IL BIOFILM E LA PATOLOGIA UMANA.

Per molto tempo le conoscenze acquisite sui biofilm sono state attribuite solo alla crescita dei
batteri nell’lambiente, probabilmente anche in virtu di una inconscia ma comprensibilmente
radicata convinzione dei microbiologi che negli organismi superiori i batteri possano vivere solo
nel fenotipo planctonico; questa forma di buona educazione da parte dei batteri per gli ospiti
(quasi una manifestazione di rispetto dei procarioti nei confronti degli organismi superiori
suggerita da una visione antropocentrica del mondo biologico!) & risultata assolutamemte
inesistente quando sono state segnalate le prime osservazioni di presenza di biofilm sulle superfici
di strumenti artificiali introdotti nell’organismo umano. Le manifestazioni cliniche delle infezioni
insorgenti in questi pazienti hanno disorientato i clinici ed i microbiologi per molto tempo. Per
anni, infatti, sono state attribuite all'antibiotico-resistenza dei ceppi batterici la scarsita,
I’aspecificita e I'indolenza dei quadri sintomatologici, la refrattarieta alle terapie somministrate
anche per tempi lunghi e ad alto dosaggio, e -in alcuni casi- il repentino peggioramento fino
all’exitus. In molti di questi casi, infatti, la terapia antibiotica somministrata ai dosaggi
raccomandati fornisce un temporaneo miglioramento dei sintomi, ma dopo la sospenzione del
farmaco l'infezione invariabilmente “recidiva” con caratteristiche di indolenza, fin quando il
dispositivo medico artificiale (protesi, pace-maker, catetere, ecc.) non venga rimosso.
L’osservazione microscopica diretta delle infezioni batteriche croniche resistenti alle terapie ha
dimostrato inequivocabilmente che esse crescono come colonizzazioni delle superfici artificiali
sotto forma di biofilm. La prima descrizione della colonizzazione batterica di un dispositivo medico
artificiale al miscroscopio elettronico fu fatta da J.W. Costerton nel 1982 (Marrie 1982), sul pace-
maker artificiale prelevato da un paziente affetta da episodi infettivi “recidivanti” e refrattari alle
terapie antibiotiche. Da allora innumerevoli conferme sono state date a questa osservazione, dallo
stesso autore e da altri centri altamente qualificati di microbiologia.

Da osservazioni molto recenti risulta che gli stessi biofilm batterici che si formano sulle superfici di
dispositivi protesici artificiali possono crescere anche sulle superfici di tessuti od organi di cui sia
compromessa l'integrita. Ne deriva che le stesse leggi che regolano la crescita preferenziale dei
batteri sulle superfici, valgono in tutti gli ecosistemi, compreso quello dell’organismo umano. In
altri termini gli stessi strumenti di difesa che proteggono i batteri nei laghi e nelle correnti dai loro
predatori naturali, come I'ameba, sono utilizzati anche per sfuggire dalla fagocitosi da parte dei
globuli bianchi, e gli stessi meccanismi che proteggono i biofilm ambientali dall'aggressione dei
batteriofagi e degli antagonisti chimici presenti nei laghi, funzionano anche per proteggerli dagli
anticorpi, dai mediatori del sistema inflammatorio e dai farmaci.

La resistenza batterica alle terapie antibiotiche € un fenomeno noto da tempo, e fino a pochi anni
fa veniva spiegato con vari meccanismi, i principali dei quali sono le pompe di efflusso, gli enzimi
inattivanti, e le mutazioni genetiche. Questi meccanismi non sembrano essere responsabili della
protezione dei batteri nel biofilm. Test di suscettibilita con modelli di biofilm hanno mostrato la
sopravvivenza dei batteri dopo il trattamento con antibiotici a concentrazioni a centinaia e perfino
migliaia di volte superiori alla minima concentrazione inibente efficace sugli stessi batteri
mantenuti in una coltura in sospensione. In vivo, probabilmente gli antibiotici sopprimono i



sintomi dell'infezione grazie all'eliminazione dei batteri planctonici che lentamente si staccano
dalla superficie esterna del biofilm; infatti € noto che quando i batteri si staccano dal biofilm in
genere diventano rapidamente sensibili agli antibiotici (Anwar H et al, 1989; Williams | et al, 1997),
ma quando la terapia viene sospesa, il biofilm puo agire come un focolaio per la recidiva
dell'infezione. Le infezioni da biofilm, infatti, persistono fin quando la superficie colonizzata non
venga rimossa chirurgicamente. Queste osservazioni suggeriscono che le mutazioni o il
trasferimento di informazioni genetiche mobili (plasmidi, trasposoni, ecc.) non possono essere i
principali meccanismi di chemioresistenza dei biofilm; in alcuni studi e stato indagato il possibile
coinvolgimento di geni codificanti per multidrug efflux pump, come il locus mar, ma non é stata
dimostrato alcun ruolo di questo gene nella resistenza dei biofilm (Alekshun MN et al, 1999,
Maira-Litran T 2000). Cid non esclude, comunque, che anche meccanismi convenzionali di
chemioresistenza (resistenza genotipica) possano essere espressi nei biofilm (forme di resistenza
fenotipica), e possano contribuire a determinare la resistenza totale della popolazione microbica
responsabile di un'infezione indebellabile con le terapie convenzionali.

Sono state proposte alcune possibili spiegazioni ai meccanismi di chemioresistenza dei biofilm.
Attualmente tre sono i meccanismi presi in considerazione.

- Il primo prevede che la matrice esopolisaccaridica del biofilm costituisca una barriera meccanica
alla penetrazione delle molecole farmacologiche, che risulterebbe lenta od incompleta; nel caso di
alcune classi di farmaci, gli aminoglicosiad esempio, I'effetto di barriera potrebbe essere esercitato
anche dalla reazione sterica tra le cariche negative dei polimeri extracellulari e le cariche positive
dei farmaci (Kumon H et al. 1994 Shigeta M et al. 1997 Gordon CA et al. 1988, Nichols WW et al.
1988); questi, una volta assorbiti sulla superficie esterna della matrice, non solo vi sarebbero
trattenuti, ma verrebbero lentamente inattivati.

- Il secondo ipotizza un possibile effetto esercitato da alterazioni fisico chimiche del
microambiente interno al biofilm per la presenza di nicchie di anaerobiosi situate in profondita (De
Beer D et al, 1994) o per la carenza di metaboliti, o per la creazione di gradienti di pH dovuti ad
accumulo di radicali acidi (Zhang TC et al. 1996); queste condizioni renderebbero gli antibiotici
inefficaci a causa della condizione di quiescenza metabolica dei microrganismi bersaglio (Eng RHK,
1991).

- Il terzo possibile meccanismo prevede che una subpopolazione di microrganismi dei biofilm si
esprima in un fenotipo altamente protetto, di tipo simil-sporale; questo mecccanismo e stato
proposto in seguito all'osservazione della resistenza di biofilm neoformati, ancora troppo sottili
per poter opporre un meccanismo di resistenza da barriera meccanica (Cochran WL et al 2000, Das
JR et al. 1998).

Fino ad oggi sono state descritte varie patologie umane correlate alla presenza di biofilm
nell'organismo umano. A puro scopo classificativo possono essere distinte patologie legate
all'inserimento di materiali artificiali nell'organismo umano e patologie legate alla crescita di
biofilm su tessuti umani.



BIOFILM SU MATERIALI ARTIFICIALI

Tutti i tipi di dispositivi medici impiantabili sono potenzialmente sede di infezione da biofilm, in
qualsiasi sede dell'organismo vengano posti ed a prescindere dal biomateriale usato.

Ma I'agente eziologico responsabile della maggior parte delle colonizzazioni appartiene alla specie
Stafilococco (70-80% dei casi), in particolare agli stafilococchi coagulasi-negativi (90%). Per questo
motivo molti studi sono rivolti alla comprensione dei meccanismi che regolano la fisiologia delle
forme sessili di questi microrganismi.

Protesi vascolari

| primi interventi di sostituzione di vasi arteriosi con protesi artificiali risalgono all'inizio degli anni
settanta. Furono immediate le prime descrizioni del rischio di infezione legate alla presenza degli
impianti artificiali. Fino al 1982 le infezioni venivano correlate ai normali rischi di sepsi operatoria.
Nel 1982 WIJ Costerton descrisse colonie batteriche tenacemente adese ad un pace-maker di una
paziente che veniva ricoverata per episodi febbrili ricorrenti, e correlo la refrattarieta alle terapie
antibiotiche con la presenza di queste forme batteriche sul dispositivo artificiale.

Tuttavia i dati pubblicati fin'ora sulla prevalenza delle infezioni protesiche sono gravemente
inficiati da limiti dell'organizzazione sanitaria, ed errori metodologici nell'arruolamento dei
pazienti: la maggior parte degli studi sono trasversali e non prospettici per la mancanza di un
follow-up rigoroso nei Centri di riferimento; molte diagnosi d'infezione sono misconosciute e
confuse con una, non meglio definita, problematica di "rigetto" della protesi; in molti pazienti
I'exitus impedisce che un corretto iter diagnostico permetta il riconoscimento dell'infezione.

Per alcuni tipi di protesi vascolari & stata valutata la prevalenza di infezione, anche sulla base di
osservazioni effettuate su ampie casistiche cliniche.

Per quanto riguarda le protesi aorto femorali, la prevalenza di infezione calcolata in una serie di
studi pubblicati dal 1972 al 1996 varia dallo 0,5 al 3 % dei casi osservati (Liekweg et al. 1977,
Lorentzen 1985, O'Hara 1986, Edwards 1987, Al-Khaffaf 1996). Queste prevalenze aumentano per
le protesi vascolari extra-anatomiche, impiantate quasi sempre in sostituzione di protesi aortiche
infette. In questo caso (Fann 1993, Yeager 1992) i dati di prevalenza dell'infezione dovuta alla
crescita di biofilm sul materiale protesico oscillano mediamente intorno al 6-8%, come si puo
evincere dal confronto dei dati ottenuti da una serie di studi pubblicati tra il 1974 ed il 1992. La
principale ragione della alta prevalenza di infezione registrata in questo caso e legata al decorso
extra-anatomico di questo tipo di by-pass vascolari. Tra i vari studi la review di Yeager e coll.
Pubblicata nel 1992 mostra dati particolarmente allarmanti: gli studi esaminati per questa analisi
della letteratura tenevano conto dei casi di reinfezione dopo sostituzione di protesi infette.
Tenendo conto anche di questi casi, in cui il rischio di infezione era presumibilmente maggiore, la
prevalenza sale al 18-23 %.

In linea di massima, quindi si pud affermare che la prevalenza di infezione su protesi vascolari varia
in ragione della sede di impianto. | dati di prevalenza variano notevolmente (Leschi 1998), dallo
0,2% per le protesi impiantate in sede cervicale, al 2-4 % per quelle femoro-femorali, fino al 5-8 %
per le axillo-femorali. Se si esclude il dato relativo alle protesi axillo-femorali -dato influenzato dal
decorso extra-anatomico- una simile variabilita € stata messa in relazione con la vicinanza della
protesi al tratto gastro-intestinale e con il grado di vascolarizzazione dei tessuti circostanti. La sede



cervicale, secondo questa interpretazione, sarebbe gravata da un minor rischio di infezione per
I'alta vascolarizzazione del collo e della base del cranio, e per la lontananza dalla zona perineale.
Come gia accennato la veridicita di questi dati e fortemente inficiata dalle carenze organizzative
nel follow-up di questi pazienti. Ma ad ulteriore conferma della possibile sottostima del rischio
infettivo, Seabrook (xxxxxxxxxxx1990) ha pubblicato i dati ottenuti dalle colture del materiale
biologico raccolto da pseudoaneurismi periprotesici dopo intervento chirurgico. Dall'analisi dei
dati e risultato un 60% di positivita per Stafilococchi coagulasi negativi; Questo dato risulta
particolarmente allarmante se si tiene conto della completa assenza di sintomi locali e/o sistemici
di infezione nei pazienti analizzati.

Valvole cardiache

Non sono stati pubblicati fino ad oggi studi scientifici rigorosi sulla prevalenza delle infezioni
batteriche su protesi valvolari artificiali. In questo tipo di protesi la diagnosi clinica e
particolarmente difficile ed elusiva, perché il paziente muore per scompenso cardiaco da erosione
del tessuto miocardico periprotesico, prima che compaiano i primi segni di infezione. | dati di
letteratura indicano una mortalita pari al 75% dei casi di infezione.

Molti sforzi sono stati fatti per ridurre al minimo il rischio di questa grave complicanza:
affinamento delle tecniche chirurgiche, miglioramento della profilassi antibiotica e ricerca
industriale per la messa a punto di biomateriali innovativi. Recentemente un'industria americana
(St. Jude Medical, Inc, St. Paul, Minnesota) ha introdotto sul mercato un tipo di valvola cardiaca
ricoperta di sali d'argento per prevenire le infezioni da stafilococco. Nonostante la pubblicazione di
dati confortanti in vitro ed in vivo circa I'efficacia di questo dispositivo medico (Illingworth 1998,
lllingworth 2000), dopo un anno venivano pubblicati i primi dati che documentavano la
colonizzazione sperimentale in vitro di queste valvole da parte di Staphylococcus epidermis (Cook
2000).

Da informazioni confidenziali risulta che su circa trentamila pazienti portatori di queste protesi,
circa un terzo dei pazienti mostra segni di infezione. Mille sono deceduti. L'industria produttrice di
questi dispositivi ha gia ricevuto un grande numero di azioni legali.

Pace-makers cardiaci

La diagnosi di infezione sui pacemakers cardiaci viene posta raramente. Come per le valvole
cardiache, anche in questo caso la sintomatologia infettiva compare tardivamente, viene spesso
misconosciuta o confusa con il quadro clinico dell'endocardite.

Dai dati attualmente disponibili I'agente etiologico piu comune appartiene alle specie degli
Stafilococchi coagulasi negativi (92%). Questa osservazione ha suggerito l'ipotesi che per questo
tipo di protesi la porta d'entrata dell'agente infettivo sia quasi sempre la sede d'ingresso del
pacemaker attraverso il cavo ascellare.

Protesi ortopediche e impianti endossei
| primi impianti di protesi ortopediche artificiali risalgono alla fine degli anni trenta. Fino a pochi
anni fa tutti i casi di infezione sono stati attribuiti al normale rischio infettivo perioperatorio



dovuto a scarsa asepsi. Fino alla fine degli anni novanta i casi di loosening del segmento protesico
(mobilita dell'impianto nella sede operatoria associato a rarefazione ossea radiologicamente
dimostrabile) sono stati attribuiti a rigetto della protesi.

Con grande sorpresa, in seguito alle prime osservazioni pubblicate da W. Costerton e A. Gristina
(Gristina 1984) anche gli impianti ortopedici sono risultati sede di infezione da biofilm. In
particolare e stata osservata la presenza di biofilm nelle protesi ortopediche rimosse per loosening
ed avviate alla microscopia elettronica a scansione. Fino ad oggi non sono stati pubblicati studi di
prevalenza di questa sede di infezione, ma sono state pubblicate osservazioni di casi sporadici di
infezioni refrattarie alle terapie antibiotiche convenzionali.(Drancourt 1997)

Impianti odontoiatrici

Recentemente alcuni lavori hanno dimostrato che anche negli impianti odontoiatrici il cosiddetto
rigetto (spesso attribuito ad una bassa biocompatibilita del materiale protesico) (Passariello et al
1993, Torelli 2001), &€ dovuto alla presenza di biofilm sul perno impiantato.

La presenza di biofilm impedisce la corretta osteointegrazione dell'impianto, ed impedisce le
procedure ulteriori di caricamento del dente artificiale (O'Mahony 1999). Inoltre sono stati
descritti casi di osteomieliti mandibolari conseguenti al posizionamento di impianti odontoiatrici
endossei (perimplantite)

Cateteri venosi centrali : Numerosi studi hanno dimostrato la presenza di biofilms in un'altissima
percentuale di cateteri venosi centrali (quasi il 100%), tuttavia in molti casi questa colonizzazione e
silente (Anaissie E,1995). D'altra parte questi cateteri vengono usati in pazienti terminali o affetti
da patologie gravi, nei quali il biofilm puo essere un "reservoire" di infezione potenzialmente
pericoloso negli immunocompromessi.(Passerini L 1992).

Cateteri urinari

Da molti anni € noto il fenomeno della resistenza alle terapie antibiotiche in pazienti portatori di
cateteri urinari; per molto tempo i ricercatori hanno attribuito tale fenomeno alla capacita dei
batteri che colonizzano il tratto urinario di aderire tenacemente alle cellule della mucosa uretrale
e di invaderle. Solo recentemente & stato compreso che la principale causa della inefficacia delle
terapie e dovuta alla colonizzazione dei cateteri urinari da parte di biofilms (Morris 1999)

TERAPIA E PREVENZIONE

Dalle prime descrizioni di biofilm adeso a dispositivi medici impiantabili artificiali sono stati
effettuati molti tentativi per prevenire le infezioni da biofilm o per eradicare quelle gia iniziate. E'
necessario ricordare in questa sede che per quanto riguarda i manufatti protesici le infezioni sono
state classificate da almeno dieci anni come perioperatorie (dal primo giorno dell'impianto fino ai
sucessivi trenta giorni) "middle distance" (dopo uno o due anni dall'impianto) "long distance"
(anche dopo dieci anni dal primo impianto protesico). Le infezioni perioperatorie possono essere
paragonate ad una normale infezione settica all'atto operatorio, mentre le altre due vengono



contratte per via ematica da batteriemia transiente e quindi non possono essere prevenute a
livello di profilassi antibiotica all'atto operatorio. Molti tentativi sono stati effettuati per prevenire
o curare queste infezioni:

- profilassi antibiotica perioperatoria

- terapia antibiotica protratta nel tempo

- uso di molecole antibiotiche con scarso ingombro sterico potenzialmente capaci di permeare la
matrice del biofilm

- protesi impregnate di antibiotico (valvole cardiache, cateteri urinari etc.)

- uso di terapie combinate fra vari tipi di antibiotici

- protesi impregnate di sostanze antibiofilm (sali d'argento)

Fino ad oggi nessuno di questi tentativi ha raggiunto I'obiettivo; infatti tutte queste strategie
preventive e terapeutiche sono valse a contenere le infezioni da biofilm senza mai riuscire ad
eradicarle, e senza ridurre la prevalenza dei casi fatali.

Poiché la resistenza del biofilm dipende dall'aggregazione dei batteri in comunita multicellulari
una possibile strategia terapeutica potrebbe derivare dal disegno di molecole che disgregano la
complessa impalcatura del biofilm; una volta ottenuto questo obiettivo le difese dell'ospite
potrebbero essere capaci di eliminare il biofilm e I'efficacia degli antibiotici potrebbe essere
recuperata. Farmaci potenzialmente utili a questo scopo potrebbero essere enzimi capaci di
sciogliere i polimeri della matrice del biofilm (Selan et al 1993), reazioni chimiche che bloccano la
sintesi della matrice (Yasuda H 1993), analoghi delle molecole coinvolte nel signalling microbico
capaci di intervenire nelle comunicazioni intercellulari, terapie immunomodulanti.
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