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Περίληψη

Ιστορικό: Οι Μολύνσεις Φροντίδας Υγείας (ΜΦΥ) είναι κάποιες από τις πιο 
συχνές επιπλοκές που προκύπτουν σε εγκαταστάσεις φροντίδας υγείας. Οι 
µολυσµένες επιφάνειες του περιβάλλοντος συνιστούν µια σηµαντκή εν 
δυνάµει πηγή µετάδοσης πολλών παθογόνων σχετικών µε την φροντίδα 
υγείας, έτσι ώστε να υποδεικνύουν την ανάγκη για νέες κραταιές στρατηγικές.
Σκοπός: Η παρούσα µελέτη έχει στόχο να αξιολογήσει το αποτέλεσµα ενός 
νέου µηχανισµού καθαριότητας που βασίζεται στον βίο-έλεγχο την παρουσία 
και την επιβίωση αρκετών µικροοργανισµών που ευθύνονται για ΜΦΥ (π.χ. 
Coliforms, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile), σε  συµπαγείς 
επιφάνειες σε ένα περιβάλλον νοσοκοµείου.
Μέθοδοι: Το αποτέλεσµα του µίκρο-βιολογικού κθαρισµού, το οποίο περιέχει 
σπορία Bacillus pumlus και Bacillus megaterium, σε σύγκριση µε τα 
πρωτόκολλα συµβατικού καθαρισµού, αξιολογήθηκε για 24 εβδοµάδες σε 
τρία ανεξάρτητα νοσοκοµεία (ένα στο Βέλγιο και δύο στην Ιταλία) και 
συλλέχθησαν περίπου 20.000 µίκρο-βιολογικά δείγµατα επιφανειών.
Συµπεράσµατα: Η παρούσα µελέτη υποδεικνύει τον µίκρο-βιολογικό 
καθαρισµό ως αποτελεσµατική στρατηγική στην συνεχή µείωση του αριθµού 
µικροργανισµών σχετικών µε ΜΦΥ στις επιφάνειες. Οι πρώτες ενδείξεις στο 
πραγµατικό επίπεδο των ΜΦΥ στις δοκιµές στα νοσοκοµεία που 
παρατηρήθηκαν σε συνεχή βάση, είναι πολύ ελπιδοφόρα, και µπορούν να 
οδηγήσουν σε µία νέα αποδοτική στρατηγική σε σχέση µε το κόστος, για να 
αλληλεπιδράσει ή να (βίο)ελέγξει τα παθογόνα που σχετίζονται µε την 
φροντίδα υγείας.
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Εισαγωγή

   Οι Μολύνσεις που σχετίζονται µε την Φροντίδα-Υγείας ( ΜΦΥ ) είναι 
από τις πιο συχνές επιπλοκές που προκύπτουν σε εγκαταστάσεις της 
φροντίδας της υγείας και αποτελούν ανησυχητική υπόθεση όσον αφορά την 
ασφάλεια και την ποιότητα της παγκόσµιας φροντίδας υγείας [1], όπως επίσης 
σε πρόσφατη αναφορά από τον Παγκόσµιο Οργανισµό Υγείας, αναφέρεται η 
επικράτηση σε νοσοκοµεία στο 8% σε χώρες υψηλού εισοδήµατος [2].
   Το Ευρωπαϊκό Κέντρο για τον Έλεγχο Νοσηµάτων τονίζει την επικρατούσα 
µελέτη επιβεβαιώνοντας ότι οι µολύνσεις οι οποίες σχετίζονται µε την 
φροντίδα υγείας αποτελούν ένα σηµαντικό πρόβληµα για την δηµόσια υγεία 
στην Ευρώπη, µε επικράτηση 5,7% (4,5 - 7,4%) το οποίο σηµαίνει 81.089 
(64.624 - 105.895) ασθενείς µε µία ΜΦΥ για κάθε ηµέρα σε Ευρωπαϊκά 
νοσοκοµεία µε ευρεία φροντίδα [3]. Συγκεκριµένα, αυτή η Ευρωπαϊκή µελέτη 
ανέφερε παρόµοια εκτίµηση νοσοκοµειακών µολύνσεων για την Ιταλία και το 
Βέλγιο, όπου το ποσοστό των ασθενειών µε ΜΦΥ υπολογίζεται 6,3% (5,4 - 
7,4%) και 7,1% (6,1 - 8,3%) αντίστοιχα [1]. Βάσει της παραπάνω µελέτης ο 
ετήσιος αριθµός των ασθενειών µε µία ΜΦΥ σε Ευρωπαϊκά νοσοκοµεία 
άµεσης φροντίδας µέσα στο 2011- 2012 ήταν 3,2 εκατοµµύρια, αν και µε ένα 
ευρύ κενό αξιοπιστίας από 1,9 έως 5,2 εκατοµµύρια ασθενείς. Παρόµοια 
περιστατικά µετρήθηκαν στις Ηνωµένες Πολιτείες της Αµερικής [4]. Εκτός 
των ανθρώπων που υπέφεραν, είναι επίσης εντυπωσιακό το οικονοµικό 
κόστος που σχετίζεται µε την διαχείριση ΜΦΥ. Πράγµατι, όπως αναφέρεται 
από τα Κέντρα Ελέγχου Νοσηµάτων και Πρόληψης (ΚΕΝΠ), εκτιµάται ότι 
οι γενικές άµεσες ετήσιες δαπάνες για µολύνσεις οι οποίες σχετίζονται µε την 
φροντίδα υγείας στα νοσοκοµεία κυµαίνεται από 35,7 σε 45 δισεκατοµµύρια 
δολάρια στις Ηνωµένες Πολιτείες [5]. Επιπλέον, η διαχείριση, η πρόληψη και 
ο έλεγχος των ΜΦΥ στις µέρες µας είναι ακόµη µια πρόκληση για τις 
εγκαταστάσεις φροντίδας υγείας [6,7].
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   Οι µικροοργανισµοί που συχνά αποµονώνονται από ΜΦΥ είναι, σε 
φθίνουσα σειρά, Escherichia coli (15,9%), Staphylococcus aureus (12,3%), 
Enterococcus spp. (9,6%), Pseudomonas auruginosa (8,9%), Klebsiella spp. 
(8,7%), Coagulase-negative staphylococci (7,5%), Candida spp. (6,1%), 
Clostridium difficile (5,4%), Entero- bacter spp. (4,2%), Proteus spp, (3,8%) 
και Acinetobacter spp. (3,6%) [3].
   Ένα σηµαντικό αµφιλεγόµενο και αµφισβητήσιµο ζήτηµα είναι ο ποιοτικός 
και ποσοτικός ρόλος του περιβάλλοντος στη διαδικασία µόλυνσης των 
ασθενών, ιδιαίτερα ο ρόλος των επιφανειών στην αποµόνωση και την 
επίπλωση. Είναι ευρέως γνωστόν ότι οι επιφάνειες δρουν ως δεξαµενές για 
µικροοργανισµούς και θα µπορούσαν να συµβάλλουν στην µετάδοση των 
νοσοκοµειακών παθογενειών, αυξάνοντας έτσι τον κίνδυνο της επανα-
µόλυνσης µέσω έµµεσης επαφής µε τον ασθενή [8-10]. Με σκοπό να 
µειωθούν παρόµοιοι κίνδυνοι, εφαρµόζονται διαδικασίες εξυγίανσης σε κάθε 
επιφάνεια µε την οποία άµεσα ή έµµεσα πιθανόν να έρθουν σε επαφή οι 
άνθρωποι. Παρά τις πειραµατικές αποδείξεις που αναφέρουν ότι συστήνεται 
λογική χρήση απολυµαντικών, η συστηµατική τους χρήση είναι ακόµη 
αµφιλεγόµενη [11-12]. Ωστόσο, συνιστάται από τις διεθνείς οδηγίες ως 
σηµαντική διαδικασία έτσι ώστε να αποφευχθούν οι µολύνσεις [13-17], όπως 
επίσης υπάρχουν αξιόλογα στοιχεία σχετικά µε τα οφέλη της καθαριότητας 
των νοσοκοµείων µειώνοντας ΜΦΥ [18]. Πράγµατι, η ανεπάρκεια να 
διασφαλιστούν ο ορθός καθαρισµός, η αποστείρωση ή η απολύµανση µπορεί 
να οδηγήσει στην µετάδοση των παθογόνων από ασθενή σε ασθενή [19].
   Παρ’ όλ’ αυτά, η ευρεία χρήση χηµικών απολυµαντικών παρουσιάζει 
κινδύνους στο περιβάλλον και στην ασφάλεια του προσωπικού. Είναι 
ξεκάθαρο ότι οι µικροοργανισµοί µπορούν να προσαρµοστούν σε ποικίλες 
φυσικές και χηµικές συνθήκες και γι’ αυτό το λόγο δεν εκπλήσσει το γεγονός 
ότι έχει σηµειωθεί ανθεκτικότητα στα αντισηπτικά και απολυµαντικά τα οποία 
χρησιµοποιούνται εκτενώς [20-21]. Για αυτό το λόγο, η σπουδαιότητα των 
διαδικασιών καθαριότητας που στοχεύουν στον έλεγχο του όγκου των 
παθογενών βακτηριδίων υποδεικνύει ότι είναι απαραίτητη µία νέα και 
συνεχής στρατηγική.
   Μία πολλά υποσχόµενη προσέγγιση, όπως αναφέρεται από τους Falagous & 
Makris, 2009, είναι η χρήση µη παθογενών µικροοργανισµών, δηλαδή 
προβιοτικά και ορίζονται ως ζωντανοί µικροοργανισµοί ικανοί να 
προσδώσουν οφέλη υγείας στον αποδέκτη, να αποικίσουν συµπαγείς 
επιφάνειες, έτσι ώστε να αλληλεπιδράσουν στον πολλαπλασιασµό και άλλων 
ειδών βακτηριδίων [22], σύµφωνα µε την ανταγωνιστική αρχή του 
αποκλεισµού (νόµος του Gause) [23-25]. Αυτή η έννοια έχει καθοριστεί ως 
βίο-έλεγχος όταν η εφαρµογή είναι ανταγωνιστική έναντι συγκεκριµένου 
παθογόνου [26], και έχει ήδη εφαρµοστεί µε επιτυχία στην καταπολέµηση των 
Legionella στα συστήµατα νερού [27].
   Αρκετοί ερευνητές επισηµαίνουν στοιχεία όπου οι προβιοτικοί τύποι 
µικροοργανισµών και των βιο-επιφανειών τους, ανταγωνίζονται την ανάπτυξη 
των νοσοκοµειακών παθογόνων σε µη-έµψυχες επιφάνειες [28-32]. Ωστόσο, 
δεν έχει ποτέ εξετασθεί η καθεαυτού εφαρµογή προβιοτικών τύπων 
µικροοργανισµών σε συµπαγείς επιφάνειες ως διαδικασία καθαρισµού. Για 
αυτό το λόγο, η αυτή η µελέτη αξιολογεί τα αποτελέσµατα του µικρό-
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βιολογικού καθαρισµού σε σκληρές επιφάνειες σε νοσοκοµεία µε την 
παρουσία και/ή επιβίωσης ΜΦΥ, σχετικών µικροοργανισµών σε τέτοιου 
είδους επιφάνειες. Για να διευκολυνθεί η στατιστική σπουδαιότητα των 
αποτελεσµάτων, η µελέτη διεξήχθη σε τρία ανεξάρτητα νοσοκοµεία (ένα στο 
Βέλγιο και δύο στην Ιταλία). Η σύγκριση έγινε µε χηµικό καθαρισµό και 
απολυµαντικού πρωτόκολλου. Αυτή η έρευνα στοχεύει στο να παρέχει 
επαρκείς πληροφορίες και δεδοµένα ώστε να καταλήξουµε αν η τεχνική βιό-
ελέγχου των νοσοκοµειακών επιφανειών µπορεί να δράσει ως µια συνεχή 
εναλλακτική ως προς τα χηµικά απολυµαντικά.

Μέθοδοι

Προκαταρτικά Τεστ

   Πριν από τις δοκιµές σε πραγµατικό χώρο στα νοσοκοµεία, ένας αριθµός 
προκαταρτικών τεστ διεξήχθησαν στο Πανεπιστήµιο Ghent, Πανεπιστήµιο της 
Φεράρα και το AZ Lokeren νοσοκοµείο, έτσι ώστε να καθοριστεί ο πιο 
κατάλληλος σχηµατισµός του µίκρο-βιολογικού καθαρισµού των προϊόντων 
προς χρήση. Κυρίως η ταυτότητα και η συγκέντρωση των µικροοργανισµών 
τα οποία χρησιµοποιούνται στα προϊόντα καθαρισµού, επιλέχθησαν µε στόχο 
τον κατά µέσο όρο µικροβιολογικό όγκο σε σκληρές επιφάνειες, το pH, την 
θερµοκρασία και την υγρασία. Τα προϊόντα µικρό-βιολογικού καθαρισµού 
που χρησιµοποιούνται σε επιτόπου δοκιµές συνιστούσαν σπόρια Bacillus 
subtilis, Bacillus pumilus και Bacillus megaterium, µε ορισµένη ποσότητα από 
56107   CFU ανά µιλίλιτρο του συµπυκνωµένου προϊόντος. Όλα τα προϊόντα 
κατασκευάστηκαν από την εταιρεία Chrisal (Lommel, Βέλγιο) και τα 
προµήθευσαν στο νοσοκοµείο AZ Lokeren της Chrisal και των δύο Ιταλικών 
νοσοκοµείων από την Copma scrl. (Φεράρα, Ιταλία).
   Με σκοπό να αποφευχθεί η µεροληψία στις πραγµατικές δοκιµές εξαιτίας 
των απορρυπαντικών στα προϊόντα που χρησιµοποιούνται, έλαβαν χώρα 
αρκετές επιτόπου δοκιµές στο νοσοκοµείο AZ Lokeren έτσι ώστε να 
συγκριθούν τα αποτελέσµατα ανάµεσα στην µικρό-βιολογική και την µη 
µικρό-βιολογική εκδοχή των προϊόντων (τα δεδοµένα δεν παρέχονται).

∆ήλωση ∆εοντολογίας

   Το πρωτόκολλο της µελέτης εξετάσθηκε, αναθεωρήθηκε και εγκρίθηκε από 
τις τοπικές Επιτροπές ∆εοντολογίας. Οι δοκιµές στα δύο Νοσοκοµεία που 
βρίσκονται στην Φεράρα (Sant’ Anna και San Giorgio) εγκρίθηκαν από την 
Επιτροπή ∆εοντολογίας, η οποία ονοµάζεται Comitato Unico della Provincia 
di Ferrara, (Unique Committee of the Ferrara Province), το Azienda 
Ospedaliero-Universitaria of Ferrara, (Φεράρα, Ιταλία). Για τον χώρου του 
νοσοκοµείου AZ Lokeren, η µελέτη αξιολογήθηκε και εγκρίθηκε από την 
επιτροπή δεοντολογίας AZ Lokeren Ethisch Comite (Λόκερεν, Βέλγιο). Οι 
δύο Επιτροπές ∆εοντολογίας ανέφεραν ότι δεν ήταν απαραίτητη η επίσηµη 
εξουσιοδότηση επειδή τα προβιοτικά προϊόντα δεν θα χορηγούνταν άµεσα σε 
ασθενείς, αλλά θα χρησιµοποιούνταν µόνο για καθαρισµό νοσοκοµειακών 
επιφανειών. Για αυτό το λόγο, οι Επιτροπές αντιπαρήλθαν την ανάγκη για 
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γραπτή ενηµερωτική αποδοχή από τους συµµετέχοντες εξαιτίας της τήρησης 
των κανόνων της µελέτης.

∆οκιµή σε πραγµατικό χώρο νοσοκοµείου

   ∆ιεξήχθησαν τρεις ανεξάρτητες ξεχωριστές δοκιµές, τοπικά και χρονικά, σε 
νοσοκοµεία. Σε κάθε ξεχωριστή δοκιµή σε πραγµατικό σκηνικό νοσοκοµείου 
έγινε σύγκριση µε συµβατικά πρωτόκολλα υγιεινής (χρησιµοποιώντας χηµικά 
καθαριστικά προϊόντα και απολυµαντικά) . Ο έλεγχος των καθαριστικών 
προϊόντων στο νοσοκοµείο AZ Lokeren αποτελούνταν από χηµικά 
απορρυπαντικά ( Ecolab, Groot Bijgaarden, Βέλγιο) και στα δύο Ιταλικά 
νοσοκοµεία χρησιµοποιήθηκαν απορρυπαντικά µε βάση τη χλωρίνη (Actichlor 
για όλες τις επιφάνειες που µπορούν να πλυθούν ακίνδυνα, Diversey S.p.A., 
Ιταλία). Τα µικρό-βιολογικά προϊόντα και στα τρία νοσοκοµεία αποτελούνταν 
από καθαριστικό πατώµατος, καθαριστικό εσωτερικών χώρων και καθαριστικό 
µπάνιου (Chrisal, Lommel, Βέλγιο). Έγινε σύγκριση ανάµεσα στον έλεγχο και 
τον µικρό-βιολογικό καθαρισµό και χρονικά αλλά και σε µονάδες µε 
πανοµοιότυπες υποδοµές µέσα στο νοσοκοµείο (όπως για παράδειγµα, δύο 
ορόφων γηριατρικής στο νοσοκοµείο AZ Lokeren). Εκτός από τα προϊόντα, 
όλες οι άλλες παράµετροι που σχετίζονταν µε τις διαδικασίες καθαρισµού (π.χ. 
συχνά χρησιµοποιηµένο εξοπλισµό) ήταν ίδιες ανάµεσα στον έλεγχο και τον 
µικρό-βιολογικό καθαρισµό. Ο καθαρισµός στο νοσοκοµείο AZ Lokeren 
διεξήχθη σύµφωνα µε το υπάρχον πρωτόκολλο υγιεινής, και στα δύο άλλα 
Ιταλικά νοσοκοµεία διεξήχθη σύµφωνα µε το Προβιοτικό Σύστηµα Υγιεινούς 
Καθαρισµού (ΠΣΥΚ) από την εταιρεία Copma scrl. Το προσωπικό 
καθαριότητας δεν γνώριζε ότι έκανε χρήση µικρό-βιολογικών προϊόντων 
καθαρισµού.

Πτέρυγες νοσοκοµείων – Νοσοκοµείο Αποκατάστασης San Giorgio 

   Το νοσοκοµείο San Giorgio (συνολική επιφάνεια 12.300 m2) είναι κέντρο 
αποκατάστασης για σοβαρές επίκτητες διαταραχές εγκεφαλικής βλάβης. Οι 
πτέρυγες που περιλαµβάνονται σ’ αυτήν την µελέτη διανέµονται σ’ ένα 
σύνολο τριών ορόφων, µε κάθε όροφο (4.100 m2) να αποτελείται από δύο 
πανοµοιότυπες κερδοσκοπικές πτέρυγες, δηλαδή την Μονάδα Σοβαρής 
Εγκεφαλικής Βλάβης και την Μονάδα Ιατρικής Αποκατάστασης. Αυτές οι δύο 
πτέρυγες είναι χωρισµένες µε έναν κεντρικό διάδροµο και η κάθε µία 
αποτελείται από 22 θαλάµους ανάρρωσης (28 m2) µε δύο κρεβάτια και µία 
τουαλέτα (4,2 m2). Σ’ αυτά τα δύο περιβάλλοντα, οι επιφάνειες που 
αντιµετωπίστηκαν αποτελούνταν από το δωµάτιο, τον διάδροµο, τα πατώµατα 
και τις τουαλέτες. Επιπλέον διεξήχθησαν διαδικασίες καθαριότητας και έγιναν 
δειγµατοληψίες στα έξι γυµναστήρια που χρησιµοποιούνταν για την 
αποκατάσταση των ασθενών.

Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο Sant’ Anna
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Οι πτέρυγες που περιλαµβάνονται στην µελέτη µέσα στο Νοσοκοµείο Sant’ 
Anna, αναφέρονται, η µία ως εσωτερικών ασθενών γενικής ιατρικής πτέρυγας 
αποτελούµενη από δύο πανοµοιότυπους χώρους (που ονοµάζονται S- και T- 
χώροι, ο καθένας µε επιφάνεια 550 m2), και µία πτέρυγα εξωτερικών ασθενών 
που περιέχει τα τµήµατα Οφθαλµολογίας, Καρδιολογίας και Ορθοπεδικής 
(286 m2 το καθένα, µε θαλάµους 22 m2). Οι θάλαµοι ανάρρωσης, (συνολικά 
20, µε επιφάνεια 38 m2 ο καθένας) και τουαλέτες 10 m2), παρακολουθούνταν 
µε δειγµατοληψίες µικροβιολογικές.

Νοσοκοµείο AZ Lokeren

   Σ’ αυτήν την µελέτη δύο δοµικά πανοµοιότυπες µονάδες (500 m2 ανά 
µονάδα) γηριατρικής έλαβαν µέρος στο σκηνικό του Νοσοκοµείου AZ 
Lokeren. Οι πτέρυγες φιλοξενούν ηλικιωµένους που υποφέρουν από ένα ευρύ 
φάσµα ασθενειών και παθολογικών καταστάσεων, συµπεριλαµβανοµένων της 
χειρουργικής, της φροντίδας ηµέρας και κάποιες περιπτώσεις που είναι 
απαραίτητη η θεραπεία µολύνσεων.

Μικροβιολογικές Εξετάσεις

   Το αποτέλεσµα των µίκρο-βιολογικών και συµβατικών προϊόντων, σε 
επιφάνειες µε συγγενείς µικροοργανισµούς µε ΜΦΥ, αξιολογήθηκε µε 
δειγµατοληψία των επιφανειών και µικροβιολογικές εξετάσεις µε βάση την 
καλλιέργεια. Έγινε έλεγχος των ακόλουθων συγγενών ΜΦΥ 
µικροοργανισµών: Staphylococus aureus και Escherichia coli και στα τρία 
νοσοκοµεία· Clostridium spp. στο νοσοκοµείο AZ Lokeren· Candid albicans 
στα νοσοκοµεία Sant’ Anna και San Giorgio. Σε διάρκεια έξι εβδοµάδων στο 
Πανεπιστηµιακό νοσοκοµείο Sant’ Anna, 24 εβδοµάδες στο νοσοκοµείο AZ 
Lokeren και 66 εβδοµάδες στο Νοσοκοµείο San Giorgio, συλλέχθησαν 
συνολικά 20.000 µικροβιολογικά δείγµατα (µεταξύ έξι και οκτώ ωρών µετά 
τον καθαρισµό) από ένα ευρύ φάσµα επιφανειών όπως πατώµατα, πόρτες, 
ντους, περβάζια παραθύρων, τουαλέτες, νιπτήρες, από πέτρα, ξύλο, πλαστικό, 
γυαλί ή µέταλλο.
   Όλα τα δείγµατα των επιφανειών εκτελέστηκαν εις τριπλούν µε πλάκες 
επαφής ΑΑΚΟ (Αντίγραφο Ανίχνευσης και Καταµέτρησης Οργανισµών), 
που χρησιµοποιούνται για µικροβιολογικό έλεγχο µε ισοδύναµο επιφάνειας 24 
cm2 της επιφάνειας. Χρησιµοποιήθηκαν τα παρακάτω µέτρα ανάπτυξης: 
McConkey Agar (BBL MacConkney Agar, BD) ως επιλεκτικό και 
διαφοροποιηµένο µέσο για την ανίχνευση και καταµέτρηση 
Enterobacteriaceae (ιδιαίτερα η οµάδα των coliform bacteria)· Baird Parker 
Agar (Meck Millipore Baird-Parker Agar) ως µέτρια επιλεκτικά και διαφορικά 
µέσα και καταµέτρηση coagulase-positive staphylococci, και 
χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση Staphylococcus aureus· Clostridium 
difficile agar (BBL Clostridium difficile· και Sabouraud Dextrose Contact 
Agar µε πρόσθετο choramphenicol (Merck Millipore) ως επιλεκτικό µέσο για 
την ανίχνευση και καταµέτρηση Candida albicans. Η εκκόλαψη έγινε αερόβια 
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σε 37uC (48 ώρες - 72 ώρες) για MacConkey, Baird Parker, Centrimide Agar 
και Sabouraud Dextrose Contact Agar, και αναερόβια χρησιµοποιώντας 
αναερόβια βάζα (GasPak, BD) σε 37uC (72 ώρες) για Clostridium difficile 
agar. Οι Σχηµατισµοί Μονάδων Αποικιών (ΣΜΑ) σε όλες τις agar πλάκες, 
µετρήθηκαν µε το χέρι µετά την περίοδο εκκόλαψής τους. Σποραδικά κάποια 
αποµονωµένα στοιχεία από τις παραπάνω agar πλάκες ταυτοποιήθηκαν έτσι 
ώστε να ελεγχθεί η επιλεκτικότητα των χρησιµοποιούµενων µέσων. Η 
ταυτοποίηση των αποµονωµένων στοιχείων αξιολογήθηκε από την API 20 E 
(bioMérieux, Inc, Durham, NC, USA), BBL Enterotube II (BD Diagnostic 
Systems) for Escherichia coli, API Staph (bioMérieux, Inc) for 
Staphylococcus aureus, and API
20 C Aux (bioMérieux, Inc) for Candida albicans.

Αντιβιογράµµατα

   Το πρωτόκολλο που χρησιµοποιήθηκε βασίστηκε στο Kirby-Bauer τεστ 
αντιµικροβιακής ευαισθησίας διάχυσης δίσκου [33-35], ακολουθώντας τα 
κριτήρια που οριοθετούνται από το κλινικό και εργαστηριακό ινστιτούτο, 
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) [36-37]. Εν συντοµία, µία 
agar πλάκα 90mm Mueller-Hinton εµβολιάστηκε µε αιώρηση του Bacillus 
subtilis (ATCC 6633), ή µε αποµονωµένα ποικίλα στοιχεία Bacillus, που 
αντιστοιχούν στο επίπεδο 0.5 McFarland. Μετά από 15 λεπτά, ένας χάρτινος 
δίσκος (Oxoid Ltd., Thermo Scientific, Basingstoke, Hampshire, United 
Kingdom) εµποτισµένος µε γνωστή συµπύκνωση ενός αντιµικροβιακού 
συστατικού το οποίο προστέθηκε, και οι πλάκες επωάστηκαν στους 37uC για 
24-28 ώρες. Οι ζώνες περιορισµού (µεταφρασµένες σε mm) καταµετρήθηκαν, 
και η ερµηνεία των αποτελεσµάτων βασίστηκε στα κριτήρια που αναφέρονται 
στο CLSI (Πίνακας S1) [38].

Μοριακές αναλύσεις

   Η παρουσία ανθεκτικών αντιµικροβιακών γονιδίων στα αποµονωµένα 
στοιχεία Bacillus που συλλέχθηκαν αξιολογήθηκε µε την ποσοτική µέθοδο 
πραγµατικού χρόνου PCR (qPCR). Το µικροβιολογικό γονίδιο DNA 
αποστάχθηκε από κάθε ένα αποµονωµένο στοιχείο µε τον, QIAmp UCP 
Pathogen Mini Kit, εξοπλισµό (Qiagen, Hilden, Γερµανία), ρυθµίζοντας την 
οδηγία του κατασκευαστή για την βέλτιστη διάλυση των Gram-positive bacilli 
και των σπορίων. ∆ύο µικρογραµµάρια απόσταξης DNA αναλύθηκαν από την 
Microbial DNA qPCR ποικιλία για Αντιβιοτική Αντίσταση Γονιδίων (Qiagen, 
Hilden, Γερµανία), χρησιµοποιώντας ένα όργανο Εφαρµοσµένου Βιο-
συστήµατος 7300 και ακολουθήθηκαν οι οδηγίες του κατασκευαστή. Η 
ανάλυση έλαβε χώρα στις ποικιλίες που παρουσιάστηκαν αρχικά στα 
προϊόντα καθαρισµού και σε 20 διαφορετικά στοιχεία από τα διαφορετικά 
περιβάλλοντα των νοσοκοµείων που εµπίπτουν στην µελέτη.  Νερό Μίκρο-
Βιολογικό χωρίς DNA (Qiagen) και Μίκρο-Βιολογικός Θετικός Έλεγχος 
DNA (Qiagen) χρησιµοποιήθηκαν ως αρνητικοί και ως θετικοί έλεγχοι, 
αντίστοιχα. Το DNA από την ποικιλία E. coli JM101 χρησιµοποιήθηκε επίσης 
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ως αρνητικός έλεγχος. Προπαρασκευαστικά  τεστ έδειξαν ότι η ευαισθησία 
της µέτρησης ήταν περίπου 10 αντίτυπα για κάθε γονίδιο-στόχο.

Στατιστικές

   Η στατιστική ανάλυση βασίστηκε στα γενικευµένα γραµµικά µοντέλα για 
επαναλαµβανόµενες µετρήσεις. Αυτή η µέθοδος συνδυάζει τις 
επαναλαµβανόµενες µετρήσεις για κάθε οριακό µοντέλο µε το γενικευµένο 
γραµµικό µοντέλο για ιζήµατα που ακολουθούν την διανοµή Poisson και τον 
λογάριθµο ως συνδυαστική λειτουργία. ∆ιεξήχθησαν συγκρίσεις µεταξύ των 
βασικών και των µετέπειτα χρόνων χρησιµοποιώντας Wald Statistics µε την 
διόρθωση Sidak για πολλαπλές συγκρίσεις. Όλες οι στατιστικές αναλύσεις 
διεξήχθησαν χρησιµοποιώντας λογισµικό SPSS v 19.0 (IBM Corp., Armonk, 
Νέα Υόρκη, Ηνωµένες Πολιτείες της Αµερικής).

Αποτελέσµατα

   Πριν από τις δοκιµές σε νοσοκοµεία, διεξήχθη ένα ευρύ φάσµα δοκιµών in 
vitro-εργαστηριακά και σε µικρή κλίµακα, έτσι ώστε να καθοριστούν και τα 
καλύτερα δυνατόν πρωτόκολλα εξετάσεων και οι σχηµατισµοί του προϊόντος 
για την καθεαυτού µελέτη, όπως επίσης και να παρέχεται σχετική 
πληροφόρηση στις επιτροπές δεοντολογίας. Το επίκεντρο της µελέτης 
εστιάστηκε σε µικροβιολογικές µετρήσεις και δεν έγιναν εκτιµήσεις στην 
καθεαυτή αφαίρεση της λέρας. Η χρήση των ποικίλων Bacillus στα προϊόντα 
καθαρισµού έδειξε µία πολύ µεγαλύτερη µικροβιολογική επιρροή σε 
συµπαγείς επιφάνειες σε σύγκριση µε άλλα γένη (όπως Lactobacillus και 
Pseudomonas), κυρίως εξαιτίας της δυνατότητάς τους παραγωγής σπορίων 
( τα δεδοµένα δεν παρέχονται). Βάσει των κατά µέσο όρο συνολικών τιµών 
µέτρησης διαφόρων ειδών συµπαγών επιφανειών σε νοσοκοµεία, 
προσδιορίστηκε η βέλτιστη συµπύκνωση των Bacillus σπορίων που θα 
χρησιµοποιούνταν στους σχηµατισµούς του προϊόντος. Αποφασίστηκε, πριν 
τις δοκιµές στα νοσοκοµεία, ότι το ποσό των βακτηριδίων του προϊόντος που 
θα έµενε πάνω στις επιφάνειες µε τον καθαρισµό θα ήταν του ίδιου µεγέθους 
µε τον συνολικά κατά µέσο όρο µέτρησης που παρατηρήθηκε πριν την 
εφαρµογή του µίκρο-βιολογικού καθαρισµού. Εν κατακλείδι, ένας αριθµός 
εργαστηριακών εξετάσεων σε κλίµακα υπέδειξαν ότι οι ίδιοι σχηµατισµοί του 
προϊόντος, µε ή χωρίς την προσθήκη των σπορίων Bacillus, παρήγαγαν 
αξιοσηµείωτα διαφορετικά αποτελέσµατα σε παθογόνα φορτία στις επιφάνειες 
που χρησιµοποιήθηκαν.
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∆ιάγραµµα 1. Αποτελέσµατα του µίκρο-βιολογικού καθαρισµού σε 
µετρήσεις επιφανειών για coliforms. Οι µετρήσεις επιφανειών για coliforms 
στα περιβάλλοντα των νοσοκοµείων San Giorgio (A), Sant’ Anna (B) και AZ 
Lokeren (C). Τα αποτελέσµατα αναφέρονται ως σχετικό ποσοστό τοις εκατό 
της µείωσης σε σύγκριση µε τον έλεγχο, οι οποίες καθαρίστηκαν µε 
συµβατικά (απολυµαντικά) προϊόντα καθαρισµού. Ο έλεγχος παρουσιάζεται 
µε την τιµή της µίκρο-βιολογικής επιφάνειας της ρύπανσης (ΜΡΕ µέτρηση), 
στην αρχή δοκιµών (εβδοµάδα -0- µηδέν), της οποίας η µέτρηση ΜΡΕ 
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ορίστηκε στο 100%, έτσι ώστε να ληφθούν αξιόπιστες συγκρίσεις ανάµεσα 
στα τρία δοµικά διαφορετικά περιβάλλοντα νοσοκοµείου. Η ανάλυση έδειξε 
ότι τα αποτελέσµατα που παρατηρήθηκαν ήταν στατιστικά σηµαντικά 
(Πίνακας S2).

doi: 10.1371/journal.pone .0108598.g001

   Η µελέτη διεξήχθη σε τρία διαφορετικά νοσοκοµεία και συλλέχτηκαν 
περίπου 20.000 µίκρο-βιολογικά δείγµατα επιφανειών. Οι µίκρο-βιολογικές 
αναλύσεις εστίασαν στον Staphylococcus auerus, coliform bacteria, 
Clostridium difficile και Candida albicans ως αντιπροσωπευτικά ή ενδεικτικά 
για κατάλληλη υγιεινή και ΜΦΥ συσχετιζόµενους µικροοργανισµούς. Με 
σκοπό την κατάλληλη σύγκριση µεταξύ τριών περιβαλλόντων νοσοκοµείου, 
τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως σχετικές τιµές µε τον έλεγχο, οι οποίες 
αναφέρονται στην τιµή της µόλυνσης (µέτρηση ΣΜΑ) στην αρχή των 
δοκιµών (εβδοµάδα µηδέν -0-), όπως φαίνεται στους πίνακες S2, S3, S4, S5.
   Ιδιαιτέρως, το αποτέλεσµα του µίκρο-βιολογικού καθαρισµού σε 
διαφορετικά σχετικά παθογόνα από ΜΦΥ έδειξε παρόµοιες τάσεις µεταξύ 
των τριών νοσοκοµείων υπό παρακολούθηση. Στο Πανεπιστηµιακό 
Νοσοκοµείο Sant’ Anna, ο µίκρο-βιολογικός δειγµατισµός διήρκεσε έξι 
εβδοµάδες, ενώ τα άλλα δύο νοσοκοµεία παρακολουθούνταν έως την 24η και 
66η εβδοµάδα στο Νοσοκοµείο San Giorgio, τα δεδοµένα που παρουσιάζονται 
εδώ περιορίζονται στις 24 εβδοµάδες. Επίσης, κατά την διάρκεια των δοκιµών 
η συνολική µίκρο-βιολογική µέτρηση αξιολογήθηκε επίσης, αλλά δεν 
παρατηρήθηκαν σηµαντικές αλλαγές καθ’ όλη την χρονική περίοδο που 
διήρκεσαν οι δοκιµές στα νοσοκοµεία (τα δεδοµένα δεν παρέχονται).

Coliforms και E. coli

   Το ∆ιάγραµµα 1 δείχνει τον µέσο όρο σχετικών τιµών για το φορτίο 
coliform bacteria ως γενικό δείκτη για την υγιεινή. Οι τιµές αναφοράς 
µετρήθηκαν στην εβδοµάδα µηδέν -0- για coliforms, µε Ε. coli να 
αντιπροσωπεύει περίπου το εν δεύτερον της µέτρησης, και αναφέρονται στον 
Πίνακα S2. Ωστόσο, οι ατοµικές µετρήσεις επιφανειών µπορούν να 
διακυµαίνονται έντονα, ειδικότερα σε συγκεκριµένους χώρους, όπως τα 
λουτρά ή τα γηριατρικά τµήµατα. Είναι σηµαντικό το γεγονός ότι µε την 
έναρξη του µίκρο-βιολογικού καθαρισµού είχαµε ως αποτέλεσµα την ταχεία 
µείωση των coliform και Ε. coli µετρήσεων, επιτυγχάνοντας έτσι το 
µεγαλύτερο δυνατό αποτέλεσµα περίπου µετά από δύο εβδοµάδες 
καθηµερινού καθαρισµού. Η κατά µέσο όρο µείωση µε το πέρασµα του 
χρόνου ήταν 74±21% για τα coliforms και 89±18% για E. coli. Η µείωση που 
παρατηρήθηκε ήταν στατιστικά σηµαντική για όλα τα περιβάλλοντα των 
νοσοκοµείων υπό παρακολούθηση (Πίνακας S2).
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S. aureus

   Τα κατά µέσο όρο επίπεδα του S. aureus στις επιφάνειες που εξετάστηκαν 
και η αντίστοιχη µείωση τοις εκατό µε το πέρασµα του χρόνου αναφέρονται 
στον Πίνακα S3 και το ∆ιάγραµµα 2 αντίστοιχα. Για να είναι πιο σαφής η 
ένδειξη δεν έγινε καµία διάκριση µεταξύ των ανθεκτικών στα αντιβιοτικά ή 
των ευαίσθητων στα αντιβιοτικά S. aureus. Μετά από 10 ηµέρες µίκρο-
βιολογικού καθαρισµού µέσα στο περιβάλλον του νοσοκοµείου San Giorgio, 
οι µετρήσεις S.aureus στις επιφάνειες µειώθηκαν, κατά µέσο όρο, 58±12% και 
78±15% µετά από έξι εβδοµάδες, µε µείωση η οποία ήταν ιδιαίτερα 
σηµαντική σε όλα τα περιβάλλοντα νοσοκοµείου (Πίνακας S3). Και στον 
συµβατικό αλλά και στον µίκρο-βιολογικό καθαρισµό, οι µετρήσεις S. aureus 
στις επιφάνειες που χρησιµοποιήθηκαν, έδειξαν µια µεγάλη σταθερότητα 
χωρίς µεγάλες εξαιρέσεις και αποκλίσεις (τα στοιχεία δεν παρέχονται), 
δηλώνοντας έτσι ότι ο συγκεκριµένος οργανισµός δεν είναι πολύ ευαίσθητος 
σε διαφορετικές περιβαντολογικές συνθήκες µέσα σε ένα νοσοκοµείο και 
πιθανόν να επιβιώσουν στις πιο συνήθεις συνθήκες.

C. difficile

   Ένας λιγότερος σε πληθώρα αλλά πολύ συχνός οργανισµός που συνδέεται 
µε ΜΦΥ είναι ο Clostridium difficile, µε µετρήσεις κατά µέσο όρο περίπου 
500 CFU/m2 (Πίνακας S4), το οποίο είναι κοντά στο όριο ανίχνευσης από τα 
πρωτόκολλα που χρησιµοποιήθηκαν. Αυτοί οι µικροοργανισµοί 
παρατηρήθηκαν σε τακτική βάση στο περιβάλλον του νοσοκοµείου AZ 
Lokeren. Ο C. difficile έδειξε πολύ µεγαλύτερες συγκεκριµένες µετρήσεις σε 
διαφορετικές επιφάνειες, γεγονός το οποίο, σε συνδυασµό µε τις γενικότερες 
κατώτατες µέσες µετρήσεις, είχαν ως αποτέλεσµα µεγαλύτερες συνήθεις 
αποκλίσεις, καθιστώντας έτσι το αποτέλεσµα του µίκρο-βιολογικού 
καθαρισµού ελάχιστα σηµαντικό σε σύγκριση µε τον έλεγχο. Η γενική κατά 
µέσο όρο µείωση σε C. difficile φορτίο επετεύχθη πολύ γρήγορα µετά από 
τρείς ηµέρες µίκρο-βιολογικού καθαρισµού, µε µείωση που αντιστοιχεί σε 
55±47% (Πίνακας 3). Οι συνεχιζόµενες µετρήσεις τις επόµενες 24 εβδοµάδες 
έδειξαν ότι τα επίπεδα C. difficile σε καθορισµένες επιφάνειες µε µίκρο-
βιολογικό προϊόν µειώθηκαν κάτω από το όριο ανίχνευσης της µεθόδου 
ανάλυσης. Η µείωση που παρατηρήθηκε ήταν σηµαντική για τις εβδοµάδες 4η 

(p=0,048) και 12η (p=0,007) και ιδιαίτερα για τις εβδοµάδες 18η (p=0,0005) 
και 24η (p=0,004), δείχνοντας έτσι το µακροπρόθεσµο αποτέλεσµα στη 
µείωση του φορτίου C. difficile.

C. albicans

   Το φορτίο Candida albicans µετρήθηκε σε τακτική βάση στα δύο Ιταλικά 
περιβάλλοντα νοσοκοµείου. Το ∆ιάγραµµα 4 δείχνει τις µέσες σχετικές τιµές 
της µείωσης του φορτίου. Οι µέσες τιµές ελέγχου των C. albicans 
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αναφέρονται στον Πίνακα S5. Ο µίκρο-βιολογικός καθαρισµός είχε ως 
αποτέλεσµα µία ταχεία µείωση του φορτίου, η οποία αντιστοιχεί στην τιµή 
του 82±19%, µετά από µία εβδοµάδα, και ιδιαίτερα το φορτίο των C. albicans 
διατηρήθηκε σταθερά σε χαµηλά επίπεδα τις επόµενες εβδοµάδες. Από την 
δεύτερη κιόλας εβδοµάδα, οι µετρήσεις των C. albicans που έδρευαν σε 
επιφάνειες όπου είχε γίνει µίκρο-βιολογικός καθαρισµός, ήταν ελάχιστα πάνω 
από το όριο ανίχνευσης των πρωτόκολλων των εξετάσεων. Πράγµατι, η 
µείωση που παρατηρήθηκε ήταν σηµαντικά υψηλότερη και στα δύο 
περιβάλλοντα νοσοκοµείου (Πίνακας S5).

Χρονική δοκιµή µε συµβατικό και µίκρο-βιολογικό καθαρισµό

   Ένα ξεχωριστό πείραµα διεξήχθη µέσα στο τµήµα της γηριατρικής στο 
Lokeren στο περιβάλλον AZ, όπου οι συµβατικές και µίκρο-βιολογικές 
διαδικασίες καθαρισµού εφαρµόστηκαν εκ περιτροπής και το φορτίο των 
βακτηριδίων ελέγχθηκε για 10 εβδοµάδες. Ο µίκρο-βιολογικός καθαρισµός 
(από την εβδοµάδα µηδέν -0- έως την 2η εβδοµάδα), ο οποίος τότε 
εφαρµόστηκε για µία δεύτερη περίοδο µε διάρκεια τις τελευταίες 8 εβδοµάδες 
(από την 2η εβδοµάδα έως την 10η). Σταθερά όπως και στις προηγούµενες 
παρατηρήσεις, ο µίκρο-βιολογικός καθαρισµός µείωσε και τα φορτία 
coliforms και τα S. aureus, των οποίων οι µετρήσεις έπεσαν από 9250±1750 
ΜΡΕ/m2 σε 3200±1200 ΜΡΕ/m2 και από 4200±1200 ΜΡΕ/m2 σε 950±450 
ΜΡΕ/m2, αντίστοιχα. Αντίθετα, όταν ο µίκρο-βιολογικός καθαρισµός 
αντικαταστάθηκε από την συµβατική διαδικασία, και τα δύο φορτία 
αυξήθηκαν σε µετρήσεις αποικιών συγκρίσιµες µε αυτές που παρατηρήθηκαν 
πριν την εφαρµογή του µίκρο-βιολογικού καθαρισµού (ανάµεσα στην 22η και 
την εβδοµάδα µηδέν -0-) (Πίνακας 5).
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∆ιάγραµµα 2. Το αποτέλεσµα του µίκρο-βιολογικού καθαρισµού στις 
µετρήσεις επιφάνειας για S. aureus.
Οι µετρήσεις επιφάνειας για S. aureus στο San Giorgio (A), Sant’ Anna (B) 
και AZ Lokeren (C), περιβάλλοντα νοσοκοµείων. Τα αποτελέσµατα 
αναφέρονται ως σχετικό ποσοστό τοις εκατό της µείωσης σε σύγκριση µε τον 
έλεγχο, οι οποίες καθαρίστηκαν µε συµβατικά (απολυµαντικά) προϊόντα 
καθαρισµού. Η ανάλυση έδειξε ότι τα αποτελέσµατα που παρατηρήθηκαν 
ήταν στατιστικά σηµαντικά (Πίνακας S3).

doi: 10.1371/journal.pone .0108598.g002

   Η εφαρµογή του µίκρο-βιολογικού καθαρισµού οδήγησε σε αξιοσηµείωτη 
µείωση στο παθογενές φορτίο των coliforms (p=0,0001 , από την µισή 
εβδοµάδα (0,5) έως την 3η εβδοµάδα) και το S. aureus (p=0,003 από την 1η 

εβδοµάδα έως την 3η εβδοµάδα) σε σύγκριση µε τις µετρήσεις την εβδοµάδα 
µηδέν (0), όπου, αντίθετα, δεν παρατηρήθηκαν σηµαντικές διαφορές µετά την 
αντικατάσταση του µίκρο-βιολογικού καθαρισµού µε την συµβατική 
διαδικασία.
   Γενικά, τα στοιχεία για τον µίκρο-βιολογικό καθαρισµό υπέδειξαν ότι µε το 
πέρασµα του χρόνου διατηρήθηκε έντονη µείωση του παθογόνου φορτίου, και 
το αποτέλεσµα που παρατηρήθηκε ήταν άµεσα συνδεδεµένο µε την εφαρµογή 
του, όπως υποδηλώνεται από την σύγκριση µε τον συµβατικό καθαρισµό.

Ευαισθησία/ανθεκτικότητα των στοιχείων Bacillus στα αντιβιοτικά

   Για να ελεγχθεί η εµφάνιση της ανθεκτικότητας των µικροβίων σε ποικιλίες 
Bacillus, διεξάγαµε και συµβατικά αντιβιογράµµατα όπως επίσης και 
µοριακές αναλύσεις σε στοιχεία Bacillus τα οποία συλλέχθησαν στις 
επιφάνειες που χρησιµοποιήθηκαν. Τα προκαταρκτικά αποτελέσµατα από τα 
αντιβιογράµµατα έδειξαν ότι τα Bacilli που εξετάστηκαν, προερχόµενα και 
από τα PCHS προϊόντα και τα στοιχεία τους, έδειξαν την γνωστή 
ανθεκτικότητα στην πενικιλίνη. Το προφίλ της ευαισθησίας για τα άλλα 
αντιβιοτικά που ελέγχθηκαν (cefoperazone, cefalotin και gentamicin) ήταν 
συγκρίσιµα µε τα στοιχεία αναφοράς ATCC, µε την µόνη εξαίρεση της 
clindamycin, για την οποία παρατηρήθηκαν οι άµεσες τιµές (Πίνακας 1).
   Για να αυξηθεί ο αριθµός της ανθεκτικότητας, αντιµικροβιακών παραγόντων 
που αναλύθηκαν, 20 Bacillus στοιχεία, τα οποία συλλέχθησαν 6 µε 12 µήνες 
µετά την έναρξη της δοκιµής στο νοσοκοµείο, αναλύθηκαν επίσης από µία 
qPCR µέτρηση ικανή να ανιχνεύσει 87 διαφορετικά γονίδια συνδεδεµένα µε 
την αντιβιοτική ανθεκτικότητα. Πριν από την εξέταση των στοιχείων Bacillus, 
η µέθοδος που δηµιουργήθηκε σε γνωστά DNA δείγµατα Bacillus spp., τα 
οποία υπέδειξαν αυτή την τεχνική ως ένα αξιόπιστο εργαλείο για µετέπειτα 
ανάλυση. Η ανάλυση των κατά βάση-προβιοτικών προϊόντων καθαρισµού 
αποκάλυψαν την ύπαρξη συνεχών ανθεκτικών γονιδίων στο είδος Bacillus 
που περιέχεται στον αρχικό σχηµατισµό του προϊόντος, επιβεβαιώνοντας 
προηγούµενες γραπτές αναφορές (∆ιάγραµµα 6).
   Ιδιαίτερα, νέα ή επίκτητα ανθεκτικά γονίδια ήταν εντελώς απόντα σε όλα τα 
στοιχεία Bacillus που εξετάστηκαν, δηλώνοντας έτσι ότι αυτά τα βακτήρια 
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δεν υπέστησαν µεταλλαγή των γονιδίων ή περιπτώσεις µεταφοράς γονιδίων, 
ακόµη και µετά από 12 µήνες από την εφαρµογή, επιβεβαιώνοντας έτσι τα 
αποτελέσµατα που παρατηρήθηκαν στις µετρήσεις αντιβιογράµµατος.

Συζήτηση

   ∆εδοµένων των πιο πρόσφατων επίσηµων αναφορών για την επικράτηση 
των ΜΦΥ [3] και την εξέλιξη της ανθεκτικότητας των µικροβίων στα 
αντιβιοτικά [39] και τα απολυµαντικά [20], είναι ξεκάθαρο ότι είναι 
βαρύνουσας σηµασίας να απευθυνθούµε σε νέες και ανθεκτικές στρατηγικές 
για να αντιµετωπίσουµε µολυσµένες επιφάνειες σε περιβάλλοντα 
νοσοκοµείων. Εκτός από τα µέτρα που αναφέρονται στην από άτοµο-σε-
άτοµο µετάδοση των παθογόνων, οι µολυσµένες επιφάνειες των 
περιβάλλοντων παρέχουν µία εν δυνάµει πηγή για την µετάδοση πολλών 
παθογόνων που σχετίζονται µε την φροντίδα-υγείας, εξαιτίας της επιµονής 
τους σε τέτοιες ά-ψυχες επιφάνειες [9,10,40]. Αυτό επισηµαίνει την 
σπουδαιότητα των διαδικασιών καθαρισµού µε στόχο να ελεγχθεί το φορτίο 
των παθογενών βακτηριδίων που εδρεύουν σε επιφάνειες νοσοκοµείων, και 
κατά συνέπεια, των ΜΦΥ, όπως διαφαίνεται από σηµαντικά στοιχεία σχετικά 
µε τα οφέλη της καθαριότητας των νοσοκοµείων έναντι της µείωσης ΜΦΥ 
[18].
   Αυτή η µελέτη διερεύνησε την υπόθεση των Falagas & Makris [22] να 
χρησιµοποιούνται µη-παθογόνοι µικροοργανισµοί, δηλαδή προβιοτικά, ως 
µέρος των καθηµερινών προϊόντων καθαρισµού για να µειωθεί η εµφάνιση 
µικροοργανισµών σχετικών µε ΜΦΥ στις εγκαταστάσεις µονάδων φροντίδας 
υγείας. Τα αποτελέσµατα σχετικά µε την αποδοτικότητα των προβιοτικών για 
την πρόληψη και την περίθαλψη των µολύνσεων παρατηρήθηκαν και in vitro 
(εργαστηριακά) και in vivo (δια ζώσης) [41-43].
   Υπάρχει µεγάλη ποικιλία µικροοργανισµών σχετικών µε ΜΦΥ και για την 
παρούσα µελέτη η επιλογή καθορίστηκε κυρίως από την σχετικότητα και την 
σχετική αφθονία των µικροοργανισµών στα νοσοκοµεία που πρόθυµα 
συµµετείχαν. Τα Coliforms επιλέχθησαν ως δείκτης γενικής υγιεινής και 
αξιολόγησης καθαρισµού. Παρόλο που κάποιες ΜΦΥ είναι συνδεδεµένες µε 
ξαφνικά κρούσµατα και κάποιες άλλες δείχνουν µία περισσότερο συνεχή 
επικράτηση, οι σχετικοί µικροοργανισµοί µπορούν να βρεθούν  σε συµπαγείς 
επιφάνειες σε οποιαδήποτε στιγµή, καθώς φαίνεται στην παρούσα µελέτη. 
Αυτό σηµαίνει ότι οι επιφάνειες δρουν ως αποθηκευτικός χώρος που µπορεί 
να πυροδοτήσει ένα ξαφνικό κρούσµα όταν µολύνονται οι άνθρωποι και 
αρχίζουν την εξάπλωση των παθογόνων µεταξύ τους.
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∆ιάγραµµα 3. Το αποτέλεσµα του µίκρο-βιολογικού καθαρισµού στις 
µετρήσεις επιφάνειας για C. difficile. Οι µετρήσεις επιφάνειας για C. difficile. 
Οι µετρήσεις επιφάνειας αναφέρονται ως σχετικό ποσοστό τοις εκατό της 
µείωσης σε σύγκριση µε τον έλεγχο, οι οποίες καθαρίστηκαν µε συµβατικά 
(απολυµαντικά) προϊόντα καθαρισµού. Η στατιστική ανάλυση αναφέρεται 
στον

Πίνακα  S4.

doi: 10.1371/journal.pone .0108598.g003
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  ∆ιάγραµµα 4. Το αποτέλεσµα του µίκρο-βιολογικού καθαρισµού στις 
µετρήσεις επιφάνειας για Candida albicans.
Οι µετρήσεις επιφάνειας αναφέρονται ως σχετικό ποσοστό τοις εκατό της 
µείωσης σε σχέση µε τον έλεγχο, οι οποίες καθαρίστηκαν µε συµβατικά 
(απολυµαντικά) προϊόντα καθαρισµού. Η ανάλυση έδειξε ότι τα 
αποτελέσµατα που παρατηρήθηκαν ήταν στατιστικά σηµαντικά (Πίνακας S5).

doi: 10.1371/journal.pone .0108598.g004
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   Ο σκοπός αυτής της µελέτης ήταν να συλλέξουµε επαρκώς ουσιώδεις 
πληροφορίες από διαφορετικές ανεξάρτητες εγκαταστάσεις µονάδων 
φροντίδας υγείας και τα 20.000 µικροβιολογικά δείγµατα επιφανειών 
συνεισέφεραν στην σπουδαιότητα των αποτελεσµάτων. Ωστόσο, το ποσό των 
αναλύσεων καθιστά αδύνατον να παρουσιάσουµε όλες τις συγκεκριµένες 
πληροφορίες και παρατηρήσεις σ’ αυτήν την µελέτη. Γι΄ αυτό τον λόγο, 
δεδοµένων των αρκετά συµβατών µέσων µίκρο-βιολογικών µετρήσεων 
ανάµεσα στα αρκετά νοσοκοµεία, παρουσιάζονται οι τάσεις που 
παρατηρήθηκαν στην επιφάνεια της µίκρο-βιολογίας µε µίκρο-βιολογικό 
καθαρισµό.
   Εν γένει, παρατηρήθηκε ότι ο µίκρο-βιολογικός καθαρισµός σε συµπαγείς 
επιφάνειες έφερε ως αποτέλεσµα µία ξεκάθαρη αλλαγή στην µίκρο-βιολογία 
µέσα σε δύο εβδοµάδες. Με εξαίρεση το Clostridium difficile, παρατηρήθηκε 
µία πολύ σηµαντική µείωση σε µικροοργανισµούς σχετικούς µε ΜΦΥ, σε 
σύγκριση µε τον συµβατικό καθαρισµό και απολύµανση. Με δύο εβδοµάδες 
µίκρο-βιολογικό καθαρισµό, η µειωµένοι µικροοργανισµοί, που σχετίζονται 
µε ΜΦΥ παρέµειναν µόλις επάνω από το όριο ανίχνευσης στο πρωτόκολλο 
της εξέτασης. Η συνήθης απόκλιση κάποιων τιµών ήταν υψηλή (πιθανόν 
εξαιτίας µεγάλων διαφορών στον τύπο των επιφανειών που εξετάστηκαν), 
αλλά ακόµη και έτσι, η διαφορά ήταν ξεκάθαρα σηµαντική για την 
παρουσίαση των αποτελεσµάτων που απορρέουν από τον µίκρο-βιολογικό 
καθαρισµό σε σύγκριση µε τον έλεγχο. Τα αποτελέσµατα µας δηλώνουν ότι ο 
µίκρο-βιολογικός καθαρισµός µείωσε µακράν την παρουσία 
µικροοργανισµών σχετικών µε ΜΦΥ σε συµπαγείς επιφάνειες, σε σύγκριση 
µε τις συµβατικές διαδικασίες καθαρισµού, χωρίς να µειώνει σηµαντικά τις 
συνολικές µίκρο-βιολογικές µετρήσεις. Επιπλέον, τα στοιχεία µας δείχνουν 
ότι όταν ο µίκρο-βιολογικός καθαρισµός άλλαξε σε συµβατική διαδικασία, οι 
µετρήσεις των µικροοργανισµών σχετικών µε ΜΦΥ ανέβηκαν στα αρχικά 
(υψηλότερα) επίπεδα που παρατηρήθηκαν στην αρχή του µίκρο-βιολογικού 
καθαρισµού. Αυτή η παρατήρηση δείχνει ότι ο µίκρο-βιολογικός καθαρισµός 
έχει επιρροή στις µετρήσεις µικροοργανισµών σχετικών µε ΜΦΥ και ότι ο 
µίκρο-βιολογικός καθαρισµός απαιτείται να εφαρµόζεται σε τακτική βάση 
έτσι ώστε να διατηρήσει σταθερά τα µειωµένα επίπεδα των µικροοργανισµών.
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 ∆ιάγραµµα 5. Χρονική περίοδος των µετρήσεων των επιφανειών για 
coliforms και S. aureus. ∆ιεξήχθη µία δοκιµή σε σχέση µε τον χρόνο για 
coliforms (µαύροι κύκλοι) και S. aureus (λευκοί κύκλοι) µετρήσεις στο τµήµα 
γηριατρικής στο νοσοκοµείο AZ Lokeren.
Οι µετρήσεις των επιφανειών που ορίζονται ως CFU/m2, έγιναν µετά την 
εφαρµογή συµβατικού (από την 22η εβδοµάδα ως την εβδοµάδα µηδέν -0-) και 
µίκρο-βιολογικού (από την εβδοµάδα -0- µηδέν έως την 2η εβδοµάδα) 
καθαρισµού, και ακολούθησαν από µια µετέπειτα περίοδο συµβατικού 
καθαρισµού (από την 2η έως την 10η εβδοµάδα). Η εφαρµογή των προβιοτικών 
προϊόντων οδήγησε σε σηµαντική µείωση στο παθογόνο φορτίο των coliform 
(p=0,0001) και του S. aureus (p=0,003).
Μαύρο βέλος: αρχή του µίκρο-βιολογικού καθαρισµού.
Μαύρο διάστικτο βέλος: συµβατικός καθαρισµός.

doi: 10.1371/journal.pone .0108598.g005 

Γι’ αυτό το λόγο, ο µίκρο-βιολογικός καθαρισµός είχε ως αποτέλεσµα την 
µερική µη-µόνιµη αντικατάσταση µικροοργανισµών σχετικών µε ΜΦΥ από 
τα ποικίλα Bacillus που χρησιµοποιήθηκαν στα µίκρο-βιολογικά προϊόντα 
καθαρισµού.
   Παρόλο που η παρούσα µελέτη δεν στόχευε να ερευνήσει τους 
πραγµατικούς µηχανισµούς που συµπεριλαµβάνονται στις αλλαγές που 
παρατηρήθηκαν στην επιφάνεια µικροβίων, µπορούν να γίνουν κάποιοι 
ισχυρισµοί βάσει των υπαρχόντων γραπτών µελετών. Ο πιο συνήθης σχετικός 
µηχανισµός που υποστηρίζει το αποτέλεσµα που παρατηρήθηκε είναι πιθανόν 
να υφίσταται εξαιτίας του ανταγωνιστικού εξαιρούµενου γεγονότος: οι 
ποικιλίες Bacillus που εφαρµόστηκαν στις επιφάνειες µέσα στο διάλυµα 
καθαρισµού µπορούν να συναγωνιστούν σε σχέση µε θρεπτικά συστατικά και 
χώρο, µε τα µικρόβια που ήδη υπάρχουν στις επιφάνειες [44].
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Οι Woo & Ann διατύπωσαν ότι η ανταγωνιστική εξαίρεση µπορεί επίσης να 
από-σταθεροποιήσει συγκεκριµένα βίο-φίλµ [44], γεγονός που παρατηρήθηκε 
στην παρούσα µελέτη ως αφαίρεση της πλάκας από συγκεκριµένες συµπαγείς 
επιφάνειες κατόπιν µίκρο-βιολογικού καθαρισµού αρκετών εβδοµάδων. 
Τέτοια αφαίρεση βίο-φίλµ από συµπαγείς επιφάνειες µέσω µίκρο-βιολογικού 
καθαρισµού απαιτεί περαιτέρω έρευνα. Ένας άλλος επίσης µηχανισµός είναι 
πιθανόν να συµβάλλει στις αλλαγές στα µικρόβια µε µίκρο-βιολογικό 
καθαρισµό, και επίσης, να αποσταθεροποιεί τον σχηµατισµό βίο-φίλµ, είναι 
το αισθητήριο quorum και η quorum σβέση [45]. Η συνεχής τεχνητή εισαγωγή 
κυρίαρχων µετρήσεων Bacillus spp. µέσω των προϊόντων καθαρισµού µπορεί 
να αποσταθεροποιήσει των δυναµικών µίκρο-βιολογικών πληθυσµών και στο 
βίο-φίλµ (π.χ. Πέτρα).

  
   Τα αντιβιογράµµατα διεξήχθησαν στα Bacilli και PCHS προϊόντα και 
στοιχεία, µε ATCC 6633 µέσο ως αναφορά. Τα αποτελέσµατα αναφέρονται ως 
διάµετρος (που εκφράζεται σε mm) από τις ζώνες συστολής και τα 
αντιπροσωπευτικά ερµηνευτικά κριτήρια, σε ακολουθία µε την αναφορά 
κριτηρίων CLSI [38] (Πίνακας S1).

   

∆ιάγραµµα 6. Προφίλ µέτρησης αντιµικροβιακής ανθεκτικότητας γονιδίων µε 
qPCR. Το DNA του Bacillus spp. από τα προϊόντα καθαρισµού (Πρωτότυπα) 
και από τις 20 Bacillus spp. αποικίες που αποµονώθηκαν από τις επιφάνειες 
που χρησιµοποιήθηκαν έως 12 µήνες µετά την αρχή του πρωτόκολλου 
καθαρισµού (Στοιχεία) αναλύθηκαν µε qPCR Microarray, για να ανιχνευθεί η 
παρουσία γονιδίων ανθεκτικών στα αντιβιοτικά (R γονίδια). 
Το DNA από την ποικιλία Ε. coli JM101 χρησιµοποιήθηκε ως αρνητικός 
έλεγχος (NTC).
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Τα αποτελέσµατα αναφέρονταν ως πτυχές του αντίγραφου του αριθµού 
γονιδίων συγκρίνοντας τις ανιχνευθήσες τιµές µε αυτές που αποκοµίσθηκαν 
στον αρνητικό έλεγχο DNA, και οι δύο οµαλοποιήθηκαν για τον αριθµό 
βακτηριακών κυττάρων. Αυτοί οι κωδικοί γονιδίων για αντιβιοτικά που δεν 
περιέχονται στο διάγραµµα (π.χ. vancamycin, tetracyclins) ήταν αρνητικά και 
για τις Πρωτότυπα και για τις επιλογές Στοιχείων. Τα αποτελέσµατα 
αναφέρονται ως µέσο επίπεδο απόκλισης 6.

doi: 10.1371/journal.pone .0108598.g006
  
 ∆εδοµένου του γενικού αποτελέσµατος του µίκρο-βιολογικού καθαρισµού σε 
αρκετούς µικροοργανισµούς σχετικούς µε ΜΦΥ, είναι πιθανόν ότι µη-
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επιλεκτικά αποτελέσµατα όπως η ανταγωνιστική εξαίρεση και το quorum 
αισθητήριο είναι οι σηµαντικότεροι εµπλεκόµενοι οργανισµοί. Εκτός από 
αυτούς τους γενικούς µηχανισµούς, άλλες πιο συγκεκριµένες αλληλεπιδράσεις 
µπορούν να συµβάλλουν στο αποτέλεσµα της µείωσης σε έναν ή 
περισσότερους µικροοργανισµούς σχετικούς µε ΜΦΥ. Για παράδειγµα η 
παραγωγή είτε bacteriocins [46] ή κάποιων ενζύµων γνωστών ότι παράγονται 
από Bacillus spp. πιθανόν να επηρεάσουν άλλους οργανισµούς σε πιο ευρύ 
φάσµα. Σχετικά µε το Clostridium, οι συγγραφείς δηλώνουν ότι τα cortex-lytic 
ένζυµα που περιέχονται στην εκκόλαψη των σπορίων Bacillus [47] στα µίκρο-
βιολογικά προϊόντα καθαρισµού µπορούν επίσης να προκαλέσουν την 
εκκόλαψη των σπορίων Clostridium στις επιφάνειες. Τα εκκολαφθέντα 
κύτταρα Clostridium µπορούν τελικά να θανατωθούν από το οξυγόνο ή να 
υποστούν ανταγωνιστική εξαίρεση. Άσχετα µε τους εµπλεκόµενους 
µηχανισµούς αυτή η µελέτη δείχνει ότι, ο µίκρο-βιολογικός καθαρισµός στις 
εγκαταστάσεις φροντίδας υγείας καταφέρνει να µειώσει σηµαντικά τις 
µετρήσεις επιφάνειας ποικίλων µικροοργανισµών σχετιζόµενων µε ΜΦΥ.
   Το σηµαντικότερο ερώτηµα αφορά την ασφάλεια της εφαρµογής του µίκρο-
βιολογικού καθαρισµού, ως σύστηµα βίο-ελέγχου στις εγκαταστάσεις 
φροντίδας υγείας. Προφανώς, η αναγνώριση και η αξιολόγηση ασφάλειας των 
ποικίλων βακτηρίων που χρησιµοποιούνται στα προϊόντα είναι πρωτεύουσας 
σηµασίας, όπως επίσης η διαδικασίες παραγωγής που εµπλέκονται καθ’ όλη 
την αλυσίδα παραγωγής. Οι ποικιλίες που χρησιµοποιήθηκαν σε αυτή την 
µελέτη (Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, και Bacillus megaterium), ήταν 
στην κατηγορία των τροφίµων, για τα οποία υπήρχαν από τον κατασκευαστή 
δεδοµένα τοξικότητας, και είναι επίσης γνωστόν ότι είναι βλαβερά για 
ανθρώπους [48-51]. Επιπλέον, όλες οι διαδικασίες ελέγχου ποιότητας και 
παραγωγής ήταν πιστοποιηµένες ISO9001:2008 . Επίσης η χρήση των 
προβιοτικών για αρκετές βίο-τεχνολογικές και βίο-φαρµακευτικές εφαρµογές, 
καθώς φαίνεται από µία πολύ πρόσφατη χρήση του B. subtilis ως παράγοντας 
βίο-ελέγχου στην υδροπονία [52], την γεωργία [53-55], ως φάρµακο [56-57] ή, 
στην µορφή σπορίου ως σύστηµα µετάδοσης για την ανάπτυξη νέων εµβολίων 
[58-63] έχει µελετηθεί και ελεγχθεί.
   Ωστόσο, είναι ξεκάθαρο ότι ο µίκρο-βιολογικός καθορισµός από µόνος του 
δεν θα λύσει το πρόβληµα των ΜΦΥ. Υπάρχουν απτά στοιχεία που δηλώνουν 
ότι ένα ορθό πρόγραµµα υγιεινής χεριών σε περιβάλλοντα φροντίδας υγείας 
αντιπροσωπεύει µια αποτελεσµατική συµπεριφορά µε τον σκοπό της µείωσης 
των ΜΦΥ [64,65]. Έτσι ο µίκρο-βιολογικός καθαρισµός είναι απαραίτητο να 
είναι µέρος ενός σφαιρικού πρωτοκόλλου υγιεινής, όπως το προτεινόµενο 
µίκρο-βιολογικό σύστηµα καθαρισµού (PCHS), το οποίο χρησιµοποιείται στην 
παρούσα µελέτη. Ένα τέτοιο πρωτόκολλο οριοθετεί σε ποιους συγκεκριµένους 
χώρους ή καταστάσεις απαιτείται ορθή απολύµανση µε µίκρο-βιολογικό 
καθαρισµό και συνάµα οδηγίες για την ορθή υγιεινή των χεριών ή την 
αποµόνωση των µολυσµένων ανθρώπων. Σποραδικά ξαφνικά κρούσµατα όπως 
οι διαδεδοµένες µολύνσεις µπορεί να απαιτούν ιδιαίτερα µέτρα τα οποία δεν 
ακολουθούν τον συνήθη καθαρισµό ή τις απολυµαντικές διαδικασίες. Παρά το 
αποτέλεσµα της µείωσης αρκετών ΜΦΥ συναφών µικροοργανισµών, τα 
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µίκρο-βιολογικά προϊόντα καθαρισµού δεν ενδείκνυται να χρησιµοποιούνται 
ή να θεωρούνται απολυµαντικά. Πράγµατι, όταν µία επιφάνεια µολύνεται 
ενεργά, απαιτείται απολύµανση, ιδιαίτερα για τις επιφάνειες που βρίσκονται σε 
περιοχές υψηλού κινδύνου. Ο καθαρισµός µε προϊόντα µε βάση τα προβιοτικά 
µπορεί να ξεπεράσει την περιορισµένη δράση των παραδοσιακών 
απολυµαντικών, µειώνοντας την επανεµφάνιση των παθογόνων φορτίων στις 
επιφάνειες, και αφαιρώντας τα βίο-φίλµ τα οποία µπορεί να δράσουν ως 
καταφύγιο για άλλα παθογόνα. Τα προϊόντα µε βάση τα προβιοτικά που 
χρησιµοποιήθηκαν σε αυτήν την µελέτη είναι κατάλληλα µόνο για καθαρισµό, 
υποδεικνύοντας έτσι ότι όταν είναι απαραίτητη κάποια απολύµανση, πρέπει 
οπωσδήποτε να χρησιµοποιείται απολυµαντικό, ωστόσο ο συνδυασµός µε 
καθαρισµό µε βάση τα προβιοτικά θα επιτρέψει βέλτιστη µακροπρόθεσµη 
συντήρηση χαµηλής βαθµίδας µόλυνσης.
   Για να αξιολογηθεί η ευαισθησία ή η ανθεκτικότητα των ποικίλων  Bacillus 
στα αντιβιοτικά, εφαρµόσαµε πρόσφατα την έρευνά µας αναλύοντας τεστ µε 
αντιβιογράµµατα, τα οποία δρούσαν στις αποικίες των Bacillus spp. 
Προερχόµενα από τα ίδια δείγµατα επιφανειών (π.χ. πάτωµα), οι οποίες 
παρακολουθούνταν σε περιβάλλοντα νοσοκοµείου. Τα πρώτα αποτελέσµατα 
µας δείχνουν ότι οι αποµονωµένες ποικιλίες Bacillus spp. είναι ευπαθείς στα 
αντιβιοτικά που εξετάστηκαν, µε εξαίρεση αυτών που είναι φύσει ανθεκτικά οι 
Bacillus spp., όπως φαίνεται από τα αντιβιογράµµατα που εκτελέστηκαν βάσει 
του επιπέδου ποικιλίας ATCC.
   Γνωρίζουµε ότι η µελέτη εστίασε σε περιορισµένο αριθµό µικροοργανισµών, 
και ότι οι τεχνικές που εξαρτώνται από την καλλιέργεια παρουσιάζουν 
ορισµένους περιορισµούς, εξαιτίας του γεγονότος ότι οι απλές αποικίες 
πιθανόν δεν είναι πλήρως αντιπροσωπευτικές σε σχέση µε τα γονίδια 
βακτηριδίων που αναλύθηκαν. Όσον αφορά την ασφάλεια µε στόχο την 
αύξηση της αντιπροσωπευτικότητας των αποτελεσµάτων, 20 στοιχεία Bacillus 
εξετάστηκαν επίσης µε µέτρηση qPCR, η οποία σχεδιάστηκε να αξιολογεί 
ταυτόχρονα την παρουσία, 87 διαφορετικών ανθεκτικών γονιδίων. Εκτός από 
τον υψηλό αριθµό των παραγόντων ανθεκτικότητας, αυτή η µέθοδος 
χρησιµοποιεί ωφέληµα την υψηλή ευαισθησία, η οποία επιτρέπει την 
ανίχνευση πολύ λίγων αντιτύπων του γονιδίου-στόχου, επιτρέποντας έτσι την 
ταυτοποίηση των ανθεκτικών στα αντιβιοτικά γονιδίων, ακόµη και όταν ένας 
πολύ µικρός αριθµός βακτηριακών κυττάρων, µέσα στο ίδιο δείγµα, είναι 
θετικά στην ανθεκτικότητα ως προς τα αντιβιοτικά. Η αξιοπιστία αυτής της 
µέτρησης για την ανάλυση των ποικιλιών Bacillus υποστηρίζεται από την 
ανίχνευση, όπως είναι αναµενόµενο, αυτών των ανθεκτικών γονιδίων που είναι 
γνωστόν ότι βρίσκονται στον Bacillus spp. που περιέχεται στον σχηµατισµό 
του προϊόντος καθαρισµού που χρησιµοποιείται [66].
   Παρόλο που αυτές οι µετρήσεις διεξήχθησαν µόνον σε 20 Bacillus spp. 
ποικιλίες, αυτά τα προκαταρκτικά αποτελέσµατα δείχνουν ότι δεν φαίνεται να 
υπάρχει αφοµοίωση νέων ανθεκτικών γονιδίων, ακόµη και σε περίοδο 12 
µηνών, ισχυροποιώντας έτσι την υπόθεση ότι η χρήση σπορίων Bacillus στα 
προϊόντα καθαρισµού µπορεί να θεωρηθεί ασφαλής. Από την άλλη, τα 
αποτελέσµατα δείχνουν επίσης ότι αυτή η µέθοδος µπορεί να είναι αξιόπιστη 
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για την εκτίµηση των παραγόντων αντιµικροβιακής ανθεκτικότητας σε 
Bacillus, και καθορίζει αυτή την µέτρηση ως µία σηµαντική εφαρµογή για 
µελλοντικές µελέτες που επίσης εστιάζουν στην ασφάλεια.

Συµπεράσµατα

   ∆εδοµένης της πρόσφατης και ταχείας εξέλιξης των πολύ-ανθεκτικών 
παθογόνων στις εγκαταστάσεις φροντίδας υγείας, είναι αναγκαίο να υπάρχουν 
αποτελεσµατικά και ανθεκτικά για τον καθαρισµό και τα χηµικά απολυµαντικά 
που χρησιµοποιούνται σήµερα. Αυτή η µελέτη παρουσιάζει ότι ο µίκρο-
βιολογικός καθαρισµός (µε βάση τα προβιοτικά) είναι πιο αποτελεσµατικός 
στην µακροπρόθεσµη µείωση του αριθµού των µικροοργανισµών που 
σχετίζονται µε ΜΦΥ συγκριτικά µε συµβατικά προϊόντα καθαρισµού, ακόµη 
κι εκείνα που περιέχουν απολυµαντικά µόρια όπως η χλωρίνη. Οι πρώτες 
ενδείξεις στα ποσοστά των ΜΦΥ στις δοκιµές στα νοσοκοµεία που 
παρακολουθούνταν σε συνεχή βάση καθ’ όλη την διάρκεια της µελέτης, είναι 
πολύ ελπιδοφόρα και µπορούν να ανοίξουν τον δρόµο για µία καινοτόµο και 
αποδοτική σε σχέση µε το κόστος, στρατηγική, ώστε να αλληλεπιδράσει ή να 
(βίο)ελέγξει τα παθογόνα που σχετίζονται µε την φροντίδα υγείας. Στο κρίσιµο 
σηµείο της διαχείρισης, είναι απαραίτητο να ληφθούν αποφάσεις ως προς το 
αν ο ασθενής πρέπει να µείνει σε ένα περιβάλλον που ορίζεται από 
µικροοργανισµούς στην κατηγορία τροφίµων ή σε ένα περιβάλλον το οποίο 
τρέφει ένα ανώτερο επίπεδο από αυξανόµενα ανθεκτικά παθογόνα.

Ενισχυτικές πληροφορίες

Πίνακας   S  1   – Κριτήρια αναφοράς για την ερµηνεία των ζωνών συστολής στην 
εξέταση της διάχυσης του δίσκου της αντιµικροβιολογικής ευαισθησίας.
Ο πίνακας δείχνει τα ερµηνευτικά κριτήρια διάχυσης δίσκου για την συσχέτιση 
(εκφράζεται σε mm) των ζωνών συστολής µε την αντίστοιχη ερµηνεία, 
αναφέρεται ως Ευαίσθητη (Ε), Μέση (Μ) και Ανθεκτική (Α), σύµφωνα µε τα 
αναφορικά κριτήρια CLSI [38]. (XLSX)

Πίνακας   S  2   – Στατιστική ανάλυση για την µείωση των φορτίων coliform.
Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ΜΡΕ/m2 . (XLSX)

Πίνακας   S  3   – Στατιστική ανάλυση για την µείωση του φορτίου Staphylococcus 
aureus.
Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ΜΡΕ/m2 . (XLSX)

Πίνακας   S4   – Στατιστική ανάλυση για την µείωση του φορτίου των 
Clostridium difficile.
Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ΜΡΕ/m2 . (XLSX)
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Πίνακας   S  5   – Στατιστική ανάλυση για την µείωση του φορτίου Candida 
albicans.
Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως ΜΡΕ/m2 . (XLSX)

Συντοµογραφίες:

• ΜΦΥ: Μολύνσεις που σχετίζονται µε την Φροντίδα Υγείας
• ΚΕΝΠ: Κέντρα Ελέγχου Νοσηµάτων και Πρόληψης
• ΠΣΥΚ: Προβιοτικό Σύστηµα Υγιεινούς Καθαρισµού
• ΑΑΚΟ: Αντίγραφο Ανίχνευσης και Καταµέτρησης Οργανισµών
• ΣΜΑ: Σχηµατισµοί Μονάδων Αποικιών
• ΜΡΕ: Μίκρο-βιολογική επιφανειών

 

Αρωγή Συγγραφέων 

   Σύλληψη και σχεδιασµός των πειραµάτων: RT PA PGB EC SM. ∆ιεξαγωγή 
πειραµάτων: AV RT AF EC. Ανάλυση των πληροφοριών: SM RT AF EC DP.
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