici sul luogo di lavoro al di fuori del conteni-
mento fisico primario, se necessario e tecnicamente realizzabile.

La verifica dell’adeguatezza delle condizioni igieniche e della salubrità ambientale non
può prescindere dalla conoscenza dei livelli di contaminazione microbiologica e della
tipologia di contaminanti rinvenuti.

Normazione tecnica e linee di indirizzo 

non sono disponibili testi normativi specifici per il controllo microbiologico delle su-
perfici. Alcune norme tecniche e documenti di Organismi scientifici, tuttavia, approc-
ciano in qualche modo questo argomento e possono costituire una base di riferimento
anche per gli ambienti di lavoro in generale. Gli ambiti in cui risulta muoversi la lette-
ratura nazionale e internazionale in materia di analisi microbiologica delle superfici
sono principalmente due: “Sanitario-Farmaceutico” e “Alimenti e mangimi per animali”. 

SETTORE SANITARIO-FARMACEUTICO
nel settore sanitario-farmaceutico le norme tecniche che trattano il controllo della

3. Aspetti normativi

La contaminazioe microbiologica_Layout 1  27/04/17  10.52  Pagina 17



18

La contaminazione microbiologica delle superfici negli ambienti lavorativi

Tabella 3 - Classi di contaminazione (tratto dalla ISO 14644-1:2015)

biocontaminazione di “Camere bianche ed ambienti associati e controllati” sono le
UnI En ISO 14644-1 e 2:2015 e le UnI En ISO 14698:2004. Esse appartengono “…a
una serie di norme che prendono in considerazione i fattori importanti per la pro-
gettazione, le specifiche, il funzionamento e il controllo delle camere bianche e di altri
ambienti controllati”. 

UNI EN ISO 14644-1 e 2:2015 “Camere bianche ed ambienti associati controllati
- Classificazione della pulizia dell’aria”
La UnI En ISO 14644-1 definisce le classi di pulizia (ISO 1, ISO 2 ecc.) e i livelli di con-
tenuto particellare massimo previsti per ogni ambiente controllato (Tabella 3).

La parte 9 della norma UnI En ISO 14644:2015 stabilisce i livelli di pulizia delle su-
perfici delle camere bianche e ambienti associati, individuando criteri di classifica-
zione basati sulla concentrazione delle particelle, limitatamente a quelle comprese
tra 0,05 e 500 µm. Essa fornisce anche indicazioni circa la presenza di diversi metodi
e procedure per determinare la concentrazione delle particelle su superfici.
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UNI EN ISO 14698:2004 “Camere bianche e ambienti associati controllati - Con-
trollo della biocontaminazione” 
La Parte 1 della norma descrive, in particolare, i principi generali e i metodi “…desti-
nati a promuovere pratiche di igiene appropriate …”. Il controllo della biocontamina-
zione nella “clean room” è finalizzato alla sicurezza e alla stabilità del prodotto e dei
processi sensibili all’igiene e non specificamente alla tutela della salute dell’operatore
che svolge la sua attività in tali particolari contesti di lavoro.
Questa norma fornisce indicazioni tecniche utili ai fini della predisposizione e realiz-
zazione di piani di monitoraggio ambientale (aria e superfici), alcune delle quali di se-
guito elencate.
- Il campionamento deve essere effettuato quando l’area è in condizioni operative

e di massima sollecitazione (ad esempio, prima della fine del turno di lavoro o du-
rante il periodo più intenso dell’attività). Tuttavia, anche il campionamento nelle
condizioni di riposo può fornire informazioni utili in merito alla progettazione e
alle prestazioni del sistema in esame. 

- Il piano di campionamento deve tener conto del livello di pulizia della zona di rischio
e del grado di controllo della biocontaminazione richiesto per l’attività condotta.

- Ai fini del campionamento devono essere individuati “punti di controllo” (cioè punti
in cui è possibile prevenire, eliminare o ridurre un pericolo a livelli accettabili) e
“zone di rischio” (cioè spazi definiti e delimitati in cui sussiste vulnerabilità alla con-
taminazione). Queste ultime possono essere classificate secondo il livello di bio-
contaminazione aerea e superficiale (per esempio a basso, medio o alto rischio).
Il monitoraggio delle zone di rischio deve essere eseguito a installazione/costru-
zione ultimata, a riposo e, sistematicamente, anche durante l’attività.

- È opportuno definire preliminarmente un “livello di azione” - cioè un livello di bio-
contaminazione che se superato richiede l’intervento immediato, insieme alla ricerca
della causa e all’azione correttiva - ed un “livello di allerta” - cioè un livello che fornisce
un tempestivo avviso di deviazione delle normali condizioni e che, se superato, do-
vrebbe far aumentare l’attenzione nei confronti del processo - nel contesto ambien-
tale in esame, per rilevare con tempismo eventuali condizioni sfavorevoli.

- Il monitoraggio può essere eseguito attraverso la misura di indicatori indiretti, per
esempio l’ATP. Tuttavia, potendovi non essere una relazione diretta tra la presenza
di tali indicatori e la biocontaminazione, è essenziale che si proceda anche a una
stima diretta della biocontaminazione.

- I risultati del monitoraggio devono essere riesaminati periodicamente al fine di
confermare che il sistema funzioni in conformità alle procedure stabilite.

L’Appendice C della norma è dedicata specificamente alla determinazione della bio-
contaminazione delle superfici. Al riguardo:
- È auspicabile/necessario che il controllo della biocontaminazione avvenga nelle

zone di rischio, raccogliendo campioni rappresentativi per la rilevazione della mi-
croflora vitale che può essere presente o che sia necessario controllare.
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- La conta dei microrganismi su una superficie può avvenire tramite un dispositivo
di contatto (ad es. slide, piastra a contatto) o un tampone. Le colonie risultanti for-
niscono una ‘mappa’ dell’immagine speculare delle unità vitali (UFC) originali. La
conta della velocità di caduta dei microrganismi sulla superficie è ottenuta me-
diante l’esposizione, per un periodo noto, di una superficie nutritiva di area nota,
che è quindi incubata; le colonie risultanti forniscono il tasso di deposizione per
area per periodo.

- L’utilizzo di tamponi sterili inumiditi, spugne o simili è particolarmente utile per il
campionamento di grandi superfici non assorbenti, irregolari o nascoste, non ac-
cessibili ai dispositivi di contatto.

- Le piastre a sedimentazione sono idonee per la valutazione qualitativa e quanti-
tativa.

- Il numero delle particelle vitali presenti su piastre a contatto deve essere espresso
in UFC/100 cm2, mentre nel caso delle piastre a sedimentazione, UFC/100 cm2 se-
dimentate in un’ora.

L’Appendice D è dedicata alla determinazione della biocontaminazione dei materiali
tessili. Al riguardo:
- Per la determinazione delle particelle vitali (UFC) possono essere utilizzati disposi-

tivi per contatto. Se possibile, il tessuto dovrebbe essere appoggiato a una super-
ficie dura, piatta e liscia prima che la piastra a contatto venga applicata. Il numero
delle particelle vitali dovrebbe essere espresso in unità vitali (UFC) per 1 dm2 (100
cm2).

- La presentazione grafica dei risultati raccolti su un determinato periodo di tempo
può essere utile al fine di verificare un’eventuale variazione significativa anche
quando i risultati rientrino nei limiti specificati. Per fornire un mezzo obiettivo e
statisticamente valido si possono applicare metodi con carte di controllo, al fine
di valutare la qualità delle zone di rischio. È essenziale che le registrazioni descri-
vano per ogni misurazione l’approccio intrapreso.

EU GMP Guide 2008 - ANNEX I “Buone prassi di fabbricazione di medicinali per
uso umano e veterinario”
nell’Annex I sono indicati i requisiti che devono avere gli ambienti adibiti alla fabbri-
cazione di prodotti sterili, sulla base di specifiche caratteristiche ambientali. Ogni ope-
razione durante la produzione di medicinali necessita di un adeguato livello di pulizia
dell’ambiente, allo scopo di minimizzare il rischio di contaminazione del prodotto.
Sono definite 4 classi di ambienti sulla base della concentrazione delle particelle ae-
rodisperse (Tabella 4). Operazioni ad alto rischio di contaminazione (per esempio le
fasi di riempimento e sigillatura di ampolle e fiale, ecc.) durante la fabbricazione di
prodotti sterili sono condotte negli ambienti di classe A, mentre procedure meno cri-
tiche sono svolte negli ambienti di classe B, C e D. In Tabella 4 sono mostrate le con-
centrazioni massime prescritte in funzione della classificazione delle zone. 
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Come è possibile notare, si rilevano alcune equivalenze tra le classi di contaminazione
e la tipologia di particelle da campionare (diametro compreso tra 0,5 e 5 µm) dell’An-
nex 1 e quelle delle UnI En ISO 14644-1 e 2: ad es. la classe B è equivalente all’ISO 5
in condizioni di “non operatività” ed all’ISO 7 in condizioni di “operatività”, mentre la
classe D è equivalente all’ISO 8 in condizioni “non operative” e non definita in condi-
zioni “operative”. 
nell’Annex I sono indicati anche i valori limite di contaminazione microbiologica negli
ambienti controllati in condizioni “operative” (Tabella 5).

negli ambienti di classe A, la concentrazione dei microrganismi nell’aria o sulle su-
perfici è sempre inferiore a 1 Unità Formante Colonia (UFC) per unità di volume d’aria
o di superficie considerata.

Linee guida ISPESL “Linee guida sugli standard di sicurezza e di igiene del lavoro
nel reparto operatorio” 2009 
Il documento Ispesl al par. 3.2 fornisce indicazioni specifiche (criteri operativi, meto-

Tabella 4 - Classificazione degli ambienti utilizzati per la fabbricazione di medicinali per
uso umano e veterinario

In condizioni non operative In condizioni operative
Classe Quantità massima ammissibile di particelle (0,5-5 µm) per m3

0,5 µm 5 µm 0,5 µm 5 µm

A 3 520 20 3 520 20

B 3 520 29 352 000 2 900

C 352 000 2 900 3 520 000 29 000

D   3 520 000 29 000 Non definita Non definita

Fonte: EU (2008) EudraLex “The Rules Governing Medicinal Products in the European Union”, Volume 4, Annex 1

Tabella 5 - Valori limite di contaminazione microbiologica

Valori limite di contaminazione microbiologica

Classe
Campione d’aria Piastre di Piastre a contatto Impronta del guanto 
UFC/m3 sedimentazione (diametro 55 mm), a 5 dita

(diametro 90 mm), UFC/piastra UFC/guanto
UFC/4 ore

A <1 <1 <1 <1

B 10 5 5 5

C 100 50 25 -

D 200 100 50 -

Fonte: EU (2008) EudraLex “The Rules Governing Medicinal Products in the European Union”, Volume 4,  Annex 1
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dologie di indagine, frequenza dei prelievi) e criteri interpretativi per valutare i livelli
di contaminazione presenti nei reparti ospedalieri, al fine di poter intervenire tem-
pestivamente sottoponendo, se necessario, a revisione l’intero protocollo di pulizia
adottato. Secondo tali indicazioni, i prelievi devono essere condotti in corrispondenza
di punti critici, ritenuti più a rischio (Tabella 6 e Tabella 7). L’interpretazione dei risultati
ottenuti dal monitoraggio microbiologico delle superfici tiene conto delle indicazioni
riportate nella UnI En ISO 14698:2004 e di quelle presenti nella Guida francese alle
buone pratiche Surveillance microbiologique de l’environnement dans les établissements
de santé - CCLIN Sud-Ouest (1999). 
Si tratta, comunque, di indicazioni finalizzate alla prevenzione del rischio infettivo per
i pazienti e indirettamente alla protezione del personale sanitario che opera nei re-
parti operatori. 

Tabella 6 - Valori soglia dei prelievi sulle superfici. Criteri di decisione

Locali Obiettivi Tecniche Risultati attesi Provvedimenti se risultati 
(UCF/piastra) non conformi

Sale 
operatorie 

Altri ambienti
“critici” (sale
per esami in-
vasivi in cavità
sterili ecc.)

Degenza
pre/post inter-
vento, Riani-
mazione,
Neonatologia

Conformità
della
disinfezione e
del tratta-
mento
dell’aria

Controllo del
protocollo di
disinfezione e
conformità
della pulizia

Contatto 

Contatto

≤5 UFC/piastra

≤50 UFC /piastra
Senza agenti 
patogeni: 
S. aureus, 
Aspergillus,
Pseudomonas
spp.

Se 5 < X ≤15: accettabile.
Se > 15 in 1 solo punto: 
segnalazione.
Se > 15 in 2-4 punti: rivedere il
protocollo di pulizia e la sua
attuazione.
Se > 15 in 5 o più punti: 
inaccettabile; ripetere il con-
trollo.
Se presenti S. aureus, entero-
batteri, Aspergillus spp., 
Pseudomonas spp.: rivedere in-
teramente il protocollo di puli-
zia e programmare nuovi
controlli

Se > 50: rivedere il protocollo.

Fonte: Ispesl, 2009
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Il documento del CCLIn è stato aggiornato nel 2016; i criteri presentati nella versione
del 1999 sono stati sostanzialmente confermati e sono stati ampliati quelli di classi-
ficazione delle zone con relativi valori di riferimento (Tabella 8).

Tabella 7 - Locali e punti di prelievo delle superfici

Locali Esempi di punti di prelievo

Sala operatoria

Altri ambienti “critici” (sale
per esami invasivi in cavità
sterili ecc.)

Sub-sterilizzazione 

Isola neonatale 

Letto operatorio, scialitica, tavolo servitore, pavimento, carrelli,
attrezzature, maniglia delle porte, interfoni, superfici verticali,
bocchette di immissione ed estrazione dell’aria

Rif. Linee Guida Ispesl “Sterilizzazione” 

Rif. Linee Guida Ispesl “Blocco Parto” 

Fonte: Ispesl, 2009

Tabella 8 - Valori soglia dei prelievi di superficie in funzione degli ambienti. Criteri di 
decisione (tratto da CCLIN, 2016)

Fonte:  Surveillance microbiologique de l’environnement dans les établissements de santé. Guide de bonnes pratiques. CCLIN 2016
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In particolare, nell’aggiornamento 2016 si consiglia di non effettuare campionamenti
sistematici sulle superfici delle aree di lavoro, a meno che queste non richiedano ele-
vati standard di qualità ambientale (come, ad esempio, nel caso di superfici di blocchi
operatori o, in campo alimentare, di superfici critiche ai fini dell’HACCP) o non si sia
verificato un evento infettivo con sospetta origine da inquinamento ambientale. I pre-
lievi debbono svolgersi in assenza del personale e dopo adeguato lasso di tempo
dalle operazioni di pulizia. Inoltre, il monitoraggio su pavimenti e pareti viene consi-
gliato nell’eventualità in cui si sospetti un inquinamento fungino. 

CDC LINEE GUIDA PER IL CONTROLLO AMBIENTALE DELLE INFEZIONI NELLE
STRUTTURE SANITARIE
A livello internazionale, altre indicazioni tecniche utili ai fini della predisposizione di
piani di monitoraggio ambientale sono presenti nelle Linee guida del Centers for Disease
Control and Prevention (CDC, 2003) per il controllo delle infezioni in ambienti sanitari. 
Di seguito si riportano, in particolare, così come descritte nel documento, alcune in-
dicazioni di carattere generale per la progettazione di un corretto piano di campio-
namento su superfici ambientali. 
- Preliminarmente al campionamento, è necessario: acquisire informazioni di back-

ground in materia, consultando la letteratura scientifica e, in particolare, i risultati
di eventuali studi epidemiologici condotti nel campo; localizzare opportunamente
nell’ambiente la superficie da sottoporre a monitoraggio; selezionare le tecniche
più appropriate di campionamento (qualitativo e/o quantitativo) e analisi dei cam-
pioni (da cui dipende la significatività dei risultati), il numero dei campioni da rac-
cogliere, la necessità di repliche e di eventuali “campioni di controllo” o di
comparazione adeguatamente prelevati (per poter escludere la presenza di con-
taminanti estranei) e i parametri microbiologici da analizzare; disporre in anticipo
di una stima del numero massimo o del tipo di microrganismo accettabili e di un
piano di azioni correttive. 

- Il campionamento di superfici può essere condotto a scopo di ricerca o come parte
di una indagine epidemiologica (per verificare se la superficie rappresenta un po-
tenziale serbatoio di patogeni o una fonte di contaminazione o per analizzare la
sopravvivenza dei microrganismi sulla superficie stessa) oppure come controllo
specifico per l’assicurazione di qualità. Se il campionamento è condotto come parte
di uno studio epidemiologico, in caso di epidemie, è preferibile l’isolamento mi-
crobico a livello di specie e la caratterizzazione oltre il livello di specie.

- L’efficacia del campionamento richiede la presenza di umidità, ottenuta, se non
presente sulla superficie, tramite umidificazione del dispositivo di prelievo - e l’uti-
lizzo di neutralizzanti nel diluente o nel mezzo di coltura - se si sospetta la presenza
di residui di disinfettanti.

- Una superficie che non ha prodotto crescite microbiche non rappresenta una su-
perficie sterile: bisogna, infatti, considerare il livello di sensibilità del metodo
adottato. 
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- nel valutare i risultati è importante considerare il grado atteso di contaminazione
associato alla ‘categoria’ di superficie in esame, identificata sulla base della classi-
ficazione di Spaulding (cfr. Capitolo 7) che correla i requisiti di pulizia o sterilità dei
dispositivi medici e degli strumenti al loro specifico impiego e, di conseguenza, al-
l’entità del rischio di infezione.

SETTORE ALIMENTI E MANGIMI PER ANIMALI 
nell’industria alimentare, materie prime di origine animale e vegetale sono tra-
sformate in prodotti alimentari nel rispetto di precise norme igieniche. Un ali-
mento manipolato in modo non appropriato o esposto ad inquinanti di varia
natura può causare danni alla salute del consumatore e del lavoratore. Durante la
produzione, la lavorazione, la conservazione e il trasporto, qualsiasi alimento può
essere contaminato da sostanze tossiche o microrganismi patogeni (quali ad esem-
pio Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Clostridium bo-
tulinum e C. perfrigens, E.coli ecc.), virus (epatite A, enterovirus, rotavirus, norwalk,
ecc.), protozoi (Giardia, ecc.), elminti (Echinococcus granulosus), funghi (Aspergillus
fumigatus). 
nel settore della microbiologia dei prodotti destinati all’alimentazione umana ed ani-
male, diverse sono le norme tecniche emanate sul prelievo e l’analisi dei campioni. I
campionamenti sono condotti ai fini dell’Hazard Analysis and Critical Control Points
(HACCP), cioè della prevenzione dei pericoli di contaminazione degli alimenti, sotto-
ponendo a monitoraggio l’intera filiera del processo di produzione e distribuzione
per individuare le fasi che possono rappresentare un punto critico per la qualità del-
l’alimento stesso. 
La prima normativa europea che tratta l’igiene dei prodotti alimentari è la direttiva
43/93/CEE, recepita in Italia con il d.lgs. 155 del 1997. Questa normativa è stata poi
sostituita dai regolamenti europei 852, 853, 854 e 882 del 2004. Conseguentemente
in Italia il d.lgs. 155/97 è stato abrogato e il recepimento dei sopra citati regolamenti
europei del 2004 è avvenuto con d.lgs. 193/07, che riprende le procedure di autocon-
trollo basate sui principi del sistema HACCP.

NORMA ISO 18593:2004 - Microbiology of food and animal feeding stuffs. Hori-
zontal method for sampling techniques from surfaces using contact plates and
swabs
La norma è applicabile nell’ambito della lavorazione di prodotti destinati all’alimen-
tazione. Tale norma fornisce indicazioni relative al campionamento e all’analisi che
possono essere utili anche per il campionamento delle superfici presenti in altri am-
bienti lavorativi. Al riguardo:
- Il campione da raccogliere deve essere rappresentativo e non aver subito altera-

zioni da residui di disinfettanti. nel caso in cui la superficie da monitorare sia stata
sottoposta a disinfezione, la scelta del neutralizzante da impiegare deve tener
conto del tipo di disinfettante usato (sale di ammonio quaternario, anfoteri, pro-
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dotti alogenati, disinfettanti a base di perossido), non essendo disponibile un neu-
tralizzante ad azione universale;

- Il ricorso ai metodi di campionamento che utilizzano piastre a contatto, tamponi,
spugnette è utile per “trend analysis”, non fornendo essi risultati riproducibili dal
punto di vista dell’analisi quantitativa; 

- Per il rilevamento di microrganismi patogeni specifici, all’utilizzo di piastre a contatto
deve preferirsi quello di tamponi, esaminando una superficie pari ad almeno 100 cm2;

- La durata del trasporto dei campioni prelevati con tamponi sterili non dovrebbe
superare le 4h a temperatura compresa tra 1 e 4°C.

Dal momento che le piastre a contatto e i tamponi non forniscono il medesimo risul-
tato analitico, è necessario dichiarare nel certificato analitico quale metodo è stato
impiegato.

NORMA ISO 4833:2013 - Microbiologia della catena alimentare - Metodo oriz-
zontale per la conta dei microrganismi - Parte 2: Conta delle colonie a 30 °C con
la tecnica dell’inseminazione in superficie
Anche questa norma è applicabile alla lavorazione dei prodotti destinati all’alimen-
tazione, lo stesso vale per la norma ISO 4833-2:2013, che oltretutto introduce limita-
zioni di applicabilità negli stessi prodotti destinati al consumo umano o animale. La
norma descrive un metodo per la stima su terreno solido Plate Count Agar (PCA) di
microrganismi aerobi presenti in prodotti destinati al consumo umano o animale. Il
metodo è applicabile anche ai fini della valutazione della presenza degli stessi mi-
crorganismi nell’area di produzione degli alimenti e mangimi, ma la modalità di cam-
pionamento sulle superfici interessate non è descritta nella norma. 

Norma UNI 11527:2014 - Beni culturali - Rilevamento della carica microbica
dell’aria in ambienti interni - Metodo di campionamento passivo mediante pia-
stre di sedimentazione 
La norma riguarda la metodologia per il rilevamento quali-quantitativo della micro-
flora vitale coltivabile diffusa nell’aria di ambienti interni mediante campionamento
passivo. Il metodo consiste nell’esposizione all’aria di capsule di Petri contenenti ter-
reno colturale solido; ciò permette di determinare i microrganismi vitali aerodiffusi
che possono depositarsi su di una superficie per gravità o movimenti aerodinamici.
Il metodo risulta più adatto al rilevamento di batteri eterotrofi coltivabili e micro fun-
ghi. Per l’elaborazione del resoconto di prova, la norma include un modello di scheda
per il rilevamento dei dati dell’ambiente esaminato e una scheda per l’espressione
dei risultati del monitoraggio.
In conclusione, nonostante il campo d’applicazione e le finalità diversi da quelli di in-
teresse, le norme tecniche destinate al settore Sanità e Alimenti/mangimi possono
essere, comunque, fonte di indicazioni utili sia sotto il profilo tecnico che operativo,
ai fini della pianificazione e realizzazione di monitoraggi microbiologici delle superfici
in campo occupazionale. 
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I risultati ottenuti nel monitoraggio microbiologico delle superfici dipendono dalla se-
lezione di una o più tecniche appropriate in funzione delle caratteristiche dell’ambiente,
delle superfici da esaminare, degli obiettivi del monitoraggio. Ad oggi non è stato indi-
viduato un metodo ottimale, ufficialmente riconosciuto per monitorare i livelli di igiene
delle superfici o rilevare la presenza di uno specifico microrganismo patogeno in campo
occupazionale. 
Di seguito, si esaminano le principali tecniche utilizzabili.

Piastre sterili a contatto
Le piastre sterili a contatto (RODAC - Replicate Organism Direct Agar Contact) sono pia-
stre sulle quali si trova solidificato il terreno nutritivo agarizzato, che forma un meni-
sco convesso sporgente rispetto al bordo della piastra. Le piastre vengono poste a
contatto con le superfici piane da esaminare, esercitando per alcuni secondi una leg-
gera pressione o utilizzando appositi applicatori per standardizzare sia la pressione
che il tempo d’applicazione della piastra sulla superficie (Figura 3). Possono essere
utilizzati diversi terreni, in funzione dei microrganismi che si vogliono ricercare. Dopo
incubazione, effettuata alla temperatura e nei tempi previsti per i diversi microrgani-
smi, si procede alla lettura dei risultati che vengono espressi in UFC/unità di superfi-
cie. Se, sulle superfici da esaminare, si suppone la presenza di residui di disinfettanti,
si possono utilizzare specifici neutralizzatori chimici da aggiungere al terreno di col-
tura. 
L’utilizzo delle piastre RODAC è molto diffuso, sia come tecnica a se stante che in as-
sociazione ad altre, anche per la facilità di utilizzo. Una limitazione di questo metodo
è data dall’impossibilità di raggiungere alcuni punti critici quali angoli e curvature, per
cui tale metodo può essere utilizzato solo su superfici lisce. Altro limite è riscontrabile
in caso di carica batterica molto elevata, in quanto vi è il rischio di sottostimare la
conta batterica a causa dell’aggregazione delle colonie batteriche sulla superficie e
della loro confluenza. 

4. Panoramica sulle principali tecniche di campiona-
mento e analisi
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Le Linee Guida sugli Standard di Sicurezza e di Igiene del Lavoro nel Reparto Opera-
torio (Ispesl, 2009) propongono l’utilizzo, su superfici piane non assorbenti, di piastre
RODAC da 24 cm2 o comunque con superficie di contatto superiore a 20 cm2, conte-
nenti terreni di coltura idonei per i microrganismi ricercati. Il tempo di contatto tra
piastra e superficie deve essere non inferiore a 10 secondi, applicando una pressione
uniforme e costante sull’intera area (viene consigliato l’uso di specifici applicatori per
consentire una migliore standardizzazione del metodo). L’incubazione delle piastre
deve essere effettuata nel più breve tempo possibile e, comunque, entro 12 ore dal
campionamento. 
La tecnica delle piastre a contatto è stata utilizzata per il monitoraggio delle superfici

Figura 3 - Procedura per il campionamento di superfici mediante applicatore
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presenti in diverse zone di clean room del settore farmaceutico (Ashour et al., 2011).
Questa tecnica, insieme a quella dei tamponi sterili con utilizzo di Trypticase Soy Agar
(TSA) e Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC) per l’identificazione dei microrganismi, è stata
utilizzata per il campionamento in triplicato delle superfici presenti in sale autoptiche
(tavoli settori da necroscopia, supporti per la testa, tavole drenanti, vassoi portastru-
menti, bilance, e grembiuli riutilizzabili - Maujean et al., 2012). In questi ambienti il
campionamento microbiologico può essere considerato un buon metodo per il mo-
nitoraggio delle pratiche di pulizia nelle sale dove vari agenti infettanti possono con-
taminare l’ambiente e aumentare il rischio di esposizione professionale. In uno studio
effettuato su ambienti domestici (Bech-Andersen e Elborne, 2003) le superfici interne
di una abitazione (travetti, pavimenti, bordi piani) sono state campionate con piastre
a contatto da 25 cm2.
La tecnica delle piastre a contatto RODAC è stata utilizzata anche per la rilevazione
della contaminazione microbiologica delle superfici di libri, libri di antiquariato, ma-
noscritti, documenti, registrazioni, presenti in biblioteche e archivi. I risultati sono
stati espressi come UFC/100 cm2 (Zielińska-Jankiewicz et al., 2008). 
La metodica delle piastre a contatto è stata utilizzata anche per confrontare la con-
taminazione microbica di indumenti da lavoro convenzionali (Figura 4) rispetto a
quelli nel cui tessuto è presente fibra di argento, indossati da personale sanitario du-
rante il servizio di emergenza medica in ambulanza (Groβ et al., 2010).
Anche nella valutazione della sterilità dei sistemi di protezione personale (Kearns et
al., 2011), sono state utilizzate piastre a contatto RODAC con terreno TSA più lecitina
e polisorbato 80, incubate a 36 °C per 24 - 48 ore a 5% CO2.

In un reparto di terapia intensiva è stata anche indagata la contaminazione batterica
dei guanti monouso di lattice non sterili in una situazione di utilizzo reale e di con-
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Figura 4 - Campionamento di tessuto tramite piastre a contatto con applicatore
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trollo, considerando il tempo di esposizione ambientale (Menis Ferreira et al., 2011).
La punta delle dita di ciascun guanto indossato dagli operatori (mano dx e sx) è stata
pressata su piastre Petri di 150 mm di diametro, contenenti agar Mueller Hinton. 
Le piastre a contatto sono state utilizzate anche per testare, rispetto a superfici di
controllo lisce, la capacità di un modello tecnologico di superficie di ridurre la colo-
nizzazione da parte di Staphylococcus aureus meticillina-sensibile (MSSA) e S. aureus
meticillina-resistente (MRSA)1.

Tamponi sterili
I tamponi permettono di effettuare il campionamento microbiologico anche su su-
perfici difficili da raggiungere: ad esempio, dietro i rubinetti (Kac et al., 2004) e le tu-
bature (Martirosian, 2006) o lungo le testiere del letto (Eckstein et al., 2007). Questa
metodologia viene preferita per campionare su superfici lisce non porose di ambienti
sia indoor che outdoor (ad esempio, superfici in acciaio, pareti, piastrelle, laminati di
legno, ecc. - Figura 5). 
L’uso di tamponi permette di ottenere informa-
zioni sia di tipo qualitativo che quantitativo.
nelle analisi di tipo quantitativo occorre delimi-
tare un’area nota attraverso l’utilizzo di una ma-
scherina di dimensioni di cm 10x10 (Figura 5),
all’interno della quale strofinare il tampone, se-
guendo traiettorie che coprano tutta la super-
ficie da analizzare in senso orizzontale, verticale
e in diagonale (CDC, 2012). Il tampone deve es-
sere quindi immerso in una provetta da centri-
fuga munita di tappo. 
In altri studi per il monitoraggio di virus e bat-
teri il campionamento è stato effettuato delimi-
tando due aree adiacenti di 36 cm2 (Carducci et al., 2011).

Figura 5 - Campionamento con metodica
del tampone

1 Recentemente, ispirandosi alla conformazione della superficie cutanea dello squalo, capace di inibire la
crescita di microrganismi acquatici, è stato messo a punto un modello tecnologico di superficie in cui
vengono riprodotti i dentelli dermici con motivo a rombi, rispettando i rapporti altezza/ampiezza presenti
in natura nella pelle dello squalo (Magin et al, 2015). Questa “rugosità” impercettibile (il micropattern non
si può vedere a occhio nudo, né si può avvertire con le dita), di circa 3 m di altezza e 2 m di larghezza, sa-
rebbe capace di inibire l’adesione e la crescita batterica. Con questo tipo di micropattern sono già dispo-
nibili sul mercato diversi dispositivi medici. Le piastre a contatto RODAC, di 60 mm di diametro, sono
state pressate per 5 secondi sulle superfici da campionare, poi incubate a 37°C per 18-24h. Le colonie
cresciute sono state registrate come UFC/RODAC. I risultati hanno dimostrato che queste superfici in-
novative, se usate in campo ospedaliero, potrebbero limitare la contaminazione da parte dei microrga-
nismi patogeni.
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La modalità con cui si effettua il campionamento rappresenta un fattore critico, per-
ché influisce sul recupero dei microorganismi. È necessario pertanto adottare meto-
dologie standardizzate che consentono di ottenere risultati ripetibili. Il
campionamento deve essere svolto indossando guanti sterili; la punta del tampone
sterile deve essere inumidita in una soluzione tampone neutralizzante prima di es-
sere strofinata sulla superficie da testare. La soluzione neutralizzante previene, infatti,
l’effetto inibitore dei residui di disinfettanti sulla crescita batterica (Dey e Engley, 1983
e 1995). La soluzione di neutralizzazione può essere efficace contro vari disinfettanti
quali composti di ammonio quaternario, fenoli, iodio, prodotti chimici a base di cloro,
mercuriali, glutaraldeide ed altri (Dey e Engley, 1983).
I tamponi sono disponibili in vari materiali: cotone, rayon (Carling et al., 2006) o nylon
(Hedin et al., 2010). Il nylon consente un migliore recupero delle cellule microbiche,
in quanto i microrganismi non penetrano all’interno del tampone, ma rimangono
sulla sua superficie esterna. Ciò limita la perdita di cellule batteriche nella matrice
del tampone e può incrementare fino al 60% la raccolta dei batteri dalla superficie
(Dalmaso et al., 2008). I tamponi di nylon, inoltre, comparati con quelli di rayon, pre-
sentano una maggiore sensibilità e una maggiore capacità di recupero di cellule di S.
aureus dalla cute di pazienti clinici (Landers et al., 2010; Verhoeven et al., 2010; Sae-
geman, 2011) e una maggiore sensibilità anche quando vengono usati in campiona-
menti ambientali (Dolan et al., 2011). 
Ulteriori progressi hanno portato allo sviluppo di tamponi in schiuma poliuretanica
(Rose et al., 2004; Hodges et al., 2006; Lewandowski et al., 2010) che consentono un
aumento del 30% nel recupero di spore su superfici in acciaio.
Il campionamento con tamponi sterili è stato utilizzato in vari ambienti lavorativi (Le-
jeune, 2004). In ambiente ospedaliero, sono stati eseguiti prelievi su armadi, letti, la-
vandini, tavoli medici e sulle mani del personale per la ricerca di funghi e batteri
Gram-negativi (Garcia-Cruz et al., 2012 b). 
In altri lavori sono state analizzate le cucine delle abitazioni civili (Flores et al., 2012)
e degli ospedali (Konecka-Matyjek et al., 2012). L’uso dei tamponi nelle cucine degli
ospedali ha consentito di dimostrare la necessità di aumentare gli standard di igiene
nel corso delle operazioni di manipolazione degli alimenti (Konecka-Matyjek et al.,
2012). L’uso di tamponi è largamente diffuso nel settore alimentare. I test microbio-
logici per gli impianti di lavorazione delle carni rosse rappresentano uno dei migliori
sistemi per identificare e monitorare i rischi potenziali nei programmi GMP e HACCP.

Comparazione tra tamponi e piastre a contatto
È stata trovata, in generale, una buona correlazione tra le due metodiche. 
Silverman et al. (1981) hanno comparato tra loro il metodo delle piastre a contatto
con quello che utilizza i tamponi nel corso di monitoraggi post-sanificazione effettuati
su 27 superfici in acciaio inox, utilizzate in una installazione militare per la prepara-
zione di alimenti. I tamponi (in cotone) hanno dimostrato una minore percentuale di
recupero microbico rispetto al metodo delle piastre a contatto - probabilmente do-
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vuta al fatto che il cotone, in fase analitica, non è in grado di rilasciare tutti i micror-
ganismi catturati - e una minore riproducibilità, benché per entrambe le metodiche
il range delle UFC conteggiate sia risultato piuttosto ampio. In entrambi i casi, il recu-
pero microbico si è assestato sul 60%. In caso di valori di UFC superiori a 200, le pia-
stre RODAC sono risultate tutte non numerabili. Quando, invece, il numero di UFC è
risultato inferiore a 150 UFC/25,8 cm2 (Figura 6) i risultati ottenuti impiegando en-
trambi i metodi hanno mostrato maggiore aderenza tra loro. In un altro studio (Scott
et al., 1984), per livelli di contaminazione microbica bassi, il metodo delle piastre a
contatto ha mostrato recuperi più elevati rispetto a quello del tampone; inoltre, l’uso
del tampone ha consentito di rilevare con maggiore frequenza livelli di contamina-
zione superiori a 100 UFC/21-25 cm2. Anche per Obee et al., 2007, le piastre a con-
tatto, rispetto al metodo tampone, hanno dimostrato una maggiore efficienza nel
recupero di Staphylococcus aureus meticillina resistente. 
nelle indagini condotte su superfici ospedaliere asciutte, la tecnica delle piastre a
contatto e quella che utilizza tamponi mostrano livelli di recupero microbico parago-
nabili (Galvin et al., 2012). Le piastre a contatto sono più sensibili al recupero di batteri
Gram-positivi rispetto a quello dei Gram-negativi (Lemmen et al., 2001), ma non è
chiaro se ciò sia dovuto alla maggiore sopravvivenza dei Gram-positivi sulle superfici
asciutte. La metodica che utilizza tamponi risulta, invece, superiore a quella delle pia-
stre nella rilevazione dei batteri Gram-negativi, come è stato confermato da uno stu-
dio effettuato, nell’arco di 22 mesi, in stanze di pazienti per la ricerca di Staphylococcus
aureus meticillina resistente (MRSA), Enterococchi vancomicina resistenti (VRE) o bat-
teri Gram-negativi multiresistenti (Lemmen et al., 2001). Il recupero di batteri dalle
superfici ambientali può essere anche influenzato dallo stato fisico dei batteri stessi,
che possono essere stressati a causa dell’essiccazione o della mancanza di nutrienti
(Wesche et al., 2009).
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Figura 6 - Piastra Petri dopo incubazione
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ATP bioluminescenza
La bioluminescenza è un fenomeno osservato in natura, ad esempio nelle lucciole
Photinus pyralis. La biochimica di questa manifestazione naturale è conosciuta e stu-
diata già da molto tempo ed è determinata dalla reazione tra l’enzima luciferasi, il
suo substrato luciferina e la molecola adenosintrifosfato (ATP), utilizzata dalle cellule
animali e vegetali per accumulare e scambiare energia. Considerando che una cellula
danneggiata o morta non è più in grado di produrre ATP, la quantificazione di questa
macromolecola può rappresentare un indice della presenza di cellule vive. L’utilizzo
dell’ATP bioluminescenza prevede, per il campionamento, lo strofinamento di un tam-
pone sulle superfici da analizzare (Carling e Bartley, 2010). I tamponi vengono ruotati
continuamente, campionando in senso orizzontale e verticale. normalmente il cam-
pionamento viene eseguito prima e dopo che la superficie è stata sanificata. Succes-
sivamente, il tampone è inserito in uno speciale tubo di reazione che viene agitato e
poi “letto” mediante luminometro. La reazione di bioluminescenza si attiva con livelli
di ATP estremamente bassi e la quantità di luce emessa è direttamente proporzionale
alla quantità di ATP presente nel campione ed è espressa come numero di Unità di
Luce Relativa (RLU).
L’analisi di bioluminescenza non permette di discriminare né il tipo né la specie di
contaminante, ma di fatto può rapidamente fornire un’indicazione dei livelli di con-
taminazione, secondo alcuni autori paragonabile a un test di “conta totale” (Kyriakides
et al., 2010). 
Dagli anni ‘80, la tecnica della ATP bioluminescenza è stata sempre di più adottata
per monitorare il livello di pulizia delle superfici (Griffith et al., 1997) in vari settori la-
vorativi. negli ospedali, la tecnica consente di valutare il grado di inquinamento mi-
crobiologico presente sulle superfici delle strumentazioni e degli ambienti (Sherlock
et al., 2009; Dancer, 2009, Mulvey et al., 2011; Anderson et al., 2011). 
nel campo dell’HACCP, la possibilità di ottenere risultati validi in pochi minuti per-
mette al metodo dell’ATP bioluminescenza di essere ampiamente usato per il moni-
toraggio ambientale (Davidson et al., 1999; Marriott e Gravani, 2009).
La determinazione dell’ATP trova applicazione anche nell’industria farmaceutica (Ce-
resa, 2009). negli ultimi anni, la possibilità di valutare in tempi rapidi e in modo accu-
rato la presenza di un’eventuale contaminazione microbiologica è diventata, infatti,
un’esigenza anche nel controllo di qualità della produzione di farmaci. Altre applica-
zioni del metodo si riscontrano nella cosmetica (ISS, 2013), nel monitoraggio del-
l’igiene degli impianti industriali e della qualità delle materie prime utilizzate in questi
settori.

Confronto tra ATP bioluminescenza e tecniche di microbiologia classica
I metodi microbiologici classici presentano alcune limitazioni, che possono essere
riassunte nei seguenti punti:
- l’attribuzione della formazione di ogni colonia cresciuta sul terreno a un solo mi-

crorganismo, in fase di calcolo delle UFC presenti nel campione in esame;
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- la possibilità di enumerare la popolazione microbica solo quando il numero di co-
lonie risulta compreso tra 0 e 200-300; 

- i lunghi tempi necessari all’analisi, rispetto al momento del campionamento; 
- l’elevata variabilità dei campioni microbiologici e dei risultati analitici (30-35%);
- la formulazione del giudizio su base sostanzialmente visiva (numero di colonie con-

teggiate) e pertanto legata alla “sensibilità” dell’occhio umano; 
- lunghi tempi (5-7 giorni per l’enumerazione delle colonie su agar o 14 giorni e più

per test di sterilità o di assenza patogeni) imposti dall’attesa che la colonia in cre-
scita diventi visibile e pertanto numerabile. 

Tra le variabili “biologiche” del campione che influiscono sul risultato analitico vanno
incluse anche quelle dovute alla manipolazione del campione, agli operatori, ai ma-
teriali e ai terreni di coltura utilizzati, ecc. 
La disponibilità di una tecnologia rapida in grado di fornire in tempo reale risultati
sul livello di contaminazione offre la possibilità di una reazione tempestiva a eventuali
deviazioni dalle condizioni standard di operatività. Inoltre, riduce i costi del controllo
di qualità dei processi. L’ATP bioluminescenza può tuttavia essere considerato solo
un metodo di screening iniziale (soprattutto per il settore alimentare) e deve essere
integrato con indagini microbiologiche classiche (Davidson et al., 1999; Dumingan et
al., 2012), non permettendo di rilevare la presenza di patogeni.
Molti studi hanno comparato i risultati ottenuti dai test microbiologici con il metodo
dell’ATP bioluminescenza per analizzare il livello di pulizia delle superfici in situ. Se-
condo la Guida alle buone pratiche Surveillance microbiologique de l’environnement
dans les ES - CCLIN Sud-Ouest (2016) l’ATP bioluminescenza può essere impiegata solo
per indagini di screening e, pertanto, non è correlabile alle tecniche analitiche di tipo
microbiologico. Altri studi hanno, invece, evidenziato una buona correlazione tra i ri-
sultati ottenuti con entrambe le metodiche (Bautista et al. 1996; Aycicek et al. 2006;
Kyriakides et al., 2010; Mulvey et al., 2011; Amodio et al., 2014; Azizkhan, 2014) e valori
di contaminazione microbica < 2,5 UFC/cm2 sono risultati associati a valori di RLU pari
a 100, 250 e 500. 
Altri autori, invece, hanno dimostrato una bassa correlazione tra questa metodica e
le tecniche di microbiologia classica (Griffith et al., 1997; Poulis et al., 1993; White et
al., 2007; Sherlock et al., 2009; Ferreira et al., 2011). Infatti, in alcuni casi i livelli di ATP
rilevati su superfici sono indicativi non solo della presenza di microrganismi ma anche
di materiale biologico di origine animale o vegetale (ad esempio residui alimentari).
Questo potrebbe spiegare la mancata corrispondenza tra  i valori di RLU e quelli delle
conte microbiche.
In una review sull’impiego dell’ATP bioluminescenza in ambienti sanitari (ospedali del
Regno Unito) è emerso che i benchmark utilizzati per valutare il grado di pulizia delle
superfici variavano da 100 a 500 RLU (Amodio e Dino, 2014); differenze di risultato
possono essere imputabili al tipo di dispositivo utilizzato (Tabella 9).
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Metodo sponge-bag
La spugna, costituita da una striscia assorbente sterile contenuta in un sacchetto an-
ch’esso sterile e facilmente richiudibile, si trova in commercio sia allo stato secco che
già inumidita, pronta all’uso. Se allo stato secco, la spugna, prima di essere usata,

Tabella 9 - Variabilità dei benchmark in relazione alla tipologia di dispositivo (ATP biolu-
minometro) impiegato (tratto da Amodio e Dino, 2014)
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deve essere impregnata con una soluzione sterile peptonata, aggiunta nel sacchetto
in quantità sufficiente a inumidirla, evitando però l’eccesso di liquido (in genere 7-8
ml di acqua peptonata). Quindi, la spugna viene manipolata dall’esterno in modo da
essere inumidita uniformemente. nell’estrarre la spugna dal sacchetto, prima del-
l’uso, si deve impedire il contatto con superfici esterne diverse da quelle da campio-
nare, per evitare contaminazioni. 
La spugna può essere impiegata sia per analisi quantitative che qualitative. nel primo
caso si ricorre all’utilizzo di delimitatori di area, monouso o reimpiegabili (in genere
di un’area quadrata di 10 cm di lato - Linee guida per il campionamento di superfici per
analisi microbiologica - IZSV 2015). Conoscendo l’estensione dell’area campionata e il
volume complessivo di soluzione reidratante utilizzata, il risultato può essere
espresso come UFC/cm2 di superficie in esame. 
nel caso di analisi qualitative, la superficie oggetto del campionamento deve essere
sufficientemente ampia, per permettere il recupero del maggior numero possibile di
specie microbiche. 
La spugna va strisciata, esercitando una pressione sulla superficie in esame, sia in
senso orizzontale che verticale e, al termine del campionamento, ricollocata nel sac-
chetto originario, in cui viene aggiunto un volume noto di soluzione conservante. I
campioni devono essere analizzati nel più breve tempo possibile, non oltre le 24 ore
dal prelievo. 
La metodica sponge-bag è molto utilizzata nel settore alimentare per la valutazione
dello stato igienico delle superfici. Ad esempio, per la ricerca di Salmonella spp. e di
L. monocytogenes su superfici di locali di sezionamento e insacco di macelli (insacca-
trici, pozzetto di scolo, segaossa, coltelli, sterilizzatore di coltelli, tavolo locale sezio-
namento, tritacarne, ganci - Ripamonti et al., 2002). L’utilizzo della spugna è stato
validato anche per la rilevazione, il recupero e la quantificazione di spore vitali di Ba-
cillus anthracis appositamente inoculate su superfici di acciaio, in simulazioni di con-
taminazione ambientale (Rose et al., 2011). 

Confronto tra sponge-bag e tampone
Il confronto è stato condotto nell’ambito di indagini effettuate nel settore carni, per
la ricerca di L. monocytogenes e Salmonella spp. Ai fini della ricerca di Salmonella spp.
sui macchinari utilizzati per la produzione di insaccati freschi il metodo sponge-bag
risulta avere capacità di recupero maggiore; l’uso del tampone è, invece, più indicato
per uno screening generale, quando si intendono monitorare contemporaneamente
entrambe le specie batteriche in zone diverse di lavorazione (Ripamonti et al., 2002).
Mettendo a confronto i due metodi, gli autori sottolineano come, rispetto al metodo
sponge-bag, l’utilizzo del tampone sia più economico e più pratico, perché di facile
maneggiabilità e con bassa probabilità di inquinamento nel corso del prelievo, da
parte dell’operatore. Con entrambi i metodi possono essere effettuate analisi sia qua-
litative che quantitative; queste ultime, però, con il metodo tampone risultano di più
difficile standardizzazione. 
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Tabella 10 - Prospetto riepilogativo delle tecniche più comunemente utilizzate per il 
controllo della contaminazione microbiologica nei vari settori lavorativi

Piastre a contatto Tamponi sterili Sponge-bag
ATP

bioluminescenza

Ambienti sanitari X X X

Sale autoptiche X X

Clean room X

Industria farmaceutica X X

Industria Cosmetica X

Settore Alimenti X

X X X

Indoor 

Ambienti domestici X

Biblioteche e archivi X
X

Indumenti da lavoro X

Sistemi di protezione X
personale

DPI (guanti) X

Modelli tecnologici X
di superfici

Considerazioni conclusive
nella tabella 10 si riportano le tecniche di campionamento microbiologico su superfici
più comunemente utilizzate, con i relativi settori di maggiore impiego:
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Tabella 11 - Aree tematiche oggetto di valutazione negli audit visivi del livello di pulizia
delle superfici (tratto da Malik et al., 2003)

Section             Topic area

A Documentation and management of cleaning

B Risk in relation to cleaning design

C Targets

D Training and education of staff involved in cleaning

E Equipment, consumables, and disinfectants used in cleaning

F Personal protective clothing/uniform

G Substances hazardous to health

H Cleaning storeroom/equipment

I Hospital cleaning contratcts/cleaning hygiene and allied support services contracts

J Collaborative approach to environmental cleanliness

K Routine cleaning of clinical and public areas

L Terminal cleaning of patient areas

M Routine cleaning of isolation room/source isolation room

n Management of high-risk soilage

O Cleaning during building, upgrading, and demolition work in health care premises

P Personal hygiene

La valutazione del livello di pulizia delle superfici, inizialmente, veniva condotta ricor-
rendo a criteri soggettivi e a valutazioni visive, coadiuvate dalla compilazione di ap-
positi questionari. È noto, però, che una superficie visivamente pulita può non essere
tale dal punto di vista microbiologico. L’osservazione visiva può tuttavia contribuire
alla valutazione dello stato igienico ambientale. In uno studio condotto da Malik et
al. (2003) la valutazione dell’efficacia degli interventi di pulizia in ambienti sanitari del
Regno Unito è stata effettuata attraverso audit visivi su superfici selezionate in base
al rischio di contaminazione, congiuntamente all’effettuazione di test rapidi per va-
lutare il livello igienico ambientale (ATP bioluminescenza e piastre a contatto). L’esame
visivo è stato condotto avvalendosi di check list incentrate sulle tematiche riportate
in Tabella 11:

Il giudizio igienico è stato espresso secondo i criteri riportati in Tabella 12.
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negli ultimi decenni, avvalendosi della disponibilità di metodiche di campionamento
e analisi specifiche e di semplice utilizzo, la comunità scientifica ha cercato di fornire
indicazioni quanto più possibile oggettive e univoche riguardo la valutazione dello
stato igienico delle superfici. 
nell’ambito dei metodi microbiologici classici, la tecnica delle piastre a contatto risulta
la più semplice e facilmente standardizzabile mediante l’utilizzo di applicatori oppor-
tuni, anche se non priva di limitazioni, prima tra tutte i lunghi tempi di attesa tra cam-
pionamento e risultati dell’analisi. In presenza di superfici irregolari è opportuno
integrarne l’impiego con l’uso di tamponi; in caso di necessità di risultati immediati -
per la gestione rapida di eventuali deviazioni dalle condizioni operative standard - o
per finalità di HACCP è possibile utilizzare l’ATP bioluminescenza, previa successiva
conferma del risultato attraverso indagini che si avvalgano di metodologie proprie
della microbiologia classica. 
In definitiva, la letteratura dimostra ancora scarsa uniformità di utilizzo delle varie
metodiche disponibili nei diversi contesti lavorativi, probabilmente indice della diffi-
coltà di impiego di una stessa metodica in tutti i contesti di interesse.

Tabella 12 - Criteri di interpretazione dei risultati  (tratto da Malik et al., 2003)

Assessment of cleanliness                                           Result Interpretation 

Percentage sites visually clean >70% Acceptable 

60% – 69% Marginal acceptable

<59% Unacceptable

ATP bioluminescence <500 RLU Acceptable

>500 RLU Unacceptable

RODAC dip slides <2,5 CFU/cm2 Acceptable

>2,5 CFU/cm2 Unacceptable
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I virus rappresentano un potenziale pericolo per la salute dei lavoratori, a causa delle
loro elevata resistenza ai fattori ambientali e ai trattamenti di disinfezione anche pro-
lungati nel tempo, per la loro bassa carica infettante e per la capacità di diffondersi
attraverso molteplici vie di trasmissione. Inoltre, l’elevata variabilità genetica e la pos-
sibilità di ricombinazione comporta l’eventualità di origine di nuovi agenti virali in
grado di innescare problemi sanitari imprevisti, come ad esempio si è avuto con la
SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome).
numerose evidenze bibliografiche (Tabella 13) dimostrano la presenza di agenti virali
caratterizzati da molteplici vie di trasmissione (aerea, ematica e oro-fecale) in am-
bienti lavorativi sia sanitari che non (Rodriguez-Lazaro et al., 2012). Epidemie legate
a norovirus hanno interessato strutture di assistenza, navi da crociera (Isakbaeva et
al., 2005), scuole, asili nido (CDC 2008; CDC 2009), ristoranti, alberghi (Domenech-
Sanchez et al., 2011), diversi centri di addestramento militare (Mayet et al., 2011). L’im-
portanza dei virus quali agenti di rischio in diversi ambienti di lavoro è stata
confermata, oltre che da evidenze epidemiologiche, anche dai risultati di monitoraggi
microbiologici. Il rilevamento virale su una grande varietà di superfici (ad esempio le
maniglie delle porte, le ringhiere per scale, le maniglie sui servizi igienici, i giocattoli,
i telefoni, le tazze, i tessuti) (Gallimore et al., 2008) ha contribuito a spiegare la moda-
lità di trasmissione epidemica.

5. Virus e ambienti di lavoro
Annalaura Carducci e Marco Verani, Università di Pisa, Dipartimento di Biologia, Labora-
torio di Igiene e Virologia Ambientale
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Vie di trasmissione
Molti agenti biologici possono avere più di una via di trasmissione: per esempio, è di-
mostrato come rinovirus possa essere trasmesso sia per via aerea che per contatto con
superfici contaminate e come ciò possa influire sull’infettività virale (Couch et al., 1966). 
Le vie di trasmissione possono essere semplici, come nel caso dell’inalazione diretta
di aerosol contenente il patogeno o estremamente complesse e coinvolgere diverse
matrici ambientali. Per esempio, gli enterovirus in uscita da un impianto di depura-
zione delle acque reflue possono arrivare a contaminare le acque del mare, deposi-
tarsi sui sedimenti del fondale e, dopo molto tempo, essere catturati dagli apparati
filtratori dei molluschi, che poi potranno essere pescati e consumati dall’uomo. La
trasmissione dei patogeni può, perciò, avvenire anche su lunghe distanze.

Superfici
Il coinvolgimento delle superfici nella trasmissione delle malattie era stato già rico-
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Tabella 13 - Principali agenti virali rilevati in differenti ambienti di lavoro

Ambiente di 
lavoro Virus Riferimenti bibliografici

Impianti di 
depurazione

Impianti di 
smaltimento rifiuti
solidi

Ambulatori 
dentistici e 
laboratori 
ospedalieri

Stanze degenza 
ospedaliera

Enterovirus
Coxsakievirus B
Echovirus
Reovirus
Adenovirus

HAV
norovirus
Adenovirus

Adenovirus
norovirus
Torque Teno Virus
Astrovirus
Rotavirus

HBV
HCV
Rotavirus
SARS-CoV
Torque Teno Virus
Adenovirus

Carducci et al., 1995, 2000
Pfirrmann, 1994
Clark et al.,1981
Casini et al., 2001
Carducci et al., 2009

Clark et al.,1981
Okoh et al. 2010
Carducci et al., 2009

Gallimore et al., 2008; 
Gallimore et al., 2008; 
Carducci et al., 2011  
Gallimore et al., 2008
Ganime et al., 2012

Piazza et al., 1987
Carducci et al., 2002
Soule et al., 1999
Wong, 2004
Verani et al., 2014
Verani  et al., 2011
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nosciuto molto tempo prima dell’identificazione degli agenti patogeni, quando nel
1908 le epidemie di vaiolo vennero collegate alle importazioni di cotone. 
Sono molti gli studi che attestano la possibilità di rinvenire virus su superfici e oggetti
di uso comune in luoghi pubblici, come uffici e ospedali (Keswick et al., 1983). Pato-
geni enterici sono stati ritrovati su superfici (giocattoli, maniglie) di asili (Keswick et
al., 1983), mense (d’Souza et al., 2006; Okabayashi et al., 2008) e in altri luoghi pubblici
(Gallimore et al., 2008). Le superfici possono essere contaminate direttamente dal
contatto con sangue, vomito, feci o altre secrezioni corporee infette o, indirettamente,
attraverso aerosol o altri oggetti contaminati. Una volta che una superficie è conta-
minata, essa può facilmente fungere, a sua volta, da sorgente di contaminazione per
altri oggetti animati e inanimati, come mani e strumenti di lavoro (Ansari et al., 1991;
Gwaltney et al., 1978; Okabayashi et al., 2008). In uno studio di Rheinbaben (2000) è
stato dimostrato che fino a 14 persone possono essere contaminate semplicemente
toccando la maniglia di una porta sulla quale vi è presenza virale ed è possibile se-
guire la successiva trasmissione, da queste ad altre persone, fino al 6° contatto. Inol-
tre, è stato riscontrato che, attraverso le mani, possono essere contaminate fino a 7
differenti superfici (Barker et al., 2004). 
non è, comunque, facile dimostrare il ruolo delle superfici nella trasmissione virale,
anche se numerose sono le prove a favore (Tabella 14):
• Le superfici possono essere contaminate direttamente o indirettamente;
• La maggior parte dei virus enterici e respiratori è in grado di sopravvivere su su-

perfici animate e inanimate per tempi variabili;
• Il trasferimento di virus dalle mani alle superfici e viceversa è possibile;
• La disinfezione delle superfici è in grado di ridurre o di interrompere le catene di

trasmissione.
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Tabella 14 - Evidenze della trasmissione di alcuni dei virus maggiormente diffusi nella
popolazione attraverso superfici

Virus Famiglia
Trasmissione tramite oggetti o superfici 
contaminate

Rotavirus Reoviridae Riconosciuta (Ansari et al., 1988)

norovirus Caliciviridae Evidenze sperimentali a favore (Boxman et al., 2009)

Adenovirus Adenoviridae non dimostrata

Enterovirus Picornaviridae non dimostrata

Virus dell’Epatite A Picornaviridae Riconosciuta (Boone et al., 2007)

RSV Paramixoviridae Riconosciuta (Boone et al., 2007)

Influenza virus A e B Ortomixoviridae Riconosciuta, ma considerata secondaria 
(Boone et al., 2007)

Virus parainfluenzale Paramixoviridae non dimostrata (Boone et al., 2007)

Rhinovirus Picornaviridae Riconosciuta (Gwaltney et al., 1978)
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Fattori di sopravvivenza dei virus sulle superfici 
Le caratteristiche più importanti da tenere presente per valutare la resistenza am-
bientale dei virus, riassunte per alcuni di essi nella Tabella 15, sono di tipo “biologico”.
L’assenza di envelope conferisce ai virus una maggiore resistenza all’essiccamento,
rendendoli più stabili nell’ambiente. Virus privi di envelope, come per esempio i rota-
virus, sono in grado di restare infettivi su una superficie fino a 2 mesi (Vasickova et
al., 2010), mentre virus dotati di envelope, come per esempio i virus respiratori, ge-
neralmente restano infettivi per ore o al massimo giorni (Duizer et al., 2004). Si pos-
sono riscontrare profonde differenze per quanto riguarda la resistenza a vari fattori
anche tra virus appartenenti alla stessa famiglia. Per esempio, norovirus è estrema-
mente più resistente del feline calicivirus a valori estremi di pH (Duizer et al., 2004).
L’umidità relativa è uno dei parametri più influenti sulla sopravvivenza dei virus. Sembra
che i virus privi di envelope sopravvivano meglio in ambienti con umidità > 80%, mentre
virus con envelope sopravvivono meglio in ambienti in cui l’umidità è < 50% (Vasickova
et al., 2010). In generale, si può affermare che virus con più alto contenuto lipidico ten-
dono a essere più resistenti in condizioni di bassa umidità (Mocé-Llivina et al., 2006).
Le eccezioni a questa regola non sono però infrequenti. Sui rotavirus si hanno notizie
contrastanti: Sattar (1986) ha riportato che rotavirus sopravvive per un periodo limitato
in ambienti con umidità relativa elevata; secondo Abad (1994) rotavirus e poliovirus
mostrano elevata persistenza in condizioni di umidità elevata su matrici non porose,
mentre adenovirus sembra non essere influenzato da cambiamenti di umidità.
La temperatura influenza in maniera diversa ogni tipo di virus, anche se in linea di
massima è possibile affermare che i virus possono persistere nell’ambiente in un
ampio range di temperature e possono essere preservati per lunghi periodi con il
congelamento (Cliver, 2009; Yeargin et al., 2016).
La temperatura è uno dei principali parametri da tenere in considerazione quando si
parla di norovirus, che sembra sopravvivere più a lungo a basse temperature (Duizer
et al., 2004); infatti, le epidemie avvengono più frequentemente in inverno che non
in estate.
I raggi ultravioletti rappresentano degli efficaci agenti virucidi. I virus a singolo fila-
mento di acido nucleico sono più suscettibili di quelli a doppio filamento (Gerba et
al., 2002). Basandosi sull’analisi eseguita da Simonet e Gantzer (2006) su quattro di-
versi virus a RnA (poliovirus 1, fago MS2, fago GA, fago Qβ) è stato dimostrato che il
tasso di degradazione dell’RnA dipende in particolare dalle dimensioni del genoma:
più grande è il genoma, maggiore sarà la sensibilità ai raggi UV. 
Un altro fattore in grado di influenzare la sopravvivenza dei virus è il tipo di superficie
che si considera. La maggior parte dei virus resta infettiva più a lungo su superfici
non porose, anche se ci sono delle eccezioni come poliovirus e adenovirus, che sem-
brano resistere più a lungo su materiali porosi come carta e cotone, in confronto a
materiali non porosi come alluminio, lattice, piastrelle smaltate (Boone et al., 2007).
Alcune superfici hanno attività virucida: adenovirus e poliovirus persistono per un
tempo più breve sull’alluminio rispetto ad altre superfici non porose (Abad et al., 1994).
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Tabella 15 - Persistenza di alcuni virus su superfici secche inanimate (da Kramer et al.,
2006)

Virus Durata della persistenza

Adenovirus 7 giorni - 3 mesi

Coronavirus 3 ore

HAV 2 ore - 60 giorni

Rotavirus 6 - 60 giorni

Coxsakievirus > 2 settimane

HBV > 1 settimana

norovirus 8 ore - 7 giorni

Poliovirus 1 4 ore - < 8 giorni

Rinovirus 2 ore - 7 giorni

La sopravvivenza virale aumenta all’aumentare dello stato o meno di adsorbimento
sulla superficie. Generalmente le particelle virali immobilizzate sulle superfici man-
tengono più a lungo la loro infettività (Vasickova et al., 2010). Matrici organiche pos-
sono stabilizzare e proteggere i virus, facendoli persistere più a lungo sulle superfici
(Boone et al., 2007). 
Il pH sembra giocare soltanto un ruolo minore sulla sopravvivenza dei virus in am-
bienti chiusi. È stato dimostrato che norovirus può sopravvivere più di 3 ore a tem-
peratura ambiente a un pH di 2,7 (Duizer et al., 2004). Variazioni nel pH determinano
riarrangiamenti delle cariche superficiali delle particelle virali, provocando così mo-
difiche nello stato di adsorbimento alle superfici.

Il monitoraggio virologico ambientale delle superfici
Per valutare e controllare il rischio virale sulle superfici degli ambienti lavorativi può
essere utile effettuare prelievi e determinazioni analitiche che consentano di stimare
l’esposizione e le vie di diffusione di questi agenti biologici e che permettano, inoltre,
di verificare l’efficacia degli interventi preventivi intrapresi e delle misure collettive
per il contenimento della diffusione ambientale, la capacità di isolamento delle mi-
sure individuali e la loro corretta applicazione nella routine lavorativa. 
La scelta dei virus da ricercare richiede un attento studio preliminare delle possibili
vie di diffusione e di infezione di tali agenti in funzione delle attività lavorative sotto-
poste a esame e delle procedure a rischio svolte dai lavoratori. non è ragionevole ipo-
tizzare la ricerca di tutti i virus patogeni, sia per il numero degli agenti da rilevare, sia
in relazione alle difficoltà tecniche spesso insite nella loro rilevazione e ai conseguenti
costi economici da sostenere. Gli agenti virali da ricercare debbono, quindi, essere
scelti sulla base di attente valutazioni della loro rappresentatività nei confronti dei pe-
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ricoli individuati, a seconda del tipo di attività lavorativa e delle esposizioni previste.
Risulta, inoltre, indispensabile definire attendibili indicatori di contaminazione, che
presentino una chiara relazione con la presenza virale e siano contraddistinti da ana-
loga resistenza ai vari trattamenti di disinfezione. Gli indicatori dovranno essere facil-
mente individuabili analiticamente, anche nell’ambito di laboratori non specialistici. 

Aspetti analitici
La ricerca di virus su superfici ambientali risulta notevolmente più complessa di
quanto si verifichi con i campioni di derivazione clinica in relazione a diversi aspetti,
tra cui la maggiore eterogeneità dei materiali esaminati, spesso contenenti sostanze
interferenti. La virologia ambientale si avvale, quindi, di procedure specifiche che con-
stano di tre momenti fondamentali, strettamente collegati tra loro: il prelievo, la pre-
parazione del campione e l’analisi vera e propria (Bosch et al., 2010; Wyn-Jones et al.,
2011). Per i prelievi da superfici e la preparazione del campione sono disponibili di-
versi protocolli pubblicati, in alcuni casi comparati tra loro (Wu et al., 2005; Gallimore
et al., 2006; Boxman et al., 2009; Scherer et al., 2009; Julian et al., 2011). In generale, il
campionamento è effettuato tramite l’utilizzo di tamponi o spugnette imbevuti di
varie soluzioni, piastre da contatto o membrane di nitrocellulosa sottoposte a suc-
cessiva eluizione: studi comparativi non hanno dimostrato però relazioni significative
tra le diverse tecniche utilizzabili. L’efficienza dei metodi dipende dalle proprietà chi-
mico-fisiche della superficie in esame e dal tipo di virus da rilevare e risulta maggiore
quando il campionamento è effettuato su superfici non porose e lisce, come acciaio,
metallo, ceramica, vetro. I campioni vengono successivamente eluiti e gli eluati ana-
lizzati mediante metodi di rilevazione che possono essere classificati in due tipologie
principali:
- colturali (utilizzo di colture cellulari);
- non colturali, soprattutto biomolecolari e, in particolare, di amplificazione genica

sia qualitativa che quantitativa (PCR e Real Time-PCR).

Le tecniche colturali implicano la vitalità del virus e la sua replicabilità in colture cel-
lulari adatte. La replicazione consente di avere a disposizione quantità consistenti
dell’agente virale isolato, per approfondire l’identificazione fino alla definizione di
ceppo e poter, quindi, ricostruire i percorsi di diffusione ambientale seguiti dal virus
attraverso i vari materiali. La linea cellulare da utilizzare viene scelta in relazione al
tipo di virus che si intende isolare dal campione, in quanto ogni virus cresce prefe-
renzialmente su determinate linee, ma non su tutte. Tuttavia, poiché non esiste una
linea cellulare in grado di rilevare con la stessa efficienza tutti i virus, la soluzione tec-
nica migliore sarebbe quella di utilizzare almeno due linee cellulari che si comple-
mentino tra loro. La comparsa di un effetto citopatico, indice di replicazione virale,
dipende dalla concentrazione di virus nel campione e dalle proprietà dello stesso
virus. Tale effetto deve, tuttavia, essere confermato con almeno altre due subcolture,
per essere certi che esso sia dovuto alla azione virale e non alla tossicità intrinseca
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dell’eluato. Inoltre, mentre la crescita su cellule con il conseguente effetto citopatico
è un sicuro indice di infettività delle particelle virali isolate, non è sempre vero il con-
trario, poiché esistono virus capaci di indurre infezioni persistenti croniche senza pro-
durre un evidente effetto citopatico. La semplice osservazione di un effetto citopatico,
tuttavia, non consente di identificare con precisione l’agente isolato, in quanto la cre-
scita di una grande quantità di specie virali con caratteristiche biologiche diverse sulle
cellule può dare origine a fenomeni di interferenza (ad esempio fra enterovirus e reo-
virus), con mascheramento di infezioni multiple o effetti citopatici difficili da inter-
pretare senza una successiva identificazione (Carducci et al., 2002). Tale
identificazione può anche comportare notevoli difficoltà e richiedere tecniche diverse
e spesso di non facile esecuzione, oltre che costose. Vi è poi da rilevare come l’analisi
colturale non sempre risulti possibile per la non coltivabilità di alcuni tipologie di virus
(virus dell’epatite E, norovirus). 
Fra le tecniche di biologia molecolare, la reazione a catena della polimerasi (PCR) è
sicuramente una delle più sensibili e più utilizzate per la ricerca di virus nell’ambiente.
Tale metodica richiede tempi brevi (5-6 ore) ed è in grado di identificare diversi agenti
in uno stesso campione senza risentire, a differenza delle colture cellulari, del feno-
meno dell’interferenza virale. Uno dei problemi fondamentali conseguenti all’appli-
cazione della PCR in campo ambientale è tuttavia la possibile presenza di sostanze
(acidi umici e fulvici) capaci di interferire chimicamente o stericamente con la rileva-
zione. Inoltre, poiché la maggior parte dei virus presenti nell’ambiente è a RnA, è ne-
cessaria la messa a punto di metodi di estrazione degli acidi nucleici che siano in
grado di purificare il campione dalla presenza delle ribonucleasi. Quindi l’applicazione
di questa tecnica richiede sempre una fase di messa a punto e di validazione. Devono
essere sempre previsti controlli positivi o negativi e la conferma dei risultati con se-
quenziamento: ciò permette anche l’identificazione a livello di ceppo e rende, quindi,
possibili analisi filogenetiche e studi di epidemiologia molecolare. nella realtà anali-
tica odierna, con la real time PCR è possibile quantificare i virus anche in matrici am-
bientali; inoltre, con multiplex PCR e microarrays, si può procedere alla ricerca di virus
diversi in contemporanea: si deve però considerare che l’applicazione di tali metodi
per attività analitiche routinarie non risulta tuttora proponibile per i relativi risvolti
economici. Essi presentano comunque un limite: i virus ritrovati nell’ambiente con
saggi non colturali potrebbero non essere vitali e, quindi, non rappresentare un ri-
schio immediato per il lavoratore. Tuttavia, l’evoluzione delle tecniche di rilevazione
con conseguente aumento della specificità e della sensibilità, possono portare all’uti-
lizzo dei dati ottenuti in ottica di valutazione quantitativa del rischio microbico, nor-
malmente conosciuta con l’acronimo della dizione inglese QMRA (Quantitative
Microbial Risk Assessment). Tale approccio è stato recentemente attuato per la stima
del rischio di infezione da adenovirus umano in differenti ambienti di lavoro (impianti
di depurazione delle acque reflue, impianti di smaltimento rifiuti solidi, ambienti
ospedalieri e uffici) (Carducci et al., 2016).
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Di seguito viene illustrato nel dettaglio quanto è stato reperito dalla letteratura in
merito alla valutazione quantitativa dei livelli di contaminazione microbica rinvenuti
sulle superfici. 
Va premesso innanzi tutto che non esistono standard o riferimenti normativi, né sono
stati reperiti lavori in cui siano proposti valori indicativi o “indici” di riferimento come
per la contaminazione aerodispersa (Dacarro et al., 2000; European Collaborative Ac-
tion, 1993). 
La maggior parte dei lavori reperiti in letteratura, inoltre, riporta valori finalizzati a
valutare l’efficacia delle azioni di sanificazione condotte. Altri, infine, pur riferendosi
ai protocolli di pulizia adottati, indicano termini di accettabilità delle condizioni esi-
stenti: ad essi si farà riferimento di seguito. 
nelle tabelle che seguono, suddivise per settore lavorativo, sono indicate le metodi-
che utilizzate per l’analisi microbiologica delle superfici, i valori di riferimento proposti
dai vari autori (talvolta mutuati da altre fonti) e l’eventuale riferimento a specifici in-
dicatori di contaminazione. Le metodiche utilizzate dai vari autori risultano essere
molteplici (per i dettagli si rimanda al Capitolo 4): questo, se da un lato permette di
valutare approcci diversi al problema, ciascuno con i suoi pro e i suoi contro, dall’altro
indubbiamente contribuisce a creare disomogeneità operativa, rendendo difficoltoso
il confronto tra i risultati dell’analisi bibliografica. Tra gli aspetti non sempre omogenei
vi è anche la temperatura e il tempo di incubazione dei campioni microbiologici rac-
colti, fattori che possono influire sul risultato analitico finale. Per questo motivo nelle
tabelle seguenti sono state evidenziate, quando disponibili, le condizioni operative
adottate dagli autori relativamente a questi due parametri. 
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Di seguito si specificano dettagli interessanti per il presente lavoro tratti dai dati di
letteratura presentati in tabella, per una maggiore comprensione degli stessi.
La presenza di una carica batterica < 2,5 UFC/cm2 su superfici ospedaliere, quali letti,
sedie, tavoli, arredi vari e l’assenza di S. aureus (considerato come organismo indice
della contaminazione da patogeni), sono stati ritenuti da alcuni autori parametri utili
ai fini della valutazione del rischio di infezione (Amodio et al., 2014). Lo stesso con-
teggio di colonie aerobiche (ACC) <2,5 UFC/cm2, l’assenza di MRSA, valori di ATP bio-
luminescenza <250 RLU per altri autori (Sherlock et al., 2009) sono indicativi di una
superficie pulita. A riguardo, i valori di riferimento di RLU sono proporzionali alla sen-
sibilità del campione all’ATP bioluminescenza e allo strumento di questa misura. Vale
a dire che un valore limite più basso, come per es. 100 RLU, richiede un maggior nu-
mero di campionamenti. Secondo Mulvey et al. un livello di 100 RLU è correlabile a
2,5 UFC/cm2 in base al kit di analisi da loro utilizzato e potrebbe essere uno standard
da applicare per il post sanificazione degli ambienti, sebbene in alcuni punti di cam-
pionamento con valori di <100 RLU siano stati identificati degli stafilococchi (Mulvey
et al., 2011).
Anche una conta microbica totale < 5 UFC/cm2 è stata indicata come standard micro-
biologico per le superfici sottoposte a frequenti contatti negli ospedali (Dancer, 2004);
peraltro tale valore è lo stesso indicato dalla Swedish Food Standard Agency per le at-
trezzature per la produzione del cibo (Swedish code of statue SLVSFS, 1998). Per va-
lutare l’efficacia della pulizia negli ambienti ospedalieri (Malik et al., 2003) è stato
proposto anche un valore di CBT< 2,5 UFC/cm2.
Finora sono stati considerati valori di riferimento di contaminazione elaborati per gli
ambienti sanitari in genere, ma i locali ospedalieri sono caratterizzati da diversi livelli
di rischio di infezione a seconda del tipo di attività che vi si svolge, della presenza e
della tipologia dei pazienti (dall’ingresso alle sale operatorie). Le linee guida francesi
(Raccomandazioni Areclin) distinguono l’ambito ospedaliero in “zone” e i limiti di ac-
cettabilità della contaminazione post sanificazione variano a seconda delle zone
stesse. Le zone, identificate con numeri dallo 0 al 5 a seconda del rischio crescente,
sono le seguenti: 
Zona 0 : assenza di rischio (le parti esterne);
Zona 1: assenza di rischio (reparto amministrativo e logistico);
Zona 2: a basso rischio (reparto di pazienti non defedati);
Zona 3: rischio significativo (reparto di pazienti defedati);
Zona 4: rischio elevato (reparto di pazienti molto defedati);
Zona 5: rischio molto elevato (reparto di pazienti altamente defedati).

La frequenza dei controlli microbiologici per le zone 2 e 3 è considerata facoltativa, a
richiesta, mentre per la zona 4 deve essere stabilita una periodicità e per la zona 5 il
controllo è sistematico (circa due volte l’anno).
non vengono dati valori di riferimento per organismi indicatori, ma si riporta che
la presenza di alcuni organismi, come Staphylococcus spp., Aspergillus spp., Aciteno-
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bacter spp., Enterobacteriace, Pseudomonas spp., altri batteri Gram-negativi e lieviti,
indica la necessità di effettuare ulteriori indagini (Assistence Publique Hospital de
Paris - 2004).
Altri lavori, sempre afferenti al settore ospedaliero, riportano valori di riferimento
specifici per tipologia di ambiente.
Huang et al. (2013) hanno portato avanti uno studio sull’eventuale relazione diretta
tra la contaminazione microbica dell’aria e quella delle superfici, concludendo per
una debole positiva correlazione solo per i campioni di Pseudomonas aeruginosa. I va-
lori del campionamento delle superfici, effettuato tramite tamponi su 7 superfici delle
stanze e delle attrezzature, e del bioaerosol sono espressi in UFC/piastra per essere
confrontabili tra loro. Il campionamento dell’aria è espresso in UFC/m3 per confron-
tarlo con i valori limite raccomandati dall’EPA di Taiwan (500 UFC/m3 per i batteri e
1000 UFC/m3 per i funghi). 
nel valutare le superfici degli ambulatori chirurgici Inail Catamo et al., sulla base di
riferimenti bibliografici precedenti, hanno considerato tre classi di contaminazione:
accettabile, dubbia e alterata. Per la carica batterica totale un valore > 5 UFC/cm2 è
stato ritenuto come una situazione alterata, per la carica micetica 3 UFC/cm2. I cam-
pionamenti sono stati effettuati durante 3 orari di lavoro: prima dell’inizio dell’attività
lavorativa, durante e alla fine del turno, dopo la pulizia degli ambienti. I valori indicati
per i batteri, corrispondono a quelli indicati come standard da Dancer per gli ambienti
ospedalieri, mentre variano per Staphylococcus spp.
Luksamijarulkul e Pipitsangjan (2015) hanno analizzato la qualità microbica dell’aria
e delle superfici in occasione di 30 corse in autoambulanza. Oltre a riscontrare cam-
pionamenti con risultati superiori allo standard che avevano adottato (< 5 UFC/cm2)
hanno trovato una correlazione significativa tra la contaminazione batterica e fungina
presente nell’aria e quella sulle superfici analizzate.
Per quanto riguarda gli studi dentistici è stato condotto uno studio multicentrico in
Italia che ha coinvolto 102 strutture dislocate in 8 città. L’analisi della contaminazione
batterica è stata effettuata su aria, acqua e superfici, prima e durante l’attività lavo-
rativa. Per le superfici è stato ritenuto come accettabile un valore massimo di 1
UFC/cm2 (Castiglia et al., 2008). Ampliando e analizzando i dati precedenti, i parteci-
panti allo studio multicentrico hanno stabilito uno standard di riferimento elabo-
rando le mediane dei campionamenti effettuati, all’inizio e alla fine del turno di lavoro,
negli studi dentistici sulle superfici di lavoro (≤ 0,64 UFC/cm2) e sugli interruttori (≤
0,64 UFC/cm2) (Pasquarella et al., 2012). Gli autori hanno anche definito, per entrambe
le superfici, un valore di allerta, calcolandolo come 75° percentile dei valori di me-
diana, rispettivamente 1,48 UFC/cm2 e 1,31 UFC/cm2.
I metodi (test ATP e RODAC) sono ritenuti entrambi efficaci per misurare la pulizia e
la sanificazione di stalle, stabulari e attrezzature di ricovero degli animali, conside-
rando però che l’ATP bioluminescenza è economicamente più vantaggiosa. Per valu-
tare la contaminazione i limiti proposti sono quelli dell’APHA per pavimenti di stanze
ospedaliere, pari a 50 UFC/piastra (Ednie et al., 1998).
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Per la progettazione e la costruzione di clean room e di ambienti controllati, nel set-
tore farmaceutico si fa riferimento al Federal Standard 209E, sostituito poi dalla ISO
14644, che individua delle classi di ambienti controllati. Anche se non è stata dimo-
strata una relazione diretta tra le classi di ambienti controllati e i livelli microbiologici
presenti, l’industria farmaceutica ha utilizzato come standard quelli indicati nelle
GMP (Good Manufacturing Practice) dagli anni ‘60 (Ashour et al., 2011). 
A livello europeo, per le clean room è disponibile una guida alle GMP per la produ-
zione dei medicinali sterili (2008) che, alla luce dello standard UnI En ISO 14644-1,
raccomanda i seguenti limiti di contaminazione microbiologica riportati nella Tabella
16, suddivisi per zona (da A a D con A: operazioni ad alto rischio, B: preparazioni aset-
tiche a riempimento, C e D: operazioni meno critiche). Altri autori riportano valori più
alti per la zona A (<3 UFC).
La Guide du bionettoyage, Commission Centrale des Marchés (1990) per il settore far-
maceutico identifica 4 zone (da 1 a 4), con i rispettivi limiti di contaminazione.
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Le superfici nel settore alimentare possono costituire un substrato di crescita per la
flora microbica, essendo una riserva di potenziali elementi nutritivi derivati dai residui
alimentari. Tale flora microbica può essere disseminata per mezzo dell’aria e dell’ac-
qua, per veicolazione da parte del personale di produzione e/o per contatto diretto
con il prodotto. Per queste ragioni deve essere verificata l’efficacia della pulizia e della
disinfezione, attraverso tecniche microbiologiche validate, che impiegano piastre a
contatto o tamponi (Dossier Igiene della Biolife Italiana, 2009).
Silverman et al. (1981) ritengono che, rispetto alle 50 UFC/piastra suggerite come li-
mite per gli ospedali (APHA, 1970), per le superfici adibite alla preparazione del cibo
sia accettabile una conta < 150 UFC/piastra. Altri autori, per le superfici destinate alla
preparazione dei cibi, ritengono accettabili livelli di sanificazione che mantengano la
carica batterica mesofila al di sotto di 10 UFC/cm2, con una presenza di coliformi totali
≤ 1 UFC/cm2 e l’assenza di Salmonella (legge 30/04/62 n. 283) e di Listeria monocyto-
genes (regolamento CE n. 2073/2005). Gli stessi valori sono indicati anche da Osimani
et al. (2014) per la carica batterica totale e i coliformi nei controlli HACCP all’interno
di mense.
Souliotis et al. (2015) hanno proposto uno standard di riferimento per le superfici
delle macellerie dei supermercati, ritenendo “soddisfacente” un livello di carica ≤ 4
UFC/cm2, “accettabile” un valore compreso nel range 4 - 12 UFC/cm2 e “insoddisfa-
cente” un valore superiore a 12 UFC/cm2. Come organismi indicatori hanno consi-
derato sia i coliformi totali che E. coli, ritenendo “insoddisfacente” qualsiasi valore
di concentrazione uguale o al di sopra di 1 UFC/cm2. Lo stesso valore di 4 UFC/cm2

viene indicato per le superfici di lavorazione nei catering, abbassandolo ad un mas-
simo di 1 UFC/cm2 nel caso di utensili a diretto contatto con gli alimenti (Garayoa et
al., 2014). 
nella Guide du bionettoyage, Commission Centrale des Marchés (1990) gli ambienti in
cui sono trattati gli alimenti cucinati sono classificati in “zone”, analogamente a
quanto operato per il settore ospedaliero e farmaceutico, a ognuna delle quali sono
attribuiti limiti di concentrazione diversi, compresi tra 0,2 e 5 UFC/cm2. 
Azizkhan (2014) ha misurato il livello di contaminazione ambientale nelle industrie
alimentari, utilizzando tamponi e ATP bioluminescenza, verificando l’esistenza o
meno di una correlazione positiva tra i due metodi. I campionamenti hanno riguar-
dato le superfici a contatto con gli alimenti (miscelatore crema, taglieri, spremiagrumi,
e coltelli, e il piano di lavoro in marmo della zona pasticceria). Prima dell’intervento
di pulizia dei locali i campioni mostravano livelli elevati di contaminazione, che si ri-
ducevano drasticamente dopo la pulizia. Prima della pulizia il coefficiente di correla-
zione (R) tra le due metodiche impiegate risultava molto basso, mentre dopo la fase
di pulizia e sanificazione il valore di R era alto. Secondo l’autore ciò era imputabile
probabilmente alle differenze tra i due metodi di rilevamento: infatti, mentre l’uso
dei tamponi e la successiva messa in coltura dei campioni sono in grado di rilevare
soltanto la presenza di microrganismi vitali, il metodo ATP bioluminescenza può rile-
vare anche la presenza di residui di cibo sulla superficie (questo spiegherebbe l’ele-
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vato valore di RLU misurato nei locali esaminati). Quindi l’ATP bioluminescenza può
essere un valido strumento operativo per monitorare il grado di pulizia delle superfici
delle industrie alimentari.
Per quanto riguarda le abitazioni civili, in letteratura (Bech-Andersen e Elborne, 2003)
sono presenti valori di riferimento per la carica micetica.
Appare chiaro, analizzando le tabelle, che non esiste omogeneità nell’interpretazione
dei risultati analitici sia tra i diversi settori lavorativi che all’interno dello stesso settore.
Tuttavia si osservano alcune indicazioni ricorrenti.
Innanzitutto diverse norme tecniche propongono l’individuazione di differenti
“zone” all’interno di una stessa tipologia di ambiente di lavoro, caratterizzate da li-
velli diversi di rischio biologico e/o di possibilità di contaminazione, anche in fun-
zione della diversa suscettibilità delle persone ivi presenti (vedi ambiti ospedalieri).
Tale approccio potrebbe essere utile per altri ambienti di lavoro e l’individuazione
delle zone effettuata:
a) per ambienti normati, in base alla norma (ambienti sanitari, farmaceutici, clean

room);
b) per ambienti non normati, in base agli esiti della valutazione del rischio biologico,

avvalendosi eventualmente delle indicazioni contenute nelle norme tecniche di
altri settori lavorativi.

Per le diverse zone sono individuati criteri di interpretazione dei risultati. Per gli am-
bienti non normati può essere utile una disamina generale delle norme precedente-
mente riportate. I criteri di interpretazione prevedono solitamente due o tre livelli di
giudizio: ottimale (target), accettabile (di allerta), non accettabile (di azione).

Contaminazione batterica 
Per ambienti critici (es. sale operatorie di ospedali e clean room) viene proposto dai
diversi autori un valore di carica batterica totale ottimale pari a 0,2 UFC/cm2; per zone
a rischio molto alto il valore ottimale è 0,04 UFC/cm2. 
Per ambienti che potremmo definire a media criticità (ovvero assimilabili ai reparti di
degenza delle strutture ospedaliere) vengono proposti valori ottimali variabili tra 0,6
e 2,5 anche in funzione delle diverse tipologie ambientali, con un valore modale pari
a 2 UFC/cm2.
Per ambienti a bassa criticità, come ad esempio uffici, zone di transito, ecc. il valore
ottimale indicato è 5 UFC/cm2.
nel settore alimentare si nota una variabilità ancora maggiore, dovuta probabilmente
alla necessità degli operatori del settore di garantire e garantirsi uno standard di qua-
lità quanto più possibile specifico ed oggettivo. I valori indicati come ottimali per su-
perfici sulle quali vengono preparati gli alimenti variano da 0,08 a 10 UFC/cm2; in un
caso, riferito a superfici di ristoranti, si arriva però fino a 80 UFC/cm2. Il valore modale
è pari a 10 UFC/cm2.
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Contaminazione fungina
In ambito sanitario molte infezioni, specialmente opportunistiche, sono sostenute
da miceti: tuttavia, gli studi e le proposte di valori di riferimento sono molto scarse in
letteratura, rispetto a quelli sulla contaminazione batterica. Quando presenti, le in-
dicazioni in merito alla contaminazione fungina evidenziano valori ottimali in generale
più bassi di quelli della contaminazione batterica. 

In conclusione, in assenza di eventi patologici specifici, la comunità scientifica è orien-
tata verso un approccio analitico che consenta di conoscere il livello globale di con-
taminazione microbica delle superfici. Tenuto conto dell’oggettiva difficoltà di
interpretazione dei singoli risultati e dando per scontato l’utilizzo della medesima
metodologia di indagine, l’analisi dell’andamento nel tempo dei valori assume rile-
vanza per il controllo dei livelli di contaminazione ambientale. 
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La legge n. 82 del 25 gennaio 1994, il d.m. n. 274 del 7 luglio 1997 e infine il d.l. n.7
del 31 gennaio 2007 regolamentano, in Italia, la disciplina delle attività di pulizia, di
disinfezione, di derattizzazione e di sanificazione e i requisiti delle imprese che effet-
tuano tali servizi, fornendone le definizioni: 

PULIZIA: complesso di procedimenti e operazioni atti a rimuovere polveri, materiale
non desiderato o sporcizia da superfici, oggetti, ambienti confinati e aree di pertinenza;
DISInFEZIOnE: complesso dei procedimenti e operazioni atti a rendere sani determi-
nati ambienti confinati e aree di pertinenza mediante la distruzione o inattivazione
di microrganismi patogeni;
DISInFESTAZIOnE: complesso di procedimenti e operazioni atti a distruggere piccoli
animali, in particolare artropodi, sia perché parassiti, vettori o riserve di agenti infettivi
sia perché molesti e specie vegetali non desiderate. La disinfestazione può essere in-
tegrale se rivolta a tutte le specie infestanti ovvero mirata se rivolta a singola specie;
DERATTIZZAZIOnE: complesso di procedimenti e operazioni di disinfestazione atti a
determinare o la distruzione completa oppure la riduzione del numero della popola-
zione dei ratti o dei topi al di sotto di una certa soglia;
SAnIFICAZIOnE: complesso di procedimenti e operazioni atti a rendere sani deter-
minati ambienti mediante l’attività di pulizia e/o di disinfezione e/o di disinfestazione
ovvero mediante il controllo e il miglioramento delle condizioni del microclima per
quanto riguarda la temperatura, l’umidità e la ventilazione ovvero per quanto ri-
guarda l’illuminazione e il rumore.

L’igiene riveste un ruolo molto importante nel garantire il mantenimento di adeguati
livelli di sicurezza nelle strutture sanitarie, nell’industria alimentare e in qualunque
altro ambiente di lavoro. 
nell’industria alimentare il processo di sanificazione consente di evitare la contami-
nazione tra alimenti - operatore - ambiente, aumentando la sicurezza igienica dei pro-
dotti e la loro vita commerciale. Le norme di riferimento attualmente vigenti sono il
regolamento CE n. 852/2004 sull’igiene dei prodotti alimentari, che estende l’obbligo
dell’HACCP a tutto il comparto alimentare, il regolamento n. 853/2004 relativo al-
l’igiene dei prodotti di origine animale ed il regolamento CE n. 2073/2005 inerente i
criteri microbiologici degli alimenti. 
Il monitoraggio della contaminazione microbica aerodispersa e delle superfici è di
fondamentale importanza in tutte le situazioni in cui una non ottimale condizione
igienica può comportare la contaminazione dei prodotti alimentari e la possibile dif-
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fusione di infezioni o di malattie. Tale controllo è importante e necessario per verifi-
care l’efficacia delle procedure di pulizia che solitamente sono applicate in ambienti
quali mense, mense aziendali e industrie alimentari.  
nell’ambiente sanitario e socio-sanitario il rischio di trasmissione di microrganismi
patogeni a oggetti, ambiente, pazienti, operatori sanitari e visitatori è alto. Per con-
trollare il rischio un ruolo determinante svolgono l’igiene ambientale e della persona,
la disinfezione dei presidi medici riutilizzabili e delle attrezzature sanitarie oltre, ov-
viamente, la sterilizzazione degli strumenti. 
nel tempo sono stati condotti studi sulle dinamiche della contaminazione e sull’effi-
cacia dei prodotti disinfettanti e della sterilizzazione e sono state messe a punto pro-
cedure adeguate di pulizia, antisespi e disinfezione anche tenendo conto della
tipologia del materiale da trattare e del suo utilizzo. non esiste un disinfettante valido
per ogni occasione. Requisiti “ideali” che queste sostanze dovrebbero possedere (CDC
- Guideline for Disinfection and Sterilitation in Healthcare Facilities, 2008) sono:
- ampio spettro di azione; 
- rapidità nell’azione e capacità di mantenere l’attività per un periodo di tempo il più

lungo possibile;
- capacità di agire anche in presenza di sostanze organiche (sangue, urine, feci, pus,

tessuto necrotico);
- essere privi di tossicità acuta e cronica; 
- facile impiego;
- non alterare i tessuti viventi e i materiali da trattare;
- costo contenuto;
- elevato potere di penetrazione;
- inodori o avere un odori piacevoli;
- essere solubili nei liquidi di uso comune (acqua potabile) senza precipitazione della

soluzione;
- buone proprietà pulenti; 
- non dovrebbe arrecare danni all’ambiente in seguito allo smaltimento.
Attualmente le soluzioni in commercio non possiedono contemporaneamente tutti i
requisiti ideali.                                                                            

I disinfettanti 

Come noto, l’efficacia dei disinfettanti nel prevenire le infezioni è condizionata da
molti fattori e, in particolare, da:
- caratteristiche di attività del prodotto: i disinfettanti presentano spettri di azione anche

molto diversi tra loro;
- modalità d’uso;
- concentrazione di impiego: esiste una concentrazione ottimale, concentrazioni infe-

riori causano l’inefficacia o la riduzione di attività del disinfettante o antisettico, con-
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Tabella 19 - Ordine crescente di resistenza dei microrganismi ai disinfettanti chimici

SPORE

MICOBATTERI

VIRUS 
(SENZA RIVESTIMENTO LIPIDICO)

FUNGHI

BATTERI VEGETATIVI 
VIRUS (CON RIVESTIMENTO LIPIDICO)

centrazioni superiori possono essere all’origine di effetti indesiderati anche gravi;
- tempo di contatto: deve essere rigorosamente rispettato per garantire l’efficacia del

disinfettante, può variare in funzione dell’indicazione d’uso.

Condizioni ambientali:
- temperatura: in alcuni casi un aumento della temperatura può incrementare l’effi-

cacia del disinfettante, in altri può causare la sua degradazione;
- pH;
- presenza di materiale organico (ad esempio sangue, pus, plasma, feci, urine): può

ridurre o annullare l’attività del disinfettante o antisettico sia formando sulla su-
perficie dei microrganismi un rivestimento, che li protegge dall’azione del princi-
pio attivo, sia reagendo con il disinfettante stesso, neutralizzandone così 
l’efficacia;

- carica microbica: la presenza di un elevato numero di microrganismi riduce la pro-
babilità di successo del processo. Di qui la necessità di garantire una accurata de-
tersione preliminare che, eliminando il materiale organico e abbattendo la carica
microbica, crea le condizioni necessarie a garantire il successo della disinfezione.
Bisogna anche ricordare che l’attività dei disinfettanti è massima sui microrganismi
in sospensione mentre batteri in biofilm o essiccati sono più resistenti.

- tipologia dei microrganismi presenti: le varie specie di microrganismi hanno una di-
versa sensibilità all’azione dei disinfettanti (Tabella 19). 

non esiste, quindi, un disinfettante valido per tutti gli usi. La scelta deve essere fatta
valutando di volta in volta il materiale da trattare e la sua destinazione d’uso, il livello
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di disinfezione da raggiungere, la popolazione microbica che si ipotizza contaminare
l’oggetto, il grado di rischio per paziente e operatore, il costo dell’intervento.

Principi attivi più utilizzati per la disinfezione 

a) Alcoli
Chimicamente gli alcoli sono solventi dei grassi; per questo posseggono un buon po-
tere detergente. L’attività battericida, che si esplica attraverso l’effetto denaturante
sulle proteine, si realizza solo in presenza di una adeguata percentuale di acqua,
quindi in soluzione acquosa. L’attività biocida ottimale avviene a concentrazioni com-
prese tra il 60 e il 90% in acqua; a concentrazioni superiori al 90% l’attività biocida di-
minuisce, mentre prevale quella disidratante che causa fenomeni “di protezione” del
microrganismo all’azione del disinfettante. 

SPETTRO D’AZIONE: gli alcoli hanno azione battericida contro le forme vegetative dei
batteri Gram-positivi e Gram-negativi, sono parzialmente virucidi, ma non distrug-
gono le spore batteriche. L’attività è massima sui microrganismi in sospensione, ri-
dotta sui microrganismi essiccati, ad esempio, su superfici.
Gli alcoli non sono da considerarsi adatti a disinfezioni di alto livello; essi potenziano
l’azione di alcuni principi attivi disinfettanti e antisettici, come clorexidina gluconato,
PVP-iodio, ecc. 
Le soluzioni in alcool al 70% sono indicate solo per la disinfezione di medio livello di
oggetti semicritici e non critici, tenendo conto che lo spettro d’azione non è completo
e che è necessario garantire l’assenza di materiale organico. Il tempo di azione richie-
sto è di almeno 10 minuti.
L’alcool denaturato trova indicazione solo come solvente e detergente, quindi il trat-
tamento rapido di superfici lisce e dure sfrutta queste sue proprietà, in quanto la ra-
pida evaporazione non consente un tempo di contatto sufficiente a garantire un
effetto disinfettante sicuro.

b) Cloroderivati
Tutti i derivati del cloro agiscono attraverso la liberazione di acido ipocloroso, che è
il vero agente antimicrobico e si dissocia liberando lentamente ossigeno nascente il
quale a sua volta svolge azione battericida. Il potere disinfettante di tutti i composti
che liberano cloro viene espresso come “cloro disponibile”. La concentrazione delle
soluzioni di composti del cloro si esprime convenzionalmente in % di cloro disponibile
o cloro attivo ed in disinfezione come parti per milione (ppm); il rapporto che inter-
corre tra le due espressioni è: 1% = 10000 ppm.
Gli ipocloriti, che tra i disinfettanti a base di cloro sono i più usati, sono disponibili
sia in forma liquida (es. ipoclorito di sodio) che in forma solida (es. ipoclorito di calcio,
dicloroisocianurato di sodio).
Il clorossidante elettrolitico è una preparazione di sodio ipoclorito caratterizzato da
un elevato grado di purezza. Le soluzioni di clorossidante elettrolitico sono più stabili
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e hanno un pH meno alcalino rispetto all’ipoclorito di sodio, unendo così un minor
potere irritante a una maggiore concentrazione in acido ipocloroso (composto a cui
si deve l’azione disinfettante). 

SPETTRO D’AZIONE: in condizioni ottimali la loro attività è a spettro piuttosto ampio:
batteri Gram-positivi, Gram-negativi, funghi e virus idrofili e lipofili, micobatteri e per-
fino, in condizioni particolari, sulle spore.
La presenza di materiale organico riduce notevolmente l’attività dei cloroderivati, che
devono essere usati su oggetti e superfici puliti. 
I derivati del cloro non devono essere impiegati su oggetti metallici perché sono cor-
rosivi. non si devono utilizzare in presenza di acidi forti perché si ha la liberazione di
vapori tossici. Se utilizzati a una concentrazione superiore a quelle usuali, hanno
azione irritante per cute e mucose.
A diverse concentrazioni e formulazioni vengono usati per:
- disinfezione ambientale e di attrezzature sanitarie. L’ipoclorito di sodio allo 0,5%

in cloro attivo (sodio dicloroisocianurato in granuli) è il disinfettante di scelta per
lo spandimento accidentale di materiale biologico;

- antisepsi di ferite e mucose. 

c) Derivati fenolici 
Sono derivati dal fenolo, capostipite di questa famiglia, rispetto al quale presentano
migliori caratteristiche di sicurezza (diminuzione della tossicità) e di attività antimi-
crobica anche in presenza di materiale organico. I derivati fenolici maggiormente
usati nell’ambito della disinfezione e dell’antisepsi possono essere così suddivisi dal
punto di visto chimico:
- alchil e aril fenoli (tra cui l’ortofenil fenolo e para-cloro-meta-cresolo);
- fenoli alogenati (tra cui il para cloro meta cresolo e l’ortobenzil-para-clorofenolo).

A questo sotto gruppo appartengono anche esaclorofene e triclosan utilizzati in
antisepsi.

SPETTRO D’AZIONE: ogni derivato ha uno spettro di attività biocida mirato; per questo,
nella pratica, si utilizzano associazioni di fenoli, così da aumentare l’efficacia.
I derivati fenolici sono attivi su batteri Gram-positivi, Gram-negativi, virus lipofili (HIV,
HCV e HBV) e sul micobatterio. Le miscele polifenoliche attualmente disponibili in
commercio non sono tuttavia sporicide. 
I derivati fenolici sono utilizzati per la decontaminazione di strumenti chirurgici prima
della pulizia e della sterilizzazione.
In associazione con idonei detergenti o emulsionanti, che aumentano l’efficacia biocida
della miscela, sono utilizzati per la disinfezione ambientale (pavimenti, arredi, superfici).
L’uso dei fenoli in ambienti pediatrici è stata messo in discussione a causa dell’insor-
genza di iperbilirubinemia in bambini tenuti in nidi che utilizzano detergenti fenolici: i
composti fenolici non dovrebbero essere usati per la pulizia di culle e delle incubatrici.
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d) Clorexidina
La clorexidina è, in origine, un composto biguanidico cationico dotato di gruppi lipofili.
Si presenta come una polvere bianca, a reazione basica, praticamente insolubile in
acqua e in gran parte dei solventi organici. Viene salificata con l’acido gluconico per
renderla solubile in acqua e alcool (clorexidina gluconato). La clorexidina gluconato
a basse concentrazioni esercita attività batteriostatica mentre a concentrazioni più
elevate è battericida. Il meccanismo d’azione è di tipo elettrostatico, cioè la carica ca-
tionica (+) della clorexidina gluconato attira le cariche negative delle cellule batteriche
sulla cui membrana si fissa provocando, a elevate concentrazioni, danni irreversibili.
La struttura molecolare della clorexidina possiede un’elevata affinità per le proteine
dell’epidermide, che determina il suo rapido e persistente assorbimento a livello dello
strato corneo della cute dove permane molte ore. Impieghi ripetuti consentono, così,
di ottenere un effetto antibatterico cumulativo. Il pH ottimale per la sua attività varia
da 5 a 7, che corrisponde al range del pH epidermico. La clorexidina è caratterizzata
da bassa tossicità ed elevata e rapida azione battericida.

SPETTRO D’AZIONE: è un biocida a spettro limitato. Infatti ha attività elevata su batteri
Gram-positivi ma minore su Gram-negativi (Pseudomonas e Proteus sono resistenti).
Ha limitata attività su funghi. nei confronti dei virus, l’attività è solo a livello dei lipofili
(alcuni virus delle vie respiratorie, herpes, citomegalovirus) ed è comunque variabile.
non ha attività sporicida. 
L’otossicità e la neurotossicità ne precludono l’impiego nella chirurgia dell’orecchio e
del sistema nervoso centrale. L’associazione di clorexidina con un sale di ammonio
quaternario (cetrimide) porta a un prodotto con buona azione battericida e ottime
caratteristiche detergenti.

e) Iodofori
Gli iodofori sono dei complessi solubili di iodio con una molecola organica ad alto
peso molecolare (che funziona da trasportatore, come, ad es. il polivinilpirrolidone -
PVP) in grado di rilasciare gradualmente lo iodio. 
La concentrazione di iodopovidone viene espressa in termini di iodio disponibile, che
è la somma dello iodio libero e di quello di riserva. nelle soluzioni al 10% di iodopo-
vidone la concentrazione di iodio disponibile è pari all’1% (10000 ppm). L’attività bio-
cida è determinata dallo iodio che si libera dallo iodoforo. I vantaggi di questi
complessi rispetto allo iodio libero sono:
- aumento della solubilità dello iodio in acqua (miscibilità in acqua in tutte le pro-

porzioni);
- liberazione graduale dello Iodio con diminuzione degli effetti indesiderati derivanti

dalle alte concentrazioni di questo elemento quali: irritazione e colorazione dei
tessuti, corrosione di superfici metalliche;

- proprietà tensioattive con conseguente migliore penetrazione nei substrati or-
ganici.
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SPETTRO D’AZIONE: lo iodio molecolare ha proprietà battericide, virucide, fungicide,
micobattericide e sporicide, nelle opportune condizioni, ma gli iodofori, a causa del
minor contenuto di iodio molecolare libero, sono caratterizzati da una minore attività.
In particolare l’attività potrà essere di tipo batteriostatico o battericida in funzione
delle caratteristiche della soluzione scelta. 
Il campo di applicazione degli iodofori distingue i vari prodotti per:
- antisepsi preoperatoria delle mani
- antisepsi preoperatoria della cute integra del campo operatorio
- antisepsi delle venipunture, biopsie, artroscopie ecc.
- antisepsi della cute lesa (ferite, piaghe, ustioni).

Tutti questi disinfettanti devono essere conservati in contenitori scuri, ben chiusi, al ri-
paro dalla luce e dal calore. Gli iodofori, per ripetute applicazioni, possono essere re-
sponsabili di dermatiti allergiche da contatto ed eruzioni orticarioidi. Sono incompatibili
con acetone e acqua ossigenata. Sono stati riportati casi di acidosi metabolica, neutro-
penia ed ipotiroidismo per impiego di PVP-Iodio nell’antisepsi cutanea dei neonati.

f) Perossido d’idrogeno
La preparazione comunemente usata per l’antisepsi ha una concentrazione del 3%
peso/volume ed è nota come acqua ossigenata.
Liquido incolore, quasi inodore. È un potente biocida sui materiali inanimati, ma ha
un’attività molto blanda sui tessuti viventi. La blanda azione antisettica è però accom-
pagnata da un’efficace detersione meccanica con rimozione di piccoli detriti e dei tes-
suti necrotici delle ferite, grazie allo sviluppo di ossigeno nascente. Tale reazione è
rapida, pertanto l’effetto è molto breve.

SPETTRO D’AZIONE: lo spettro d’azione è diverso in funzione delle condizioni d’uso
(concentrazione, tempo, temperatura) e del campo d’impiego. Il perossido d’idrogeno
stabilizzato è attivo con un gran numero di microrganismi, inclusi batteri, lieviti, virus
e spore: risulta attivo in tempi brevi su anaerobi e batteri in forma vegetativa Gram-
negativi; i batteri Gram-positivi risultano essere più resistenti; l’azione sui funghi e su
alcuni virus è più lenta. Il perossido d’idrogeno stabilizzato al 7% si è dimostrato ste-
rilizzante in 6 ore (Rutala e Weber - CDC 2008). 
Viene utilizzato nel processo di sterilizzazione per dispositivi medici tramite autoclavi
al gas plasma. 
Alla concentrazione del 3% viene utilizzato nell’antisepsi di ferite, piaghe e abrasioni
per avere una adeguata detersione prima di utilizzare un antisettico più efficace, ove
e quando necessario. Soluzioni più concentrate sono caustiche per cute e mucose. 

g) Aldeidi 
Questa famiglia comprende prodotti che sono dotati di un ampio spettro di attività,
ma anche da una comune tossicità che li rende non adatti per l’impiego in antisepsi:
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- Aldeide glutarica 
- Ortoftalaldeide (OPA).

L’aldeide glutarica in soluzione acquosa è un liquido limpido incolore o leggermente
giallino con un tipico odore pungente. È un potente biocida. La sua attività è soprat-
tutto correlabile all’alchilazione dei gruppi sulfidrilici, carbossilici, aminici e idrossilici
di costituenti di microrganismi, con alterazione irreversibile della sintesi proteica e
degli acidi nucleici. La velocità di reazione è pH dipendente e raggiunge l’optimum
nel range compreso tra pH 7,5-8,5; al di sopra di questo pH si ha diminuzione della
stabilità. non è inattivata da sostanze organiche, non è corrosiva sui metalli ed è com-
patibile con gomma, plastica e strumenti con lenti.
È il disinfettante di riferimento in linee guida a livello internazionale per la disinfezione
di alto livello e sterilizzazione di materiali non sterilizzabili con il calore.

SPETTRO D’AZIONE: il suo spettro d’azione è ampio e comprende Gram-positivi,
Gram-negativi, bacillo di Koch, funghi, virus (compreso HIV) e spore batteriche, ma
i tempi d’azione variano a seconda delle condizioni. L’attività micobattericida risente
delle condizioni operative (concentrazione, temperatura, associazioni di principi at-
tivi) e del ceppo batterico (per Mycobatterium tubercolosis 60 minuti). 
È necessario rispettare i tempi di contatto affinché i materiali si possano considerare
sterili:
- 30 minuti per la disinfezione;
- 3 ore per la disinfezione ad alto livello;
- 10 ore per la sterilizzazione.

I tempi vanno adattati in rapporto alla strumentazione e all’uso.
Dopo il trattamento il materiale deve essere accuratamente risciacquato con acqua
sterile.
Le soluzioni di aldeide glutarica vanno sempre maneggiate con cautela ricordando
di conservarle in recipienti ben chiusi. L’aldeide glutarica va usata sotto cappa o in lo-
cali ben aerati, indossando idonei DPI I vapori sono irritanti per l’apparato respiratorio
e il contatto diretto con la cute dà luogo a processi di sensibilizzazione fino a eczemi
allergici.
In caso di contatto accidentale con gli occhi o la cute lavare abbondantemente con
acqua.
L’aldeide glutarica va eliminata come rifiuto speciale, in apposite taniche tenute ben
chiuse e ritirate dagli operatori della ditta deputata allo smaltimento. 
L’ortoftalaldeide (OPA) costituisce una valida alternativa alla glutaraldeide al 2% quale
disinfettante di alto livello. L’ortoftalaldeide è una molecola molto meno volatile della
glutaraldeide e la sua tossicità, pur mantenendo gli stessi organi bersaglio della glu-
taraldeide è di minore rilevanza.
La concentrazione di utilizzo attualmente in commercio è dello 0,55% e a questa con-
centrazione risulta attiva più rapidamente rispetto alla glutaraldeide stessa nei con-
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fronti di tutti i microrganismi (circa 10 minuti) con l’eccezione delle spore, relativa-
mente alle quali ha necessità di concentrazioni più elevate e tempi superiori (1% per
10-12 ore o 0,55% per 24 ore).
È una soluzione stabile e attiva in un range di pH ampio, pertanto non necessita di
attivazione. Per tempi di contatto prolungati può colorare permanentemente i sub-
strati con cui viene a contatto.
Come per tutte le aldeidi le indicazioni di impiego sono limitate al settore della disin-
fezione, in particolare quella di alto livello, soprattutto per strumenti dotati di fibre
ottiche. 
È necessario che il personale adotti tutte le misure di sicurezza (DPI) nel maneggiarlo. 
Ulteriori studi potranno chiarire meglio il profilo di questo nuovo disinfettante.

h) Acido peracetico
L’acido peracetico è prodotto dalla reazione dell’acido acetico con l’acqua ossigenata.
È caratterizzato da un’azione rapida contro tutti i microrganismi. I suoi prodotti di de-
gradazione non sono pericolosi, per cui è buono anche l’impatto ambientale. Rimane
efficace anche in presenza di materiale organico (richiede concentrazioni e tempi di
contatto superiori) ed è sporicida anche a basse temperature. 
L’attività dell’acido peracetico sembra sia legata alla sua capacità ossidante sia a livello
della membrana cellulare dei microrganismi che all’interno della cellula microbica. 

SPETTRO D’AZIONE: l’acido peracetico è caratterizzato da una rapida azione, anche a
basse concentrazioni e basse temperature, su tutti i microrganismi, comprese le
spore. Agisce su Gram-positivi, Gram-negativi, funghi e lieviti in 5 minuti a 100 ppm,
in presenza di materiale organico sono necessari 200-500 ppm. È risultato efficace
allo 0,26% contro tutti i ceppi di micobatteri - M. tuberculosis, M.avium intracellulare,
M. chelonae, e M. fortuitum - entro 20-30 minuti in presenza o assenza di un carico or-
ganico - fattore di riduzione log10 > 5. Tutti gli autori concordano nel ritenerlo tra i
pochi sterilizzanti chimici e disinfettanti in grado di ottenere, in ambito sanitario, una
disinfezione di alto livello. 
È considerato instabile, in particolare quando diluito: per esempio, una soluzione
all’1% perde la metà della sua forza attraverso idrolisi in 6 giorni, mentre l’acido pe-
racetico 40% perde 1% - 2% dei suoi principi attivi in circa 1 mese (Linee Guida CDC,
2008).
Le soluzioni concentrate e i vapori di acido peracetico a contatto con cute e mucose
causano fenomeni irritativi e a volte caustici, per questo bisogna seguire adeguate
procedure per le fasi della sterilizzazione degli strumenti. Possono inoltre danneg-
giare e corrodere alcuni metalli e materiale plastici. 
L’acido peracetico viene utilizzato nei sistemi chiusi automatizzati a variabili control-
late come sistema sterilizzante just in time, per dispositivi medici semicritici total-
mente immergibili, quando non sia attuabile o conveniente un altro tipo di
sterilizzazione. 
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i) Sali d’ammonio quaternari: QAC - Benzalconio cloruro, Dimetildidecilammonio clo-
ruro (benzoxonio, cetrimide).
Le caratteristiche chimico-strutturali dei composti dell’ammonio quaternario ne de-
finiscono l’impiego e dipendono dal tipo e dal numero di radicali alchilici e arilici pre-
senti nella molecola. Come disinfettanti possiedono diverse proprietà antimicrobiche,
quali effetto denaturante, complessante e precipitante sulle proteine. Gli effetti sulla
permeabilità cellulare e sulla funzionalità e integrità della membrana dipendono dalla
loro concentrazione. A basse concentrazioni l’attività è batteriostatica con alterazioni
della funzionalità di membrana e squilibrio dei gradienti elettrochimici. Ad alte con-
centrazioni promuovono un’azione battericida dovuta alla lisi della cellula microbica.

SPETTRO D’AZIONE: attivi su Gram-positivi e alcuni Gram-negativi, scarsamente attivi
su alcuni miceti e su diversi Gram-negativi. Mancanza di attività sporigena, micobat-
tericida e virucida. Inattivi sullo Pseudomonas aeruginosa. Alcuni microrganismi psi-
crofili possono manifestare resistenza.
Vengono inattivati dalle acque dure, dai residui organici, dalla cellulosa e dalla
gomma. Sono incompatibili con i tensioattivi anionici; quando vengono miscelati con
questi ultimi essi diventano inefficaci. non sono facilmente degradabili. Essendo sta-
bili nel tempo, quando vengono applicati su una superficie senza risciacquarli vi ri-
mangono a lungo, in questo caso potrebbero dare origine a fenomeni di resistenza
batterica. Per questo motivo è bene risciacquare a fondo la superficie trattata.
negli allegati si riportano una tabella riepilogativa dei disinfettanti utilizzabili per la
sanificazione delle superfici (Allegati b e c) e una tabella contenente la classificazione
CLP di alcune sostanze ad azione disinfettante (Allegato d).

Disinfezione in campo alimentare

La scelta dei disinfettanti nel settore alimentare è condizionata sia dallo spettro di
attività che dalla necessità di non lasciare residui tossici che potrebbero poi conta-
minare gli alimenti in lavorazione (Tabella 20).
Tra i disinfettanti più utilizzati nel settore alimentare troviamo:
- soluzioni a base di cloro: gli ipocloriti sono buoni prodotti e presentano aspetti

positivi rispetto alle normali esigenze nei settori alimentari. Solitamente, comun-
que, si impiegano a diluizioni tali da contenere circa lo 0,2-0,5% di cloro attivo (ad
esempio: candeggina commerciale 1 parte ogni 9 di acqua). 

- disinfettanti iodofori: sono quelli che contengono iodio. Rispetto agli ipocloriti
sono meno efficaci nella distruzione delle spore e vengono inattivati con maggior
facilità da materiale organico. Vanno utilizzati ad esempio per locali di confeziona-
mento sottovuoto, o comunque per ambienti, pavimenti e aria ambiente (atomiz-
zazione). Alcuni prodotti a base di derivati dello iodio possono essere usati per la
disinfezione delle mani del personale alimentarista (esempio: povidone ecc.).
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Tabella 20 - Principali applicazioni dei disinfettanti

Acqua destinata Industrie Disinfezione 
al consumo umano alimentari ospedaliera

Cloro SI SI SI

Iodofori nO SI SI

Fenoli nO nO SI

Ossidanti SI nO nO

Sali quaternari nO SI nO

Aldeidi nO nO SI

- composti di ammonio quaternario: il loro potere battericida è inferiore agli ipo-
cloriti o ai disinfettanti iodofori.

- alcooli (esempio: alcool denaturato): da soli sono spesso impiegati su superfici e
attrezzature (ad esempio di taglienti e lame, per sfruttarne il potere sgrassante,
ma la loro volatilità li rende poco penetranti e il loro potere disinfettante non è
molto forte. Hanno però il vantaggio di non lasciare residui.

- acidi e basi forti (esempio: soda caustica, ammoniaca, acido muriatico) sono usati
soprattutto per la loro capacità sgrassante e disincrostante. Occorre, prima di usarli,
verificare la resistenza delle superfici da trattare alla loro azione corrosiva. I loro re-
sidui vanno eliminati con molta cura, prima di riutilizzare l’area per lavorarvi alimenti. 

Disinfezione in ambiente sanitario 

Classificazione degli strumenti in ambito sanitario ai fini della disinfezione
In ambito sanitario, i dispositivi medici riutilizzabili necessitano di un idoneo tratta-
mento di disinfezione/sterilizzazione prima del loro successivo utilizzo, scelto sulla
base della classificazione degli strumenti secondo uno schema elaborato da Spaul-
ding verso la fine degli anni sessanta. 
Secondo questo schema (Spaulding, 1968; Rutala, 1990) i dispositivi utilizzati a scopo
diagnostico e terapeutico possono essere divisi in tre categorie, in base al potenziale
rischio di infezione che deriva dal loro uso (Tabella 21):
- Articoli critici: dispositivi destinati al contatto con tessuti normalmente sterili o col

sistema vascolare; sono correlati a un alto rischio di trasmettere infezione;
- Articoli semi-critici: dispositivi destinati al contatto con mucose e cute integre;
- Articoli non critici: strumenti, oggetti o superfici che non entrano in contatto con il

paziente o che entrano in contatto solo con cute integra. 

Le superfici ambientali si riferiscono ad una quarta categoria, aggiunta successiva-
mente (Favero, 1991).
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Il sistema di classificazione di Spaulding stabilisce diversi livelli di trattamento per le
3 classi di articoli. 

Per le superfici ambientali, come pavimenti, pareti, ripiani di tavoli, ecc. è sufficiente
un’accurata pulizia con acqua e detergente ed eventualmente una disinfezione a li-
vello intermedio o basso. In tale contesto è, però, necessario tenere in considerazione
la suddivisione degli ambienti in base al rischio infettivo. 
In conclusione, diversi studi hanno dimostrato un beneficio per la salute pubblica de-
rivante dalla disinfezione delle superfici ambientali come parte di un programma di
controllo delle infezioni. 
nelle tabelle b e c allegate in Appendice si fornisce un quadro di sintesi sul livello di
attività dei disinfettanti nei confronti degli agenti infettivi e sulle tipologie di disinfet-
tanti impiegabili per superfici semi-critiche o scarsamente critiche.
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Tabella 21 - Tipologia di articoli, livelli di disinfezione applicata e riduzione microbica ri-
chiesta  (Spaulding  - modificato da Rutala e Weber, 2013)

Classificazione Tipologia Livelli Efficacia sui
degli articoli degli articoli di disinfezione microrganismi

ARTICOLI CRITICI

Per specifica natura, 
indicazione d’impiego e 
tipologia del paziente. 

ARTICOLI SEMICRITICI

Per indicazione d’impiego
e tipologia del paziente.

ALCUnI ARTICOLI 
SEMICRITICI E nOn 
CRITICI  

ARTICOLI nOn CRITICI 

Cateteri cardiaci,
materiale 
impiantabile, 
laparoscopi,
articoli impiegati 
su pazienti ad alto 
rischio

Endoscopi, laringo-
scopi, ecc.

Stetoscopi, 
elettrodi o altre 
superfici

STERILIZZAZIOnE

STERILIZZAZIOnE/
DISInFEZIOnE DI 
LIVELLO ALTO

DISInFEZIOnE DI 
LIVELLO 
InTERMEDIO

DISInFEZIOnE DI 
LIVELLO BASSO

Tutti i microrganismi
comprese le spore

Tutti i microrganismi
ad eccezione delle
spore batteriche

Tutte le forme 
batteriche vegetative,
il micobatterio, la
maggior parte dei
virus e dei funghi, 
ma non le spore 
batteriche

Tutte le forme 
batteriche vegetative,
alcuni funghi e virus,
ma non micobatteri
o spore
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a) Il monitoraggio ambientale a supporto del controllo degli alimenti: analisi micro-
biologiche dei tamponi di superficie nelle industrie alimentari

Poiché le condizioni degli ambienti dove vengono prodotti gli alimenti possono in-
fluire in maniera importante sulla loro qualità igienica, il controllo dell’efficacia delle
pratiche di pulizia delle superfici e delle attrezzature utilizzate nella produzione riveste
un ruolo fondamentale nella prevenzione delle malattie trasmesse da alimenti.
Anche i regolamenti comunitari sottolineano l’importanza, ai fini della verifica del ri-
spetto dei criteri, di prelevare campioni dalle aree di produzione e manipolazione
degli alimenti; in particolare il regolamento (CE) n. 2073/2005 e s.m.i. sui “criteri mi-
crobiologici applicabili ai prodotti alimentari“ indica la ricerca di Listeria monocytogenes
nei settori di produzione di alimenti pronti per il consumo che, potendo essere con-
taminati da tale microrganismo, costituiscono un rischio per la salute pubblica. 
Il Laboratorio di Prevenzione dell’ATS della Brianza ha introdotto l’analisi di tamponi
ambientali nelle zone di produzione e manipolazione degli alimenti, effettuati su su-
perfici e attrezzature, per la valutazione della contaminazione residua dopo la loro
sanificazione.
Il controllo microbiologico delle superfici ha da sempre supportato, e tuttora sup-
porta, l’attività di controllo dei servizi competenti dell’ATS che, in sede di verifiche
presso gli operatori del settore alimentare, effettuano non solo campionamenti di
matrici alimentari, ma anche di piani di lavoro e attrezzature, secondo modalità e con
materiali forniti dal laboratorio.
Per molti anni le analisi sono state effettuate anche su richiesta di privati in ambito
di autocontrollo; in più di un caso i risultati del controllo delle superfici sono stati de-
terminanti nell’individuare problemi di contaminazione riscontrati negli alimenti, do-
vuti all’utilizzo di pratiche di sanificazione non efficaci o scorrette.
Per quanto riguarda i metodi di campionamento il riferimento normativo è costituito
dalla norma ISO 18593:2004 - Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal
methods for sampling techniques from surfaces using contact plates and swabs, nella quale
è decritto l’uso delle piastre a contatto, dei tamponi e delle spugnette (sponge-bag).
A fronte di uno studio di confronto condotto tra i diversi metodi, il Laboratorio ha de-
ciso di utilizzare di routine il metodo sponge-bag (Figura 7) in quanto esso permette
di campionare una superficie ampia (di norma 10x10 cm), di effettuare la determi-
nazione di diversi parametri microbiologici sullo stesso campione, e di evitare pro-
blemi legati al fatto che superfici particolarmente umide influiscano sulla crescita dei
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Figura 7 - Campionamento con la metodica sponge-bag

batteri determinando fenomeni di sciamatura o crescita di colonie sovrapposte che
ne rendono difficile il conteggio. 

I parametri microbiologici che di norma vengono determinati sui tamponi di super-
ficie effettuati nelle zone di produzione e manipolazione degli alimenti sono:
- Conta dei microrganismi aerobi mesofili a 30°C (metodo di riferimento ISO 4833-

1:2013), quale indicatore generico di contaminazione;
- Conta di Enterobatteriacee (metodo di riferimento ISO 21528-2:2004) quale indi-

catore più specifico in termini di igiene, dato che a questa famiglia appartengono
numerosi microrganismi di cui alcuni di origine ambientale e altri di origine fecale;

- Ricerca di Listeria monocytogenes (metodo di riferimento ISO 11290-1:1996/Amd
1:2004) quale microrganismo patogeno responsabile di malattie a trasmissione
alimentare dovute a contaminazione secondaria data la sua notevole capacità di
sopravvivenza nell’ambiente soprattutto a causa della sua elevata psicrofilia.

Quando ritenuto necessario, per esempio in occasione di indagini ambientali nel
corso di episodi di malattia a trasmissione alimentare, oltre a queste determinazioni
vengono effettuate le analisi per la ricerca di altri microrganismi, sia indicatori di con-
taminazione che patogeni. 
Il laboratorio ha richiesto e ottenuto l’accreditamento di diversi metodi per l’analisi
microbiologica di campioni ambientali prelevati nell’area di produzione e manipola-
zione degli alimenti (Conta dei microrganismi aerobi mesofili a 30°C; conta di Coli-
formi; conta di Enterobatteriaceae; conta di Bacillus cereus presunto; ricerca di
Salmonella spp.; ricerca di Escherichia Coli produttori di tossina Shiga like (STEC)). I
metodi utilizzati fanno riferimento a normative ISO il cui campo di applicazione com-
prende alimenti e tamponi ambientali. Fa eccezione la norma ISO per la ricerca di Li-
steria monocytogenes che ha come campo di applicazione esclusivamente matrici
alimentari; il laboratorio tuttavia utilizza il metodo, per quanto non accreditato, ed
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Tabella 22 - Criteri di valutazione del grado di pulizia dopo sanificazione applicati sul 
territorio di competenza dell’Asl Lecco

Grado di pulizia UFC/cm2

Parametro Buono Accettabile Insufficiente

Conta batterica ≤ 100 > 100 - ≤ 500 > 500

Enterobatteriaceae ≤ 1 > 1 -  ≤ 5 > 5

effettua la ricerca di questo microorganismo per la sua implicazione nelle contami-
nazioni di origine ambientale.
Per quanto riguarda i criteri di valutazione delle condizioni igieniche dell’ambiente
sulla base degli esiti di analisi microbiologiche di tamponi di superficie, la normativa
è disponibile solo per ambienti particolari (es. sale operatorie) e non per gli ambienti
di produzione di alimenti.
“Per questo il laboratorio, sulla base della valutazione” delle serie temporali dei dati
provenienti dal monitoraggio in regime di autocontrollo e dal controllo ufficiale di “10
anni di attività, ha definito delle classi di contaminazione” cui rapportarsi per dare poi
una valutazione qualitativa dell’entità della contaminazione delle superfici indagate. 
In particolare le classi di contaminazione sono state calcolate definendo i valori mi-
nimi, medi e massimi dei dati raccolti dopo l’applicazione delle procedure di sanifica-
zione.
Il giudizio associato alle classi di contaminazione identificate come descritto è stato
concordato con il servizio Asl responsabile dei controlli ufficiali, associando a un certo
livello di contaminazione i dati di qualità igienico sanitaria complessiva riscontrata
nelle strutture oggetto di indagine. 
È stato così possibile elaborare un modello che attualmente viene applicato ad ogni
struttura per la valutazione qualitativa del “grado di pulizia” in base al quale è possi-
bile esprimere un giudizio sull’efficacia delle pratiche di sanificazione (Tabella 22).
Chiaramente, pur conservando l’approccio metodologico, i livelli di carica associati
alle classi di giudizio possono essere suscettibili di variazioni in funzione della tipolo-
gia degli ambienti indagati e dei dati raccolti.

b) Il monitoraggio ambientale come strumento di verifica della sanificazione: l’espe-
rienza presso un impianto di lavaggio e decontaminazione di contenitori riutilizzabili
per la raccolta di rifiuti ospedalieri

Già da molti anni nell’ambito della gestione dei rifiuti si è manifestata, anche nel set-
tore sanitario, la tendenza alla ricerca di metodologie alternative di smaltimento che
comportino un minor impatto sull’ambiente e un minor peso economico per le
aziende. Una soluzione tecnica, introdotta a tal fine per l’espletamento del servizio
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di raccolta dei rifiuti speciali ospedalieri, è rappresentata dalla sostituzione dei con-
tenitori in cartone a perdere con bidoni in polipropilene riutilizzabili; questa pratica
riduce tra l’altro il rischio di infezioni e lesioni sia del personale sanitario che degli ad-
detti alla raccolta e al trasporto dei rifiuti ospedalieri.
L’utilizzo di contenitori riciclabili richiede tuttavia l’attuazione di efficaci pratiche per
la loro pulizia e disinfezione, al fine di renderne sicura la successiva manipolazione;
è dunque indispensabile verificare l’efficacia dei processi di sanificazione e sterilizza-
zione cui sono sottoposti i contenitori attraverso un programma di monitoraggio che
permetta di quantificare il livello di contaminazione microbica presente sulle superfici
prima e dopo il trattamento.
Già dalla fine degli anni novanta il laboratorio è stato coinvolto in questa problematica
da una ditta che ha realizzato sul territorio un impianto per il lavaggio e la deconta-
minazione di contenitori riutilizzabili, sfruttando il vapore prodotto da un inceneri-
tore; fin dall’inizio della sua attività la ditta ha infatti commissionato al laboratorio il
monitoraggio microbiologico dell’attività dell’impianto stesso.
Da allora a tutt’oggi il laboratorio effettua con cadenza mensile il prelievo, tramite
sponge-bag, di superfici su un campione rappresentativo di contenitori prima del loro
trattamento e all’uscita dall’impianto di lavaggio; la superficie campionata, definita
tramite l’uso di un delimitatore, è pari a 10x10 cm. I campioni vengono poi sottoposti
ad analisi microbiologica per la conta dei microrganismi aerobi mesofili a 30°C e delle
muffe, quali generici indicatori di contaminazione.
Da qualche anno la ditta con cadenza annuale richiede un controllo allargato alla ri-
cerca di specifici microrganismi, sia con ruolo di indicatori (enterobatteri, enterococ-
chi, stafilococchi) sia di potenziali patogeni (Staphylococcus aureus).
I risultati ottenuti vengono espressi come UFC/cm2; le cariche microbiche ottenute
(ossia la somma della carica batterica mesofila e della carica micetica) vengono inse-
rite in classi di contaminazione che vanno dalla “crescita assente” in caso di assenza
di microrganismi sia batterici che micetici, al grado basso (da 1 a 10), medio (> 10 - ≤
100), alto (> 100 - ≤ 1000) ed elevato (> 1000). Questa classificazione è stata ottenuta
con un approccio analogo a quello descritto nel paragrafo precedente ossia attra-
verso l’analisi delle serie temporali di dati raccolti in più di 10 anni di monitoraggio e
attraverso il calcolo di: valori minimi che hanno permesso di identificare il range di
contaminazione basso, medi che hanno permesso di identificare la classe di conta-
minazione intermedia e massimi che hanno permesso di identificare la classe di con-
taminazione alta. In un secondo momento si è valutata la necessità di suddividere
ulteriormente quest’ultima classe in alta e molto alta, per discriminare meglio i risul-
tati di contaminazione che, pur alti, presentano una maggiore frequenza di accadi-
mento, da quelli molto alti che invece si verificano sporadicamente. 
In linea generale la maggior parte delle superfici non sanificate mostra una contami-
nazione microbica di livello medio - basso o medio - alto il che indica un corretto uti-
lizzo da parte degli operatori sanitari e riduce il rischio di incidenti per gli addetti al
loro impiego; dopo il trattamento si ottiene, di norma, un abbattimento della carica
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batterica iniziale. Il fatto che una certa percentuale di superfici risulti contaminata da
miceti a seguito del trattamento è stata imputata in condizioni normali ad una con-
taminazione secondaria da parte dell’aria. 
nel complesso i risultati ottenuti confermano la validità del sistema; tuttavia solo in-
terventi di verifica regolari e continuativi dell’esito del trattamento di sanificazione
sulle superfici permettono di avere il pieno controllo del processo. Infatti, in alcuni
casi, proprio grazie al controllo microbiologico effettuato è stato possibile identificare
malfunzionamenti dell’impianto; in certi casi addirittura è stato possibile anche con-
tribuire al miglioramento dell’efficacia dei trattamenti, per esempio negli studi di va-
lutazione di nuovi detergenti.

c) Il monitoraggio ambientale come strumento di verifica della salubrità degli ambienti
di vita e di lavoro

Le indagini ambientali per la valutazione della salubrità dei luoghi di vita e di lavoro
rappresentano un’importante attività del laboratorio a supporto del servizio di Igiene
e Prevenzione dell’Asl. Prevedono il campionamento di svariate matrici ambientali:
aria; polvere; acqua di rete e non, da ultimo l’esecuzione di tamponi di superficie me-
diante la tecnica sponge-bag con o senza delimitatore.
I punti da sottoporre a campionamento vengono definiti a seguito del sopralluogo e
della consultazione delle planimetrie dell’edificio e degli impianti. I risultati ottenuti
dai tamponi sono valutati congiuntamente a quelli delle altre matrici ambientali e
forniscono preziose informazioni circa la salubrità e l’efficienza impiantistica degli
ambienti indagati.
Le tipologie di superfici campionate sono:
- Condotti di distribuzione dell’aria nei punti di ispezione: questi campionamenti

hanno il fine di verificare l’efficacia degli interventi di pulizia programmata (in casi
particolari il controllo viene effettuato prima e dopo l’effettuazione della pulizia); i
parametri ricercati di norma sono la conta dei microrganismi aerobi mesofili a 30°C
(CBT) e la carica micetica (CM). I ceppi batterici e micetici isolati vengono sottoposti
a identificazione. Il confronto con le specie rinvenute nel bioareosol degli ambienti
serviti dall’impianto di aerazione permette di stabilire in che misura lo stato di pu-
lizia dell’impianto incida sulla qualità dell’aria indoor. 

- Superfici degli ambienti in prossimità delle bocchette di distribuzione dell’aria:
anche in questo caso, di norma, si ricercano CBT a 30°C e CM. Molto importante
l’identificazione delle specie micetiche: il confronto con quelle isolate dal bioareo-
sol e dalla polvere depositata negli interstizi consente di identificarne la possibile
provenienza (attività antropica, impianti aeraulici) e stabilire le modalità più appro-
priate per la loro eliminazione.

- Superfici/piani di lavoro destinati a particolari utilizzi: in alcune tipologie di am-
bienti indagati (ad esempio centri estetici, spa, alberghi), nel corso delle ispezioni
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può rendersi necessario valutare anche l’efficacia delle procedure di sanificazione
adottate dal personale. In questo caso oltre a CBT e CM possono essere ricercati
anche altri parametri quali stafilococchi, Pseudomonadaceae, Enterobatteriacee. Il
campionamento viene effettuato (con o senza delimitatore a seconda della tipo-
logia di superficie) prima e dopo le operazioni di sanificazione e al termine delle
analisi viene calcolato il tasso di abbattimento, dato dal rapporto fra la concentra-
zione del parametro dopo la sanificazione e dello stesso prima della sanificazione.
Sulla base dei dati storici si considerano accettabili tassi di abbattimento ≤ 0,1
UFC/cm2 per CBT e ≤ 0,3 UFC/cm2  per CM.

Le tipologie di campionamenti sono dettagliate nella Tabella 23 a pagina seguente.
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L’analisi della letteratura scientifica, della normazione tecnica e delle linee di indirizzo
nazionali e internazionali in materia di controllo microbiologico delle superfici è stata
condotta con l’intento di conoscere lo stato dell’arte in materia e di reperire, se pos-
sibile, indicazioni operative, indici e/o criteri applicabili trasversalmente nei diversi
contesti di lavoro. Questi sarebbero di grande utilità a quanti effettuano campiona-
menti microbiologici su superfici o valutano i risultati dei monitoraggi ai fini della tu-
tela della salute dei lavoratori e del mantenimento di condizioni igieniche ambientali
adeguate.
Per quanto concerne lo stato dell’arte in materia, desumibile dai documenti consul-
tati, si possono evincere le seguenti considerazioni:

a) In linea generale, gli ambiti lavorativi affrontati dalla letteratura scientifica e dalla
normazione tecnica in materia sono risultati principalmente due: “Farmaceutico-
Sanitario” e “Alimenti e mangimi per animali”. 
Molti lavori scientifici sono incentrati sul settore ospedaliero, dove la problematica
della contaminazione microbiologica delle superfici e delle attrezzature è partico-
larmente sentita. 
nel 1968 Spaulding distinse, in ambito nosocomiale, tre tipologie di superfici am-
bientali in funzione del rischio di infezione (superfici critiche, semi-critiche e non
critiche) e ai fini dell’individuazione dei requisiti di pulizia o di sterilità da adottare
(cfr. Tabella 21).
Il ruolo svolto dalle superfici nella trasmissione di microrganismi patogeni ai pa-
zienti è stato confermato dal riscontro della presenza di agenti responsabili di in-
fezioni nosocomiali sulle superfici ambientali delle stanze di degenza e
dall’evidenza che pulizia e disinfezione riducono l’incidenza delle infezioni corre-
late all’assistenza. 
I lavoratori che svolgono la propria attività in ambiente sanitario sono anch’essi
esposti al rischio infettivo, a causa dell’elevata resistenza ambientale dei patogeni,
della loro bassa dose infettante e potendo entrare in contatto con agenti infettivi
presenti anche su superfici. 
Per controllare tale rischio, normalmente vengono realizzati monitoraggi micro-
biologici di aria, acqua (sistemi idro-sanitari e di condizionamento) e superfici am-
bientali di sale operatorie, reparti ospedalieri, unità di emodialisi, terapie intensive
ecc. Le indagini sono generalmente limitate alla carica batterica totale e/o alla ri-
cerca di specie batteriche comunemente responsabili di infezioni nosocomiali. 
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Valori di riferimento per la valutazione dei risultati dei monitoraggi microbiologici
su superfici del reparto operatorio sono contenuti nelle Linee guida Ispesl, 2009.
Altri valori sono contenuti nell’Annex I dell’EU GMP Guide 2008, attinente alle aree
di fabbricazione medicinali per uso umano e veterinario. 
nel settore farmaceutico-sanitario, tuttavia, le norme tecniche che trattano di su-
perfici prendono in considerazione aspetti inerenti alla pulizia e all’igiene degli
ambienti ai fini della sicurezza e sterilità dei prodotti o dei pazienti e solo indiret-
tamente coinvolgono la tutela della salute del lavoratore, che svolge la sua attività
in tali contesti di lavoro. 
nel settore della microbiologia dei prodotti destinati all’alimentazione umana ed
animale le norme tecniche sul campionamento sono finalizzate alla prevenzione
dei pericoli di contaminazione degli alimenti nelle fasi di lavoro che possono rap-
presentare un punto critico per la qualità dell’alimento stesso e, anche in questo
caso, non sono direttamente finalizzate alla protezione dei lavoratori del settore.
Tutte le suddette indicazioni, comunque, poiché elaborate per la sicurezza di pa-
zienti e/o prodotti, possono senza dubbio costituire un valido riferimento anche
per la salute e sicurezza degli stessi lavoratori.

b) Relativamente alle metodologie di indagine utilizzabili per il campionamento mi-
crobiologico su superfici, l’impiego del metodo delle piastre a contatto è risultato
molto diffuso per la facilità d’utilizzo. Le piastre a contatto sembrano, inoltre, più
sensibili al recupero di batteri Gram-positivi rispetto ai Gram-negativi su superfici
di ambienti ospedalieri (Lemmen et al., 2001). Una limitazione all’uso di tale me-
todo è data dall’impossibilità di raggiungere punti critici quali angoli o curvature
delle superfici e di utilizzo su superfici non lisce. Inoltre, in caso di presenza di ca-
rica batterica molto alta, sussiste il rischio di sottostimare il livello di contamina-
zione, a causa dell’aggregazione dei batteri sulla superficie e della confluenza delle
colonie da conteggiare sulla piastra. 
L’uso di tamponi è largamente diffuso nel settore alimentare, ma anche in quello
sanitario, in cui risulta preferibile all’impiego delle piastre per la ricerca di stafilo-
cocchi aurei meticillina resistenti (MRSA), enterococchi vancomicina resistenti
(VRE) e batteri Gram-negativi multiresistenti (Lemmen et al., 2001). I tamponi per-
mettono di effettuare il campionamento microbiologico anche su superfici difficili
da raggiungere, come rubinetti e tubature, o lungo le testiere dei letti delle stanze
di degenza. Questa metodologia viene prescelta per campionare su superfici lisce
non porose, come quelle di acciaio, pareti dipinte, piastrelle, laminati di legno ecc.
I tamponi in nylon, in particolare, consentono una maggiore efficienza di recupero
delle cellule microbiche, in quanto i microrganismi non penetrano all’interno della
matrice di nylon, come avviene invece nei tamponi in cotone, ma rimangono sulla
superficie esterna. 
La metodica sponge-bag è molto utilizzata per la valutazione dello stato igienico
delle superfici nel settore alimentare. Rispetto al metodo del tampone, tale me-
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todica ha il vantaggio di consentire il prelievo su superfici più ampie e di assicurare
una maggiore efficienza di recupero in presenza di biofilm o screpolature, perché
è possibile esercitare una maggiore pressione. Il metodo non è adatto per super-
fici di piccole dimensioni.
La tecnica della bioluminescenza (ATP) è stata sempre di più adottata per monito-
rare lo stato di pulizia delle superfici di vari settori lavorativi, in particolare nel
campo dell’HACCP, per la possibilità di ottenere risultati validi in pochi minuti, a dif-
ferenza dei giorni necessari per l’esecuzione di test microbiologici. negli ospedali
tale tecnica ha trovato impiego nella valutazione del grado di inquinamento micro-
biologico sulle superfici dello strumentario e degli ambienti. Tale metodica, tuttavia,
può essere considerata solo uno screening iniziale di tipo quantitativo dell’inquina-
mento microbiologico presente: infatti, per poter discriminare il tipo e la specie di
contaminante/patogeno presente, l’uso del bioluminometro deve essere integrato
con analisi di tipo microbiologico. Per tale motivo, in diversi lavori si raccomanda
il monitoraggio integrato del livello di pulizia delle superfici attraverso la tecnica
dell’ATP bioluminescenza, la valutazione visiva e l‘analisi microbiologica. 

c) non sono stati reperiti lavori in cui sono suggeriti “indici” di contaminazione mi-
crobiologica delle superfici del tipo di quelli proposti per valutare la qualità del-
l’aria indoor (European Collaborative Action, 1993; Dacarro et al., 2000, ACGIH, 1999
ecc.): per i criteri di valutazione della contaminazione, si rimanda alle tabelle com-
parative riportate nei Capitoli 3 e 6. nella maggior parte dei lavori di letteratura
consultati, inoltre, i riferimenti proposti sono destinati solo a valutare l’efficacia
delle azioni di sanificazione condotte. 
In ambienti ospedalieri, il rinvenimento di una concentrazione batterica < 2,5
UFC/cm2 su superfici di letti, sedie, tavoli, arredi vari e l’assenza dello Staphylococcus
aureus (considerato come organismo indicatore della contaminazione da patogeni)
sono proposti da alcuni autori come benchmark per il rischio infettivo (Amodio et
al. 2014). Lo stesso valore di concentrazione è stato proposto anche come riferi-
mento per valutare l’efficacia degli interventi di pulizia (Malik et al., 2003).
L’impiego della metodologia tradizionale (metodo colturale delle piastre a con-
tatto) è stato confrontato con quello dell’ATP bioluminescenza (Aycicek et al., 2006;
Mulvey et al., 2011; Amodio et al., 2014; Azizkhan, 2014): secondo alcuni autori,
concentrazioni microbiche < 2,5 UFC/cm2 sono risultate associabili a corrispon-
denti valori di ATP bioluminescenza pari a 100, 250 e 500 RLU. Secondo altri, in-
vece, la presenza di materiale organico (sporcizia, residui di alimenti) sulle superfici
può comportare la non comparabilità tra i risultati ottenuti utilizzando entrambe
le metodiche.
Infine, il valore di concentrazione microbica totale < 5 UFC/cm2 è stato proposto
come il riferimento per superfici ospedaliere sottoposte a frequenti contatti (Dancer,
2004) e per la valutazione dell’igiene delle attrezzature impiegate per la produzione
del cibo (Swedish Food Standard Agency- Swedish code of statue SLVSFS, 1998). 
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I risultati della review bibliografica condotta dimostrano che, ai fini del controllo
della contaminazione microbiologica sulle superfici, non è al momento possibile
disporre né di una procedura operativa standard applicabile trasversalmente a
tutti i comparti lavorativi, né di valori di riferimento rispetto ai quali esprimere un
giudizio di accettabilità o meno dei risultati dei campionamenti condotti. Una pro-
posta di procedura adottabile è presente nelle Linee guida Inail sul Monitoraggio
microbiologico degli ambienti di lavoro (Inail, 2010).

In conclusione, a fronte della disponibilità sul mercato di un’ampia gamma di tecniche
e metodologie di indagine diverse, ognuna con i suoi vantaggi e i suoi limiti di im-
piego, la scelta della metodologia da adottare risulta determinata dalle sole caratte-
ristiche delle superfici da esaminare (lisce o meno, ampie o limitate ecc.) e dagli
obiettivi dell’indagine (protezione del prodotto o dell’alimento, verifica degli interventi
di pulizia effettuati ecc.), indipendentemente dal tipo di ambiente di lavoro in esame.
Ciò nonostante, la normativa tecnica consultata consente di trarre indicazioni e criteri
utili, rispetto ai quali impostare e realizzare un sistema di autocontrollo delle condi-
zioni igieniche ambientali e, in particolare, delle superfici. 
Tali elementi, che potrebbero essere applicati trasversalmente ai vari contesti lavora-
tivi, sono riassunti nell’elenco che segue. Presupposto imprescindibile è l’aver effet-
tuato una corretta valutazione del rischio biologico ai sensi del d.lgs. 81/2008 e s.m.i. 
- In esito alla valutazione dei rischi, individuare le fasi di lavoro a rischio biologico

(graduandone i livelli) e le aree/zone critiche (superfici più esposte alla contami-
nazione) a esse associate.

- All’interno di ogni area/zona, definire i punti critici o di controllo (ovvero i siti dove
effettuare il campionamento), nei quali sia possibile intervenire per ridurre o eli-
minare la contaminazione. È possibile individuare tali punti effettuando una serie
di campionamenti nell’area critica nel corso dell’attività di lavoro e misurando i li-
velli di contaminazione.

- Effettuare serie temporali di campionamenti e analisi nei punti critici e rappresen-
tare graficamente i dati per desumerne il trend temporale. In base al trend, definire
le “classi di contaminazione” cui rapportarsi (ad es. bassa, media, alta), associando
a ogni classe un giudizio igienico (ad es. buono, accettabile, insufficiente).

- Per verificare l’efficacia di un prodotto sanificante (tasso di abbattimento della con-
taminazione) rispetto a un altro, confrontare i livelli di contaminazione misurati
prima con quelli misurati dopo l’intervento di sanificazione effettuato con ciascun
prodotto, alle normali concentrazioni d’uso. 

- Effettuare il campionamento quando l’area critica è operativa e al massimo della
sollecitazione (ad es. a fine turno o durante il picco dell’attività lavorativa).

- Raccogliere un numero di campioni rappresentativo.
- Dichiarare sempre l’approccio (tecnica, procedura) adottato.
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a) Vie di trasmissione degli agenti infettivi

Le vie di accesso di un microrganismo all’ospite sono sinteticamente riconducibili a
5 tipi:

1. Ingestione. A questa tipologia appartengono le infezioni a circuito oro-fecale, ac-
quisite attraverso cibi o bevande contenenti l’agente infettivo e sono general-
mente indice di un basso tenore igienico-sanitario (tifo, paratifo, shigellosi,
brucellosi, epatite A ed E, ecc.). A questa via di trasmissione sono riconducibili
anche alcune intossicazioni alimentari dovute ad esotossine batteriche quali la
tossina botulinica (prodotta da Clostridium botulinum) e l’enterotossina stafilococ-
cica (prodotta da Staphylococcus aureus).

2. Inalazione. I microrganismi possono accedere alle vie respiratorie con le polveri
o gli aerosol sospesi nell’atmosfera, prodotti sia naturalmente che a seguito delle
attività d’impianti civili e industriali, oppure attraverso le goccioline di Flügge
emesse dall’uomo per nebulizzazione in seguito a starnuti, tosse o con il parlare.
Solamente le particelle di aerosol denominate “droplet nuclei” con diametro < 5
µm hanno la capacità di raggiungere il profondo tratto respiratorio (in quanto non
trattenute dalle vibrisse nasali o espulse dal movimento muco-ciliare dell’epitelio
respiratorio) e quindi veicolare efficientemente i microrganismi. Un gran numero
di agenti infettivi diversi, sia virus che batteri e funghi, sono trasmessi all’uomo
attraverso aerosol (virus influenzali, parainfluenzali, del morbillo, della varicella,
della mononucleosi, della SARS, oltre a Mycobacterium tuberculosis, Bordetella per-
tussis e Mycoplasma pneumoniae, ecc.), tutti a trasmissione interumana. Per altri
patogeni la fonte d’aerosol è squisitamente ambientale, come nel caso delle le-
gionellosi, trasmesse da aerosol generati per nebulizzazione di acque contaminate
contenenti Legionella pneumophila, il carbonchio polmonare causato dall’inala-
zione di spore di Bacillus anthracis, la melioidosi acquisita per inalazione di terriccio
polverulento contenente Burkholderia pseudomallei, o le varie forme di aspergillosi
polmonare, causate dall’inalazione dei conidi del fungo Aspergillus fumigatus.

3. Penetrazione percutanea. Lesioni delle superfici corporee (cute, mucose), per ef-
fetto di micro-ferite, traumi accidentali e indotti (ad esempio da interventi chirur-
gici) possono costituire la porta di accesso per vari microrganismi presenti
nell’ambiente, altrimenti incapaci di infettare l’ospite (ad esempio Clostridium te-
tani, il carbonchio cutaneo, la melioidosi) e le infezioni da puntura/ferita chirurgica
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sostenute da vari batteri ambientali patogeni opportunisti (ad esempio Pseudo-
monas aeruginosa) o da virus (ad esempio HIV, HBV, HCV).

4. Inoculazione. numerosi agenti infettivi sono trasmessi attraverso l’iniezione di-
retta del microrganismo in un tessuto o nel circolo ematico a seguito di punture
di artropodi ematofagi o di morsi di animali che rappresentano gli ospiti intermedi
del patogeno e i vettori dell’infezione. Le zoonosi sono trasmesse attraverso que-
sta modalità, e la diffusione di queste malattie è strettamente correlata all’area
geografica di diffusione del vettore (varie rickettsiosi, le borreliosi, fra le quali
spicca la malattia di Lyme, oltre a malaria e a numerose infezioni virali).

5. Contagio sessuale. Alcuni patogeni hanno sviluppato meccanismi di adattamento
all’ospite che consentono loro una trasmissione attraverso l’atto sessuale (i papil-
lomavirus, il virus Herpes simplex, il virus dell’epatite B- HBV, l’HIV, Chlamydia tra-
chomatis, Treponema pallidum, il micete Candida albicans, il protozoo Trichomonas
vaginalis, ecc.)

Il processo infettivo
Per quanto concerne le interazioni tra patogeni ed ospite, l’intero processo infettivo
può essere schematizzato in tre fasi. Dapprima si ha il contagio o l’acquisizione, poi
si ha la fase della diffusione e infine si avrà la malattia, intesa come l’espressione ma-
nifesta dell’infezione nell’ospite. La malattia è un processo multifattoriale dovuto agli
effetti dannosi di particolari patogeni e alla reattività del sistema immunitario del-
l’ospite nei confronti dell’agente infettante. 
I fattori importanti che intervengono nella catena dell’infezione vengono di seguito
descritti. 
• Agente patogeno: virus, batterio, micete, parassita.
• Trasmissione: passaggio dell’agente patogeno dalla sorgente all’ospite.
• Sorgente d’infezione: può essere costituita o da mezzi animati, uomo o animale

malato, oppure inanimati, acqua-alimenti-oggetti.
• Infettività: attitudine di un patogeno a diffondersi dalla sorgente all’ospite.
• Dose infettante (o carica microbica): quantità di agenti microbici capace di cau-

sare infezione.
• Periodo di incubazione: periodo di tempo che intercorre tra ingresso del patogeno

e insorgenza di sintomi clinici della malattia.
• Ospite: soggetto suscettibile all’infezione.
• Soggetto portatore: ospite che non mostra sintomi, ma elimina l’agente patogeno.
• Trasmissione diretta: passaggio per contatto diretto tra soggetto infetto, malato,

portatore e soggetto sano recettivo.
• Trasmissione indiretta: passaggio tramite veicoli, come acqua, alimenti, utensili,

strumenti sanitari, sangue, siero, oppure vettori (artropodi).
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b) Attività dei disinfettanti
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Principio Spettro Livello di Note
attivo d’azione attività

Aldeide glutarica 2%

Ortoftaldeide 0,55%

Acido peracetico 0,2%

Perossido d’idrogeno 

Gram-positivi: +++ 
Gram-negativi: +++
Miceti: ++ 
Virus: ++ 
Spore: ++ 
Mycobaterium. 
tubercolosis: +

Gram-positivi: +++ 
Gram-negativi: +++
Miceti: ++ 
Virus: ++ 
Spore: ++ 
Mycobacterium 
tubercolosis: +

Gram-positivi: +++ 
Gram-negativi: +++ 
Virus: ++ 
Micobatteri: ++ 
Spore: ++

Gram-positivi: ++
Gram-negativi: +++
Micobatteri: +/- 
Miceti: + 
Virus lipofili: +
Virus idrofili: + 
Spore: -

ALTO

ALTO

ALTO

ALTO 
(conc. 6%)

BASSO 
(conc. 3%)

Eccellente attività biocida (ma effetto
lento su micobatteri e spore); è attiva
in presenza di materiale organico, non
è corrosiva. 

Presenta problematiche di tipo tossi-
cologico (azione irritante a livello re-
spiratorio e cutaneo, azione
sensibilizzante) che ne limitano l’uti-
lizzo, soprattutto in gestione manuale.
non è idoneo  all’impiego sui tessuti
viventi.

L’eliminazione del disinfettante dopo
l’uso deve essere fatta in accordo con i
regolamenti locali.

Pur mantenendo inalterata l’efficacia
biocida tipica delle altre aldeidi, pre-
senta dei vantaggi rispetto a queste
per la maggiore facilità d’utilizzo.

Alcuni micobatteri risultano essere re-
sistenti.

Possono essere inattivati da materiale
organico.

Vista la variabilità dei preparati in
commercio è indispensabile control-
lare la scheda tecnica e di sicurezza
fornita dal produttore.

Soluzioni concentrate di perossido
d’idrogeno (6% ed oltre) sono estre-
mamente reattive, ossidanti e corro-
sive. Viene utilizzato nel processo di
sterilizzazione per dispositivi medici
tramite autoclavi al gas plasma. 
È un potente biocida sui materiali ina-
nimati, ma ha un’attività molto più
blanda sui tessuti viventi.
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Principio Spettro Livello di Note
attivo d’azione attività

Cloroderivati

Alcoli (70-90%)

Polifenoli 
(alcune formulazioni)

Iodofori

Clorexidina

Gram-positivi: +++
Gram-negativi: +++
Micobatteri: ++ 
Miceti: + 
Virus lipofili: ++
Virus idrofili: ++ 
Spore: ++ (in partico-
lari condizioni d’uso)

Gram-positivi: +++ 
Gram-negativi: +++
Micobatteri: +/- 
Miceti: ++
Virus lipofili: ++ 
Virus idrofili: +/- 
Spore: - 
(virus HIV +++)

Gram-positivi, Gram-
negativi, virus lipofili
(compresi  HBV, HCV,
HIV) e sul bacillo di
Koch

Gram-positivi: +++
Gram-negativi: +++
Virus e Miceti: ++ 
Micobatteri: ++
Spore: +

L’attività nei confronti
del Mycobacterium tu-
bercolosis, delle spore
batteriche è condizio-
nata dal tempo di
contatto e dalla con-
centrazione

Gram positivi: +++
Gram negativi: ++ 
Micobatteri: + /- 
Virus lipofili: + 
Miceti: +

ALTO*
InTERMEDIO

InTERMEDIO

InTERMEDIO/
BASSO

InTERMEDIO

BASSO

*L’attività disinfettante dipende dalla
% di cloro disponibile.

I micobatteri necessitano di percen-
tuali elevate di cloro disponibile (circa
5000 ppm).

Alcune specie sporigene come il Clo-
stridium tetani necessitano sia di con-
centrazioni elevate che di tempi di
contatto prolungati.

Le miscele al 70% in peso di alcool
sono quelle che espletano la maggiore
attività.

Germicida. Le miscele in cui l’alcool ha
concentrazioni inferiori al 59% in peso,
hanno scarsa efficacia disinfettante.
L’alcool denaturato può essere usato
solo come solvente e detergente.

Disponibili sul mercato diverse asso-
ciazioni fenoliche con detergente che
presentano differenti profili di attività
(intermedio/bassa). 

Gli iodofori registrati come disinfet-
tanti sono prodotti dotati di livello di
attività intermedio.

Resistenze accertate: Pseudomonas
spp., Proteus spp., Serratia spp., 
Aspergillus spp., Burkolderia spp.
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Principio Spettro Livello di Note
attivo d’azione attività

Sali di ammonio qua-
ternario

Virus idrofili: - 
Spore: -

Gram positivi: ++
Gram negativi: +
Micobatteri: - 
Miceti: +/- 
Virus lipofili: -
Virus idrofili: - 
Spore: -

BASSO

L’associazione con sale di ammonio
quaternario (cetrimide) porta ad un
prodotto con buona azione batteri-
cida e ottime capacità detergenti.

Sono scarsamente attivi su alcuni mi-
ceti e su diversi Gram-negativi. Man-
canza di attività sporigena,
micobattericida e virucida. Inattivi
sullo Pseudomonas aeruginosa. 

Inattivati da materiale organico. 

non miscelare mai i composti d’am-
monio quaternari con i normali 
detergenti.

Legenda:
+++ molto buona; ++ buona; + scarsa; +/- molto scarsa; -  pessima.
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c) Disinfettanti per superfici ambientali semicritiche (a) o scarsamente 
critiche (b)
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Principio attivo

DERIVATI DEL CLORO
(500 - 1.000 ppm)

DERIVATI FENOLICI

CLOREXIDINA
1,5%+CETRIMIDE 15%

ALCOL 70%

(a)

si

si

(b)

si

si

si

si

Note

(a) Semicritiche: superfici a diretto contatto con paziente in-
fetto o a rischio di acquisire infezione o comunque super-
fici “ad alto rischio di contatto” che possono contribuire,
in via indiretta, alla trasmissione di microrganismi.

(b) Scarsamente critiche: superfici difficilmente coinvolte nel
trasferimento di microrganismi, quali pavimenti o pareti.

nella disinfezione ambientale i derivati del cloro, grazie all’am-
pio spettro e all’azione rapida e nonostante l’importante inter-
ferenza da parte del materiale organico, sono utili sia in
interventi di routine sia in caso di contaminazione. La concen-
trazione d’uso consigliata varia in rapporto alla quantità di ma-
teriale organico presente sulla superficie da trattare
(generalmente 500-1.000 ppm, ma 5.000 ppm e oltre se conta-
minazione importante): 5% per ambienti puliti, 10% per am-
bienti medio contaminati, 50% per ambienti molto contaminati
o concentrazioni ancora maggiori per la decontaminazione in
presenza di sangue.
• Prodotto per piani di lavoro e superfici di apparecchiature,

in quanto indicato per dispositivi medici
• Ha ottima attività antivirale
• È facilmente inattivato dal materiale organico,  specialmente

proteico
• non utilizzare su superfici metalliche.

La concentrazione d’uso è 0,5% - 1%, secondo il tipo di prodotto.
• Lo spettro d’azione è piuttosto ampio
• non è inattivato da materiale organico
• Disinfezione e lavaggio di pavimenti, pareti e piani di lavoro.

Risultano utili soprattutto nell’ambito della decontaminazione
e del trattamento ambientale.

Diluito al 3% è indicato per la disinfezione di superfici non trat-
tabili con derivati del cloro o derivati fenolici.
• Spettro d’azione limitato
• All'1% è indicato per la detersione-disinfezione delle culle

termostatiche.

Viene inattivato in modo importante dal materiale organico
eventualmente presente.
• L’elevata volatilità non consente, in genere, di garantire

tempi di contatto efficaci nel trattamento di superfici.
• Ottime le proprietà solventi/pulenti.
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È di particolare importanza la frequenza con cui viene fatto l’intervento.
- Il trattamento con disinfettante dovrebbe essere preceduto da accurata deter-

sione. Infatti la rimozione meccanica dello sporco è intervento sicuramente efficace
per abbattere la carica microbica. In alternativa si può prendere in considerazione
l’uso di un prodotto detergente-disinfettante.

- L’aspetto più critico del trattamento delle superfici è la difficoltà di garantire un ef-
ficace tempo di contatto; il semplice strofinamento non consente al disinfettante
di esplicare appieno la sua attività.

d) Classificazione CLP dei principi attivi dei disinfettanti
Fonte: (www.echa.europa.eu)
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Disinfettanti Settori
Classificazione CLP

di utilizzo
(Classificazione, etichettatura e imballaggio) 

(CE) 1272/2008

Acido 
peracetico

CAS 79-21-0

Aldeide 
glutarica

CAS 111-30-8

Perossido
d’idrogeno

CAS 7722-84-1

Derivati fenolici

Disinfezione
ospedaliera

Industria 
alimentare

Disinfezione
ospedaliera

Disinfezione
ospedaliera

Industria 
alimentare

Disinfezione
ospedaliera

H226;  H242;  H302;  H312;  H314;  H 332;  H 400;  H335

H301;  H314;  H317;  H331;  H334;  H400

H271: C ≥ 70 %
H272: 50 % ≤ C < 70 %
H314: C ≥ 70 %
H314: 50 % ≤ C < 70 %
H315: 35 % ≤ C < 50 %
H318: 8 % ≤ C < 50 %
H319: 5 % ≤ C < 8 %
H335: C ≥ 35 %

Orto-fenilfenolo

H319; H315; H335; H400
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Disinfettanti Settori
Classificazione CLP

di utilizzo
(Classificazione, etichettatura e imballaggio) 

(CE) 1272/2008

Soluzioni di
cloro attivo

Clorexedina

Disinfezione
ospedaliera 

Industria 
alimentare

Para cloro meta cresolo

H302; H312; H318; H317; H400 

Ortobenzil-para-clorofenolo

H332; H315; H318; H317; H373; H400

H318;   H410
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Antisepsi
È l’insieme delle procedure che determinano l’arresto della crescita dei microrganismi,
presenti su tessuti viventi, attraverso una loro inibizione o distruzione. L’antisepsi si
attua con mezzi chimici (antisettici). Il termine antisettico di solito si usa per sostanze
germicide che vengono impiegate su tessuti viventi e che pertanto devono essere
compatibili, a seconda dei casi, con cute integra, cute lesa, mucose e non devono pre-
sentare caratteristiche di tossicità acuta o cronica.

Asepsi
Situazione in cui si ha completa assenza di microrganismi viventi, raggiungibile con
la sterilizzazione.

Battericida o germicida
Agente fisico o chimico in grado di uccidere microrganismi in fase vegetativa (batteri,
miceti, virus).

Benchmark
Obiettivo di concentrazione microbica da raggiungere. Comprende “valori target” e
“valori di allerta”.

Biocida
È una sostanza che uccide gli organismi viventi, patogeni e non.

Carica microbiologica (bioburden)

Popolazione di microrganismi vitali presenti su un prodotto e/o su una confezione
prima del trattamento di sterilizzazione (definizione tratta da UnI En 556).

Contaminazione
Presenza transitoria di un agente infettivo su una superficie corporea, su indumenti,
effetti letterecci, strumenti e altri oggetti inanimati, oppure sostanze alimentari e cibi
in genere. non è presente invasione dei tessuti o reazione dell’organismo ospite.

Decontaminazione
La decontaminazione consta in un’elevata riduzione della carica microbica su mate-
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riali o superfici contaminati, attraverso l’impiego di mezzi chimici (disinfettanti) o fisici
(calore).
La decontaminazione è operazione da effettuarsi prima della detersione ed è ob-
bligatoria nel caso in cui sia presente contaminazione biologica a rischio di trasmis-
sione virale, con particolare attenzione per il sangue. Pertanto tutto il materiale
riutilizzabile, venuto a contatto con liquidi potenzialmente infetti, prima di essere
sottoposto alla procedura di detersione deve essere decontaminato. La deconta-
minazione deve essere effettuata subito dopo l’uso e/o la contaminazione, comun-
que nel più breve tempo possibile. È necessario sottolineare che la
decontaminazione abbatte la carica microbica, ma non garantisce condizioni di si-
curezza: per questo l’operatore nelle procedure successive dovrà attenersi ad ade-
guate misure di cautela.

Detersione
La detersione consiste nella rimozione e nell’allontanamento dello sporco e dei mi-
crorganismi in esso presenti, con conseguente riduzione della carica microbica. Il ri-
sultato dell’azione di detersione dipende da alcuni fattori: azione meccanica (es.
sfregamento), azione chimica (detergente), temperatura e durata dell’intervento. La
detersione è un intervento obbligatorio prima di disinfezione e sterilizzazione, perché
lo sporco è ricco di microrganismi che vi si moltiplicano attivamente ed è in grado di
ridurre l’attività dei disinfettanti.

Disinfezione
La disinfezione è un processo che ha l’obiettivo di uccidere i microrganismi patogeni
o potenzialmente patogeni presenti su superfici ed oggetti, riducendo la carica mi-
crobica fino a livelli di sicurezza. Può essere attuata con mezzi chimici (disinfettanti)
o fisici (calore).
Il termine “disinfettante” è più frequentemente usato per indicare quei prodotti che
distruggono i germi nella fase di sviluppo, ad eccezione delle spore batteriche, parti-
colarmente resistenti.
L’azione dei disinfettanti dipende da vari fattori:
1. livello di attività del prodotto;
2. concentrazione d’uso;
3. tempo di contatto;
4. grado di contaminazione iniziale del prodotto da trattare (carica microbica, pre-

senza di materiale organico).

Alcuni disinfettanti (aldeide glutarica e acido peracetico), in condizioni d’uso partico-
lari, possono agire anche sulle spore (effetto sporicida).

Envelope
Involucro della particella virale.
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Fonte dei limiti
Provenienza dei Valori di riferimento. 

HACCP
Hazard Analysis and Critical Control Points, ovvero analisi dei rischi e punti critici di con-
trollo per prevenire la contaminazione degli alimenti.

Indice
Espressione sintetica delle dimensioni della contaminazione microbiologica. 

Microrganismo indicatore
Indicatore biologico, bioindicatore, organismo o un sistema biologico usato per va-
lutare una modificazione della qualità dell’ambiente.

Sterilizzazione
Processo fisico o chimico che ha come obiettivo la distruzione di tutte le forme di vita
microbica, comprese le spore batteriche. In pratica il risultato che convenzionalmente
si ritiene adeguato è l’abbattimento della carica microbica al di sotto della soglia di
10-6. Ai sensi della norma UnI En 556-1:2002 il livello di sicurezza di sterilità (Sterility
Assurance Level o S.A.L.) deve corrispondere alla probabilità inferiore ad 1 su 1 milione
di trovare un microrganismo sopravvivente all’interno di un lotto di sterilizzazione.
Questo limite può essere garantito solo se, prima della sterilizzazione, la carica mi-
crobica iniziale (bioburden) è ≤ 102. Per le caratteristiche di efficacia e sicurezza, la
sterilizzazione è considerata intervento di prima scelta in presenza di situazioni a ri-
schio infettivo elevato.

Valori di riferimento
Valori numerici (puntuali o intervallari) attraverso i quali è possibile interpretare e
prendere una decisione in termini di accettabilità o meno delle condizioni esistenti
negli ambienti di lavoro o di civili abitazioni in esame. 
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