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Introduzione

Negli ultimi decenni la scoperta e lo sviluppo degli antibiotici hanno rappresentato una
delle piu importanti rivoluzioni della medicina moderna. L’introduzione della
penicillina e delle successive classi di antimicrobici ha consentito di trattare infezioni
che in passato erano considerate mortali, riducendo drasticamente la mortalita e
migliorando la qualita e [Daspettativa di vita della popolazione mondiale.
Tuttavia, il successo della terapia antibiotica € stato progressivamente compromesso
dall’emergere della resistenza antimicrobica (AMR), fenomeno biologico attraverso il
quale i microrganismi sviluppano la capacita di sopravvivere all’azione dei farmaci
antimicrobici. L’utilizzo eccessivo, inappropriato e spesso indiscriminato degli
antibiotici in medicina umana, veterinaria e in ambito agricolo ha favorito la selezione
di batteri resistenti, determinando la diffusione globale di ceppi MDR
(multidrug-resistant), XDR (extensively drug-resistant) e PDR (pan drug-resistant).
L'OMS ha ufficialmente riconosciuto che gli antibiotici e altri farmaci antimicrobici
stanno diventando sempre piu inefficaci a causa dellAMR e che le malattie sono
diventate piu difficili o addirittura impossibili da trattare [1]. Il comitato internazionale
dell'OIE (Organizzazione Mondiale per la Salute Animale) ha adottato all'unanimita
l'elenco degli agenti antimicrobici di importanza veterinaria durante la sua 75° sessione
generale nel maggio 2007 [2]. L'AMR ha effetti significativi in termini di oneri
farmaco-economici. Ad esempio, I'Infectious Disease Society of America (IDSA) ha
pubblicato uno studio che ha riportato il

costoso onere dell'’AMR nella popolazione Medicare statunitense, dimostrando che, nel
2017, le infezioni causate da batteri resistenti a vari antibiotici sono costate agli Stati
Uniti 1,9 miliardi di dollari in costi sanitari, 400.000 giorni di degenza ospedaliera e
hanno causato 10.000 decessi tra gli anziani [3]. Questo studio ¢ stato preceduto dalla
UK Review on Antimicrobial Resistance del 2014, presieduta da Lord Jim O'Neill, che
ha rivelato 700.000 decessi annuali dovuti a infezioni resistenti, che dovrebbero
aumentare a 10 milioni di decessi annuali con un costo totale di 100.000 miliardi di
dollari in termini di produzione economica entro il 2050 se non si trovano soluzioni
proattive per prevenire l'aumento della resistenza ai farmaci [4]. In una prima

valutazione completa in assoluto dell'impatto globale della resistenza antimicrobica,



basata sull'analisi statistica dei dati disponibili nel 2019 provenienti da 204 paesi, ¢ stato
stimato che la resistenza antimicrobica contribuisca a 1,27 milioni di decessi tra i 4,95
milioni di decessi associati alla resistenza antimicrobica batterica. Si prevedeva che i
decessi per legati alla AMR fossero 1 piu alti nell'Africa subsahariana e 1 piu bassi in
Australasia. Inoltre, si prevedeva che lo Staphylococcus aureus resistente alla
meticillina (MRSA) fosse responsabile di mezzo milione di decessi, mentre i sei
patogeni  Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa
fossero responsabili di un numero di decessi compreso tra 50.000 e 100.000 [5].

La resistenza antimicrobica non ha confini reali e si ¢ silenziosamente evoluta in un
problema di salute pubblica globale che minaccia le popolazioni dei paesi ad alto,
medio e basso rischio. L'ambiente, la produzione alimentare, la poverta, la sicurezza
sanitaria e il raggiungimento degli Obiettivi di Sviluppo Sostenibile delle Nazioni Unite
saranno tutti interessati, sottolineando la necessita di una strategia multisettoriale "One
Health" per contenere 'AMR [6]. L'aumento della frequenza dell'AMR, in particolare
tra 1 patogeni ESKAPEE clinicamente significativi (specie di Enterococcus,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, specie di Enterobacter ed Escherichia coli), ha esercitato un'enorme
pressione sui settori sanitario, veterinario e agricolo, rendendolo una delle
preoccupazioni di salute pubblica piu urgenti al mondo [7,8]. Inoltre, in un contesto
"One Health", le conseguenze della diffusione dei batteri AMR dagli animali destinati
all'alimentazione umana possono avere un profondo impatto sia sulla salute animale che
sulla salute pubblica [9]. Considerando I'impatto globale dei batteri AMR sulla salute e
la necessita di nuovi antibiotici, si stanno implementando nuove strategie per proteggere
e trattare le infezioni MDR, XDR e PDR, poiché persino i cosiddetti "antibiotics of last
resort" stanno diventando inefficaci in ambito clinico [10].

L’obiettivo di questa tesi compilativa € analizzare 1 principali meccanismi responsabili
della resistenza antimicrobica, valutare I’impatto clinico ed epidemiologico
del fenomeno e approfondire le piu recenti strategie terapeutiche sviluppate per

contrastare la diffusione dei batteri resistenti.
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Figura 1. Categorie di strategie alternative per combattere la resistenza antimicrobica

1. Prospettive storiche degli antibiotici

I farmaci antimicrobici hanno rivoluzionato non solo il trattamento delle malattie

infettive, ma anche la durata della vita umana. Molti di questi sviluppi sono evidenziati

nella Figura 2. Il Salvarsan, un trattamento per la sifilide sviluppato da Ehrlich nel 1910

[11], ¢ stato tra i primi agenti antimicrobici al mondo. Tuttavia, forse l'antibiotico piu




noto ¢ la penicillina, scoperta da Alexander Fleming nel 1928, seguita da Domagk e
altri ricercatori, che sintetizzarono 1 sulfonamidi (o sulfamidici) nel 1935.
Ciononostante, i1 sulfonamidi presentavano alcuni notevoli limiti di sicurezza ed
efficacia. Nei due decenni successivi, furono sviluppate diverse nuove classi di agenti
antimicrobici, dando inizio alla cosiddetta "eta dell'oro" della chemioterapia
antimicrobica. Alcuni esempi includono la streptomicina, un antibiotico aminoglicoside,
isolato nel 1944 da un batterio del suolo chiamato Streptomyces griseus. Altri
microrganismi del suolo hanno prodotto cloramfenicolo, rifampicina, tetracicline,
macrolidi e glicopeptidi (come la vancomicina e, successivamente, la teicoplanina). Nel
1962, fu sviluppato l'agente antibatterico acido nalidixico, un antimicrobico
chinolonico, seguito dalle cefalosporine, scoperte negli anni '60 e diventate rapidamente
popolari tra i medici. Da allora, gli agenti antimicrobici hanno continuato a migliorare
in termini di efficacia intrinseca e spettro di attivitd. Un ottimo esempio di cid ¢ la
classe dei carbapenemi, progettata per possedere un'attivitd antibatterica ad ampio
spettro, anche contro i1 patogeni che all'epoca mostravano resistenza ad altre classi di
antibiotici [12]. Sebbene numerose aziende inizialmente si siano confrontate nello
sviluppo di nuovi agenti antimicrobici, il numero di nuovi antimicrobici ¢ in costante
calo negli ultimi anni, con solo pochi agenti antimicrobici di nuove classi divenuti
accessibili. All'inizio degli anni '80, diverse aziende hanno perso interesse nello
sviluppo di agenti antimicrobici poiché non garantivano una continua espansione del
mercato e profitti [13]. Se a ci0 si aggiunge la crescente diffusione globale dell'’AMR, la
situazione ha fatto si che le strategie non tradizionali diventassero potenzialmente
interessanti come nuove vie terapeutiche. A differenza dei decenni passati, la maggior
parte delle aziende ora coinvolte nello sviluppo di agenti antimicrobici sono aziende
farmaceutiche di piccole e medie dimensioni. La notizia positiva ¢ che ora si stanno
studiando molteplici strategie alternative, come strategie anti-virulenza, strategie di
modificazione del microbioma, immunomodulatori, fagi modificati e probiotici.

Va notato che la terapia fagica risale a molti decenni fa in Europa, con i batteriofagi
utilizzati in Russia per il trattamento di soldati affetti da dissenteria o cancrena negli

anni '40 [14].
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Figura 2. Linea temporale di otto decenni di scoperta di antimicrobici parallelamente
all'emergenza dell'AMR. MDR: multi-farmaco-resistente, XDR: ampiamente-farmaco-

resistente ¢ PDR: pan-farmaco-resistente.
2. Dagli antibiotici convenzionali alla terapia di combinazione

2.1. Gruppi di antibiotici e loro meccanismo d'azione

Come elencato nella Tabella 1, gli antibiotici sono classificati in gruppi in base alla loro
classe di molecole e ai bersagli/meccanismo d'azione primario; 1 bersagli antimicrobici
includono le membrane cellulari, Pareti cellulari, sintesi proteica, sintesi di DNA o
RNA e sintesi di composti metabolici biologici.

Tabella 1. Classe di antibiotici € meccanismo d'azione.

Antibiotic Class Mechanism of Action References
Beta lactams: carbap.er.lt-{'ns, cephalus?urins, Inhibit cell wall svnthesis (15]
monobactam, penicillin, glycopeptides !
Lipopeptides Depolarize cell membrane [16]

Inhibit protein synthesis by
binding to 305 ribosomal [17,18]
unit and 508 ribosomal unit

Aminoglycosides, tetracyclines
Chloramphenicol, macrolides

Quinolones Inhibit nucleic acid synthesis [19]

Sulfonamides, trimethoprim Inhibit metabolic pathways [20]

2.2. Comprensione dei meccanismi di resistenza antimicrobica e dell'uso di
inibitori
L'aumento globale della resistenza agli antibiotici nei batteri ¢ determinato da una

varieta di meccanismi, sia ancestralmente intrinseci alla biologia di un patogeno, sia da



meccanismi emergenti, innescati dalla pressione selettiva esercitata dall'uso eccessivo e
improprio di antibiotici nei settori umano, veterinario e agricolo.

Almeno quattro meccanismi di resistenza antimicrobica batterica (Figura 3) sono stati
ben definiti:

(1) Degradazione enzimatica degli antibiotici, ad esempio la sintesi batterica di B-
lattamasi che degradano la classe di antibiotici -lattamici;

(2) Modifica del bersaglio dell'antibiotico, ovvero il bersaglio viene modificato in modo
che l'antibiotico non sia piu in grado di legarsi al suo sito d'azione;

(3) Controllo dell'ingresso del farmaco attraverso mutazioni delle proteine poriniche
della parete cellulare batterica e modificazioni della membrana;

(4) Attivazione di sistemi di pompe di efflusso, in grado di pompare gli antibiotici fuori
dalla cellula prima che si verifichino interazioni antibiotico-bersaglio.

La comprensione dei meccanismi della resistenza agli antibiotici ha contribuito allo
sviluppo e all'utilizzo di diversi inibitori del meccanismo di resistenza, come:

(a) silenziatori genici AMR, che silenziano 1 geni AMR, ad esempio: sistema CRISPR-
Cas

(b) inibitori ribosomiali, che si legano alle subunita ribosomiali e alterano la produzione
proteica in modo che i batteri non possano combattere con le proteine; e

(c) inibitori della pompa di efflusso.
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Figura 3. Classi di antibiotici, meccanismo d'azione e inibitori.

2.3. Terapia di combinazione



La terapia di combinazione antibiotica prevede la prescrizione simultanea di due o piu
antibiotici, con 1'obiettivo di ottenere un'attivita sinergica che possa essere piu benefica
per il trattamento dei pazienti. Il termine "sinergia antibiotica" ¢ definito come I'effetto
potenziato di un antibiotico con un altro quando combinato nel rapporto ottimale [21].
Esistono diverse combinazioni (ad esempio, antibiotico + antibiotico o antibiotico +
biocida, antbiotico + piccola molecola e antibiotico + inibitore enzimatico). Dobbiamo
tenere presente che, per diversi decenni, questo principio di combinazione ¢ stato testato
per trovare una combinazione che si potesse traslare dal modello in vitro a quello in
vivo e infine nella clinica. non molti studi in tal senso hanno avuto successo, anche se
alcuni sono riusciti nell’intento, soprattutto per quanto riguarda la combinazione di -
lattamici con inibitore della B-lattamasi e una combinazione di aminoglicosidi.

2.3.1. Combinazioni di antibiotici

Tradizionalmente, diverse combinazioni di antibiotici sono state utilizzate per
combattere le infezioni da MDR. In particolare, 1'ampio spettro e la sinergia degli
antibiotici [B-lattamici, sono caratteristiche che consentono loro di combinarsi
sinergicamente con diversi altri gruppi di antibiotici. Ad esempio, 1'uso di un antibiotico
B-lattamico in combinazione con un antibiotico aminoglicosidico ¢ una combinazione
ben studiata, ampiamente utilizzata per il trattamento di varie infezioni batteriche Gram-
negative [22]. In sostanza, la compromissione della sintesi del peptidoglicano da parte
degli antibiotici B-lattamici potenzia gli aminoglicosidi aumentando rapidamente la loro
concentrazione intracellulare nella cellula batterica [23,24]. Altre combinazioni di
antibiotici comunemente utilizzate in clinica includono le combinazioni f-
lattamico/fluorochinolone e B-lattamico/tetraciclina. Anche l'antibiotico
aminoglicosidico amikacina ha mostrato sinergia quando combinato con la colistina, ma
1 suoi benefici terapeutici nel trattamento delle infezioni cliniche sono complessi a causa
dell'eccessiva tossicita renale [25]. D'altra parte, si ritiene da tempo che alcune
combinazioni di antibiotici siano piu efficaci dell'uso di un singolo antibiotico; tuttavia,
la reale efficacia di queste combinazioni di antibiotici non ¢ chiara, poiché i meccanismi
di resistenza continuano a evolversi [22,26]. Pertanto, 1’efficacia di queste coppie di
antibiotici o di qualsiasi strategia alternativa emergente in un contesto multifarmaco

dovrebbe essere valutata continuamente per combattere la AMR [27].



2.3.2. Combinazione di antibiotici con inibitori delle [-lattamasi

Per le infezioni resistenti ai B-lattamici, la combinazione di quest’ultimi con inibitori
delle B-lattamasi (come sulbactam, acido clavulanico e tazobactam) aiuta a ripristinarne
l'azione. Questo specifico tipo di combinazione ¢ denominato combinazione f3-
lattamico/inibitore delle B-lattamasi (BLBLI). Negli ultimi anni, nuovi Bis, come
avibactam, relebactam, taniboractam, tazobactam, vaborbactam, enmetazobactam e
zidebactam, sono stati utilizzati per ottimizzare la terapia antibiotica contro la resistenza
al nuovi antibiotici  lattamici (resistenza ai carbapenemi) o come combinazioni di
antibiotici risparmiatori di carbapenemi [28]. Ad esempio, la combinazione aztreonam-
avibactam ¢ attualmente efficace contro NDM (metallo-B-lattamasi di New Delhi), VIM
(metallo-B-lattamasi codificata da Verona Integron) e batteri produttori di IMP
(inattivano l'imipenem) ed ¢ utilizzata in ambito clinico per il trattamento di
Enterobacteriaceae  resistenti  ai  carbapenemi  (recentemente  rinominate
Enterobacterales). A differenza dell'avibactam, 1'aztreonam ¢ resistente all'azione delle
metallo-B-lattamasi (poiché la prevalenza delle metallo-f-lattamasi che degradano gli
antibiotici carbapenemici ¢ elevata)[29]. Allo stesso modo, 1'attivita delle cefalosporine
ad ampio spettro di quarta generazione, come la cefepime, viene ripristinata in
combinazione con enmetazobactam[30]. Negli ultimi dieci anni, la resistenza ai
patogeni ESKAPE ¢ aumentata esponenzialmente in tutto il mondo e la PDR si ¢ diffusa
in ambito clinico [31]. Diverse combinazioni di antibiotici sono state studiate per il
trattamento delle infezioni da PDR, poiché sono rimasti pochi "farmaci di ultima
istanza". Studi hanno riportato la migliore efficacia terapeutica della colistina (un
farmaco di ultima istanza) in combinazione con rifampicina o meropenem o tigeciclina
[32].

2.3.3. Combinazione di antibiotici con biocidi

La combinazione di antibiotici con biocidi (disinfettanti, antisettici e conservanti),
sebbene teoricamente efficace, ha ricevuto scarso interesse [33]. In uno studio per
indagare 1'effetto della combinazione di antibiotici e biocidi utilizzando tre antibiotici e
sette biocidi con diverse modalita d'azione testati contro P. aeruginosa, i risultati hanno
dimostrato diverse combinazioni di effetti che variano tra sinergismo e antagonismo
[34]. La ricerca futura dovrebbe esplorare le potenziali conseguenze evolutive

dell'interazione fisiologica tra antibiotici e biocidi, poiché queste combinazioni hanno



mostrato un ampio potenziale per contrastare la resistenza antimicrobica utilizzando gli

agenti esistenti.

3. Strategie mirate agli enzimi resistenti agli antimicrobici

3.1. Inibitori enzimatici

Gli inibitori enzimatici sono particelle sintetiche a basso peso subatomico che possono
ridurre o inibire completamente l'attivita catalitica enzimatica in modo irreversibile o
reversibile. Questo ¢ esemplificato dagli inibitori delle monoamino ossidasi (MAO) e
delle colinesterasi (ChE), che vengono utilizzati per diversi scopi farmacologici [35].
Gli enzimi rimangono bersagli ideali per i farmaci terapeutici, poiché la modifica
dell'azione chimica di un enzima ha un comprovato impatto positivo sul decorso della
malattia. Infatti, il 47% di tutti 1 farmaci attuali inibisce 1 bersagli enzimatici, nonostante
l'aumento dell'uso di farmaci che agiscono sui recettori che regolano i segnali
dall'esterno della cellula [35]. Diversi antibiotici inibiscono gli enzimi e, di
conseguenza, molti enzimi batterici svolgono un ruolo chiave nello sviluppo della
resistenza a questi antibiotici. Molti antibiotici sono sviluppati per colpire enzimi e lo
sviluppo di resistenza si verifica in corrispondenza di cambiamenti strutturali degli
enzimi bersaglio o di modificazioni enzimatiche degli elementi influenzati dagli
antibiotici. Gli enzimi che solitamente fungono da bersaglio per gli antibiotici
includono: enzimi coinvolti nella sintesi della parete cellulare/ nella replicazione degli
acidi nucleici e metaboliti. Ad esempio, le proteine leganti la penicillina (PBP) sono
componenti delle pareti cellulari batteriche che svolgono un ruolo importante nella
sintesi del peptidoglicano (costituente principale delle pareti cellulari batteriche).

Le PBP catalizzano le reazioni di transglicosilazione e transpeptidazione, che portano
all'elongamento e al cross-linking delle rispettive catene peptidiche. Le PBP sono i1
principali bersagli per la maggior parte degli antibiotici attualmente utilizzati. Questi
antibiotici agiscono come inibitori competitivi delle PBP e interrompono la sintesi della
parete cellulare batterica [36]. Un altro esempio di bersagli batterici sono le
topoisomerasi di tipo II (DNA girasi e topoisomerasi V), enzimi che regolano il
superavvolgimento del DNA durante la replicazione e la trascrizione. Questi enzimi
fungono da bersagli per gli antibiotici derivati dai chinoloni, che si legano

covalentemente ai siti attivi di questi enzimi inibendo la replicazione e la trascrizione



[19,36]. Un esempio tradizionale di inibitore delle B-lattamasi ¢ 1'acido clavulanico, una
molecola semisintetica comunemente somministrata in combinazione con antibiotici 3-
lattamici per inattivare le B-lattamasi coinvolte nella degradazione degli antibiotici -
lattamici. La molecola contiene un anello B-lattamico ed € un inibitore "suicida" delle -
lattamasi. Piu recentemente, diverse altre molecole con attivita inibitoria verso enzimi,
che conferiscono attivita antimicrobica-resistente, sono state valutate come promettenti
armi naturali o ricombinanti nella lotta contro i patogeni resistenti agli antibiotici
clinicamente rilevanti [15,37].

3.2. Piante medicinali e fitochimici

Le piante hanno sviluppato meccanismi unici per proteggersi dai microrganismi
attraverso fitochimici naturali (metaboliti secondari) presenti in semi, radici, foglie,
steli, fiori e frutti [38-42]. Inoltre, le piante sintetizzano molte sostanze chimiche
strutturalmente diverse che svolgono un ruolo specifico nella loro risposta agli attacchi
microbici [41,43,44]. Pertanto, la potenziale efficacia dei composti derivati dalle piante
come candidati farmaci ha attirato l'attenzione delle comunita farmaceutiche e
scientifiche, che hanno valutato molti diversi estratti e oli vegetali come potenziali
agenti antibatterici e modificatori della resistenza agli antibiotici [38—40]. I programmi
di screening implementati per questa nuova scoperta di farmaci includono approcci
casuali, computazionali ed etnofarmacologici [42]. Le sostanze di origine vegetale
(PDS) di importanza medica che esercitano la piu forte attivita antimicrobica includono
alcaloidi, organosolforati, composti fenolici, cumarina e terpeni [43,44]. L'attivita
antibatterica in vitro delle PDS ¢ stata dimostrata contro un'ampia gamma di batteri,
inclusi i MDR [41,45-56], con meccanismi d'azione che includono: (i) inibizione della
sintesi della parete cellulare batterica, (i1) inibizione della fisiologia batterica, (iii)
modulazione della suscettibilita agli antibiotici, (iv) inibizione del biofilm, (v)
attenuazione della virulenza batterica e (vi) inibizione delle pompe di efflusso [44]. Ad
esempio, alcaloidi e composti fenolici hanno un effetto inibitorio sulle pompe di
efflusso di E. coli [57,58], Staphylococcus aureus (S. aureus) [59-66] e S. aureus
resistente alla meticillina (MRSA) [67-69]. Gli alcaloidi inibiscono anche la divisione
cellulare, la sintesi proteica e il DNA in E. coli [70] e l'inibizione dell' ATP sintasi in
Listeria, Bacillus e Staphylococcus spp. [71]. I composti fenolici inibiscono la 3

chetoacil acil proteina trasportatrice sintasi (KAS) III, un catalizzatore chiave nella
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biosintesi batterica degli acidi grassi, con valori di MIC di Enterococcus faecalis
compresi tra 128 e 512 pg/mL [72]. Il meccanismo d'azione antibatterico dei composti
organosolforici include l'inibizione degli enzimi dipendenti dal solfidrile, dell'ATP
sintasi, del DNA e della sintesi proteica e la distruzione della membrana batterica di
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
agalactiae e Campylobacter jejuni [62,73,74]. La cumarina inibisce la DNA girasi di
Staphylococcus aureus [75-77], Staphylococcus aureus resistente alla meticillina
(MRSA) [78], E. coli [77], P. aeruginosa [77] e Helicobacter pylori [75], mentre i
terpeni portano a disturbi della membrana cellulare di S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e
H. pylori [79,80]. Inoltre, ¢ stato riportato che l'efficienza e l'efficacia dell'antibiotico
ceftiofur contro importanti batteri che causano la mastite nei bovini sono migliorate in
combinazione con la fosforilcolina fitochimica [81]. I PDS hanno dimostrato una
potente attivita antimicrobica, da soli o in combinazione con antibiotici, ¢ hanno un
potenziale promettente nello sviluppo di nuovi farmaci per combattere la resistenza
antimicrobica [44]. Infine, l'uso di prodotti fitochimici con comprovate proprieta
antimicrobiche puo essere una valida alternativa all'uso di promotori della crescita a
base di antibiotici come additivi per mangimi nell'allevamento di bestiame e pollame
[82].

3.3. Piccole molecole - entita chimiche migliorate (ICE)

I prodotti naturali e 1 loro derivati semisintetici, ad esempio antibiotici B-lattamici,
aminoglicosidi, tetracicline e macrolidi, sono 1 pilastri delle attuali terapie antibiotiche.
Tuttavia, 'efficacia di questi antibiotici ¢ ora minacciata dalla diffusione globale di
patogeni multifarmaco-resistenti [8§3—85]. Fortunatamente, i progressi nella genomica e
nelle tecnologie innovative offrono la possibilita di riesaminare classi strutturali
chimiche precedentemente scartate, rivitalizzare i programmi di prodotti naturali e, in
definitiva, trovare nuove piste [84,85]. Nuove piccole molecole ad azione diretta
possono essere generate come derivati migliorati di vecchi antibiotici o nuove sostanze
chimiche con nuovi bersagli e nuovi meccanismi d'azione [83,86]. Le nuove piccole
molecole includono tre gruppi che comprendono (i) peptidi antimicrobici (AMP)
sintetici e naturali, (i1) sostanze chimiche naturali e (iii) inibitori, come LpxC e LpxA
[83,87]. I peptidi antimicrobici (AMP) sono un gruppo naturalmente abbondante e

diversificato di agenti antibatterici [88—90]. Queste piccole molecole ad azione diretta
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hanno un'attivitd ad ampio spettro, un effetto battericida rapido e prolungato e sono
altamente selettive [90]. I loro limiti sono legati alla loro breve emivita plasmatica,
dovuta alla degradazione proteolitica e a problemi di tossicita [90,91]. I composti
peptidomimetici antimicrobici, ad esempio gli a-peptoidi, imitano la struttura e 'attivita
biologica degli AMP naturali [90], ma offrono il vantaggio di superare alcuni dei
problemi funzionali associati agli AMP naturali, come la stabilita in presenza di matrici
biologiche [91,92]. Gli inibitori che prendono di mira enzimi essenziali possono essere
utili; ad esempio, LpxC ¢ un enzima della biosintesi del lipide A nei batteri Gram-
negativi e un bersaglio promettente per lo sviluppo di antibiotici che colpiscono
selettivamente i patogeni Gram-negativi [92]. A meta degli anni '90, un candidato
clinico che mostrava attivita inibitoria di LpxC e bassi valori di MIC contro un'ampia
gamma di batteri Gram-negativi falli nella sperimentazione clinica di fase 1 sull'uvomo a
causa della tossicita del prodotto [83,85]. Un crescente corpus di conoscenze ed
esperienze pud aiutare a superare alcuni degli attuali ostacoli, come gli effetti
indesiderati causati dagli elementi strutturali comuni degli inibitori enzimatici [85].

La maggior parte delle nuove molecole ad azione diretta ora studiate prendono di mira 1
batteri Gram-negativi, come Enterobacterales e batteri non fermentanti, e poche
prendono di mira sia i batteri Gram-negativi che quelli Gram-positivi [83]. Sono
necessari piu incentivi push and pull per rivitalizzare la pipeline clinica e trovare nuove
terapie [83,85]. Inoltre, studi recenti evidenziano il ruolo delle piccole molecole
provenienti da comunita microbiche miste nell'ostacolare gli effetti degli antibiotici e/o
nel salvare le molecole antibiotiche dalla degradazione [93-98].

3.4. Oli essenziali

Gli "oli essenziali" (OE) sono miscele di composti chimici volatili sintetizzati da diverse
parti di piante durante il metabolismo secondario [99—101]. Il termine "olio essenziale"
fu usato per la prima volta da Paracelso di Hohenheim, un medico svizzero medievale
[102]. Gli OE includono terpeni, aldeidi, composti fenolici, terpenoidi e altri costituenti
aromatici che hanno dimostrato attivita antimicrobica [99-101,103—-114]. Gli OE
contribuiscono principalmente alla distruzione della membrana cellulare batterica e
all'inibizione della pompa di efflusso responsabile di alcuni AMR nei batteri Gram-
negativi [100,105,114—-117]. Altre modalita d'azione documentate includono l'inibizione

della sintesi dello strato di peptidoglicano delle pareti cellulari batteriche legandosi alle
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PBP per i batteri Gram-positivi [105,114-117]. Recenti progressi in genomica e
proteomica hanno dimostrato la capacita degli oli essenziali di inibire la formazione di
biofilm e la produzione di quorum sensing (QS) e di aumentare l'espressione delle
proteine dello stress ossidativo [100][105]. Gli oli essenziali, da soli, in combinazione o
associati ad altri antibiotici, hanno dimostrato un'efficace attivita antibatterica contro
diversi agenti patogeni, inclusi i batteri MDR [100,105,118]. Sono necessari studi piu
approfonditi per scoprire e identificare nuovi composti di oli essenziali che un giorno
potrebbero essere utilizzati nella pratica clinica [100,103]. Gli oli essenziali che sono
stati ampiamente studiati includono la corteccia di cannella [119-123], la lavanda
[107,124,125], la menta piperita [126,127] e I’olio di melaleuca [128—131]. Altri oli
essenziali studiati includono, ma non si limitano a, eucalipto, pepe nero, citronella e
palmarosa [100,104,132]. Inoltre, 1'uso di antibiotici come promotori della crescita nella
produzione zootecnica/acquacoltura sembra necessario nel mondo odierno. In queste
circostanze, gli oli essenziali sono "green" e promettenti come alternative agli attuali
promotori della crescita antibiotici utilizzati dagli allevatori/acquacoltori [133,134]. E
stato anche documentato che gli oli essenziali presentano proprieta di conservazione
degli alimenti e vari oli essenziali sono stati sperimentati come conservanti alimentari
per prolungare la durata di conservazione di carne, prodotti a base di carne, latticini,
verdura e frutta [135]. L'abbinamento degli oli essenziali con la tecnologia delle
nanoparticelle potrebbe potenzialmente facilitare un promettente miglioramento della
stabilita chimica e della solubilita degli oli essenziali [136]. La nanotecnologia consente
potenzialmente il rilascio di oli essenziali nanoincapsulati nel sito bersaglio, riducendo
al minimo la tossicita e massimizzando l'efficacia degli oli essenziali. La comprensione
dell'interazione tra i componenti degli oli essenziali grezzi, la scoperta di nuovi
composti e l'approvazione clinica degli oli essenziali come agenti antimicrobici sta
acquisendo sempre piu importanza [100,103]. Vale la pena sottolineare la dimostrazione
che 1 batteri sviluppano resistenza e tolleranza agli oli essenziali; tuttavia, non ¢ stata
segnalata resistenza crociata agli antibiotici. [137]. Il trattamento dell'infezione da P.
aeruginosa con una concentrazione sub-inibitoria di olio di corteccia di cannella o
cinnamaldeide come terapia aggiuntiva pud potenzialmente indurre l'espressione delle
pompe di efflusso, e questo richiede ulteriori indagini per accertare l'uso degli oli

essenziali con effetti antagonisti [138].
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3.5. Silenziamento dell'RNA

Un’altra strategia che ha il potenziale per generare nuovi antimicrobici ¢ il
silenziamento dell'RNA. Il silenziamento dell'RNA ¢ presente naturalmente nei batteri,
¢ stato descritto per la prima volta nel 1985 ed ¢ ora noto per essere associato alla
regolazione di molti geni. Il meccanismo coinvolge sequenze cis e trans complementari
alle regioni regolatrici di un singolo m-RNA (sequenza antisenso) e che, una volta
legate, possono bloccare reversibilmente la traduzione. Le sequenze cis antisenso
possono trovarsi vicino alle regioni regolatrici di un singolo RNA o possono essere
trascritte dal filamento complementare nello stesso locus genetico. Le sequenze trans
sono trascritte da un locus genetico distante e formano la maggior parte della sequenza
antisenso naturale. E possibile sviluppare sequenze antisenso sintetiche per reprimere la
traduzione di enzimi che consentono ai batteri di resistere agli antibiotici. Il
silenziamento dell'RNA viene applicato nella scoperta di nuovi composti antimicrobici,
nella determinazione del requisito di rigore per tali bersagli, nello sviluppo di screening
antimicrobici altamente sensibilizzati e nella determinazione della modalita d'azione
[139]. I silenziamento dell'RNA puo essere applicato anche nello sviluppo di screening
antibatterici. Cid consente di inibire i geni di interesse target. Ad esempio, 250.000
prodotti naturali per inibitori di FabF/FabH (che impediscono la via di biosintesi degli
acidi grassi batterici) sono stati sottoposti a screening dai Merck Research Laboratories
utilizzando un ceppo di S. aureus che esprime RNA antisenso per fabF. Il silenziamento
dell'lRNA puo essere applicato anche per rilevare la modalita d'azione di nuovi
antibiotici; ad esempio, il silenziamento dell'RNA ¢ stato utilizzato nella scoperta di
agenti antimicrobici che coinvolgono nuovi inibitori della proteina trasportatrice enoil-

acil reduttasi (Fabl) [139].

3.6. Sistema CRISPR-Cas
CRISPR-Cas (clustered regularly interspersed short palindromic repeats - CRISPR

come proteina associata) ¢ un sistema immunitario adattativo batterico che utilizza
processi codificati dal DNA, mediati dall'/RNA o mirati al DNA per contrastare
l'invasione dei batteri da parte di materiale genetico estraneo ed elementi genetici
mobili, come plasmidi e fagi [140-142]. CRISPR-Cas ¢ uno strumento di ingegneria
genomica che offre nuove promettenti opportunita come antimicrobici programmabili

sequenza-specifici [140,143]. Questi strumenti di editing genetico possono colpire in
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modo quantitativo, specifico e selettivo i genomi batterici per ridurre o eliminare la
resistenza agli antibiotici e creare nuove opportunita per il trattamento delle infezioni da
MDR [140-144]. T sistemi CRISPR-Cas possono distinguere tra batteri patogeni e
commensali e sono potenzialmente in grado di rimuovere selettivamente 1 geni AMR
dalle popolazioni batteriche e dai batteri fattori di virulenza o sensibilizzare i batteri a
un antibiotico eliminando i plasmidi che ospitano geni di resistenza agli antibiotici
[143,145]. Tra tutte le proteine Cas, quelle utilizzate che mostrano le maggiori
potenzialita per I'AMR includono (i) CRISPR-Cas9, un metodo di scissione del DNA
guidato dall'RNA, (ii) dCas9, (iii) nSpCas9:rAPOBECI, e (iv) Casl3a [146]. CRISPR-
Cas9 offre nuove potenzialita per quanto riguarda 'AMR [140—-151]. Sono necessari
ulteriori studi per affrontare le limitazioni, concentrandosi al contempo su esperimenti
in vivo [145], come (1) i problemi di somministrazione affrontati dall'uso del rilascio di
fagi e fagemidi, plasmidi coniugativi, in nanoparticelle polimeriche; (2) gli effetti

collaterali di potenziali modifiche off-target nel genoma dell’ospite [145,152—155].
4. Strategie mirate ai batteri resistenti agli antimicrobici

4.1. Lantibiotici e batteriocine

I1 termine "lantibiotico" designa peptidi codificati da geni che contengono amminoacidi
insoliti, tra cui gli amminoacidi tioeteri lantionina (Lan) e/o metillantionina (MeLan),
che si formano tramite modificazione post-traduzionale e di conseguenza introducono
strutture cicliche intramolecolari nel peptide necessarie per gli esportatori specifici e per
la modificazione post-traduzionale [156]. Negli ultimi anni sono stati scoperti molti
lantibiotici e sono state pubblicate descrizioni di diversi lantibiotici. In particolare, tutte
queste sostanze sono prodotte specificamente da batteri Gram-positivi ed esercitano la
loro azione inibitoria principalmente contro questo gruppo [156,157]. Ai fini di questa
pubblicazione, vale la pena ricordare che la maggior parte dei lantibiotici possiede una
qualche forma di attivita antimicrobica e che la designazione "lantibiotico" deriva dal
termine "antibiotico contenente lantionina". I lantibiotici possono essere raggruppati in
peptidi di tipo A e di tipo B. In generale, 1 lantibiotici di tipo A sono peptidi cationici
allungati, costituiti da un massimo di 34 residui di lunghezza, che mostrano somiglianze
nella disposizione dei loro ponti Lan [158]. Questi peptidi agiscono principalmente
interrompendo 1'integrita della membrana degli organismi bersaglio e includono nisina,

subtilina ed epidermide. I peptidi di tipo B sono globulari, lunghi fino a 19 residui, e
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agiscono interrompendo la funzione enzimatica, ad esempio inibendo la biosintesi della
parete cellulare. Le duramicine prodotte dalle specie di Streptomyces, mersacidina e
actagardina, sono esempi di peptidi di tipo B. Tuttavia, diversi lantibiotici non rientrano
in nessuna delle due categorie, il che suggerisce che la classificazione dei lantibiotici
diventera senza dubbio piu complessa con la scoperta di nuovi composti [158].

Le batteriocine, un lantibiotico di tipo A, sono tossine proteiche o peptidiche prodotte
dai batteri. Queste molecole sono in grado di uccidere o inibire ceppi batterici
strettamente correlati o batteri non correlati, ma non danneggiano i batteri originali
attraverso specifiche proteine immunitarie. E importante sottolineare che le batteriocine
presentano un'ampia diversita di struttura e funzione e sono particolarmente stabili al
calore [159]. Le batteriocine sono emerse grazie a vasti sforzi di scoperta di farmaci e
sono diventate un'importante aggiunta all'attuale armamentario di agenti che possono
essere utilizzati in futuro per trattare gravi infezioni batteriche [160]. Le batteriocine
hanno suscitato notevole interesse per le loro ampie proprieta come agenti antimicrobici
specializzati contro una varieta di organismi, tra cui varie specie batteriche, parassitarie
e virali, e in particolare anche contro sistemi piu complessi, come i biofilm batterici
[161]. Questi peptidi prodotti dai ribosomi sono secreti da microbi che vivono in un
ambiente polimicrobico molto complesso e vengono utilizzati per inibire specie
batteriche correlate, in particolare quelle strettamente correlate. La varieta di
batteriocine specifiche generate dai microrganismi conferisce a queste tossine un ampio
spettro d'azione. E stato identificato un numero considerevole di batteriocine diverse e
rimane spazio per l'identificazione di molte altre batteriotossine. Inoltre, le batteriocine
sono utili anche contro i microbi che generano meccanismi antitossinici [162]. La
diversita delle batteriotossine consente un'ampia gamma di applicazioni biotecnologiche
e farmacologiche. Uno dei principali settori interessati dall'uso delle batteriocine ¢

l'industria agroalimentare.

4.2. Peptidi antimicrobici (AMP) - Inclusa la combinazione AMP +
antibiotici

Tra le diverse strategie per sviluppare antibiotici nuovi ed efficaci vi sono gli AMP,
utilizzati da soli o in combinazione con antibiotici tradizionali [163—-168]. Gli AMP
presenti in natura hanno una composizione compresa tra 10 e 50 aminoacidi, possiedono

una carica cationica complessiva e sono di natura anfipatica, con un'attivita
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antimicrobica simile o addirittura migliorata rispetto agli antibiotici tradizionali
[169,170]. Gli AMP sono ubiquitari e si trovano in natura in vari ambienti. Tipicamente,
gli AMP svolgono un ruolo come componenti del sistema immunitario innato di molti
organismi terrestri e/o acquatici. Gli AMP di origine batterica sono, in condizioni
naturali, parte del sistema di protezione della cellula batterica, facilitando la protezione
da invasioni tossiche (ad esempio, batteriofagi, molecole esogene). Questo processo
influenza l'inflammazione e aumenta l'uccisione dei patogeni [171]. Inoltre, gli AMP
batterici garantiscono “spazio” ai batteri produttori nel contesto di comunita microbiche
complesse che ospitano le stesse nicchie ecologiche [95,172—175]. Gli AMP possono
colpire una varieta di batteri, sia Gram-positivi che Gram-negativi, attraverso i
meccanismi comuni degli antibiotici tradizionali [94,170,175,176]. Una volta che gli
AMP hanno penetrato la parete cellulare batterica, esercitano un’ulteriore attivita
antimicrobica bersagliando la biosintesi proteica, gli acidi nucleici /o compromettendo
la produzione della parete cellulare e della membrana [177]. Un'ampia ricerca sugli
AMP ha gia portato alla produzione delle cosiddette molecole "designer-like", ovvero
peptidi sintetici ottenuti sfruttando le conoscenze sugli AMP naturali. In questo caso,
diverse porzioni di AMP noti vengono assemblate per progettare AMP su misura,
contenenti caratteristiche uniche e desiderate [90,170,178,179]. Sfortunatamente,
tuttavia, gli AMP nativi utilizzati nella pratica clinica (in campo umano e veterinario)
presentano un importante inconveniente associato alla loro facilita di degradazione da
parte degli enzimi proteolitici e all'ambiente gastrico acido. Pertanto, si preferisce la
somministrazione topica o sottocutanea, sebbene questa non rappresenti un metodo
efficiente per la somministrazione di molecole con effetto a livello sistemico. Per
superare questi problemi, si stanno valutando diversi approcci per migliorare la stabilita
dell' AMP, come la produzione di AMP vincolati, ciclotidi, AMP ibridi, coniugati di
AMP, mimetici di AMP e AMP immobilizzati [180]. Tra questi, la coniugazione di
AMP con antibiotici tradizionali sta fornendo risultati promettenti attraverso la
potenziale combinazione sinergica di due composti, consentendo un efficace targeting e
uccisione di diversi patogeni resistenti [181,182]. Ad esempio, la coniugazione di AMP
magainin con vancomicina ha mostrato risultati molto interessanti contro gli
Enterococchi resistenti alla vancomicina [183]. Risultati simili sono stati ottenuti

accoppiando il peptide antimicrobico cationico ubiquicidina con il cloramfenicolo
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tramite un linker di glutaraldeide, mostrando una maggiore attivita dell'antibiotico
contro E. coli e S. aureus e una ridotta tossicitd contro le cellule umane [184]. E
interessante notare che risultati incoraggianti sono stati ottenuti anche accoppiando gli
AMP con gli antibiotici con l'obiettivo di migliorare la somministrazione in situ del
farmaco, migliorandone cosi la specificita e riducendone la tossicita [185]. Cio dipende
dal meccanismo d'azione primario degli AMP sulle strutture della parete esterna
batterica. Gli AMP agiscono in modo piu efficace in sinergia con gli antibiotici rispetto
a quando usati singolarmente, poiché non sono in grado di penetrare la cellula
microbica, quando il meccanismo di resistenza dell'antibiotico ¢ correlato alla
modificazione della membrana. Essendo in grado di superare questa barriera, gli AMP
potrebbero essere in grado di restituire attivita agli antibiotici precedentemente resi
inefficaci [165]. I metodi di somministrazione di farmaci basati sulla nanotecnologia
(nanocarrier) rappresentano un'innovazione recente che potrebbe evolversi in una
potente strategia per il rilascio efficace di AMP. Il rilascio di AMP tramite nanocarrier
potrebbe essere vantaggioso in quanto protegge 1 peptidi dalla degradazione
extracellulare da parte di proteasi e altri ambienti che idrolizzano i1 peptidi. I nanocarrier
mirati potrebbero anche contribuire alla selettivita del bersaglio e al miglioramento dei
profili farmacocinetici dei farmaci. Esistono diversi tipi di sistemi di rilascio di farmaci,
come liposomi, micelle, nanoparticelle polimeriche e dendrimeri [186,187]. Oltre ai
problemi di stabilita e al rilascio efficace di AMP, la tossicita rappresenta un ulteriore
ostacolo a questo tipo di approccio. La maggior parte degli AMP non supera gli studi
preclinici a causa dell'elevata tossicita in vivo. La murepavadina (POL7080), un
analogo ciclico della protegrina, ¢ un esempio di peptide ciclico con promettente attivita
contro P. aeruginosa, il cui utilizzo ¢ stato interrotto in uno studio di fase III per il
trattamento della polmonite batterica da P. aeruginosa associata alla ventilazione a
causa della nefrotossicita e una battuta d'arresto negli studi preclinici [165,188,189].
Attualmente, a dicembre 2021, ¢ in corso un altro studio clinico per valutare e
sviluppare una nuova formulazione farmaceutica basata sulla murepavadina per uso
inalatorio nel trattamento di pazienti con fibrosi cistica affetti da infezioni da
Pseudomonas spp. [190]. Nonostante abbiano una promettente attivita antimicrobica

contro 1 principali patogeni umani per i quali c’¢ un elevato bisogno medico, gli AMP
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negli studi clinici di solito finiscono per essere studiati come agenti topici a causa della

loro instabilita e tossicita, oltre alla farmacocinetica sfavorevole [191].
4.3. Enzimi e AMP derivati da insetti

Molti insetti producono famiglie complesse e varie di enzimi sia come meccanismi di
sopravvivenza che di difesa. La diversita degli insetti ¢ enorme e ci sono sempre piu
prove che il sistema naturale degli insetti sia particolarmente dinamico. Gli AMP
prodotti dagli insetti sono di dimensioni piu piccole e contengono gruppi cationici.
Fondamentalmente, quattro gruppi di AMP si trovano negli insetti distinti in base alla
loro struttura e composizione aminoacidica. Tra questi, peptidi ricchi di prolina (ad
esempio, drosocina, apidaecina e lebocina), peptidi a a-elica (ad esempio, moricina e
cecropina), peptidi ricchi di cisteina (ad esempio, defensina e drosomicina) e proteine
ricche di glicina (ad esempio, attacina e gloverina) [192]. I principali componenti
dell'immunita innata degli insetti sono peptidi ricchi di cisteina, noti per la loro capacita
di inibire la formazione di biofilm [193]. Nel complesso, l'interazione tra peptide e
membrana promuove direttamente l'attivita antibiofilm/antibatterica. E ormai evidente
che le principali molecole effettrici immunitarie degli insetti sono gli AMP. Allo stesso
tempo, grazie all'evoluzione biologica conservata, le molecole bioattive e le vie di
segnalazione all'interno del sistema naturale degli insetti mostrano una netta
somiglianza con i vertebrati, incluso l'vomo. I ricercatori di tutto il mondo sono alla
ricerca di nuove molecole bioattive con nuovi meccanismi d'azione come antimicrobici.
Inoltre, gli AMP potrebbero agire sinergicamente con gli antibiotici classici per
combattere varie infezioni. Diversi fattori, come la sequenza, la carica, l'elicita,
l'anfipatia e 1'idrofobicita complessiva degli AMP, sono cruciali per considerarli agenti
antimicrobici efficaci [193,194].

4.4. Strategie basate sulle nanoparticelle

Le nanoparticelle (NP) sono particelle le cui dimensioni sono comprese tra 1 ¢ 100 nm
[195]. Le NP sono sempre piu utilizzate come inibitori della crescita batterica in
applicazioni come rivestimenti per dispositivi impiantabili/materiali medici e per la
somministrazione di antibiotici. Possono anche essere utilizzate direttamente come
agenti antibatterici [196]. E noto che alcuni metalli sfusi hanno attivita antibatterica
contro batteri Gram-positivi ¢ Gram-negativi; tuttavia, esistono altri metalli che sono

attivi solo nella forma di NP [197]. L'esatto meccanismo d'azione attraverso il quale le
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NP esercitano la loro attivita antimicrobica non ¢ ancora completamente compreso, ma
sono stati proposti tre processi che si verificano simultaneamente. Questi includono lo
stress ossidativo, il rilascio di ioni metallici e meccanismi non ossidativi [196,198].
Nello specifico, questi processi determinano: (1) la disintegrazione della membrana
esterna batterica e/o un danno generale alla parete cellulare, (2) l'interazione tra
componenti intra- ed extracellulari e ioni provenienti dalle nanoparticelle, (3) la
produzione tramite fotocatalisi di specie reattive dell'ossigeno che danneggiano le
strutture batteriche, (4) l'inibizione della sintesi del DNA, (5) l'inibizione dell'attivita
enzimatica e (6) l'interruzione della trasduzione energetica [199]. I meccanismi
attraverso 1 quali le nanoparticelle metalliche esercitano la loro azione dipendono
direttamente dalle loro caratteristiche fisiche. A seconda delle loro dimensioni, le
nanoparticelle possono inibire la crescita batterica attraverso la rottura della membrana
batterica e influenzare la formazione di biofilm, con nanoparticelle di piccole
dimensioni che solitamente mostrano una potente attivita antimicrobica e antibiofilm
(ad esempio, Ag, ZnO, Mg e NO). Anche la forma ne influenza l'attivita: le particelle a
bastoncello inibiscono 1 biofilm meglio delle nanoparticelle sferiche [200]. Le
caratteristiche delle particelle e i fattori intrinseci, come le dimensioni, il potenziale
zeta, la carica, la morfologia della superficie e la struttura cristallina, sono responsabili
dell'attivita antimicrobica delle nanoparticelle [196]. Diversi studi hanno indicato che la
relazione tra le nanoparticelle e le strutture esterne della parete cellulare dei batteri ¢
fondamentale nel meccanismo d'azione delle nanoparticelle e che la composizione della
parete cellulare batterica influenza I'attivita delle NP [201-205]. Le NP devono
interagire o superare questi componenti strutturali e possono farlo attraverso diverse
interazioni. Il lipidopolisaccaride (LPS) nei batteri Gram-negativi € una regione esterna
carica negativamente che attrae le nanoparticelle, mentre, nei batteri Gram-positivi, si
ipotizza che le nanoparticelle si distribuiscano attraverso la rete di acido teicoico [196].

A causa delle loro caratteristiche fisico-chimiche, le potenziali applicazioni
antimicrobiche delle nanoparticelle includono la somministrazione per inalazione,
ingestione orale, contatto cutaneo e iniezione endovenosa. Uno dei principali svantaggi
dell'utilizzo delle nanoparticelle come nuovi antimicrobici ¢ la loro tossicita. Le
nanoparticelle sono generalmente tossiche per le cellule eucariotiche a concentrazioni

che inibiscono la crescita batterica, e l'effetto a lungo termine delle nanoparticelle su
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cellule e tessuti eucariotici & stato valutato attraverso studi sia in vitro che in vivo. E
interessante notare che la tossicita potrebbe potenzialmente essere superata con la
somministrazione mirata delle NP nel sito di infezione, sebbene questa strategia
influenzi il potenziale delle nanoparticelle [198,199].

4.5. Strategie di coinfezione e batteri probiotici contro i patogeni

Tra le alternative complementari per ridurre la diffusione dei patogeni AMR in
medicina umana e veterinaria, l'adozione di strategie di coinfezione e/o la
somministrazione di specie microbiche con effetti probiotici sta guadagnando popolarita
[206]. T probiotici sono microrganismi vitali, la cui somministrazione pud conferire
effetti benefici. L'efficacia dei probiotici nella lotta contro I'AMR si basa sulla
prevenzione della pressione selettiva diretta esercitata dagli antibiotici sui
microrganismi. [ probiotici prevengono l'infezione attraverso diversi meccanismi
ecologici, che vanno dalla competizione per lo spazio ecologico, alla resistenza alla
colonizzazione e ai nutrienti, fino alla produzione di AMP con specifica attivita
battericida [167]. A questo proposito, diversi studi hanno gia dimostrato la capacita dei
probiotici di mantenere una composizione del microbiota sana ed equilibrata e una
migliore funzionalita [207,208]. Questo, a sua volta, contribuisce a mantenere una
salute "ottimale", riducendo cosi il rischio di infezioni opportunistiche. Inoltre, la
somministrazione di probiotici ¢ collegata a una significativa riduzione dell'uso di
antibiotici e alla riduzione della pressione selettiva associata agli interventi terapeutici
convenzionali [209]. I probiotici vengono somministrati principalmente per via orale sia
nella pratica umana che veterinaria. I microrganismi con attivita probiotica includono
principalmente batteri, sebbene anche funghi e lieviti siano comunemente utilizzati. I
batteri probiotici pit comuni sono 1 lattobacilli e 1 bifidobatteri. Diversi studi hanno
dimostrato la loro capacita di aderire alle cellule epiteliali intestinali e di sopravvivere in
ambienti e fluidi acidi, inclusa la bile. Inoltre, le ricerche hanno dimostrato la loro
capacita di uccidere o inattivare piu patogeni comuni, come E. coli, S. aureus, K.
pneumoniae, S. typhimurium, B. subtilis e P. aeruginosa [210]. Oltre a lattobacilli e
bifidobatteri, gli altri generi comunemente adottati come probiotici includono
Escherichia, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus e Bacillus. Sebbene noto come
commensale del tratto gastrointestinale umano e animale, il genere Escherichia

comprende anche specie con proprieta benefiche per la salute. Tra queste, I'Escherichia
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coli ¢ stato designato come benefico per il trattamento della stitichezza, delle malattie
inflammatorie intestinali, del cancro del colon e del morbo di Crohn [211-213]. Inoltre,
ceppi analoghi del genere Lactococcus (ad esempio, Lactococcus lactis subsp. Lactis)
possono mostrare un'importante attivita antibatterica contro i1 batteri patogeni e di
deterioramento nei prodotti lattiero-caseari, e la loro capacita di aderire alle cellule
epiteliali 1i rende buoni candidati per gli interventi probiotici [211,214]. Anche i ceppi
dei generi Streptococcus ed Enterococcus sono degni di nota per le loro attivita
probiotiche, sebbene il comportamento patogeno opportunistico di alcuni di questi
batteri ne impedisca l'uso diffuso nella pratica clinica umana, limitando la loro
principale applicazione al settore veterinario [174,215]. Infine, il genere Bacillus
include batteri con dimostrate caratteristiche probiotiche (ad esempio, B. subtilis, B.
coagulans, B. subtilis, B. cereus) le cui proprieta benefiche per la salute trovano
applicazioni sia in campo umano che veterinario [216—218]. D'altro canto, i probiotici
sono associati a un potenziale rischio di introduzione e/o trasferimento di tratti AMR
attraverso una serie di meccanismi € possono anche innescare una resistenza non
geneticamente determinata nella microflora endogena (suscettibilita fenotipica dovuta al
ceppo probiotico) [167,219]. T lattobacilli sono stati identificati come portatori di
resistenza alla vancomicina. La resistenza agli antibiotici macrolidi, lincosamidi e
streptogramine ¢ abbastanza frequente nei lattobacilli, sebbene siano necessari studi
approfonditi e mirati su singoli ceppi probiotici. I bifidobatteri vengono indicati come
portatori del gene tetW e della conseguente resistenza alla tetraciclina. In particolare, la
resistenza ai [-lattamici nei bifidobatteri ¢ rara. Tuttavia, definire tale tendenza
generalizzata ¢ piuttosto difficile a causa delle importanti differenze osservate nei profili
di resistenza dei batteri e dei probiotici isolati da diverse aree geografiche [219]. Diversi
gruppi di ricerca e agenzie di regolamentazione si stanno concentrando sul superamento
di questi problemi al fine di definire linee guida standardizzate nella valutazione della
sicurezza dei probiotici prima di autorizzarne 1'uso nella pratica clinica [219].

4.6. Utilita degli anticorpi monoclonali contro i patogeni

La terapia con anticorpi monoclonali (mAb) sta progressivamente guadagnando
interesse nel trattamento delle malattie infettive. In effetti, gli mAb sono un importante
strumento farmacoterapeutico con un elevato livello di specificita. Presentano una

vitalita e una tolleranza senza pari rispetto ai comuni antisieri policlonali. In genere, gli
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mAb sviluppati per le infezioni batteriche tipicamente mirano ad antigeni esposti sulla
superficie o tossine secrete che non sono attualmente bersaglio degli antibiotici e
pertanto sono difficilmente influenzati dai meccanismi di resistenza esistenti [220].
Nella corsa per affrontare la minaccia globale della resistenza agli antibiotici,
l'attenzione si concentra sullo sviluppo di anticorpi terapeutici come approccio
alternativo, in quanto presentano potenziali vantaggi rispetto agli antibiotici ad ampio
spettro [221]. La storia dell'utilizzo di anticorpi per il trattamento delle infezioni
nell'uomo risale ai primi anni del 1900. Gli antibiotici furono da subito preferiti a causa
delle reazioni allergiche, dell'efficacia variabile tra i lotti e dello spettro limitato [222].
L'avvento degli strumenti di biologia molecolare ha portato allo sviluppo di anticorpi
monoclonali terapeutici con maggiore efficacia, sicurezza e purezza, che hanno
consentito il trasferimento di successo degli anticorpi nella pratica clinica [220,223]. La
maggior parte delle terapie anticorpali attualmente praticate ¢ mirata al trattamento di
malattie di origine non infettiva e solo pochi anticorpi sono stati approvati per il
trattamento di infezioni batteriche [224]. Secondo la letteratura, le iniziative per
produrre anticorpi monoclonali per il trattamento di infezioni da batteri nosocomiali
hanno avuto vari gradi di successo e attualmente ci sono 14 prodotti a base di anticorpi
monoclonali in varie fasi di sviluppo [221]. Raxibacumab, obiltoxaximab e
bezlotoxumab sono 1 tre anticorpi monoclonali terapeutici attualmente autorizzati per la
prevenzione o il trattamento delle infezioni batteriche causate rispettivamente da
Bacillus anthracis e Clostridium difficile [225,226]. Esistono inoltre diversi anticorpi
monoclonali (MAD) in diverse fasi di sviluppo per patologie virali e batteriche. Come
alternative ai convenzionali antivirali e antibatterici, gli anticorpi monoclonali
antimicrobici sono di grande importanza. Questi anticorpi monoclonali sono piu adatti
alla somministrazione di patologie, come le riacutizzazioni virali in assenza di anticorpi
profilattici.

4.7. Basato sui batteriofagi: specifico o selettivo o entrambi!

I batteriofagi, noti anche informalmente come fagi, sono virus che infettano e si
replicano all'interno di batteri e archea. La relazione tra 1 due organismi ¢ di tipo
parassitario, in cui i batteriofagi utilizzano il meccanismo biosintetico dell'ospite per
creare importanti componenti, come proteine e lipidi essenziali per la formazione e la

riproduzione del capside fagico [227]. Nonostante le apparenze, questi organismi non
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sono patogeni per 1'uvomo o gli animali e possono essere utilizzati per trattare malattie
batteriche. 1 fagi esistono in due cicli principali. Nel "ciclo litico", l'attivita virale
all'interno della cellula batterica porta alla distruzione cellulare, mentre, nel "ciclo
lisogeno", il materiale genetico del fago viene inserito nel DNA batterico dell'ospite. I1
fago litico ¢ il ciclo piu rilevante per il trattamento della AMR[228].

4.7.1. Terapia fagica

L'uso della terapia fagica per le malattie infettive batteriche esiste da decenni, con i
batteriofagi scoperti per la prima volta da Frederick Twort nel 1915 e Félix d'Hérelle nel
1917, che ne descrissero l'effetto battericida dopo 1'isolamento dalle feci di pazienti in
fase di guarigione dalla dissenteria [229,230]. Durante questo periodo, si verificd un
rapido aumento nello sviluppo della terapia fagica, in particolare in Europa, Stati Uniti e
Unione Sovietica [231]. Tuttavia, a questo segui un rapido declino dell'uso della terapia
fagica durante gli anni '40, quando la produzione e 1'uso di antibiotici aumentarono negli
Stati Uniti, con l'affermarsi dell'uso della penicillina e il proseguimento dell'uso dei
sulfamidici (antibiotici sintetici inizialmente scoperti in Germania negli anni '30) [231].
Nonostante questa preferenza, la terapia fagica ¢ rimasta (e rimane) in uso in diversi
paesi precedentemente alleati dell'Unione Sovietica, ovvero Polonia, Georgia ¢ la stessa
Russia [232]. Inoltre, 'aumento della resistenza agli antibiotici significa che esiste una
potenziale nicchia per la terapia fagica nel trattamento/prevenzione delle infezioni
batteriche da AMR. Ad esempio, la terapia fagica ha curato un paziente con fibrosi
cistica infettato da M. abscessus disseminato farmacoresistente, mentre un altro
paziente, infettato da A. baumannii resistente, ¢ stato curato [228,233]. Altri esempi
includono l'uso di batteriofagi nel trattamento della setticemia da Pseudomonas
aeruginosa sensibile alla sola colistina e delle infezioni da ustioni, nonché il loro
potenziale utilizzo nei pazienti anziani che presentano infezione recidivante di protesi
articolari da S. aureus [234-236]. Inoltre, la potenziale efficacia della terapia fagica ¢
stata ampiamente esplorata negli animali da allevamento, nel pollame e negli animali da
compagnia, in particolare per le zoonosi e le malattie animali legate alla perdita
economica, con alcuni risultati incoraggianti [237].

4.7.2. Proteine litiche derivate dai fagi come antibatterici

I fagi che prendono di mira 1 batteri codificano per diverse proteine litiche, in

particolare le idrolasi del peptidoglicano (PGH), chiamate endolisine, e l'idrolasi del
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peptidoglicano associata al virione(VAPGH), necessarie per la disgregazione dei batteri
infettati dai fagi, consentendo cosi il rilascio di particelle fagiche nell'ambiente. D'altra
parte, 1 piccoli fagi litici delle famiglie Microviridae e Leviviridae determinano la lisi
dell'ospite batterico mediante un singolo gene, che codifica per una proteina priva di
attivitd degradativa del peptidoglicano [238]. L'endolisina si accumula nel citoplasma
del batterio al termine del ciclo di replicazione del fago. Le endolisine accumulate
possono infiltrarsi nella membrana citoplasmatica attraverso i1 fori creati dalle oline e
degradare il peptidoglicano extracellulare, consentendo alla cellula di subire osmosi.

Attualmente, le proteine litiche derivate dai fagi sono oggetto di studio come potenziali
trattamenti per le infezioni batteriche da AMR, la conservazione degli alimenti,
l'alimentazione animale e la coltivazione di piante. Ad esempio, l'enzima litico del
batteriofago pneumococcico purificato (Pal) ha dimostrato di essere efficace contro i
ceppi di S. pneumoniae resistenti alla penicillina nell'orofaringe umana con un effetto
minimo sulla flora commensale [239]. Inoltre, studi in vivo condotti sull'attivita dei
lisozimi Cpl-1 e Cpl-7 hanno riportato una significativa riduzione della colonizzazione
di S. pneumoniae in un tessuto mucoso nasofaringeo su un modello murino di infezione.
Studi hanno anche dimostrato attivita sinergiche di queste endolisine quando utilizzate
in combinazione con altri agenti antibatterici [240]. Il fago endolisina SAL-1 ha
dimostrato di essere un nuovo farmaco antibatterico per il controllo delle infezioni da
stafilococchi multiresistenti [241,242]. Questo ¢ stato ulteriormente formulato in N-
Rephasin® SAL200 per uso clinico. Attualmente, questa formulazione ¢ in fase di
studio per la sicurezza e l'efficacia di una singola dose endovenosa di N-Rephasin®
SAL200 per la batteriemia persistente da S. aureus nell'ambito di uno studio clinico di
fase Ila [243]. Considerata I'efficacia dei fagi e delle lisine derivate dai fagi, 'USFDA
ha approvato l'applicazione di prodotti a base di batteriofagi come approccio ecologico
per il controllo dei patogeni di origine alimentare [240,244]. Inoltre, le proteine litiche
derivate dai fagi presentano diversi vantaggi rispetto agli antibiotici, vale a dire: (a)
azione battericida rapida ed estesa contro il patogeno bersaglio, (b) mancanza di
sviluppo di resistenza grazie alla loro azione specifica sui componenti strutturali
conservati dei batteri, (c) azione sinergica con altre lisine o antibiotici e (d) il loro

effetto sulle cellule persistenti fenotipicamente resistenti che crescono sulle superfici
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delle mucose o nei biofilm [245]. I continui progressi nell'ingegneria genetica hanno
ulteriormente rivoluzionato il campo della ricerca sui batteriofagi e hanno identificato

e caratterizzato diverse endolisine attive contro una vasta gamma di batteri patogeni
[240,246].

4.8. Metodi di dispersione del biofilm

I biofilm sono comunita microbiche che esistono come strutture complesse € possono
essere presenti su superfici biotiche o abiotiche nei settori alimentare e medico. La
formazione del biofilm ¢ una strategia di adattamento e sopravvivenza ed ¢ spesso la
causa principale del fallimento del trattamento antibiotico, responsabile del 65-80% di
tutte le infezioni [247]. Il biofilm si sviluppa come una comunita complessa multistrato
che puo essere di natura mono- o polimicrobica [248]. I biofilm si formano inizialmente
tramite l'adesione reversibile di singole cellule batteriche in "fase planctonica" alle
superfici, con la maggior parte delle cellule batteriche che successivamente vengono
racchiuse in una matrice extracellulare autoprodotta, denominata "comunita sessile". Le
cellule batteriche possono continuamente fuoriuscire ("disperdersi") dal biofilm, in
particolare durante la fase successiva alla formazione dello stesso. Questo processo di
dispersione ¢ un possibile meccanismo di riduzione della massa del biofilm, poich¢ la
fase "planctonica" libera del ciclo vitale batterico ¢ spesso piu sensibile ai farmaci
antimicrobici e alle risposte immunologiche. [249]. Infatti, i meccanismi di dispersione
del biofilm possono essere suddivisi in due categorie: dispersione attiva e passiva. La
produzione di enzimi che distruggono la matrice del biofilm e promuovono la
dispersione dipende da una riduzione dei livelli intracellulari di c-di-GMP, che porta
alla dispersione attiva. D'altra parte, la dispersione passiva si basa su fattori scatenanti
che liberano direttamente le cellule dal biofilm [250]. A questo proposito, sia 1 segnali
di quorum sensing intercellulare che la segnalazione intracellulare di c-di-GMP sono
coinvolti nello sviluppo del biofilm. L'interferenza di queste due vie di segnalazione
viene utilizzata per sviluppare nuovi approcci di controllo del biofilm [251]. Tuttavia,
sia le strategie di dispersione attiva che quelle passive presentano i1 loro svantaggi. Il
trascrittoma delle cellule disperse nel modello sperimentale ¢ diverso da quello del
biofilm e delle cellule planctoniche rilasciate naturalmente, con le cellule disperse che
possiedono concentrazioni di c-di-GMP inferiori, associate a una maggiore virulenza e

implicando che le cellule disperse siano piu patogene delle cellule planctoniche. Anche
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la tempistica e la concentrazione dei trattamenti di dispersione rimangono una sfida.
[250].

4.9. Scoperta e ruolo degli antimicrobici anti-persistenza

La persistenza fu scoperta nel 1944 da Joseph Bigger e riguardava colonie di cellule
batteriche che non potevano essere completamente eliminate dal trattamento con
penicillina. Questa popolazione residua di batteri rimaneva vitale dopo 1'esposizione agli
antibiotici. Queste popolazioni di cellule non erano mutanti resistenti agli antibiotici, ma
piuttosto sottopopolazioni batteriche in grado di resistere al trattamento antibiotico per
adattamento fisiologico [252]. La persistenza batterica ¢ associata a un aumento del
rischio di AMR durante il trattamento, poiché le cellule persistenti, che hanno la
capacita di causare ricolonizzazione e recidiva dopo il trattamento antibiotico, portano
infine a infezioni croniche resistenti [253]. Sono stati sviluppati farmaci anti-persistenza
per migliorare l'eradicazione delle cellule persistenti. Un esempio classico ¢ la
combinazione di tobramicina (un antibiotico aminoglicosidico) con fumerato (composto
anti-persistenza) per ridurre le infezioni croniche da Pseudomonas aureus [254]. Un
composto anti-persistenza ideale dovrebbe essere in grado di trasportarsi passivamente
all'interno della cellula batterica e uccidere autonomamente le cellule persistenti senza
la necessita di un metabolismo attivo [255]. L'identificazione di nuove molecole con
attivitd anti-persistenza puo essere una delle strategie per affrontare I'AMR. I futuri
approcci anti-persistenza dovrebbero anche avere come target la struttura della
membrana con una maggiore permeabilita per 1 patogeni a crescita lenta [255].

4.10. Interruzione del Quorum Sensing

I processi di formazione del biofilm e il Quorum Sensing (QS) sono indissolubilmente
legati. Lo sviluppo del biofilm € un comportamento cooperativo di gruppo in cui le
popolazioni batteriche vivono immerse in una matrice extracellulare che producono
autonomamente. Il QS puo essere definito come Processo di comunicazione cellula-
cellula che armonizza e regola 1'espressione genica [256]. Il QS ¢ diverso per i batteri
Gram-negativi e Gram-positivi [257]. 1 batteri utilizzano molecole di segnalazione,
chiamate autoinduttori (Ais), per sincronizzare l'espressione genica, la virulenza e la
formazione di biofilm. D'altra parte, i batteri utilizzano inibitori del quorum sensing ed
enzimi che inibiscono il quorum per controllare gli autoinduttori e degradare le

molecole di segnalazione [258]. L'induzione del quorum microbico puod essere
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controllata mediante 1'uso di agenti che inibiscono il quorum, portando alla riduzione
delle infezioni microbiche, della patogenicita, della formazione di biofilm e anche
all'aumento della suscettibilita batterica agli agenti antimicrobici, come antibiotici e
batteriofagi [258,259]. Ad esempio, ¢ stato condotto uno studio che utilizza la modelli
matematica per valutare I'effetto della combinazione delle strategie terapeutiche basate
su un enzima che inibisce il quorum quenching e un inibitore del quorum sensing
coinvolto nel controllo delle vie di quorum sensing in P. aeruginosa. Questi risultati
sono stati promettenti negli studi in vitro e sono necessarie ulteriori ricerche per
concentrarsi sulla determinazione dell'efficacia della terapia combinata in vivo [260].
L'identificazione di potenziali nuove ricerche ¢ importante prima dell'uso di trattamenti

basati sul QS contro 1 patogeni [261].
5. Strategie basate su sistemi di rilascio di farmaci

5.1. Sistemi di rilascio facilitato di farmaci

Una delle principali sfide che la ricerca sugli antibiotici sta affrontando ¢ la scarsa
permeabilita cellulare degli antibiotici. Lo sviluppo di sistemi di rilascio degli
antimicrobici rappresenta un approccio promettente per migliorare Il'ingresso
dell'antibiotico nello spazio intracellulare [262]. Una strategia importante consiste nello
sfruttare 1 sistemi di trasporto del ferro batterico. Analoghi sintetici dei siderofori
possono agire come sistema di rilascio quando coniugati con antibiotici, facilitandone
l'ingresso nei batteri. E stato riportato che l'inclusione di un coniugato con ampicillina
ha aumentato di 1000 volte l'attivita contro P. aeruginosa e di 100 volte nel caso degli
enterobatteri Gram-negativi. Hanno anche dimostrato che il coniugato sideroforo +
ampicillina non era un substrato per le pompe di efflusso in P. aeruginosa e, quindi, era
in grado di eludere uno dei principali meccanismi di resistenza in questa specie [263].
Un altro esempio di coniugati con attivita antipseudomonas ¢ stato l'uso di un sideroforo
triscatecolato artificiale con uno scheletro tripode per poi coniugarlo con ampicillina e
amoxicillina. Entrambi 1 coniugati hanno notevolmente migliorato l'attivita
antimicrobica in vitro degli antibiotici utilizzando sistemi di assorbimento del ferro
dipendenti dall'energia per attraversare la membrana esterna [264]. D'altra parte, le
nanoparticelle polimeriche stanno emergendo come strategia per migliorare la
solubilita, la stabilita e la biodisponibilita degli antimicrobici, nonché per ridurre

l'esposizione del microbiota a dosi sub-letali che possono portare allo sviluppo di
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resistenza. | sistemi polimerici nanostrutturati consentono un rilascio preciso del
farmaco basato su diversi metodi, come diffusione, eluizione o controllo
chimico/stimolo, e sono sintetizzati da precursori naturali, come chitosano, collagene o
gelatina, che li rendono biocompatibili € meno tossici. Sono disponibili anche precursori
sintetici, come acido polilattico o polietilenglicole, [265,266]. Le nanoparticelle ibride
fosfatidilcolina-chitosano rivestite con gentamicina hanno confermato la capacita del
costrutto di impedire la formazione di biofilm e la crescita batterica sia nei batteri
Gram-negativi che in quelli Gram-positivi [267]. Un'altra nanocapsula variante ha
dimostrato che i polimerisomi idrofili incapsulavano la vancomicina, che serve anche a
trattare le infezioni in modo piu efficiente, in questo caso quelle causate da S. aureus
meticillino-resistente [266]. Dal 1990, nanoparticelle biodegradabili come 1 nanocarrier
sono state studiate per migliorare il rilascio dei farmaci. La nanoincapsulazione ha
dimostrato di aumentare l'efficacia antimicrobica e l'efficienza proteggendola dalla
degradazione, migliorando la precisione del targeting e aumentando l'assorbimento
cellulare [268,269]. Un approccio tipico per generare nanocarrier prevede l'utilizzo di
nanovescicole, ad esempio nanoparticelle metalliche e, come accennato in precedenza,
polimeriche, liposomi, nanotubi di carbonio o dendrimeri. I liposomi, piccoli
nanosistemi a base lipidica composti da un doppio strato fosfolipidico concentrico e da
una struttura biodegradabile, sono versatili nel rilascio di farmaci sia idrofobici che
idrofili grazie al loro doppio strato liposomiale esterno e al compartimento acquoso
interno [270,271]. Alcuni liposomi sono gia disponibili sul mercato come formulazioni
topiche, come I'idrogel di polivinilpirrolidone-iodio, con attivita contro un'ampia
gamma di batteri, per uso su ferite esterne [272]. Questa strategia offre la possibilita di
regolare la dose a concentrazioni superiori alla MIC, riducendo al contempo gli effetti
tossici dose-dipendenti [271]. Inoltre, € stato dimostrato che i liposomi hanno aumentato
l'attivita antimicrobica contro specie come E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii o P.
aeruginosa intrappolando la polimixina B in DPPC/Chol-1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina e colesterolo-liposomi [273]. Questo stesso concetto di coniugazione ¢ in
fase di studio con gli anticorpi monoclonali. I coniugati anticorpo-farmaco consistono in
un anticorpo monoclonale che lega, attraverso un legame covalente, un farmaco
chimico, come un antibiotico, sebbene se ne faccia un uso piu ampio per 1 farmaci

antitumorali. Un coniugato anticorpo-farmaco ¢ stato approvato per la prima volta dalla
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FDA nel 2000 (gemtuzumab-ozogamicina) utilizzato nel trattamento della leucemia
mieloide [274]. Per le infezioni batteriche, la molecola DSTA4637S (un nuovo
anticorpo IgG THIOMABTM legato tramite un linker scindibile da proteasi al
coniugato di antibiotici della classe delle rifamicine (dmDNA31)) ¢ un coniugato
anticorpale attualmente in studio a livello preclinico come potenziale trattamento per la

batteriemia complicata da S. aureus [275].

5.2. Antiplasmide e cura dei plasmidi - Tuttavia, non adatti per la

sperimentazione in vivo

I plasmidi possono conferire resistenza a quasi tutte le classi di antibiotici. Infatti, la
disseminazione dei geni AMR tra i batteri Gram-negativi ¢ attribuita in modo
significativo alla mobilizzazione dei plasmidi mediante coniugazione, trasformazione o
trasduzione [276]. Nuove strategie come antiplasmidi e plasmidi curativi mirano a
ridurre la prevalenza e la diffusione dei geni AMR. In altre parole, le procedure di cura
a base di plasmidi sono applicate per rimuovere i plasmidi dalle popolazioni batteriche,
il che rappresenta un approccio sorprendente per combattere I'AMR. Sfortunatamente,
pochi meccanismi di cura sono stati testati "in vivo". C’¢ grande necessita di ricerca in
questo settore a causa del potenziale degli agenti curativi per 'uvomo e gli animali, in
particolare gli animali destinati alla produzione alimentare. Altri approcci, in una
prospettiva One Health, considerano la cura con plasmidi in aree ambientali critiche,
come le acque reflue o gli ambienti agricoli [277]. Tuttavia, nonostante 1 problemi di
applicabilita, la tecnologia anti-plasmide sta progredendo con successo. Gli agenti
curativi spaziano da prodotti chimici a strumenti di ingegneria genetica piu sofisticati,
come 1 sistemi CRISPR-Cas. I composti chimici che hanno come bersaglio i1 plasmidi
includono detergenti, agenti intercalanti del DNA o farmaci psicotropi. I detergenti a
base di acidi biliari possono portare alla perdita del plasmide pSLT di Salmonella
Typhimurium [278], o il composto eterociclico fenotiazina ¢ efficace nella cura dei
plasmidi di E. coli [279]. La clorpromazina, ad esempio, puo eliminare i plasmidi da P.
aeruginosa, P. mirabilis o E. cloacae, e I'agente intercalante del DNA bromuro di etidio
¢ noto per curare i plasmidi in S. aureus fin dai primi anni '70 [280]. Tuttavia, gli
intercalanti del DNA hanno una potente attivita mutagena, che porta a una significativa
tossicita e a conseguenze cancerogene, che ne limitano 1'uso al modello "in vitro". In

alternativa, oltre alle strategie chimiche, € possibile sfruttare il principio di
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incompatibilita plasmidica per eliminare i plasmidi. I plasmidi appartenenti agli stessi
gruppi di incompatibilita non possono sopravvivere all'interno di una cellula poiché
competono per le stesse risorse. In questo modo, l'introduzione di piccoli plasmidi ad
alto numero di copie eliminera un plasmide residente. Questo metodo puo ridurre la
tossicita associata agli agenti di cura ed evitare le minime mutazioni cromosomiche. Un
esempio di cura per incompatibilita ¢ la costruzione del plasmide pCURE1 progettato
per colpire pO157, un plasmide IncF presente nell'ospite E. coli O157:H7 [281]. La
possibilita di somministrare plasmidi all'uomo o agli animali tramite batteri o fagi ¢
attualmente in fase di studio, con il principale ostacolo rappresentato dalle cassette di
resistenza e pressione antimicrobica nella selezione dei plasmidi di cura. Nel caso dei
batteriofagi, a volte la loro semplice presenza ¢ sufficiente per curare un plasmide, come
nel caso del fago filamentoso M13, la cui proteina di rivestimento minore g3p non ¢
solo necessaria, ma sufficiente per evitare la coniugazione del plasmide F nei ceppi di
E. coli [282]. Un nuovo approccio include I'uso dei sistemi CRISPR-Cas per colpire i
geni AMR presenti nei plasmidi e, talvolta, curare completamente il plasmide a causa
delle rotture destabilizzanti a doppio filamento generate dalle nucleasi [148,283].
Questo sistema puo essere adattato in plasmidi trasformativi e coniugativi. Ad esempio,
il gene mcr-1 conferisce resistenza alla colistina e successivamente ha introdotto
plasmidi resistenti alla colistina in un ceppo di E. coli. E stato dimostrato che un
plasmide trasformativo seguito da un plasmide coniugativo contenente il CRISPR-Cas9
che prende di mira il gene mcr-1 non solo interrompe il gene mecr-1, ma cura
completamente il plasmide fuori dalla cellula e, in questo modo, elimina la resistenza
alla colistina [284]. Sebbene l'utilita del sistema per la risensibilizzazione dei batteri sia
innegabile, il metodo di somministrazione rappresenta ancora un ostacolo, soprattutto
per 1 modelli "in vivo". Anche batteriofagi e fagemidi sono stati studiati per
somministrare plasmidi che incorporano il sistema CRISPR-Cas, con buoni risultati "in
vitro" ma, ancora una volta, limitati quando applicati "in vivo" [283,285].

5.3. Composti antivirulenti

Un altro approccio diverso dai tipici inibitori della crescita cellulare consiste nel ridurre
la patogenicita di specie clinicamente rilevanti attraverso lo sviluppo di composti
antivirulenti. Questa strategia previene lo sviluppo di resistenze attaccando le vie alla

base della patogenesi, ma non influisce sulla vitalita batterica e, pertanto, contribuisce a
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ridurne la diffusione, mentre il sistema immunitario dell'ospite procede con
I'eliminazione dei batteri. Numerosi fattori sono coinvolti nella virulenza batterica,
quindi, a seconda del bersaglio del composto, esistono diverse categorie di inibitori
della virulenza [189]. Gli inibitori del quorum sensing influenzano il sistema di
comunicazione batterica, spesso necessario per modulare le risposte di virulenza, il che
li rende ideali per ridurre la patogenicita della specie in questione. Il quorum sensing
regola azioni come la produzione di siderofori, la formazione di biofilm o il rilascio di
proteasi. L'interruzione della segnalazione del quorum pud verificarsi attraverso
inibitori della sintesi di molecole segnale. Altre fasi del percorso possono essere prese
di mira. La segnalazione del quorum puod essere inibita da enzimi specifici che
degradano le molecole di segnalazione. Anche le condizioni ambientali possono
influenzare questa fase del processo. Inoltre, analoghi/antagonisti delle molecole di
segnalazione possono legarsi al recettore delle molecole coinvolte nel quorum sensing,
sostituendole e bloccando il processo [286]. Gli inibitori del quorum sensing possono
essere naturali e sintetici. [ flavonoidi sono metaboliti vegetali naturali noti per la loro
capacita di colpire 1 recettori leganti gli autoinduttori, LasR e RhIR, essenziali per il
quorum sensing, in P. aeruginosa. La presenza dei due gruppi idrossilici nella struttura
principale dell'anello A del flavone ¢ fondamentale per la sua attivitad antagonista
[287,288]. Anche l'inibizione dell'acil-omoserina lattone sulla lattonasi € una strategia
efficace contro P. aeruginosa [289]. In un altro studio, ¢ stata esaminata la potenziale
attivita dei derivati sintetici del 3-acilpirrolo, un elemento presente in molti farmaci e
composti biologicamente attivi, per controllare le infezioni da V. cholerae attraverso
lI'inibizione del quorum sensing [290]. I composti antivirulenti possono anche agire a
numerosi livelli, come ad esempio la modulazione immunitaria dell'ospite, come gli
inibitori del lipide A [189]. Ad esempio, gli antagonisti della fimbria e gli inibitori del
formatore det pili prendono di mira i sistemi di secrezione o 1 sistemi a due componenti.
La FimH di E. coli € un precursore dell'adesina D-mannosio della fimbrina di tipo 1 ed ¢
una delle lectine carboidrati-specifiche piu note, e gli a-D-mannosidi rappresentano un
approccio promettente per inibire la formazione della fimbria attraverso la loro capacita
di antagonismo con la FimH [291]. Un altro fattore di virulenza, particolarmente
importante nei batteri Gram-negativi, ¢ il sistema di secrezione di tipo tre (T3SS), che

consente ai patogeni di iniettare proteine di virulenza direttamente nelle cellule ospiti,
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facilitando la progressione della malattia. E stato dimostrato che gli acilidrazidi
salicilidene sono stati utilizzati per bloccare la virulenza di S. enterica sierotipo

Typhimurium [292,293].
6. Metodi fisico-chimici

6.1. Plasma non termico a pressione atmosferica (APNTP)

Il plasma non termico (o freddo) a pressione atmosferica ¢ una tecnologia emergente
attualmente in fase di studio per quanto riguarda le proprieta antimicrobiche [294].
L'applicazione in vitro dell'APNTP su una vasta gamma di microrganismi ne ha indicato
l'efficacia nell'inattivazione di batteri, virus, funghi e parassiti. Grazie alla sua relativa
facilita d'uso e al suo buon rapporto costo-beneficio, con effetti collaterali locali limitati
finora noti, rappresenta una promettente potenziale alternativa ai trattamenti
antimicrobici convenzionali, anche per alcune infezioni in determinate applicazioni
[295]. Questo campo della medicina al plasma ¢ stato valutato per l'inattivazione
batterica, la sterilizzazione dell'aria, la terapia canalare e la guarigione delle ferite,
soprattutto laddove gli antibiotici tradizionali spesso falliscono [296]. I meccanismi
esatti dell'inattivazione batterica mediata da APNTP sono ancora in fase di studio, ma
sembra essere efficace attraverso prodotti generati, come specie reattive dell'ossigeno
(ROS), specie reattive dell'azoto (RNS), radiazioni UV e particelle cariche all'interno di
una fase gassosa plasmatica [297]. Le specie ROS considerate coinvolte
nell'inattivazione batterica sono l'0zono, l'ossigeno atomico, l'ossigeno singoletto, il
superossido, il perossido e 1 radicali idrossilici [298,299]. 1l funzionamento di base di
questi meccanismi ¢ il danneggiamento degli acidi nucleici da parte delle radiazioni
UV, la perossidazione lipidica causata dalle ROS che si verificano principalmente negli
acidi grassi vicino alla superficie cellulare e la modificazione chimica e la degradazione
delle proteine causata principalmente dai radicali idrossilici. Altri studi hanno anche
riportato l'apoptosi nelle cellule batteriche probabilmente indotta dalle ROS [300]. 11
danno cellulare meccanico, in particolare la rottura elettrostatica causata dalle forze
elettrostatiche delle particelle cariche, si accumula sulle cellule. Il danno cellulare
meccanico ¢ causato anche dall'elettroporazione attraverso il bombardamento diretto di
particelle cariche [301]. E interessante notare che ¢ stato dimostrato che gli organismi
Gram-negativi erano piu sensibili all'lAPNTP rispetto ai Gram-positivi, indicando che il

danno indotto dall'APNTP alla membrana cellulare e alla parete cellulare ¢ un fattore
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critico [295]. E stato riportato che batteri clinicamente importanti sono stati inattivati
utilizzando il plasma freddo [302]. E stato anche dimostrato che 'APNTP inibisce i
batteri sia in sospensione che nei biofilm [294]. L'inattivazione in vitro del biofilm di P.
aeruginosa ¢ stata dimostrata anche utilizzando il sistema al plasma freddo [298]. Un
potenziale vantaggio dell APNTP ¢ l'inattivazione dei batteri senza danneggiare le
cellule di mammifero [295,303,304]. Il plasma freddo pud anche essere combinato con
la terapia antibiotica, sebbene non siano ancora stati trovati tentativi di quantificare il
dosaggio del plasma freddo. [305].

6.2. Chemioterapia antimicrobica sonodinamica

La chemioterapia antimicrobica sonodinamica (SACT) si basa sull'effetto sinergico
degli ultrasuoni (US) e di un composto chimico denominato "sonosensibilizzatore" (SS)
[306], per cui un suono non udibile con una frequenza inferiore a 20 kHz ¢ in grado di
uccidere 1 microrganismi [307-309]. La SACT utilizza la sensibilizzazione del sito
bersaglio con un sono sensibilizzatore non tossico e ultrasuoni a intensita relativamente
bassa e ossigeno molecolare, che pud produrre microbolle attraverso il processo di
cavitazione acustica durante le interazioni tra l'onda US e le cellule bersaglio [13].
L'inattivazione di E. coli ¢ stata segnalata mediante 1'applicazione di ultrasuoni in
combinazione con gli antibiotici convenzionali Ciprofloxacina e Levofloxacina grazie al
miglioramento dell'assorbimento e alla produzione di ROS citotossici [310,311].
Tuttavia, la capacita degli ultrasuoni di migliorare l'assorbimento batterico degli
antibiotici senza attivazione da parte delle radiazioni ¢ ben consolidata [312]. Ancora
piu importante, grazie alle eccellenti caratteristiche di focalizzazione regionale e alla
capacita di penetrare nei tessuti resistenti, la SACT ¢ nota per essere una terapia piu
efficace con minori effetti collaterali [13]. Il vantaggio degli ultrasuoni da un punto di
vista clinico ¢ un'ottima capacita di penetrazione tissutale senza una significativa
attenuazione della sua energia. Questa ¢ una caratteristica interessante e giustifica una
valutazione approfondita [313]. Sono stati identificati sono-sensibilizzatori sia organici
che inorganici. Molti sensibilizzatori inorganici hanno proprieta fisico-chimiche
superiori, ma la traslazione clinica rimane irrisolta a causa della non biodegradabilita e
di potenziali problemi di biosicurezza. Tuttavia, 1 sensibilizzatori organici presentano i
vantaggi di una struttura chiara e di un facile metabolismo, che favorisce 1’applicazione

cliniche [314].
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6.3. Fotoinattivazione

La fotoinattivazione o chemioterapia antimicrobica fotodinamica (PACT) ¢ una
strategia promettente per eliminare i batteri patogeni, che utilizza la luce visibile, un
cromoforo fotosensibilizzante (PS) e l'ossigeno molecolare per creare specie reattive
dell'ossigeno (ROS), che provocano morte della cellulare batterica [315,316]. E stato
dimostrato che la PACT agisce su un'ampia gamma di batteri, ovvero ceppi batterici
Gram-negativi ¢ Gram-positivi, resistenti o sensibili agli antibiotici [315]. Questa
tecnica ha destato molta attenzione nella ricerca come strategia alternativa per
combattere la resistenza antimicrobica [317,318]. I vantaggi della PACT rispetto agli
antibiotici convenzionali in ambito clinico includono l'applicazione localizzata sulla
ferita con minimi effetti collaterali, resistenza e tossicita (Huang et al., 2010). A
differenza degli antibiotici, dosi sub-inibitorie di inattivazione fotodinamica (PDI) non
sono riuscite a indurre mutazioni genomiche o ad aumentare la resistenza fotodinamica
o agli antibiotici [319,320]. Sono stati apportati diversi miglioramenti per posizionare la
PACT come un'alternativa efficace alla chemioterapia antimicrobica, ad esempio.
L'inattivazione antimicrobica consiste nella coniugazione delle porfirine alle
nanoparticelle [315]. Sfruttando le piccole dimensioni delle porfirine e dei coniugati
porfirina-nanoparticelle, i1 fotosensibilizzatori possono attaccarsi alla parete cellulare
batterica attraverso un processo di autoassemblaggio, con conseguente morte cellulare
[315]. E importante migliorare 'applicazione del PACT in ambito dermatologico e nel
controllo delle malattie infettive, in particolare nella gestione dell'acne e delle infezioni
cutanee in generale. Data I'ampia gamma di batteri, ¢ stato osservato che la potenziale
applicazione del PACT nel trattamento delle malattie infettive ¢ ancora arretrato [315].
Sebbene 1'applicazione dei sistemi PACT sia stata ampiamente valutata per l'approccio
topico/locale per le valutazioni su modelli animali, sono ancora necessari ulteriori studi
sull'applicazione sistemica per valutarne completamente la stabilita in vivo e la
posologia. E importante comprendere appieno i loro meccanismi d'azione e
perfezionarli in modo appropriato per migliorarne la sensibilita e la selettivita. In
particolare, la maggior parte degli studi non disponeva di dati sulla tossicita ed ¢
pertanto necessario che gli studi futuri includano studi sulla tossicita. La valutazione del
profilo di tossicita sara importante per garantire la fiducia nei sistemi PACT prima di

sottoporre 1 prodotti finali alle approvazioni normative [315]. Il PACT ¢ inoltre
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fortemente limitato dall'incapacita della luce di penetrare in profondita attraverso i
tessuti dei mammiferi, principalmente a causa di pigmenti endogeni, come la melanina,
che competono con il sensibilizzatore per 1'assorbimento della luce, e rappresenta un
problema particolare nelle infezioni localizzate in cui l'area della ferita pud essere
gravemente scolorita a causa di lividi o inflammazioni, o nei gruppi etnici in cui la pelle
¢ naturalmente fortemente pigmentata (Huang et al., 2008). Attualmente, i
sensibilizzatori  approvati  assorbono nella regione visibile dello spettro
elettromagnetico, limitando la penetrazione della luce a pochi millimetri e riducendo la
capacita dell'APDT di eradicare i batteri situati piu in profondita nelle ferite infette
[321].

6.4. Altri mezzi fisico-chimici

Metalli e ossidi metallici sono stati ampiamente studiati per le loro attivita
antimicrobiche [322]. Le nanoparticelle di ossido metallico, note per il loro potente
effetto antibatterico, includono argento (Ag), ossido di ferro (Fe304), ossido di titanio
(Ti02), ossido di rame (CuO) e ossido di zinco (ZnO). La maggior parte delle
nanoparticelle di ossido metallico mostra proprieta battericide attraverso la generazione
di ROS, sebbene alcune siano efficaci solo grazie alla loro struttura fisica e al rilascio di
ioni metallici. A seguito del divieto imposto in Unione Europea (UE) sull'uso di
antibiotici come promotori della crescita, I'uso di rame o zinco ¢ stato promosso negli
animali da allevamento e nell'acquacoltura. Tuttavia, 1'uso di rame o zinco non solo
provoca danni all'ambiente, ma potrebbe anche favorire la diffusione della resistenza
agli antibiotici tramite co-selezione [323,324]. E ora in vigore nell'UE il divieto di
utilizzo di ZnO come medicinale veterinario a livelli superiori a 150 ppm a partire da

giugno 2022[325].
7. Ruolo atteso dei vaccini nella lotta contro i patogeni della

resistenza antimicrobica

La vaccinazione rappresenta un approccio interessante per prevenire lo sviluppo di
un'infezione e/o malattia nell'uvomo e negli animali, riducendo 1'uso di antibiotici e,
quindi, prevenendo l'insorgenza e la diffusione di patogeni resistenti. I vaccini coniugati
antipneumococcici sono un chiaro esempio dell'efficacia dei vaccini nel ridurre la

resistenza antimicrobica, cosi come il vaccino contro H. influenzae di tipo B. Negli anni
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'90, prima del vaccino coniugato antipneumococcico polivalente, si registravano circa
63.000 casi di malattia pneumococcica negli Stati Uniti, con un conseguente aumento
significativo della resistenza alla penicillina da parte di S. pneumoniae, tra le varie
classi di antibiotici. Dopo I'introduzione del vaccino, non solo si ¢ ridotta la prevalenza
della malattia, ma si ¢ anche ridotta significativamente la colonizzazione batterica di
questo patogeno, che ha chiaramente influenzato la diffusione dei ceppi di resistenza
antimicrobica [326]. Il ruolo dei vaccini nella lotta all'l AMR ¢ sia diretto che indiretto. I
vaccini hanno un effetto diretto sui patogeni resistenti, riducendo l'incidenza delle
infezioni e, indirettamente, riducendo la circolazione di ceppi resistenti all'AMR ad altre
specie non resistenti. Una ridotta incidenza di infezioni ¢ correlata a una ridotta
prescrizione di antibiotici e a una ridotta insorgenza di infezioni secondarie e
superinfezioni che, altrimenti, richiederebbero inevitabilmente un uso massiccio di
antibiotici [327,328]. La ridotta circolazione di patogeni resistenti rende la strategia
vaccinale e il raggiungimento dell'immunita di gregge uno strumento prezioso contro
I'AMR [329]. Recentemente, i programmi di vaccinazione nel bestiame e nel pollame
hanno portato a una drastica riduzione dell'uso di antibiotici € a una concomitante
diminuzione dell'AMR nelle mandrie [330], con importanti benefici anche per la salute
umana attraverso la ridotta circolazione di tratti AMR negli agenti zoonotici [328].
Pertanto, la vaccinazione porta a una riduzione del carico di AMR e, di conseguenza,
dell'uso di antibiotici; altrimenti, 'abuso di antibiotici rappresenta un fattore importante
per l'insorgenza e la diffusione dellAMR in ambito veterinario, agricolo e
nell'acquacoltura. Inoltre, le strategie vaccinali degli ultimi decenni hanno consentito
l'eradicazione di importanti agenti patogeni, come il virus del vaiolo e della peste
bovina [330]. I vaccini sono anche responsabili della quasi completa eliminazione di
poliomielite, difterite, tetano, pertosse, morbillo, parotite e rosolia [331]. Inoltre, il
meccanismo con cui 1 vaccini riducono 1 patogeni e la circolazione dellAMR ¢
completamente diverso da quello degli antibiotici, con conseguente scarsa o nulla
pressione selettiva sui microrganismi; pertanto, la probabilita di comparsa di agenti
patogeni resistenti ¢ decisamente inferiore rispetto agli antibiotici. La resistenza agli
antibiotici € un evento comune, mentre la resistenza ai vaccini ¢ relativamente minima
[332]. La resistenza ai vaccini ¢ stata documentata per alcuni patogeni critici, come il

virus dell'epatite B [333] e la Bordetella pertussis [334]. Inoltre, i vaccini hanno
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comunemente come bersaglio una pluralita di antigeni, aumentando la probabilita di
successo delle misure profilattiche nel tempo; mentre le molecole antibiotiche agiscono
su un singolo bersaglio, con conseguente drastica perdita di efficacia una volta che si
verifica una singola mutazione nei campioni microbici [328,335]. Tuttavia, lo sviluppo
di vaccini contro 1 principali patogeni resistenti agli antibiotici ¢ ancora necessario € si
stanno compiendo importanti sforzi in questo settore. I recenti progressi nella ricerca
delle scienze omiche e della bioinformatica aprono nuove strade per vaccini innovativi
contro 1 patogeni, compresi quelli resistenti agli antibiotici. Le strategie vaccinali
tradizionali si basano sulla somministrazione di patogeni vivi attenuati o germi
inattivati. Entrambi i metodi consentono un'immunizzazione efficiente e la stimolazione
di una buona memoria immunologica, sebbene la seconda strategia sia piu sicura e
meno efficiente e siano necessarie stimolazioni multiple per mantenere la protezione dei
soggetti vaccinati. In seguito all'avvento delle tecniche del DNA ricombinante, la
vaccinologia si ¢ evoluta notevolmente con la produzione di vaccini ricombinanti
caratterizzati da livelli di sicurezza piu elevati e dal potere immunologico dei vaccini
vivi attenuati. Ci0 garantisce un migliore controllo di patogeni, come il virus dell'epatite
B, e la generazione della tossina geneticamente detossificata di B. pertussis [336]. La
tecnologia del DNA ricombinante ¢ stata impiegata per produrre vaccini a subunita, in
cui ci si aspetta che la somministrazione di soli determinanti antigenici fornisca una
buona protezione e un rischio pressoché nullo per la salute del soggetto vaccinato.
Questa tecnologia ¢ stata applicata con successo per produrre il vaccino attenuato contro
I'influenza e il vaccino contro il rotavirus [336-338]. Tra 1 piu recenti successi nel
campo della vaccinologia, anche la vaccinologia inversa ¢ degna di nota. Questo
approccio innovativo si basa sulle informazioni genomiche del patogeno di interesse,
ovvero l'elenco degli antigeni e degli epitopi che il microrganismo ¢ in grado di
esprimere, consentendo cosi uno screening rapido ed equo degli antigeni candidati da
utilizzare per la formulazione vaccinale [339]. La vaccinologia inversa ha portato a un
vaccino efficiente contro il meningococco di sierogruppo B; ¢ stato segnalato il
4CMenB. Un approccio simile ¢ stato fondamentale per la selezione di antigeni
candidati per lo sviluppo di un vaccino contro E. coli [340] e P. aeruginosa [341].
Un'altra strategia innovativa della vaccinologia ¢ 1'uso di vescicole della membrana

esterna come piattaforma vaccinale. Questo approccio si basa sulla produzione di
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vescicole a base di membrana esterna di batteri Gram-negativi opportunamente
modificati per ridurre la reattivita mediata dai lipopolisaccaridi e altre reazioni
interferenti indesiderate. Queste vescicole fungono da immunostimolanti sicuri e potenti
contro 1 patogeni batterici Gram-negativi, come Neisseria meningitidis e Shigella sonnei
[342-345]. Recentemente, la generazione di vaccini antimicrobici glicoconiugati ¢ stata
proposta come una semplice strategia in vivo per produrre vaccini contro batteri
resistenti agli antibiotici. Questa strategia si basa sulla modifica genetica di un singolo
ceppo di E. coli per produrre il vaccino desiderato attraverso 1'oligosaccariltransferasi,
PglIB. Questo enzima catalizza il legame di un polisaccaride antigenico selezionato con
proteine carrier bersaglio che contengono specifici siti di N-glicosilazione. Attraverso la
glicosilazione guidata di specifici antigeni batterici polisaccaridici, ¢ possibile la
produzione efficiente di vaccini glicoconiugati contro patogeni resistenti agli antibiotici,
come Shigella flexneri, S. aureus, P. aeruginosa ¢ K. pneumoniae [346,347], in modo
sicuro (non ¢ necessario coltivare questi patogeni ad alto rischio) ed efficiente [348]. Un
approccio recente per combinare antibiotici e vaccini per trattare la resistenza
antimicrobica ¢ 1'uso di un ipotetico vaccino a spettro ristretto per colpire i ceppi piu
resistenti, incoraggiando cosi la sostituzione con ceppi sensibili. Gli antibiotici
potrebbero quindi essere utilizzati per trattare con successo queste infezioni.[332].
Infine, esiste la possibilita teorica che la riduzione della densita delle popolazioni
microbiche mediante vaccinazione riduca le opportunita di scambio genetico di
elementi di resistenza per i vaccini contro organismi come S. pneumoniae, S. aureus e
membri della famiglia Enterobacterales, che colonizzano asintomaticamente il
rinofaringe, la pelle, l'intestino e altri siti [349]. Sebbene 1 vaccini non siano destinati a
sostituire gli antibiotici, possono contribuire a ridurre al minimo la resistenza
antimicrobica riducendo I'uso di antimicrobici (AMU), per evitare malattie derivanti da
infezioni batteriche da resistenza antimicrobica e per prevenire la diffusione dei batteri

AMR.
8. Strategie non convenzionali

In vista dell'emergenza AMR, sono stati testati diversi farmaci alternativi, tra cui
antistaminici, anestetici, farmaci antinfilammatori non steroidei (FANS), antipsicotici e
farmaci cardiovascolari [350]. Il trapianto di microbiota fecale (FMT) ¢ un' importante

strategia alternativa in fase di sperimentazione per combattere I'AMR. Attraverso la
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somministrazione di materia fecale fresca, congelata o incapsulata da un donatore
idoneo, il microbiota intestinale malsano del paziente viene ripristinato, ristabilendo
l'alfa-diversita. Il trattamento con FMT ¢ particolarmente raccomandato per le infezioni
ricorrenti da Clostridium difficile, mostrando oltre il 90% di efficacia in studi clinici
randomizzati [351]. II FMT ¢ anche efficace nel dislocare gli Enterococchi
vancomicina-resistenti quando questi sono predominanti sul resto del microbiota

intestinale e anche quando ¢ presente C. difficile [352].
Conclusioni

La resistenza antimicrobica, in particolare la resistenza agli antibiotici, continua a
emergere e a diffondersi oltre ogni confine. Non si tratta di un problema isolato, ma ¢
piuttosto associato a molteplici parametri. Sono necessari sforzi coordinati e
collaborazioni multidisciplinari per affrontare I'AMR a livello locale, nazionale e
internazionale. Un forte impegno politico pud svolgere un ruolo fondamentale nella
formulazione di politiche, nell’implementazione clinica, negli aggiornamenti formativi
periodici basati su evidenze scientifiche per regolamentare meglio I'uso e la vendita di
antibiotici sia per 1'uvomo che per gli animali. La promozione non etica degli antibiotici
deve essere controllata e devono essere implementate strategie per eliminarne l'uso
eccessivo o inappropriato. Diversi nuovi approcci sono stati testati per migliorare
l'efficacia degli antibiotici attraverso nuovi bersagli e meccanismi che includono
l'inattivazione, il silenziamento e l'editing dei geni resistenti. E importante sottolineare
che la maggior parte delle nuove strategie alternative non innesca la resistenza agli
antibiotici. Fortunatamente, si stanno esplorando molte nuove strade per combattere la
resistenza attuale ed emergente, anche se ci vorranno diversi anni prima che saremo in
grado di determinarne l'utilita, sia singolarmente che in combinazione, con gli sforzi
compiuti dalle autorita di regolamentazione, dalle istituzioni e dai governi.
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