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Introduzione
I batteri esistono in due forme. La prima è come orga-
nismi liberamente fluttuanti, più frequentemente 
riscontrati in infezioni acute. La seconda e predomi-
nante forma di crescita batterica è come biofilm 
(Costerton et al., 1978).  I biofilm si possono definire 
come una comunità sessile derivata da cellule  
irreversibilmente attaccate fra di loro o a una superfi-
cie o interfaccia, immerse in una matrice di sostanze 
polimeriche extracellulari autoprodotte e che manife-
stano un fenotipo alterato rispetto al ritmo di crescita 
e alla trascrizione genica (Donlan and Costerton, 
2002). I biofilm sono ubiquitari e si possono formare 
virtualmente su qualsiasi superficie del corpo. 
Nell’uomo sono stati riscontrati in casi di sinusite 
cronica, otite media cronica, tonsillite cronica, placca 
dentaria, laringite cronica, endocardite, infezioni 
polmonari, biliari e urinarie, osteomielite e ferite 
croniche  (Bjarnsholt, 2013). I biofilm vengono 
riconosciuti come clinicamente rilevanti in medicina 
veterinaria e la loro presenza dovrebbe essere presa 
in considerazione in ogni processo morboso cronico 
(Gardner, 2011). 
Non tutte le specie batteriche formano biofilm e il 
livello di produzione di biofilm può variare fra le 
diverse specie. I batteri riscontrati nelle malattie 
canine con una dimostrata capacità di produrre 
biofilm includono Staphylococcus pseudintermedius  
(Singh et al., 2013, Osland et al., 2012, Casagrande 
Proietti et al., 2015, Walker et al., 2016),  Pseudomo-
nas aeruginosa (Pye et al., 2013) ed Escherichia coli 
(Nam et al., 2013, Oliveira et al., 2014, Vijay et al., 
2015, Shimizu and Harada, 2017).

Il lavoro di Han (2015) ha dimostrato che più del 
90% dei casi isolati di Staphylococcus pseudinterme-
dius, sensibili e resistenti alla meticillina, sono in 
grado di produrre biofilm (Han et al., 2015). Uno 
studio di Pye (2013) ha dimostrato che il 40% dei casi 
isolati di Pseudomonas aeruginosa prelevati da casi 
clinici di otite esterna cronica canina erano capaci di 
produrre biofilm. In questo studio, la concentrazione 
minima inibente (MIC) di Pseudomonas spp. per 
polimixina B, neomicina, gentamicina ed enrofloxa-
cina era significativamente più alta che per la forma 
planctonica, dimostrando l’aumentata resistenza 
degli organismi dei biofilm nei siti dove causano 
malattia clinica  (Pye et al., 2013). Malassezia pachy-
dermatis ha dimostrato la capacità di produrre 
biofilm (Figueredo et al., 2012) particolarmente  in 
casi di dermatite seborroica (Bumroongthai et al., 
2016) .  

Diagnosi d’infezioni da biofilm
Può essere difficile stabilire la presenza di una 
infezione da biofilm in medicina umana. Una serie di 
criteri può essere utile, come ad esempio la storia di 
una condizione che predisponga allo sviluppo della 
formazione di biofilm, come un impianto ortopedico; 
la presenza di risultati citologici coerenti con la 
formazione di biofilm, ad esempio aggregati microbi-
ci; una coltura che riveli microbi conosciuti per 
essere associati alla formazione di biofilm; ricorrenza 
dell’infezione, malgrado una terapia antimicrobica 
appropriata o fallimento terapeutico nonostante una 
terapia antibatterica appropriata basata su coltura e 
antibiogramma  (Rowson and Townsend, 2016).
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I medici in medicina umana hanno accesso a tecniche 
diagnostiche più specializzate, compresi i metodi 
molecolari, come la reazione a catena delle polimera-
si e sonde ribosomiali per 16S. Entrambe queste 
tecniche hanno dimostrato un maggiore grado di 
sensibilità rispetto alla coltura (Hall- Stoodley et al., 
2006), ma non sono ampiamente disponibili o econo-
micamente fattibili nella clinica veterinaria. Tuttavia, 
i Medici Veterinari possono usare altri criteri diagno-
stici per formulare una diagnosi.   

1) Storia di una condizione che predispone allo 
sviluppo di biofilm. 

2) Sintomi clinici corrispondenti ad una infezione da 
biofilm

3) La presenza di risultati citologici compatibili con 
la formazione di biofilm 

4) Fallimento terapeutico per mancanza di risposta o 
recidiva dell’infezione nonostante una terapia 
appropriata

Storia di una condizione che predispone allo 
sviluppo della formazione di biofilm 
In pratica qualsiasi processo morboso cronico può 
portare alla formazione di una infezione da biofilm. 
Nei cani e nei gatti infezioni da biofilm sono state 
associate a infezioni del tratto urinario (Shimizu and 
Harada, 2017), malattie gastroenteriche (Silva et al., 
2014, Reis et al., 2014), malattie periodontali (Hol-
combe et al., 2014, Oliveira et al., 2016), otite (Pye et 
al., 2013), dermatite (Casagrande Proietti et al., 2015, 
Bumroongthai et al., 2016), ferite croniche (Swanson 
et al., 2014, Bayne, 2014) e infezioni da impianti 
(Thompson et al., 2011, Gallagher and Mertens, 
2012, Savicky et al., 2013, Nicoll et al., 2014)

Sintomi compatibili con infezioni da biofilm
Dove è presente un’infezione da biofilm i microrga-
nismi dentro il biofilm sono immersi in una matrice 
extracellulare di una sostanza polimerica autoprodot-
ta (EPS). 

Questa appare come una secrezione mucoide densa 
(vedi il caso di otite di George qui sotto).   

Presenza di risultati citologici compatibili con la 
formazione di biofilm 
I campioni citologici di secrezioni di una infezione si 
possono prelevare con un tampone sterile. Il tampone 
deve essere fatto rotolare delicatamente su un vetrino, 
fissato a caldo e colorato con una colorazione di 
Romanowsky tipo Diff Quik. L’esame al microscopio 
rivelerà segni di aggregati di organismi infettivi spesso 
con cellule infiammatorie, a differenza degli isolati 
separati riscontrati in casi di infezioni planctoniche. 
Tipicamente, i microrganismi sono sparsi e si trovano 
all’interno della matrice EPS autoprodotta, la quale si 
colora e appare come uno sfondo fine a merletto 
(figura 1).

(figura 1)
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Fallimento terapeutico per mancanza di risposta o recidiva dell’infezione nonostante una terapia adeguata.
I casi tipici non risponderanno a terapia antibiotica basata su coltura e antibiogramma. Spesso lo stesso agente pato-
geno con le stesse caratteristiche di sensibilità viene identificato più volte (fig 2). In altri casi, l’infezione sembra 
risolta con terapia antibiotica, ma recidiva quando i farmaci vengono sospesi.

George è un Clumber spaniel di 6 anni con una storia di otite esterna cronica. La sua condizione aveva 
dimostrato una risposta parziale alla terapia antibiotica, ma ha recidivato diverse volte dopo la 
sospensione della stessa. Nell’occasione più recente era stato trattato con delle gocce otologiche a base di 
marbofloxacina prescritte sulla base del fatto che era stata rilevata in coltura una buona sensibilità dello 
Pseumononas spp alla marbofloxacina.

Dopo 3 settimane di terapia il proprietario è tornato 
lamentando che il cane non era migliorato. 
Pseudomonas spp. è stato coltivato nuovamente con 
la seguente sensibilità

La mancanza di risposta alla terapia, le ripetute 
colture che rivelano lo stesso agente patogeno con la 
stessa sensibilità rendono questa infezione 
compatibile con un’infezione da biofilm.

(figura 2)

Antibiotico                        Sensibilità

Framicetina   R
Gentamicina   R
Polimixina    S
Enrofloxacina   S
Marbofloxacina  S
Acido Fusidico   R
Florfenicolo   R

Terapia delle infezioni da biofilm
I batteri che crescono all’interno di un biofilm hanno una maggiore capacità di resistere e di persistere in presenza di 
alti livelli di antibiotici in confronto ai batteri in forma planctonica – questa proprietà si chiama recalcitranza (Row-
son and Townsend, 2016). In termini clinici significa che i batteri nei biofilm possono essere da 100 a 1000 volte più 
resistenti agli antibiotici rispetto alle loro controparti planctoniche  (Hoiby et al., 2010). 
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I batteri dei biofilm hanno diversi meccanismi che 
favoriscono la loro resistenza; questi includono: 
- limitazione alla penetrazione degli antibiotici, 
- crescita limitata a basse concentrazioni di ossigeno, 
espressione di geni specifici e la presenza di persi-
stenti (Ciofu et al., 2017). 

Per gestire efficacemente le infezioni da biofilm dovrà 
essere analizzata una gamma di diverse opzioni 
terapeutiche. La rimozione meccanica del biofilm è il 
metodo più efficace, anche se non è sempre fattibile. 
Oltre al metodo tradizionale della terapia antibiotica, 
altre strategie innovative anti-biofilm sono state valuta-
te sia in medicina umana sia in medicina veterinaria. 
Spesso le terapie combinate di farmaci antimicrobici e 
altri agenti anti biofilm sono le più riuscite. Il Tris-E-
DTA è stato riconosciuto come principio di grande 
supporto nel trattamento delle infezioni croniche da 
Gram-negativi. Uno dei principi più nuovi che hanno 
dimostrato un’eccellente attività contro i biofilm è la 
N-Acetil Cisteina.

Tris EDTA  
L’acido etilendiamminotetraacetico (EDTA) ha 
dimostrato eccellente supporto nell'attività antibatterica 
quando viene associato alla trometamina (Tris). Gli 
studi hanno confermato che: 

1) danneggia la parete cellulare dei batteri 
planctonici

2) sinergizza l'attività di alcuni antibiotici
3) ha un basso potenziale ototossico 
4) è utile come terapia aggiuntiva nelle infezioni da 

biofilm 

Il Tris-EDTA ha dimostrato di avere la proprietà di  
danneggiare le pareti cellulari di batteri planctonici 
aumentando così la permeabilità agli agenti antimicro-
bici (Wooley and Jones, 1983, Farca et al., 1997, Buck-
ley et al., 2013). E’ ben tollerato e dimostra una  bassa 
ototossicità (Paterson, 2018). Ha dimostrato di avere 
un effetto additivo con un’ampia gamma di antibio-
tici compresi gentamicina e fluorochinoloni (Buckley 
et al., 2013) e anche sulfadiazina e clorexidina 

(Guardabassi et al., 2010).  Più recentemente studi in 
vitro hanno comprovato che il Tris-EDTA potrebbe 
essere un utile ed efficace ausilio per casi di otite croni-
ca da Pseudomonas laddove si sono sviluppati biofilm, 
nel caso in cui gentamicina o neomicina debbano 
essere utilizzati come trattamento topico (Pye et al., 
2014). Grazie alla sua proprietà di potenziare gli 
antibiotici, il Tris-EDTA è probabilmente utilizzato al 
meglio come lavaggio pre terapia nei casi di infezioni 
acute da Gram negativi. 

N-Acetil Cisteina 
La N-Acetil Cisteina è un mucolitico che ha dimostrato 
di avere un’ampia gamma di proprietà aggiunte. Gli 
studi hanno attestato che:
1) è un notevole supporto in corso di infezioni 

batteriche 
2) mostra sinergia con alcuni antibiotici
3) ha un ruolo essenziale nella diminuzione del 

biofilm 
4) induce ridotta produzione di EPS 
5) facilita la rottura dei biofilm maturi

N-Acetil Cisteina è un valido supporto in corso di 
infezioni batteriche sostenute da  diversi patogeni. 
Pseudomonas aeruginosa sembra essere particolar-
mente sensibile con una concentrazione inibente 
minima (MIC) di appena  2- 20 ug/ml (Parry and Neu, 
1977). Uno studio più recente di Zhao (2010) ha dimo-
strato che NAC ha una MIC di 10 – 40mg/ml per isolati 
di Pseudomonas aeruginosa provenienti da infezioni 
respiratorie umane. Uno studio di May  (2016) ha 
dimostrato che NAC ha una MIC di 5 – 20mg/ml per 
isolati di otite per Staphylococcus pseudintermedius, 
Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium spp.  
Streptococcus beta emolitici (May et al., 2016). È stato 
dimostrato sinergismo con alcuni antibiotici di terza 
generazione come cabenicillina e ticarcillina (Roberts 
and Cole, 1981) e, anche se questi antibiotici sono 
soggetti a restrizioni per uso veterinario, questo studio 
preliminare ha avvalorato il potenziale della capacità di 
NAC di aumentare l’attività degli antibiotici. 
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Inoltre, è anche stato dimostrato in vitro che NAC è 
sinergico con ciprofloxacina  (El-Feky et al., 2009), 
indicando che una combinazione di fluorchinoloni 
con NAC può essere efficace in casi di infezioni da 
Pseudomonas spp. 
NAC riduce la formazione di biofilm da parte di 
una serie di batteri, in particolare Staphylococcus 
epidermidis (Perez-Giraldo et al., 1997); E.coli 
(Marchese et al., 2003) e Pseudomonas aeruginosa 
(Zhao and Liu, 2010). Sembra che abbia la capacità di 
ridurre l’aderenza e anche la produzione di EPS. La 
produzione di EPS da parte dei batteri del biofilm 
agisce come una barriera fisica alla penetrazione dei 
farmaci giocando una parte significativa 
nell’aumentata resistenza alla terapia antibiotica. 
Uno studio di Zhao (2010) ha dimostrato che la 
produzione di EPS da parte di Pseudomonas aerugi-
nosa si riduce significativamente in presenza di NAC. 
In vitro la  produzione di EPS è diminuita di un 27% 
e 45% in presenza di 0.5mg/ml e 1mg/ml NAC (Zhao 
and Liu, 2010). Inoltre NAC ha un effetto diretto 
favorendo la rottura dei biofilm maturi  e riducendo 
la vitalità delle cellule sessili all’interno del biofilm 
(Olofsson et al., 2003).
Studi in medicina umana hanno dimostrato che 
NAC è molto efficace nella terapia di casi di otite 
refrattaria utilizzata insieme alla ciprofloxacina 

sotto forma di preparazione otica registrata (Ciprodex 
otic). In uno studio in vivo Ciprodex otic è stato usato 
con 0.5 o 2.0% di NAC. Sono stati inclusi sette 
soggetti con una media di 18,4 mesi di otorrea nono-
stante terapia. In 6 dei 7 soggetti, l’interruzione 
dell’otorrea è stata raggiunta dopo 4 settimane di 
terapia.  In audiometrie pre e post terapia, nessuno dei 
soggetti ha manifestato ototossicità (Choe et al., 
2007). Un secondo studio in vitro con uso di 
ciprofloxacina ha dimostrato che, laddove i ceppi di P. 
aeruginosa  erano resistenti, una pre terapia con NAC 
superava la resistenza portando alla risoluzione 
dell’infezione (Lea et al., 2014). 
Uso veterinario: basandosi su esperienze che deriva-
no dalla medicina umana, sembrerebbe essere adatto 
ad essere usato con fluorochinoloni, scelti secondo 
coltura e antibiogramma, nei casi di otite cronica dove 
gli antibiotici di prima linea sono inefficaci. Il NAC 
sembrerebbe essere promettente anche come agente 
antibatterico usato da solo in infezioni croniche (May 
et al., 2016) e può essere utile con altri farmaci topici 
in presenza di biofilm, data la sua capacità di ridurre la 
produzione di EPS in vitro e ridurre l'attecchimento 
batterico, usato come lavaggio prima della terapia 
antimicrobica. Un protocollo idoneo per otite esterna 
da Pseudomonas spp. è descritto qui sotto.

POSSIBILE MODO DI AZIONE DEI FARMACI DISTRUTTORI DI BIOFILM

Ridotta produzione 
di EPS.
Favorisce la rottura 
dei biofilm maturi.

Danno diretto alla 
parete cellulare 
batterica così da 
aumentare la 
penetrazione.
Può avere effetto sulla 
pompa di efflusso 
batterica
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Conclusioni 
I biofilm batterici sono un’importante causa di infezione nell’uomo e negli animali. Contribuiscono ad un’ampia 
gamma di malattie veterinarie, comprese infezioni urinarie, malattia periodontale, infezioni di ferite e otiti. La 
terapia antimicrobica convenzionale spesso non riesce ad eliminare le infezioni da biofim per cui attualmente si 
stanno sviluppando terapie innovative per far fronte a queste infezioni. N-Acetil Cisteina promette di essere un 
agente innovativo utile nella gestione di infezioni da biofilm.

Gestione dell’otite di George 
La storia clinica di George, la risposta alla terapia e le 
ripetute colture sono compatibili con la presenza di 
un’infezione da biofilm. La combinazione di NAC in 
forma di lavaggio pre terapia è utile prima 
dell’applicazione di antibiotici.
Passo 1. pulire minuziosamente l’orecchio per 
rimuovere la maggior quantità possibile di secrezioni. È 
meglio eseguire questa manovra sotto sedazione o 
anestesia generale; un’adeguata analgesia è molto 
importante per mantenere il cane tranquillo durante e 
dopo il lavaggio.
Passo 2. Riempire il canale auricolare con una soluzione 
di Tris-EDTA e N-Acetil Cisteina (Tris-NAC®) e lasciare 
agire per almeno 5 minuti.
Passo 3. Rimuovere la maggior quantità possibile di 
liquido in eccesso mediante suzione o assorbendo il 
liquido con un tampone di cotone. Inserire 0.5ml di 
gocce di marbofloxacina nell’orecchio.
Il cane può tornare a casa con un detergente auricolare 
(Otodine®) per pulire l’orecchio prima di applicare la 
soluzione di Tris-EDTA e NAC (Tris-NAC®) che dovrà 
rimanere in situ per 5 minuti prima di rimuovere 
l’eccesso e applicare la soluzione di antibiotico.

(figura 3)
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