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ANALISI DELLA PRODUZIONE DI BIOFILM E DELLA TOLLERANZA AGLI 

ANTIBIOTICI IN BORRELIA BURGDORFERI SENSU STRICTO E SENSU LATO  

(BABEL) 

 

Razionale: La Borreliosi di Lyme (BL) è la più diffusa patologia trasmessa da vettore nel Nord America 

e in Europa, causata dalla spirocheta Borrelia burgdorferi sensu stricto e B. burgdorferi sensu lato, 

principalmente B. garinii e B. afzelii [Steere et al, 2016]. Questo batterio Gram-negativo è un patogeno 

obbligato, trasmesso dal morso di diverse zecche del genere Ixodes. La BL è una patologia multiorgano 

che colpisce la cute, gli occhi, le articolazioni, i muscoli, il sistema cardiaco e il sistema nervoso [Di 

Domenico et al, 2018a]. Si presenta in diverse fasi caratterizzate da un’ampia varietà di manifestazioni 

cliniche [Steere et al, 2017]. L'incubazione varia da 3 a 32 giorni, dopo di che appare una tipica eruzione 

cutanea, nota come eritema migrante, associata a febbre, mal di testa, malessere e mialgie (stadio 1) 

[Hengge et al, 2003]. Dopo alcune settimane o mesi, nell'8-15% dei pazienti può essere segnalata la 

presenza di anomalie neurologiche e cardiache (stadio 2). Entro poche settimane, nei pazienti non trattati 

o nei casi di trattamento antibiotico ritardato, l'infezione può diffondersi, portando a un'infiammazione 

sistemica [Wormser et al, 2006 Halperin et al, 2015]. Nell'ultima fase della BL (stadio 3), i pazienti 

possono manifestare artrite cronica [Stonehouse et al, 2010]. La BL è, in molti casi, trattabile con terapia 

antimicrobica appropriata. Tuttavia, la persistenza cronica, la frequente ricomparsa e la capacità di B. 

burgdorferi di tollerare cicli multipli di trattamento antibiotico sono fortemente indicative di un germe 

produttore di biofilm o di strutture protettive simili al biofilm [Berndtson, 2013; Sapi et al, 2012; Sapi et 

al, 2016]. Diversi studi hanno dimostrato che B. burgdorferi può passare da uno stato mobile a uno stato 

stazionario, in cui le cellule formano una matrice del tutto simile al biofilm [Sapi et al, 2012]. I biofilm 

batterici sono intrinsecamente più resistenti ai trattamenti antimicrobici rispetto alle cellule in fase 

planctonica e questo può portare a infezioni croniche e ricorrenti [Hall-Stoodley and Stoodley, 2009; Di 

Domenico et al, 2017]. Studi in vitro e in vivo hanno rivelato che aggregati di B. burgdorferi sensu stricto 

e sensu lato (B. afzelii e B. garinii), presentano i marcatori tipici della matrice del biofilm, inclusi 

mucopolisaccaridi, in particolare alginato, DNA extracellulare e calcio [Sapi et al, 2012; Sapi et al, 2016; 

Timmaraju et al, 2015]. Di conseguenza, la presenza di forme latenti di B. burgdorferi in fase di biofilm 

può concorrere a spiegare da un lato il basso tasso di rilevazione di questo batterio nel sangue dei pazienti 

infetti e, dall’altro la capacità delle spirochete di eludere il sistema immunitario dell’ospite e resistere agli 

antibiotici, causando forme croniche e recidivanti di BL [Sapi et al, 2019]. 
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Obiettivo principale: Sviluppare un sistema colturale per l’identificazione e la caratterizzazione di ceppi 

di Borrelia burgdorferi produttori di biofilm.  

Obiettivo secondario: Valutare l'attività dei principali antibiotici utilizzati per il trattamento della BL 

contro i ceppi di B. burgdorferi sensu stricto e sensu lato, sia in fase planctonica che in biofilm, per definire 

strategie e protocolli terapeutici mirati.   

 

Dati Preliminari: Per determinare la cinetica di formazione del biofilm di B. burgdorferi B31, il 

protocollo del BioFilm Ring Test® (BRT) è stato adattato alle condizioni di crescita richieste da questo 

batterio. Il BRT (Fig. 1, A) ha mostrato la presenza di un anello scuro sul fondo dei pozzetti nelle colture 

al tempo 0’ e a 5 ore ad indicare l’assenza di formazione di biofilm. Successivamente, dopo 24 ore di 

incubazione era possibile osservare una riduzione dell’anello che poi scompare totalmente dopo 48 ore. 

Questi risultati evidenziano una progressiva formazione di biofilm come riportato nel grafico (figura 1B) 

dopo l’analisi delle immagini ottenuta con il software del BRT. L'analisi microscopica confocale ha dato 

risultati coerenti con quelli raccolti con il BRT evidenziando la presenza di aggregati di spirochete simili 

al biofilm di oltre 10 µm di altezza (Fig. 1C). Nel loro insieme, questi risultati preliminari indicano che il 

BRT può essere utilizzato come metodo rapido per misurare la formazione del biofilm di B. burgdorferi 

B31.  

 

 

 

Figura 1. A) Formazione del biofilm con il ceppo Borrelia burgdorferi B31 (American Type Tissue Collection 35210) ottenuta 

tramite BRT a diversi tempi di incubazione in presenza di BSK-H medium contenente 6% di rabbit serum (Sigma-Aldrich). 

Le immagini sono state ottenute tramite scansione della piastra prima e dopo magnetizzazione su Block Test. Il controllo 

negativo (CTR [-]) contiene solo il mezzo di coltura e le microparticelle magnetiche B) Cinetica della formazione del biofilm 

misurata usando il BRT: media e deviazione standard di tre saggi di campioni analizzati in duplicato [Tasse et al, 2018]. C) 

Immagini al microscopio del biofilm di B. burgdorferi B31 (63X or 100X magnification). I campioni sono stati colorati tramite 

BacLight Live/Dead (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) [Di Domenico et al, 2019]. Immagini rappresentative 

dei biofilm a 72 ore di incubazione a 37 °C. Le spirochete sono cresciute su µ-Slide 8-well (ibidi, Germany) e coltivate in 

presenza di BSK-H medium contenente 6% di rabbit serum (Sigma-Aldrich).  
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Disegno dello studio: In questo studio retrospettivo verranno analizzati 4 ceppi di B. burgdorferi sensu 

stricto e 15 ceppi di B. burgdorferi sensu lato (B. afzelii e B. garinii), provenienti dall’Istituto di 

Microbiologia e Immunologia della Facoltà di Medicina presso l’Università di Ljubljana (Slovenia), 

isolati durante il periodo 2013-2014, da pazienti adulti con diagnosi di eritema migrante. Il ceppo di 

laboratorio B. burgdorferi B31 strain (American Type Tissue Collection 35210) verrà utilizzato come 

riferimento [Di Domenico et al, 2018a]. 

Le culture di B. burgdorferi saranno analizzate per numero, morfologia (lunghezza, spessore, curve) e 

motilità, mediante microscopia a campo oscuro. I diversi ceppi saranno inoculati nei terreni di coltura 

Modified Kelly‐Pettenkofer (MKP) e Barbour-Stoenner-Kelly (BSK-H) e incubati a 33 °C. Dopo una 

settimana verrà esaminata e confrontata la crescita batterica [Ružić-Sabljić et al, 2017].  

 

Cinetica di formazione ed analisi della composizione del biofilm di B. burgdorferi. 

La cinetica e misurazione della produzione di biofilm saranno valutate tramite BioFilm Ring Test (BRT), 

come descritto in precedenza [Di Domenico et al, 2016; Tasse et al, 2018] utilizzando MKP e BSK-H 

come terreni di coltura. Adesione e composizione del biofilm saranno esplorate mediante crescita in 

presenza di DNasi (100 μg/mL) e proteinasi K (50 μg/mL) [Tasse et al, 2018] e misurate mediante BRT. 

 

Suscettibilità antimicrobica dei ceppi B. burgdorferi in fase planctonica e in biofilm. 

Il test di suscettibilità antimicrobica (Antimicrobial susceptibility testing - AST) sarà eseguito in fase 

planctonica tramite microdiluizione in brodo. La suscettibilità dei diversi isolati di B. burgdorferi sarà 

valutata misurando la minima concentrazione inibente (MIC) e contando le spirochete mobili mediante 

microscopia a campo oscuro dopo 72 ore di incubazione [Koetsveld et al, 2018]. L’anti-biofilm test (ABT) 

sarà eseguito per la definizione dei criteri di minima concentrazione inibente del biofilm (bMIC), secondo 

il protocollo descritto in Di Domenico et al. con alcune modifiche [Di Domenico et al, 2018b]. Per i test 

di suscettibilità verranno analizzati i seguenti antibiotici: amoxicillina, azitromicina, ceftriaxone e 

doxiciclina a diverse concentrazioni come specificato.  

 

Tempi previsti per la realizzazione dello studio: Diciotto mesi 

 

Principal Investigator:  

Dott. Enea Gino Di Domenico, UOSD Microbiologia e Virologia, Istituto Dermatologico San Gallicano 

Coordinatore dello studio:  

Dott. Fabrizio Ensoli, UOSD Microbiologia e Virologia, Istituto Dermatologico San Gallicano 

 

 



  Versione 1 del 05.05.2021 

Studio BABEL - 4 - 

Partecipanti allo studio:  

Dott.ssa Ilaria Cavallo, UOSD Microbiologia e Virologia, IFO - Istituto Dermatologico San Gallicano 

 

Prof.ssa Fiorentina Ascenzioni, Dipartimento di Biologia e Biotecnologia C. Darwin, Università “La 

Sapienza”, Roma 

 

Prof. Giusto Trevisan, DSM-Dipartimento Scienze Mediche, Università di Trieste. 

 

Prof.ssa Marina Cinco, Laboratorio Spirochete, Dipartimento di Scienze della Vita, Università di Trieste.  

 

Supporto economico: Lo studio sarà supportato dall’Associazione Lyme Italia e Coinfezioni  
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Gantt Chart progetto BABEL 

 Project Timeline 

Mesi 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

Attività previste 

Raccolta dei ceppi e definizione delle 

procedure di coltivazione  
                  

Analisi della cinetica e misurazione 

della produzione di biofilm  
                  

Studio della composizione e della 

struttura del biofilm 
                  

Test di suscettibilità antimicrobica in 

fase planctonica e biofilm 
                  

Analisi statistica e definizione delle 

strategie di divulgazione dei risultati 
                  

Report finale 

                  


