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1.ABSTRACT 

 

Lo studio valuta il peptide antimicrobico CAMEL come possibile opzione innovativa 

contro lo Stenotrophomonas maltophilia, un patogeno opportunista multiresistente 

produttore di biofilm. 

Sono stati analizzati 10 ceppi clinici identificati con VITEK; la MIC del CAMEL è stata 

determinata con microdiluizione, mentre su 4 ceppi sono stati eseguiti time-kill, 

checkerboard e test anti-biofilm. 

Il CAMEL ha mostrato attività inibente su tutti i ceppi con MIC 2-32 mg/L (MIC50 4 

mg/L; MIC90 16 mg/L). Nei time-kill si osserva un effetto iniziale rapido a 2–4×MIC ma 

non mantenuto nel tempo. I checkerboard con antibiotici di uso clinico hanno evidenziato 

prevalente indifferenza senza sinergia né antagonismo. 

Il CAMEL ha inoltre ridotto la biomassa di biofilm di circa 2-20% a 0,25-0,5xMIC. 

In conclusione, CAMEL risulta attivo in vitro contro S. maltophilia e mostra un effetto 

anti-biofilm moderato, ma serviranno ulteriori studi per definire stabilità, ottimizzazione e 

potenziale traslazione clinica. 

 

2.INTRODUZIONE 
 

2.1 CARATTERISTICHE GENERALI DI STENOTROPHOMONAS  

MALTOPHILIA 
 

MICROBIOLOGICHE 

 

Stenotrophomonas maltophilia è un batterio ambientale, Gram-negativo, non fermentante e 

multiresistente, patogeno opportunista non particolarmente virulento, ma degno di nota in 

quanto emergente e associato ad importante morbidità e mortalità in alcune categorie di 

pazienti, come quelli fortemente debilitati. [1] 

S. maltophilia è un bacillo aerobio obbligato, dotato di alcuni flagelli polari che gli 

conferiscono motilità. La sua capacità di produrre acido dal maltosio ma non dal glucosio è 

stata usata per distinguere questo germe da Pseudomonas aeruginosa, il quale produce 

acido dal glucosio ma non dal maltosio e lattosio. 

Le colonie di S. maltophilia appaiono lisce, circolari e verdi, e caratteristicamente 

distinguibili da altri batteri Gram-negativi. Varie tecniche di biologia molecolare vengono 
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utilizzare per identificare i diversi ceppi di S. maltophilia, come l’amplificazione tramite 

PCR del gene dell’RNA 16S, prevalentemente utilizzata nei campioni di sangue di pazienti 

sottoposti a chemioterapia per leucemia acuta o sindrome mielodisplastica [2]. 

Questo batterio è ampiamente diffuso in natura, essendo stato descritto come ubiquitario e 

isolato in diversi contesti ambientali e clinici [3]. È stato inoltre rinvenuto in ambienti 

estremi, inclusi quelli antartici [4]. In particolare, numerosi studi ne hanno documentato la 

presenza nel suolo e nella rizosfera [5], così come in diverse fonti acquatiche, sia in ambito 

ospedaliero che extraospedaliero [3]. 

La trasmissione può avvenire per contatto diretto con la fonte, tramite aerosol generati da 

pazienti affetti da fibrosi cistica e attraverso le mani del personale sanitario nelle unità di 

terapia intensiva [6]. 

I principali elementi di patogenicità di S. maltophilia sono: il lipopolisaccaride [3], i 

siderofori [7], una tossina zonula occludents like (zot) trasportata da un fago [8, 9], la 

produzione di enzimi idrolitici, come le β-lattamasi cromosomiche L1 e L2, molteplici 

sistemi di efflusso multidrug e la capacità di formare facilmente biofilm sia su superfici 

abiotiche sia sui tessuti dell’ospite [10]. 

A causa dei meccanismi di resistenza intrinseca ed acquisita agli antibiotici il trattamento 

delle infezioni sostenute da S. Maltophilia rappresenta una sfida clinica rilevante [10]. 

 

Il BIOFILM 

 
Un aspetto significativo di S. maltophilia è la sua capacità di produrre biofilm in vari tipi di 

superfici inclusi Teflon, vetro, plastica e tessuti dell’ospite. [11]  

S. maltophilia può formare biofilm in varie superfici che possono essere a contatto diretto 

o indiretto con il paziente come impianti idrici, tubi di ventilazione, cateteri, strumenti per 

la dialisi, deflussori per la terapia endovenosa, scarichi di lavandini domestici [12]. 

In questo contesto il biofilm assume una rilevanza particolarmente significativa in quanto è 

ritenuto responsabile del 65% delle infezioni acquisite in ospedale [13].  

Studi condotti con il microscopio elettronico a scansione (SEM) evidenziano come S. 

maltophilia SM 33 sia capace di aderire alle superfici di polistirene entro 2 ore 

dall’inoculazione e possa formare biofilm in 24 ore.  
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Figura 1 (Da A a E) Micrografie elettroniche a scansione di biofilm SM33 di S. maltophilia formati su superfici di 

polistirene rispettivamente a 2, 4, 8, 16 e 24 ore. Ingrandimenti, × 1.000 (da A a D) e × 2.000 (E). (F) Microfotografia 

elettronica a trasmissione di un biofilm di 24 ore prodotto da S. maltophilia SM33. Le frecce indicano il glicocalice che 

circonda i batteri. L'asterisco indica la linea limite del biofilm a contatto con la superficie di polistirene. [3]. 

Una delle prime fasi nella formazione del biofilm è l’adesione delle cellule batteriche ad 

una superficie. Studi in vitro hanno dimostrato che in questa fase, per l’adesione di S. 

maltophilia su un monostrato di cellule HEp-2 (cellule epiteliali di carcinoma della laringe 

umana utilizzate per la diagnostica di laboratorio per la ricerca di autoanticorpi),  sembra 

essere cruciale il ruolo della fimbria 1 (SMF-1), identificata con TEM, SEM ad alta 

risoluzione e immunogold labeling (IGS) [11].  A conferma di ciò è stato evidenziato che 

l’adesione alle cellule eucariotiche è inibita da anticorpi anti SMF-1, efficaci soprattutto 

nelle prime fasi (prima mezz’ora) dell’infezione [11]. 

La formazione di biofilm è influenzata da numerosi fattori come: fosfati [14], cloruro [15], 

ph, temperatura, ossigeno [16], ioni di rame e argento [17]. 

Altre variabili che concorrono alla formazione e alla persistenza di biofilm sono le 

caratteristiche proprie dei batteri, come l’antibiotico resistenza; infatti, ceppi di S. 

maltophilia MDR (multi drug resistant) si sono dimostrati in grado di produrre una quantità 

di biofilm maggiore rispetto ai NMDR (non- multi drugs resistant). Lo studio che conferma 
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la precedente affermazione ha preso in esame 70 S. maltophilia isolati clinici, 

individuando, nella caratterizzazione del biofilm, una densità ottica media a 540 nm 

[OD540] di 0.52 per i MDR e di 0.15 per i NMDR. La formazione di biofilm è risultata 

essere correlata alla resistenza al ceftazidime, cefepime, ticarcillina- acido clavulanico, 

piperacillina tazobactam, aztreonam e gentamicina e non è correlata con la resistenza a 

ciprofloxacina, levofloxacina, trimetophrim-sulfametossazolo (SXT) e meropenem [18]. 

La formazione del biofilm da parte dello Stenotrophomonas maltophilia è un processo 

complesso e multifattoriale, nel quale sono coinvolti diversi determinanti genetici. In 

particolare, numerosi studi hanno evidenziato il ruolo di specifici geni associati alla 

capacità di adesione, maturazione e regolazione del biofilm, tra cui spgM, rmlA, smf-1 e 

rpfF [19]. 

La formazione del biofilm in S. Maltophilia presenta una significativa variabilità 

fenotipica, che si manifesta con ceppi caratterizzati da capacità di produzione del biofilm 

debole, moderata o elevata. Tale variabilità suggerisce che la sola presenza di determinanti 

genetici non sia sufficiente a determinare il fenotipo di biofilm, ma che quest’ultimo 

dipenda anche da complessi meccanismi di regolazione dell’espressione genica e da fattori 

ambientali [19]. 

Il biofilm costituisce un importante fattore di tolleranza antimicrobica, in quanto la matrice 

extracellulare ostacola la diffusione degli antibiotici e può contribuire alla loro 

inattivazione. Le elevate concentrazioni cellulari e le condizioni di stress caratteristiche del 

biofilm, come lo stress ossidativo, favoriscono l’insorgenza di mutazioni e facilitano i 

meccanismi di trasferimento orizzontale dei geni [10]. 

I microrganismi presenti nel biofilm possiedono una maggiore capacità di resistere a 

condizioni ambientali sfavorevoli rispetto alle cellule planctoniche, tollerando più 

efficacemente carenze nutrizionali, alterazioni del ph e stress ossidativo [10]. 

Alcuni antibiotici testati a una concentrazione inferiore alla MIC hanno dimostrato 

efficacia nel ridurre l’adesione e la formazione di biofilm da parte di S. maltophilia. Uno 

studio su 20 S. maltophilia produttori di biofilm isolati in clinica ha rilevato che alla metà 

della MIC, tutti i fluorochinoloni testati (ciprofloxacina, grepafloxacina, levofloxacina, 

moxifloxacina, norfloxacina, ofloxacina, e rufloxacina) hanno ridotto in modo significativo 
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(P 0.01) la massa di biofilm dello S. maltophilia, e a un quarto della MIC, hanno ridotto la 

massa di biofilm (ad eccezione della levofloxacina) [20]. La moxiflocina è risultato essere 

il più efficace fluorochinolone nel prevenire l’adesione dello S. maltophilia e nel ridurre il 

biofilm preformato. Infatti, questi antibiotici sono risultati efficaci (con l’eccezione della 

norfloxacina) anche nel ridurre il biofilm già formato. Il trattamento con 500 µg/mL di 

moxifloxacina ha eradicato la massa di biofilm nel 50% degli isolati di S. maltophilia e ha 

ridotto del 95% la biomassa per il 60% degli isolati di S.maltophilia. [20].  

ENZIMI IDROLITICI 

 

S. maltophilia ha la capacità di produrre enzimi extracellulari inclusi proteasi, lipasi, 

esterasi, DNase, RNase, e fibrolisina [21] ed è capace di espletare attività citotossica [22]. 

Tra i principali enzimi extracellulari di Stenotrophomonas maltophilia si trova la proteasi 

secretoria StmPr1, caratterizzata in particolare da flessibilità e stabilità termica, influenzate 

dalla presenza di specifiche strutture secondarie, come foglietti β e α-eliche esposte sulla 

superficie della proteina. Inoltre, possiede un loop tra β1 e α5 coinvolto nella protezione 

dall’azione degli inibitori. Queste caratteristiche evidenziano un significativo adattamento 

evolutivo di StmPr1 e ne sottolineano il ruolo come importante fattore di virulenza di S. 

maltophilia [23].  

LIPOPOLISACCARIDE 

 

S. maltophilia, come tutti i batteri Gram negativi, è dotato di un lipopolisaccaride (LPS) 

che contiene lipide A, core oligosaccaridico ed antigene O, e rappresenta un importante 

fattore di virulenza. La carica e l’incompletezza dell’LPS sono in grado di influenzare la 

virulenza di questo batterio. Mentre un LPS carico influenza l’adesione batterica 

interagendo con le cariche positive presenti negli strati cellulari più profondi [24], un LPS 

non carico, combinato all’assenza di proteine nella membrana esterna, conferisce alla 

superficie batterica una carica netta positiva e di conseguenza una maggiore abilità di 

aderire a teflon e vetro [25]. 

Il LPS incompleto altera la produzione di biofilm [26], infatti un’anomalia nel LPS 

(assenza di spgM, importante per l’assemblaggio dell’antigene O) è responsabile della 
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riduzione dell’infezione in modelli di polmone di ratto, fornendo prova che un LPS 

completo è importante per la colonizzazione batterica [27].  

2.2  NOTE CLINICHE 
 

In passato S. maltophilia veniva considerato un microrganismo a bassa virulenza; tuttavia, 

negli ultimi anni si è affermato come un rilevante patogeno opportunista, responsabile di 

infezioni severe soprattutto nei soggetti immunocompromessi o in condizioni cliniche 

particolarmente critiche [28]. S. maltophilia è implicato sia nelle infezioni nosocomiali che 

in quelle comunitarie [29].  

È stato riportato come agente eziologico in: endocarditi, polmoniti, meningiti, endoftalmiti 

[28], batteriemie, infezioni respiratorie, infezioni dei tessuti molli, contaminazione delle 

ferite, infezioni urinarie, congiuntiviti e otiti [29]. 

La frequente colonizzazione da parte dei batteri di fluidi utilizzati in ambito ospedaliero, 

soluzione di irrigazione e / o dispositivi medici invasivi rappresenta un veicolo per 

bypassare le normali difese dell'ospite e causare infezioni, anche gravi, nell'uomo [11]. 

I principali fattori predisponenti alle infezioni sostenute da S. maltophilia comprendono 

condizioni cliniche e assistenziali quali degenze ospedaliere prolungate, con rischio 

maggiore se associate a procedure invasive, ricovero in terapia intensiva, trapianto 

d’organo, ventilazione meccanica, presenza di dispositivi intravascolari o altri presidi a 

permanenza, precedente esposizione ad antibiotici o terapie immunosoppressive, fibrosi 

cistica, neoplasie sottostanti e infezione da HIV [28].  

Molti dei pazienti che contraggono infezioni da S. maltophilia sono affetti da altre 

comorbidità quali BPCO, trauma, portatori di CVC, precedente terapia antibiotica, 

neoplasie, precedente ospedalizzazione, infezione da HIV, o altro stato 

immunosoppressivo o sono portatori di impianti medici [3]. Particolare importanza assume 

l’infezione da S. maltophilia in pazienti portatori di CVC, in quanto il batterio è in grado di 

aderire alle pareti del catetere e dar luogo alla formazione di biofilm, e conseguentemente, 

setticemia [3]. In uno studio di 149 episodi di setticemia in 131 pazienti dal 1972 al 1986, 

S. maltophilia è stato il batterio più comunemente isolato nelle setticemie monomicrobiche 

(46%) e polimicrobiche (75%), inoltre lo studio evidenzia come, in questi casi la rimozione 
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del catetere sia essenziale per garantire un trattamento efficace [3]. I fattori di rischio per 

una batteriemia da S. maltophilia CVC associata sono rappresentati da: batteriemia, 

precedente antibiotico terapia, terapia immunosoppressiva, neutropenia persistente e 

fallimento nella rimozione del CVC in seguito alla diagnosi di batteriemia. 

Anche l’emodialisi rappresenta un importante fattore di rischio, trattandosi di una 

procedura invasiva che richiede un accesso vascolare, attraverso il quale può 

potenzialmente verificarsi l’ingresso di microganismi [28].  

Un ulteriore fattore predisponente è rappresentato dal trapianto di midollo, in quanto 

associato a marcata immunodepressione, in particolare neutropenia prolungata, ed 

esposizione a una forte pressione selettiva antibiotica [28]. 

Nell’ambiente ospedaliero questo batterio è stato riscontrato in diverse fonti quali: tubi di 

aspirazione, ventilatori, catetere venoso centrale, nebulizzatori, endoscopi, tubi del sistema 

di aspirazione dentale, acqua per emodialisi e dializzato delle unità renali, disinfettanti, 

sapone lavamani, scarichi, rubinetti / aeratori per rubinetti, soffioni doccia, aerosol generati 

dal paziente con fibrosi cistica, macchina per il ghiaccio e acqua di rubinetto [3].  

Nell’ambiente extraospedaliero fonti di S. maltophilia sono: rizosfera vegetale, insalate 

lavate, pesci dalla coda gialla, serpenti, capre, bufali, processo di trattamento delle acque e 

sistema di distribuzione, acqua di fiume, scarichi della fontana e scarichi del lavandino, 

soffioni doccia, acqua di rubinetto e acqua in bottiglia, distributori d'acqua microfiltrati, 

nebulizzatori per uso domestico di pazienti affetti da fibrosi cistica e soluzioni per lenti a 

contatto. Identificare le fonti ambientali di contagio assume importanza, in quanto 

consentirebbe l’attuazione misure preventive come, ad esempio, il controllo della fornitura 

di acqua.  

2.3 TRATTAMENTI CLASSICI ED INNOVATIVI 
 

S. maltophilia è intrinsecamente resistente ad una vasta gamma di antibiotici, tra cui 

trimethoprim-sulfametossazolo (SXT), β-lattamici, macrolidi, cefalosprine, 

fluorochinoloni, aminoglicosidi, carbapenemici, cloramfenicolo, tetracicline, e polimixine.  
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La resistenza intrinseca agli antibiotici è garantita da diversi meccanismi tra cui: la scarsa 

permeabilità di membrana [30], che contribuisce alla resistenza ai β-lattamici inclusi 

cefepime, ticarcillina-acido clavulanico, ceftazidime, e piperacillina-tazobactam [31], la 

presenza di pompe di efflusso [32], la produzione di β-lattamasi [33] e l’espressione di 

enzimi che modificano gli antibiotici [34]. La resistenza intrinseca agli antibiotici è stata 

acquisita da questo batterio nell’ambiente, ma essendo una caratteristica vantaggiosa anche 

nell’ambiente clinico, è stata conservata [35]. 

L’uso di antibiotici ha di certo contribuito allo sviluppo dell’antibiotico resistenza, ma non 

è l’unico meccanismo coinvolto [36], infatti l’apparato metabolico di S. maltophilia si è 

sviluppato in modo da degradare gli antibiotici e ricavarne nutrimento [36], inoltre la 

contaminazione dell’ambiente con antibiotici ha generato una pressione selettiva che ha 

contribuito alla comparsa e alla persistenza di batteri antibiotico resistenti, fornendo a S. 

maltophilia l’opportunità di acquisire l’antibiotico resistenza anche tramite trasferimento 

orizzontale di geni da questi patogeni. [37]. Nel contesto del trasferimento genico 

orizzontale (HGT) diversi geni di resistenza possono essere incorporati dal batterio a 

partire da comunità microbiche circostanti, includendo geni responsabili della resistenza ai 

sulfamidici, al trimethoprim e ai chinoloni [38]. Tale trasferimento è mediato da molteplici 

elementi genetici mobili, quali sequenze di inserzione, trasposoni e plasmidi coniugativi 

[38]. 

La coesistenza di meccanismi di resistenza intrinseca ed acquisita può determinare un 

progressivo incremento del profilo di resistenza di S. maltophilia, fino a farla evolvere da 

organismo multiresistente verso fenotipi a resistenza estensiva o, nei casi più estremi, pan-

resistenti. Questo scenario rende il controllo terapeutico dell’infezione particolarmente 

complesso e ne ostacola in modo significativo la gestione in ambito clinico [38]. 

Confrontando l’antibiotico resistenza di diversi ceppi di S. maltophilia è emerso come 

ceppi isolati da pazienti affetti da fibrosi cistica presentino una maggiore antibiotico 

resistenza rispetto a quelli isolati negli altri pazienti, con un livello significativamente più 

alto (P<0.05) di resistenza a  piperacillina, cefotaxime, cefepime, moxalactam, 

ciprofloxacina, ofloxacina, sparfloxacina (4-g/mL resistance breakpoint), gatifloxacina (4- 

g/mL breakpoint), e doxiciclina (8-g/mL resistance breakpoint) [39]. A conferma di ciò 

uno studio tedesco enfatizza la resistenza degli S.maltophilia in pazienti affetti da fibrosi 

cistica, infatti, analizzando campioni di espettorato solo il 34.4% di quelli isolati era 
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suscettibile a SXT, il 25% era suscettibile alla ciprofloxacina, e tutti erano resistenti 

all’imipenem [40]. Alcuni studi riconoscono che l’utilizzo dell’imipenem per il trattamento 

delle polmoniti possa essere il responsabile di superinfezioni da S. maltophilia, P. 

aeruginosa e Klebsiella pneumoniae [41], tuttavia non tutti sono concordi nel definire 

l’impiego dell’imipenem un fattore di rischio per la sovrainfezione da S. maltophilia, 

infatti in uno studio che ha coinvolto 759 pazienti non sono state riscontrate differenze in 

termini di infezione da S. maltophilia in seguito alla somministrazione di imipenem e 

ceftazidime [42, 43]. 

TRATTAMENTO 

 

Il trattamento di scelta per anni è stato rappresentato dal batteriostatico 

trimethoprim-sulfametossazolo (SXT) [44], ma negli anni è stata registrata 

una crescente resistenza; esemplare è la situazione rilevata in un reparto di 

terapia intensiva in Arabia Saudita, dove 90% degli S. maltophilia isolati è 

risultato resistente a questi antibiotici [45]. 

Il SXT è stato proposto come trattamento in combinazione alla ciprofloxacina, in 

particolare un case report del 2009 relaziona il caso del trattamento di una meningite in un 

neonato pre-termine con questa combinazione di antibiotici [46] tuttavia, vista la crescente 

resistenza al SXT, è risultato necessario il ricorso all’utilizzo di altri trattamenti.  

La ticarcillina- acido clavulanico è stata identificata come possibile alternativa al SXT, ma 

anche in questo caso è stata rilevata una crescente resistenza, rispettivamente del 19% 

(1995), 32% (1996), 42% (1997) [47]. È interessante sottolineare come la crescente 

resistenza non fosse correlata all’aumentato utilizzo di ticarcillina-acido clavulanico, il cui 

uso infatti è diminuito da 21.7 kg (1995) a 17.1 kg (1996) e 11.5 kg (1997) [45], e 

nemmeno la conseguenza della diffusione di un unico ceppo multiresistente [come 

confermato dall’eterogenicità alla ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic 

Consensus Polymerase Chain Reaction) tra gli S. maltophilia multiresistenti], bensì il 

risultato di un crescente utilizzo di amoxicillina, amoxicillina- acido clavulanico, 

ticarcillina, e piperacillina tazobactam, rispettivamente del 20%, 58%, 116%, and 48%, dal 

1995 al 1997 [47]. Le percentuali di resistenza di S. maltophilia alla ticarcillina- acido 

clavulanico si sono attestate al 17.0% nella sorveglianza condotta dal SENTRY 
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Antimicrobial Surveillance Program nel 2004 [48], del 40.9% in Brasile [30] e del 60.9% e 

nei Paesi dell’America latina [49].  

Un’ulteriore possibilità, in caso di resistenza al trimethoprim-sulfametossazolo, è la 

levofloxacina [50]. 

ANTIBIOTICI 

 

Secondo le raccomandazioni della Infectious Disease Society of America (IDSA), il 

trimethoprim-sulfametossazolo e la minociclina rappresentano i principali farmaci 

impiegati nel trattamento delle infezioni lievi da S. Maltophilia in regime di monoterapia; 

gli stessi antibiotici possono inoltre essere utilizzati in terapie combinate nei quadri clinici 

moderati o gravi. Qualora la risposta clinica alla terapia iniziale risulti inadeguata o 

tardiva, può essere valutata l’associazione con un secondo agente antimicrobico, tra cui la 

minociclina, tigeciclina, levofloxacina o cefiderocol [50]. 

Gli sforzi della ricerca si sono concentrati nella ricerca di sinergie tra antibiotici che 

potessero essere utilizzate nel trattamento dello S. maltophilia, queste sono state indagate 

con diversi metodi come: checkerboard, modelli farmacodinamici in vitro ed E-test.  

Utilizzando i checkerboads, è stata trovata una sinergia tra tigeciclina e SXT, e tra 

tigeciclina e amikacina, nei confronti dello S. maltophilia [51]. 

Studi farmacodinamici in vitro hanno riscontrato un’aumentata attività battericida (P 

0.0001) nei confronti degli isolati clinici di S. maltophilia quando il SXT veniva combinato 

a ciprofloxacina, ceftazidime, o tobramicina rispetto al SXT utilizzato singolarmente [52]. 

Test di sinergia condotti utilizzando il metodo E-test hanno evidenziato sinergia tra SXT e 

ceftazidime e soprattutto tra SXT e ticarcillina- acido clavulanico; tuttavia queste sinergie 

non sono state completamente confermate dai checkeboards, in particolare la sinergia del 

SXT combinato con il ceftazidime è stata trovata solo 56% dei casi [53] mentre una 

sinergia o una parziale sinergia è stata individuata per le combinazioni ceftazidime e 

ciprofloxacina e per quella SXT e ticarcillina-acido clavulanico [54]. Di qui la deduzione 

che pazienti intolleranti o allergici a SXT potrebbero giovare di un trattamento che preveda 

la combinazione di ciprofloxacina e ceftazidime o ciprofloxacina e ticarcillina-acido 

clavulanico [55].  
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Esperienze cliniche suggeriscono altre possibili sinergie, come quella tra doxiciclina e 

colistina (somministrata per aerosol), utilizzata con successo nel trattamento di una 

polmonite associata alla ventilazione in cui la terapia con SXT era risultata inefficace [56]. 

Un case report del 2010 riporta il caso di uno S. maltophilia resistente a SXT, tetraciclina, 

tigeciclina, β-lattamici, fluorochinoloni, aminoglicosidi, colistina, ed eritromicina e 

un’insolita sensibilità a solo cloramfenicolo e rifampicina [57], questo mette in luce la 

necessità di non sottovalutare la possibile efficacia dei vecchi antibiotici per il trattamento 

delle infezioni da S. maltophilia. 

Un antibiotico promettente per il trattamento delle infezioni da S. maltophilia MDR è 

rappresentato dalla moxifloxacina. Studi farmacocinetici in vitro volti ad indagare 

l’efficacia di ciprofloxacina e moxifloxacina dimostrano che è necessario utilizzarli alla 

massima dose tollerata per superare la resistenza della popolazione batterica e in clinica 

vanno somministrati ad una concentrazione superiore alla MIC [58]. 

I peptidi rappresentano un’importante promessa nel trattamento delle infezioni da S. 

maltophilia, essendo la resistenza del batterio nei confronti di peptidi inferiore a quella per 

gli antibiotici convenzionali. 

Il peptide Esculina 1-b, ricavata dalle secrezioni cutanee della Rana, ha dimostrato di agire 

in sinergia con amikacina, probabilmente aumentando la permeabilità della membrana e 

quindi favorendo l’uptake di questo antibiotico [59]. Un altro peptide testato è il Cys-Val-

His-Ser-Pro-Asn-Arg-Glu-Cys, che è un inibitore della β-lattamasi L1 [60]. 

ALTRI TRATTAMENTI 

 

L’NB-401 (surfactant-stabilized oil-in-water nanoemulsion) rappresenta un’interessante 

promessa per il trattamento di infezioni da S. maltophilia in pazienti affetti da fibrosi 

cistica, esso infatti, se somministrato per via inalatoria in combinazione con soluzione 

salina ipertonica ha un’attività antimicrobica di cui potrebbero beneficiare pazienti infettati 

da S. maltophilia multiresistenti [61].  

Un’altra possibile alternativa terapeutica che merita ulteriori studi è l’utilizzo di oli 

vegetali, tanto che isolati clinici di S. maltophilia resistenti a fosfomicina, imipenem, 

piperacillina e aztreonam hanno dimostrato sensibilità a oli vegetali somministrati a 
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concentrazioni non tossiche. Quelli che hanno mostrato una maggiore efficacia sono a base 

di cannella, timo e chiodi di garofano [62]. 

La terapia fagica potrebbe essere usata nel futuro in alternativa agli antibiotici e sembra 

avere potenzialità nel trattamento del biofilm, sono però necessari altri studi per verificare 

se cateteri rivestiti di fagi riducano la vitalità di S. maltophilia, e se eventualmente il 

batterio sviluppi resistenza ai fagi [63]. 

2.4 LA RESISTENZA AGLI ANTIBIOTICI  
 
Numerosi meccanismi concorrono allo sviluppo dell’antibiotico resistenza dello S. 

maltophilia: l’attività inducibile delle beta-lattamasi [64], la scarsa permeabilità della 

membrana esterna, il meccanismo di pompe di efflusso [27], il trasferimento genico 

orizzontale (HGT) [65], la formazione di biofilm e il glicocalice [16] (Tabella 5).   

 

β-LATTAMASI  

 
S. maltophilia dispone di due -lattamasi inducibili codificate in cromosomi, plasmidi ed 

elementi mobili [3] L1 ed L2, rispettivamente una metallo β-lattamasi [66] e una 

cefalosporinasi sensibile all’acido clavulanico [66].  

L1 è in grado di idrolizzare l’imipenem, così come altri carbapenemici, ma anche 

l’ampicillina, la carbenicillina ed il cefotaxime, spiegandosi così la resistenza naturale di S. 

maltophilia a questi antibiotici. Non è sensibile all’acido clavulanico, ma lo è debolmente 

ad altri inibitori quali il sulbactam o il tazobactam [67]. 

L2 è nettamente meno efficace nei confronti delle penicilline, ma idrolizza molto bene 

l’aztreonam ed è anche sensibile all’acido clavulanico [66].  

L1 appartiene alla β-lattamasi di classe B, mentre il gene L2 codifica per una β-lattamasi di 

classe A [68]. 

Nello specifico le due β-lattamasi L1 e L2 sono codificate rispettivamente dai geni blaL1 e 

blaL2, la cui espressione è regolata da AmpR, regolatore trascrizionale di tipo LysR [69]. 

In condizioni fisiologiche AmpR forma un complesso con i pentapeptidi dell’uridina 

difosfato N-acetilmuramico (UDP-MurNAc), precursori della sintesi del peptidoglicano, 

agendo così come repressore per blaL2, ma come attivatore per l’espressione di blaL1 [38]. 

 La presenza di antibiotici β-lattamici interferisce con la sintesi della parete cellulare 

batterica, in particolar modo determinando la degradazione del peptidoglicano e il 
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conseguente accumulo di frammenti derivati, muropeptidi (AMuL) [38]. Gli AMuL si 

legano ad AmpR in competizione con i pentapeptidi UDP-MurNAc, determinando una 

variazione della funzione regolatoria della proteina, inducendo l’attivazione trascrizionale 

sia di blaL1 sia di blaL2, con aumento della produzione di β-lattamasi e conseguente 

incremento della resistenza del batterio agli antibiotici β-lattamici [38]. 

Il fenomeno dell’induzione delle β-lattamasi, ossia la stimolazione alla produzione di 

quest’ultime secondariamente all’esposizione a β lattamici, è stato evidenziato, oltre che 

per lo S. maltophilia, anche per l’E. cloacae, come riportato sul Clinical Infectious Disease 

[70]. 

Il meccanismo alla base è legato all’interferenza degli antibiotici con la sintesi della parete 

cellulare batterica; infatti, l’alterazione del normale turnover del peptidoglicano genera dei 

segnali intracellulari riconosciuti da sistemi regolatori batterici che attivano la trascrizione 

dei geni che codificano per le β-lattamasi e, di conseguenza, si ha una ridotta efficacia 

antibiotica [70]. 

Un ulteriore livello di complessità è rappresentato dal riciclo dei frammenti del 

peptidoglicano a cui partecipano la permeasi AmpG, che media il trasporto citoplasmatico 

dei muropeptidi, e l’amidasi AmpD, che ne consente la degradazione [71] e l’enzima 

NagZ, che rimuove il residuo di N-acetilglucosamina dai muropeptidi [72]. L’alterazione 

di questi passaggi determina un incremento dei segnali attivatori su AmpR e conduce a una 

sovraespressione costitutiva di ampC, responsabile di elevali livelli di resistenza ai β 

lattamici anche in assenza di induzione antibiotica [71]. 

Nelle Enterobacteriaceae e in Pseudomonas aeruginosa, la capacità dei β lattamici di 

indurre l’espressione delle β lattamasi varia considerevolmente tra le diverse molecole; 

infatti, alcuni antibiotici rappresentano induttori deboli, mentre altri, come imipenem, 

determinano una marcata attivazione dell’espressione enzimatica [73]. Questa differenza 

non dipende esclusivamente dall’entità del danno arrecato al peptidoglicano, ma 

soprattutto dalla capacità di alcuni β lattamici di favorire l’accumulo di specifici frammenti 

derivati dal turnover del peptidoglicano, in particolare 1,6-anidro-MurNAc-pentapeptide 

che interagisce più efficacemente con il regolatore trascrizionale AmpR [73]. 

Tale fenomeno sembrerebbe correlato anche all’inibizione dell’attività DD-

carbossipeptidasica delle penicillin-binding proteins a basso peso molecolare, coinvolte 

nella conversione dei pentapeptidi in tetrapeptidi durante il rimodellamento del 

peptidoglicano [73]. 
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In S. maltophilia questo modello invece appare differente, infatti, la distinzione tra β 

lattamici forti e deboli induttori risulta poco evidente. In questa specie, l’induzione delle β-

lattamasi non dipende strettamente né dalla lunghezza delle catene peptidiche derivate dal 

peptidoglicano né dall’inibizione delle DD-carbossipeptidasi. La spiccata inducibilità dei 

sistemi L1/L2 contribuisce pertanto in maniera rilevante alla resistenza intrinseca di S. 

maltophilia verso numerosi antibiotici β lattamici [73]. 

 

POMPE DI EFFLUSSO 

 
Un ulteriore meccanismo implicato nella multiresistenza di S. maltophilia è rappresentato 

dalle pompe di efflusso, sistemi di trasporto costituiti da un trasportatore di membrana 

energia-dipendente, una proteina di fusione periplasmatica e un canale localizzato nella 

membrana esterna [74]. 

La resistenza antibiotica acquisita mediata dai sistemi di efflusso può svilupparsi in seguito 

a mutazioni che coinvolgono sia i meccanismi regolatori dell’espressione sia le 

componenti strutturali delle pompe di efflusso [38]. 

Le mutazioni a carico dei geni regolatori causano una sovraespressione indipendente dalla 

presenza di antibiotico, che consente al batterio di espellere più efficacemente gli 

antibiotici. Invece, le mutazioni di geni codificanti per le componenti strutturali delle 

pompe di efflusso possono aumentarne l’attività funzionale, contribuendo ulteriormente 

all’aumento della resistenza batterica [38]. 

In S. maltophilia sono stati caratterizzati numerosi sistemi di efflusso codificati 

cromosomicamente. La maggior parte di essi appartiene alla famiglia Resistance-

Nodulation-Cell Division (RND), caratterizzata dall’utilizzo del gradiente protonico H⁺ 

come fonte di energia; tra i principali sistemi descritti figurano SmeABC, SmeDEF, 

SmeGH, SmeIJK, SmeOP, SmeVWX e SmeYZ [38]. 

 

Il sistema SmeDEF svolge un ruolo particolarmente rilevante, poiché contribuisce alla 

ridotta suscettibilità verso numerose classi antibiotiche, tra cui β-lattamici, tetracicline, 

macrolidi, fluorochinoloni, aminoglicosidi e cloramfenicolo [74]. L’espressione della 

pompa SmeDEF è repressa dal regolatore TetR-like SmeT, che si lega alle sequenze 

promotrici impedendo la trascrizione dei geni dell’operone. Molecole come il triclosan, 

sostanza con proprietà antibatteriche e antifungine, possono legarsi a SmeT 
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determinandone un cambiamento conformazionale, riducendone l’affinità per il DNA e 

favorendo la derepressione dell’operone [38]. 

Anche la pompa SmeGH contribuisce in maniera rilevante alla resistenza, estendendo il 

suo spettro a fluorochinoloni, β-lattamici, ceftazidime, polimixina B e agenti ossidativi 

[38]. 

Inoltre, S. maltophilia esprime anche pompe appartenenti alla famiglia ABC (ATP- 

binding cassette), che includono FuaABC, MacABCsm, SmaAB, SmaCDEF e SmrA, e 

pompe della superfamiglia Major Facilitator (MFS), come EmrCAB e MfsA [38]. 

Le pompe di efflusso SmaAB e SmaCDEF contribuiscono rispettivamente alla ridotta 

sensibilità di Stenotrophomonas maltophilia verso aminoglicosidi e fluorochinoloni e sono 

regolate dal sistema a due componenti SmaRS. In particolare, mutazioni nel gene smaS 

determinano un’attivazione permanente del sistema regolatorio, con conseguente 

sovraespressione delle pompe e aumento della resistenza a entrambe le classi di antibiotici 

[38].  

2.5  IL BIOFILM 
 
Il biofilm è definito come un’aggregazione di microrganismi nel quale le cellule sono 

adese le une alle altre o ad una superficie e sono incluse in una matrice da essi prodotta 

composta da sostanze extracellulari polimeriche (EPS) [75]. 

Il biofilm rappresenta una modalità di crescita batterica in cui le cellule possono crescere 

come cellule singole, liberamente fluttuanti nel mezzo di coltura (forma planctonica) o 

come aggregati sessili strettamente adesi a superfici biotiche o abiotiche (forma di biofilm) 

[76]. 

I biofilm sono una delle modalità di vita di maggior successo nella terra e sono 

estremamente diffusi, possono essere rinvenuti sia nell’ambiente sia in organismi viventi, 

ed essere responsabili di infezioni persistenti. 

Il biofilm è un sistema complesso caratterizzato da un’alta densità cellulare, che varia da 

108 a 1011 cellule per ogni grammo [77] ed è tipicamente composto da molte specie 

batteriche.  

 

FORMAZIONE DEL BIOFILM 

 
La formazione del biofilm è un processo dinamico e dipende da numerosi fattori quali ad 

esempio: disponibilità di nutrienti, sintesi e secrezione di materiale extracellulare, 
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competizione sociale, pH, temperatura, concentrazioni di sali, e si caratterizza per una 

sequenza ben precisa di eventi, quali (Figura 2): 

1) Adesione alla superficie reversibile (adsorbimento); 

2) Adesione irreversibile; 

3) Formazione di micro-colonie; 

4) Maturazione del biofilm; 

5) Distacco delle cellule batteriche 

 

 

 
Figura 2. Fasi della formazione di biofilm 

La fase di adesione è un processo fisico-chimico; inizialmente le cellule stabiliscono con la 

superficie legami deboli e reversibili attraverso le forze di Van der Waals, a mano a mano 

che la distanza con la superficie diminuisce, a circa 1,5 nm, si inizia ad avere un’adesione 

più resistente attraverso interazioni dipolo-dipolo, legami idrogeno e l’utilizzo di molecole 

di adesione come i pili. La fase di adesione è anche geneticamente mediata per via 

dell’espressione del gene smf-1 che codifica per le strutture fimbriali responsabili 

dell’adesione alle superfici biotiche e abiotiche [19]. 

La velocità e la forza con cui i batteri aderiscono al substrato sono influenzate 

dall’idrofobicità della superficie cellulare, dalla presenza di flagelli, di fimbrie, di 

polisaccaridi o di proteine di superficie [78].  

In questo modo si viene a creare un monostrato di cellule batteriche adese alla superficie, si 

ha un aumento progressivo della concentrazione di batteri e la produzione di materiale 
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polimerico extracellulare (EPS) che va a costituire la matrice del biofilm e a formare le 

microcolonie. 

La fase maturativa si completa con la formazione di piccoli canali, che consentono il 

trasporto di nutrienti alle microcolonie e la rimozione di sostanze di rifiuto. Parallelamente 

si sviluppano le macrocolonie, che assumono tipicamente una struttura tridimensionale 

simile a quella di un fungo. 

La fase di dispersione prevede il distacco di singole cellule o di gruppi di cellule che 

possono colonizzare siti circostanti o a distanza e promuovere l’origine di un nuovo 

biofilm. I fattori che possono contribuire al distacco delle cellule dal biofilm sono 

molteplici, tra cui le forze meccaniche a cui è sottoposto lo stesso biofilm (es: flusso di 

sangue in un vaso sanguigno), l’inibizione della produzione della matrice extracellulare 

con conseguente diminuzione delle forze attrattive e la produzione di enzimi che 

distruggono la matrice [79]. 

 

COMPOSIZIONE DEL BIOFILM 

 
Si stima che nella maggior parte dei biofilm, i microrganismi costituiscano circa il 10% del 

peso secco, mentre il restante 90% è rappresentato dalla matrice extracellulare che forma la 

struttura tridimensionale del biofilm ed è responsabile dell’adesione alle superfici e della 

coesione all’interno del biofilm stesso [80]. Essa costituisce una nicchia ambientale 

protettiva delle cellule batteriche in quanto fornisce benefici funzionali e strutturali come 

idratazione, intrappolamento di nutrienti, capacità digestive, protezione da agenti 

antimicrobici e facilitazione delle interazioni intercellulari [81]. 

L’acqua è di gran lunga il maggior costituente della matrice (fino al 97%), tanto che K. C. 

Marshall ha definito il biofilm “acqua dura” [82], ma essa contiene altri componenti tra 

cui: soluti, gel formante polisaccaridi, proteine, eDNA così come componenti insolubili 

come amiloide, cellulosa, fimbrie, pili e flagelli [83]. 

I pori e i canali tra le microcolonie svolgono la funzione di facilitare lo scambio dei liquidi,  

nutrienti, ossigeno ed agenti antimicrobici inspirando il concetto di un “sistema circolatorio 

rudimentale” del biofilm [84].  

Oltre che da acqua, la matrice è formata da sostanze polimeriche extracellulari (EPS) che 

mediano la formazione dell’architettura del biofilm, un processo continuo e dinamico che 

conferisce l’organizzazione spaziale nella quale le cellule si organizzano in microcolonie 

[85]. Inizialmente le EPS erano state definite “polisaccaridi extracellulari”, ma sono state 
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poi rinominate “sostanze polimeriche extracellulari” quando è diventato evidente che la 

matrice contiene anche proteine, acidi nucleici e lipidi [86] ed è stabilizzata da strutture 

batteriche extracellulari come flagelli, pili e fimbrie [87] (Figura 3). 

La composizione delle EPS può variare molto tra differenti biofilm a seconda dei 

microrganismi presenti, delle forze esterne a cui è sottoposto il biofilm, della temperatura 

del mezzo e della disponibilità di nutrienti [80]. 

I componenti più rappresentati nell’ EPS sono esopolisaccaridi e proteine. 

Diversi studi hanno inoltre evidenziato che alcuni geni regolano la formazione e il 

mantenimento della matrice extracellulare. In S. maltophilia il gene spgM è stato associato 

ai meccanismi coinvolti nella produzione dei polisaccaridi extracellulari, mentre rmlA 

sembrerebbe contribuire alla sintesi di esosaccaridi coinvolti nella stabilità strutturale del 

biofilm [19]. L’espressione di tali geni è stata frequentemente riscontrata nei ceppi 

caratterizzati da una maggiore capacità di adesione e produzione di biofilm, promuovendo 

la sopravvivenza del batterio in condizioni ambientali sfavorevoli [19]. 

 

ESOPOLISACCARIDI 

 
Gli esopolisaccaridi sono polimeri ad alto peso molecolare composti da residui di zucchero 

e sono prodotti dai microrganismi che compongono il biofilm e poi secreti nell’ ambiente 

circostante. 

Gli esopolisaccaridi prevalenti nel biofilm sono eteropolisaccaridi costituiti da residui di 

zuccheri, neutri o carichi, che possono contenere sostituenti, organici od inorganici, che ne 

influenzano le proprietà fisiche e biologiche. 

L’ EPS essendo composto in larga misura da polimeri idratati protegge il biofilm 

dall’essicazione, agendo come un idrogel che trattiene acqua [80]. 

Il biofilm inoltre ha la capacità di catturare i nutrienti superiori e distribuirli alle cellule che 

vivono in forma planctonica: di questa caratteristica è responsabile la porzione di matrice 

composta da EPS che si comporta come una spugna dotata di capacità di assorbimento 

passive [88]. Questi nutrienti vengono stoccati nella matrice consentendo al biofilm di 

sopravvivere e persino crescere anche quando questo si trova in un ambiente oligotrofico 

(povero di nutrimenti) [89]. Altra fonte di nutrimento è fornita dai detriti cellulari, che 

possono essere “cannibalizzati” dalle cellule vitali [90]; alla stessa sorte possono essere 

destinati componenti dell’EPS, che, sebbene siano resistenti alla degradazione e persistano 
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più a lungo rispetto alle cellule che lo producono, a volte possono rappresentare una fonte 

di nutrimento per le cellule vitali [91]. 

Le capacità di assorbimento però non sono molecole-specifiche, questo significa che non 

possono essere accumulate solo sostanze nutritive ma anche sostanze tossiche e molecole 

come eritromicina, etilsuccinato, acetaminofene [92], e ormoni steroidei. 

Sorprendentemente possono essere trattenute nell’ EPS anche sostanze non polari come 

benzene, toluene e xilene, sebbene l’EPS non abbia siti di legame lipofilici, ma sia 

spiccatamente idrofilico [93]. Anche gli ioni possono depositarsi nel biofilm, come ioni 

fosfato, che rafforzano la stabilità meccanica nel biofilm della placca dentale [94], ioni di 

calcio, ferro e manganese che contribuiscono alla stabilizzazione della matrice del biofilm 

grazie alla formazione di ponti tra gruppi carbossilici delle molecole di EPS [95]. Quando 

ad essere coinvolto è il carbonato di calcio [96], il risultato è la formazione di una crosta, il 

processo di litificazione e la formazione di stomatoliti [97].  

 

PROTEINE 

 
La matrice del biofilm può contenere anche una componente proteica che, in alcuni casi, 

può superare anche di molto o addirittura sostituire il contenuto dei polisaccaridi [98]. 

Fanno parte di questa componente proteica enzimi extracellulari secreti da batteri che 

compongono il biofilm, che fanno un uso molto più massiccio di questi rispetto a quanto 

non facciano le cellule in stato planctonico. Gli enzimi secreti dalle cellule in stato 

planctonico, infatti, diffondono in siti lontani dalla cellula che li ha prodotti e si diluiscono 

nell’ ambiente acquoso, gli enzimi secreti dalle cellule che compongono il biofilm, invece, 

interagiscono con i componenti della EPS e si accumulano nella matrice [80]. Questa 

organizzazione suggerisce il concetto di sistema digerente esterno, (nozione già espressa 

nel 1943) [99], in grado di sequestrare e degradare i nutrienti dissolti nella fase liquida del 

biofilm, consentendo così il loro utilizzo come fonti di energia [86]. 

Grazie alla componente enzimatica, la matrice agisce anche come centro di riciclo di 

componenti resi disponibili da cellule lisate tra cui il DNA che costituisce una riserva di 

geni per il trasferimento genico orizzontale. La componente enzimatica extracellulare, in 

qualità di risorsa condivisa si è valsa la definizione di “funzione sociale dell’idrolisi 

extracellulare” [100], infatti, gli enzimi secreti non sono una risorsa esclusiva della cellula 

che li ha prodotti, ma una risorsa disponibile per tutti i membri della comunità. 
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Un esemplare modello di cooperazione è fornito dal biofilm composto da Pseudomonas 

fluorescens proteolitici e non proteolitici, in questo caso, gli idrolisati proteici prodotti 

dagli enzimi extracellulari generati dai ceppi proteolitici sono una risorsa di cui possono 

usufruire anche i ceppi non proteolitici [100]. 

Oltre alla funzione “digestiva” gli enzimi extracellulari rendono possibile la fase di 

dispersione di biofilm, ovvero la colonizzazione di altri siti e la generazione di nuovi 

biofilm. 

 

DNA EXTRACELLULARE 

 
Un altro importante componente della matrice del biofilm è il DNA extracellulare (eDNA), 

la cui quantità è estremamente variabile anche tra specie strettamente correlate, è infatti 

uno dei componenti strutturali principali del biofilm di Staphylococcus aureus, e invece 

presente in quantità esigue nei biofilm di Staphylococcus epidermidis [80]. 

Considerare l’eDNA come mero residuo delle cellule lisate è riduttivo; infatti, esso 

costituisce una componente strutturale della matrice, formando, ad esempio, nei batteri 

acquatici, un supporto stabile alla rete di filamenti costituenti il biofilm [101]. Esso inoltre 

può essere considerato un archivio genetico a disposizione dei batteri [80], che possono 

acquisire eDNA dalla matrice per trasferimento orizzontale [102]. 

 

Figura 3. Sostanze polimeriche extracellulari [103] 
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TOLLERANZA E RESISTENZA AGLI ANTIMICROBICI DA PARTE DEL BIOFILM 

 
Il biofilm si caratterizza per un’aumentata resistenza o tolleranza nei confronti degli agenti 

antimicrobici rispetto alle cellule batteriche in stato planctonico, ovvero per un’aumentata 

abilità di sopravvivere all’esposizione a componenti che sono letali per gli organismi 

sensibili. Per lo S. maltophilia tale caratteristica è stata confermata da diversi studi che 

hanno evidenziato come la sopravvivenza agli antibiotici dipenda sia dalla presenza di geni 

di resistenza sia dall’organizzazione del biofilm e dalle sue proprietà strutturali e funzionali 

[19, 38]. 

Hans-Curt Flemming nella review “Biofilms: an emergent form of bacterial life” [80] 

suggerisce una distinzione tra i termini tolleranza e resistenza, laddove per resistenza si 

intenderebbe una caratteristica genetica, ereditabile, acquisita per mutazione o scambio 

genetico, che permane anche quando le cellule del biofilm si disperdono e vivono in forma 

planctonica. Con il termine tolleranza si intenderebbe invece una caratteristica che denota 

il biofilm, che sarebbe persa se le cellule del biofilm vivessero in forma planctonica.  

La tolleranza del biofilm è il prodotto di molteplici meccanismi, tra cui le proprietà della 

matrice di intrappolare e inattivare gli antimicrobici e il basso tasso di crescita che 

caratterizza le cellule del biofilm [103]. 

Nel caso di Stenotrophomonas maltophilia, è stato osservato come la presenza di una 

matrice extracellulare ben strutturata contribuisca in modo significativo alla riduzione 

dell’efficacia degli antimicrobici, agendo sia come barriera fisica alla diffusione dei 

farmaci sia come ambiente in grado di sostenere infezioni persistenti [19, 28]. 

I componenti dell’EPS esplicano la loro attività antimicrobica attraverso quella che viene 

definita diffusion-reaction inibition che comprende processi di chelazione, degradazione 

enzimatica o anche reazioni in cui l’EPS si sacrifica (es. ossidando i disinfettanti) [104]. 

Numerosi altri meccanismi sembrerebbero contribuire alla tolleranza del biofilm come 

l’eterogeneità metabolica, il signalling extracellulare, reazioni con i siderofori, mutazioni 

genetiche e variazioni fenotipiche [105]; in particolar modo l’elevata densità cellulare 

tipica del biofilm favorisce lo sviluppo di mutazioni di geni di resistenza [10]. 

L’EPS sembra inoltre avere un ruolo nel conferire tolleranza nei confronti degli 

aminoglicosidi [106]. 

Un altro meccanismo che conferisce tolleranza al biofilm è il basso tasso di crescita e lo 

stato dormiente tipico di alcune cellule batteriche costituenti il biofilm [107]. Queste 

cellule, denominate “persister”, entrano in uno stato di quiescenza, simile a quello delle 
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spore batteriche, che le rende completamente resistenti agli antimicrobici [108], questo 

meccanismo, inoltre, diventa progressivamente più spiccato dato che il numero di cellule in 

fase stazionaria tende ad aumentare nel tempo [109]. Ad ogni modo, il diffuso 

rallentamento del metabolismo delle cellule che compongono il biofilm rispetto alle cellule 

planctoniche conferisce a quest’ultimo una minor suscettibilità nei confronti degli 

antibiotici che inibiscono attività metaboliche come la sintesi del peptidoglicano, delle 

proteine o degli acidi nucleici [110]. 

In aggiunta, recenti studi su S. maltophilia hanno evidenziato come la comparsa di fenotipi 

“persisters” e stati metabolici ridotti possa rappresentare un passaggio rilevante 

nell’evoluzione verso forme di maggiore resistenza globale, incluse condizioni di multi e 

panresistenza, soprattutto in contesti ospedalieri ad alta pressione selettiva [38]. 

La resistenza delle cellule del biofilm è conferita dal trasferimento orizzontale di geni 

[111], che è favorito dall’alta densità cellulare, dall’ aumentata competenza genetica e 

dall’accumulo di elementi genetici mobili [112]. Inoltre, la matrice fornisce un ambiente 

fisicamente stabile per il contatto tra cellule che è richiesto da alcuni meccanismi di 

scambio genetico [113]. I meccanismi più comuni di scambio genetico nel biofilm sono la 

coniugazione plasmidica, i sistemi di secrezione di IV tipo e l’inclusione dell’eDNA della 

matrice nelle cellule [113].  

 

ETEROGENEITA’ E INTERAZIONI 

 
La stretta vicinanza fisica di cui godono le cellule del biofilm conferisce a queste la 

possibilità di scambiare metaboliti, molecole di signaling, materiale genetico e molecole 

difensive, inoltre, l’eterogenicità tra cellule fornisce loro l’opportunità di cooperare; questa 

condizione ha ispirato gli studiosi a definire questa collaborazione con il termine 

antropomorfico “sociomicrobiology” [80]. 

A causa dell’eterogeneità della popolazione che compone il biofilm si vengono a creare 

gradienti di concentrazione di nutrienti, cataboliti, molecole segnale, pH, elettroni ed 

ossigeno [83] che determinano la formazione di piccoli habitats idonei per la 

sopravvivenza di batteri con le caratteristiche adatte a quella nicchia. 

Ad esempio, i batteri presenti negli strati più profondi dispongono di una minore quantità 

di nutrienti e ossigeno rispetto a quelli presenti negli strati più esterni, quindi, adotteranno 

uno stato metabolico più lento e risulteranno resistenti verso alcuni antibiotici, come gli 

aminoglicosidi. 
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QUORUM SENSING 

 
Il Quorum Sensing (QS) è un processo di comunicazione intercellulare che consente ai 

batteri di cooperare o competere tra loro (all'interno di una specie e tra specie) coordinando 

l'espressione dei fenotipi e regolando le attività fisiologiche [114]. Attraverso questa 

comunicazione, numerose specie batteriche regolano una varietà di funzioni come la 

formazione di biofilm, la motilità, la resistenza agli antibiotici, la produzione di tossine, la 

sintesi di esopolisaccaridi e la produzione di enzimi extracellulari [115]. 

Tutti questi fenotipi sono utili per la colonizzazione di ambienti o ospiti diversi, 

l'insorgenza di malattie, l'acquisizione di nutrienti e la difesa di gruppo [116].  

Le interazioni basate sul QS dipendono dalla densità cellulare e in questo tipo di 

comunicazione ogni singolo batterio produce una piccola quantità di una o più molecole 

segnale, spesso definite auto-induttori, che sono successivamente rilasciate nell’ambiente e 

riconosciute da specifiche proteine recettoriali localizzate nel citoplasma (batteri Gram-

negativi) o nella membrana (batteri Gram-positivi). Quando la concentrazione di tali 

molecole raggiunge un livello soglia, nota anche come "livello di quorum" [117] si ha 

l’attivazione o la repressione di alcuni geni [118]. In questo modo ogni singola cellula può 

percepire la densità batterica locale, cosicché l’intera popolazione può organizzare una 

risposta coordinata [119].  

Sono stati identificati diversi tipi di segnali che partecipano al QS. In base alla loro 

struttura e funzioni specifiche sono classificati in tre classi: (I) i lattoni acil-omoserina 

(AHL - AI-1), piccole molecole con un anello di lattone e una catena laterale acilica, 

principalmente coinvolti nella mediazione del QS da batteri Gram-negativi [120]; (II) i 

peptidi autoinduttori (AIP), brevi catene peptidiche prodotte nella cellula, che richiedono 

proteine di trasporto della membrana per attraversare la membrana cellulare e regolare il 

QS nei batteri Gram-positivi [121]; (III) autoinduttore-2 (AI-2) sono molecole di segnale 

derivate dal furanone (ad esempio, furanosil borato diestere) con caratteristiche combinate 

di AHL e AIP, mediano il QS in batteri Gram-negativi e positivi (molecole di segnalazione 

“universali”) [122]. 

Approcci anti-patogenetici alternativi ai comuni antibiotici rivolti a indurre un’interruzione 

del QS sono considerati promettenti, questo perché agiscono su percorsi che non sono 

essenziali per la crescita delle cellule batteriche. A differenza degli antibiotici, queste linee 



28 
 

di attacco riducono al minimo l'emergere di ceppi di resistenza e garantirebbero 

un'efficacia a lungo termine. Tuttavia, devono essere applicati con prudenza per limitare la 

selezione di ceppi più virulenti. 

È stato dimostrato che i batteri possono sviluppare diversi meccanismi di resistenza ai QSI 

(quorum sensing inhibitor), come mutazioni nei circuiti QS, pompe di efflusso che possono 

limitare la disponibilità di QSI, inattivazione o persino modifica del target [123]. 

Lo sviluppo di resistenze agli approcci di inibizione del QS dipenderà sicuramente dalla 

strategia utilizzata [124]. 

Nel complesso, l'inibizione delle vie QS è indubbiamente promettente per combattere i 

batteri multiresistenti. Devono essere studiate le direzioni future in questo campo, relative 

all'applicabilità, ai metodi di trattamento, alla specificità, alla sicurezza e ai costi  [117]. 

 

IMPORTANZA MEDICA DEL BIOFILM 

 
Si stima che circa il 65% di tutte le infezioni batteriche sia associato a biofilm batterici 

[125] che possono formarsi sia in presenza che in assenza di dispositivi medici. 

Per quanto riguarda le infezioni correlate a dispositivi medici si stima che queste siano: 2% 

per le protesi mammarie; 2% per protesi articolari; 4% per valvole cardiache meccaniche; 

10% per shunt ventricolari; 4% per pacemaker e defibrillatore e circa il 40% per dispositivi 

ventricolari assistiti [126]. I biofilm possono formarsi anche sulla superficie o all'interno di 

dispositivi medici interni come lenti a contatto, cateteri venosi centrali, cateteri per dialisi 

peritoneale, cateteri urinari e protesi fonatorie [127] e possono essere composti da una sola 

o da diversi tipi di specie microbiche. 

La formazione di biofilm polimicrobici può dipendere dal tipo di dispositivo medico e 

dalla durata dell’impianto [81]: per esempio, i biofilm su cateteri urinari inizialmente 

possono essere costituiti da una singola specie, ma tempi di permanenza prolungati portano 

inevitabilmente formazione di biofilm polimicrobici [128]. 

Tra le infezioni più rilevanti associate a biofilm si annoverano le endocarditi, l’otite media, 

le prostatiti croniche, sovra infezioni in pazienti affetti da fibrosi cistica [81], le 

periodontiti e le osteomieliti [129]. Queste infezioni possono essere particolarmente 

rilevanti per i pazienti immunocompromessi, che non hanno la capacità di difendersi dal 

patogeno. 

Tuttavia, gli esatti processi attraverso i quali gli organismi associati ai biofilm provocano 

malattie nell'ospite umano sono solo parzialmente compresi. I meccanismi suggeriti 
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includono: (I) il distacco di cellule o aggregati cellulari da biofilm localizzati nei 

dispositivi medici interni, con conseguenti infezioni del circolo sanguigno o del tratto 

urinario, (II) produzione di endotossine, (III) resistenza al sistema immunitario ospite e 

(IV) protezione dagli antibiotici e induzione alla generazione di organismi resistenti 

(attraverso fenomeni mutazionali o di scambio genetico orizzontale) [81]. 

L’importanza clinica delle infezioni correlate al biofilm è principalmente ascrivibile alla 

refrattarietà dei microrganismi ai composti antimicrobici. Sebbene sulla base di test 

standard di laboratorio i microrganismi coinvolti nell’infezione risultino suscettibili al 

farmaco scelto per il trattamento, c’è il rischio che la terapia antibiotica sistemica sia in 

grado di eliminare solo i batteri in fase planctonica rilasciati dal biofilm, mentre risulti 

inefficace verso le cellule immerse nella matrice che, una volta terminata la terapia, si 

propagano di nuovo all’esterno del biofilm e continuano la disseminazione con 

conseguente persistenza o aggravamento dei sintomi dell’infezione [81]. 

 

TRATTAMENTO BIOFILM 

 
Come già espresso nei paragrafi precedenti, gli organismi costituenti il biofilm mostrano 

tolleranza ad un ampio spettro di agenti antimicrobici, ma il grado di tolleranza a diversi 

agenti può variare sostanzialmente. 

Solitamente, gli agenti antimicrobici che inibiscono la sintesi della parete cellulare (ad es. 

Glicopeptidi) possono essere poco efficaci, poiché i batteri che compongono il biofilm 

presentano tassi di crescita sostanzialmente ridotti. 

Al contrario, gli agenti che penetrano nella matrice del biofilm, come la rifampicina e i 

fluorochinoloni, hanno dimostrato di essere efficaci. È stato anche riferito che i macrolidi 

riducono l'EPS e consentono una maggiore penetrazione di altri agenti antimicrobici, 

suggerendo l’utilità in alcuni casi di combinare agenti antibatterici dotati di diversi 

meccanismi di azione. Ad esempio, la rifampicina ha notevolmente migliorato l'efficacia 

dei glicopeptidi e linezolid contro i biofilm di stafilococco mentre la gentamicina ha ridotto 

significativamente la concentrazione minima inibente di ampicillina, vancomicina e 

linezolid contro le specie di Enterococcus (nell’ambito del biofilm) [130].  

Un approccio per il trattamento dei biofilm localizzati in cateteri intravascolari è 

l’“antimicrobial lock” (ALT), che consiste nella somministrazione di un'alta 

concentrazione di un agente antimicrobico nel catetere per un tempo sufficiente per 

garantire la prevenzione della colonizzazione e della formazione di biofilm [130]. 
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Preoccupazioni riguardo all’uso di ALT sono il potenziale rischio di tossicità per il 

paziente derivante dalla diffusione accidentale della soluzione nella circolazione sistemica 

e il rischio di sviluppo di antibiotico resistenza. 

 

2.6  GLI ANTIBIOTICI PEPTIDICI  
 
Nel contesto di una crescente preoccupazione per l’antibiotico-resistenza, che potrebbe 

potenzialmente condurre ad una “era post-antibiotica” in cui le attuali terapie 

antimicrobiche potrebbero rivelarsi del tutto inefficaci, urge la ricerca di nuovi agenti 

terapeutici che possano far fronte a questa minaccia. 

Gli antibiotici di natura peptidica, detti anche “peptidi antimicrobici” (AMPs) stanno 

emergendo come potenziali e promettenti candidati, non solo come nuovi agenti 

antimicrobici, ma anche come modulatori della risposta immunitaria, promotori della 

riparazione delle ferite e preventivi per l’adesione post-chirurgica. 

Gli effetti degli AMPs già introdotti nel mercato e i risultati nei clinical trials sono 

incoraggianti e forniscono una ragione di ottimismo per la loro applicazione in diversi 

ambiti.  

 

RUOLO BIOLOGICO DEGLI AMPs 

 
La caratterizzazione della funzionalità degli AMPs è stato oggetto di studio a partire dagli 

anni ‘60, quando furono descritte per la prima volta le defensine, una famiglia di proteine 

antimicrobiche ubiquitarie [131]. 

Da allora, molti altri peptidi antimicrobici sono stati isolati da batteri, funghi, animali e 

piante e ad oggi si conoscono più di 3000 peptidi (consultabili in diversi database es. 

http://aps.unmc.edu/AP/main.php). 

La conservazione dei peptidi nel corso dell’evoluzione e l’evidenza che vengano prodotti 

da tutte le forme di vita, dai procarioti all’uomo, forniscono una conferma del loro ruolo 

cruciale [132].  

Negli organismi più complessi, gli AMPs, in quanto componenti dell’immunità innata, 

costituiscono la prima linea di difesa contro una grande varietà di agenti esterni [133], 

proteggendo l’ospite nei confronti delle infezioni. 

Nei batteri invece, la produzione di AMPs è finalizzata all’eliminazione dei microrganismi 

che competono per la stessa nicchia ecologica [134]. 
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La loro potenzialità antimicrobica può essere sia diretta, molto estesa in quanto rivolta 

verso batteri Gram positivi, Gram negativi, funghi, virus e protozoi unicellulari [132], che 

indiretta, attraverso la modulazione della risposta immunitaria [135]. 

Nei mammiferi gli AMPs si trovano soprattutto nei granuli dei neutrofili e in localizzazioni 

strategiche quali le secrezioni di cellule cutanee e mucosali [136] che sono distretti 

primariamente esposti al contatto con i microrganismi. 

In molti casi gli AMPs sono localizzati in clusters, quindi co-espressi e rilasciati insieme 

nello stesso sito d’azione [137]. 

Molti degli AMPs sono prodotti in qualità di precursori inattivi e richiedono un taglio 

proteolitico ad opera di proteasi per diventare attivi [138].  

Gli AMPs possono essere o prodotti costitutivamente e immagazzinati come precursori 

inattivi nei granuli e quindi rilasciati localmente nel sito di infiammazione o infezione 

oppure la loro produzione può essere indotta in risposta a PAMPs (profili molecolari 

associati ai patogeni) o citochine [132,137] sottolineando, ancora una volta, la loro 

partecipazione come prima barriera difensiva nei confronti degli agenti infettivi [139]. 

 

 

CLASSIFICAZIONE DEGLI AMPs 

 

Pur variando considerevolmente nella dimensione e struttura secondaria, i peptidi 

antimicrobici presentano caratteristiche comuni; la maggior parte presenta una carica netta 

positiva a pH neutro e la tendenza a formare strutture anfipatiche in ambiente idrofobico. 

Queste caratteristiche consentono ai peptidi di interagire con la membrana cellulare e 

influenzarne le normali funzioni fisiologiche formando canali ionici o pori, dissolvendo la 

membrana con un’azione simile a quella dei detergenti, o determinando la comparsa di 

danni nella membrana stessa [140].  

In base a composizione amminoacidica, dimensioni e struttura conformazionale, gli AMPs 

possono essere divisi in diverse categorie, ma la classificazione più utilizzata si basa sulla 

loro struttura secondaria, che prevede la distinzione in: strutture ad α elica [141] 

(lattoferritina umana e LL-37), strutture a β foglietto stabilizzate da ponti disolfuro 

(defensine umane), strutture estese/random-coil (indolicidina, un AMP bovino) [142] 

(Figura 4).  
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Figura 4. Peptidi che rappresentano le tre categorie principali delle strutture secondarie degli AMPs. LL-37 e 

lattoferritina umana rappresentano peptidi ad α-elica, β-defensina 1 umana rappresenta i peptidi a β foglietto e 

indolocidina rappresenta le strutture estese / random coil. Le strutture provengono dalla Protein Data Bank europea. 

 

MECCANISMI D’AZIONE DEGLI AMPs 

 
Sebbene l’esatto meccanismo con cui i peptidi antimicrobici svolgano la loro azione 

microbicida non sia stato ancora del tutto chiarito, si ritiene che l’interazione del peptide 

con la membrana citoplasmatica dei microrganismi giochi un ruolo centrale sia che il target 

sia rappresentato dalla membrana stessa, sia che il bersaglio sia intracellulare [142]. 

I meccanismi di azione degli AMPs sembrano essere fondamentalmente due: la 

permeabilizzazione della membrana cellulare, con conseguente lisi e morte cellulare, e 

l’azione su bersagli intracellulari [142]. 

In particolare, evidenze più recenti hanno ampliato la visione tradizionale, mostrando che 

molti AMPs non agiscono esclusivamente come agenti membrano-attivi, ma possono 

esercitare effetti multitarget sia a livello di membrana sia a livello intracellulare [143]. 

Le differenze tra le membrane delle cellule eucariotiche e quelle delle cellule procariotiche 

garantiscono la selettività di azione degli AMPs nei confronti dei microrganismi.  

Tenendo presente che la maggior parte degli AMPs possiede carica netta positiva per la 

presenza di residui basici distribuiti lungo la catena peptidica, questi tenderanno a formare 

dei legami di natura elettrostatica con i fosfolipidi anionici tipici delle membrane 

microbiche [142]. Le membrane cellulari batteriche risultano infatti composte 

principalmente da fosfolipidi carichi negativamente, quali fosfatidilserina, 

fosfatidilglicerolo e bisfosfatidilglicerolo [144], mentre le membrane delle cellule 

eucariotiche sono ricche di fosfolipidi zwitterionici quali fosfatidilcolina, sfingomielina e 

colesterolo, tutte molecole che presentano carica neutra a pH fisiologico [145]. I possibili 

legami che si possono stabilire tra AMPs e membrane eucariotiche sono quindi di tipo 
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idrofobico, legami deboli se paragonati alle interazioni elettrostatiche che si possono 

realizzare tra AMPs e membrane batteriche (Figura 5).  

 

 

Figura 5. Membrane bersaglio dei peptidi antimicrobici. La differente composizione delle membrane batteriche rispetto 

a quelle eucariotiche ne determina la specificità d’interazione. 

 

Il colesterolo, infatti, tipico delle cellule eucariotiche, conferisce resistenza alla membrana, 

ostacolando l’azione del peptide [139] e il potenziale transmembrana più negativo (tra -130 

mV e -150mV) delle cellule batteriche rispetto a quello delle cellule eucariotiche (tra -

90mV e -110mV) facilita l’interazione del peptide con lo strato lipidico contribuendo alla 

selettività degli AMPs per le cellule procariotiche [145]. 

Tuttavia, è stato osservato come i peptidi α-elicoidali possano essere distinti in due grandi 

gruppi, che comprendono i peptidi antimicrobici selettivi, che agiscono soprattutto su 

membrane batteriche, e i peptidi litici non selettivi, che possono invece danneggiare anche 

cellule eucariotiche; quest’ultimi causano effetti citotossici e lisi cellulare, in particolar 

modo quando raggiungono concentrazioni elevate o se possiedono una marcata idrofobicità 

[146]. 

Per limitare gli effetti citotossici sulle cellule eucariotiche alcuni studi hanno cercato di 

evidenziare come modifiche strutturali mirate possano portare allo sviluppo di peptidi 

antimicrobici caratterizzati da una maggiore selettività [147]. 

In particolar modo uno studio mirato su peptidi derivati dalle catelicidine ricchi di 

triptofano e prolina ha dimostrato come la sostituzione della prolina con residui di lisina 

(Nlys) possa aumentare l’indice terapeutico, riducendo la tossicità nei confronti delle 
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cellule eucariotiche. Questo miglioramento deriva da una diversa modalità di interazione 

con il doppio strato lipidico; infatti, mentre i peptidi ricchi in triptofano e prolina 

esercitano un’azione prevalentemente membranolitica, le varianti contenenti lisina 

mostrano una minore tendenza a destabilizzare il bilayer lipidico, ma presentano piuttosto 

la capacità di attraversare la membrana senza danneggiarla e raggiungendo direttamente 

bersagli intracellulari responsabili dell’effetto antibatterico [147]. 

 

Generalmente nelle prime fasi dell’interazione batterio-peptide, quest’ultimo si lega con i 

suoi aminoacidi basici a molecole cariche negativamente esposte sulla superficie batterica, 

quali gli acidi teicoici e teicuronici dei batteri Gram-positivi o a componenti del 

lipopolisaccaride (es. lipide A) dei batteri Gram-negativi [148] dopo aver spiazzato i 

cationi divalenti legati all’ LPS [149]. 

In seguito a tale interazione elettrostatica, i peptidi raggiungono la membrana 

citoplasmatica batterica sottostante, che nella maggior parte dei casi rappresenta il loro 

principale bersaglio d’azione.  

A questo punto, in prossimità della membrana batterica gli AMPs, che nella maggior parte 

dei casi non hanno preferenze conformazionali in soluzione, assumono la struttura 

anfipatica secondaria mediante un meccanismo di ripartizione-ripiegamento.  

A seguito di tale cambiamento conformazionale i peptidi tendono ad inserirsi mediante le 

loro porzioni idrofobiche nel doppio strato lipidico determinando un’alterazione della 

permeabilità della membrana [150].  

 La perturbazione della membrana citoplasmatica dovuta all’assemblaggio dei peptidi, e 

quindi la sua permeabilizzazione, causa la perdita del contenuto intracitoplasmatico con un 

abbassamento del gradiente protonico, la fuoriuscita di metaboliti essenziali, il blocco della 

produzione di ATP e il rallentamento di altri processi metabolici, fino all’inevitabile lisi e 

morte cellulare [145]. 

Uno studio, effettuato da Yang e collaboratori, ha approfondito le modalità con cui la 

melittina, peptide appartenente alla classe degli AMPs, interagisce con il doppio strato 

lipidico [151]. 

È stato evidenziato come la melittina agisca secondo il modello d’azione toroidale, ossia la 

tendenza a formare pori a cui partecipano sia i peptidi sia le teste polari dei lipidi, che 

inducono una marcata curvatura della membrana fino a comprometterne la stabilità 

strutturale [151]. La formazione di questi pori determina un’alterazione della permeabilità 
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cellulare, con conseguente perdita di ioni e metaboliti, fino alla morte della cellula 

microbica [151]. 

Oltre alla capacità di formare pori transmembrana, evidenze sperimentali indicano che la 

melittina può indurre anche una significativa perturbazione dell’assetto del doppio strato 

lipidico [152]. In particolare, l’interazione con i fosfolipidi anionici favorisce l’inserzione 

progressiva della molecola nella membrana, con conseguente aumento del disordine 

lipidico e perdita della normale organizzazione strutturale del bilayer [152]. A 

concentrazioni più elevate, tale effetto può evolvere verso una permeabilizzazione diffusa 

della membrana, con caratteristiche assimilabili all’azione dei detergenti. 

Questo comportamento suggerisce quindi che l’attività della melittina non sia limitata alla 

sola formazione di pori, ma possa includere anche un meccanismo più generale di 

destabilizzazione fisico-chimica della membrana batterica [152]. 

Un altro peptide appartenente alla classe degli AMPs è protegrin, la cui attività 

antimicrobica si esplica mediante un’interazione diretta con il doppio strato lipidico della 

membrana batterica. In seguito all’attrazione elettrostatica con i fosfolipidi anionici 

presenti sulla superficie microbica, il peptide si inserisce all’interno della membrana 

alterandone l’organizzazione strutturale. Tale interazione induce modificazioni dell’assetto 

lipidico e della permeabilità di membrana, favorendo la formazione di strutture porose 

[153]. 

In aggiunta a questi effetti correlati all’interazione con le membrane, studi più recenti 

hanno evidenziato che alcuni AMPs possono attraversare la membrana senza causarne la 

lisi immediata e interagire con bersagli intracellulari [143]. Tra i principali bersagli sono 

inclusi la sintesi degli acidi nucleici e delle proteine, con conseguente inibizione della 

replicazione del DNA, della trascrizione dell’RNA e della traduzione proteica. 

In altri casi, gli AMPs possono legarsi a proteine o enzimi coinvolti in vie metaboliche 

fondamentali, alterandone la funzionalità e inducendo un effetto batteriostatico o 

battericida, senza causare però danno alla membrana [154].  

Questo meccanismo contribuisce a spiegare la difficoltà nello sviluppare resistenze stabili 

nei confronti degli AMPs, rafforzandone il potenziale come alternativa terapeutica ai 

classici antibiotici [143]. 
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GLI AMPs COME AGENTI TERAPEUTICI 

 
1. Azione antimicrobica 

 

Come già affermato in precedenza, l’inquietante scenario dell’incipiente antibiotico 

resistenza ha indirizzato la ricerca verso lo studio di nuovi agenti antimicrobici che 

possano agire in sostituzione o in combinazione con gli attuali farmaci antimicrobici. 

L’interesse suscitato dallo studio dei peptidi antimicrobici quale nuova classe di agenti 

antibatterici ad uso terapeutico, è giustificato da alcune importanti caratteristiche di cui essi 

sono dotati. Tra queste rivestono particolare importanza: 1) l’ampio spettro di azione 

rappresentato, oltre che da batteri, anche da funghi, parassiti e virus; 2) la relativa stabilità 

e selettività nei confronti delle membrane dei microrganismi; 3) il rapido meccanismo di 

azione che, nella maggior parte dei casi, produce un effetto battericida nell’arco di pochi 

minuti; 4) la bassa frequenza nella selezione di mutanti resistenti e l’efficacia contro agenti 

patogeni multi-farmacoresistenti; 5) la capacità, in alcuni casi, di produrre un effetto 

sinergico con antibiotici convenzionali, permettendo a questi ultimi di risultare attivi a più 

basse concentrazioni; 6) la capacità, infine, di legare l'endotossina batterica e di 

neutralizzarne gli effetti biologici [149]. 

Oltre all’azione antimicrobica diretta, alcuni AMPs sono in grado di modulare la risposta 

immunitaria dell’ospite, richiamando cellule del sistema immunitario e favorendo la 

riparazione di tessuti danneggiati; tali proprietà ampliano il loro potenziale utilizzo clinico 

[155]. 

La comprensione dei meccanismi alla base dell’efficacia degli AMPs potrebbe consentire 

di sviluppare degli analoghi sintetici con maggiore stabilità, ridotta tossicità e attività 

potenziata contro microrganismi multiresistenti [156]. 

 

2. Azione anti-biofilm 

 

Gli studi degli ultimi anni si sono rivolti anche verso la possibilità di utilizzare, in 

alternativa o in sinergia con i comuni antibiotici, gli AMPs contro agenti patogeni in grado 

di formare biofilm, in quanto questi ricoprono un ruolo significativo nelle infezioni umane, 

in particolare se si pensa a infezioni legate a cateteri e altri dispositivi medici. 
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Si stima infatti che oltre il 65% delle infezioni microbiche nel corpo umano sia correlato 

alla formazione di biofilm e che queste contribuiscano, in maniera significativa, alla 

morbilità e mortalità, specialmente in ambiente ospedaliero [125]. 

L’ applicazione dei peptidi non solo contro i microrganismi planctonici, ma anche contro i 

biofilm potrebbe rilevarsi particolarmente promettente e rappresenta un importante 

obiettivo della ricerca e oggetto di studio di questa tesi. 

Come già espresso, infatti, la resistenza dei biofilm batterici agli antibiotici è ascrivibile in 

parte al lento ritmo di crescita ed alla ridotta attività metabolica dei batteri che li 

costituiscono e, poiché il meccanismo di azione della maggior parte dei AMPs consiste nel 

danneggiamento della membrana plasmatica, tali peptidi potrebbero avere la potenzialità di 

agire anche su batteri in fase di replicazione molto lenta o del tutto assente [79]. 

Inoltre, la rapida cinetica di killing di molti AMPs, rispetto alla maggior parte degli 

antibiotici convenzionali, potrebbe essere una caratteristica adatta nel controllo di una 

comunità dinamica ed in rapida evoluzione come un biofilm microbico [157]. 

Ulteriori vantaggi nell'uso di AMPs contro i biofilm microbici potrebbero essere 

rappresentati: (I) dall’abilità di produrre un effetto sinergico quando usati in combinazione 

con antibiotici convenzionali, sinergismo, che potrebbe disgregare la matrice del biofilm 

per consentire agli AMPs di colpire le cellule batteriche e promuovere la loro dispersione 

[158]; (II) dalla capacità di agire contro batteri multiresistenti ai farmaci [159]; (II) dalla 

bassa frequenza di induzione di resistenze [160]; (III) dalla capacità di agire in diverse fasi 

della formazione del biofilm e con diversi meccanismi di azione, come la downregulation 

del QS, la degradazione del biofilm preformato, l'inibizione della formazione di biofilm e 

l'inibizione dell'adesione [161]. 

Un recente ed interessante studio che ha esaminato l’attività di quattro AMPs chimerici 

contro i biofilm di A. baumannii multiresistente ha affermato che questi hanno mostrato 

una potente attività antibatterica e anti-biofilm, sinergismo con antibiotici convenzionali e, 

soprattutto, bassa citotossicità contro le cellule della pelle umana [162].  

 

3. Altri impieghi terapeutici e prospettive per il futuro 

 

La potenzialità di questi agenti terapeutici non è limitata al loro impiego come agenti 

antimicrobici, ma questi potrebbero nel futuro avere altre indicazioni terapeutiche. 

Per citare alcuni esempi, il peptide LL-37 è uno dei peptidi più studiati ed è stato 

recentemente valutato in studi clinici come possibile trattamento nel favorire la riparazione 
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delle ulcere venose [142] o ancora il peptide PXL01 in una formulazione in gel a base di 

acido ialuronico, è stato oggetto di studio come trattamento preventivo delle adesioni post-

chirurgiche [142]. 

Oltre alla somministrazione esogena dei peptidi, nuove frontiere della ricerca sono 

rappresentate dalla somministrazione di sostanze che possano indurre il rilascio endogeno 

dei peptidi, come ad esempio la vitamina D3 che ha manifestato la capacità di modulare 

l’espressione di diversi AMPs [142]. 

 

4. Sfide nello sviluppo di AMPs da utilizzare in clinica  

 

Sebbene gli AMPs siano farmaci molto promettenti, è doveroso sottolineare come ci sia 

una considerevole discrepanza tra il numero degli AMPs individuati dagli studi scientifici 

come possibili candidati terapeutici e i risultati dei trials clinici [142]. 

Esistono infatti limiti non trascurabili per lo studio e l’impiego di questi farmaci, come la 

bassa correlazione tra l’attività antimicrobica in vitro e l’effettiva efficacia in vivo, la 

scarsa stabilità metabolica di queste molecole, la bassa biodisponibilità orale, lo scarso 

assorbimento intestinale e la breve emivita quando somministrati per via endovenosa 

[142]. 

Come precedentemente affermato la discrepanza tra i risultati in vitro e in vivo rende molto 

difficile prevedere la potenziale efficacia di un determinato peptide in clinica. 

Numerosi studi hanno constatato che peptidi risultati efficaci quando sperimentati in vivo 

sono inattivi o minimamente attivi quando la loro efficacia è stata saggiata in presenza di 

concentrazioni fisiologiche di sali o siero [142]. 

Questo apparente paradosso può essere chiarito con diverse possibili spiegazioni: la 

suscettibilità batterica nei confronti degli AMPs può essere significativamente più alta 

nell’ambiente ionico dell’organismo che non è riproducibile nel saggio di determinazione 

delle minime concentrazioni inibenti o battericide; inoltre essi nell’organismo possono 

agire sinergicamente con altre classi di AMPs, essere prodotti ed accumulati localmente a 

concentrazioni al di sopra della MIC, come nel caso di situazioni di infiammazione e 

ancora, l’effetto battericida potrebbe essere mediato più dal meccanismo 

immunomodulatorio piuttosto che dal meccanismo battericida diretto [142]. 

D’altra parte, è anche vero che AMPs sperimentati in vitro che hanno dimostrato bassi 

valori di MIC/MMC potrebbero rivelarsi inattivi in vivo a causa della rapida degradazione 

proteolitica o del legame con proteine.  
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IL PEPTIDE CAMEL  

 

CAMEL o CA (1–7) M (2-9) è un peptide ibrido (15 residui) contenente frammenti di due 

peptidi con diverse attività antimicrobiche [163]. 

I primi sette residui di aminoacidi sono derivati dalla sequenza di cecropina A, un peptide 

isolato dalle larve di falena di seta, Hyalophora cecropia, gli altri otto residui di aminoacidi 

sono derivati dalla sequenza di melittina, il principale componente attivo dell'apitossina 

(veleno d'api) [164]. 

Sintetizzato dal gruppo di ricerca di David Andreu negli anni '90 a partire da composti 

ibridi più lunghi, è il risultato dell’intento di creare strutture relativamente semplici che 

potessero essere facilmente accessibili dalla sintesi chimica e dotate di analoghe proprietà 

antibiotiche rispetto ai loro progenitori.  

 

CAMEL come agente antimicrobico 

 

I vantaggi di questa nuova molecola consistono nella combinazione delle attività 

antimicrobiche di entrambi i peptidi genitori contro un ampio spettro di batteri aerobi 

Gram-positivi e Gram-negativi, nell’avere anche attività antimalarica e nel non avere le 

proprietà emolitiche indesiderate della melittina [165].  

Un'ipotesi del meccanismo d'azione antimicrobica degli ibridi cecropina-melittina è che 

formino canali ionici nella membrana citoplasmatica batterica, che interrompano 

l'omeostasi ionica della cellula batterica e portino alla morte cellulare [166]. 

Questo meccanismo rimane un’ipotesi, non essendo stato confermato. Infatti, in uno studio 

molto recente (2018) “Unravelling a Mechanism of Action for a Cecropin A-Melittin 

Hybrid Antimicrobial Peptide: The Induced Formation of Multilamellar Lipid Stacks” 

vengono utilizzate una vasta gamma di tecniche (SANS, SAXD, DSC, ITC, CD e 

microscopia confocale ed elettronica) al fine di caratterizzare completamente l'interazione 

del peptide antimicrobico ibrido cecropin A-melittin, CA (1- 7) M (2-9) con una membrana 

modello batterica di POPE / POPG nel tentativo di svelare il suo meccanismo d'azione. 

Si evince che CA (1-7) M (2-9) interrompe le vescicole, inducendo la condensazione della 

membrana e formando una struttura a cipolla costituita da pile multilamellari tenute 

insieme dai peptidi intercalati. L'energetica dell'interazione dipende dalla temperatura e i 

risultati ITC (Isothermal titration calorimetry) indicano che CA (1-7) M (2-9) interagisce 

con il foglio esterno. Ciò supporta ulteriormente l'idea di un'interazione superficiale che 
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porta alla condensazione della membrana e non alla formazione dei pori [167]. 

Meccanismi alternativi che sono stati proposti per questi peptidi sono un'attività simile a un 

detergente sulla membrana citoplasmatica e la stimolazione dell'auto-lisi [165].  

Tuttavia, nello studio “Antianaerobic activity of a cecropin–melittin peptide” il peptide 

CA(1-7) M (2-9) NH2 è stato testato con esiti soddisfacenti contro batteri anaerobi e i 

risultati non mostrano grandi differenze tra le attività di questo peptide su organismi Gram-

positivi e Gram-negativi, come ci si potrebbe aspettare se il meccanismo implicasse la 

stimolazione dell'autolisi [168]. L'assenza di differenze tra le attività sugli organismi 

Gram-positivi e Gram-negativi indica che la membrana esterna degli anaerobi Gram-

negativi non serve da barriera per CA (1–7) M (2–9) NH2, come fa per i peptidi di 

cecropina più grandi con aerobi Gram-negativi [169]. 

 

CAMEL come agente antitumorale 

 

Il CAMEL così come altri peptidi antibatterici presenti in natura mostra attività 

antitumorale. Poiché sono relativamente facili da ottenere e modificare e mostrano una 

notevole efficacia terapeutica, tali peptidi sono considerati agenti promettenti per nuove 

terapie antitumorali. Alcuni di questi peptidi agiscono sulle cellule neoplastiche 

distruggendo la loro membrana cellulare, mentre altri causano la distruzione delle 

membrane mitocondriali [170].  

A causa delle differenze nella struttura della membrana cellulare, della maggiore superficie 

e della presenza di villi, le cellule neoplastiche sono penetrate dal peptide antimicrobico in 

modo più selettivo rispetto alle cellule normali [171]. Dopo l'internalizzazione cellulare, 

CAMEL si localizza nei mitocondri e abbassa il potenziale mitocondriale, causando 

rigonfiamento degli organelli, una diminuzione del livello di ATP cellulare e, infine, la 

rottura cellulare. Questo effetto non è stato osservato negli eritrociti, essendo privi di 

mitocondri, a differenza di quanto succede per il suo progenitore melittina che è un peptide 

emolitico [172].  

Uno studio condotto su cellule di melanoma murino [172] afferma che il CAMEL uccide le 

cellule neoplastiche a concentrazioni più basse rispetto a diverse sostanze antimicrobiche 

che mostrano proprietà antitumorali, come citropina (LC50 circa 50 μM), cecropina A e B 

(LC50 circa 20 μM) e magainina (LC50 circa 200 μM) [173]. 

La dose efficace inferiore di CAMEL ha implicazioni terapeutiche in quanto riduce la 

probabilità di effetti collaterali che si verificano spesso durante il trattamento. 
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Questo studio enfatizza le potenzialità del CAMEL in quanto, sembra che combinazioni 

specifiche CAMEL e DNA plasmidico portatore di IL-12 possano inibire la crescita 

tumorale e prevenire la ricaduta del tumore.  
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3.SCOPO DELLA TESI 
 
La crescente resistenza dei microrganismi agli attuali agenti terapeutici rappresenta 

un’emergenza per i sistemi sanitari di tutto il mondo. 

In questo panorama, alcuni microrganismi emergenti come S. maltophilia destano una 

rilevante preoccupazione.  

Il trattamento delle infezioni da S. maltophilia è complesso a causa della sua intrinseca 

resistenza a molti antibiotici comuni, inclusi i carbapenemi. 

Le linee guida aggiornate (IDSA 2024/2025) sottolineano l'importanza della terapia di 

combinazione per le infezioni gravi:  

- Trimetoprim-Sulfametossazolo (TMP-SMX), nelle infezioni gravi viene spesso 

utilizzato in combinazione con un secondo agente 

- TMP-SMX + Minociclina 

- TMP-SMX + Levofloxacina 

- Ceftazidime-Avibactam + Aztreonam (particolarmente efficace contro ceppi multi-

resistenti). 

- Cefiderocol 

- Minociclina o Tigeciclina 

- Levofloxacina: utilizzata come alternativa, sebbene la resistenza stia aumentando 

- Aztreonam-Avibactam, recentemente approvato, ha mostrato un'attività del 99,5% 

contro gli isolati clinici, inclusi quelli resistenti al TMP-SMX 

In questo contesto, i peptidi sono candidati molto promettenti per lo sviluppo di molecole 

con attività antibatterica. 

L’obiettivo di questa tesi è studiare l’attività antimicrobica del CAMEL verso i ceppi di S. 

maltophilia isolati da campioni clinici e valutare la possibile sinergia tra questo peptide e 

gli antibiotici comunemente utilizzati nella pratica clinica. 

Inoltre, considerata la predisposizione di S. maltophilia alla formazione di biofilm, è stata 

valutata anche la capacità del peptide di inibirne lo sviluppo. 
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4.MATERIALI E METODI 

 

4.1  CEPPI BATTERICI 
 
Per questo studio sono stati scelti dieci ceppi di S. maltophilia isolati da campioni clinici di 

pazienti ricoverati presso la Clinica Malattie Infettive dell’Azienda Ospedaliero-

Universitaria delle Marche. 

L’identificazione di specie e i test di suscettibilità sono stati svolti tramite sistema 

VITEKII (bioMèrieux, Marcy-l’E’toile, France). 

Su tutti i ceppi è stata eseguita la determinazione della minima concentrazione inibente 

(MIC), mentre 4 di questi (A52, 492961/3, 493490, 425519) sono stati utilizzati per gli 

esperimenti successivi, ovvero checkerboard test, time-kill e biofilm.  

 

4.2  CAMEL E ANTIBIOTICI 
 
Il peptide CAMEL o CA (1–7) M (2-9), peptide ibrido formato da 15 aminoacidi 

sintetizzato a partire da composti ibridi più lunghi (sette aminoacidi dalla cecropina A, 

peptide isolato dalle larve di falena di seta, Hyalophora cecropia, e otto aminoacidi derivati 

dalla melittina, componente attivo del veleno d'api), è stato utilizzato per i saggi di 

sensibilità. 

Per gli esperimenti di checkerboard sono stati usati in combinazione con il peptide gli 

antibiotici Sulfametossazolo-Trimethoprim, Minociclina, Levofloxacina, Ceftazidime-

Avibactam-Aztreonam, Cefiderocol, Tigeciclina. 

 

4.3  DETERMINAZIONE DELLA MINIMA CONCENTRAZIONE 

INIBENTE (MIC) DEL CAMEL 
 
La sensibilità dei ceppi agli antibiotici e al peptide è stata valutata mediante la 

determinazione delle MIC eseguendo il test delle microdiluizioni in brodo. 

La procedura utilizzata è quella indicata dal Clinical Laboratory Standards Institute (CLS1) 

e dalla European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). 

Utilizzando una piastra microtiter da 96 pozzetti con fondo a U, sono stati distribuiti 50 µL 

di brodo cation-adjusted Mueller Hinton (MH II, Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italia), 

in tutti i pozzetti ad eccezione di quelli della prima colonna. 
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È stata preparata una soluzione dell’antibiotico/peptide ad una concentrazione doppia 

rispetto a quella più elevata da saggiare. 

100 µL di soluzione madre sono stati prelevati e inseriti in tutti i pozzetti della prima 

colonna della piastra microtiter. 

Da questa colonna, sono stati prelevati 50 µL con la micropipetta e sono stati aggiunti alla 

seconda colonna, dove erano già presenti 50 µL di bordo MH II in questo modo è stata 

eseguita una diluzione 1:2 dell'antibiotico nella seconda colonna. Il contenuto di 

quest'ultima è stato mescolato tramite micropipetta e altri 50 µL sono stati prelevati e 

aggiunti al contenuto della terza colonna e così via fino alla penultima colonna. 

In questo modo sono state eseguite delle diluizioni seriali in piastra dell'antibiotico. 

I 50 µL prelevati dalla penultima colonna sono stati buttati, poiché l’ultima colonna viene 

utilizzata come controllo di crescita positivo e quindi preparata solamente con MH II.  

La sospensione batterica finale per determinate la MIC doveva avere una concentrazione di 

5x105 CFU (colony forming units) /mL: per raggiungere questo valore la brodocoltura è 

stata diluita ed è stata determinata la densità ottica a 625nm (OD625), tenendo presente la 

relazione: un valore di OD625 di 0,100 corrisponde 1 x 108 CFU/mL. 

Una volta impostato "bianco" misurando l'assorbanza del brodo MH II da solo, sono state 

misurate tutte le altre brodocolture: se l'assorbanza del campione superava 0.100, allora è 

stato diluito con MH II. Una volta ottenuta la sospensione batterica standardizzata a OD625 

di 0,1, questa è stata diluita 1:100 in brodo MH II, mescolando 50 µL della sospensione 

batterica con 5 mL di brodo MH II e ottenendo una concentrazione di 1x106 CFU/mL. 

In ogni riga della piastra è stato inoculato un ceppo batterico differente, pipettando 50 µL 

di sospensione batterica standardizzata in ogni pozzetto. 

La concentrazione batterica finale così ottenuta stata di 5x105CFU/mL. 

Le piastre sono state infine incubate a 37°C per 18-24 ore. 

Al termine delle 24 ore è stata determinata la MIC, ossia la più bassa concentrazione di 

antibiotico alla quale non si osservava crescita visibile.  

 

4.5  TEST TIME-KILL 
 
Il test di time-kill è stato utilizzato per valutare l'attività antimicrobica in vitro in relazione 

al tempo. L'esperimento è stato eseguito con i ceppi di S. maltophilia A52, 492961/3, 

493490, 425519. Il CAMEL è stato testato in concentrazioni di MIC 1x, MIC 2x, MIC 4x, 

inoculando 1X107 CFU/mL in provette contenenti 5 mL di brodo MH II. 
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Le provette sono state incubate a 37°C e ad intervalli di tempo regolari, in particolare a 

mezz’ora, un’ora, due ore, quattro ore, otto ore, sono stati prelevati 10 µL di brodocoltura 

che sono stati diluiti in fattori di 1:10 e inoculati su piastre di Mueller Hinton Agar 

(Liofilchem). 

Per valutare l’attività antimicrobica è stato preso in considerazione il numero di CFU/mL 

cresciute per ogni intervallo di tempo.  

 

4.6  TEST CHECKERBOARD 
 
L'interazione del CAMEL con gli altri antibiotici è stata studiata con il metodo 

“checkerboard titration" utilizzando piastre microtiter in polistirene da 96 pozzetti. In tutti i 

pozzetti sono stati inseriti 50 µL di MH II. Nei pozzetti della prima riga sono stati 

distribuiti 50 µl del CAMEL a una concentrazione 4X rispetto a quella massima da 

saggiare, ad eccezione dell'ultimo pozzetto in cui la concentrazione del peptide inserita era 

8X. È stata poi eseguita una diluizione scalare dalla prima riga alla penultima, lasciando 

l'ultima riga come controllo. L’antibiotico da testare è stato posto nell'ultima colonna a una 

concentrazione 4X. È stata effettuata anche in questo caso una diluizione scalare a partire 

dall'ultima colonna fino alla seconda, con l'esclusione della prima, utilizzata come colonna 

di controllo. Infine, sono stati distribuiti in tutti pozzetti 50 µl di inoculo batterico 

standardizzato ad una concentrazione di 1x106 UFC/mL. La piastra è stata poi incubata a 

37°C per 18-24 ore. Dopo l’incubazione, nella fase di osservazione si è potuta valutare la 

MIC del CAMEL nella prima colonna, la MIC dell’antibiotico nell'ultima riga, e il 

controllo di crescita positivo del ceppo nell’ultimo pozzetto dell'ultima riga. Dal rapporto 

tra la MIC in combinazione e la MIC del solo CAMEL e del solo antibiotico abbiamo 

ottenuto la concentrazione di inibizione frazionaria (FIC). La FIC del CAMEL sommata 

alla FIC dell’antibiotico determina l’indice di concentrazione frazionaria inibitoria (FICI). 

Quando FICI è inferiore o uguale a 0,5 i due composti agiscono sinergicamente, se invece 

è maggiore di quattro parliamo di antagonismo. Un valore di FICI compreso tra 0,5 e 4 

indica the i due composti sono indifferenti tra loro, ossia la loro attività si somma, senza 

sinergismo o antagonismo. 

 

 

 



46 
 

4.7  BIOFILM 
 
L'azione del CAMEL sul biofilm è stata studiata mediante la colorazione con 

cristalvioletto. I batteri sono stati fatti crescere su Brain Heart Infusion Broth (BHIB, 

LiofiIchem), con un supplemento dell’1% glucosio, a 37°C. Le colture ottenute sono state 

diluite 1:10 standardizzate a OD625 di 0,1. Le piastre utilizzate sono microtiter da 96 

pozzetti, con fondo piatto e trattato per l'adesione. Per ridurre errori casuali sono stati 

impiegati 4-6 pozzetti per ogni ceppo, lasciando degli spazi tra un ceppo e l'altro per 

evitare contaminazioni, e 4-6 pozzetti per il bianco (BHIB+1% glucosio). Sono stati 

seminati 200 µl della diluizione a 0,1 nei pozzetti, con l'aggiunta di CAMEL alla 

concentrazione di 0,25 e 0,5 MIC, e la piastra è stata incubata a 37°C per 24 ore. 

Dopo l'incubazione, viene eliminato il BHIB e i pozzetti in cui è cresciuto biofilm sono 

stati lavati tre volte con 200 µl di soluzione fisiologica. La piastra è stata quindi lasciata 

asciugare in stufa a 60°C per un'ora. Il biofilm è stato colorato utilizzando 100 µl di 

cristalvioletto per 10 minuti a temperatura ambiente. L'eccesso colorante stato è stato 

eliminato lavando per tre volte i pozzetti con acqua. Infine, il cristalvioletto è stato 

solubilizzato con etanolo assoluto (EtOH 95%, 100 µL/pozzetto), lasciato agire per 10 

minuti a temperatura ambiente, in agitazione. L’ assorbanza stata letta a 690 nm 

utilizzando Multiscan Ascend (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). I risultati sono 

espressi, come media dei 4-6 campioni ± deviazione standard. 

 

5.RISULTATI 
 

5.1  DETERMINAZIONE DELLA MINIMA CONCENTRAZIONE 

INIBENTE (MIC) 
 
Il test di sensibilità al CAMEL, testato sui 10 ceppi di S. maltophilia da noi selezionati, ha 

rilevato i seguenti risultati:  

Valori MIC (mg/L) Numero ceppi 

MIC =2 2 

MIC=4 4 

MIC=8 2 

MIC=16 1 

MIC=32 1 

Tabella 1. Determinazione della MIC 
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Tutti i ceppi testati si sono dimostrati sensibili all’azione del CAMEL, con MIC comprese 

tra 2 e 32 mg/L. La MIC50
 era 4 mg/L mentre la MIC90 era di 16 mg/L. 

 

 

5.2   TEST TIME-KILL 
 
Quando i batteri sono stati esposti a CAMEL a concentrazione pari a MIC 2X e MIC 4X, il 

test time-kill ha dimostrato una riduzione della crescita batterica nei primi 30 e 60 minuti 

dall’inizio del test; tuttavia, questa attività si è andata riducendo nel tempo, poiché la 

crescita batterica a otto ore risultava soltanto di poco inferiore a quella del controllo 

(Figura 6).  

 

Figura 6. Curve di crescita di S. maltophilia esposti a CAMEL 

 

5.3  TEST CHECKERBOARD 
 

I test checkerboard hanno purtroppo nel complesso evidenziato un rapporto di indifferenza 

tra il CAMEL e gli antibiotici testati (Tabella 2). 

In ogni caso l’attività delle molecole è risultata additiva, ossia si somma l’azione di ciascun 

farmaco, senza fenomeni di antagonismo o sinergismo. 
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Tabella 2. Valori di FICI ottenuti dalla combinazione di CAMEL e vari antibiotici.  

 

5.4  ATTIVITA’ ANTI-BIOFILM 
 

Il CAMEL ad una concentrazione di 0,25 MIC e 0, 5 MIC ha dimostrato una moderata 

attività anti-biofilm, risultando capace di ridurre la biomassa batterica di circa il 2-20% a 

seconda del ceppo batterico testato. 

 

 

Tabella 3. Attività antibiofilm del CAMEL 

 

 

 

 

 

Combinazioni 
Ceppi 

425519 A52 492961/3 493490 

Minociclina/CAMEL 0,560 1,000 1,500 0,750 

Levofloxacina/CAMEL 1,000 1,000 1,000 1,000 

Tigeciclina/CAMEL 0,560 1,000 1,500 1,500 

Aztreonam/CAMEL 0,500 1,000 1,125 1,000 

Sulfametossazolo-Trimetophrim/CAMEL 1,000 0,625 1,000 1,000 

Ceftazidime-Avibactam-Aztreonam/CAMEL 1,000 1,000 1,000 1,000 

Cefiderocol/CAMEL 0,560 0,560 1,000 0,560 
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6.DISCUSSIONE  
 

Nel contesto di una crescente e allarmante antibiotico resistenza, nasce la necessità di 

cercare nuovi agenti terapeutici che possano essere utilizzati in combinazione o in 

sostituzione ai trattamenti convenzionali. 

L’utilizzo degli AMPs nei confronti di batteri dotati di spiccata antibiotico resistenza 

rappresenta una sfida promettente. 

S. maltophilia, infatti, si caratterizza per avere un’intrinseca antibiotico resistenza che lo 

rende un candidato ideale per lo studio di queste nuove molecole.  

Il AMPs preso in esame è il CAMEL, un peptide ibrido ottenuto in laboratorio a partire da 

composti più lunghi quali la cecropina A e la melittina.  

Abbiamo testato il CAMEL nei confronti di S. maltophilia, e trovato che tutti i ceppi 

considerati si sono dimostrati sensibili all’azione di questo peptide, con MIC comprese tra 

2 e 32 mg/L. 

La MIC50
 è risultata essere 4 mg/L mentre la MIC90 16 mg/L.  

Dalla letteratura emerge che questo peptide è stato testato nei confronti di altri batteri quali 

A. baumanii e S. aureus. È stata determinata la minima concentrazione inibente e valori 

ottenuti per questi batteri sono risultati compresi tra 0,25 e 8 mg/L per A. baumanii [174] e 

tra 1-16 mg/L per S. aureus [175]. La MIC90 di S. aureus è emersa essere di un valore 8 

mg/L [176].  

Il CAMEL è stato inoltre studiato con la metodica checkerboard nei confronti di S. 

maltophilia, ma non abbiamo rilevato nessuna sinergia tra CAMEL e gli antibiotici presi in 

considerazione. 

Altri studi presenti in letteratura hanno dimostrato invece un meccanismo sinergico tra 

CAMEL e amoxicillina-acido clavulanico quando utilizzati nei confronti di A. baumanii 

[174] e S. aureus [175]. 

S. maltophilia è stato oggetto dell’attenzione di studi volti ad indagare l’efficacia dei 

peptidi antimicrobici nei confronti di questo batterio. 

Sono stati presi in considerazione peptidi derivati dagli anfibi quali, ESC 1-8 dalla Rana 

esculenta, temporine A, B e G dalla Rana temporaria e bombina H2 dalla Bombina 

variegata [177]. 

Da questo studio emerge che le temporine sono risultate più efficaci verso i batteri gram + 

piuttosto che nei confronti dei batteri gram -, nei confronti dei quali, per ottenere un effetto 

battericida sono richieste concentrazioni relativamente elevate. 
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In questo scenario è interessante sottolineare come tre ceppi di A. baumanii e un ceppo di 

S. maltophilia abbiano mostrato sensibilità alla temporina quando esposti concentrazioni 

pari o inferiori a quelle richieste per ottenere lo stesso effetto in batteri gram +. 

Da qui si evince che minime differenze nel LPS o in altre proteine di superficie possano 

influenzare la suscettibilità dei batteri gram - all’azione delle temporine. 

Il peptide ESC 1-8 è risultato attivo contro batteri gram -, tra cui S. maltophilia e agisce a 

concentrazioni molto più basse di quelle richieste dagli altri peptidi presi in esame nello 

stesso studio. Un’ altra potenzialità di ESC 1-8 è la sua provata sinergia con gli antibiotici 

colistina e amikacina [159]. 

Tra le specie batteriche testate, S. maltophilia ha mostrato la più alta variabilità tra ceppi 

diversi nella suscettibilità alle temporine (TA, TB e TG) e alla bombina H2, con 

concentrazioni battericide che variano in un intervallo di 4 diluizioni. 

Tale variabilità tra ceppi diversi non sembra essere correlata al fenotipo di resistenza agli 

antibiotici, essendo molto simile per i tre ceppi di S. maltophilia.  Piuttosto, potrebbe 

essere spiegata da differenze intrinseche nella composizione delle molecole di superficie, 

che possono interferire con le interazioni tra temporine e H2 e la superficie batterica 

determinando differenze nella suscettibilità a questi peptidi. 

Un altro studio [178] investiga sulle proprietà di lenti a contatto rivestite dal peptide Mel-4, 

che sembra garantire un’attività antimicrobica nei confronti di batteri Gram negativi, tra 

cui S. maltophilia, spesso resistenti all'azione dei peptidi cationici e comunemente 

implicati in eventi avversi correlati all’ uso di lenti a contatto.  

L’azione del CAMEL nei confronti di S. maltophilia è stata monitorata nel tempo tramite il 

test time-kill, da cui si evince la proprietà dei peptidi di avere un’azione battericida rapida 

ma non duratura. Questa caratteristica da noi convalidata è confermata da altri studi come 

quello precedentemente citato [159]. In questo caso tutti i peptidi testati, quindi ESC 1-8, 

temporine e bombina H2 hanno dimostrato una cinetica di uccisione molto rapida nei 

confronti di S. maltophilia; a due volte le concentrazioni battericide hanno ucciso il ceppo 

di questa specie batterica entro 2-5 min incubazione. 

Lo stesso risultato è emerso per i peptidi Esc (1-18) e H2 utilizzati contro A. baumannii 

(tempi di uccisione, da 2 a 5 minuti), mentre le attività delle temporine contro la stessa 

specie sono risultati piuttosto lenti (tempi di uccisione, 30 min). 

Infine, P. aeruginosa non è stato ucciso da nessuno dei peptidi utilizzati alle concentrazioni 

battericide dopo 30 minuti di incubazione, mentre un effetto battericida era evidente dopo 
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10-30 min di incubazione quando i peptidi sono stati usati in due volte concentrazioni 

battericide. 

La rapida azione battericida non è una prerogativa esclusiva del CAMEL, quanto piuttosto 

dei peptidi, infatti, anche l’'uccisione da parte del petide citropina 1.1 si è dimostrata molto 

rapida quando utilizzato nei confronti di ceppi:  S. aureus ATCC 29213 sensibili alla 

meticillina, S. aureus ATCC 43300 resistente alla meticillina, E. faecalis ATCC 29212 

sensibile alla vancomicina , E. faecalis ATCC 51299 sensibile alla vancomicina, e S. 

pyogenes ATCC 19615.: la sua attività è stata completata dopo 10-40 minuti ad una 

concentrazione di 2 × MIC.  

Abbiamo studiato anche la capacità di CAMEL di inibire la crescita di biofilm di S. 

maltophilia mediante la colorazione con cristalvioletto, e abbiamo segnalato una attività da 

parte del CAMEL, seppur debole, nell’inibire la crescita di biofilm. Attualmente in 

letteratura non c’è nessun lavoro equivalente sebbene altri peptidi siano stati oggetto di 

studio in relazione alla loro capacità di inibire il biofilm [179].  

Di recente, de la Fuente-Nunez et al. [180] [181] hanno riferito che i peptidi sintetici anti-

biofilm IDR-1018, DJK-5 e DJK-6 sono in grado di legarsi e innescare il degrado di 

ppGpp, prevenendo così l'accumulo intracellulare di questo secondo messaggero e quindi 

prevenendo la formazione di biofilm in patogeni Gram-negativi e Gram-positivi. 

Questi risultati mostrano che i peptidi anti-biofilm possono essere usati come inibitori del 

biofilm ad ampio spettro. Inoltre, questi peptidi hanno agito sinergicamente contro diversi 

agenti patogeni Gram-negativi con uno o più dei principali antibiotici convenzionali quali 

ceftazidime, ciprofloxacina, imipenem e tobramicina [181] [182], abbassando le loro 

concentrazioni effettive fino a 64 volte. IDR-1018 ha anche mostrato sinergia con l'agente 

antisettico clorexidina contro il biofilm orale multispecie [183] e DJK-6 ha migliorato 

l'attività dell'imipenem contro la Klebsiella pneumoniae produttrice di carbapenemasi 

trasportata da plasmidi, evidenziando come i peptidi possano essere usati per riqualificare 

gli antibiotici convenzionali. 

Il trattamento delle infezioni batteriche causate dai microbi produttori di biofilm è 

attualmente una sfida difficile e complessa, ma è importante a causa della loro grave 

minaccia per la salute umana. Le infezioni correlate al biofilm sono altamente resistenti a 

numerosi antibiotici e molte infezioni di questo tipo non possono essere adeguatamente 

trattate con un singolo farmaco antimicrobico. Attualmente, non ci sono composti 

disponibili che affrontano specificamente le infezioni da biofilm e la mancanza di metodi 
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clinici adeguati a determinare i profili di resistenza degli isolati clinici in condizioni di 

crescita del biofilm è un problema importante. 

L'incapacità di trattare le infezioni croniche che di solito sono causate dal biofilm 

evidenzia l'urgente necessità di nuove strategie per combattere queste infezioni. 

Alte concentrazioni di antibiotici, che potrebbero inibire o disperdere la crescita del 

biofilm, possono essere tossiche per il corpo umano e anche questi non garantiscono un 

trattamento soddisfacente di tali infezioni. 

Quindi, trovare un trattamento innovativo rappresenta una strategia promettente. 

Nei nostri esperimenti, il CAMEL ha determinato una riduzione della massa del biofilm di 

circa il 2-20%. Non è possibile ricavare, da questi valori e dalle tempistiche in vitro 

utilizzate, dati di predittività su una eventuale efficacia ed utilità clinica.  

 

 

7.CONCLUSIONI 
 

I peptidi antimicrobici rappresentano prospettive entusiasmanti in quanto hanno dimostrato 

attività ad ampio spettro, in molti studi hanno esercitato in vitro azione sinergica con gli 

antibiotici convenzionali e sembrano essere meno inclini a causare meccanismi di 

resistenza.  

In sintesi, l'attuale ricerca ha dimostrato che la combinazione di antibiotici convenzionali 

con un peptide nato dalla unione di due molecole di derivazione naturale potrebbe offrire 

una possibilità di trattamento sia nelle infezioni da microrganismi dispersi in forma 

planctonica, sia nelle forme in cui è prevalente la formazione del biofilm che dell'infezione 

dispersa, costituendo così la base per nuove terapie adiuvanti. 
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