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Capitolo 1 
 

INTRODUZIONE 
 

 

La resistenza agli antibiotici è oggi riconosciuta come una grave minaccia per la salute 

pubblica che mette a repentaglio la salute di migliaia di pazienti in tutto il mondo [1].  

Infatti, la crescente prevalenza di infezioni nosocomiali e comunitarie, causate da 

batteri patogeni multiresistenti o MDR, sta limitando le opzioni per una efficace 

terapia antibiotica. 

Solo negli Stati Uniti più di due milioni di persone si ammalano di infezioni da 

microrganismi MDR e di questi, 23.000 muoiono a seguito dell’infezione. In Europa 

ogni anno, il numero di infezioni e morti causate dalla maggior parte di batteri multi-

resistenti (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecium, 

Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa) è 

stimata intorno ai 400.000 casi [1].  

Gli effetti dell’antibiotico resistenza non sono limitati unicamente ai pazienti che 

sviluppano infezioni batteriche: numerosi campi della medicina dipendono dalla 

disponibilità e relativa efficacia di questi farmaci; la chemioterapia per la cura del 

cancro, i trapianti di organi, interventi chirurgici, la terapia intensiva neonatale, solo 

per citare alcune delle attività che non potrebbero essere eseguite senza l’ausilio di 

antibiotici efficaci [2]. 

Si prevede che con questa rapidità di diffusione ed acquisizione di meccanismi di 

resistenza e senza lo sviluppo di nuovi agenti terapeutici efficaci, nel 2050 le infezioni 

da organismi MDR causeranno 10 milioni di morti l’anno.  
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Figura 1. Numero di morti attribuite a infezioni da microrganismi multi drug resistant (MDR) 

nel 2050 [3] 

 

I patogeni ESKAPE (E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa e 

specie di Enterobacteriaceae, pur non essendo gli unici patogeni implicati, sono stati 

identificati come una delle emergenze sanitarie più pressanti e che necessitano di 

interventi concreti dal momento che sono responsabili della maggioranza delle 

infezioni nosocomiali/anno e mostrano alti tassi di incidenza di antibiotico-resistenza 

[4]. 

Negli ultimi anni gli sforzi per combattere le infezioni da microrganismi MDR si sono 

concentrati principalmente nei confronti di batteri Gram-positivi che a causa del loro 

ampio repertorio genetico capace di adattarsi e sviluppare resistenze a tutti gli 

antibiotici attualmente disponibili, rappresentano un problema costante che necessita 

di nuove strategie di trattamento [5].  
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Per questo tipo di microrganismi, gli antibiotici attualmente disponibili sono numerosi 

e garantiscono nella maggior parte dei casi una terapia efficace. 

Al contempo, le infezioni causate da bacilli Gram-negativi MDR stanno diventando un 

problema sempre più crescente [6]. I Gram-negativi presentano una struttura cellulare 

più complessa che aumenta la resistenza agli antibiotici e rende difficile lo sviluppo di 

molecole efficaci.  

Contrariamente a quello che si verifica per i batteri Gram-positivi, non ci sono valide 

alternative terapeutiche efficaci nei confronti di bacilli Gram-negativi MDR e la ricerca 

scientifica non sta sperimentando nuove classi di antibiotici specifiche per questo tipo 

di patogeni.  

In un recente studio pubblicato dall’Organizzazione Mondiale della Sanità (WHO), il 

batterio Escherichia coli è stato inserito in una lista di nove microrganismi di interesse 

internazionale capaci di causare le più comuni infezioni in diversi scenari: infezioni 

comunitarie, nosocomiali o trasmesse mediante la catena alimentare [7]. 

L’emergenza e l’aumento di resistenza in E. coli sta complicando il trattamento di 

severe infezioni nosocomiali e stanno emergendo specie potenzialmente resistenti a 

tutti gli antibiotici potenzialmente ad oggi disponibili [8]. 
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1. ESCHERICHIA COLI  
 
 
 

Escherichia coli è stato descritto per la prima volta nel 1885 da un pediatra tedesco, 

Theodor Escherich, col nome di Bacterium coli.  

Il microrganismo è un bacillo Gram-negativo, aerobio facoltativo, non sporigeno, 

provvisto di flagelli e capsula, del genere Escherichia, appartenente alla famiglia delle 

Enterobacteriaceae ed è inserito nel gruppo dei coliformi. Secondo la tradizionale 

classificazione, la specie produce indolo in terreni al triptofano ed è lattosio-

fermentante distinguendosi dai coliformi non termotolleranti per la crescita alla 

temperatura di 44°C [9].  

 

 
 
 
Figura 2. Bacilli di E. coli al microscopio elettronico [10] 

 
 
È un comune costituente della normale flora batterica dell’uomo e di una varietà di 

altri animali. È sia un comune commensale del tratto gastrointestinale che uno dei più 

importanti patogeni nell’uomo [9].  

E. coli è agente eziologico frequente di comuni infezioni batteriche come le infezioni 

delle vie urinarie, infezioni del tratto gastro-enterico, batteriemia; inoltre è 

un’importante causa di meningite neonatale e di polmonite nosocomiale [11]. 
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E. coli è il bacillo Gram-negativo maggiormente riscontrato nel tratto genitale delle 

donne, causa di colonizzazione vaginale e/o endocervicale come anche di infezioni 

nella donna gravida e infezioni neonatali come la sepsi neonatale [12].  

L’Organizzazione mondiale della Sanità (OMS), da circa un decennio, ha riconosciuto la 

specie Escherichia coli come indicatore primario di contaminazione fecale delle acque 

[13].  

 

E. coli comprende un’unica specie, che può essere a sua volta suddivisa in tre 

sottospecie principali:  

1. Ceppi commensali dell’organismo. Essi colonizzano abitualmente l’intestino 

crasso dell’ospite sano, rappresentando la comunità batterica predominante, 

fanno parte cioè del normale microbiota intestinale e sono sprovvisti dei fattori 

di virulenza che caratterizzano i ceppi patogeni. Sono in grado di causare 

manifestazioni patologiche solo in presenza di condizioni particolari (come un 

significativo trauma addominale e conseguente colonizzazione di distretti 

diversi da quello intestinale e/o immunocompromissione dell’ospite).  

2. Ceppi patogeni intestinali. Sono isolati che causano unicamente infezioni 

enteriche che variano per presentazione clinica e patogenesi in merito ai diversi 

fattori di virulenza caratteristici di ogni ceppo. In base al meccanismo 

patogenetico vengono identificati 6 distinti “patotipi” batterici:  

• E. coli enteroemorragico (EHEC) o produttore della tossina di Shiga (STEC); 

• E. coli enterotossigeno (ETEC); 

• E. coli enteropatogeno (EPEC); 

• E. coli enteroaggregante (EAEC); 

• E. coli enteroinvasivo (EIEC); 

• E. coli diffusamente enteroaderente (DAEC) 

 

3. Ceppi di E. coli patogeni extra intestinali. Questi ceppi sono la principale causa 

di infezioni extra intestinali nell’uomo. Sebbene vengano tradizionalmente 

designati come ceppi di E. coli uropatogeni, data la loro associazione con le 

infezioni delle vie urinarie dove E. coli è in assoluto l’agente eziologico di più 



 6 

frequente riscontro, in realtà questi ceppi sono gli agenti eziologici responsabili 

di diverse infezioni extra intestinali [14].   

 
E. coli, inoltre, può essere separato in cinque principali gruppi filogenetici: A, B1, B2, D 

ed E [15]. La maggior parte dei ceppi patogeni extra- intestinali, inclusi i ceppi UPEC 

appartengono al gruppo B2 e in misura minore al gruppo D; i ceppi commensali 

appartengono primariamente al gruppo filogenetico A [16]. I ceppi isolati dal gruppo 

B2 tendono ad avere più fattori di virulenza e meno geni di resistenza, a differenza dei 

ceppi isolati dal gruppo A, meno virulenti ma più resistenti [17,18].  

È sierologicamente differenziabile per la presenza di tre antigeni: 

▪ Antigene O (somatico), lipopolisaccaridico e termostabile, in cui si riconosce 

l’attività endotossinica del microrganismo e che consente la distinzione di 

almeno 170 sierogruppi differenti; 

▪ Antigene H (flagellare), incostante, termolabile e tipo-specifico (permette di 

riconoscere 56 sierotipi diversi); 

▪ Antigene K (capsulare), incostante, che consente l’identificazione di oltre 100 

tipi antigenici ed è differenziato in tre varianti (A, L e B), di cui la più importante 

dal punto di vista clinico è la B [19]. 

 
 
1.1 FATTORI DI VIRULENZA E PATOGENICITA’ 
 
E. coli presenta un ampio spettro di fattori di virulenza. In aggiunta ai fattori comuni 

posseduti da tutti i membri della famiglia delle Enterobacteriaceae, in E. coli sono 

particolarmente importanti: 

▪ le adesine; 

▪ le esotossine; 

Il batterio E. coli presenta numerose adesine specializzate, che gli permettono di 

legarsi e permanere sia nel tratto gastroenterico, che all’epitelio uretrale e renale che 

alla superficie dei cateteri urinari cosi da permettere la formazione di biofilm. Queste 

adesine comprendono: 

▪ Antigeni del fattore di colonizzazione (CFA/I, CFA/II, CFA/III) 

▪ Fimbrie di adesione aggreganti (AAF/I e AAF/II) 
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▪ Pili formanti fasci (Bfp) 

▪ Intimina 

▪ fimbrie tipo 1  

▪ fimbrie tipo 3 

▪ fimbrie F1c/s 

▪ fimbrie P 

▪ adesine X 

▪ Proteine Ipa (antigene plasmatico di invasione); 

 

E. coli, inoltre, produce numerose esotossine, ovvero: 

▪ Tossine Shiga-like: Stx-1 e Stx-2 

▪ Tossine termostabili (Sta e STb) 

▪ Tossine termolabili (LT-I e LT-II) 

▪ Tossina -emolisina HlyA 

▪ Fattore citotossico necrotizzante tipo 1 (CNF1) 

▪ SPATEs (serina proteasi autotrasportatore delle Enterobacteriaceae) 

▪ Lipopolisaccaride endotossina (LPS); 

Sono descritti altri fattori di virulenza quali: 

▪ Meccanismi di acquisizione del ferro: recettori Haem e siderofori (molecole 

chelanti il ferro come l’enterobactina, aerobactina, salmochelina e 

yersiniabactina). Entrambi questi meccanismi garantiscono la disponibilità di 

ferro nel tratto urinario, contribuendo cosi alla sopravvivenza e persistenza di E. 

coli nel tratto urinario; 

▪ Evasione del sistema immunitario dell’ospite: soppressione della produzione di 

citochine e chemochine, resistenza alla fagocitosi (grazie all’antigene O del LPS 

e antigene K della capsula polisaccaridica) 

▪ Formazione di biofilm: responsabile di persistenza e ricorrenza di episodi di UTI 

[20] 
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1.2 MANIFESTAZIONI CLINICHE 

I principali siti d’infezione sono: 

• Tratto urinario, sia delle basse vie (uretriti), sia delle alte vie (pielonefriti), 

legate a E. coli uropatogeni (UPEC) 

• Meningi: meningiti neonatali, legate a ceppi con antigeni K1; 

• Infezioni nosocomiali e iatrogene; 

• Tratto gastro-enterico: gastroenteriti  

 

E. Coli uropatogeno (UPEC) 

E. coli è la principale causa di infezione delle vie urinarie (UTI) che si può presentare 

come batteriuria asintomatica, cistite, uretrite, pielonefrite, e prostatite nell’uomo. E. 

coli uropatogeno (UPEC) è l’agente eziologico principale nel 75% dei casi di UTI non 

complicate e nel 65% dei casi di UTI complicate [21].  

 

 

Figura 3. Fattori di virulenza di E. coli uropatogeno (UPEC). E. coli gioca diverse strategie per 

causare infezione delle vie urinarie e resistere alle difese immunitarie dell’ospite [20] 
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E. coli enterotossigeni (ETEC)  

Rappresentano la principale causa di diarrea infantile nei paesi in via di sviluppo. Sono 

provvisti di adesine specifiche per la mucosa intestinale, rappresentate da CFA-I e CFA-

III, codificate da plasmidi. La loro azione patogena si esplica attraverso la produzione di 

due enterotossine: la tossina termolabile (LT) e la tossina termostabile (ST) che 

promuovono un incremento della concentrazione cellulare di cAMP e cGMP, 

rispettivamente. Questi mediatori stimolano la secrezione di sali minerali e di acqua 

dall’enterocita al lume intestinale: la diarrea acquosa riconosce questa patogenesi. 

L’infezione si manifesta dopo un periodo di incubazione di 1-7 giorni, con la comparsa 

di diarrea acquosa e crampi addominali. Rara è la febbre. 

E. coli enteropatogeno (EPEC) 

In passato i ceppi EPEC sono stati una delle principali cause di diarrea infantile nei 

paesi occidentali, attualmente sono divenute sporadiche in questi paesi a differenza 

dei paesi in via di sviluppo. EPEC penetra attraverso lo strato di muco che riveste gli 

enterociti ed aderisce alla mucosa, dove provoca scomparsa dei microvilli e formazione 

di veri e propri agglomerati batterici. La malattia si manifesta dopo un periodo di 

incubazione di 24-48 ore, con la comparsa di diarrea acquosa, contenente muco ma 

non sangue. La malattia si risolve spontaneamente nell’arco di alcuni giorni ma può 

persistere per settimane nei pazienti defedati.   

 

E. coli enteroaggregante (EAEC) – E. coli diffusamente enteroaderente (DAEC) 

I ceppi aderiscono per mezzo di pili alla mucosa intestinale e si aggregano con 

formazione di biofilm mucoso. Una volta aggregati, liberano una citotossina diversa, 

ma simile alle enterotossine ST e LT. Causano una diarrea acquosa muco-sanguinolenta, 

associata a vomito, disidratazione, con dolori addominali. Rara la febbre. I ceppi DAEC 

sono anch’essi capaci di aderire alle cellule ma non determinano la formazione di 

aggregati, non elaborano enterotossine e non invadono le cellule intestinali; sono ad 

oggi sconosciuti i meccanismi con cui determinano diarrea.  

Le infezioni di questi ceppi di E.coli sono diffuse soprattutto nei paesi in via di sviluppo, 

dove colpiscono principalmente i bambini. 

 

E. coli enteroinvasivi (EIEC) 
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Si attaccano alla mucosa dell’intestino crasso ed invadono le cellule per endocitosi. 

Dopo aver lisato il vacuolo di endocitosi, si moltiplicano all’interno della cellula, che 

viene uccisa. La diffusione alle cellule adiacenti determina una notevole distruzione 

della mucosa intestinale e infiammazione. La loro invasività è legata ad un’isola di 

patogenicità a localizzazione plasmidica, che codifica per un fattore di invasività. 

Inizialmente la diarrea è di tipo acquoso poi diventa muco-sanguinolenta con pus, 

associata a febbre e dolori addominali.  

 

E. coli enteroemorragico (EHEC) o produttore della tossina di Shiga (STEC) 

Appartengono principalmente al sierotipo O157:H7 e sono la causa crescente di 

infezioni acquisite per via alimentare legate al consumo di carne bovina contaminata 

durante la lavorazione. Queste infezioni risultano frequenti a causa della ridotta carica 

batterica necessaria per determinare la malattia (anche solo 100 CFU).  

I ceppi STEC producono un’enterotossina che ha le medesime caratteristiche di 

virulenza e lo stesso meccanismo di azione della tossina di Shiga; ne sono note due 

varianti: 

- STx1, prodotta dai sierotipi non -O157 

- STx2, prodotta dai ceppi O157  

Clinicamente questa enterite si manifesta 3-4 giorni dopo l’ingestione dell’alimento 

contaminato con la comparsa di diarrea sanguinolenta, accompagnata nel 90% dei casi 

da dolore addominale e tenesmo. La malattia regredisce in genere in una settimana, 

ma talora si può complicare con la comparsa della sindrome emolitico-uremica (SEU), 

caratterizzata da anemia emolitica microangiopatica, trombocitopenia, oligo-anuria. La 

SEU si sviluppa generalmente dopo una settimana dell’esordio clinico dell’infezione, 

quando la sintomatologia intestinale è in fase di remissione [9,22].  

 

Recenti evidenze indicano come E. coli possa essere coinvolto nella patogenesi delle 

malattie infiammatorie croniche intestinali (IBDs), quali il Morbo di Crohn e la 

rettocolite ulcerosa.  

Sappiamo come il microbiota intestinale è uno dei fattori maggiormente coinvolti; 

anche se ancora oggi non è chiaro quale specie batterica sia responsabile della perdita 

di equilibrio nella relazione ospite-patogena in queste patologie.  



 11 

Nei pazienti con morbo di Crohn, specialmente quelli con malattia attiva a 

localizzazione ileale, c’è una proliferazione eccessiva di E. coli [23,24] e l’incremento 

dei suoi ceppi è stato correlato con un minor tempo di recupero prima delle recidive 

[25]. In questi casi E. coli si può frequentemente riscontrare nella mucosa intestinale, 

nella lamina propria, nella sottomucosa, come anche nei centri germinativi dei follicoli 

linfonodali e nei granulomi [26]. La caratterizzazione molecolare da questi pazienti ha 

dimostrato che i ceppi appartengono al gruppo di E. coli patogeni extraintestinali 

(ExPEC) [23,27,28] ma studi recenti hanno rivelato come alcuni ceppi isolati avessero 

aspetti fenotipici patogenetici diversi, tanto che fu definito un nuovo patotipo di E. coli 

associato con la malattia di Crohn denominato E. coli aderente-invasivo (AIEC) [29]. 

Anche nei pazienti con rettocolite ulcerosa, ritroviamo incremento di ceppi 

appartenenti al gruppo di E. coli patogeno extra intestinale, che si può ritrovare nelle 

cellule epiteliali intestinale e nella lamina propria [26,27]. 

 

 

E. coli è la seconda causa di meningite neonatale raggiungendo alti tassi di mortalità 

(20-29%) e morbidità tra i neonati. L’incidenza di questa condizione si attesta intorno a 

0.1/1000 neonati vivi nei paesi industrializzati [30]. Un 90% di queste infezioni si 

verifica nel periodo neonatale (< 28 giorni di vita) e solo un 10% avviene nei bambini di 

età compresa tra 1 e 3 anni [31,32].  

A seguito di questa infezione, i neonati riportano gravi sequele neurologiche che sono 

più frequenti e importanti quando la meningite si accompagna a ventricolite o ascesso 

intracerebrale [33].  

Lo sviluppo di meningite neonatale da E. coli prevede tre steps: (i) traslocazione dal 

lume intestinale, dalle vie urinarie o dall’utero della madre, nel sangue; (ii) 

moltiplicazione intravascolare; (iii) passaggio attraverso la barriera emato-encefalica e 

invasione dello spazio subaracnoidale [30,34  

Circa l’80% dei ceppi che sono causa di meningite appartengono al sierotipo capsulare 

K1, e i sierotipi O18:K1 e O7:K1 sono quelli più frequentemente coinvolti [35,36]. 

I fattori di virulenza associati a questi ceppi di E. coli sono correlati alle proteine della 

membrana esterna (antigene capsulare K1, proteina OmpA), siderofori, adesine 

(fimbrie P, fimbrie S, fimbrie tipo 1) e geni di invasività [37]. 
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La sepsi neonatale ha un’incidenza di 1/1000 neonati a termine e di 4/1000 neonati 

pretermine che può arrivare a 300/1000 nei neonati con basso peso alla nascita. La 

sepsi da infezione batterica è una delle più importanti cause di morbidità e mortalità 

nei neonati sia nei paesi industrializzati che nei paesi in via di sviluppo [38].  

Molti di questi patogeni batterici si ritrovano nella vagina, cervice o nel retto delle 

donne gravide e possono raggiungere il feto o attraversando la membrana amniotica o 

infettando direttamente il bambino durante l’attraversamento del canale del parto 

[39].  

La sepsi neonatale può essere suddivisa in: 

• Sepsi neonatale precoce (EONS): i microrganismi maggiormente in causa sono E. 

coli e Streptococco del gruppo B (GBS), seguiti da Listeria monocytogenes e 

Haemophilus influenzae; 

• Sepsi neonatale tardiva (LONS): i microrganismi associati sono E. coli, S. aureus, 

K. pneumoniae, P. aeruginosa, Candida spp. e GBS; 

 

I fattori di virulenza coinvolti comprendono fimbrie, tossine, LPS, e un ruolo 

predominante lo gioca il gene IbeA codificante per la proteina omonoma che permette 

la traslocazione del battere attraverso la membrana amniotica [40].  
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Figura 4. Tabella riassuntiva con tutti i ceppi patogenici di E. coli [22] 

 

 
1.3 ANTIBIOTICO-RESISTENZA  
 
E. coli può essere considerato un sensore della situazione attuale concernente 

l’antibiotico resistenza.  

E. coli è intrinsecamente suscettibile alla maggior parte degli antibiotici in uso 

clinicamente, ma diversi ceppi hanno sviluppato meccanismi di antibiotico resistenza, 

sia di tipo mutazionale sia legati alla capacità di acquisire geni di resistenza, per la 

maggior parte mediante trasferimento genico orizzontale [41].  



 14 

 

Figura 5. Tassi di resistenza per E. coli fino all’aprile 2013 in differenti aree geografiche. 3-CG: 

cefalosporine di III generazione; FQ, fluorochinoloni [41]. 

 

I meccanismi più rilevanti e studiati sono l’acquisizione di geni codificanti per -

lattamasi ad ampio spettro (la quale conferisce resistenza alle cefalosporine ad ampio 

spettro), carbapenemasi (conferisce resistenza ai carbapenemi), metilasi 16S rRNA 

(conferisce resistenza globale agli aminoglicosidi), acquisizione di geni di resistenza 

veicolati da plasmidi (PMQR) che conferiscono resistenza ai (fluoro)chinoloni e geni 

mcr che conferiscono resistenza alle polimixine [42]. Oltre ai meccanismi di resistenza 

acquisiti, le mutazioni spontanee in geni bersaglio degli antibiotici rappresentano una 

componente importante nella resistenza ai chemioterapici. Le principali mutazioni che 

conferiscono resistenza riguardano le topoisomerasi (resistenza ai chinolonici) e gli LPS 

(resistenza alla colistina). 

 

La resistenza ai chinolonici sta rapidamente incrementando negli ultimi anni. I bersagli 

molecolari dell’azione dei chinoloni sono rappresentati da due topoisomerasi 

batteriche: la DNA girasi (topoisomerasi II) e la DNA topoisomerasi IV, entrambi questi 

enzimi essenziali per la replicazione del DNA batterico. La DNA girasi, responsabile 
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della super spiralizzazione negativa del DNA è un tetramero composto da due unità 

monomeriche, GyrA e GyrB codificate da due diversi geni, gyrA e gyrb rispettivamente. 

Anche la topoisomerasi IV è un enzima composto da quattro subunità monomeriche 

omologhe: due subunità Parc e due subunità ParE, codificate dai geni parC e parE 

rispettivamente. Essa è responsabile della separazione delle due molecole di DNA che 

derivano dal processo di replicazione del cromosoma batterico.  

Attualmente i meccanismi di resistenza che possiamo ritrovare in E. coli sono tre. Il 

primo meccanismo riguarda le mutazioni dei geni gyrA e parC mappate in una regione 

chiamata regione determinante la resistenza ai chinolonici (QRDR). Giocano un ruolo, 

sebbene minore, le mutazioni dei geni gyrB e parE nell’acquisizione di resistenza ai 

chinolonici. [43,44]. 

Un altro meccanismo di resistenza ai chinolonici è la riduzione dell’accumulo 

intracellulare del farmaco stesso, che può essere correlato sia a un decremento di 

permeabilità della membrana esterna, sia ad un aumentato efflusso del farmaco fuori 

dalla cellula tramite pompe di efflusso, a seguito di una aumentata espressione di 

AcrAb, YdhE, MdfA, tre costituenti delle pompe di efflusso [45]. 

Inoltre, sono stati descritti meccanismi di resistenza mediati da plasmidi; di questi il più 

importante è l’acquisizione di un gene qnr che codifica per un peptide in grado di 

proteggere i complessi della DNA girasi e della DNA topoisomerasi IV [46]. 

 

I carbapenemi sono i farmaci di scelta per trattare infezioni causate da 

Enterobacteriaceae produttori di -lattamasi ad ampio spettro (ESBL). Ad oggi il loro 

utilizzo viene fortemente contrastato dalla proliferazione di Enterobacteriaceae 

resistenti ai carbapenemi. I meccanismi descritti sono: (i) la presenza di ESBLs o enzimi 

AmpC in combinazione con mutazioni delle porine, e (ii) la produzione di 

carbapenemasi [47,48].  

Ceppi di E. coli produttori di carbapenemasi rappresentano una minaccia crescente per 

la popolazione generale in questo risultano resistenti alle maggiori classi di antibiotici 

presenti in commercio [48,49]. 

 

In Europa (European Centre for Disease Prevention and Control 2015) la prevalenza di 

E. coli resistente alle aminopenicilline (ampicillina o amoxicillina) è del 57.1%, ai 
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fluorochinoloni è del 22.4%, alle cefalosporine di III generazione è del 12.0% e agli 

aminoglicosidi (gentamicina o tobramicina) è del 9.0%. Inoltre, il 4.8% dei ceppi sono 

co-resistenti contemporaneamente alle cefalosporine di III generazione, 

fluorochinolonici e aminoglicosidi [41].  

 

 

1.4 OPZIONI TERAPEUTICHE 

Ci sono varie opzioni per il trattamento di infezioni causate da E. coli sensibile, incluse 

le penicilline, le cefalosporine, associazione -lattamici + inibitori delle -lattamasi 

(BLBLI), monobattami, carbapenemi, fluorochinoloni, aminoglicosidi e 

trimetoprim/sulfametoxazolo (TMP-SMX). 

Ad oggi, l’incremento di resistenza agli antibiotici in E. coli limita significativamente le 

opzioni terapeutiche più appropriate. 

Nelle ultime decadi il numero di ceppi produttori di -lattamasi ad ampio spettro (ESBL) 

o di Ampc mediata da plasmidi (pAmpc) è incrementato drammaticamente [41].  

I carbapenemi sono considerati i farmaci di scelta per il trattamento di infezioni severe 

causate da ceppi produttori di ESBLs [50] in quanto la loro attività antibatterica non 

viene compromessa da questi enzimi. Inoltre, i risultati di alcuni studi osservazionali 

hanno mostrato come i carbapenemi siano associati con un miglior outcome clinico 

rispetto alle cefalosporine o ai fluorochinoloni [51]. I maggiori risultati sono stati 

ottenuti con imipenem e meropenem, e più recentemente con ertapenem [52].  

L’incremento nella prescrizione e nel consumo di carbapenemi è però allarmante data 

l’emergenza di ceppi produttori di carbapenemasi. Per questo motivo, è necessaria la 

ricerca di alternative ai carbapenemi per quanto riguarda i ceppi ESBL e produttori di 

carbapenemasi. 

ESBL (ma non Ampc) sono inibiti dagli inibitori delle -lattamasi per cui possono essere 

attive sia la combinazione amoxicillina-acido clavulanico che piperacillina-tazobactam. 

La combinazione piperacillina-tazobactam ma non amoxicillina-acido clavulanico ha 

mostrato ridotta attività quando testata contro un elevato inoculo di E. coli 

(produttore o non produttore ESBL) sia in vivo [53] che in vitro [54]. È ancora 

controverso se i BLBLI siano più efficaci dei carbapenemi. 



 17 

La temocillina, un -lattamico attivo sia contro ESBL che pAmpc, è un interessante 

agente antimicrobico che ha mostrato ottimi risultati in studi non controllati, ma è 

commercializzato ancora in pochi paesi [55]. 

Alcune cefalosporine, in particolare ceftazidime e cefepime, risultano attive contro i 

produttori ESBL secondo gli attuali breakpoints EUCAST ma mancano dati clinici per 

infezioni severe [56]. 

La produzione di carbapenemasi riduce drammaticamente le opzioni terapeutiche. Gli 

enzimi carbapenemasi si ritrovano frequentemente in K. pneumoniae ma possono 

essere riscontrati anche in E. coli. In questo caso l’opzione terapeutica dipende dal tipo 

di carbapenemasi prodotta; in genere aztreonam è attiva contro le metallo--lattamasi 

(MBL); le cefalosporine contro i produttori OXA-48 a meno che non ci sia una co-

produzione ESBL o AmpC, condizione che in genere è molto frequente.  

In definitiva, gli antibiotici maggiormente utilizzati nel caso di ceppi produttori di 

carbapenemasi sono la la colistina, la tigeciclina, la fosfomicina e, in determinati casi, 

gli aminoglicosidi [57]. 
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2. COLISTINA 

 

 

La colistina è un antibiotico polipeptidico appartenente alla classe delle polimixine, 

noto anche come polimixina E.  

Le polimixine sono antibiotici polipeptidici che comprendono 5 diversi composti 

chimici (polimixina A-E) prodotti da alcuni ceppi di Bacillus Polimixia [58]. Solo la 

polimixina B e la polimixina E vengono usate nella pratica clinica. Le polimixine sono 

attive in maniera selettiva contro i batteri Gram-negativi, incluse le specie di A. 

Baumanii, P. Aeruginosa, Klebsiella e Enterobacter [59].  

 

2.1 STRUTTURA CHIMICA 

 

Le polimixine sono dei polipeptidi basici ciclici con una lunga coda e che possiedono 

proprietà di essere detergenti cationici.  

La colistina è un decapeptide cationico ciclico legato ad una catena di acido grasso 

mediante legame ad -amido [60]. Il suo peso molecolare è di 1750 Da.  

Ci sono due forme di colistina disponibili in commercio: la colistina solfato e 

il colistimetato sodico (anche chiamata colistina sodio metansolfonato). La colistina 

solfato è un catione, mentre il colistimetato sodico è un anione, prodotto dalla 

reazione della colistina con formaldeide e  bisolfito di sodio [61,62]. 

 

https://it.wikipedia.org/wiki/Catione
https://it.wikipedia.org/wiki/Anione
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Figura 6. Struttura chimica di colistina e di colistimetato sodico [59] 

 

 

2.2 SPETTRO D’AZIONE 

 

La colistina e la polimixina B hanno una eccellente e selettiva attività battericida nei 

confronti della maggior parte di bacilli aerobi Gram-negativi. In particolare risultano 

sensibili all’azione dell’antibiotico, E. coli, A. Baumanii, Shigella, Salmonella, 

Pasteurella, Enterobater aerogenes, K. Pneumoniae e P. aeruginosa [63,64]. 

La colistina ha inoltre dimostrato di possedere una considerevole attività in vitro 

contro Stenotrophomonas maltophilia e contro diverse specie di Micobatteri, incluso 

Mycobacterium tubercolosis [65,66]. 

Specie di Proteus, Neisseria e Brucella risultano invece intrinsecamente resistenti 

[58,67].  

 

2.3 MECCANISMO D’AZIONE 

 

Il bersaglio dell’attività antimicrobica della colistina è la parete batterica. L’iniziale 

interazione della colistina con la membrana esterna batterica avviene mediante 
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interazioni elettrostatiche tra il polipeptide cationico (la colistina) e il lipopolisaccaride 

(LPS) situato nel versante esterno della membrana dei batteri Gram-negativi [59]. La 

molecola del lipopolisaccaride gioca un ruolo determinante nel mantenimento della 

funzione di barriera della membrana esterna e partecipa estensivamente nel processo 

di interazione ospite-patogeno. Il LPS è costituito da una molecola di lipide A, un core 

oligosaccaridico e una molecola di antigene O [68]. 

La colistina agisce sostituendo magnesio (Mg2+) e calcio (Ca2+) che sono i costituenti 

normali del LPS, portando cosi uno squilibrio nella struttura della membrana esterna. Il 

risultato di questo processo causa un incremento di permeabilità di membrana, 

perdita di materiale cellulare e infine morte della cellula [69,70]. 

In aggiunta a questa attività diretta antibatterica, la colistina mostra anche una 

potente attività anti-endotossina. Nei batteri Gram-negativi l’endotossina è costituita 

dalla molecola di lipide A che costituisce il LPS. 

 

2.4 MECCANISMI DI RESISTENZA 

 

Essendo molecole tensioattive, le polimixine interagiscono con i fosfolipidi della 

membrana cellulare alterandone la permeabilità e risultando battericide, ed è proprio 

il contenuto in fosfolipidi del complesso parete – membrana cellulare batterica a 

determinare la sensibilità alle polimixine; la struttura di parete carente in fosfolipidi di 

alcuni batteri li rende resistenti a questi antibiotici [71].  

La resistenza può svilupparsi in alcuni batteri attraverso modificazioni della struttura 

dei lipopolisaccaridi della parete che inibiscono il binding delle polimixine alla parete 

batterica. Studi di ceppi di P. aeruginosa resistenti alle polimixine hanno dimostrato 

come un’alterazione nel contenuto della membrana cellulare esterna (diminuzione 

strato LPS, ridotti livelli di proteine situate negli strati più esterni, riduzione nel 

contenuto di Mg 2+ e ca2+ e alterazioni lipidiche) è correlata con lo sviluppo di 

resistenze [72,73,74]. 

Alcuni ceppi batterici, come il Bacillus polimixia sottospecie colistinus, sono in grado di 

produrre l’enzima colistinasi che inattiva la colistina [75].  

Recentemente, è stato individuato in E. coli il primo meccanismo di resistenza 

acquisita alla colistina che è codificato dal gene mcr (mobilized colistin resistance). 
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Questo gene codifica per una fosfoetanolammintrasferasi, che permette il legame di 

una fosfoetanolammina al lipide A del LPS. In questo modo la carica netta del LPS si 

riduce, così come l’affinità per la colistina che non riesce più a legarsi efficacemente 

[76]. La pericolosità di questo gene è dovuta a due caratteristiche: (i) capacità di 

trasferimento elevata in quanto mcr è frequentemente localizzato su elementi genetici 

mobili ed è stato rilevato in moltissime specie Gram-; (ii) sono state caratterizzate fino 

ad oggi 9 diversi tipi di mcr, ognuno dei quali mostra una grande variabilità (ad 

esempio le varianti di mcr-1 caratterizzate fino ad oggi sono 12). 

 

2.5 INDICAZIONI 

• Il colistimetato sodico viene utilizzato per trattare le infezioni da parte di P. 

aeruginosa specialmente in pazienti affetti da fibrosi cistica e da ceppi 

di Acinetobacter resistenti ad altri tipi di antibiotici, tuttavia, sono stati individuati 

ceppi resistenti anche alla colistina. In alcuni casi il colistimetato sodico è stato 

anche somministrato per via intratecale e intraventricolare in pazienti affetti 

da meningite o ventricolite sostenute da A. baumanii e P. aeruginosa [77]. Alcuni 

studi hanno indicato che la colistina può essere utile per il trattamento di infezioni 

causate da ceppi resistenti ai carbapenemi di A. baumannii. Il colistimetato sodico 

è una forma proattiva del farmaco e viene prontamente idrolizzata in soluzione 

acquosa in una varietà di derivati attivi metansolfonati [78]. 

• La colistina solfato è molto stabile, è somministrata oralmente e può essere 

usata per il trattamento di infezioni intestinali sostenute da batteri Gram-negativi 

[79].  

  

2.6 EFFETTI COLLATERALI E TOSSICITA’  

 

La somministrazione parenterale di colistina può provocare danno renale tubulare, con 

aumento dell’azotemia, albuminuria ed ematuria. La funzione renale va quindi 

attentamente monitorata [71]. 

Fenomeni neurotossici quali parestesia periorale, atassia, convulsioni possono 

verificarsi con un’incidenza piuttosto bassa. L’incidenza di neurotossicità correlata alla 

https://it.wikipedia.org/wiki/Fibrosi_cistica
https://it.wikipedia.org/wiki/Meningite
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Ventricolite&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Acinetobacter_baumannii&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/wiki/Idrolisi
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colistina riportata in letteratura si attesta intorno al 7% con le parestesie come evento 

principale [71]. Sono stati anche descritti fenomeni di debolezza muscolare legati ad 

un blocco neuromuscolare simile a quello che si verifica con gli aminoglicosidi. Tale 

blocco muscolare può progredire fino all’apnea in caso di concentrazioni plasmatiche 

elevate. Particolarmente a rischio sono i pazienti affetti da fibrosi cistica (29% dei 

pazienti trattati con colistina ha avuto parestesie, atassia o entrambe le condizioni) 

[80,81]. Sia la nefrotossicità che la neurotossicità sono dose-dipendenti e in genere 

sono condizioni reversibili dopo cessazione della somministrazione della terapia.  

La somministrazione per via orale può causare nausea, vomito, e diarrea. Lo sviluppo 

di colite pseudomembranosa rappresenta un raro ma potenziale effetto collaterale. 

L’applicazione topica cutanea può causare raramente reazioni di ipersensibilità, rash 

cutaneo, prurito generalizzato, febbre. L’incidenza di reazioni allergiche è stimata 

intorno al 2% [82].  

La somministrazione di colistina per aerosol potrebbe complicarsi con 

broncocostrizione e senso di costrizione toracica. Viene indicato pre-trattamento con 

farmaci 2-agonisti inalatori che potrebbe ridurre il manifestarsi di broncostrizione 

[83].  

La somministrazione intraventricolare di colistina, specialmente ad alte dosi, può dare 

convulsioni.  

 

2.7 INTERAZIONI 

 

L’impiego contemporaneo di bloccanti neuromuscolari o di antibiotici aminoglosidici è 

controindicato per la sommazione degli effetti a livello della placca neuromuscolare 

[71].  

Ci sono diversi studi clinici in letteratura riguardo l’attività sinergica della colistina con 

altri agenti antimicrobici contro batteri Gram-negativi multi-resistenti (MDR).  

Un trial clinico sull’efficacia della colistina in 53 pazienti con fibrosi cistica con 

esacerbazioni di infezione polmonare cronica a causa di P. aeruginosa MDR ha 

evidenziato come la combinazione della colistina con un agente anti-Pseudomonas 

(piperacillina, aztreonam, ceftazidime, imipenem o ciprofloxaxina) fosse più efficace 

rispetto alla monoterapia con la sola colistina [84].  
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La combinazione di colistina, rifampicina e amikacina mostra sinergia in vitro e risulta 

efficace nel trattamento di ascessi multipli da P. aeruginosa MDR in pazienti 

immunocompromessi [85]. Inoltre, in un recente studio è stata documentata sinergia 

in vitro della colistina con la rifampicina, e in misura minore della colistina con 

l’associazione trimetoprim-sulfametoxazolo, nei confronti di ceppi di S. maltophilia 

[86].  
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3. PEPTIDI ANTIMICROBICI 

 

 

I peptidi antimicrobici o AMPs, anche conosciuti come “host defense peptides”, sono 

piccoli peptidi, composti da 10 a 50 amminoacidi, anfipatici, carichi positivamente e 

presenti in tutte le forme di vita, dai microrganismi agli esseri umani [87]. Gli AMPs 

sono importanti componenti dell’immunità innata, termine con il quale intendiamo 

una serie di risposte non specifiche, geneticamente determinate, che non richiedono 

una precedente esposizione ad agenti esterni potenzialmente patogeni, attuate al fine 

di proteggere l’organismo da infezioni [88].  

Gli AMPs hanno mostrato una forte attività antimicrobica contro un ampio spettro di 

microrganismi, inclusi batteri Gram-negativi e Gram-positivi, funghi e virus e protozoi 

unicellulari [89].  Inoltre, sono efficaci anche contro microrganismi patogeni resistenti 

agli antibiotici convenzionali [90].  La maggior parte degli AMPs uccidono i batteri 

direttamente, mentre altri agiscono indirettamente incrementando le proprietà 

immunomodulanti dell’ospite [87]. 

Gli AMPs si trovano nelle secrezioni delle cellule epiteliali di cute e mucose e nei 

granuli dei neutrofili [91,92]. Nella maggior parte dei casi gli AMPs vengono prodotti 

come precursori inattivi, che necessitano di un taglio proteolitico per l’attivazione [93]. 

Alcuni peptidi sono espressi costitutivamente, vengono immagazzinati come precursori 

inattivi nei granuli e vengono poi rilasciati nei siti di infiammazione e infezione, mentre 

altri vengono sintetizzati in risposta alla presenza di citochine o di pattern molecolari 

associati ai patogeni (PAMPs) [94,95].  
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3.1 CLASSIFICAZIONE  

Gli AMPs vengono comunemente classificati sulla base della loro struttura secondaria 

in peptidi -elica, peptidi a -foglietto e peptidi non  con struttura a spirale estesa.  

• I peptidi ad -elica hanno struttura random in soluzione acquosa ma 

acquisiscono una struttura anfipatica ad -elica in contatto con le membrane 

biologiche [96]. Due dei più importanti peptidi in questo gruppo sono: LL- 37 e 

la lattoferrina umana.  

 

• I peptidi a -foglietto sono stabilizzati da ponti disolfato e si organizzano per 

costituire una molecola anfipatica. In virtù della loro struttura rigida, i peptidi a 

-filamento sono ordinati in soluzione acquosa [96]. Il gruppo più studiato dei 

peptidi a -filamento sono le defensine – un vasto gruppo di AMPs che sono 

prodotte come precursori inattivi nei neutrofili, macrofagi e sono 

principalmente espresse nelle cellule epiteliali di vari organi e tessuti come la 

cute, cavità orale, tratto gastro intestinale e tratto respiratorio- [95,97].  

 

• Un piccolo gruppo di AMPs appartiene alla terza classe di peptidi che sono privi 

della struttura secondaria e possiedono un alto contenuto di arginina, prolina, 

triptofano e/o residui di istidina [98]. Similarmente agli altri AMPs, molti di 

questi peptidi appartenenti a questo gruppo si organizzano a formare strutture 

anfipatiche dopo contatto con le membrane. Uno dei più studiati peptidi in 

questo gruppo è l’indolicidina, prodotta dai leucociti bovini [99].  
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Figura 7. Rappresentazione delle differenze strutturali tra le diverse classi di AMPs [99] 

 

 

3.2 MECCANISMO D’AZIONE  

 

Molti AMPs hanno un’attività antimicrobica diretta, causando la distruzione 

dell’integrità della membrana batterica e/o traslocando attraverso la membrana stessa 

nel citoplasma per interagire con un target intracellulare [100]. 

E’ ampiamente riconosciuto che l’interazione con la membrana batterica è un 

elemento chiave per l’attività antimicrobica diretta, sia quando funge essa stessa da 

bersaglio, sia quando deve essere attraversata per raggiungere il bersaglio 

intracellulare [101]. 

Per quanto riguarda l’interazione tra i peptidi e la membrana microbica sono 

determinanti le forze elettrostatiche che si instaurano tra i peptidi, carichi 

positivamente, e la superficie batterica carica negativamente [96].  
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La membrana citoplasmatica sia dei batteri Gram-positivi che Gram-negativi è ricca di 

fosfatidilglicerolo, cardiolipina e fosfatidilserina che possiedono teste cariche 

negativamente, altamente attratte dagli AMPs carichi positivamente [96]. 

La presenza di acido teicoico nella parete esterna dei Gram-positivi e del 

lipopolisaccaride nella membrana esterna dei batteri Gram-negativi fornisce un 

ulteriore carica negativa alla superficie batterica e favorisce il legame degli AMPs 

[95,102].  

Una volta in contatto con la membrana citoplasmatica, gli AMPs formano una struttura 

anfipatica secondaria, essenziale per l’interazione con le membrane cellulari [102]. 

Ovvero, il dominio carico del peptide interagisce con la testa idrofilica del fosfolipide, 

mentre il dominio idrofobico del peptide interagisce con il core idrofobico del doppio 

strato lipidico, portando in questo modo gli AMPs sempre più all’interno della 

membrana [102]. 

Sono stati proposti diversi modelli per spiegare la sequenza di eventi dall’interazione 

con la membrana citoplasmatica batterica fino all’evento di distruzione della 

membrana [103]. 

Nel modello “barrel stave” i peptidi si inseriscono perpendicolarmente nella 

membrana e l’interazione di più peptidi determina la formazione di un poro 

transmembrana, in cui le teste idrofiliche sono rivolte verso il centro del canale e i 

residui idrofobici sono a contatto con il core lipidico della membrana. Nel modello 

“toroidal- pore” l’interazione dei peptidi con la membrana causa il ripiegamento dei 

fosfolipidi, con il risultato di un poro formato dagli AMPs e dai gruppi di testa dei 

fosfolipidi. Il modello “carpet-like” prevede l’accumulo dei peptidi antimicrobici sulla 

membrana, il quale causa tensione nel doppio foglietto lipidico e infine determina la 

rottura della membrana e la formazione di micelle [96].   

Oltre alla capacità di interagire con la membrana provocandone la rottura, gli AMPs 

sono in grado di effettuare un “self-promoted uptake”, traslocando all’interno della 

cellula e agendo direttamente su target intracellulari, come il DNA e RNA; oppure 

possono inibire altri target intracellulari come gli enzimi [96]. 
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Figura 8. Overview dell’interazioni cellulari dei AMPs [104] 

 

In definitiva la morte della cellula batterica è il risultato di multiple azioni 

complementari. Questa strategia aiuta ad incrementare l’efficienza degli AMPs e ad 

eludere lo sviluppo di meccanismi di resistenza [105]. 

 

Gli AMPs non sono particolarmente attivi sulle membrane cellulari dei mammiferi. 

Queste ultime non hanno carica negativa, ma neutra, essendo ricche in 

fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina e sfingomielina [96,102]. Le interazioni, di natura 

idrofobica, che si hanno tra AMPs e le cellule dell’ospite, sono molto più deboli 

rispetto alle interazioni elettrostatiche che si instaurano tra i peptidi e le cellule 

batteriche. Inoltre, l’alto contenuto di colesterolo delle membrane cellulari dei 

mammiferi, riduce l’attività degli AMPs stabilizzando la membrana. Il potenziale 
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transmembrana, meno negativo di quello batterico, contribuisce alla selettività degli 

AMPs [96]. 

 

La maggior parte dei AMPs funge anche da potente modulatore dell’infiammazione e 

ha proprietà immunomodulatorie [106]. L’ampio range di attività immunomodulanti 

include stimolazione della chemiotassi, modulazione della differenziazione del sistema 

immunitario, e avviano la risposta immunitaria adattativa. Inoltre, sono in grado di 

effettuare la soppressione dei TLR (toll like receptors) e/o la produzione di citochine 

pro-infiammatorie indotta da LPS, al fine di prevenire eccessive risposte infiammatorie 

eccessive e dannose come la sepsi [107]. 

 

3.3 AMPs COME AGENTI TERAPEUTICI  

 

Dato il rapido incremento delle resistenze nei confronti degli antibiotici tradizionali, gli 

AMPs hanno suscitato interesse come potenziali nuovi agenti antibiotici ad ampio 

spettro. Sono attivi contro numerosi microrganismi e, a differenza degli antibiotici 

utilizzati fino ad ora, non riconoscono un unico target ad alta affinità ma agiscono 

alterando diverse funzioni biologiche. 

Questa capacità di agire attraverso vari meccanismi e riconoscere diversi target a bassa 

affinità, rende meno probabile lo sviluppo di resistenze da parte dei batteri.  

Al giorno d’oggi, sono molti gli AMPs oggetto di studi. Diversi peptidi hanno raggiunto 

la fase clinica della sperimentazione. Pexiganan, Omiganan e LTX-109 sono quelli che si 

trovano in una fase di sviluppo clinico più avanzata. 

 

Pexiganan è un peptide di 22 aminoacidi, analogo al peptide magainina isolato da 

Xenopus. Utilizzato come crema topica per il trattamento di ulcere da piede diabetico, 

ha già raggiunto la fase III in due studi clinici [108,109]  

Omiganan è un derivato dell’indolicina, isolata per la prima volta dai neutrofili dei 

bovini. E’ studiata come gel topico per le infezioni associate a cateteri e per la rosacea. 

Anche Omiganan è oggetto di diversi test clinici nei quali ha raggiunto la fase II/III. 
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LTX-109 è un peptidomimetico sintetico valutato come agente antimicrobico topico 

per le infezioni cutanee da Gram-positivi non complicate, per l’impetigine e in soggetti 

colonizzati da S. aureus a livello nasale [110]. 

Pur se la maggior parte dei peptidi viene sviluppata per l’utilizzo esterno, alcuni studi si 

sono focalizzati anche su AMPs che agiscono per via sistemica. In particolare hLF-11, 

AMP derivato dalla lattoferrina umana, è in via di sviluppo per trattamento di infezioni 

batteriche e fungine in pazienti immunocompromessi, destinati a ricevere un trapianto 

di cellule staminali [111].  

Inoltre, ci sono attualmente diversi AMPs in sperimentazione come agenti 

antimicrobici e antifungini; di questi il più studiato e meglio conosciuto è LL-37.  
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LL- 37 

 

 

Nell’uomo sono state identificate due famiglie di host defence peptides (HDPs), le 

catelicidine e le defensine. 

Le catelicidine sono sintetizzate e immagazzinate come pro-forma inattiva nei granuli 

perossidasi-negativi dei neutrofili. Solo dopo clivaggio proteolitico della pro-proteina, 

viene rilasciata la forma attiva, che è un peptide lineare che assume una 

conformazione ad -elica. 

hCAP18 è l’unica catelicidina umana.  

La catelicidina è espressa dalle cellule in diretto contatto con l’ambiente esterno: è 

stata documentata l’espressione di questo peptide nelle cellule epiteliali di intestino, 

vie aeree, genitali, cute, ghiandole endocrine, occhio [112].  

Alte concentrazioni di catelicidina sono tipicamente riscontrate nei siti di 

infiammazione dove agiscono come un meccanismo di difesa primario contro batteri e 

altri patogeni. 

Topi knock out per il gene codificante per mCRAMP, l’omologo murino di LL-37, 

mostrano incrementata suscettibilità a infezioni batteriche e virali [113,114]. Inoltre, è 

stato riportato un aumento di sviluppo di infiammazione cronica allergica e 

aterosclerosi [115,116].  

 

LL-37 è un peptide cationico di 37 aminoacidi generato dal clivaggio del tratto C-

terminale di hCAP18, che a seguito di stimolazione da segnali pro-infiammatori viene 

rilasciata nell’ambiente extracellulare, da una serina proteasi della famiglia delle 

callicreine nei cheratinociti e dalla proteinasi 3 nei neutrofili [117,118,119]. I 37 

aminoacidi N-terminali formano il peptide LL-37 a struttura ad -elica a contatto con le 

membrane o in soluzioni con concentrazioni millimolari di sale. A differenza di altri 

peptidi antimicrobici è protetto dalla degradazione proteolitica [120] e la sua carica 

positiva permette di associarsi ai fosfolipidi di membrana carichi negativamente. 

Inoltre, assume una struttura ad -elica durante l’interazione con la membrana il cui 
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esito è il distacco dei suoi residui idrofobici. Questo permette la penetrazione della 

membrana, la formazione di pori transmembrana e la lisi batterica [121,122]. 

Molti degli effetti di LL-37, compresi la sua azione antimicrobica o il suo effetto sul 

sistema immunitario possono essere attribuiti alla sua natura cationica e idrofobica. 

 

 
Figura 9. Struttura di LL-37 [123] 

 

LL-37 è costitutivamente espresso e immagazzinato nei granuli secondari dei neutrofili 

ed è inoltre prodotto da molti tipi di cellule, inclusi i macrofagi, linfociti natural killer 

(NK) e cellule epiteliali di cute, vie respiratorie, superficie oculare e intestino [112]. 

Attivazione dei TLRs e /o alterazione del pattern citochinico, causate da infezione o 

danno tissutale e cellulare, fungono da trigger che attivano la degranulazione cellulare. 

Questo conduce al rilascio del precursore inattivo hCAP18 nell’ambiente extracellulare, 

dove può essere processato nella forma attiva di peptide LL-37 [124]. 

Attività antibatterica 
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L’attività antibatterica dei peptidi appartenenti alla famiglia delle catelicidine fu 

determinata due anni dopo la loro scoperta. LL-37 ha un ampio spettro di attività 

antibatterica contro sia batteri Gram-negativi che Gram-positivi, inclusi ceppi multi-

drug resistant o MDR [125,126]. 

Diversi studi hanno riportato come LL-37 agisca tramite meccanismi, usati 

comunemente da altre tipologie di peptidi antimicrobici. 

LL-37 raggiunge la membrana esterna dei batteri, si lega parallelo alla superficie, con 

gli aminoacidi carichi positivamente in contatto con le teste dei fosfolipidi. Dopo il 

raggiungimento di un certo grado di concentrazione, l’accumulo del peptide comincia a 

causare una tensione, una curvatura che viene rilasciata dalla traslocazione del peptide 

dalla membrana esterna nello spazio periplasmatico e a livello della membrana interna 

[127]. 

Dopo l’associazione con la membrana sono stati proposti diversi modelli di come LL-37 

induce la morte batterica. In definitiva, LL-37 conduce alla distruzione dell’omeostasi 

della membrana batterica. 

LL-37 mostra anche un’attività antifungina, causata dall’interazione con la parete 

cellulare, risultando nella formazione di pori e inducendo cosi la disintegrazione della 

cellula, e induzione di attività da parte dei ROS nelle cellule fungine [128]. 

Inoltre, gioca anche un ruolo come antivirale, inibendo i virus mediante interazione 

diretta con l’envelope e il capside proteico [129]. 

 

Questo peptide ha suscitato l’interesse della comunità scientifica non solo in virtù delle 

sue azioni antimicrobiche, ma anche per via della sua attività nei confronti del sistema 

immunitario. 

La pletora degli effetti esercitati da LL-37 è quantomeno affascinante. 

 

LL-37 induce la produzione e la secrezione di citochine in diversi tipi cellulari. Nei 

mastociti, il peptide causa degranulazione e rilascio di istamina, ma anche il rilascio di 

IL-2, IL-4 e IL-6. Stimola i monociti a rilasciare IL-1 , una citochina infiammatoria 

chiave, ma anche IL-10, antiinfiammatoria [130]. I macrofagi producono e rilasciano 

TNF-, citochina infiammatoria, dopo stimolazione da parte di LL-37. 
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TLRs sono recettori che rispondono a pattern molecolari associati a patogeni (PAMPs). 

La disregolazione del signaling di TLrs è stato riportato come elemento fondamentale 

nello sviluppo di malattie autoimmuni. L’attivazione dei TLRs viene modulata da LL-37 

e può essere considerata come un effetto antiinfiammatorio [131].  

Alte concentrazioni di LL-37 nel sito di infezione possono ridurre la possibilità di 

sviluppo di shock settico [132]. 

Inoltre, LL-37 dirige la differenziazione dei macrofagi nel fenotipo M1, suggerendo 

ancora una volta la sua forte influenza sullo sviluppo dei macrofagi e sulla produzione 

citochinica [132] .  

Durante un’infezione, LL-37 regola l’apoptosi della maggior parte delle cellule 

coinvolte. La morte delle cellule avviene mediante l’interazione di LL-37 con recettori 

FPR2 e P2X7; questo porta all’attivazione della via ERK1/2 che conduce alla riduzione 

dell’espressione della caspasi-3 e all’incremento della proteina anti apoptotica bcl-xl 

[112].  

Una incontrollata regolazione dell’apoptosi è causa della sclerosi sistemica: è stato 

visto che pazienti affetti da sclerosi sistemica hanno un’aumentata espressione di LL-

37, risultante in un aumento di bcl-2 e ridotta concentrazione della proteina BAX [133].  

Un ruolo principale svolto da LL-37 è quello di attrarre cellule dell’immunità innata nel 

sito di infezione, inducendo la secrezione di IL-8 da macrofagi, fibroblasti e cellule 

epiteliali, che funge da chemochina per neutrofili, linfociti T e cellule dendritiche 

[134,135,136]. 

 

Il peptide gioca inoltre un ruolo nella riparazione delle ferite, reclutando progenitori 

delle cellule endoteliali nel sito di ferita, ed inducendo angiogenesi, mediante 

rispettivamente attivazione del pathway di EGFR e di NFkB [137,138]. È stato 

recentemente approvato in fase I/II di un trial clinico come trattamento per ulcere 

venose degli arti inferiori [139] 

 

Nonostante sia un importante modulatore del sistema immunitario, è molto 

importante il mantenimento di un giusto equilibrio fra fattori pro e antiinfiammatori. 

La perdita di questo equilibrio conduce ad un aumentato rischio di infezioni, incapacità 

di riparo delle ferite o in malattie autoimmuni e infiammazione cronica.  
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Figura 10. Rappresentazione grafica delle funzioni immunomodulanti di LL-37 [132] 
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Capitolo 2 

 

SCOPO DELLA TESI 

 

La sempre maggiore resistenza dei microrganismi agli antibiotici rappresenta 

un’emergenza per i sistemi sanitari di tutto il mondo, per la quale è importante trovare 

velocemente una soluzione.  

In questo panorama, alcuni microrganismi in particolare, causano maggiore 

preoccupazione. Uno tra questi è E. coli, che oltre ad essere una causa importante di 

infezioni nosocomiali, si è dimostrato in grado di sviluppare velocemente resistenza 

verso diverse classi antibiotiche. In molti casi, l’unica opzione terapeutica disponibile al 

momento è la colistina, ma anche verso quest’ultima sono state documentate 

resistenze. La necessità di nuovi agenti terapeutici e le caratteristiche degli AMPs 

fanno pensare ad un loro possibile utilizzo in futuro come agenti antimicrobici. 

Lo scopo di questa tesi è studiare l’attività antimicrobica di LL-37 verso ceppi di E. coli 

isolati da campioni clinici, e valutare la possibile sinergia di questo peptide 

antimicrobico e gli altri antibiotici, comunemente utilizzati nella pratica clinica. 
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Capitolo 3 
 
 

MATERIALI E METODI 
 
 

1. CEPPI BATTERICI  

Nel nostro studio sono stati scelti 21 ceppi di E. coli MDR, isolati da pazienti ricoverati 

presso la Clinica Malattie Infettive degli Ospedali Riuniti di Ancona in un periodo 

compreso tra gennaio 2019 a dicembre 2022.  

L’identificazione delle specie è stata svolta tramite sistema VITEK II (bioMe ‘rieux, 

Marcy-l’Etoile, France). 

La collezione di ceppi analizzata comprende 5 ceppi che esprimono geni di resistenza a 

last resort antibiotics (carbapenemici e colistina) (2 ceppi KPC+, 1 ceppo mcr+, 1 ceppo 

Oxa48 +, 1 ceppo NDM +). 

Come ceppo di controllo è stato utilizzato E. coli ATCC 25922. 

Nelle prove checkerboard sono stati utilizzati i seguenti ceppi: ATCC 25922, 410480, 

410271, 401201, 411781, DH5alfa mcr1.2, DH5alfa, 431751 oxa48, 416408 KPC, 

463054 NDM. 

 
 
 

2. LL-37 e ANTIBIOTICI 

LL-37 è stato fornito dalla Facoltà di Farmacia dell’Università medica di Gdansk 

(Polonia). La soluzione madre è stata preparata in acqua, diluita a 10.000 μg/mL, ed in 

seguito mantenuta ad una temperatura di 4°C. 

Gli antibiotici utilizzati, da soli o in combinazione con LL-37, sono stati: Colistina, 

Tigeciclina, Rifampicina, Meropenem, Levofloxacina, Ceftobiprolo, Amikacina, 

Ceftozolano/tazobactam, Ceftazidime/avibactam. 

 

 
 
3. DETERMINAZIONE DELLA SENSIBILITA’ (MIC) 
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La sensibilità dei ceppi agli antibiotici è stata valutata mediante la determinazione 

delle MIC eseguendo il test delle microdiluizioni in brodo. La procedura utilizzata è 

quella indicata dal Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). 

Dopo aver versato sterilmente del brodo cation-adjusted Mueller Hinton (MH II, 

Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italia) in una piastra Petri sterile, utilizzando la pipetta 

multicanale sono stati prelevati 50 L di brodo MH II e sono stati inoculati in tutti i 

pozzetti di una piastra microtitre da 96 pozzetti con fondo a U, ad eccezione della 

prima colonna.  

È stata preparata una soluzione dell’antibiotico in esame ad una concentrazione 

doppia rispetto a quella più elevata che si vuole saggiare (nel nostro caso la 

concentrazione più elevata da saggiare era 256 mg/L quindi è stata preparata una 

soluzione madre da 512 mg/L) tenendo conto della relazione: C1*V1 = C2*V2  →  V1 

(volume da prelevare in ml) = conc.finale (g/ml) * volume finale (ml) / conc.soluzione 

madre (g/ml). 

Sono stati prelevati 50 L della soluzione di antibiotico con la micropipetta e sono stati 

aggiunti nella prima e nella seconda colonna, dove in quest’ultima erano già presenti 

50 L di brodo MH II. In questo modo è stata eseguita una diluizione 1:2 

dell’antibiotico/peptide nella seconda colonna. Il contenuto di quest’ultima è stato 

mescolato tramite micropipetta e altri 50 L sono stati prelevati e aggiunti al 

contenuto della terza colonna e così via fino alla penultima colonna. In questo modo 

sono state eseguite delle diluizioni seriali in piastra dell’antibiotico/peptide. I 50 L 

prelevati dalla penultima colonna sono stati buttati, poiché l’ultima colonna viene 

utilizzata come controllo di crescita positivo e quindi preparata solamente con MH II. 

La sospensione batterica finale per determinare la MIC doveva avere una 

concentrazione di 5x105 CFU/ml: per raggiungere questo valore la brodocoltura è stata 

diluita ed è stata determinata la densità ottica a 625 nm (OD625), tenendo presente la 

relazione: un valore di OD625 di 0,100 corrisponde a 1x108 UFC/ml. Una volta impostato 

il “bianco” misurando l’assorbanza del brodo MH II da solo, sono state misurate tutte 

le altre brodocolture: se l’assorbanza del campione superava 0,120, allora è stato 

diluito con MH II. Una volta ottenuta la sospensione batterica standardizzata a OD625 di 

0,1, questa è stata diluita 1:100 in brodo MH II, mescolando 50 L della sospensione 
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batterica con 5 ml di brodo MH II. In ogni riga della piastra è stato inoculato un ceppo 

batterico differente. Sono stati aggiunti ai pozzetti con il composto in esame 50 L di 

sospensione batterica standardizzata. La concentrazione batterica finale così ottenuta 

è stata di 5x105 CFU/ml. Le piastre sono state infine incubate a 37°C per 18-24 ore. Al 

termine delle 24 ore è stata determinata la MIC, ossia la più bassa concentrazione di 

antibiotico/peptide alla quale non si osservava crescita visibile, quindi torbidità.  

 
 
 
4. CHECKERBOARD TITRATION 
 
 
Il metodo “checkerboard titration” viene usato per determinare l’impatto della 

combinazione di due antibiotici comparato alla loro attività individuale. Questo 

confronto è rappresentato dall’indice di concentrazione di inibizione frazionaria (FICI). 

Dopo aver versato sterilmente del brodo MH II in una piastra Petri sterile, utilizzando 

la pipetta multicanale sono stati prelevati 50 L di brodo MH II e sono stati inoculati in 

tutti i pozzetti di una piastra microtitre in polipropilene da 96 pozzetti. Sono state 

preparate due diluizioni del primo antibiotico, una a 8x la concentrazione massima e 

una 4x la concentrazione massima tenendo sempre conto della relazione: C1*V1 = 

C2*V2  →  V1 (volume da prelevare in ml) = conc.finale (g/ml) * volume finale (ml) / 

conc.soluzione madre (g/ml). Sono stati prelevati 50 L del primo antibiotico 

concentrato 8x e sono stati inseriti nell’ultimo pozzetto della prima riga mentre in 

ognuno dei restanti pozzetti della prima riga sono stati aggiunti 50 L di antibiotico 

concentrato 4x. Con la pipetta multicanale abbiamo fatto la diluizione scalare lungo le 

righe partendo dalla prima riga fino alla penultima riga della piastra, escludendo in 

questo modo l’ultima. Per il secondo antibiotico, è stata preparata una sola diluizione, 

4x la concentrazione massima da saggiare. Sono stati aggiunti 50 L della diluizione 

cosi ottenuta del secondo antibiotico nell’ultima colonna della piastra, e con la pipetta 

multicanale è stata fatta la diluizione scalare del secondo antibiotico lungo le colonne, 

eccetto la prima colonna. In questo modo in ogni pozzetto è presente una 

combinazione di concentrazioni differenti di antibiotici. Infine, sono stati distribuiti in 

tutti i pozzetti 50 L di inoculo batterico standardizzato ad una concentrazione di 
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1x106 CFU/ml. Dopo aver riempito tutti i pozzetti, la piastra è stata infine incubata a 

37°C per circa 18-24 ore.  

Dopo l’incubazione, all’osservazione si è potuto valutare nella prima colonna la MIC del 

primo antibiotico, nell’ultima riga la MIC del secondo antibiotico, e nel primo pozzetto 

dell’ultima riga il controllo di crescita positivo del ceppo. Dal rapporto tra la MIC in 

combinazione e la MIC del solo antibiotico abbiamo ottenuto la concentrazione di 

inibizione frazionaria (FIC). La FIC del primo antibiotico sommata alla FIC del secondo 

determina l’indice di concentrazione frazionaria inibitoria (FICI). 

Il valore FICI viene usato per classificare l’interazione dei due antibiotici testati. 

 

Tipo di interazione FICI 

Sinergia ≤ 0.5  

Antagonismo > 4 

Indifferenza 0.5-4 

 

Sinergia: per essere sinergica, la combinazione dei due antibiotici aumenta l’attività 

inibitoria e ciò si deve tradurre nella riduzione della MIC di almeno due volte di 

entrambi i composti in esame; 

Antagonismo: la combinazione dei due antibiotici aumenta la MIC e quindi si riduce 

l’attività inibitoria dei due composti; 

Indifferenza: la combinazione dei due antibiotici non determina nessun effetto 

additivo rispetto all’utilizzo dei due farmaci singolarmente.  

 
 
 
5. TEST TIME-KILL 
 
Il test di time-kill è stato utilizzato per valutare l’attività antimicrobica in vitro di LL-37 

in relazione al tempo. Nello studio sono state utilizzate tre concentrazioni di LL-37 

corrispondenti a 1X, 2X e 4X della MIC. Brodocolture di ceppi in esame (in questo caso 

E. coli ATCC25922) sono state diluite in MH II ad una concentrazione finale di 1x107 

UFC/ml e inserite a contatto con LL-37 in un volume finale di 5 ml. Le provette sono 

state incubate a 37°C e ad intervalli di tempo regolari di 30 minuti, un’ora, due ore, 
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quattro ore e otto ore, sono stati prelevati 10 L di brodocoltura che sono stati diluiti 

in fattori di 1:10 e inoculati su piastre di Mueller Hinton Agar. Per valutare l’attività 

antimicrobica è stato preso in considerazione il numero di UFC/ml.  

Il test di time-kill è stato utilizzato anche per confermare le relazioni sinergiche 

identificate tramite checkerboard tra antibiotico e peptide. La procedura utilizzata è 

identica a quella descritta precedentemente con l’eccezione dei composti utilizzati. In 

questo caso il ceppo E. coli ATCC25922 è stato inoculato in provette contenenti 

l’antibiotico, il peptide LL-37 e la combinazione dei due a concentrazione equivalente a 

1X MIC. 

In generale, una riduzione di almeno 3 log10 nel numero di colonie indica che il 

composto ha attività battericida nei confronti del ceppo in esame.  
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Capitolo 4 
 
 

RISULTATI 
 
La MIC di LL-37 per i ceppi di E. coli studiati risulta compresa tra 16 e 128 mg/L.  

MIC50 e MIC90 erano, rispettivamente, di 32 mg/L e di 128 mg/L. 

 

Ceppo MIC 
(mg/L) 

ATCC 
25922 

32 

401201 
KPC 

32 

409689 16 

409980 32 

410106 >128 

410281 64 

410937 32 

411125 128 

411781 128 

411885 32 

412435 32 

431751 
oxa48 

32 

416408 
KPC 

64 

463054 
NDM 

32 

423066 32 

423278 32 

424890 32 

424198 16 

425160 64 

Tabella 1. MICs dei ceppi di E. coli testati per LL-37 
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Gli studi sulla sinergia tra LL-37 e altri antibiotici hanno avuto risultati differenti. 

Prendendo come riferimento il ceppo ATCC 25922, quando combinato con la colistina, 

LL-37 si è dimostrato sinergico con una FICI di 0,0925 (tabella 2). 
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Tabella 2. Checkerboard LL-37+ Colistina E. coli ATCC 25922. Migliore combinazione Colistina, 
0,015 mg/L – LL-3, 4 mg/L; FICI 0,0925 
 

La combinazione con altri antibiotici si è dimostrata invece indifferente con FICI 

comprese tra 0.530 e 1.125 e in nessun caso si è evidenziato antagonismo (tabella 3).  

 

Combinazione 

di antibiotici 

FICI 

LL-37/RIF 1 

LL-37/MEM 1 

LL-37/LEV 1,125 

LL-37/CFB 0,750 

LL-37/AMK 0,530 

LL-37/CZT 1 

LL-37/CTA 1 

LL-37/TGC 1 

Tabella 3. FICI delle combinazioni di LL-37 con gli antibiotici testati. RIF: Rifampicina; MEM: 
Meropenem; LEV: Levofloxacina; CFB: Ceftobiprololo; AMK: Amikacina; CZT: 
Ceftozolano/Tazobactam; CTA: Ceftazidime/Azobactam; TGC: Tigeciclina. 

 

Prendendo in considerazione anche altri ceppi di E. coli abbiamo notato che LL-37 

quando combinato con la colistina, mostrava sinergia anche in tutti gli altri ceppi 
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esaminati (410480, 401201, 411781, E. coli DH5alfa mcr1.2, E. coli DH5alfa, 431751 

oxa48, 416408 KPC, 463054 NDM). 
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Tabella 4. Checkerboard LL-37 + Colistina E. coli 410480. Migliore combinazione Colistina, 0,015 
mg/L – LL-37, 16 mg/L; FICI 0,310 
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Tabella 5. Checkerboard LL-37 + Colistina E. coli 401201. Migliore combinazione Colistina, 0,03 
mg/L – LL-37, 16 mg/L; FICI 0,280 
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Tabella 6. Checkerboard LL-37 + Colistina E. coli 411781. Migliore combinazione Colistina, 0,015 
mg/L – LL-37, 4; FICI 0,500 
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 C+ 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 

32             

16             
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4             
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0.5             

C+             

 
 

Tabella 7. Checkerboard LL-37 + Colistina E. coli DH5 mcr1.2. Migliore combinazione Colistina, 
0,25 mg/L – LL-37, 8 mg/L; FICI 0,312 
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Tabella 8. Checkerboard LL-37 + Colistina E. coli DH5.  Migliore combinazione Colistina, 0,008 
mg/L – LL-3,7 2 mg/L; FICI 0,066 
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Figura 11. Curve di time-kill di LL-37 verso E. coli ATCC 25922 
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Nei test di time-kill, il trattamento di E. coli ATCC 25922 con concentrazioni di LL-37 

quattro volte la MIC ha determinato un azzeramento delle UFC vitali dopo 120 minuti 

di esposizione. L’esposizione ad una concentrazione di LL-37 pari alla MIC per 120 

minuti riduce il numero di CFU a 105-104, non portando ad una completa eliminazione 

della crescita batterica (Figura 11).  

Si rileva inoltre che quando combiniamo LL-37 con la colistina si evidenzia un 

azzeramento delle UFC dopo quattro ore di esposizione mentre l’uso singolo 

dell’antibiotico e del peptide non conduce a completa eliminazione della crescita 

batterica (Figura 11).  
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Capitolo 5 

 

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 

 

La prima catelicidina, scoperta nei granulociti di coniglio, come precursore proteico da 

18kDa, era in grado di legarsi al LPS batterico. Questa proprietà ha favorito ulteriori 

ricerche, attribuendo al tratto C-terminale la capacità di LPS-binding. Nel 1995, la 

catelicidina umana è stata identificata e nominata hCAP18 [117]. Le catelicidine sono 

sintetizzate e immagazzinate come pro-forma inattiva nei granuli perossidasi-negativi 

dei neutrofili. Solo dopo clivaggio proteolitico della pro-proteina, viene rilasciata la 

forma attiva, che è un peptide lineare che assume una conformazione ad -elica. Il 

tratto C-terminale contiene a sua volta un peptide di 37 amminoacidi dotato di un 

ampio spettro di attività antibatteriche [112,117]. In seguito, questo peptide fu 

chiamato LL-37 dal momento che gli aminoacidi iniziali erano due leucine. 

La scoperta di LL-37 segnò l’inizio di più di una decade di ricerche su questa 

entusiasmante famiglia di peptidi antimicrobici.  

Agendo sia su Gram-negativi che Gram-positivi, questi peptidi fungono da modello per 

lo sviluppo di nuove molecole antibiotiche, soprattutto alla luce delle recenti evidenze 

che sempre più batteri stanno diventando resistenti agli antibiotici, usati nella pratica 

clinica. L’attività antibatterica di LL-37 è stata già evidenziata in diversi lavori 

[140,141,142,160]. 

Oltre alla capacità di legare ed inattivare l’endotossina batterica rappresentata dal LPS, 

LL-37 esercita la sua azione antimicrobica tramite meccanismi aspecifici di legame alla 

membrana batterica. L’attività antibatterica deriva dalla sua struttura secondaria. 

Cambiamenti nella carica, elicità e idrofobicità hanno un grosso impatto sull’attività di 

LL-37 e di altri peptidi antimicrobici cationici.  

In questo studio LL-37 ha dimostrato una buona attività contro i ceppi clinici di E. coli. 

L’attività contro E. coli era già nota ed evidenziata in lavori precedenti [142]. 

I nostri risultati hanno evidenziato una MIC50 di 32 mg/L e una MIC90 di 128 mg/L di LL-

37 nei confronti di E. coli; differenti peptidi sono stati testati nei confronti di questo 

patogeno. Ad esempio, Capparelli et al. hanno evidenziato una MIC della temporina A 
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nei confronti di E. coli di 125 mg/L [143] mentre Rodziewicz-Motowidio et al. hanno 

evidenziato una MIC di quattro peptidi differenti (PG-1, IB-367, BM-1, BM-2) 

rispettivamente di 8, 16, 32 e 256 mg/L [144]. I valori di MICs da noi determinati 

confermano la buona attività antimicrobica di LL-37 che è comparabile a quella di altri 

peptidi antimicrobici.  

La particolarità dei risultati ottenuti è dovuta al particolare pattern di resistenti E. coli 

testati. Infatti, quasi tutti i ceppi testati si dimostravano ESBL +. I ceppi ESBL destano 

motivo di preoccupazione in quanto resistenti ai più comuni antibiotici utilizzati ed 

ampiamente diffusi in ambiente ospedaliero. In Italia, la % di E. coli resistenti alla terza 

generazione di cefalosporine raggiunge il 29,8% [145]. 

Molto interessante è la persistenza dell’attività di LL-37 anche nei confronti del ceppo 

E. coli che esprime il gene mcr1. Il gene mcr1 codifica per una 

fosfoetanolammintrasferasi che media il cambiamento di polarità del lipide A del LPS 

batterico [76].  

È stato ipotizzato che, data la natura cationica dei peptidi, il loro meccanismo d’azione 

potrebbe essere sovrapponibile a quello mediato dalla colistina, la cui struttura è 

formata da un decapeptide ciclico. In realtà, i nostri dati confermano che i bersagli di 

colistina e LL-37 sono differenti, come già evidenziato in lavori precedenti [146]. 

Questo risultato non correla con precedenti osservazioni ottenute con specie A. 

baumannii [147], dal momento che i meccanismi di resistenza alla colistina coinvolti 

sono differenti fra le due specie.  

Hashemi et al. hanno studiato l’attività di LL-37 nei confronti di ceppi colistino-

resistenti di K. pneumoniae evidenziando che l’efficacia del peptide si mantiene anche 

nei confronti di ceppi colistino-resistenti [148]. 

Pur se l’attività antibiotica di diverse molecole è sufficiente nell’eradicare le infezioni 

batteriche, negli ultimi anni le terapie di combinazione hanno acquisito maggiore 

considerazione. Le terapie di combinazione sono in grado di ridurre le dosi dei singoli 

antibiotici (e quindi ridurre gli effetti collaterali legati alla somministrazione) ma al 

contempo di aumentare l’efficacia della terapia se la combinazione ha relazione di tipo 

sinergico.  

In letteratura non vi sono studi che indagano le combinazioni di LL-37 con altri 

antibiotici nei confronti di E. coli. Sono presenti lavori che hanno documentato 
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l’attività sinergica di LL-37 con la teicoplanina e la vancomicina nei confronti di S. 

aureus [141,149]. 

In quest’ottica abbiamo testato la combinazione di LL-37 con diversi antibiotici comuni 

nella pratica clinica. Nessuna delle combinazioni testate è risultata antagonistica 

mentre si è evidenziata una relazione di tipo sinergico combinando LL-37 con la 

colistina. Questo risultato è stato confermato dalla metodica checkerboard, dalla curva 

di crescita time-kill e dal mantenimento della sinergia anche nei confronti del ceppo 

mcr+.   

La colistina è un vecchio antibiotico che recentemente a causa dell’aumentato numero 

di resistenze, è tornato disponibile in pratica clinica. Noti i suoi effetti collaterali, la 

colistina viene sempre accostata ad altri antibiotici sia per ridurre la tossicità che per 

aumentarne l’efficacia terapeutica.  Proprio per questo, in letteratura, sono noti diversi 

esempi di utilizzo della colistina in combinazione con altri antibiotici. 

È nota la relazione sinergica della colistina con diversi tipi di molecole antibiotiche. Ad 

esempio, sono state descritte combinazioni sinergiche nei confronti di A. baumannii di 

colistina con rifampicina e carbapenemici [150], colistina con meropenem [151], 

colistina con vancomicina [152]. Anche con i farmaci di ultima generazione, come 

l’eravaciclina, la colistina mostra un rapporto di tipo sinergico [153].  

La capacità della colistina di sinergizzare con diversi antibiotici viene mantenuta anche 

nei confronti dei peptidi. Diversi autori hanno dimostrato sinergia combinando la 

colistina con IB-367 [154], con Pexiganan [155], con la mellitina [156] e con PG-1 [157].  

Oltre all’emergenza dell’antibiotico resistenza, il biofilm rappresenta una sfida 

estremamente complicata nel trattamento delle infezioni batteriche. Circa un 65-80% 

delle infezioni cliniche è associata alla formazione di biofilm. Ad oggi, non sono 

disponibili antibiotici con i quali è possibile trattare questo tipo di strutture. Recenti 

sviluppi hanno evidenziato che alcuni tipi di peptidi possono inibire lo sviluppo del 

biofilm e perfino uccidere le specie batteriche inglobate nel biofilm [158,161]. Dati gli 

eccellenti risultati ottenuti con LL-37 negli esperimenti precedenti, il prossimo passo 

dovrebbe essere la valutazione della capacità anti-biofilm di LL-37, allargando lo studio 

non solo agli E. coli produttori di biofilm ma anche verso altre specie.  

Alcuni dei lavori che dimostrano la sinergia tra peptidi ed antibiotici validano i risultati 

ottenuti attraverso la sperimentazione in vivo [154,155,159,162].  Per confermare 
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pienamente i risultati ottenuti da questo studio la sperimentazione animale 

rappresenta un passaggio obbligato e il primo step per una futura sperimentazione 

clinica.  

In definitiva, gli AMPs, ed in particolare LL-37, rappresentano una nuova classe di 

molecole molto promettenti che potrebbero rappresentare una nuova opportunità 

terapeutica dal momento che la diffusione dell’antibiotico-resistenza è diventata una 

sfida mondiale con un impatto elevato sulla salute pubblica che richiede al più presto 

strategie di successo.  
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