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Introduzione

» Planctonico vs. Biofilm — STORIA parte 1

1684

Antonie van Leeuwenhoek
Inventore del primo microscopio
Prime osservazioni di batteri:
Biofilm della placca dentale!

1843 - 1910
Robert Koch
Indagini di single specie planctoniche

Paradigma delle colture pure

Patogeni per 'uomo, tubercolosi, colera e difterite
- « Eta dell'oro" della microbiologia

Ma lontana dalla diversita batterica presente nel
mondo
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Inizi 20mo secolo

Henrici, Heukelekian, Heller
Osservazione in natura di batteri non
liberamente fluttuanti (superfici
sommerse, superfici)

Zobell osservo che il numero dei batteri
presenti sulle superfici era
notevolmente maggiore rispetto
all'ambiente circostante ( in questo
caso, acqua di mare).

1950s -1970s

Investigazione dell’habitat
microbico naturale e di quelli
influenzati dall’'uomo:

>99% dei batteri & adesa ad una
superficie




Introduzione

» Planctonico vs. Biofilm — STORIA parte 2

1978
Costerton
Teoria di biofilms che illustra i
meccanismi e la comprensione di come i
batteri interagiscono con I'ambiente, he
esso sia la superficie di una roccia,

1990
Istituzione del Biofilm center
all’Universita dello Stato del

scambiatori di calore, dispositive medici Montan
o tessuti umani.
1973 —> Piena importanza nella comunta
Characklis scientifica 1980-1990
Osservazioni degli impianti idrici Numerose scoperte grazie
industriali dove dimostro che i biofilm all'utilizzo del microscopio
non solo sono molto tenaci ma anche elettronico

altamente resistenti ai disinfettanti ad
esempio il Cloro

Fino ai gioni nostri
Interesse crescente
Maggiori conoscenze e
90% della biomassa microbica mondiale risiede in un biofilm SCOpe-rte grazle alla :

i genetica e alla scansione
Oggi: il biofilm un’attributo universale dei microrganismi laser confocale

Differenti caratteristiche e propieta dei batteri tra lo stato planctonico e biofilm
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Biofilm environments

» Forte impatto dei biofilm in tutti i campi
Modalita di vita ubiquitaria osservata su tutti i tipi di superficie:
Minerali (industria, ambiente) , animale (muco, denti) e tessuti vegetali (foglie)

1 * Placca dentale

= SALUTE

¢ Infezioni correlate a strumentazioni
Dal 65 al 80% di tutte le infezioni

croniche sono attribuibili a

¢ Infezioni croniche ; .
microfilm

=) INDUSTRIA

e Trasformazione del cibo
* Impinati idrici
e Scafi delle navi

" NATURA

* Ruoli ecologici (ciclo del carbonio, Ciclo dell’azoto)
e Simbiosi con le piante
e Microflora umana
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Impatto dei Biofilm

> Salute umana
Dal 65 al 80% delle infezioni nosocomiali sono attribuibili a biofilm

Le infezioni nosocomiali ( acquisite in ambiente ospedaliero) sono la quarta causa di morte negli U.S.A. con 2
milioni di casi all'anno ( ~10% dei pazienti ospedalieri Americani)

73% di rischio che un paziente sviluppi un’infezione nosocomiale se permane nella stessa stanza dove il
paziente precedente ha contratto un’infezione da enterococchi vancomicina resistenti (VRE), Staphylococcus
aureus meticillino resistenti (MRSA), Clostridium difficile o da Acinetobacter baumannii

La trasmissione puo avvenire

- Tra pazienti,

- Mani degli operatori sanitari,
- Con strumentazione medica =
- Dall’lambiente clinico !
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Foglia d’insalata Listeria biofilm — Industria della carne

¥ PR 5/

Impatti del Biofilm goe s

> Trasformazione del cibo

Catena di trasformazione del cibo = un ruolo maggiore nella contaminazione del prodotto

- Tra 1996 e 1998 in Francia, il 40 % delle patologie di origine alimentare sono dovute a contaminazione da
strutture/materiali

- Oggi, il 25% delle patologie di origine alimentare sono dovute alla contaminazione durante il processo di
trasformazione

Es. in Giappone nel 2000 - 14 000 persone intossicate con latte a causa di una contaminazione dei tubi

- Superfici contaminate in cucina costituiscono il 30 % degli eventi di Salmonellosi + E. coli, Campylobacter

Dove sono i biofilms ?

Carne, pesce, industria casearia : attrezzatura, pareti, pavimenti, ventilazione, sistemi di areazione, tubazioni
d’acqua

—
—
-

Attrezzature chiuse: tubazioni per il latte,

. . .. . . .. 'tf'.!iv_'r
linea di condizionamento, linea di pulizia .

|5/
=S

Cucina: superfici, canovacci

Biofilm si sviluppa in ambieti ostili

Resistente alla pulizia/programmi di disifezione
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Definizione di Biofilm

» Definizione

Comunita strutturata di batteri e/o altri microrganismi come alghe,funghi
inglobati in una matricide polimerica autoprodotta, adesa ad una superficie
viva od inerte

- Processo Naturale
- Struttura vivente e dinamica, in costante movimento
- Forma dominante in un ambiente ostile
- Struttura e fisiologia chiusa simile all’organizzazione dei tessuti negli
eucarioti
- interazioni sociali

Staphylococcus epidermidis
biofilm- microscopia confocale

» La matrice — responsabile dell’archittettura del biofilm
Acqua (piu del 97%), esopolisaccaridi, proteine e acidi nucleici secreti dai
microrganismi + sostanze esterne

Variazione dipendente dalle condizioni di crescita e specie BlenRaIE Rl 2 [, LThe EPS Matrix
e P e - e e-Enzymes
f N > \ /Chemical Signals
Architettura 3D i i o J

- Vuoti interstiziali (canali d’acqua)
- I flusso di liquidi permette la diffusione di nutrienti,

ossigeno
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Formazione del Biofilm

> Stadi del ciclo vitale del Biofilm

Free-swimming
(planktonic) cells

/

|

Initial attachment Irre

monolayer

1. Adesione:
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Creazione di un film condizionante di molecole su di una
superficie umida

Funzione nutritive per i batteri

| batteri planctonici aderiscono debomente e
reversibilmente alla superficie

Attrazione elettrostatica, forze di Van der Waals,
idrofobicita delle cellule




Formazione del Biofilm

> Stadi del ciclo vitale del Biofilm

Free-swimming
(planktonic) cells

Production of
extracellular matrix,
onset of antibiotic
resistance

iz V]

Initial attachment Irreversible attachment Expansion Differentiation

monolayer 12 pm max. thickness § 30 um max. thickness

80 um max. thic
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2. Adesione irreversibile e crescita:

Formazione del glicocalice che comporta
un’adesione irreversibile dei batteri

| batteri del Biofilm secernono
polisaccaridi ( sostanze polimeriche
extracellulari — EPS)

Incrementano I'adesione tra i batteri
Costituisce una barriera protettiva
Ingloba i nutienti dentro la matrice
Facilita le comunicazioni tra i batteri.




Formazione del Biofilm

> Stadi del ciclo vitale del Biofilm

Free-swimming Release of
(planktonic) cells planktonic cells
3 4 \ Biofilm matrix provides
Production of Fal Y D/d ey further protection and
extracellular matrix, §° p\ ‘ s % P resistance to antibiotics
onset of antibiotic P | ) \
resistance g b § g Y 2
> ) Vot - Inactive persister cells
A “a By nective penister co
\ ' - - immune to antibiotics
I
Initial attachment Irreversible attachment Expansion Differentiation Mature biofilm

monolayer 12 pm max. thickness § 30 um max. thickness

80 um max. thickness

3. Maturazione e dispersione - Modalita di vita
- Spesso nel biofilm sono inglobati molteplici organismi (batteri,funghi) attivo

- Promuove ulteriore adesione cellulare

- Spesso i batteri presenti in profondita sono quiescenti

- | batteri di superficie possono ritornare alla forma planctonica e contribuire alla

disseminazione dell’infezione
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Biofilm 3D e conseguenze

> Eterogeneicita/microambiente/gradienti

Non solo per biofilm da colture miste ( come € possibile trovare nell'lambiente) ma anche
per biofilm di colture pure

a Gradients: stabilized by immobilization of biofilm cells within the matrix | } | A SR L
Copiotrophic biofilm
2} w Production de matrice extracellulaire
Oligotrophic biofilm g —
_ . — . G
- Nutrient 3 ) ey Un milieu profondement hétérogéne

co:zier:;; ‘ A ‘ / pH { _!) ';;v Expression de propriétés biologiques spé(ili‘ques

faster than . » Fort

the rate of 52 pm

diffusion \ .

I Quorum sensing _ X7
gf.dhn‘ i - m
e X g
VBNC cells, KML o o I j
! ¥ ™ \\\\\;W{QWQQ\\: \.\A;“\\\\\ J {\\\\\\\\\‘.\\\\\\\'
S g m 3 Surface

Faible

>

Figure 2 : Points clés de la définition du biofilm.

- Differente espressione genetica vs. planctonico
- Proprieta specifiche di morfologia, crescita, resistenza, comunicazione

- Cellule dormienti/quiescienti nel fondo
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Quorum sensing

> Comunicazione da cellula a

cellula nel biofilm Y
5 & T planktonic bacteria
adsorption g
Piu facile a causa della vicinanza L0
extracellular
polymeric : dispersion .7
- Produzione, secrezione e substance | gAY LT T T - - <
. . . . {"slime”) L g ‘ signal
rilevazione di molecule di P A0 | A molecules
segnale dette autoinduttori [{eveve) ;

irreversible attachment

- La chiave e la densita cellulare mature microcolony formation

- Permette I'adozione di specifici ‘ signal /
. e 0O molecules
comportamenti all’interno della .
comunita per regolazione

dell’espressione genetica growth and division low cell density
|
|
‘ 4 . -‘ p
A 4 4
Il I+. aa
g . "'""-}D'

= | batteri si comportano come un organismo o8- sutvinducer )¢ receptor protein | [ : regulated gene
multicellulare
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Resistenza agli antimicrobici

> Antibiotici e Biocidi

> Meccanismi di resistenza: Physical barrier

Antibiotic
chelators,

- Diffusione limitata attraverso il biofilm Multidrug
efflux pumps
. = == (Ql, Ag, Tc, Pc,
Resist diata d L. - u s e Cs, Mb, Cp, Px)  Plasma
- esistenza mediata da enzimi - repira: g rasmidadcodes L. membrane
" Metaboli resistance (Cm, 4§ Outer
. . . bypass (gf. Tp, Mp) Q’Q Mp, bL, M, \ membrane
- Interazione e neutralizzazione delle U'—d Tc, Mp)
. : - Co \
sostanze antimicrobiche dal biofilm ( Mutatons n G S
. Mutations in polymerase Antibiotic Inactivati
neutralizzate da molecole o dal Ribosomes (Ag, M, Tc, (m,@gg Adiot Wacsiue

microambiente) Cs, Mb, Cp)

0) Ol,Ls, SgB, Pm) (Ag, Cm, Fm, Tc, SgA,
A &N Rm)
EX
: O Mutations in DNA

Reduction of
gyrase, topoisomerase
se, topol [H] antibiotics (Ni) Periplasm

- Stato metabolico dei mcrorganismi nel (m.u..nmee
: [H] R ~Bacterial cell

biofilm (dorminenza)

Down-regulated/

mutated porins — = S -

- Blocchi alla penetrazione (strutture di 7\ Uptake of resistance
i Decreased permeability g-.a::g:::m?\s t::‘:::urctlon
membrane, Pompe di efflusso) s kamohmice :

- Geni di resistenza
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Resistenza agli antimicrobici

» Impatto sull’efficacia del biocida di Staphylococcus spp. Coagulasi Negativo isolati da bovine con

mastite
MIC (minimal inhibition concentration) # MBEC (minimal biofilm eradication concentration)

Aibilita di formare biofilm Resistenza a Penicil/inaG/NovaWe
: Souches de SCN cm | [cMEBY\| X
3 . . S. chromogenes <0.5/2 64/256 \ 128
£ 40800059 |
=
S S. chromogenes 2/8 >1024/ >512
=2 : 40700281 4096
§ S. simulans <0.5/2 16/64 32
§ | 32300284
<! | S. xylosus <0.5/2 8/32 16
| 41206492 l
. — I : S. epidermidis <0.5/2 4/256 128
1 q ' 41500743
chromogenes - pidermidis Y haemolyticus simulans .ﬂm
- Sci 96:234'246' 2013 gk::igoggﬁ::g:ttrlg;or:Imm?r:wea:gh;;gﬁrrlﬁa(g%m? un biofilm (ug/mil)

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION M SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS @

www.lallemandanimalnutrition.com




Resistenza al disinfettanti

Untreated 20 minutes 24 hours

| )

> La penetrazione é influenzata |
- Matrice multistrato con EPS

[

Table 2. Effect of disinfectants on the planktonic cells after treatment for 10 minutes

Microorganisms

Disinfectants S. aureus L. monocytogenes E. coli

Mean? SDP Mean? SDP Mean? SDP
Iodine 0+0(3)¢ 0+0(3) 0+£0(3)
Biguanide 0+0(3) 0£0(3) 0+0(3)
Quatemary ammonium 0+0(3) 0£0(3) 0+0(3)
Peracetic acid 0£0(3) 0+0(3) 0x0(3)
Sodmum hypochlorite 0£0(3) 0+0(3) 0+£0(3)
Positive controld 54=x0.1(3) 56x0.1(3) 5,.,6£0.2(3)

2 Mean, log CFU/cm?

P SD_ standard deviation
€ Numbers in parentheses indicate number of experiments
d positive control. biofilm cells not treated with disinfectants
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Resistenza al disinfettanti

20 mi nu\ 24 houls

/W

@~ O]

> La penetrazione é influenzata
- Matrice multistrato con EPS

Table 1. Effect of disinfectants on biofilm cells after treatment for 10 minutes

Microorganisms

Disinfectants S. aureus L. monocytogenes E. coli

Mean?® SDP Mean® SDP Mean? SDP
Iodine 24+11(3)¢ 2.0+0.003) 08+120)
Biguanide 33x12(03) 29+08(3) 22+0.5(3)
Quaternary ammonium 28+25(3) 14+04(3) 1.7+£05 (3)
Peracetic acid 0.7£0.7 (3) 1.1+£0.1(3) 21+£03(3)
Sodium hypochlorite 02x03(3) 1.0+ 0.0 (3) 03x03(3)

3 Mean, log CFU/cm?
Y SD. standard deviation

€ Numbers in parentheses indicate number of experiments
d positive control. biofilm cells not treated with disinfectants

Aumento della resistenza a prodotti antimicrobici (antibiotici, disinfettanti)
—> | batteri nei biofilm sono da 10 a 1000 volte piu resistenti dei batteri planctonici
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Dinamiche di colonizzazione

» Importanza della

dispersione
| S
: >
Il processo di dispersione del L ¥ | » ;
biofilm & il punto inziale nelle — »,\ - :
infezioni sistemiche dal momento 0y y ‘i,
che innesca il rilascio di batteri 2. Q= & I'}l
- 5 <«
nell’ospite o nell'lambiente % , S .?) g ! S
& - ’ ?\; ’
S ’ Yo Iy B
Segnali per la dispersione: * | o NP =% AR S | N T .
- Eccesso/carenza di nutrienti Md Microcolonry Biofilm msturation Biofilm dispersal Adlll'u:ofhdividull
planktonic oclls formation bacteria or uggrogntes

- Aumento temperatura

- Limitazioni di 02

- Variazioni di pH

- Densita cellulare

- Segnali cellulari dell’ospite

Proprieta specifiche:
- Incluso aumento dell’espressione dei fattori di adesione e virulenza, comparati con i batteri planctonici o
batteri sessili

- Cellule individuali e aggregati cellulari conferiscono un vantaggio alla popolazione dispersa in un ampia
varieta di ambienti
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Biofilm nelllambiente di allevamento

> Importanza del
bioaerosols nella
disseminazione

monolayer

—

Biofiims+o -7

12 pm max. thickness § 30 um max. thickness § 80 um max, thickness | 80 um max, thickness|

Actinobacillus pleuropneumoniae
Aeromonas hydrophila
Trueperella pyogenes

Bartonella henselae

Bordetella bronchiseptica
Bordetella parapertussis
Brucella melitensis

Burkholderia pseudomallei
Campylobacter coli
Campylobacter jejuni

Clostridium perfringens
Corynebacterium pseudotuberculosis
Corynebacterium renale
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Erysipelothrix rhusiopathiae
Escherichia coli
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Francisella novicida
Francisella tularensis
groupe Bacillus cereus
Haemophilus parasuis
Histophilus somni
Leptospira

Listeria monocytogenes
Mannheimia haemolytica
Mycobacterium
Mycoplasma

Pasteurella multocida
Pseudomonas aeruginosa
Riemerella anatipestifer
Salmonella
Staphylococcus
Streptococcus

Yersinia




Come controllare al meglio il biofilm?

Free-swimming Release of
(planktonic) cells # 4 planktonic cells
i f

£\
Production of '

Biofilm matrix provides
extracellular matrix,

i further protection and
> g W . 2 resistance to antibiotics
onset of antibiotic N\ & & &
resistance = A\ T 7 2
SICAY 1 e TNy . .
2 =Y\ A R R iy ,/3«,}_\ ] - =7 =N ‘ Inactive persister cells
i N NS Sl 3 N\ Y ] - A immune to antibiotics /
[
Initial attachment Irreversible attachment Expansion Differentiation

Mature biofilm

GESTIONE DELLA BIOSICUREZZA

Limitare I’adesione Destrutturazione del

Eliminazione del
Biofilm

Biofilm

Biosurfactanti Enzimi Azione meccanica

Biofilm positivi Molecole di inibizione Azione chimica

Materiali Batteriofagi

Batteriocine

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION M SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS @
www.lallemandanimalnutrition.com




Biosecurezza come soluzione principale per

gestire | biofilm

> Rispetto delle regole igieniche tra le bande, incluse le fasi di pulizia /disinfezione:

1. Preparazione della stanza e delle superfici
- Rimozione del letame

- Rimozione della polvere

- Rimozione dell’attrezzatura mobile

2. Detersione

- Pulizia con acqua

- Applicazione del detergente (materialli, dosaggio,
tempo di contatto)

- Risciaquare con acqua a pressione

3. Pulizia dell’impianto idrico

4. Disinfezione
- Applicazione del disinfettante (materiali, dosaggio,
tempo di contatto)

+ 5. Applicazione di un biofilm positivo :
Estensione dell’effetto della disinfezione
Puo essere applicato in presenza di animali
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Microbial population evolution /em?

Detergence

After animal leave

10° |

Bacteria
109 = 10”6

10°

10° High pressure jet
Brushing
102 Foam canon

| +BIOFILM

Disinfection

Bacteria
1076 =2 1073

Crawlspace
Microbial regrowth

Spraying low
pressure

CLEANING / DETERGENCE

1st DISINFECTION CRAWLSPACE

Fonte immagine: adattata da AG France, 2015




Concetto di biofilm positivo

» Prevenire lo sviluppo di batteri indesiderabili che s Benefic bacteria s Pathogenic bacteria
. . Opportunistic bacteria . . .
possono essere potenzialmente patogeni - {0 Desinfecting chemicals

Ricolonizzazione e ricostituzione
del biofilm da batteri presenti
nell’ambiente

Senza
BIOFILM POSITIVO

Con
BIOFILM POSITIVO

L'applicazione di un BIOFILM
POSITIVO apporta batteri
benefici che colonizzano la
superficie

> Biofilm positivo: barriera protettiva Harmful bacteria # -#
contro batteri potenzialmente
indesiderati #' # %
Sviluppando inizialmente un biofilm positivo, Positive biofilm

non vi sono degli spazi vuoti da colonizzare per
batteri indesiderati. Quindi evita la loro
persistenza nell’ambiente animale.
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Concetto di biofilm positivo

» Esempio di biofilm protettivo

Agricoltura _
Protezione da biofilm nella rizosfera del frumento con . Consortium Aprés Biofilm non
. e e . E microbien hygiéne microbien avec
Pseudomonas chlororaphis che produce tre antibiotici s vivant ey b
. . . . . .y 2 8
pigmentati denominati fenazine che inibiscono alcune 5 7.11
patologie fungine 5 61 Effet inhibiteur I
-> Strategia di Biocontrollo E 51
o 4
g :
. . g 27 0.72
Alimenti s 1 035062
.1 . . . 2 ol B |
Scaffali di legno per formaggio vs. Listeria 2 P P P
Flora microbica Naturale Avanlhnett?:ag:} Aprés ne;toyage Aprés:ettoyage
.. .. .. . et séchage (N= et séchage séchage et
- Adattamento delle fasi di pulizia e disinfezione L autoclavage
Listeria monocytogenes 162 (125°c, 15min)
7
Risultati In-vitro su superfici protette con Pediococcus acidilactici 6 1
—> Strategia per esclusione ( Pedio biofilm precostituito) 5 [
o,
84|
Il numero di cellule da biofilm di E. coli, S. Typhimurium, S. aureus % 3 [l
. . . . . &h ! w! il
e L. monocytogenes su acciaio inossidabile, PVC e vetro erano e, 10
effettivamente ridotti di circa 4 log UFC/superficie (Tan 2016 ) 5 ||
0
§ N & & & P
Q;\?’b?é Q@ é;: {é)q\ \g@ 74
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Conclusioni

» Un bio film negativo puo causare un impatto negativo sulla salute degli animali

» Resistenza agli antimicrobici e agli antibiotic & in aumento

» Soluzioni alternative agli AB, e disinfettanti chimici, sono richieste

» Utilizzo di disinfettanti durante un ciclo produttivo non é permesso/raccomandato

» Ribilanciamento / orientamento della microflora é gia utilizzata con sucesso in diversi settori incluso
I'allevamento

- Probiotici

- Inoculi per insilati Lab Biofilms vs Industrial Biofilms

» Gli stessi principi sono applicabili al’ambiente

IMPLEMENTAZIONE DI UN BIOFILM POSITIVO E PROTETTIVO

We should have stayed in the laboratory.”

Courtesy of Center for Biofilm Engineering, Montana State University

S 2 g ;r“. 7 X5 SN S i -\-'
EZ 2 “Oh dear! I didn't realize ‘in the field' would be like this!
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SPECIFIC

Zys LALLEMAND ANIMAL NUTRITION

SUCCESS

NOTICE: This presentation and its contents including any research data is, unless
otherwise specifically attributed, the intellectual property of Lallemand Animal
Nutrition, a trading division of Lallemand Inc (“Lallemand”) and may not be copied or
reproduced or distributed, in whole or in part, without the prior consent of Lallemand.
DISCLAIMER: Although reasonable care has been taken to ensure that any facts stated
in this presentation are accurate and that any opinions or advice expressed are fair and
reasonable, no warranty is given as to the accuracy, completeness or correctness of
the information. To the extent permitted by law, Lallemand, its officers, employees and
agents shall not be liable for any loss suffered, howsoever arising, from the use by a
third party of the information, advice or opinions contained within this presentation.
This presentation does not constitute an offer, invitation, solicitation or
recommendation with respect to the purchase of Lallemand products and information
within, including the specifications of products, may be amended or withdrawn
without prior notice. This presentation may contain information on products which are
not available for sale nor are approved for use within certain jurisdictions.
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