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Nel mondo dei microrganismi, la sopravvivenza è 
spesso un risultato di cooperazione e interazione. Un 
esempio perfetto di questo tipo di lavoro di squadra 
si trova nei biofilm, strutture complesse formate da 
colonie di microrganismi. Un biofilm è una comunità 
di microrganismi, principalmente batteri ma anche 
lieviti, che crescono su una superficie e si circondano 
di un materiale mucoso autoprodotto, composto 
principalmente da polisaccaridi, proteine e DNA. 
Questa struttura stratificata permette ai 
microorganismi di aderire a diverse superfici - sia 
inerti come il vetro o l'acciaio, sia organiche come le 
cellule viventi delle mucose o della cute. Il biofilm 
fornisce una sorta di scudo protettivo ai 
microrganismi che ospita, offrendo un'efficace 
difesa contro le condizioni ambientali avverse e gli 
agenti antimicrobici, inclusi i disinfettanti e gli 
antibiotici sistemici e topici.
Tuttavia, in molti ambienti, i biofilm svolgono ruoli 
ecologici cruciali. Ad esempio, essi sono responsabili 
della biodegradazione di molte sostanze inquinanti 
negli ecosistemi acquatici, come nel trattamento 
delle acque reflue.

Come si forma un biofilm? (Figura 1)
I biofilm si formano quando i microorganismi in fase 
planctonica (singole cellule fluttuanti) percepiscono 
di avere raggiunto una densità elevata (quorum 
sensing). In queste situazioni si attivano dei 
meccanismi di comunicazione chimica intercellulare 
che ne cambiano il comportamento. Il primo stadio di 
formazione del biofilm è l’adesione dei batteri 
planctonici su un substrato, inizialmente tramite 
legami deboli e reversibili e poi tramite strutture 
adesive più potenti, quali ad esempio i pili. Queste 
prime cellule forniscono siti di adesione per altri 
microorganismi, anche di specie differenti, e iniziano 
la produzione di una matrice mucinosa ricca di 
acqua, che può rappresentare dal 50 al 90% della 
massa. Questa protegge i membri della colonia 
dall’aggressione di agenti esterni (essicamento, virus 
batteriofagi, agenti antimicrobici naturali o sintetici, 
anticorpi e fagocitosi da parte delle cellule del 
sistema immunitario) e ne favorisce la 
moltiplicazione e la comunicazione intercellulare. 
Ogni tanto alcuni microorganismi possono staccarsi 
dal biofilm per disperdersi nell’ambiente e trovare 
altre nicchie da colonizzare.

Il ruolo dei biofilm in medicina
Nel contesto medico, i biofilm sono presenti in diverse 
situazioni patologiche e possono presentare una 
sfida significativa, poiché la loro struttura unica offre 
una importante resistenza agli antibiotici. Essi sono 
spesso responsabili di infezioni croniche e persistenti, 
quali sinusiti, tonsilliti, endocarditi, polmoniti, 
osteomieliti, placca dentaria, infezioni di vie urinarie e 
ferite e otiti.

Biofilm in corso di otite
Nell'ambito veterinario, uno dei problemi più comuni 
nei cani è l'otite, un'infiammazione dell'orecchio 
multifattoriale, dovuta ad infezioni batteriche o 
fungine, allergie, parassiti o problemi anatomici. 
Recentemente, è stato rilevato il ruolo importante 
dei biofilm nelle infezioni dell'orecchio del cane ed è 
stato dimostrato che molti comuni batteri e lieviti 
responsabili dell'otite, come Pseudomonas 
aeruginosa, E. coli, Staphylococcus 
pseudintermedius, S. aureus, ma anche Malassezia 
pachydermatis, sono in grado di formare biofilm. In 
uno studio su ceppi di Pseudomonas aeruginosa 
isolati da casi di otite nel cane, ben il 40% erano in 
grado di produrre biofilm (10). 
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Figura 1. I diversi stadi di formazione del biofilm, 
dall’adesione dei primi batteri planctonici alla 
dispersione dalle colonie mature. 
(foto Dr. Giovanni Ghibaudo)



Questi complessi aggregati di microrganismi 
possono complicare la gestione dell'otite, 
rappresentando un ostacolo significativo al 
trattamento, poiché rendono le infezioni più 
resistenti alla terapia e ne favoriscono le ricadute. Gli 
antibiotici stentano a penetrare la matrice del 
biofilm e ad uccidere i batteri al suo interno, tanto 
che i batteri in condizione di biofilm necessitano di 
concentrazioni antibiotiche da 2 a 4000 volte 
superiori rispetto ai batteri in forma planctonica 
(non in biofilm) per essere inibiti (5-7). Molti antibiotici 
sono attivi principalmente sulla fase replicativa dei 
microorganismi, ma la maggior parte dei batteri 
presenti nel biofilm è in uno stadio di quiescenza, e le 
sostanze antimicrobiche che riescono a penetrare lo 
fanno in concentrazione limitata, favorendo lo 
sviluppo di resistenza batterica e predisponendo ad 
una ricaduta dell’infezione con i ceppi resistenti. 

Come identificare un biofilm in corso di otite
La presenza di biofilm va sospettata in corso di otiti 
refrattarie alla comune terapia e/o recidivanti, 
soprattutto se le colture batteriche e gli 
antibiogrammi ripetuti riportano sempre lo stesso 
microorganismo con lo stesso profilo di sensibilità. 
Anche un essudato mucinoso scuro è spia di 
presenza di biofilm (Figura 2). 

L’esame citologico di questo essudato spesso è 
confirmatorio. I campioni si ottengono con un cotton 
fioc dalla profondità del dotto auricolare verticale. Il 
cotton fioc va poi rotolato delicatamente sulla 
superficie del vetrino per depositare il materiale, 
evitando di strisciarlo, poiché si potrebbero produrre 
artefatti da rottura cellulare (strie nucleari). 

Dopo la colorazione il biofilm si presenta come strie 
di mucina sullo sfondo, con batteri e/o lieviti per lo più 
in aggregati. Si ricorda che anche Malassezia è 
spesso in grado di produrre un biofilm, e pertanto il 
ritrovamento di questo lievito nel campione 
citologico non ne esclude la presenza. (Figura 3)

Gestione e trattamento del biofilm auricolare
È però stato recentemente riportato che il biofilm 
auricolare viene spesso sottostimato e identificato 
meno frequentemente rispetto alla sua vera 
presenza (8), e va invece sospettato in tutti i casi di 
otite con presenza di microorganismi.
Per gestire un'otite con presenza di biofilm, è 
necessario adottare un approccio multimodale. 
Innanzitutto, è fondamentale rimuovere 
meccanicamente la patina mucinosa mediante l’uso 
dei cosiddetti "disgregatori di biofilm”, prima di 
intervenire con agenti disinfettanti e/o antibiotici. I 
disgregatori di biofilm rompono la struttura del 
biofilm e rendono i microorganismi più suscettibili 
agli antibiotici. Fra questi i più noti sono la 
N-acetilcisteina (NAC) e il tris-EDTA, entrambi sicuri 
per la terapia endoauricolare. Interessantemente 
entrambe le sostanze sono state descritte avere 
anche una propria attività antimicrobica intrinseca, 
sia nei confronti dei batteri che della Malassezia (1).
L’NAC è usata comunemente per dissolvere il catarro 
in corso di bronchiti, e diversi studi ne hanno provato 
l’efficacia anche nel dissolvere i biofilm e favorirne la 
penetrazione da parte degli antibiotici (2). Inoltre, 
l’NAC ha mostrato anche sinergismo d’azione con 
alcuni antibiotici betalattamici e chinolonici (3,11).
Il Tris-EDTA è in grado di favorire la penetrazione 
degli antibiotici nella parete dei batteri 
Gram-negativi, quale ad esempio Pseudomonas 
spp.(4,12), anche organizzati in biofilm(9), e potenziarne 
l’effetto.
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Figura 2. Essudato auricolare scuro e mucinoso spia di 
presenza di biofilm (foto Dr. Giovanni Ghibaudo)

Figura 3. Numerosi batteri e strie mucinose in un 
preparato da essudato auricolare di un cane con otite e 
presenza di biofilm.



Nei casi più gravi Tris-EDTA e NAC devono venire 
lasciati in situ per almeno 5 minuti, con cicli di 
lavaggio e aspirazione ripetuta, meglio se in 
anestesia generale e con intubazione tracheale, sino 
a che la massa di biofilm ed essudato non venga 
completamente rimossa dal canale auricolare 
(Figura 4). 

Successivamente si può procedere al lavaggio con 
prodotti disinfettanti ed essiccanti, in genere a base 
di cloressidina, prima di instillare gocce antibiotiche 
e/o antifungine, sempre accompagnate da uno 
steroide topico. Questo procedimento va poi ripetuto 
a casa dal proprietario quotidianamente, sino a che 
non si osservi più formazione di biofilm.
Nelle situazioni meno gravi, Tris-EDTA e NAC si 
possono applicare nel canale auricolare nel soggetto 
vigile, dopo una corretta pulizia, massaggiando la 
base dell’orecchio, con un tempo di contatto di 5 
minuti, rimuovendo poi il liquido in eccesso con una 
garza sterile e aspettare almeno 30 minuti prima di 
applicare gocce antibiotiche e/o antifungine, sempre 
accompagnate da uno steroide topico. Un lavoro in 
vitro ha dimostrato che la presenza di Tris-EDTA e 
NAC non compromette né l’efficacia né la stabilità 
degli steroidi topici (13).

Il biofilm cutaneo
È forse meno conosciuto il fatto che i biofilm si 
possono formare anche in altre aree corporee e non 
solo nelle orecchie, ad esempio nelle pliche cutanee. 
Fra queste ricordiamo gli spazi interdigitali, le pliche 
del muso nei cani brachicefalici, la plica vulvare, 
quella labiale, nel collo ventrale dei cani con 
abbondanti pieghe cutanee e salivazione (cocker, 
dogue de Bordeaux), le pliche ombelicale, 
sottocaudale o pericaudale dei cani con coda a 
cavatappi. 

La colonizzazione da parte di batteri e/o lieviti di 
queste aree è patologica, e avviene solo se ci sono 
fattori predisponenti: ad esempio uno stato allergico 
della cute per gli spazi interdigitali con conseguente 
lambimento e aumento dell’umidità; nella plica del 
muso eccessiva lacrimazione; nella plica vulvare 
incontinenza urinaria, eccetera. Sicuramente la 
conformazione anatomica “a plica” di questi distretti 
corporei non permette una corretta aereazione della 
cute e favorisce un aumento di umidità, che può 
venire peggiorato dal leccamento o dal ristagno di 
urine, saliva o feci. 
L’aspetto clinico in questi casi è rappresentato dalla 
presenza di materiale cremoso nella plica in 
questione (Figure 5 a,b,c), che all’esame citologico 
mostra una popolazione abbondante e uniforme di 
microorganismi, in assenza di cellule infiammatorie 
(non si tratta dunque di pus) (Figura 6). 
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Figura 4. I liquidi di lavaggio vengono instillati e 
ri-aspirati dal canale auricolare diverse volte sino a che il 
dotto non risulti ben pulito. Poi si possono instillare 
gocce antibiotiche/antifungine con steroidi.

Figura 5a. Presenza di materiale umido, mucinoso e 
maleodorante nella plica nasale di un cane brachcefalico.

Figura 5b. Presenza di materiale cremoso in uno spazio 
interdigitale di un cane affetto da dermatite atopica.



Questi possono essere batteri, ma è bene ricordare 
che anche Malassezia è in grado di formare un 
biofilm (Figura 6), spesso difficile da eradicare con le 
comuni terapie.

Spesso la terapia topica con creme antibiotiche o 
spray o gel disinfettanti può non dare i risultati 
sperati, a causa della presenza del biofilm. Come per 
le orecchie, la terapia in questi casi si basa sulla 
disgregazione del biofilm con soluzioni a base di 
Tris-EDTA e NAC, la successiva disinfezione della 
parte e l’applicazione di una crema o gel 
antimicrobici per l’inibizione della formazione di 
nuovo biofilm. é però anche indispensabile 
identificare e risolvere i fattori predisponenti 
(conformazioni anatomiche a pliche particolarmente 
accentuate, bagni frequenti, etc) o primari 
(condizione allergica sottostante, incontinenza 
urinaria, diarrea, etc) per una risoluzione definitiva 
del problema. 

Conclusione
L'otite e la dermatite delle pliche sono condizioni 
comuni nei cani e la presenza di biofilm può renderle 
un problema complicato da gestire. Riconoscere 
l'importanza dei biofilm nelle infezioni dell'orecchio e 
nelle intertrigini dei cani è un passo fondamentale 
per sviluppare strategie di trattamento più efficaci, 
quali l’utilizzo di agenti disgreganti a base di 
Tris-EDTA e NAC.

Figura 5c. Materiale maleodorante nella plica 
ombelicale di un molossoide.

Figura 6. Campione citologico in cui si rileva la presenza 
esclusiva di lieviti Malassezia in grandi quantità, adesi ai 
corneociti della superficie cutanea.
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Il biofilm esiste e riduce 
l’efficacia della terapia!

MIGLIORA 
LE PERFORMANCE 
DELLE  TERAPIE.

SOLUZIONE STERILE CON 
TRIS-EDTA+ N-ACETILCISTEINA 
(NAC) PER CANI E GATTI

Tris-NAC applicato nel canale 
auricolare e sulla cute prima 
dell'applicazione di prodotti topici 
(clorexidina, peptidi antimicrobici 
di sintesi, antibiotici), disgrega il 
bio�lm maturo e ne previene la 
formazione!
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