Biofilm microbicl
formazione e funzioni




stati considerati

organismi planctonici

cioe cellule sospese e classificate secondo la tipologia
della loro crescita in un mezzo di coltura ricco.

Verso la fine del 1600 Anton van Leeuwenhoek,
raschiando la superficie dei denti, osservo, con il suo
microscopio primitivo,




DEFINIZIONE

Una volta che un biofilm si & formato e la matrice esopolisaccaridica &
Stata secreta dalle cellule sessili,

lastrittura nsultante e altamente vViscoelastica conl carattenstiche
difmaternale:gemmese.




Caratteritiche

esibiscono:
> un fenotipo distinto
> unatrascrizione genica
> Uun tasso di crescita
divVersidarmicrerganismiin forma planctenica:

sviluppano specifici meccanismi:
> per 'adesione iniziale alla superficie,
> per lo sviluppo in , quindi

> € per il distacco dal substrato.




SIGNIFICATO ECOLOGICO DEI
BIOFILM MICROBICI

afferma che:

> | dati, su cui guesta teoria e basata, scaturiscono
principalmente dallo studio di ecosistemi acquatici
naturall;, In cui si e osservate che piu del 99,9% de;
patter si sviluppano in biefilm adesi su un‘ampia vareta

dil SUpPErficl.



SIGNIFICATO ECOLOGICO DEI
BIOFILM MICROBICI

> Singole cellule allo stato planctonico sono raramente
osservabili se non in ecosistemi con un ridotto
guantitative di nutrientr, qualr' le acque freatiche
profonde, il fondo degl oceani, e nelle infezioni
patteriche acute che hanno caratterizzato le epoche
pre-antibiotici e pre-vaccinazioni.

IferpopelazienissessIliIseneprotagenisterdella
MagyIeEPaEdEINPROCESSINISIOIOYICIFHET])
ECOSISTEMIE



ANALISI DEI BIOFILM

POSSOENO ESSENE COMPOSTI da una pepolazione sviluppatas! da una
SINgoJla SPECIE 6 da una comunita costituita da vVare SPECIE
MICrOLIChE che pessene provenire da diverse superiici bietiche ed
abietiche

| biofilm si compongono:



Biofilm mono-specie di
Staphylococcus aureus







COMUNICAZIONE CELLULARE

La formazione di biofilm richiede:
> R2YY 11V R
>

tra le diverse specie microbiche che lo costituiscono.

> Questa particelanta dimoestra come cellule
pattenche; capacl divita autenema;, SeNe:In

grade difereanizzarsiip comunitas



Nature Reviews | Drug Discovery

a. Adesione del batteri alla superficie organica; b. Colonizzazione; c. Produzione di esopolimeri;
d.. Maturazione del biofilm; e. Rilascio dei batteri dal biofilm.

Fonte: Davies (2003), Understanding biofilm resistance to antibacterial agents, Nature Reviews Drug Discovery, 2, 114-122.



STRUTTURA DEL BIOFILM

Le cellule sono organizzate in colonie batteriche immerse in una matrice dove assumono
|a caratteristica forma a torre 6 a fungo.

Con la CLSM (microscopia confocale laser a scansione) le osservazioni in vivo dei biofilm hanno
indicato che

descrivibile come unaforesta di torrette gelatinose fissate alla superficie.

Malgrado la
presenza della
matrice
extracellulare sia
universale, essa e
molto varia sia

nella
composizione sia
nei tempi di
sintesi.

Le frecce azzurre indicano il flusso di nutrienti attraverso i canali dell’acqua.
Laifreccia neraindicail distacco ditun'embolenfettivo.



LA PATOGENICITA’ DEI BIOFILM

La pategenicita derbiofilmi e strettamente
correlata:

>
>

Le caratteristiche strutturali dei biofilm incidono sull’istaurarsi di
, (quale I'endocardite valvolare, etc.),

e la tendenza delle microcolonie a distaccarsi dal biofilm puo produrre
che, attraversando I capillari, possoeno portare a gravi conseguenze.



Antibiotic u Antibody cPlanktonic cell @ Biofilm cell - Phagocyte enzymes

(A) Le cellule planctoniche sono suscettibili  all’azione dii  antibiotici, anticorpi e fagociti.
(B) | batteri formano biofilm preferenzialmente su una superficie nerte, la comunita sessile diventa
resistente agli antibiotici e all’'azione o] anticorpi e fagociti.
(C) | fagociti sono attratti dal biofilm. La fagocitosi e impedita, ma sono rilasciati enzimi proteolitici.
(D) Gli enzimi proteolitici danneggiano il tessuto che circonda il biofilm. Batteri in forma planctenica lasciano
iI'biofilm e pessonoe causare Infezioni acute nel tessuti circostanti



LA PATOGENICITA’ DEI BIOFILM

| batteri all'interno di un biofilm mostrano
Una magglore esistenza:

>

Y V V V



LA RESISTENZA AGLI'AGENTH
ANTIMICROBICI

|La resistenza antimicrobica del biofilm

(Cioe portata da plasmidi, trasposoni o
legata ad eventi mutazionalr)

ma e, piuttosto, dovuta a | . e/oalla
_capacita delle singole cellule, interne al biofilm, di
differenziarsi in Uno tollerante I'azione

degli antimicrobicl.



LA RESISTENZA AGLI'AGENTH
ANTIMICROBICI

| meccanismi responsabili della
resistenza possono essere diversi:

>
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Penetrazione ritardata dell’agente
antimicrobico

> La lisi dell’alginato, componente principale della matrice
extracellulare del biofilm formato da P. aeruginoesa, facilita la
diffusione di sostanze antimicrobiche suggerendo che



J'asso di' accrescimento alterato
degli organismi del biofilm

> Biofilmdi'E: coliia crescitalenta sono resistenti alla cetrimide, mentre
biofilm in cui viene indotto un aumento della velocita di crescita presentano la
stessa sensibilita delle cellule planctoniche.

> Studiando biofilm di P. aeruginosa sviluppati in tempi diversi, si e dimostrato
che i biofilm piu vecchr, alento sviluppo, seno sensibilmente piu resistenti
agliragentirantimicrobicidelbiofilm diiimpianto piu giovane, a Grescita
Veloce



Altri' cambiamenti fisiologicl dovuti alla
crescita derl biofilm

| batteri Gram-negativi rispondono a limitazioni dei nutrienti e ad altri
con la produzione di particolari molecole:

In E. coli, I fattori sigma sono sotto il controlio di che regola la trascrizione
di geni i cui prodotti attenuano gli effetti dello stress.

Studiando 1 biofilm di E. coli, formati da ceppi selvatici e mutanti per rposS, e
statoldimostrato che 1 biofilm del ceppo selvatico hanno una densita di cellule
piu alta.

Poiche rpoS e attivato durante uno sviluppo lento, sembra che
circostanze che tendono a ritardare o sviluppo batterico, come la
limitazione di nutrienti o ’'accumulo di metaboliti tossici, favorisce la
formazione der biofilm.

Anche colture di E.coli, cresciute in agar, risultavano piu resistenti ad un
aminoglicoside in condizioni di alte concentrazioni cellulari a causa della
diminuita tensione di 6ssigeno suggerendo che l'effetto della diminuzione
dell’assorbimento dell’antibiotico era dovuto alla carenza di 6SSIgeno.

CipNnuIcacheranchelexcondizioniiampientaliN g uISCenosulla
ESTSTENZ2G EIRIOTT M0 IRt RIOH CIaVEN U GNP ENCUSSIONISSUII 2
CTESCItalCE! | Ul aneiersl | OFSTalONN EIab Bl ICOA El EFSITNURIEICEl U E?



Mol Cell Biochem. 2010 Sep;342(1-2):207-13. Epub 2010 May 18.

Contribution of rpoS and bolA genes in biofilm formation in Escherichia coli K-12 MG1655.

Adnan M, Morton G, Singh J, Hadi S.

School of Forensic and Investigative Sciences, University of Central Lancashire, Maudland Building,
Preston, Lancashire, England, UK. madnan@uclan.ac.uk

Abstract

Flexibility of gene expression in bacteria permits its survival in varied environments. The genetic
adaptation of bacteria through systematized gene expression is not only important, but also clinically
relevant in their ability to grow biofilms in stress environments. Stress responses enable their survival
under more severe conditions, enhanced resistance and/or virulence. In Escherichia coli (E. coli), two of
the possible important genes for biofilm growth are rpoS and bolA gene. RpoS is also called as a master
regulator of general stress response. Even though many studies have revealed the importance of rpoS
in planktonic cells, little is known about the functions of rpoS in biofilms. In contrast, bolA which is a
morphogene in E. coli is overexpressed under stressed environments resulting in round morphology. The
hypothesis is that bolA could be implicated in biofilm development. This study reviewed the literature with
the aim of understanding the stress tolerance response of E. coli in relation with rpoS and bolA genes in
different environmental conditions including heat shock, cold shock, and stress in response to oxidation,
acidic condition and in presence of cadmium. Knowledge of the genetic regulation of biofilm formation
may lead to the understanding of the factors that drive the bacteria to switch to the biofilm mode of
growth.
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| biofilm sono agenti eziologici di svariate malattie
che di frequente interessano la patologia umana

Cocchi Gram-positivi acidofili

eI B (es. streptococchi)

Otite media Ceppi di Haemophilus influenzae

Cocchi Gram-positivi

Infezioni muscoloscheletriche : :
(es. stafilococchi)

Infezioni del tratto

gastro-intestinale Batteri enterici (es. Escherichia coli)
Endocardite Streptococchi gruppo viridans

Polmonite associata a fibrosi

o P. aeruginosa, Burkholderia cepacia
cistica

Infezioni e malattie provocate dai biofilm delle piu comuni specie batteriche



Heersink, J.
Stoodley, P.

Sponsor
Philips Oral
Healthcare

shows a plan view (square)
looking down on the biofilm and
side views through the biofilm (left
and below). The biofilm was
composed of cell clusters
separated by water channels.
Structural heterogeneity can
result in the creation of vastly
different microenvironments within
very small distances of only tens
of microns (1 micron is 1 millionth
of a meter).



Come | microrganismi formano biofilm

> | batteri planctonici possono aderire
alle superfici ed iniziare la
formazione del biofilm anche in
presenza di flussi continui, come
guelll a cui sono sottoposte le valvole
cardiache, SPEecIe In presenza di un
flusso turbolento.

> S e portati a pensare che il flusso
turbolento ostacoli la adesivita
patterica e la formazione del biofilm
INnvVece guesti sI formano anche in
presenza di elevatiflussiisia nel
SistemI naturali che industriallr.

Turbulent

Fig. 3 After 22 d the biofilm grown in laminar flow (A) consisted
of cell clusters (C) separated by interstitial voids (Run 1). The
biofilm grown in turbulent flow (B) had elongated streamers (S)
and patches of ripples (R). Shadow haze is from biofilm growing on
the bottom of the flow cell. Flow was from left to right. Scale




Endocardite valvolare

>

> Cloaccade spesso se I hiofilm senoe costituiti damiceti; Che produceno
VEgEetazioniiimmgempbranti e frialilr.

La diversita degli organismi che causano la NVE e abbastanza vasta.
Su oltre 2.000 casi di endocardite infettiva:

> _ (Streplecoccus viddans: e
Streptococcus bovis),

> (19% coagulasi positivi e 6% negativi)
> (Aspergillus e Candida).



e infezioni batteriche nel pazient
con fibroesi cistica

e una malattia di origine genetica che colpisce anche le basse vie
aeree.

Il sistema mucociliare che ha il compito di eliminare dall’epitelio bronchiale le particelle
corpuscolate inalate, determina un flusso direzionale ascendente di uno strato di muco
sulle estremita delle ciglia che si muovono facilmente in ambiente acquoso.

II'70% dei pazienti affetti da CE difettano del gene codificante |la proteina CETR che regola
|a conduttanza transmembrana e causa secrezioni alterate nell’epitelio secretivo.

> In questi pazienti Staphilococcus aureus e solitamente il primo batterio isolato a livello
polmonare, e puo essere controllato normalmente dagli antibiotici.

> S. aureus Hemophilus influenzae
. aeruginesa

> Anche Burkholderia cepacia e stata indicata come agente patogeno nelle infezioni
polmonari dei pazienti affetti da CF, con conseguenze mortali, ma non ha raggiunto
mai Pl aeruginesa



['fenotipo mucoide  “=_Ss..

di P. aeruginoesa

>

SONO non-mucoidl

gl earganismi

[I'fenotipo mucoide

> Non vi e intervallo di tempo predefinito fra la
colonizzazione Iniziale da parte di P. aeruginesa
e la sua conversione in forma mucoide, e
POSSONO trascorrere da mesi ad anni.




|l fenotipo mucolde
di' P. aeruginosa

> |l tempo variabile nella comparsa del fenotipo
mucolde indica che esso e originato da
, Seguite dalla selezione dei ceppi mucoidi
nel polmoni del pazienti affetti da CF.

> |l materiale mucoso e stato indicato essere una
matrice polisaccaridica, successivamente
identificata come alginato.




Isolamento P.aeruginosa mucoide non pigmentato in FC su Mueller-Hinton a 37°C (24h (A)-48h (B)
Isolamento P.aeruginosa mucoide pigmentato in FC su Mueller-Hinton a 37°C (24h (A)-48h (B)



|l fenotipo mucolde
di P. aeruginosa

Sono state studiate le circostanze che innescano
la conversione al fenotipo mucoide.

E’ stato dimostrato che I’esopolisaccaride mucoeso e prodotto
dopo adesione di P. aeruginosa.

Diverse fonti di Stress, come limitazioni nutrienti, agenti tensioattivi
e livelli sub-eptimall di antibietici, peSSono faverire la genesi
mucolde

|_a conversione avviene in seguito all'aggiunta di etanolo allmezzo di
coltura, suggerendo una risposta specifica alla disidratazione.

Anche Il peressido dilidregeno, eriginato dalla rispesta fagecitaria
del leucociti pelimerienucleati (numerosi nell’‘espettoratordel pazienti

con FC)icontrer P: aeruginesa, en grade dieriginare colonie mUCOeSE:




|l fenotipo mucolde
di P. aeruginosa

I'ceppi'mucoidi'sono apparentemente piu resistenti alla fagocitoesi del
Ceppiinen mucoidi

Anche e un fattore critico per la sopravvivenza di P.
aeruginosa. Diversi studi hanno verificato che |e celltle appartenenti a
Biefilm pIuVeECChiisene meno suscettbilirallaspostaimmune dirguelle
appartenentira biofilm piurgievaniio delle cellule planctoniche.

Le possibilita per ottenere un faverevole trattamento terapeutico devono
evitare la cronicizzazione dellainfezione batterica



Biofilm come contaminanti di strumenti e presidii medici

Lenti a contatto Cocchi gram-positivi e P. aeruginosa
Dispositivi per dialisi Flora batterica e fungina mista
Cateteri urinari E. coli e altri bacilli gram-negativi
Dispositivi endotracheali Flora batterica e fungina mista
Cateteri venosi S. epidermis

VARG S. aureus e S. epidermidis

meccaniche
Inneschi vascolari Cocchi Gram-positivi
Dispositivi ortopedici S. aureus e S. epidermidis
Protesi di vari organi S. aureus e S. epidermidis

| biofilm delle piu comuni specie batteriche contaminanti strumenti e presidi medici.
Gli ambienti adatti alla colonizzazione e alla fermazione di biofilm sono praticamente
llimitati.



Biofilm come contaminanti di
strumenti e presidil medici

> Per determinati dispositivi, come | cateteri, la ricerca inoltre, ha
chiarito la predisposizione di vari materiall a ospitare biofilm.

> L'impianto chirurgico della valvola cardiaca provoca danni al
tessuto,
. Come avviene per la NVE, in questa zona vi € una
predisposizione maggiore per la colonizzazione microbica iniziale.

Acc 'V Spot-Magn—Det WD.—Exp—} g ‘3,{ 50 pm

30.0kV 3.0 .732x 'S‘Ei_ZA,B:,QV jhe

B



Biofilm come contaminanti di
strumenti e presidili medici

> Nel caso dei cateteri vascolari, poiche il dispositivo e a contatto
diretto con Il circolo ematico, ha la superficie ricoperta da piastrine
ed e bagnato dal plasma contenente proteine, qualil‘albumina, il
fibrinegeno, la fibrenectina, che fungeno da pellicele di supporte per
I'impianto del biofilm.

» Ad esempio S. aureus aderisce alle proteine quali fibronectina, e
fibrinogeno, mentre Staphilococcus epidermidis aderisce soltanto
alla fibronectina, e cio anche grazie alla sintesi di adesine.

(Donlan and Costerton, 2002)



Biofilm come contaminanti
di lenti a contatto

> Anche le presentano Il problema della
colonizzazione, variabile a seconda del contenuto idrico
e della composizione del polimero,(soprattutto se di tipo
non Ionico).

> Tipico ceppo batterico dei biofilm su lenti a contatto e P.
aeruginosa,

> Anche altri ceppi batterici, guali S. aureus, S.
epidermidis, Serratia spp., E. coli, Proteus spp. e miceti,
guali Candida spp. seno risultati responsabili della
formazione di biofilm sulle lenti a contatto.



RAPPORTO FRA FORMAZIONE DI
BIOEILM E MALATTIA

E’ epidemiologicamente provato che I biofilm
svolgono un ruolo sia nelle malattie
contagiose, sia nelle malattie specifiche guall
fiorosi cistica e peridontiti, sia nelle infezioni
dell’apparato urinario e della circolazione
sanguigna, soprattutto come conseguenza di
dispositivi medicl, e ClIo soprattutto nei
pazienti Immunodepressi che non hanno
buone difese iImmunitarie.



RAPPORTO FRA FORMAZIONE DI
BIOEILM E MALATTIA

| meccanismi della patogenesi del biofilms includono:

>

Il fenotipo del biofilm é:
* notevolmente resistente agli agenti antimicrobici

* notevolmente resistente agli effetti battericidi degli
ioni metallici, compreso rame ed argento.




LE STRATEGIE DI'INTERVENTO

e strategie di intervento usate per il controllo del biofilm
tendono a:

> Impedire lacontaminazione iniziale del dispoesitivoe
minimizzare la’concentrazione micrenicainiziale del diSposSItive

> attraversarela matrice delfbiefilm per colpire e cellule biafilm
associate

> Sostituzione derdispoesitiviimediCl € delle proetesrinfrette
> TriGercare biomaternalrariascio diragenti antimicrebicl

\ 7

Attualmente si agisce con:
> pulizia meccanica che rimuove i biofilm

>~ con molecole ossidative che dissolvono gradualmente la
matrice del biofilm e colpiscono le cellule sessili.




LE STRATEGIE DI'INTERVENTO

Queste strategie sono oggetto di continue ricerche volte all’ottimizzazione dei materiali e
dei loro rivestimenti, e a nuovi protocolli di somministrazioni di antibiotici.

> Alla luce del fatto che i biofilm contengono sia cellule che sostanze polimeriche

extracellulari, potrebbera essere efficaci trattamenti'che distacching 6 PeNEetLrino
le sostanze polimeriche extracellulari.

> Per esempio, oggetto di studio € una miscela di enzimi, efficace, in vitro, nel
distacco difbiofilm costituiti da diversi erganismi.
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Enzymatic Removal and Disinfection of Bacterial Biofilms
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Model biofilms of Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas fluorescens, and Pseudomo-
nas aeruginosa were made on steel and polypropylene substrata. Plaque-resembling biofilms of Streptococcus
mutans, Actinomyces viscosus, and Fusobacterium nucleatum were made on saliva-coated hydroxyapatite. The
activity of enzymes against bacterial cells in biofilm was measured by fluorescence microscopy and an indirect
conductance test in which evolution of carbon dioxide was measured. Glucose oxidase combined with lactoper-
oxidase was bactericidal against biofilm bacteria but did not remove the biofilm from the substrata. A complex
mixture of polysaccharide-hydrolyzing enzymes was able to remove bacterial biofilm from steel and polypro-
pylene substrata but did not have a significant bactericidal activity. Combining oxidoreductases with polysac-
charide-hydrolyzing enzymes resulted in bactericidal activity as well as removal of the biofilm.




FIG. 1. Fluorescence microscopy of a 4-day biofilm of P. aeruginosa on stainless steel. (A) Total biofilm cells present in control without enzymatic treatment; (B

staining after Pectinex Ultra treatment (1.8 PSU/ml) for 15 min.

Pectinex Ultra SP Is a multicomponent enzyme preparation containing protease
activity and a wide range of carbohydrases, including pectinase, arabanase,cellulase,

hemicellulase, b-glucanase, and xylanase activities.



Y V V V

LE STRATEGIE DI'INTERVENTO

Al momento il migliore sistema e risultato essere un polimero basico
(poliuretano) trattato con un antibiotico acido (rifampicina); tale
sistema inibisce la colonizzazione di Staphylococcus epidermidis.

J Chemother. 2004 Oct;16(5):446-52.

Polyurethanes loaded with antibiotics: influence of polymer-antibiotic interactions on in vitro activity against Staphylococcus
epidermidis.

Piozzi A, Francolini |, Occhiaperti L', Di Resa R, Ruggeri V, Donelli G.

Department of, Chemistry, University of Reme La Sapienza, Piazzale Aldo Moro 5, 00185 Rome, Italy.

Abstract

Acidic or basic polyurethanes were loaded with antibiotics to develop materials to prevent medical device-related infections. A correlation
between polymer-antibiotic interactions and amount of drug abserbed by polymers and released over time was found. Since the employed
antibiotics, i.e. amoxicillin, cefamandole nafate, rifampin and vancomycin, possessed at least an acidic group in their structural formula,
the introduction of basic tertiary amines in the polyurethane side-chain resulted in an increased polymer ability to adsorb antibiotics.
However, a stronger ionic interaction between this polymer and the antibiotics caused a release of lower amount of drug over time.
Antibiotics released from polymers inhibited Staphylococcus epidermidis growth on agar. Antibiotic-loaded polyurethanes kept in water. for
increasing times were still able to show inhibition zones of bacterial growth. The antibacterial activity lasted up to 3 hours for amoxicillin,
24 hours for, vancomycin, 8 days for cefamandole nafate and 8 months for rifampin.

Per guanto riguarda I'antifungino fluconazeloe, dato Il sue carattere idrefehico,

eSS0 e stato Intrappolate in un pelimeroe insieme ad albumina, e cio ha
permesso la realizzazione di biomateriale capace di inibire la formazione di
piefilm dif Candida albicans.
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LE STRATEGIE DI'INTERVENTO

La ricerca si sta ora focalizzando sullo studio del geni
differenzialmente espressi durante le prime fasi d
formazione dei biofilm allo scopo anche di poter
iIntervenire sullinibizione della loro espressione
Impedendo cosi completamente l'instaurarsi dei biofilm.

|'adesione induce I'espressione dei geni coinvolti nella fermazione del biofilm.

>

Per esempio, negli studi'su Pseudomonas aeruginosa, il gene algC controlla la
sintesi dell’alginato (esopolisaccaride), ed € attivato dall’adesione ad una superficie
solida

Studi recenti hanno indicato che i1 geni algb, algU, rpoesS e I geni che controllano la-
sintesi di chinasi seno tutti coinvolti nella formazione di biofilm e che almeno 45 geni
sono differenzialmente espressi nelle cellule sessili.

La sara, senza dubbio, lo strumento
della terapia antibatterica del futuro.



PROBLEMATICHE LEGATE ALLA
FORMAZIONE DI BIOFILM NEGLI IMPIANTI
dell’'industria alimentare

Possibili strategie d'intervento per combattere l'instaurarsi dei biofilm
nell'industria alimentare, prevedono I'uso:

> , piccoll peptidi prodotti da micrerganismi, che
INIBISCONO la crescita o uccidono specie correlate o ceppl differenti
della stessa specie;

la nisina e una delle batteriocine piu usate come conservante
alimentare per la sua forte attivita dilinibizione della formazione di
piofilm

> a-amilasi e B-glucanasii capaci a
digerire I polimeri extracellulan difcul e formata la: matice del biohim:



Mini-review: Lactoferrin: a bioinspired, anti-biofilm therapeutic

M.C. Ammons* and V. Copié
Department of Chemistry and Biochemistry, Montana State University, Bozeman, MT, USA
(Received 12 October 2012, final version received 25 January 2013)

Medically relevant biofilms have gained a significant level of interest, in part because of the epidemic rise in obesity and
an aging population in the developed world. The associated comorbidities of chronic wounds such as pressure ulcers,
venous leg ulcers, and diabetic foot wounds remain recalcitrant to the therapies available currently. Development of chro-
nicity in the wound is due primarily to an inability to complete the wound healing process owing to the presence of a
bioburden, specifically bacterial biofilms. New therapies are clearly needed which specifically target biofilms. Lactoferrin
is a multifaceted molecule of the innate immune system found primarily in milk. While further investigation is warranted
to elucidate mechanisms of action, in vitro analyses of lactoferrin and its derivatives have demonstrated that these com-
plex molecules are structurally and functionally well suited to address the heterogeneity of bacterial biofilms. In addition,
use of lactoferrin and its derivatives has proven promising in the clinic.
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Figure 1. Combined treatment of P. aeruginosa biofilms with lactoferrin and xylitol results in membrane disruption. SEM imaging
(panels A and B) and LIVE/DEAD staining (panels C and D) demonstrate significant membrane disruption of treated cells (panels B
and D) when compared to untreated cells (panels A and C). For more information see Ammons, Ward and James (2011) and

Ammons, Ward, Dowd et al. (2011).

Con meccanismo d’azione ancora sconosciuto la lattoferrina colpisce la
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Abstract: Lactoferrin is an iron-binding protein present in large quantities in colostrum and in breast
milk, in external secretions and in polymorphonuclear leukocytes. Lactoferrin’s main function is
non-immune protection. Among several protective activities shown by lactoferrin, those displayed
by orally administered lactoferrin are: (i) antimicrobial activity, which has been presumed due to
iron deprivation, but more recently attributed also to a specific interaction with the bacterial cell wall
and extended to viruses and parasites; (ii) immunomodulatory activity, with a direct effect on the
development of the immune system in the newborn, together with a specific antinflammatory effects;
(iii) a more recently discovered anticancer activity. It is worth noting that most of the protective
activities of lactoferrin have been found, sometimes to a greater extent, also in peptides derived from
limited proteolysis of lactoferrin that could be generated after lactoferrin ingestion. Lactoferrin could
therefore be considered an ideal nutraceutic product because of its relatively cheap production from
bovine milk and of its widely recognized tolerance after ingestion, along with its well demonstrated
protective activities. The most important protective activities shown by orally administered bovine
lactoferrin are reviewed in this article.
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