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FERITE DI DIFFICILE GUARIGIONE |

a resistenza antimicrobica e multifarmaco incombe nel panorama sanitario

globale, in particolare nel trattamento di ferite croniche di difficile guarigione,

in cui i dati attuali evidenziano la presenza del biofilm nel 60%-100% delle

ferite che non guariscono. Se da un lato il ruolo svolto dal biofilm nella

cronicita delle ferite € ancora in fase di studio, risulta sempre pit lampante che
le ferite di difficile guarigione contengono biofilm, la cui presenza, in qualche modo,
ne ritarda o impedisce la guarigione.

La gestione del biofilm nelle ferite croniche si sta rapidamente trasformando nell'obiettivo
principale della cura delle ferite. Tuttavia, la gestione del biofilm & un'attivita di innegabile
complessita. Oltre ai passaggi basilari della prevenzione iniziale (I'impiego di agenti

di contrasto del biofilm), della rimozione (dei residui e del tessuto necrotico) e della
prevenzione di nuove formazioni (impiego di agenti antimicrobici), & necessario prendere
in considerazione una miriade di altri parametri ambientali, clinici e relativi al paziente,
per individuare una soluzione adatta al caso.

Il rilevamento e la localizzazione dei biofilm nelle ferite croniche fornisce informazioni
cliniche utili che contribuiscono a formulare una valutazione e a rendere efficace la
rimozione dei residui. Tuttavia, le informazioni a disposizione sono ancora lacunose per
quanto concerne il rilevamento e la localizzazione del biofilm. Se le linee guida esistenti
(ad esempio, ESCMID 2015) offrono indicazioni in tema di diagnosi e trattamento delle
infezioni con biofilm, restano dubbi irrisolti relativi all'eventuale presenza di segni visivi
che potrebbero rivelarsi utili nella decisione di procedere o meno con una biopsia.

Sebbene il dibattito circa l'individuazione del biofilm a occhio nudo conquisti terreno

e siano emerse nuove tecniche (ad esempio, la "mappa delle ferite con biofilm" di
Nagakami e colleghi), sussiste ancora la necessita fondamentale di un rilevatore di biofilm
"al punto di cura", in grado di rilevare la presenza del biofilm nel giro di pochi minuti e non
di ore o giorni.

Se e vero che sono stati compiuti significativi passi avanti nella prevenzione, nel
rilevamento e nella gestione del biofilm, &€ necessario proseguire con la ricerca per ridurne
I'impatto su pazienti e sistemi sanitari.

Nel presente documento di posizionamento, i medici responsabili studiano il ruolo svolto
dal biofilm nella guarigione ritardata delle ferite, la gestione del biofilm nella pratica

e il modo in cui la ricerca, presente e futura, possa comprendere ulteriormente queste
comunita batteriche.
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pesso, i batteri vengono considerati singole cellule che si moltiplicano
rapidamente in fase di crescita esponenziale, suscettibili agli antibiotici se non
ne sono intrinsecamente resistenti. La resistenza antimicrobica e la resistenza
multifarmaco rappresentano problemi in espansione in tutto il mondo e
costituiscono un argomento di discussione attuale oggetto di lunghi dibattiti.
Gran parte dei medici coinvolti nel trattamento delle ferite sfrutta i modelli di suscettibilita
provenienti dal laboratorio di microbiologia clinica per stabilire di quali antibiotici
necessita un paziente. Tali decisioni sono spesso supportate da linee guida di consenso
internazionale, sufficienti per la gestione di infezioni acute>34, Tuttavia, in caso di
infezioni croniche, quali quelle che insorgono in seguito all'impianto di dispositivi medici,
le infezioni polmonari di pazienti affetti da fibrosi cistica (FC) e le ferite croniche che non
guariscono, le linee guida summenzionate appaiono inadeguate. Per quale motivo? In che
modo possiamo spiegare la rapida risoluzione dei sintomi di infezione per mezzo di agenti
antimicrobici in pazienti con ferite acute, in contrasto con la condizione letargica o di
mancata risposta che spesso si verifica nelle ferite croniche che non guariscono?

La risposta € al tempo stesso complicata e semplice (riquadro 1, pagina 7). | batteri possono
essere presenti in almeno due diverse forme di crescita fenotipica: la prima si riferisce a
cellule singole a crescita rapida, ad esempio, la forma planctonica; la seconda & costituita
da comunita aggregate di cellule a crescita lenta in forma di biofilm. Tutta la microbiologia
classica e lo sviluppo di antimicrobici si basa unicamente su paradigmi planctonici, che
fanno leva su metodi concepiti all'inizio del 1800. E di gran lunga piti facile far crescere i
batteri utilizzando questi metodi, mediante colture agitate o con I'espansione su piastre

di agar. Queste tecniche, presumibilmente, rispecchiano lo stato in cui si trovano i batteri
durante un'infezione acuta. Questi metodi sono ancora ampiamente accettati come lo
standard d'oro per la rappresentazione dei patogeni delle infezioni acute.

Dal canto loro, le infezioni croniche sono I'esatto opposto. In questo caso, una quantita
notevole di batteri risiede nei biofilm, in cui sono circondati da una densa matrice di
polisaccaridi, DNA libero (eDNA) di origine batterica o dell'organismo ospite e proteine
che aderiscono strettamente alla comunita e alle strutture del biofilm, proteggendole
dagli attacchi di neutrofili e macrofagi. Inoltre, molti batteri non si dividono o non vengono
metabolizzati rapidamente, il che li rende tolleranti: quasi tutti gli antibiotici, infatti,
neutralizzano esclusivamente i batteri metabolicamente attivi, inibendo gli enzimi batterici
critici. E importante comprendere che la maggior parte delle ferite croniche infette offre
rifugio a diverse specie di batteri che richiedono trattamenti differenti, ad esempio gli
antibiotici®™®”, Tuttavia, le diverse specie non rientrano necessariamente all'interno del
medesimo biofilm, ma sono piuttosto sparse in piccoli focolai di specie singole®21°),

In questo articolo analizzeremo le implicazioni dei biofilm sulle ferite umane croniche
che non guariscono, presentando evidenze o ipotesi del modo in cui i biofilm ne ritardano
la guarigione. Inoltre, affronteremo il rompicapo clinico relativo alla diagnosi del biofilm
all'interno delle ferite e analizzeremo i migliori metodi di trattamento.

| biofilm vengono spesso definiti sulla base di osservazioni in vitro. Le definizioni classiche,
in genere, descrivono i biofilm come batteri adesi alle superfici, incapsulati in una matrice
extracellulare autoprodotta e tolleranti agli agenti antimicrobici (tra cui antibiotici e
antimicrobici). Inoltre, lo sviluppo del biofilm & spesso descritto come un fenomeno che
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annovera dalle tre alle cinque fasi, il cui inizio & marcato dalle cellule singole che aderiscono
a una superficie, che prosegue con la maturazione del biofilm e che termina con la
dispersione dei batteri dal biofilm™™23], Le osservazioniin vitro, che si basano su modelli

a cella di flusso che utilizzano superfici di vetro e terreni di coltura freschi ossigenati che
fluiscono continuamente sul batterio, differiscono notevolmente quando confrontate con le
condizioni delle infezioni delle ferite cronichel™. In questo caso, i batteri non sono esposti a
un flusso continuo di terreno fresco e non aderiscono a una superficie di vetro (né ad alcuna
superficie)®° | biofilm delle ferite croniche in vivo sono spesso incapsulati in una matrice,
che include il materiale ospite, rendendo problematica la dispersione.

Pertanto, il ricorso a osservazioni in vitro per definire, diagnosticare e trattare i biofilm
nelle infezioni croniche potrebbe generare un'impressione errata™!. Tuttavia, sussistono
tratti in comune tra le evidenze in vitro e in vivo che possono contribuire a una definizione
di biofilm. Tra questi emergono:

Aggregazione dei batteri

Una sorta di matrice che non si limita all'autoproduzione in quanto puo essere

originata anche dall'organismo ospite

Estrema tolleranza e protezione nei confronti della maggior parte degli agenti

antimicrobici e del sistema immunitario dell'organismo ospite.

Suggeriamo di attenersi alla seguente definizione semplificata per stabilire che cosa sono
i biofilm nelle infezioni croniche: un insieme di batteri tolleranti al trattamento e al sistema
immunitario dell’'organismo ospite.

Tutti i batteri planctonici sono cellule singole che solitamente crescono rapidamente e
di rado sono osservate direttamente in infezioni, salvo in casi di gravi condizioni, quale
la setticemial™. Tuttavia, presupponiamo che durante le infezioni acute i batteri siano
del fenotipo planctonico, poiché sono suscettibili agli agenti antimicrobici che, con
trattamenti mirati, portano a una netta risoluzione dei sintomi.

Le evidenze in vivo suggeriscono che i fenotipi di biofilm differiscono marcatamente per
fisiologia e attivita rispetto alle cellule planctoniche. | batteri sono aggregati e difficili, se

non impossibili, da trattare e riescono in qualche modo a evadere il sistema immunitario
dell'organismo ospite®*'4, Spesso i batteri sono inclusi in una matrice che pud essere
prodotta dai batteri o dall'organismo ospite. La composizione esatta della sostanza
polimerica extracellulare (EPS) varia a seconda dei microrganismi presenti, ma in genere
prevede la presenza di polisaccaridi, proteine, glicolipidi e DNA extracellulare (eDNA)US 7181,

Studi condotti con microelettrodi hanno identificato ulteriori regioni anossiche all'interno
del biofilm, evidenziando una minore attivita metabolica cellulare dei batteri™2%21, Cio
contribuisce in parte alla resistenza intrinseca dei biofilm ai trattamenti antimicrobici.

Meno di 10 studi hanno individuato biofilm in ferite croniche che non guariscono, facendo
leva sugli approcci al microscopio accettati, con o senza analisi molecolarel®°1021241,
Questi studi hanno rilevato la presenza di biofilm nel 60%-100% dei campioni. Alla luce
dell'eterogeneita e della distribuzione spaziale dei biofilm all'interno delle ferite croniche,
la mancata cattura di tessuto ospitante il biofilm mediante tecniche di campionamento
potrebbe avvicinare la prevalenza effettiva al 100%°,

Abbiamo presentato queste questioni in ordine inverso, per cui il nostro fondamento logico
diventera lampante. | metodi attualmente accettati per individuare il biofilm dai campioni
tessutali sono stati limitati principalmente all'uso, da parte dei ricercatori, di microscopi ad
alta potenza (microscopio elettronico a scansione, SEM; microscopio confocale a scansione
laser, CLSM) soli o0 in combinazione con tecniche di sequenziamento del DNA molecolare
che prevedono |'uso di sonde fluorescenti per determinare la presenza o I'assenza dei batteri
e per individuarne la posizione. Anche questi approcci hanno limitazioni, in particolare

la distribuzione eterogenea dei batteri all'interno di una ferita. Cio rende ardua la scelta

del campionamento della ferita; la biopsia tessutale & uno standard d'oro ma raccoglie i
batteri esclusivamente da un'area piccola, aumentando significativamente le possibilita
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Immagine 1: Biopsia del tessuto da
un'ulcera cronica, non-guarigione
piede diabetico complicata dal
biofilm visualizzata al microscopio
elettronico a scansione

Immagine 2: Microscopia elettronica
a scansione hanno visto da un'ulcera
del piede diabetico con biofilm

che un batterio importante non venga assolutamente rilevato!. In confronto, I'uso di tamponi
superficiali con la tecnica Levine consente il campionamento di un'ampia area ma la raccolta
riguarda esclusivamente i batteri presenti sulla superficie della ferita: questo non rispecchia
necessariamente il microbiotal?2¢),

Molti sono stati i dibattiti sulla possibilita che i biofilm, di natura microscopica, possano
essere osservati a occhio nudo. In diverse condizioni patologiche e di salute umane, i
biofilm, se lasciati a maturare, possono mostrarsi evidenti a livello macroscopico, come nel
caso delle placche dentali®?”. Tuttavia, il quadro & meno chiaro nel caso di ferite croniche.
Alcuni medici ricorrono alla retorica per promuovere cio che ritengono siano "indizi clinici”
della presenza di biofilm mediante osservazioni a occhio nudo che non si basano su rigore
scientificot??82°1, Questi segni includono uno strato viscido, traslucido e brillante sulla
superficie della ferita non guarital?®?°!, la presenza di tessuto necrotico o fibrina e materiale
gelatinoso che si rigenera rapidamente dopo la rimozione, rispetto al tessuto necrotico o ad
altri tessuti devitalizzati o fibrina che spesso impiegano pili tempo per rigenerarsit?>3031,

Attualmente, non esiste alcun test diagnostico standard per stabilire la presenza di biofilm
nella ferita e non sono disponibili biomarcatori quantificabili. Questa potrebbe rappresentare
un'importante sfida clinica, poiché la distinzione tra la patogenicita del fenotipo planctonico o
di biofilm nelle infezioni di ferite croniche costituisce una notevole barriera a un trattamento
efficace.

In base a quanto affermato in precedenza, cioé che "tutte le ferite croniche che non guariscono
rappresentano un potenziale rifugio per biofilm", non & opportuno fare affidamento su indizi
visivi aneddotici. Proponiamo ai medici di "presupporre che tutte le ferite croniche che non
guariscono che non hanno risposto alle cure standard presentino biofilm" e, pertanto, che i
trattamenti siano orientati in questo senso. Suggeriamo che il sospetto clinico della presenza di
biofilm venga sollevato per i pazienti le cui infezioni delle ferite croniche non abbiano risposto
adeguatamente agli agenti antimicrobici e al trattamento delle ferite standard, o laddove le
infezioni delle ferite croniche presentino periodi di quiescenza alternati a episodi acuti®®2.
Questi segni e sintomi si basano su evidenze attuali che stabiliscono che i biofilm non possono
essere debellati da agenti antimicrobici, per cui € lecito presupporre che una ferita cronica che
non guarisce contenga batteri nel fenotipo del biofilm.

| meccanismi esatti attraverso i quali i biofilm bloccano i processi di guarigione delle ferite
sono ancora ambigui. | dati attualmente disponibili suggeriscono che la ferita rimane in uno
stato infiammatorio violento, impedendo cosi il verificarsi dei normali cicli di guarigione
della ferita. Il perché cid accada non & ancora chiaro, ma numerosi fattori sistemici e locali
contribuiscono alla produzione e al mantenimento della ferita cronica. A livello sistemico, i
fattori fisiologici comprendono diabete mellito, insufficienza venosa, malnutrizione, cancro,
edema, traumi ripetitivi al tessuto e risposta dell'organismo ospite compromessa. La
maggior parte delle ferite croniche guarisce se i fattori di predisposizione vengono trattati
adeguatamente; ad esempio, riduzione dell'edema nelle ulcere venose delle gambe, scarico
delle ulcere del piede diabetico e delle ulcere da decubito, oltre ai principi di guarigione delle
ferite umide.

A livello locale, i batteri colonizzano tutte le ferite croniche; i due pit comuni sono
Staphyloccocus aureus e Pseudomonas aeruginosa, due noti generatori di biofilm. Da un

articolo di Gjadsbalk et al®3, si evince che il 93,5% delle ulcere croniche dell'arto inferiore
conteneva S. aureus e il 52,2% offriva rifugio a P. aeruginosa, ma solo le ulcere con P. aeruginosa
erano caratterizzate da maggiori dimensioni della ferita e minore velocita di guarigione.

La spiegazione si potrebbe ricercare nella capacita di P. aeruginosa di eliminare i leucociti
polimorfonucleati (PMN) secernendo ramnolipidi®*. Questo glicolipide & controllato
mediante il sistema quorum sensing ed & probabilmente una delle principali cause del
mancato debellamento di P. aeruginosa nelle ferite croniche.

Ennis et al (2000) 2! hanno approfondito il ruolo dei PMN e rilevato che le ferite croniche
erano "stordite nella fase infiammatoria della guarigione". Nei normali cicli di guarigione delle
ferite, questa fase puo essere preceduta da una fase proliferativa, in cui la funzione dei PMN &
gradualmente sovrastata dai macrofagi e i fibroblasti iniziano la ricostruzione del tessutof?®,
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Riquadro 1: Biofilm: prassi attuali complesse di gestione delle ferite

| biofilm presentano diverse sfide per la gestione tradizionale delle ferite e per la relativa
guarigione. In primo luogo, la localizzazione dei biofilm nei letti delle ferite puo risultare ardua
e i medici in genere si limitano a ripulire le aree che presentano segni secondari di biofilm,
(tessuto necrotico nella ferita) e altri segni superficiali di infiammazione locale.

In secondo luogo, il campionamento ottimale delle aree superficiali e sottosuperficiali dei letti
delle ferite e difficile e i batteri sono distribuiti in maniera estremamente eterogenea. Pertanto,
I'identificazione dei batteri del biofilm & una sfida in quando un laboratorio di microbiologia
standard non riesce a rilevare la natura piu complessa dei biofilm e non elabora i campioni di
ferita in modo da disperdere adeguatamente il biofilm affinché i batteri possano essere posti
in colture con saggi di crescita su piastra standard.

| biofilm interferiscono con la normale guarigione della ferita, "bloccando" il letto della ferita
in uno stato inflammatorio cronico che porta a elevati livelli di proteasi (metalloproteinasi
di matrice e elastasi neutrofila) e a specie reattive dell'ossigeno (ROS) che danneggiano

le proteine e le molecole essenziali per la guarigione. Un'ampia percentuale di batteri nelle
comunita di biofilm & metabolicamente latente, il che genera tolleranza agli antibiotici.

Le molecole di disinfettante altamente reattive da un punto di vista chimico reagiscono

di frequente con i componenti della matrice esopolimerica del biofilm, esaurendone la
concentrazione e impedendone la penetrazione a fondo nella matrice del biofilm.

Pertanto, le conseguenze di una necrosi in situ prolungata causata da cellule batteriche
potrebbero spiegare sia I'afflusso costante di PMN nelle ferite croniche che contengono

P. aeruginosa, sia il conseguente rilascio localizzato di enzimi proteolitici pro-infiammatori=>’,
Purtroppo, non siamo in grado di postulare il meccanismo responsabile di questo
fenomeno in ferite non infestate da Pseudomonast®®.,

Nel 2015, Marano et al®’hanno rilevato che la migrazione e la proliferazione di
cheratinociti epidermici umani venivano diminuite dai derivati dei biofilm contenenti

P. aeruginosa e S. aureus. L'utilizzo dell'analisi proteomica ha consentito a Marano et al di
avvicinare |'attivita di S. aureus a quella di una proteina, mentre |'attivita di P. aeruginosa
era pil simile a quella di una piccola molecola®1. Le numerose proteine rivelate mediante
I'analisi proteomica presentavano presunti collegamenti con la ritardata guarigione delle
ferite. Tra queste, a-emolisina, alcol deidrogenasi, fruttosio-bifosfato aldolasi, lattato
deidrogenasi e inibitore della differenziazione delle cellule epidermiche.

Una seconda area di interesse della ricerca suggerisce che i biofilm di batteri infettivi
contribuiscono a una bassa tensione dell'ossigeno localizzata all'interno della ferita.

| primi studi in vitro che utilizzavano microelettrodi hanno individuato aree discrete di
significativo consumo di ossigeno all'interno dei biofilmt®l, Ulteriori studi che ricorrevano
ai microelettrodi con CLSM, hanno individuato microdomini in diverse aree del biofilm
che ospitava ambienti biochimici alterati, comprese alterazioni di pH e ossigeno™. La
creazione di aree anossiche all'interno del biofilm puo spiegare la presenza di anaerobi

in biofilm a specie miste. Le condizioni anossiche sono state osservate anche in infezioni
polmonari croniche in pazienti con FC0L All'interno di un polmone affetto cronicamente
da FC, e stato osservato che i PMN consumano principalmente ossigeno, causandone
I'esaurimento che soffoca i batteri, i quali diminuiscono cosi I'attivita metabolicat™?%,

Da dati del 2016 raccolti da James e colleghi, si evincono ulteriori evidenze a sostegno del
concetto di basse tensioni di ossigeno localizzate, che contribuiscono alla cronicita della
ferital®”. Ricorrendo a miscrosensori di ossigeno e alla trascrittomica (analisi delle attivita
metaboliche dei microbi) per studiare i biofilm in situ, James e colleghi hanno individuato
i gradienti ripidi di ossigeno e indotto risposte da stress per carenza di ossigeno nei batteri.
Analizzati complessivamente, questi dati sostengono il concetto secondo cui il biofilm
aiuti a mantenere basse tensioni di ossigeno localizzate nella ferita, contribuendo cosi alla
cronicitat,

La presenza dei biofilm ad elevata persistenza comporta uno stato inflammatorio
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cronico all'interno del letto della ferita, che porta ad elevati livelli di proteasi (metalloproteinasi
di matrice ed elastasi neutrofila) e a specie reattive dell'ossigeno (ROS) che danneggiano le
proteine e le molecole essenziali per la guarigione!“", "Bloccando" il letto della ferita in uno stato
inflammatorio cronico, i biofilm compromettono la normale guarigione della ferita.

Le conoscenze attuali a nostra disposizione per comprendere il modo in cui i biofilm inibiscono

la guarigione delle ferite sono ancora scarse, ma i due esempi su riportati spiegano come tale
guarigione venga ritardata. E inoltre lampante che i fattori sistemici contribuiscano a uno stato di
avanzamento paradossale. E possibile che in alcuni casi il biofilm batterico sia il principale inibitore
della guarigione delle ferite. Eppure, in altre circostanze, alcune di queste ferite guariscono se la
causa originale della ferita viene risolta (ad esempio con terapia di compressione per un'ulcera
venosa dell'arto inferiore o con lo scarico di un'ulcera del piede diabetico). Ovviamente, alcune
ferite croniche non guariscono, nonostante un corretto trattamento del problema locale. Queste
ferite potrebbero contenere una carica batterica particolarmente virulenta.

Il ciclo della ferita (Figura 1) illustra questo paradosso. La forza che spinge in senso orario ¢ la
somma della virulenza dei batteri, mentre nella figura centrale che cammina in senso antiorario &
rappresentata la somma della capacita di guarigione del paziente. Pili sano ¢ il paziente (a livello
locale e sistemico), piu virulenti devono essere i batteri per impedire o arrestare la guarigione.
Cio implica che i pazienti "deboli" soffriranno anche per le infezioni pil opportunistiche.
L'attuale trattamento delle ferite croniche punta a ridurre il problema locale con modalita quali

la compressione, lo scarico e la medicazione delle ferite umide. Inoltre, i problemi sistemici
vengono gestiti correggendo il comportamento del paziente malnutrito o regolando i livelli di
emoglobina glicosilata (HbAT1c).

CONCLUSIONI

Risulta lampante da questo articolo che la diagnosi, il trattamento e la comprensione del ruolo
svolto dai biofilm nella cronicita delle ferite sono ancora allo stato primordiale. Gli sforzi scientifici
mirati a questa area di nicchia stanno prendendo ritmo man mano che le evidenze mostrano che il
cammino intrapreso & quello giusto. Si sta ormai accettando pienamente che le ferite croniche che
non guariscono contengono biofilm e che questi ultimi, in qualche modo, ritardano o impediscono
la guarigione della ferita. Ricerche pilu specifiche che affrontino il tema della standardizzazione tra
metodologie di studio, quali tecniche di campionamento ottimali, renderanno gli studi confrontabili.
Sono necessari nuovi paradigmi di trattamento, ma al fine di raggiungere questo obiettivo, occorre
sviluppare modelli in vitro che riproducano I'ambiente effettivo della ferita.

Infine, sono necessarie ulteriori collaborazioni interdisciplinari tra medici di prima linea e di base
per colmare il divario tra cio che & clinicamente pertinente per i pazienti affetti da complicanze
correlate al biofilm.

Figura 1| ll ciclo delle ferite Colonizzazione Difetto cutaneo
polimicrobica

Il ciclo delle ferite (Figura 1)

illustra il paradosso delle ferite

croniche: perché alcuni pazienti

sviluppano ferite croniche e

altri no? L'individuo al centro

spinge la ruota in senso Danno tessutale
antiorario e |a forza del cerchio Necrosi
esterno rappresenta la virulenza

combinata dei batteri. Pertanto,

"piti forte" & I'individuo, maggiore

virulenza sara necessaria

perché i batteri impediscano

la guarigione. Consultare il Eliminazione dei Biofilm
testo per una spiegazione pil PMN Quorum sensing
approfondita.

Colonizzazione
batterica
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La gestione del biofilm nella pratica

a prevenzione e la gestione del biofilm nelle ferite croniche sta diventando
rapidamente I'obiettivo principale della cura delle ferite, poiché & ormai
riconosciuto che la presenza del biofilm & una delle cause principali della
ritardata guarigione delle ferite™*,

La Figura Tillustra i principi di base della gestione delle ferite nei casi in cui le ferite hanno
raggiunto uno stallo in fase di guarigione, nonostante un ripetuto trattamento antibiotico,
facendo sospettare la presenza del biofilm. Questo articolo indaga sul momento in cui
iniziare il trattamento di un sospetto biofilm, su varie strategie per la prevenzione e il
trattamento, sul modo in cui queste strategie possono essere combinate per un risultato
ottimale e sui principi per monitorare tale risultato.

Figura 1|
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di una ferita, quali inflammazione, dolore, bruciore, rossore e gonfiore!®, i microbi che
crescono in forma di biofilm producono un pattern chiaramente differente, spesso
riconosciuto come infezione cronica’’.
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Analisi dei South Plains,
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In caso di ferite croniche infette, sono necessarie strategie di trattamento sistemiche,

Fromantin, esperta in mentre in caso di ferite non infette in cui la presenza di biofilm impedisce la guarigione,
lesioni e cicatrizzazione, & possibile adottare strategie per spezzare il biofilm. In alternativa, & possibile tentare di
Istituto Curie, Francia evitare la formazione iniziale del biofilm nei pazienti o nelle ferite ritenuti ad alto rischio.
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E possibile ricorrere a strategie mirate per migliorare la guarigione nei casi in cui il biofilm
microbico sia una componente causale delle ferite croniche, rispetto a una colonizzazione
non patogena; ad esempio:

Uso precoce di antibiotici sistemici mirati a debellare i batteri planctonici

Strategie uniche per rendere i microbi pil suscettibili agli antimicrobici

per |'eliminazione da parte del sistema immunitario ospite

Terapie mirate a prevenire una componente infiammatoria prolungata

della guarigione della ferital®.

Tenendo a mente quanto appena menzionato, € importante sviluppare strategie
innovative per prevenire e trattare il biofilmt! che forniscano:
Azione preventiva, che interferisca con |'adesione microbica o con i processi innescati
nella maturazione o rimozione del biofilm e/o eliminazione del biofilm maturo
Azione per contrastare il biofilm esistente, tramite rimozione o eliminazione del
biofilm e prevenzione di una nuova generazione.

L'esperienza nel trattamento delle ferite croniche, in particolare le strategie per il
trattamento delle ferite infette e per il rilevamento del biofilm, & essenziale per garantire
che i pazienti ricevano le migliori cure. Il punteggio WAR (Wounds at Risk, ferite a rischio)
& stato concepito a sostegno della presa di decisioni nell'uso di antimicrobici (nello
specifico, di poliesanide) in casi in cui in precedenza non vi erano metodi per prevedere
accuratamente il rischio di infezione delle ferite croniche. Il sistema di punteggio prende
in considerazione la quantita e la virulenza della carica microbica patogeno di una ferita e
la capacita immunitaria del paziente, ma non fornisce aiuto per il rilevamento del biofilm o
suggerimenti per la rimozione di detriti. L'esistenza di diagnosi a sostegno del rilevamento
del biofilm potrebbero rendere pili utile il punteggio WAR,

L'effettiva identificazione del biofilm richiede tecniche di laboratorio sofisticate, quali
I'osservazione al microscopio confocale a scansione laser (CLSM), al microscopio
elettronico a scansione (SEM) o tecniche molecolari per la definizione™. Le procedure
microbiologiche per coltura standard rilevano solo i batteri planctonici, per cui occorre
ricorrere a un processo diverso per rilevare i batteri nei biofilm; in genere, i campioni
vengono inizialmente trattati per debellare tutti i batteri planctonici, quindi il biofilm viene
fisicamente disperso con energia ultrasonica e coltivato su piastre di agar nutrienti per
determinare I'estensione della presenza di biofilm®™.

L'identificazione del biofilm & difficile anche nella pratica clinica, in quanto sono disponibili
poche linee guida per facilitarne il rilevamento. Keast et al (2014)™ propongono quattro
fattori principali che potrebbero aumentare il sospetto della presenza di biofilm, ovvero:
Fallimento degli antibiotici
Infezione di durata >30 giorni
Tessuto di granulazione friabile
Materiale gelatinoso facilmente rimosso dalla superficie della ferita che si
rigenera rapidamente.

Un recente studio che ha raccolto dati attuali relativi all'aspetto, al comportamento e

agli indicatori clinici associati al biofilm ha suggerito che a volte ci possono essere segni
visibili di presenza di biofilm nel letto della ferita. E stata identificata anche una serie di
segni clinici “non visibili": segni di infezione locale, fallimento di agenti antimicrobici,
risultati negativi di tamponi o intrattabilita della ferita nonostante tutti gli altri fattori siano
stati affrontati. Gli autori hanno elaborato un algoritmo contenente segni visibili e non
visibili che potrebbe facilitare una gestione pil efficace della ferita basata su biofilm{2,

Tuttavia, ad oggi non & stato provato che il biofilm possa comparire sotto forma di uno
“strato gelatinoso” sulla superficie della ferita, dunque Percival et al (2015)"™! sostengono
che, in assenza di tale evidenza scientifica, la manifestazione di uno strato traslucido
gelatinoso puo essere un marker visivo sommario e spesso fuorviante e propongono

DOCUMENTO DI POSIZIONAMENTO

n



FERITE DI DIFFICILE GUARIGIONE |

invece un approccio all'identificazione del biofilm simile a quella di Keast et al*®), basato
sulla gerarchia di domande sotto riportata. Dove la risposta & “No", si consiglia di
continuare con le terapie standard, dove la risposta & “Si”, si deve passare alla domanda
successiva. Se la risposta alla domanda n® 5 &€ No", si consiglia di avviare una procedura di
trattamento delle lesioni mediante gestione del biofilm (Figura 2)M,

La lesione non guarisce secondo le previsioni?

Sono state intraprese tutte le procedure cliniche diagnostiche e terapeutiche pil

idonee?

Vi & presenza di essudato o tessuto necrotico nella lesione?

La lesione mostra segni di infezione locale o infiammazione?

La lesione risponde ad interventi antimicrobici topici o sistemici?

Algoritmo per

Si
rilevare biofilm
sospetto™!
Si
Si
Si

No

Ny
o
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Strategie per la prevenzione e il trattamento del biofilm

Una volta stabilita la probabile presenza di biofilm, € opportuno decidere un‘idonea
strategia di trattamento tenendo conto del fatto che esistono vari stadi di formazione del
biofilm stesso. Un approccio proattivo al trattamento riconosce che non esiste una
soluzione costituita da un'unica fase per il trattamento del biofilm, ma che lo scopo &
ridurre la carica batterica e prevenirne la ricostituzione™,

Wolcott (2015)1" afferma che: “La gestione delle lesioni mediante rimozione del biofilm si
fonda sull’utilizzo di piu strategie di trattamento contemporaneamente che comprendano
la somministrazione di antibiotici, agenti anti-biofilm, antimicrobici selettivi e frequente
debridement.” Inoltre, Hurlow et al (2015)®! avvertono che, sebbene le attivita mirate
contro il biofilm siano importantissime, occorre anche potenziare la risposta dell'ospite,
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Meccanismo d'azione

Esempi

Altri dati

Interferenza con I'attacco
del biofilm alla superficie

Lactoferrina Acido
etilendiamminote-

La lactoferrina, in base ad un meccanismo di risposta umano
innato, si lega alle pareti cellulari causando destabilizzazione,

comunicazione tra le cellule
all'interno del biofilm

Miele di Manuka

traacetico (EDTA) fuoriuscite ed infine morte cellulare™. L'EDTA ¢ stato usato come
Xilitolo agente permeante e sensibilizzante per patologie da biofilm in
Miele odontoiatria e in altri campil™. Inoltre, & stato dimostrato che
anche lo xilitolo (un dolcificante artificiale) e il miele sono in
grado di bloccare I'attaccamento!™”
Interferenza con il “quorum | Farnesolo \/arl a enti b\Pccano o interferiscono con il guorum sensing, tra cui:
sensing”, un meccanismodi | Iberina ’ Eerma ncavatag 'raf o),
segnalazione chimica o di Ajoene joene r\cavato all

[l miele di Manuka sottoregola 3 dei 4 geni responsabili del
processo di “quorum sensing”t"”!

rottura della sostanza EDTA L'EDTA supporta e potenzia gli antimicrobici topici rompendo
polimerica extracellulare I'EPS in cui sono incapsulati i microrganismil™®!, Esistono anche
(EPS), una matrice prodotti registrati che vantano, tra le varie azioni, di poter
protettiva secreta dal rompere |'EPSI®)
biofilm, che lo circonda.
Falsi metaboliti Gallio, xilitolo E stato dimostrato che basse dosi di gallio e di xilitolo
interferiscono con la formazione del biofilm!2°’

Rottura del biofilm Betaina Le soluzioni attuali preferite per la rottura del biofilm contengono
esistente (combinazione di tensioattivi, come la betaina, che abbassano la tensione

PHMB e betaina) superficiale del mezzo in cui sono disciolte, permettendo di

aspirare sporcizia e detriti e di sospenderli nella soluzione!??

considerando con molta attenzione tutte le cause locali e sottostanti della ritardata
cicatrizzazione della lesione.

Potenziali agenti anti-biofilm
In pratica, la rottura fisica del biofilm mediante debridement (strofinamento vigoroso con
garza) e/o detersione, seguiti dalla somministrazione di agenti antimicrobici (come il PHMB
o I'argento) per prevenirne la riformazione, & attualmente I'opzione anti-biofilm primaria
disponibile in ambiente clinico, come si dira pit approfonditamente nel prosieguo™.
Tuttavia, sono stati studiati vari potenziali agenti anti-biofilm che interferiscono con
elementi della sua formazione o supportano e potenziano l'effetto degli antimicrobici;

essi sono riassunti nella Tabella 1, suddivisi a seconda del meccanismo d'azione. Qualora

si scelga uno di questi agenti, la scelta dovrebbe basarsi su fattori che comprendono la
capacita biocida e la lunghezza dell'attivita dell’agente attivo e la capacita del carrier della
medicazione di gestire i sintomi che si presentano, come i maggiori livelli di essudato.

L'importanza della preparazione del letto della lesione

La preparazione del letto della lesione, che comprende detersione e debridement, sono
principi importanti della gestione delle lesioni, poiché queste devono essere pulite per
guarire, Uno standard di gestione delle lesioni ampiamente accettato & il “TIME”
(Tissue, Infection/Inflammation, Moisture, Edge of wound), che si basa sui concetti

di tessuto, infezione/inflammazione, umidita e bordi della lesione. Negli ultimi 10 anni

ci sono stati importanti sviluppi in questo campo: si € compreso il significato della
presenza del biofilm (e della necessita di una semplice diagnosi), dell'importanza del
riconoscimento clinico dell'infezione e del valore di un ripetitivo e continuo debridement e
detersione della lesione, che & di fondamentale importanza™.,

Dove in una lesione siano presenti essudato o necrosi, questo tessuto non vitale deve
essere rimosso perché puo sostenere I'attaccamento e lo sviluppo del biofilm{?4, La
velocita di rimozione del tessuto deve basarsi sulla capacita del paziente di sottoporsi
alla procedura, dall’abilita e dalla competenza dell'operatore sanitario e dalla sicurezza
dell'ambiente in cui viene eseguita la tecnica. Recentemente & stata operata una
distinzione tra rimozione dell'essudato (in inglese, “slough”)?* e rimozione del tessuto
necrotico (il cosiddetto “debridement”). Per garantire I'efficacia dell'operazione,

DOCUMENTO DI POSIZIONAMENTO

13




FERITE DI DIFFICILE GUARIGIONE |

14

si € proposto di non considerare nessuna di queste terapie una soluzione in se, bensi
di continuare ad eseguire entrambe le procedure consigliate, puilizia vigorosa per
sfregamento (debridement) e rimozione dell'essudato (desloughing).

Le tecniche di debridement disponibili sono pit d'una e vanno da quella chirurgica (che
viene eseguita in sala operatoria fino a raggiungere il tessuto sanguinante sano) a quella
autolitica (uso di medicazioni per facilitare la rimozione del tessuto necroticot??4) e

ai tamponi e panni per lo sbrigliamento o debridement!?”1, Le attuali soluzioni per la
detersione che vengono scelte pili spesso per aiutare nella rottura del biofilm contengono
tensioattivi, che abbassano la tensione sulla superficie del mezzo in cui sono disciolti
rendendo pil facile il sollevamento della sporcizia o dei detriti e la loro sospensione in una
soluzione per evitare la ricontaminazione della lesione!???, Le soluzioni possono essere
direttamente applicate sulla lesione, usate per impacchi con garza o unite ad una terapia a
pressione negativa per instillazione per feritef?8!.

Secondo quanto riportato in letteratura, 'associazione di poliesanide e betaina, un
tensioattivo, e stata definita efficace per uno sbrigliamento autolitico della lesione. In
uno studio controllato randomizzato condotto in sei centri italiani (dal giugno 2010 al
dicembre 2013), si & osservato che la soluzione promuoveva la preparazione del letto
della lesione, riduceva i segni di inflammazione e accelerava la cicatrizzazione delle
ulcere vascolari degli arti inferiori, oltre ad avere duraturo effetto barriera. In piu, rispetto
alla normale soluzione fisiologica, questa soluzione si & rivelata superiore a livello
statisticamente significativo (p<0.001) in termini sia di miglioramento della ferita che di
riduzione dei segni inflammatorit?3,

Uso di antimicrobici dopo sbrigliamento per prevenire la riformazione
Dopo aver ben pulito la ferita e rimosso tutto il tessuto non vitale che e stato possibile
rimuovere in base alle esigenze del paziente, si consiglia di usare un prodotto
antimicrobico per prevenire la riformazione del biofilm (Figura 1), ad esempio, cerotti
anti-biofilm contenenti agenti antimicrobici come il PHMB, I'argento e un tensioattivot?®.
Vari agenti antimicrobici attivi sono stati associati al trattamento del biofilm:

Acido acetico”

Miele[3,31]

|Odi0[18,32-34]

PHMB[W8,3S]

Argentol!®33-36],

Una cosa importante € che questi agenti devono essere usati dopo aver rotto fisicamente
il biofilm con la detersione (ossia con una soluzione contenente un tensioattivo unito ad
un antimicrobico, come il PHMB con betaina) e sbrigliamento, al fine di garantire I'efficacia
antimicrobica (Figura 1). Inoltre, altri prodotti non contenenti agenti antimicrobici attivi
hanno dimostrato di avere un'attivita anti-biofilm, come i prodotti che funzionano legando
in modo irreversibile i batteri a cerotti rivestiti con dialchilcarbamoilcloruro (DACC)EB7, con
i quali i microrganismi vengono rimossi insieme alla medicazione e sulla lesione non resta
alcun detrito cellularet®,

Non e possibile decretare con certezza assoluta la scomparsa del biofilm perché
non esistono segni categorici e test per la sua identificazione. Per questo motivo il
medico deve osservare il progresso della cicatrizzazione come indicatore di successo
e tenere conto anche del calo dei valori di altri parametri come i livelli e la produzione
di essudato™. In particolare, per misurare I'esito del trattamento di una lesione con
mediante gestione del biofilm, si dovrebbero esaminare i fattori primari che hanno
condotto al sospetto iniziale di presenza di biofilm:

La lesione non si sta cicatrizzando come atteso nonostante le appropriate terapie

somministrate?

La lesione sta mostrando segni e sintomi di infezione che non si risolvono con gli

idonei agenti antimicrobici?

C'e del materiale gelatinoso sulla superficie della lesione che non se ne va?
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Se questi aspetti sono stati risolti, allora si pud presumere che il trattamento abbia avuto
successo.

Qualsiasi prodotto scelto dovrebbe essere usato per un periodo di tempo appropriati e
continuato per almeno 7-10 giorni prima di prendere una decisione sull’eventualita di
continuarne o smetterne I'utilizzo. Un recente consenso ha consigliato di utilizzare una
“sfida di 2 settimane” per determinare l'efficacia di un antimicrobico (specificamente
medicazioni a base di argento). Dopo 2 settimane si dovrebbe poter dire se la lesione &
migliorata e se ci sono segni di continuazione dell'infezionel®.

Si e suggerito che una lesione con sospetto biofilm dovrebbe essere pulita vigorosamente
con debridement e detersa regolarmente perché e difficile rimuovere tutto il biofilm, che
puo sempre potenzialmente ricrescere e formare un biofilm maturo nell’arco di pochi
giorni. Se una lesione non mostra progressi in seguito a regolare trattamento, allora
potrebbe essere necessario un approccio piu aggressivo al biofilm, con consultazione di
uno specialista, secondo necessital®,

Gestire in modo adeguato il biofilm & un compito piuttosto complesso, che pero puo
essere affrontato con varie soluzioni, gel e medicazioni, come mostrato in letteratura e
nell'esperienza clinica. Le fasi fondamentali della prevenzione iniziale (con agenti anti-
biofilm), la ossia la rimozione (pulire, rimuovere I'essudato, detergere vigorosamente
con vari mezzi) e la prevenzione della riformazione (uso di un agente antimicrobico),
costituiscono l'inquadramento generale per il trattamento del biofilm, oltre il quale
occorre considerare una miriade di aspetti relativi al paziente, all'ambiente e ai parametri
clinici per individuare una soluzione personalizzata per ciascun pazientet?,

L'associazione di agenti anti-biofilm e antimicrobici per la gestione del biofilm puo

essere fatta nell'ambito della stessa medicazione oppure le loro azioni possono essere
sinergizzate al cambio di medicazione (ad esempio, utilizzando la soluzione/gel Prontosan
e Calgitrol Ag). Conoscere l'evidenza e tenersi aggiornati pud non essere facile, ma & una
parte cruciale del lavoro di ogni medico se vuole erogare cure ottimali e mirare sempre

ad una buona gestione del biofilm. E anche importante trattare il paziente secondo una
visione olistica ed affrontare tutti i suoi problemi sistemici, psicologici o psicosociali
sottostanti per individuare e stabilire |a terapia di riferimento o “gold standard”.
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'ipotesi iniziale che i batteri nelle strutture dei biofilm fossero un fattore
importante che contribuiva ad alimentare le infezioni croniche refrattarie ha
avuto origine negli studi condotti nei primi anni ottanta del secolo scorso
su malattie come I'endocardite, I'osteomielite, la periodontite e la fibrosi
cistical™. Dopo questi primi studi grosse pubblicazioni relative a ricerche
cliniche e di laboratorio hanno confermato che i biofilm batterici sono un fattore
critico in molte patologie caratterizzate da infezioni batteriche persistenti che
tollerano il sistema immunitario del paziente (anticorpi e cellule inflammatorie
fagocitarie) e i regimi a base di antibiotici orali (o topici, e.v.) di durata standard?4.

Questo importante concetto & stato allargato in un articolo che e diventato un punto

di riferimento pubblicato su Science!™ nel 1999. Lo studio integrava il concetto di
inflammazione cronica stimolata da biofilm capace di condurre ad elevate concentrazioni
di proteasi e a ROS (specie reattive dell'ossigeno, Reactive Oxygen Species) che
danneggiavano il tessuto circostante e che potevano condurre fino alla distruzione

del tessuto come nella parodontite o alla riduzione della funzionalita di un organo
mediante formazione di cicatrici (fibrosi), come nella fibrosi cistica. Riconoscendo

che le lesioni cutanee croniche hanno molte delle stesse manifestazioni cliniche della
maggior parte delle altre malattie caratterizzate da infiammazione cronica associate

con biofilm batterici, James e colleghi (2008 anno pubblicato il rapporto iniziale sulle
strutture del biofilm nelle lesioni croniche. Mediante tecniche di microscopia ottica e a
scansione elettronica per esaminare campioni prelevati da 66 soggetti, i ricercatori hanno
trovato strutture di biofilm presenti in unalta percentuale (~60%) delle 50 biopsie di
lesioni croniche rispetto solo ad 1su 16 (6%) campioni di lesioni acute. Questo studio

ha contribuito ad attirare I'attenzione sui possibili ruoli critici che i biofilm batterici
potrebbero avere nello sviluppo e nel mantenimento delle lesioni cutanee croniche.

Indipendentemente dalla ricerca sui biofilm batterici nelle lesioni croniche, molti
laboratori hanno studiato attivamente la differenza molecolare tra le lesioni in via di
cicatrizzazione e quelle croniche. Una delle prime differenze molecolari ad essere
identificata e stato il livello sostanzialmente piu alto di due principali famiglie di proteasi
nelle lesioni croniche: le metalloproteasi di matrice (MMP) e I'elastasi neutrofila (NE),
che fa parte della superfamiglia delle proteasi serinet”3., Vari effetti dannosi sulla
cicatrizzazione sono stati attribuiti agi alti livelli di attivita delle protease nelle lesioni
croniche, tra cui:

distruzione di importanti proteine della matrice extracellulare (ECM), tra cui la

proteina di adesione multi-dominio, la fibronectinal”, che & importante nella

migrazione cellulare epiteliale;

distruzione di importanti fattori di crescita, tra cui il fattore di crescita derivato dalle

piastrine (PDGF)™!,

degradazione delle proteine dei recettori delle membrane chiave per i fattori di crescital™.

Analogamente, nei campioni di fluidi prelevati da lesioni croniche o da biopsie sono stati
osservati anche aumenti delle citochine proinflammatorie, tra cui il fattore di necrosi
tumorale alfa (TNFa) e I'interleuchina-1 alfa (IL1a) rispetto alle lesioni in via di guarigione.
7 Tutti questi dati hanno indicato I'esistenza di un percorso patologico comune, in

cui lo sviluppo di biofilm batterici nelle lesioni acute stimola I'inflammazione cronica,

che e indicata da livelli persistentemente alti di citochine proinfiammatorie (TNFa e di
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IL1a). Queste citochine proinfiammatorie attirano per azione chemiotattica le cellule
inflammatorie (neutrofili, macrofagi e mastociti) nel letto della lesione dove secernono
proteasi (MMP e NE) e rilasciano ROS. I livelli cronicamente alti di proteasi e ROS infine
hanno effetti che vanno oltre il loro obiettivo e che danneggiano o degradano le proteine
che sono essenziali per la guarigione, convertendo una lesione in via di cicatrizzazione in
una lesione cronica in stallo (Figura 1)1,

Inoltre, Bjarnsholt e colleghi™ hanno ipotizzato che la presenza di Pseudomonas aeruginosa
nei biofilm produca una sorta di “scudo” che protegge dall’attivita fagocitica dei leucociti
(polimorfo) nucleati (PMN) sintetizzando e secernendo fattori di virulenza, tra cui un
ramnolipide che elimina in modo molto efficace i PMN (mediante lisi) e I'enzima catalasi
che degrada il perossido di idrogeno, un importante ROS prodotto dai PMN, in prodotti
non tossici a base di ossigeno e acqua.

Ipotesi di fisiopatologia della lesione cronica

TNFa IL-1B, IL-6

Inflammazione grave e prolungata
* neutrofili * macrofagi* mastociti

\

Proteasi e inibitori squilibrati
* Proteasi (MMP, elastasi, plasmina)*inibitori (TIMP, a1PI) * ROS

v

distruzione di proteine essenziali (fuori target)
Fattori di crescita / recettori * degradazione dell'ECM
* Migrazione cellulare * profilerazione cellulare

Lesione cronica non cicatrizzante

Figura 1| | Ipotesi di fisiopatologia della lesione cronica e dei biofilm™™

Lo sviluppo di biofilm in lesioni acute conduce a inflammazione cronica caratterizzata da elevati livelli

di citochine proinfiammatorie che conducono a numeri piu alti di neutrofili, macrofagi e mastociti che
secernono proteasi e ROS, che divengano cronicamente alti e accidentalmente (fuori target) distruggono le
proteine che sono essenziali per la cicatrizzazione, conducendo a lesioni croniche che non cicatrizzano.

UNA LACUNA NELLE CONOSCENZE FONDAMENTALI

Rilevazione e misurazione dei batteri nel biofilm delle lesioni

In base all'apparente correlazione tra la fisiopatologia delle lesioni croniche e la presenza
di biofilm in un'alta percentuale di lesioni croniche, la rilevazione e la localizzazione di
biofilm nei letti delle lesioni croniche fornisce informazioni cliniche utili, soprattutto per
valutare ed orientare I'efficacia dello sbrigliamento. Inoltre, valutare lo stato del biofilm
di una lesione cronica potrebbe potenzialmente indicare quando il letto di una lesione
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cronica e stato preparato adeguatamente per poter rispondere a terapie avanzate come
quelle a base di fattori di crescita, medicazioni avanzate a matrice, terapie a base di cellule
o innesti cutanei?®?, Tuttavia, la maggior parte dei laboratori di microbiologia e patologia
clinica utilizzano tecniche convenzionali (scansione, sequenziamento e campionatura)
che non sono in grado di distinguere tra i batteri esistenti a livello di plankton o nel
biofilm!??!, Cosi, i medici clinici dovrebbero presumere che i batteri rilevati siano biofilm e
trattarli di conseguenza.

Inoltre, vari studi hanno osservato che i metodi di coltura convenzionalmente usati dai
laboratori di microbiologia clinica per valutare la carica batterica nei campioni di lesione
tendono a rilevare facilmente gli organismi coltivati in colture planctoniche e non rilevano
molte specie batteriche, soprattutto i batteri anaerobici, ma anche specie fungine e
lievitit3261. Ad esempio, Dowd e colleghi (2008)'3 hanno osservato che le tecniche
colturali standard identificavano solo I'1% di tutti i microrganismi presenti nei campioni di
30 lesioni croniche, soprattutto gli anaerobi obbligati stretti.

Thomsen e colleghi (2010)2% hanno ottenuto risultati simili utilizzando tecniche di
identificazione basate sul DNA e l'ibridazione in situ fluorescente per identificare specie
batteriche in 14 ulcere sottoposte ad operazioni di innesto cutaneo. | ricercatori hanno
trovato differenze sostanziali tra i risultati ottenuti con metodi colturali standard e i
metodi basati sulla biologia molecolare.

Allargando il loro studio iniziale, Wolcott e colleghi (2016)%7) hanno utilizzato dei
pirosequenziamenti del gene 16S rDNA per analizzare i microbioti di 2.963 campioni di ulcere
venose croniche della gamba (n=916), ulcere del piede diabetico (910), ulcere da decubito
(767) e lesioni chirurgiche non cicatrizzanti (370) ed hanno ottenuto profili simili per le

20 specie batteriche piu frequentemente identificate in ciascuno dei quattro tipi di lesioni
croniche, con specie Staphylococcus e Pseudomonas comprensive dei generi maggiormente
prevalenti. Inoltre, gli anaerobi obbligati stretti comprendevano 4 dei 10 principali

generi rilevati nei campioni della lesione cronica. | microrganismi commensali, tra cui lo
Staphylococcus coagulasi-negativo, il Corynebacterium e il Propionibacterium, erano presenti
in quasi meta dei campioni di lesioni croniche testati, ma occorre proseguire le ricerche per
valutare se la presenza di questi organismi influenzi la guarigione delle lesioni croniche.

E importante capire che usare sia metodi colturali che quelli basati sul DNA per rilevare
le specie batteriche presenti nei campioni di lesione non serve per differenziare tra il
plancton microbico e i batteri appartenenti a comunita di biofilm. E possibile operare
questa distinzione solo al microscopio o mediante colture selettive per biofilm, come
quelle sotto descritte.

Il trattamento delle lesioni in base al biofilm migliora la guarigione delle lesioni croniche?
Una domanda importante da chiedersi e: “Conoscere meglio le effettive specie batteriche,
fungine e di lieviti presenti nelle lesioni croniche, compresi i batteri che si trovano nel
biofilms, fornisce davvero informazioni importanti che un medico € in grado di utilizzare
per migliorare l'esito della ferita?” In un grande studio retrospettivo di coorte di Livello

A, la somministrazione di terapie topiche personalizzate guidate da diagnosi molecolare
delle specie batteriche ha mostrato miglioramenti significativi della cicatrizzazione sia in
termini statistici che clinicit?®l.

Nel gruppo di trattamento standard (SOC), il 48,5% dei pazienti (244,/503) & guarito
completamente durante il periodo dello studio, che era di 7 mesi e questa percentuale &
salita al 62,4% (298/479) nel gruppo di trattamento che ha ricevuto il SOC piu antibiotici
sistemici in base ai risultati dell'identificazione molecolare dei batteri della lesione. La
cicatrizzazione completa & aumentata ulteriormente fino al 90,4% (358/396) nel gruppo
di trattamento che ha ricevuto il SOC pil la terapia topica (compresi antibiotici) in base
ai risultati della diagnostica molecolare (p<0.001 rispetto al SOC o al SOC + antibiotici
sistemici, analisi condotta con modello a rischi proporzionali di Cox). Piu recentemente,
Wolcott (2015)°Tha riportato una cicatrizzazione significativamente maggiore nelle
lesioni trattate con SOC associato ad un idrogel che conteneva antibiotici topici e agenti
che rompevano il biofilm.
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Come e dove prelevare campioni dal letto di una lesione cronica per analizzare il biofilm
Attualmente il rilevamento e la localizzazione del biofilm nei letti di lesioni cutanee
croniche & uno dei “gap” pil importanti nel corpo di conoscenze esistente nel campo

della cura delle lesioni in base a biofilm, soprattutto perché dei biofilm maturi e tolleranti
sono in grado di riformarsi nel giro di tre giorni anche dopo un efficace sbrigliamento della
lesione cutanea cronica°3",

A maggio 2015, la Societa Europea di Microbiologia Clinica e Malattie Infettive (ESCMID)
ha pubblicato una guida di orientamento per la diagnosi e il trattamento delle infezioni da
biofilmt2, che contiene informazioni e linee-guida su come rilevare e trattare le infezioni
da biofilm in varie patologie, tra cui infezioni dei tessuti o delle mucose, come quelle che si
hanno nei pazienti affetti da infezioni polmonari croniche (fibrosi cistica), e nelle infezioni
croniche in cui si formano biofilm su dispositivi interni al corpo (impianti ortopedici, protesi
mammarie) o su dispositivi che collegano tra loro le superfici interna (sterile) ed esterna
del corpo, come i cateteri endovenosi, i cateteri urinari a permanenza o i tubi endotracheali.
| lettori a cui si rivolge questa guida sono i microbiologisti clinici e gli specialisti di malattie
infettive che si occupano di diagnosi e gestione delle infezioni da biofilm.

Le linee-guida ESCMID danno le seguenti indicazioni: ' tessuti bioptici sono considerati

i campioni piti affidabili per rivelare il biofilm nelle lesioni. L'uso di tamponi per prelevare i
campioni di biofilm dalla superficie della lesione é considerato un metodo inadeguato a causa
della contaminazione da parte della flora cutanea, la forte aderenza del biofilm nell’epitelio
dell’ospite e la crescita di organismi anaerobi nei tessuti profondi. Se si sospetta un’infezione
del tessuto da moderata a grave ed é presente una lesione, allora si dovrebbe esaminare un
campione di tessuto molle prelevato dalla base della lesione pulita mediante debridement.
Qualora non fosse possibile fare questo prelievo, un tampone superficial potrebbe fornire
informazioni utili sulla scelta di una terapia antibiotica'™33%.

Tuttavia, presumendo che sia possibile prelevare dalla lesione cutanea cronica un
campione bioptico o di lesione tramite curettage, questa linea-guida lascia molte
importanti domande senza una risposta, come:
Da quale punto del letto della lesione andrebbe prelevato un singolo campione?
Una biopsia € sufficiente per valutare con un certo grado di certezza se una lesione
cronica ha (o non ha) un biofilm maturo? E altamente improbabile che i biofilm siano
presenti in modo uniforme sull'intero letto della lesione e sul bordo della lesione,
dunque a cosa dovrebbe affidarsi il medico?
Ci sono segni visivi che potrebbero essere utili per decidere se effettuare un'unica biopsia?

Vari studi hanno osservato che la distribuzione degli aggregati di biofilm in tutto il letto
di una lesione cronica non & uniformet®>3¢, Ad esempio, come mostra la Figura 2, gli
aggregati di biofilm di P. Aeruginosa non sono distribuiti in modo omogeneo sul letto della
lesione cronical®®,

| Biofilm di P. aeruginosa in una lesione cronica vista mediante una specifica
sonda di ibridazione in situ con fluorescenza-sonde peptidiche di acido nucleico (rosso) con
microscopia confocale a scansione laser. L'immagine a destra mostra un ingrandimento
dellimmagine centrale. La distribuzione delle colonie di biofilm sulla superficie del letto
della lesione non é uniforme®®
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| Distribuzione delle distanze dalla superficie della lesione al centro della massa
di aggregati di S. aureus (ombreggiatura grigio chiaro) o di P. aeruginosa (ombreggiatura
grigio scuro). Le distanze sono i valori medi ottenuti dall’analisi di 15 immagini per
ciascuno dei 9 campioni di lesione cronica

Inoltre, gli aggregati dei biofilm non sono necessariamente presenti solo sulla superficie dei
letti delle lesioni>. Come mostra la Figura 3, sono state identificate strutture di biofilm al

di sotto della superficie di 9 letti di lesioni croniche, con aggregati di S. aureus pil vicini alla
superficie del letto della lesione (ad una profondita di ~20-30 micron) rispetto agli aggregati
di P. aeruginosa (ad una profondita di 50-60 micron). E molto probabile che diverse specie
o fenotipi di batteri preferiscano delle nicchie ambientali. Inoltre, la distribuzione di batteri

e biofilm potrebbe anche dipendere dalla competizione o dalla collaborazione con altri
microrganismit26:3¢],

Come spiegato nell’articolo di accompagnamento di Bjarnsholt et al (pagg. 4-8)137,

c'e stato un notevole dibattito sul fatto se i biofilm nei letti di lesioni croniche possano
essere osservati a occhio nudo dal medico. Mentre le formazioni di biofilm pili grosse

sulla superficie smaltata dei denti possono essere rese visibili mediante metodi di
colorazione, &€ meno chiaro se tutte le formazioni di biofilm possano essere visibili nelle
lesioni croniche. Alcuni medici clinici hanno suggerito che i “segni clinici” come uno strato
brillante, traslucido e gelatinoso sul letto di una lesione che non cicatrizza e che si riforma
rapidamente dopo il lavaggio, che puo essere piu facile da rimuovere con tamponi di tessuto
e che potrebbe rispondere meno allo sbrigliamento enzimatico o autolitico saranno con
ogni probabilita dei biofilm[83°, Tuttavia, queste osservazioni devono essere supportate
da analisi rigorose di questi tipi di materiali sui letti delle lesioni per verificare se si tratti di
biofilm.

Una nuova tecnica descritta da Nakagami e colleghi®, chiamata “Mappa delle lesioni

con biofilm” potrebbe dare informazioni utili su come localizzare i biofilm sulla superficie

del letto di una lesione. Un operatore preme una membrana di nylon con carica altamente
positiva sul letto della lesione per qualche minuto fino a produrre una “impronta molecolare”
delle molecole che sono sulla superficie del letto della lesione che sono legate molto
strettamente alla membrana. La “macchia” viene poi sommersa per qualche secondo in una
soluzione contenente una molecola di colorante a carica positiva (come il Rutenio Rosso)
che forma legami ionici con molecole a carica altamente negativa legate alla membrana,

e poi si risciacqua brevemente. La maggior parte dei biofilm batterici contiene quantita
sostanziose (~20%) di DNA batterico libero, che ha una carica altamente negativa".

Esperimenti dl laboratorio hanno dimostrato che le aree della membrana che trattenono
il colorante corrispondono alle aree sulla superficie del letto della lesione che hanno una
matrice esopolimerica delle comunita del biofilm. Inoltre, I'area della superficie di un letto di
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Figura 4 | Mappa delle lesioni con biofilm. La colorazione arancione-rosso
presente sulla membrana (pannello B) suggerisce la presenza della matrice
esopolimerica di biofilm della lesione cronica (pannello A) su una membrana
a carica positiva.

1cm

lesione che ha macchiato la membrana ha predetto I'estensione dell'essudato che

si & sviluppato sul letto delle lesioni croniche durante la settimana successiva. Un punto
debole di questa tecnica & che rileva preferibilmente la matrice esopolimerica di biofilm
che si trova sulla superficie del letto della lesione e non rileva la matrice esopolimerica
di biofilm che si trova in profondita nella matrice del letto della lesione. Chiaramente
c'e bisogno di sviluppare un rilevatore di biofilm rapido, non costoso e di facile utilizzo
da utilizzare al punto di cura in pochi minuti.

QUALI SONO LE PROVE OTTIMALI DA ESEGUIRE SULLE LESIONI CRONICHE PER
RILEVARE IL BIOFILM?

Ci sono vari test che sono utilizzati per determinare se un campione di lesione contiene
un biofilm maturo tollerante. L'approccio piu comune & quello che visualizza le strutture
simili a biofilm utiizzando o la microscopia ottica, spesso con anticorpi per il rilevamento
di un singolo componente della matrice esopolimerica di alcuni biofilm, come I'alginato
sintetizzato tramite P. aeruginosa o I'ibridazione in situ fluorescente (FISH). Tuttavia,

ci possono volere anche vari giorni per lavorare i campioni di tessuto tramite inclusione
in paraffina. Il criosezionamento puo costituire un metodo di lavorazione e di valutazione
pili rapido. Entrambe le tecniche necessitano di costosi microscopi e tecnici qualificati,

e non possono essere eseguite durante una visita in clinica.

La maggior parte dei normali laboratori di microbiologia clinica sono in grado di adottare
un approccio relativamente semplice e standard alla misurazione dei batteri in biofilm
protettivi“s, Brevemente, i campioni di lesione vengono collocati in soluzione fisiologica
tamponata al fosfato (PBS) contenente 5 ppm di Tween 20 (5 ml/ml). Vengono poi
passati al Vortex per sospendere il tessuto, dopo di che viene aggiunto uno sbiancante
diluito fino ad una concentrazione finale dello 0,03%.

| campioni vengono poi incubati per 10 minuti per uccidere tutti i batteri planctonici e lo
sbiancante viene neutralizzato con metabisolfito di sodio (ad una concentrazione finale
dello 0,3%). L'aggregato del biofilm viene poi disperso in singoli batteri mediante cinque
cicli da 1,5 minuti di ultrasuoni con una pausa di raffreddamento di 1 minuto tra i vari cicli.
| campioni vengono piastrati per diluizioni seriali 1:10 su piastre selettive di crescita con
agar e le colonie vengono contate dopo 24 ore e 48 ore di incubazione a 37°C.

In alternativa, i campioni di lesione possono essere collocati in soluzioni contenenti
antibiotici (gentamicina, moxifloxacina, penicillina) per 24 ore a 37°C per uccidere

i batteri planctonici suscettibili e poi lavari due volte in brodo di neutralizzazione Dey-
Engley, passati al vortex (30 secondi), sonicati (2 minuti) e passati al vortex (30 secondi)
tre volte per disperdere i biofilm in singole sospensionsi cellulari che vengono poi diluite in
serie con PBS, piastrate su TSB e le piastre incubate a 37°C per 24-48 orel*,
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Molte lesioni acute possono cicatrizzare nonostante la colonizzazione batterica. Si tratta
di un paradosso che si puo spiegare ipotizzando che il sistema immunitario della maggior
parte dei pazienti (a volte integrati da antibiotici sistemici o medicazioni antisettiche
topiche) possono uccidere i batteri planctonici prima che si sviluppino in biofilm che
sono molto difficili da uccidere. Quasi tutte le lesioni croniche sono diventate croniche
perché non sono state trattate nel modo giusto e indubbiamente contengono notevoli
quantita di biofilm batterico, ma molte lesioni croniche, quando ricevono il trattamento
giusto come la compressione e/0 I'off-loading, cominciano a cicatrizzare, anche senza
aggiungere antibiotici o antisettici. E possibile che questo si possa spiegare con il fatto
che alcuni batteri sono pil virulenti, come lo Pseudomonas e alcuni ceppi di Staphylococcus
191 ma molti dei batteri che si trovano nelle lesioni sono agenti infettivi opportunistici. La
risposta immunitaria potrebbe creare opportunita per batteri meno virulenti, lottando per
lo stesso spazio, per influenzare i batteri nel biofilm. Chiaramente questa € una domanda
importante cui ulteriori ricerche dovrebbero cercare di rispondere.

Il biofilm batterico puo giocare un ruolo fondamentale nello sviluppo e nel mantenimento
delle lesioni croniche. La rilevazione e la localizzazione dei biofilms nelle lesioni croniche
forniscono informazioni cliniche utili, soprattutto per la vautazione e I'orientamento
dell'efficacia dello sbrigliamento (debridement). Tuttavia, vi sono ancora notevoli le
carenze nelle conoscenze fondamentali che dovrebbero aiutare a rilevare e localizzare

i biofilm nelle lesioni croniche. La linea-guida ESCMIDEB? pubblicata nel 2015 offre un
orientamento per la diagnosi e il trattamento delle infezioni da biofilm, ma lascia alcune
domande senza risposta, compresa quella se i segni visivi possano essere utili per
decidere dove eseguire una biopsia

Il dibattito sul fatto se sia possibile o0 meno vedere il biofilm a occhio nudo continua.
Nuove tecniche, come la “mappa delle lesioni con biofilm” di Nagakami e colleghit#®l
potrebbero fornire informazioni utili su come localizzare i biofilm sulla superficie del letto
della lesione. Tuttavia, come altre tecniche esistenti, anche questa ha i suoi punti deboli,
percio occorrono ancora ricerche per poter sviluppare un rilevatore da utilizzare al punto
di cura che possa fornire risultati in pochi minuti e non in pili giorni. Si auspicano ulteriori
ricerche per individuare localizzare accuratamente ed efficacemente i biofilm nelle lesioni
croniche.
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