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I biofilm batterici
Il termine “biofilm” è un neologismo, corrispondente ad 
un fenomeno che si riferisce alle strategie selezionate dai 
microrganismi allo scopo di incrementare le possibilità di 
sopravvivenza nell’ambiente e all’interno dell’organismo 
umano 1.
Per comprendere il significato di tale termine è opportu-
no riprendere le “classiche” conoscenze microbiologiche, 
che descrivono i batteri quali microrganismi isolati flut-
tuanti (forme planctoniche) in ambienti fluidi, così come 
ogni studente di Medicina le ha osservate sui testi di mi-
crobiologia o direttamente al microscopio fin dalle prime 
esercitazioni di laboratorio. Si tratta però di una semplifi-
cazione didattica ottenuta in condizioni artificiali, che non 
rende la realtà dei fatti 2. I fatti sembrano condurre ad una 
interpretazione affatto diversa: i microrganismi tendono a 
non rimanere isolati, ma ad aggregarsi in colonie, confer-
mando quella tendenza alla “socializzazione”, che appare 
propria della materia vivente fin dalle forme più elemen-
tari, con rarissime eccezioni. Se tale “comportamento” 
adattivo ha avuto un così grande successo è segno eviden-
te che comporta indubbi vantaggi. Proprio l’analisi di tali 
aspetti favorevoli ha consentito di evidenziare inaspettate 
strategie difensive, che i batteri patogeni utilizzano per 
neutralizzare le terapie farmacologiche e per aggirare le 
difese dell’ospite.
In realtà, come spesso accade, qualcuno si era già accorto 
in passato della modalità di sviluppo dei batteri in aggre-
gati: nel XVII secolo Van Leeuwenhoek era arrivato a que-
sta conclusione osservando al microscopio ottico le pro-
prie placche dentarie 3. Il fenomeno, rimasto a lungo “in 
letargo”, è stato ripescato negli anni Settanta nel tentativo 
di comprendere le motivazioni della difficoltà di gestione 
e disinfezione delle condutture idriche in ambito industria-
le 4. A quel punto i tempi erano maturi per l’estensione del 
concetto anche ad alcuni aspetti della patologia infettiva 
nell’uomo 5.
Analizziamo il termine prescelto, che ci introduce cor-
rettamente ed efficacemente alla comprensione del feno-
meno. Il termine di biofilm non riconosce al momento 
validi sinonimi poiché l’alternativa ipotizzabile di “ag-
gregati batterici” non esprime compiutamente la natura di 
tali “micro-colonie”. Il biofilm non è infatti un semplice 
aggregato nel quale la prossimità tra i germi rende più dif-
ficile la loro neutralizzazione. L’analisi alla microscopia 
elettronica a scansione e confocale e lo studio delle di-
namiche interne, lasciano l’inquietante sensazione che il 

biofilm rappresenti una forma di livello diverso, seppure 
estremamente primordiale, di organizzazione tridimen-
sionale di elementi unicellulari 6, nella quale la capacità 
di sopravvivenza risultante non corrisponde alla somma 
delle proprietà dei singoli elementi. Il fenomeno non è di 
recente comparsa e va considerato parte integrante del ci-
clo della vita procariotica 7.

La formazione e la maturazione  
dei biofilm
Dobbiamo ora chiederci che cosa induce i microrganismi 
a formare biofilm ovvero quali sono le condizioni neces-
sarie perché i batteri riescano a raggiungere questa forma 
di organizzazione di livello superiore. Indipendentemen-
te dalle peculiarità dei diversi biofilm, le caratteristiche 
non varianti sono la necessità di una superficie alla quale 
aderire e la produzione di una sostanza definita “matrice 
polimerica extracellulare”, che tiene insieme i singoli ele-
menti 8.
Variabili sono invece l’aspetto macroscopico e le sostanze 
ambientali incluse nella matrice (es. componenti di san-
gue, cristalli minerali, particelle di fango). 
Le analogie con semplici organismi pluricellulari si raffor-
zano qualora si ripercorra la “storia naturale” del singolo 
biofilm 2. Il susseguirsi di 5 stadi rappresenta il percorso 
di maturazione:
1.	 la prima fase comporta il rallentamento della velocità 

di movimento e l’adesione ad una superficie organi-
ca (es. membrana mucosa, sangue, secrezioni, saliva, 
urine) o inorganica possibilmente rugosa 9; l’adesione 
è favorita dalla idrofobicità della superficie 10 e dal-
la produzione di adesine; il tasso di adesione dipende 
dalla velocità di flusso del liquido che lambisce la su-
perficie;

2.	 nella seconda fase si verifica lo spostamento dei batteri 
lungo la superficie fino ad incontrare altri batteri adesi; 
l’ancoraggio dei batteri alla superficie di colonizzazio-
ne avvia una cascata di reazioni, che attivano i geni, al-
trimenti repressi, responsabili del fenotipo “biofilm”; 
in questa fase l’adesione è ancora reversibile in quanto 
mediata da fenomeni di attrazione elettrostatica 11;

3.	 il fenomeno centrale della terza fase è l’adesione in-
tercellulare stabile di natura biochimica (proteine bat-
teriche di superficie), alla quale segue la produzione 
della matrice extracellulare, promossa dalla adesione 
stessa; i batteri comunicano tra di loro tramite sostanze 
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biochimiche (lattoni acetilati dell’omoserina), definite 
quorum sensing 12: si tratta di molecole piccole, alta-
mente diffusibili, capaci di regolare, tra l’altro, la den-
sità della popolazione batterica del biofilm e di conse-
guenza il comportamento reciproco degli elementi; 

4.	 la quarta fase consiste nell’accrescimento del biofilm; 
tale processo definito maturazione coinvolge tutti 
i componenti del biofilm ovvero tanto gli elementi 
cellulari quanto la sostanza esopolisaccaridica 13; gli 
elementi cellulari si riproducono in modo da formare 
“torri” batteriche immerse nella matrice e collegate da 
canali;

5.	 nella quinta fase si osserva il rilascio di batteri in for-
ma planctonica o di piccoli “emboli batterici” nell’am-
biente.

Particolare importanza nel processo di maturazione rive-
stono le modalità di comunicazione all’interno del bio-
film. Le molecole quorum sensing vengono secrete dai 
microrganismi in relazione alla densità della popolazione: 
maggiore è la densità, più elevata risulta la concentrazione 
di quorum sensing, che a loro volta promuovono l’espres-
sione di geni di virulenza 14.
Dal momento che i biofilm possono essere formati da una 
sola o da diverse specie microbiche anche dotate di ve-
locità di crescita differenti 15, sono state indagate le mo-
dalità di comunicazione tra specie diverse. Si ipotizza il 
coinvolgimento oltre che di omoserino-lattoni anche di 
metaboliti batterici, prodotti proteici, materiale genetico 
(DNA, RNA) 6. In esperimenti di laboratorio sono state 
evidenziate comunicazioni finalizzate all’eliminazione di 
alcune specie all’interno del biofilm 16. Generalmente le 
comunicazioni intercellulari nel biofilm hanno lo scopo 
di favorire l’organizzazione dei singoli elementi al fine di 
aumentarne le probabilità di sopravvivenza.
La matrice polimerica extracellulare, detta slime, può ar-
rivare a rappresentare il 90% del biofilm 17 ed è composta 
prevalentemente da polisaccaridi e proteine con la presen-
za di acidi nucleici. L’analisi dello slime 18 fornisce alme-
no tante informazioni quante se ne possono ricavare dalla 
componente cellulare ovvero lo slime:
•	 incorpora grandi quantità di acqua in virtù dei legami 

di idrogeno;
•	 varia in relazione alle specie che lo hanno prodotto e 

differisce tra i batteri Gram-positivi e Gram-negativi; 
nei primi prevalgono i polisaccaridi cationici, mentre 
negli altri i polisaccaridi sono per lo più neutri o polia-
nionici 19;

•	 la conformazione primaria dipende dalla composizio-
ne e dalla struttura dei polisaccaridi 19;

•	 presenta caratteristiche variabili da un punto all’altro 
all’interno del biofilm;

•	 aumenta con il processo di maturazione del biofilm;
•	 può contenere sostanze diverse in base alle caratteristi-

che del mezzo nutritivo.
Lo slime non si limita a mantenere unite le cellule bat-
teriche, ma si organizza in una architettura sorprendente 
costituita da una rete di canali, che consentono la distribu-
zione delle sostanze nutritive e la rimozione dei prodotti di 
scarto 2, configurandosi come un primitivo sistema circo-
latorio. Dal momento che la disponibilità di nutrienti si ri-
duce inevitabilmente al crescere della distanza da ciascun 
canale, i batteri si adattano da un punto di vista metabolico 
a seconda della loro collocazione all’interno del biofilm, 

tenendo anche conto del gradiente di ossigeno registrabile 
tra gli strati superficiali e la componente più profonda 20.
D’altra parte se al biofilm concorrono specie batteriche di-
verse, ciascuna ricerca la posizione più consona alle proprie 
esigenze e capacità di sopravvivenza, che contemplano an-
che una eventuale fase di quiescenza nella quale la disponi-
bilità di ossigeno e nutrienti è notevolmente ridotta 6.
Globalmente considerato, il biofilm sembra rappresentare 
un livello evolutivo superiore rispetto a quello proprio del-
la/e specie che lo costituiscono, che non si limitano ad una 
vantaggiosa simbiosi mutualistica, ma raggiungono una 
organizzazione sovra-cellulare capace di automantenersi 
e in certo qual modo di riprodursi. Infatti il fenomeno del 
rilascio di batteri dal biofilm non si traduce nel dissolvi-
mento della struttura portante con dispersione degli ele-
menti cellulari, ma consiste nel distacco di batteri singoli o 
in piccoli aggregati 21, favorito dalla secrezione di enzimi 
in grado di modificare il substrato o degradare l’alginato 22  
in alcuni punti periferici, senza peraltro compromettere la 
persistenza della microcolonia. Può risultare utile sinte-
tizzare i possibili meccanismi responsabili del rilascio di 
batteri 23 24:
•	 erosione = rimozione continua di piccole parti di bio-

film;
•	 distacco = rimozione rapida e massiva;
•	 abrasione = distacco dovuto alla collisione di particelle 

di fluido ad alta velocità con la superficie del biofilm.
I batteri liberati si comportano come forme planctoniche 
in grado di provocare riacutizzazioni cliniche ovvero ca-
paci di aderire ad altre parti della stessa superficie o ad 
altre superfici per dare origine a nuovi biofilm 25.

La resistenza batterica nei biofilm
Strategie molteplici sono state implementate per la difesa 
degli organismi più evoluti dall’aggressione delle diverse 
specie batteriche. Le varie strategie possono essere ricon-
dotte a tre modalità fondamentali 2:
1.	 difese dell’ospite, immunologiche (innate e acquisite) 

e non immunologiche;
2.	 terapie antibiotiche;
3.	 sostanze antibatteriche “disinfettanti” da applicare 

nell’ambiente e sugli oggetti.
A differenza delle forme planctoniche, sensibili ai suddetti 
fattori, i batteri costituenti i biofilm risultano per lo più 
refrattari e finiscono con il costituire una riserva inattac-
cabile e perpetua di germi patogeni, responsabili di forme 
recidivanti. Infatti il trattamento antibiotico nella migliore 
delle ipotesi riesce a distruggere i batteri più periferici, che 
si trovano in fase di attività metabolica, mentre le cellule 
indovate nella profondità risultano refrattarie in virtù della 
condizione di quiescenza vegetativa in cui si trovano 26.
Per quanto riguarda le difese dell’ospite la matrice di al-
ginato rende i batteri resistenti tanto ai meccanismi aspe-
cifici, come la fagocitosi 27, che alle modalità specifiche, 
come la neutralizzazione da parte di anticorpi circolanti 28. 
D’altra parte la struttura biochimica dell’alginato per la 
sua natura polisaccaridica stimola di per sé le difese del-
l’ospite, che produce anticorpi anti-alginato: se da un 
lato tali anticorpi tentano invano di distruggere i biofilm, 
d’altra parte va loro riconosciuto un ruolo nella fase dia-
gnostica in quanto l’elevazione del titolo anticorpale è pa-
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tognomonico della patologia da biofilm e proporzionato 
alla severità della stessa 29. Se i biofilm sono numerosi e di 
conseguenza la matrice di alginato è particolarmente ab-
bondante è comune rilevare la formazione di immunocom-
plessi circolanti, la cui deposizione provoca danni tissutali 
di natura infiammatoria.
La resistenza alla terapia antibiotica da parte dei biofilm 
aumenta significativamente rispetto alle corrispondenti 
forme planctoniche 26 e può essere ricondotta a tre moda-
lità fondamentali:
1.	 resistenza meccanica;
2.	 resistenza metabolica;
3.	 resistenza genetica.
La matrice del biofilm costituisce una sorta di “pellicola 
protettiva”, che impedisce, o comunque rallenta, la pe-
netrazione dell’antibiotico all’interno della micro-colo-
nia 30 31, lasciandolo esposto ai fattori di inattivazione bat-
terica come le beta-lattamasi. 
Per comprendere il concetto di resistenza metabolica dob-
biamo fare riferimento all’organizzazione delle cellule al-
l’interno del biofilm: la distribuzione di ossigeno e nutrien-
ti agli elementi cellulari avviene attraverso una fitta rete di 
canali, che costituiscono una sorta di “vascolarizzazione”. 
I batteri più vicini ai canali ricevono ossigeno e nutrienti a 
sufficienza per replicarsi, mentre i microrganismi presenti 
nelle aree centrali più distanti dai canali di approvvigiona-
mento hanno minori possibilità e riducono, fino al blocco 
completo, la attività di replicazione, mantenendosi in uno 
stato quiescente 32. Da questa sorta di “Limbo” possono 
riattivarsi qualora si verifichino mutamenti nell’organizza-
zione del biofilm, che li pongano in condizioni più favore-
voli alle loro esigenze metaboliche. I microrganismi, che 
si trovano nello stato quiescente, risultano resistenti a tutti 
gli antibiotici, che agiscono attaccando i batteri nei loro 
processi metabolici.
La resistenza genetica dipende dalle modificazioni fenoti-
piche promosse dai fenomeni di adesione delle cellule bat-
teriche, prima ad una superficie e successivamente ad altri 
microrganismi 33: vengono così espressi pattern genetici 
specifici responsabili di morfologia e attività metaboliche 
diverse dalle forme planctoniche e altamente protettive nei 
confronti degli antibiotici.
Per quanto concerne la resistenza ai biocidi applicati al-
l’ambiente esterno o agli oggetti sono disponibili i seguen-
ti dati, dei quali occorre tenere debito conto:
•	 la resistenza ai metalli pesanti risulta notevolmente 

superiore nei biofilm di Pseudomonas aeruginosa (P. 
aeruginosa) rispetto alle corrispondenti forme plan-
ctoniche 34;

•	 la dose di ipoclorito di sodio, che esercita un efficace 
effetto antibatterico è 600 volte superiore nel caso di 
biofilm di Staphylococcus aureus (S. aureus) rispetto 
alle forme planctoniche 35.

D’altra parte i biofilm costituiscono un ambiente partico-
larmente favorevole al trasferimento orizzontale di DNA, 
fenomeno che incrementa la probabilità di mutazioni adat-
tive, tra cui la resistenza antibatterica 26.

I biofilm nell’ambiente
I biofilm batterici sono di fatto presenti su qualunque super-
ficie umida o immersa in acqua: questo fenomeno è ben noto 

ai tecnici che si occupano della manutenzione di impianti di 
raffreddamento, condutture di acqua potabile, carene della 
navi, ma anche di monumenti ed edifici storici.
I fenomeni imputabili alla presenza di “pellicole” microbi-
che possono essere sintetizzati in 2:
•	 corrosione della superficie;
•	 rilascio nell’ambiente di elementi e prodotti di degra-

dazione delle superfici;
•	 riserva di germi potenzialmente patogeni per l’uomo;
•	 protezione dei batteri dai disinfettanti;
•	 alterazione delle caratteristiche meccaniche e/o esteti-

che delle superfici.
Una condizione specifica di contaminazione può essere 
considerata la formazione di biofilm su dispositivi e prote-
si biomedicali. Non c’è protesi o apparecchiatura, che pos-
sa essere considerata immune dalla possibilità di tale tipo 
di impianto microbiologico 36: biofilm sono stati isolati su 
cateteri (es. urinari o venosi centrali), protesi (es. valvolari 
cardiache, ortopediche) e su qualunque dispositivo utiliz-
zato nella patologia umana, ivi compresi gli impianti di 
irrigazione delle apparecchiature odontoiatriche.
Per quanto concerne la patologia di competenza ORL, i 
biofilm sono stati individuati in corrispondenza di protesi 
vocali, tubi endotracheali e tubicini per timpanostomia ol-
tre che su stent di silicone usati per il seno frontale 37.
I germi più comunemente coinvolti sono stafilococchi 
coagulasi negativi, enterococchi, Klebsiella pneumoniae, 
P. aeruginosa, S. aureus. È ben noto come anche i miceti, 
e in particolare Candida albicans, siano in grado di colo-
nizzare in forma di biofilm i suddetti dispositivi 2.
Una riflessione particolare meritano i dati attualmente di-
sponibili relativamente agli impianti cocleari. Nel 2004 è 
stato condotto uno studio con la microscopia elettronica a 
scansione 38 su sei impianti cocleari, dei quali due rimossi 
per infezioni refrattarie, due asportati per malfunziona-
mento e due di controllo non ancora inseriti. La forma-
zione di biofilm è stata evidenziata su uno degli impianti 
rimossi per infezione, ma anche sugli altri tre asportati è 
stata ipotizzato il coinvolgimento di biofilm. La presen-
za di microrganismi con la formazione di matrice è stata 
rilevata sugli impianti cocleari mai impiantati, ma non si 
trattava di matrice esopolimerica e la contaminazione non 
poteva essere considerata coerente con i requisiti neces-
sari per definirla da biofilm. Il modello dell’impianto non 
è indifferente nell’influenzare l’eventuale contaminazio-
ne da biofilm: le conformazioni che prevedono tasche e 
depressioni favoriscono l’organizzazione tridimensionale 
dei batteri e lo sviluppo dei fenotipi più resistenti alle te-
rapie antibiotiche 39-40. 

L’impianto di biofilm sulle mucose 
umane
Se dobbiamo credere che il 99% dei batteri vive nell’or-
ganizzazione dei biofilm, mentre solo l’1% si trova sotto 
forma di elementi isolati fluttuanti 41, non stupisce la va-
lutazione effettuata dai Centers for Disease control and 
Prevention, secondo la quale almeno il 65% di tutte le 
infezioni batteriche umane comporta il coinvolgimento di 
biofilm 42.
Il coinvolgimento di biofilm nell’etiopatogenesi di diver-
se patologie non dipende esclusivamente dalla contami-
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nazione di presidi, apparecchiature o dispositivi utilizzati 
nelle diagnostica o nel trattamento, ma va ascritta anche al 
fenomeno dell’impianto diretto di biofilm sulle mucose. 
Già nel marzo del 1998 il National Institute of Health “de-
nunciava” il coinvolgimento di biofilm in oltre l’80% delle 
patologie umane di natura infettiva 43.
La fibrosi cistica è la patologia nella quale risulta meglio 
documentata la presenza di biofilm: le alterazioni del-
le caratteristiche reologiche del muco e di conseguenza 
della clearance muco-cilare, che sono proprie della ma-
lattia, favoriscono infezioni ripetute da P. aeruginosa, la 
cui persistenza a livello polmonare è certamente facilitata 
dall’organizzazione di tale germe in forma di biofilm 44. 
L’impianto del batterio sotto forma di biofilm è svelato 
macroscopicamente dall’accumulo di materiale mucoide 
e confermato dalla identificazione di tassi elevati di anti-
corpi anti-alginato, dato correlato con la riduzione della 
funzione respiratoria e con il peggioramento della progno-
si 45. In realtà molto tempo prima dell’evidenziarsi delle 
manifestazioni patologiche è stato possibile individuare 
con analisi elettro-microscopiche la presenza nel fluido di 
lavaggio broncoalveolare biofilm di Haemophilus influen-
zae (H. influenzae) 46. Dal momento che è stato dimostrato 
in modelli in vitro la stimolazione alla produzione di ci-
tochine e chemochine proinfiammatorie da parte dell’H. 
influenzae, è ipotizzabile che il danno causato all’epite-
lio polmonare da quest’ultimo incrementi la possibilità di 
adesione e colonizzazione da parte di P. aeruginosa.
Numerose condizioni patologiche vengono attualmente 
ascritte all’organizzazione in biofilm dei batteri responsa-
bili:
•	 rimanendo nell’ambito della pneumologia si posso-

no citare tutte le infezioni croniche e/o ricorrenti e le 
bronchioliti;

•	 tra le patologie cardiologiche sono state raccolte evi-
denze per le endocarditi valvolari 47;

•	 nell’ambito della reumatologia/ortopedia tale mecca-
nismo etio-patogenetico è stato riconosciuto alla base 
di infezioni muscolo-scheletriche, fascite necrotizzan-
te, osteomielite 2;

•	 per quanto concerne l’urologia, i fallimenti terapeutici 
nei confronti di prostatiti e cistiti sono stati attribuiti 
proprio alle condizioni protette in cui P. aeruginosa 
ed E. coli si vengono a trovare nell’organizzazione dei 
biofilm 48-49;

•	 in odontoiatria è noto da tempo come le carie e le pe-
riodontiti non vadano attribuite all’azione di batteri 
isolati, ma alle corrispondenti forme organizzate che 
nel caso specifico vengono definite “tartaro” 50.

I biofilm nella patologia ORL
Sono in continuo incremento le evidenze circa il ruolo dei 
biofilm nelle patologie di interesse ORL.
La formazione di biofilm è stata dimostrata per numerosi 
patogeni coinvolti in tali affezioni quali P. aeruginosa, S. 
aureus, Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), H. 
influenzae e Moraxella catarrhalis (M. catarrhalis) 26. La 
presenza di biofilm è stata spesso evidenziata nel materiale 
bioptico ottenuto da tessuto tonsillare, adenoideo, etmoi-
dale e mascellare di pazienti affetti da infezioni ricorrenti 
delle alte vie respiratorie 51.

Otite media
Le otiti medie croniche e le forme essudative persistenti a 
carico dell’orecchio medio vengono sempre più frequente-
mente interpretate come forme patologiche da biofilm 52.
Con l’osservazione microscopica sono stati evidenziati 
biofilm batterici sulla mucosa della cassa timpanica in mo-
delli sperimentali di otite media da H. influenzae indotta 
nei cincillà 53. 
L’analisi di 50 campioni di materiale bioptico, ottenuto 
dalla mucosa dell’orecchio medio di 26 bambini affetti da 
otite media con versamento od otite media ricorrente, ha 
evidenziato la positività della PCR per S. pneumoniae, H. 
influenzae e M. catarrhalis in 24 versamenti, mentre solo 
in 6 casi le culture erano risultate positive 54. Con il sup-
porto dell’osservazione al microscopio elettronico confo-
cale, combinata con la FISH (fluorescent in situ hybridiza-
tion) è stato possibile fornire la prima dimostrazione della 
presenza di biofilm batterici sulla mucosa dell’orecchio 
medio in 46 dei 50 campioni.
Il dato più significativo non è rappresentato tanto dal coin-
volgimento di biofilm nell’etiopatogenesi dell’otite media 
ricorrente, quanto dalla dimostrazione della presenza di 
biofilm sulla mucosa timpanica durante le fasi di remis-
sione clinica. Questo dato ha richiesto un ripensamento 
sulla reale natura delle diverse forme di otite media e sulla 
contrapposizione tra forme infiammatorie rispetto a quelle 
infettive. Sebbene non possa essere ancora pronunciato a 
nostro avviso un giudizio definitivo, d’altro canto è corretto 
interpretare la presenza dei mediatori pro-flogogeni all’in-
terno dell’orecchio medio non solo come responsabili del-
le forme “catarrali” croniche, ma anche in molti casi come 
la risposta alla presenza persistente del trigger batterico. 
Le conoscenze sulla complessa organizzazione dei biofilm 
gettano nuova luce sul percorso di comprensione della re-
frattarietà alla terapia antibiotica nelle otiti medie croniche 
e d’altro canto sono di ausilio nel chiarire l’efficacia dei 
tubicini di ventilazione timpanica. Questi ultimi, mentre 
interrompono meccanicamente l’integrità del biofilm, ri-
ventilano la cassa timpanica e, incrementando la pressione 
parziale di ossigeno, favoriscono il ripristino dell’epitelio 
cigliato, riducono il numero di elementi secretori e in defi-
nitiva consentono l’eliminazione dl biofilm.
D’altro canto una abbondante proliferazione di biofilm è 
stata altresì evidenziata su 4 tubi di timpanostomia, rimos-
si da bambini che presentavano otorrea persistente 53.
Meritevole di considerazione è altresì lo studio sperimen-
tale su modello animale nel quale è stata indotta l’otite 
media purulenta cronica per infezione da P. aeruginosa: 
biofilm di questo batterio sono stati identificati con la mi-
croscopia elettronica a scansione soltanto nell’orecchio in-
fettato 55. D’altra parte biofilm da cocchi sono stati rilevati 
tanto nell’orecchio infettato quanto in quello di controllo.
L’analisi di materiale ottenuto da colesteatomi ha eviden-
ziato biofilm di Pseudomonas, aderenti ai cheratinociti, 
contenenti geni atti a codificare l’espressione di quorum 
sensing 26. A conferma, i batteri usualmente isolati da co-
lesteatomi indotti sperimentalmente sono in grado di for-
mare biofilm 56. La matrice di cheratina del colesteatoma 
appare un supporto ideale per la formazione di biofilm e 
d’altra parte i ceppi di P. aeruginosa isolati dai colesteato-
mi manifestano una spiccata attitudine ad aderire ai che-
ratinociti 57.
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Le caratteristiche istomorfologiche di 24 colesteatomi 
umani e 22 colesteatomi sperimentali sono state valutate 
con la microscopia ottica ed elettronica 56: in 16 dei 24 co-
lesteatomi umani e in 21 dei 22 colesteatomi animali sono 
stati identificati batteri Gram-positivi e Gram-negativi 
inglobati in depositi acellulari, dotati delle caratteristiche 
della tipica matrice polisaccaridica dei biofilm.
La persistenza e la ricorrenza dell’infezione così come 
l’efficacia del trattamento chirurgico sono tutti aspetti 
clinici coerenti con la centralità della malattia da biofilm 
nell’otite media cronica colesteatomatosa.

Rinosinusite cronica
Nella rinosinusite cronica la mucosa va incontro ad altera-
zioni dell’epitelio cigliato, che la rendono una superficie 
ideale per la formazione di biofilm 58. Inoltre le caratteri-
stiche cliniche della rinosinusite cronica hanno indotto il 
fondato sospetto del coinvolgimento di biofilm batterici, 
confermato da studi su modello animale 59 60, ma anche da 
evidenze cliniche 60-63. Negli animali in cui i seni parana-
sali erano stati infettati con P. aeruginosa i corrispondenti 
biofilm sono stati evidenziati con la microscopia elettro-
nica a scansione 64. Non è stato possibile rilevare biofilm 
da mutanti dello stesso germe incapaci di organizzarsi in 
questo tipo di strutture 60.
Nel 2005 Ramadan et al. 62 avevano analizzato con il mi-
croscopio elettronico a scansione il materiale bioptico pro-
veniente da cinque pazienti affetti da rinosinusite cronica: 
l’evidenza della formazione di biofilm è stata documentata 
in tutti i casi. Lo stesso gruppo di lavoro 65 aveva condot-
to uno studio prospettico in 30 pazienti affetti da rinosi-
nusite cronica e 4 pazienti di controllo: reperti altamente 
suggestivi della presenza di biofilm in differenti stadi di 
maturazione, quali torri tridimensionali di batteri, canali e 
matrice, sono stati evidenziati in 24 dei pazienti (80%) e 
in nessuno dei controlli.
H. influenzae rappresenta il patogeno più frequentemente 
coinvolto, ma è stata altresì evidenziata una significativa 
correlazione tra la tendenza a formare biofilm di P. ae-
ruginosa e S. aureus e la probabilità di persistenza della 
rinosinusite cronica a dispetto dell’intervento chirurgico 
endoscopico 66.
Un dato apparentemente dissonante è stato fornito da San-
derson et al. 67, i quali hanno rilevato la presenza di biofilm 
non solo in 14/18 campioni di mucosa ottenuta da pazienti 
sottoposti ad intervento chirurgico per rinosinusite croni-
ca, ma anche in 2/5 campioni di controllo. Tale dato impo-
ne una riflessione sul ruolo dei biofilm nel ciclo vitale dei 
batteri commensali.
A conclusione di una sistemica revisione della letteratura 
sul ruolo dei biofilm nella rinosinuiste cronica, Harvey e 
Lund 68 hanno affermato che i biofilm sono associati alla 
rinosinusite cronica, ma i dati scientifici attualmente di-
sponibili sono ancora troppo esigui per una definizione del 
loro ruolo nel processo patogenetico.

Adenoiditi
La recente identificazione di biofilm sul 94,9% della su-
perficie adenoidea in bambini affetti da rinosinusite e/o 
otite cronica rispetto all’1,9% della superficie in bambini 

operati di adenoidectomia per apnee ostruttive induce a 
correlare l’efficacia dell’intervento di rimozione chirurgi-
ca della tonsilla faringea con l’allontanamento della super-
ficie di adesione dei biofilm 69.
D’altra parte biofilm sono stati identificati anche sulla 
superficie adenoidea di soggetti di controllo, inducendo 
una più ampia riflessione sull’argomento: sembra che 
proprio nel momento in cui la “scoperta” dei biofilm 
possa favorire la comprensione dei meccanismi etiopa-
togenetici delle cronicizzazioni anche in campo ORL, 
lo stesso fenomeno possa essere interpretato anche nel 
senso diametralmente opposto. In altre parole se alcuni 
biofilm “cattivi” possono impedire all’ospite di difender-
si, altri biofilm “buoni” potrebbero prevenire l’adesione 
di germi patogeni sulle mucose. Se dunque consideriamo 
i biofilm una manifestazione fenotipica trasversale alle 
diverse specie microbiche, non dobbiamo stupirci se non 
solo i batteri patogeni, ma anche i saprofiti si organizza-
no in biofilm.

Tonsilliti
La prima dimostrazione della presenza di biofilm è stata 
fornita nel 2003 da Chole e Faddis 70. Biofilm di batteri 
Gram-positivi e Gram-negativi sono stati rilevati in11/15 
tonsille infette e in 3/4 tonsille asportate per ipertrofia. 
Questo dato ha trovato conferma in lavori più recenti 71 72, 
dai quali è emersa la presenza di biofilm nella maggior 
parte dei casi di tonsillite cronica o ricorrente. In particola-
re Kania et al. 71 hanno evidenziato la presenza di biofilm 
nel 70,8% delle tonsille asportate chirurgicamente. 

Il trattamento delle patologie orl  
da biofilm
I batteri organizzati nei biofilm sono almeno 500 volte più 
resistenti agli antibiotici delle corrispondenti forme pro-
cariotiche 73.
Qualunque strategia che si proponga di combattere la 
formazione o la proliferazione di biofilm batterici, deve 
tenere conto di alcuni dati fondamentali: 1) le condizio-
ni metaboliche all’interno del biofilm variano dramma-
ticamente da un punto all’altro 74, rendendo possibile 2) 
la proliferazione di specie diverse ovvero 3) di forme ge-
notipicamente e fenotipicamente eterogenee della stessa 
specie batterica; 4) pertanto è altamente improbabile che 
un solo antibiotico possa risultare efficace 75 76. Inoltre gli 
agenti antimicrobici che siamo abituati a conoscere agi-
scono a livello molecolare o cellulare, ma non posseggono 
le prerogative per attaccare un livello di organizzazione 
comunitario, quale è appunto il biofilm batterico 77. 
Sei possibili strategie potrebbero in futuro rappresentare la 
soluzione del problema 78:
1.	 bloccare l’adesione delle cellule batteriche;
2.	 prevenire la crescita microbica;
3.	 interferire con i sistemi di comunicazione intercellulari;
4.	 disgregare le matrici polisaccaridiche già formate;
5.	 approccio probiotico;
6.	 modificazione dei materiali o delle modalità di rilascio 

dell’antibatterico.
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Blocco dell’adesione batterica  
alle mucose
La fase dell’adesione batterica può essere bloccata con la 
somministrazione di lisati batterici. Infatti la prevenzione 
della formazione di biofilm può essere perseguita favoren-
do la produzione di IgA secretorie a livello della mucose 
respiratorie proprio attraverso la somministrazione di lisa-
ti batterici polivalenti, preferibilmente mediante la via su-
blinguale, che induce peraltro la maturazione delle cellule 
dendridiche 79. 
L’interferenza sul metabolismo del ferro mediante agenti 
chelanti 80 o catecolamine inotrope 81 sortisce effetti rispet-
tivamente di restrizione o di promozione della capacità di 
adesione batterica.

Prevenzione della crescita microbica
Una attività inibente la formazione di biofilm di P. aerugi-
nosa e stafilococchi coagulasi-negativi è stata evidenziata 
per claritromicina 82 83. 
Kondoh e Hashiba 83 hanno studiato da un punto di vista 
morfologico e quantitativo la capacità di formare bio-
film da parte di un ceppo di Pseudomonas aeruginosa 
di tipo mucoide. P. aeruginosa è stata coltivata su Teflon 
a 37 °C per 7 giorni in presenza di concentrazioni di-
verse di claritromicina, eritromicina e midecamicina. La 
formazione di biofilm (studio morfologico) così come i 
livelli di esosi, proteine e alginato (analisi quantitativa) 
sono risultati decrescere all’incremento della concentra-
zione di claritromicina e di eritromicina, ma non sono 
stati in alcun modo influenzati dalla presenza della mi-
decamicina, indipendentemente dalla concentrazione. In 
considerazione delle concentrazioni utilizzate in questi 
esperimenti, gli autori hanno concluso che gli effetti del-
la claritromicina e dell’eritromicina sui biofilm sono da 
attribuire a azioni diverse da quella battericida. Questi 
cosiddetti “effetti collaterali” dei macrolidi possono es-
sere così sintetizzati 84:
•	 inibizione della produzione di alginato da parte di P. 

aeruginosa; 
•	 riduzione della reazione anticorpale dell’ospite nei 

confronti dell’alginato e conseguente decremento del-
la formazione di immunocomplessi;

•	 attivazione dell’autoinduttore 3-O-C12-lattone del-
l’omoserina e conseguente induzione dell’espressione 
di lasI e rhlI nei sistemi dei quorum sensing in P. aeru-
ginosa.

La possibilità di bloccare la crescita microbica può essere 
amplificata dal raggiungimento di dosaggi notevolmente 
superiori a quelli raggiungibili con la terapia sistemica: 
tale obiettivo può essere perseguito con la somministrazio-
ne topica di antibiotici a livello naso-sinusale o auricolare, 
ma i risultati sono ancora controversi 85 86.

Interferenza con i sistemi  
di comunicazione intercellulari
Possibili strategie per il controllo della crescita dei biofilm 
potrebbero scaturire dalla identificazione di due sistemi di 
comunicazione (lasRlasI e rhlR-rhlI) coinvolti nello svi-
luppo dei biofilm di P. aeruginosa 12 87.

In esperimenti di laboratorio è stato dimostrato come l’in-
terferenza biochimica con i quorum sensing abbia provo-
cato il distacco e la disgregazione di biofilm già formati 88. 
Una applicazione, seppure in campo industriale, è già in 
corso con l’utilizzazione di furanoni sostituiti, che compe-
tono con i siti di legame per le molecole di comunicazione 
proteggendo gli scafi delle imbarcazioni così come appa-
recchiature per culture acquatiche 89. 
Una ulteriore strategia attinente ai quorum sensing è l’ini-
bizione della trascrizione dei geni, che controllano il vi-
raggio verso il fenotipo biofilm o che codificano per i fat-
tori che provvedono ai processi di adesione stabile 11.

Disgregazione delle matrici 
polisaccaridiche
Markers indicativi del distacco di batteri isolati dal bio-
film potrebbero essere impiegati per individuare lo stato di 
maturazione del biofilm e di conseguenza per compiere la 
scelta terapeutica più appropriata 90.
In termini generali è intuitivo comprendere che la disgre-
gazione della matrice esapolimerica, sottragga un fonda-
mentale fattore di protezione e resistenza agli elementi 
cellulari del biofilm, esponendoli ad una ritrovata efficacia 
tanto delle difese dell’ospite quanto dei trattamenti anti-
biotici 73 91 92.
Il tiamfenicolo è un “vecchio” antibiotico, che è stato riva-
lutato nella somministrazione per aerosol per la capacità 
di interferire con la sostanza extracellulare del biofilm e 
in definitiva con la capacità di sopravvivenza e di repli-
cazione di biofilm batterici organizzati sulle mucose re-
spiratorie 93.
La N-acetilisteina è un efficace mucolitico con un ricono-
sciuto potere antiossidante: probabilmente alla combina-
zione di tali caratteristiche va ascritta la capacità di inter-
ferire nelle diverse fasi di formazione dei biofilm batterici, 
composti da Staphylococcus epidermidis (S. epidermis), 
stafilococchi coagulasi negativi 94 e S. aureus 93. Partico-
larmente interessante è l’effetto disgregante nei confronti 
di biofilm anche consolidati.
L’attività battericida risulta significativamente potenziata, 
fino al 90%, dall’azione sinergica della N-acetilcisteina 
somministrata in associazione con il tiamfenicolo: l’asso-
ciazione è in grado di interferire con gli elementi vitali del 
biofilm 2.
La matrice cellulare potrebbe risultare alterata dalla ma-
nipolazione dei campi elettrici, che circondano i biofilm, 
favorendo la penetrazione degli antibiotici all’interno del-
lo slime 95.
Anche la degradazione enzimatica dell’alginato della ma-
trice, rende più agevole la penetrazione di antibiotici 96 97.

Approccio probiotico
Tale strategia di trattamento parte dall’assunto che i bio-
film rappresentino una modalità di crescita organizzata 
trasversale a tutto il mondo microbico o, in altri termini, 
che anche batteri non patogeni per l’uomo tendano verso 
questa variante fenotipica di sviluppo. Alla luce di questa 
interpretazione va rivisto il ruolo dei batteri saprofiti: nel-
le prime vie respiratorie tanto le mucose quanto le cavità 
trattate chirurgicamente non sono e non possono essere 
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sterili, ma vengono colonizzate da commensali capaci di 
competere con eventuali patogeni. Fin qui nulla di nuovo 
rispetto a quanto lo specialista Otorinolaringoiatra è abi-
tuato a conoscere: la novità consiste nel fatto che anche i 
saprofiti possono organizzarsi in biofilm. La conoscenza 
del complesso metabolismo dei biofilm e dei fenomeni 
di competizione e soppressione, che possono attivarsi al-
l’interno degli stessi nelle diverse condizioni ambienta-
li, potrebbe fornire preziosi spunti per la messa a punto 
di strategie finalizzate a favorire lo sviluppo dei biofilm 
“benigni” a scapito di quelli patogeni per le mucose del-
le prime vie respiratorie 13. Sarebbe in qualche modo un 
approccio analogo a quanto viene già realizzato a livello 
intestinale con la ben nota somministrazione dei cosiddetti 
“fermenti lattici” alla scopo di favorire a seguito di infe-
zioni e/o terapie antibiotiche il fisiologico equilibrio della 
flora microbica commensale.

Modificazione dei materiali e delle 
modalità di rilascio dell’antibatterico
Qualunque superficie, anche quella apparentemente più 
inerte, risulta rivestita da costituenti provenienti dall’am-
biente, quali particelle di acqua, elettroliti, materiale or-
ganico 98. L’interazione tra questo “rivestimento” e i mi-
crorganismi è inizialmente regolato da fenomeno di natura 
prevalentemente fisica ovvero movimenti browniani, gra-
vità, diffusione, interazioni elettrostatiche 99. Sono in via 
di sperimentazione diverse soluzioni biotecnologiche fina-
lizzate a prevenire la formazione di biofilm sui materiali 
ad uso sanitario.
Una possibilità è rappresentata dall’incorporare nella su-
perficie polivinilpiridine N-alchilate a lunga catena, che 
la rendono lievemente idrofobica e carica positivamente: 
ne risulta un effetto battericida nei confronti di S. aureus, 
S. epidermidis, P. aeruginosa ed Escherichia coli (E. 
coli) 100.
Una ulteriore strategia consiste nell’incorporare nel di-
spositivo antibiotici a largo spettro 101-106. Tale tecnica ap-
parentemente inappuntabile cela in realtà non pochi pro-
blemi: infatti l’antibiotico deve essere incorporato in un 
quantitativo sufficiente per “coprire” il tempo di vita del 
dispositivo, ma nello stesso tempo non deve danneggiare 
le caratteristiche del materiale quali la lubrificazione, la 
durata, la biocompatibilità 107. D’altra parte livelli ecces-
sivamente bassi di antibiotico favoriscono l’emergere di 
ceppi resistenti 108. 
In alternativa è stato proposto adsorbimento dell’anti-
biotico su poliuretani con proprietà acide o basiche109 o 
l’incorporazione del farmaco nel polimero come catena 
principale 110.
Per evitare l’impiego con finalità profilattiche dei medesi-
mi antibiotici utilizzati per il trattamento delle forme in-
fettive acute, è stata avviata la ricerca di principi attivi di 
natura diversa. L’acido usnico, un metabolica secondario 
dei licheni, sembra poter rispondere ai requisiti richiesti 
per la sua attività antimicrobica nei confronti di S. aureus, 
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium e l’abilità 
di inibire la formazione di biofilm 111.
L’attività antimicrobica può essere inoltre potenziata dal-
l’applicazione di una corrente a bassa tensione, che favori-
sce il rilascio di ioni argento dal dispositivo 112.

Gli ultrasuoni sono stati usati per incrementare il trasporto 
di antibiotici attraverso i biofilm 113-114. Ultrasuoni a bassa 
frequenza (70 kHz) e bassa intensità aumentano il tasso 
di crescita su superfici di polietilene di S. epidermidis, P. 
aeruginosa ed E. coli, probabilmente incrementando il tra-
sporto di ossigeno e nutrienti alle cellule, che in tali con-
dizioni di metabolismo attivo ritornano ad una maggiore 
suscettibilità al trattamento antibiotico 115.
L’approccio fotodinamico consiste nell’applicazione di una 
luce laser in presenza di farmaci fotosensibilizzanti allo 
scopo di produrre una distruzione ossidativa del biofilm 116.
Diversi studi sono stati dedicati all’interazione tra i lipo-
somi e i biofilm batterici 117-122. L’efficacia dei liposomi 
contenenti antibatterici è dipendente dalle caratteristiche 
dell’organismo infettante. Uno sviluppo interessante è 
rappresentato dall’impiego dei liposomi sensibili al pH 123. 
Più stabili dei liposomi sono i sistemi di rilascio di antibio-
tici basati su polimeri biodegradabili 124.

Conclusioni
I biofilm rappresentano un microambiente molto dinami-
co nel quale avvengono scambi di molecole enzimatiche, 
proteiche, ma anche di materiale genetico.
Il fallimento della terapia antibiotica nelle più comuni pa-
tologie recidivanti, ricorrenti e croniche del distretto ORL 
può essere ascritto ad un complesso di fattori pertinenti 
all’ospite, all’ambiente, ai microrganismi o alla terapia 
farmacologica. Tra le motivazioni della refrattarietà del-
le patologie infettive merita un posto di qualche rilievo il 
fenomeno della formazione dei biofilm batterici. Queste 
complesse organizzazioni tridimensionali rappresentano 
una modalità di crescita protetta, che rende i batteri al-
tamente resistenti ai meccanismi di difesa messi in atto 
dall’organismo umano così come ai trattamenti antibiotici. 
Dai biofilm si distaccano microrganismi isolati, determi-
nanti per le riacutizzazioni delle patologie infettive delle 
prime vie respiratorie.
Gli antibiotici efficaci contro cellule quiescenti (quali i 
fluorochinolonici) sono più appropriati rispetto agli anti-
biotici più tradizionali (come i beta-lattamici), che rico-
noscono quale loro target le cellule in fase di attiva proli-
ferazione 125 126. 
Moxifloxacina, un fluorochinolone orale di quarta gene-
razione, si è dimostrata efficace nei confronti di biofilm 
formati tanto da batteri Gram-positivi che Gram-negati-
vi 127 128. In particolare, diversi studi dimostrano l’attività 
di moxifloxacina nei confronti di biofilm prodotti da sta-
filococchi isolati da infezioni protesiche, da endocarditi e 
da cateteri intravascolari 128 129 e verso biofilm prodotti da 
streptococchi viridanti in pazienti con endocarditi e con 
sepsi e neutropenia 130. Inoltre, moxifloxacina ha dimo-
strato efficacia anche nei confronti di patogeni parodontali 
produttori di biofilm 131 e verso biofilm prodotto da Steno-
trophomonas maltophilia 127.
A concentrazioni facilmente raggiungibili con la sommini-
strazione orale, il farmaco ha confermato le sue capacità di 
distruzione di biofilm nei diversi stadi di maturazione an-
che nel caso dei patogeni elettivi per le vie respiratorie 132.
Altri agenti antimicrobici, come alcuni macrolidi (es. cla-
ritromicina ed eritromicina) sarebbero in grado di inibire 
la formazione di biofilm 127 128, 133-139.
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Sono allo studio varianti tecnologiche nella scelta dei ma-
teriali che costituiscono protesi e dispositivi in modo da 
“scoraggiare” la proliferazione di biofilm. In particolare 
per quanto riguarda i tubicini di drenaggio transtimpanico 
sono stati proposti trattamenti di ionizzazione dei tubicini 
fluoroplastici e di quelli in silicone 140-142.
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