BIOFILM BATTERICI

PROCESSO DI SVILUPPO 
E FORMAZIONE DI UN BIOFILM

Un biofilm è una comunità strutturata di cellule batteriche racchiuse in una matrice polimerica autoprodotta ed adesa ad una superficie inerte o vivente.

La letteratura scientifica continua a riportare la formazione dei biofilm da parte di una serie sempre più ampia di specie microbiche: tutti i tipi di superficie, incluso le foglie di piante di prezzemolo, protesi e presidii medici e persino i recipienti di alluminio usati per conservare combustibile nucleare spento, possono essere colonizzate da biofilm microbici.

Gruppi di ceppi mutanti ben caratterizzati si sono dimostrati potenti strumenti nella ricerca dei meccanismi con cui i batteri iniziano la formazione del biofilm.

Nel caso dell’E. coli, mutanti difettivi nella formazione di biofilm sul cloruro di polivinile (PVC) sono stati ottenuti tramite mutagenesi per inserzione di trasposoni.

Questi ceppi risultavano incapaci di produrre i pili di tipo I oppure erano non mobili. I pili di tipo I sono adesine sensibili al mannosio e il loro ruolo nelle fasi di inizio dei biofilm è stato confermato in esperimenti in cui un analogo del mannosio inibiva la formazione del biofilm da parte del ceppo di tipo selvaggio.

Un’ulteriore analisi del ruolo della mobilità ha mostrato che i mutanti mancanti dei flagelli o che avevano i flagelli paralizzati, erano seriamente difettivi nella capacità di formare il biofilm.

Le poche cellule non mobili che riuscivano ad attaccarsi al PVC restavano localizzate in piccoli gruppi. E’ stata formulata l’ipotesi che la motilità sia importante per superare le forze di repulsione, nei confronti dei batteri, di parecchi materiali abiotici.

Una volta che la superficie è raggiunta, i pili di tipo I stabiliscono un attaccamento fisso cellula-superficie. La motilità cellulare allora promuove la diffusione del biofilm sulla superficie. 

Un successivo studio sulla caratterizzazione molecolare dei mutanti di P. aeruginosa incapaci di iniziare la formazione del biofilm sul PVC, ha identificato ceppi difettivi nella motilità mediata da flagelli o nella biogenesi dei pili di tipo IV.

Mutanti difettivi dei pili di tipo IV formavano i monostrati dispersi, ma erano incapaci di sviluppare il monostrato raggruppato densamente e le microcolonie.

La ritrazione e l’estensione dei pili di tipo IV provocano la migrazione delle cellule attraverso una superficie in quella che è stata chiamata mobilità contraente (twitching).

Nel caso della P. aeruginosa, sembra che i flagelli o la mobilità mediata da essi stessi siano importanti per l’attaccamento e la formazione del monostrato disperso di cellule.

I pili di tipo IV invece giocano un ruolo importante nella produzione delle pellicole confluenti e nell’accumulo di cellule in microcolonie.

Questi lavori scientifici dimostrano che strutture cellulari come i flagelli, i pili e altre proteine di superficie giocano ruoli importanti nelle fasi di inizio della formazione del biofilm.

Il quadro che viene fuori, comunque, è che le varie strutture hanno ruoli distinti a seconda della specie e delle diverse condizioni ambientali.

SEGNALI INTRA E INTERCELLULARI
NELLO SVILUPPO DI BIOFILM MATURI

La struttura di un biofilm maturo varierà con la localizzazione, la natura dei microrganismi costituenti e la disponibilità dei nutrienti. La struttura di un biofilm può variare da densi strati confluenti di cellule (placche dentali o biofilm di catetere urinario) a microcolonie disperse o cumuli di cellule che fuoriescono da uno strato basale sottile (biofilm che si formano sulle superfici nelle acque naturali oligotrofiche) .

I biofilm prodotti dalla P. aeruginosa nelle condizioni sperimentali in cui la fase acquosa che contiene i nutrienti, fluisce continuamente sulla superficie colonizzata, vengono usati largamente come modello sperimentale per lo studio dello sviluppo del biofilm. 

In questo caso, le cellule attaccate producono polisaccaride extracellulare e migrano dalla superficie in maniera modesta. Le cellule poi si aggregano a pilastro e in strutture a forma di fungo. 

La presenza di canali pieni di acqua tra queste microcolonie, fa pensare a sistemi circolatori primitivi, che rilasciano nutrienti e rimuovono prodotti di scarto .

Una domanda importante è come le cellule di P. aeruginosa comunicano e coordinano il loro comportamento per costruire biofilm maturi.

Nei batteri gram-negativi, la comunicazione cellulare avviene attraverso l’attività delle molecole di omoserina lattone acetilata (AHLS). Queste piccole molecole segnale, dette autoinduttori, sono rilasciate dalle cellule e si accumulano nelle colture in funzione della densità cellulare. Ad una densità di popolazione soglia, definita quorum, gli AHLS accumulati possono interagire con i recettori situati sulla superficie della cellula del batterio che controllano l’espressione genica (fig. 1). 
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Figura 1 tratta da  Parsek M.R., Greenberg P.E., PNAS 97, 8789-8793, 2000

In questo modo l’espressione coordinata di gruppi di geni può essere ottenuta in funzione della densità di popolazione (quorum sensing). L’alta densità di popolazione di cellule nei biofilm, porta all’ipotesi che gli AHLS potrebbero avere importanti funzioni in queste comunità. 

Gli AHLS sono stati isolati in situ in biofilm naturali che crescono sulle pietre sommerse prese da un fiume e nei biofilm che si sono formati in vivo nei cateteri uretrali .

Mutanti incapaci di produrre gli AHLS sono stati identificati nella P. aeruginosa: questi ceppi producevano sottili strati indifferenziati di cellule su una superficie di vetro. L’aggiunta dell’AHL al mezzo di coltura ripristinava la capacità del mutante a produrre un biofilm tipico del fenotipo selvaggio.

Si può concludere che l’accumulo di AHL in un biofilm in sviluppo, causa la trasformazione delle cellule da planctoniche al fenotipo tipico del biofilm e coordina il loro comportamento in modo tale da costruire le complesse strutture di comunità multicellulari (fig. 2). 

Anche nei batteri gram-positivi è stato descritto il meccanismo di comunicazione cellulare e di regolazione dei geni definito quorum-sensing; è diversa però la natura delle molecole autoinduttori, infatti in questo caso le molecole segnale sono dei piccoli peptidi.

[image: image2.png]Unattached colls Mature biofim
~

UL
()

s
Sutace growh ety oSz 5, uarum sansing
s R SRR





RUOLO PATOGENO DEI BIOFILM BATTERICI: 
UNA CAUSA COMUNE DI INFEZIONI PERSISTENTI

La formazione di queste comunità sessili e la loro resistenza naturale agli agenti antimicrobici, sono causa di molte infezioni batteriche persistenti e croniche.

Comunque solo dagli anni ’70 abbiamo capito che i batteri organizzati in comunità sessili, costituiscono la maggiore componente della biomassa batterica in natura, solo dagli anni ottanta e novanta abbiamo iniziato a comprendere che i batteri adesi erano organizzati in comunità molto elaborate.

I biofilm permettono la sopravvivenza delle cellule batteriche in un ambiente ostile, inoltre la complessità della struttura e l’eterogeneità metabolica e fisiologica del biofilm, suggeriscono un’analogia fra queste comunità e i tessuti di organismi superiori. 

I biofilm possono dare origine a singole cellule libere, planctoniche, che si moltiplicano rapidamente e si disperdono. Le popolazioni batteriche planctoniche sono però più esposte a svariati fattori deleteri per la loro sopravvivenza: batteriofagi o protozoi in natura, agenti biocidi, nei dispositivi industriali, agenti antimicrobici in una situazione clinica.

In questa prospettiva non sorprende che un impressionante numero di infezioni batteriche croniche vedano coinvolti biofilm batterici, che non sono facilmente eradicati dalla terapia antibiotica convenzionale.

INFEZIONI DA BIOFILM BATTERICI

Le infezioni batteriche acute possono essere trattate efficacemente con antibiotici (eccetto per i casi di infezione da parte di un ceppo che è resistente all’antibiotico) e non sono considerate come causate dai biofilm.

Tuttavia, più di metà delle malattie infettive che colpiscono gli individui moderatamente immunodepressi, interessano specie batteriche che sono commensali con l’organismo umano o sono comuni specie ambientali.

Per esempio il batterio commensale della pelle Staphylococcus epidermidis e il batterio ambientale Pseudomonas aeruginosa possono causare infezioni croniche devastanti in ospiti immunodepressi o debilitati.

Immagini al microscopio elettronico delle superfici di presidii medici (cateteri, protesi ecc.) che sono stati focolai di infezioni, mostrano la presenza di comunità batteriche sessili inserite in una matrice polimerica .

Tessuti prelevati da infezioni croniche non associate all’uso di dispositivi medici contaminati mostrano anche la presenza di biofilm batterici circondati da una matrice esopolisaccaridica.

Le infezioni da biofilm condividono comuni caratteristiche cliniche: si sviluppano preferibilmente su superfici inerti o su tessuto morto; si presentano comunemente su dispositivi medici e frammenti di tessuto morto o di osso in necrosi; possono anche formarsi su tessuti vivi come nel caso dell’endocardite (tabelle 1 e 2). Inoltre, i biofilm crescono lentamente, in una o più localizzazioni, e le infezioni da biofilm sono spesso lente nel produrre sintomi evidenti. 

Cellule batteriche sessili rilasciano antigeni e stimolano la risposta immune e quindi la produzione di anticorpi, ma gli anticorpi non sono efficaci nell’uccidere i batteri all’interno del biofilm e possono causare un danno complesso ai tessuti circostanti .

Persino in individui con eccellenti reazioni immunitarie umorali e cellulari, le infezioni da biofilm raramente sono risolte da parte dei meccanismi di difesa dell’ospite.

La terapia antibiotica tipicamente risolve i sintomi causati dalle cellule planctoniche rilasciate dal biofilm, ma non riesce ad eradicare e uccidere il biofilm .

Per questa ragione le infezioni da biofilm tipicamente mostrano sintomi ricorrenti, dopo cicli di terapia antibiotica, finché la popolazione sessile non è chirurgicamente rimossa dall’organismo. Le cellule batteriche planctoniche sono rilasciate dai biofilm, e dati sperimentali supportano l’ipotesi che ci sia un modello naturale di distacco programmato.

Perciò, i biofilm possono agire come “focolai” di infezioni acute se le difese mobilitate dall’ospite non riescono ad eliminare le cellule planctoniche che sono rilasciate in qualsiasi momento durante l’infezione da biofilm.

	Tabella 1. Biofilm e infezioni nell’uomo

	


	Infezioni o malattia
	Biofilm (specie batterica principale)

	


	Carie dentali
	Cocchi Gram-positivi acidofili 
(es., Streptococcus)

	Periodontite
	Flora batterica anaerobica orale 
Gram-negativa

	Otite media
	Ceppi di Haemophilus influenzae

	Infezioni muscoloscheletriche
	Cocchi Gram-positivi (es., stafilococchi)

	Fascite necrotica
	Streptococchi Gruppo A

	Infezioni del tratto biliare
	Batteri enterici (es., Escherichia coli)

	Osteomielite
	Varie specie batteriche e fungine

	Endocardite
	Streptococchi gruppo viridans

	Polmonite associata a fibrosi cistica
	P. aeruginosa e Burkholderia cepacia


	Tabella 2. Biofilm come contaminanti di strumenti e presidii medici

	


	Dispositivi contaminati
	Biofilm (specie batterica principale)

	


	Lenti a contatto
	Cocchi Gram-positivi  e P. aeruginosa

	Dispositivi per dialisi peritoneale
	Flora batterica e fungina mista

	Cateteri urinari
	E. coli e altri bacilli Gram-negativi

	IUD
	Actinomyces israelii

	Dispositivi endotracheali
	Flora batterica e fungina mista

	Cateteri venosi
	S. epidermidis

	Valvole cardiache meccaniche
	S. aureus e S. epidermidis

	Inneschi vascolari
	Cocchi Gram-positivi

	Dispositivi ortopedici
	S. aureus e S. epidermidis

	Protesi di vari organi
	S. aureus e S. epidermidis


INFEZIONI CRONICHE DI PSEUDOMONAS AERUGINOSA NELLA FIBROSI CISTICA

Un difetto genetico tipico della fibrosi cistica porta alla perdita del canale transmembranario regolatore del cloro nelle membrane apicali delle cellule epiteliali delle vie respiratorie. 

I polmoni della maggior parte dei pazienti con fibrosi cistica vengono facilmente colonizzati dal batterio P. aeruginosa, e spesso questi soggetti soccombono a causa del danno al polmone inflitto dalla infezione batterica persistente; questi soggetti hanno una aspettativa di vita media di circa 30 anni. Ci sono diverse spiegazioni per la patogenesi delle infezioni persistenti nella fibrosi cistica polmonare, che non si escludono a vicenda. Una delle spiegazioni è che l’assenza del canale per il cloro porta ad un elevato contenuto di sale nella superficie fluida delle vie respiratorie. L’alta concentrazione salina inibisce l’attività dei peptidi antimicrobici e delle proteine coinvolte nei meccanismi di difesa costitutivi delle vie respiratorie. Questo fattore favorisce la colonizzazione dell’epitelio da parte della P. aeruginosa che diventa causa di infezione persistente sviluppandosi come biofilm.

I biofilm di P. aeruginosa rilasciano antigeni mentre crescono in microcolonie nel polmone, e altissime concentrazioni di anticorpi contro Pseudomonas sono presenti in circolo e nei polmoni.

Questi anticorpi reagiscono con i loro specifici antigeni nella trama esterna della matrice delle microcolonie, ma né le capacità battericide, né quelle opsonizzanti di queste molecole difensive, sono realizzate nei pazienti con fibrosi cistica. Un’alta concentrazione in circolo di anticorpi anti-Pseudomonas si correla, anzi, ad un risultato clinico negativo: ciò è dovuto al danneggiamento del tessuto polmonare conseguente all’infiammazione.

Infatti, la soppressione immunitaria è una parte dell’arsenale terapeutico per il trattamento della fibrosi cistica. Gli attuali tentativi clinici per prevenire l’iniziale colonizzazione nei pazienti giovani della P. aeruginosa con una profilassi antibiotica sembrano promettenti.

La terapia antibiotica in pazienti i cui polmoni sono colonizzati da P. aeruginosa spesso dà sollievo rispetto ai sintomi, ma non cura l’infezione. La nostra interpretazione su questo è che gli antibiotici agiscono sulle cellule planctoniche rilasciate dai biofilm. Questo può alleviare i sintomi acuti dell’infezione ai polmoni, ma la terapia antibiotica non può eliminare le comunità di biofilm sessili resistenti agli antibiotici.

La polmonite da P. aeruginosa dei pazienti con fibrosi cistica, esemplifica la maggior parte delle infezioni dovute a biofilm: gli agenti eziologici sono ubiquitari e risultano patogenici per un gruppo particolare di individui immunocompromessi o debilitati; l’infezione si sviluppa lentamente, eccetto che per le esacerbazioni acute, e queste fasi acute possono rispondere alla terapia antibiotica; l’infezione di base profondamente radicata non può, comunque, essere curata con una terapia antibiotica convenzionale; il normale decorso dell’infezione produce una risposta anticorpale nei confronti dell’agente patogeno, ma gli anticorpi non risultano efficaci contro i batteri sessili; le microcolonie dei batteri sessili nel polmone agiscono come focolai per il diffondersi dell’infezione.

 Le terapie antibiotiche comuni hanno efficacia limitata nel risolvere le infezioni croniche sostenute da biofilm, infatti gli antibiotici attualmente disponibili sono stati sviluppati per agire contro il fenotipo planctonico, ovvero che cresce in sospensione, della P. aeruginosa, e gli agenti terapeutici vengono scelti sulla base della loro efficacia contro le cellule planctoniche di questo patogeno, ma osservazioni dirette hanno dimostrato che i batteri in realtà crescono nel polmone come biofilm. 




Fig. 2.  Schema di maturazione di un biofilm di P.aeruginosa. � 


Figura tratta da  Parsek M.R., Greenberg P.E., PNAS 97, 8789-8793, 2000
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