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Sommario. - OBIETTIVO: la maggior parte del-
le infezioni del tratto respiratorio superiore &
causata da microrganismi che formano biofilm
e che appartengono al genere Pseudomonas,
Streptococcus, Staphylococcus e Enterobacter.
Molti di questi microrganismi sono resistenti
agli antibiotici, in parte per via della formazione
di biofilm. Il trattamento di queste affezioni puo
includere terapie inalatorie con acqua termale ra-
dioattiva. Il presente studio mira a valutare gli ef-
fetti anti-biofilm in vitro dell’acqua termale radio-
attiva raccolta presso le terme di Merano, in Italia.
MATERIALI E METODI: ¢ stata condotta
una serie di esperimenti per valutare gli effet-
ti dellacqua termale radioattiva sulle colture
planctoniche (1 ora di esposizione) e sui biofilm
(10 minuti e 1 ora di esposizione) formati da Sta-
phylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. La
biomassa vitale ¢ stata vagliata utilizzando un
saggio colorimetrico. Per valutare gli effetti anti-
biofilm dell’acqua termale radioattiva dal punto
di vista morfologico ¢ stato utilizzato un modello
basato sull'infezione di un epitelio respiratorio
umano ricostituito per mezzo degli stessi ceppi.
RISULTATI: le acque termali radioattive han-
no ridotto la vitalita delle colture planctoniche di
S. aureus e S. pneumoniae di circa il 20%. Le acque
termali radioattive hanno anche ridotto la vitalita
del biofilm di tutti i ceppi ad eccezione dell’E. coli
in entrambi i periodi di riferimento. Nel modello
dell’epitelio respiratorio umano ricostituito, sono
state rilevate aderenza e colonizzazione batterica
in tutti i campioni, indice di una particolare affi-

nita con le ciglia dell’epitelio. Le infezioni batte-
riche hanno alterato la struttura dell’epitelio in
modo significativo, con un aumento dello spazio
intercellulare e danni alla struttura cellulare. I
campioni infettati da S. aureus hanno mostra-
to livelli di colonizzazione leggermente inferiori
dopo il trattamento con acque termali radioattive.

CONCLUSIONIT: i risultati di questo studio in
vitro hanno mostrato i significativi effetti delle
acque termali radioattive sulle cellule batteriche
planctoniche Gram positive e una rilevante attivi-
ta anti-biofilm.
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Acqua termale, infezioni del tratto respiratorio,
biofilm, epitelio ricostituito, Staphylococcus aure-
us, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas ae-
ruginosa, Escherichia coli.

Introduzione

Le infezioni del tratto respiratorio costitu-
iscono un problema importante per la salute
pubblica, in particolare in soggetti pill anziani,
essendo la principale causa di morbilita. La mag-
gior parte di queste infezioni riguarda il tratto
respiratorio superiore e la specie pill comune
coinvolta appartiene al genere Pseudomonas,
Streptococcus, Staphylococcus, and Enterobac-
ter'>. Molti di questi microrganismi sono resis-
tenti agli antibiotici pi comunemente usati in
medicina generale, quali ampicillina, amoxicil-
lina o kanamicina® Questo problema limita le
opzioni di trattamento di tali infezioni® e inco-
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raggia la ricerca di terapie alternative.

La maggior parte di questi microrganismi
forma anche biofilm; la formazione di biofilm
favorisce in modo stabile la colonizzazione
dellepitelio del tratto respiratorio, causando infe-
zioni croniche e ricorrenti*'*'%. Torganizzazione
del biofilm permette 'implementazione di molte
strategie, tra cui la comunicazione intercellulare
(quorum sensing) che contribuisce a una resis-
tenza piu tenace agli antimicrobici'®. Le strut-
ture cellulari quali i flagelli, i pili e la matrice
extracellulare sono fondamentali per 'aderenza
e la colonizzazione iniziale, rendendo le specie
di Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus particolarmente adatte
allo sviluppo di tali infezioni croniche®. In pit,
il biofilm rilascia cellule microbiche plancto-
niche a seguito dellattivita di disseminazione,
permettendo un’ulteriore colonizzazione. Ne
consegue che i biofilm possono fungere da nu-
clei d’infezione che possono creare nuovi nidi
metastatici'®, svolgendo quindi anche un ruolo
fondamentale nella patogenesi delle infezioni ri-
correnti che interessano il tratto respiratorio.

Il radon #*Rn & un prodotto del decadimento
dell'uranio #*U con un tempo di dimezzamento
relativamente breve (circa 91 h); il *?Rn raggiun-
ge la superficie terrestre per mezzo di varie fonti,
tra cui le acque termali e contribuisce in modo
significativo allesposizione umana alle radiazio-
ni**8 La radioattivita di questo elemento si basa
sulla generazione di particelle a con unenergia
cinetica molto elevata e una bassa capacita di pe-
netrazione, il che permette di agire al contatto
con tessuti e biofilm®.

Le sorgenti termali situate a Merano, in Ita-
lia, rappresentano una fonte di radioattivita che,
secondo quanto riportato, puo raggiungere 481
Bq/1***!. 1l trattamento di affezioni croniche del
tratto respiratorio superiore, sia in adulti che in
bambini, spesso prevede terapie inalatorie con
acqua termale radioattiva®*****. Cio nonostante,
il meccanismo terapeutico di questo tipo di trat-
tamento non ¢ del tutto chiaro. Il **Rn ¢ noto
per la sua attivita antiossidante e come inibitore
della risposta immunitaria nel corpo umano®*.
La sua azione potrebbe essere dovuta alla sua in-

terazione con i componenti lipidici della memb-
rana delle cellule eucariote. E stato suggerito che
il 2?Rn possa anche interagire con i lipidi delle
pareti delle cellule batteriche, influenzandone
verosimilmente la crescita®. Attualmente, non
esistono linee guida relative all'uso delle acque
termali radioattive per il trattamento di infezioni
croniche del tratto respiratorio associate a bio-
film¥.

Con il presente studio si desidera valutare
gli effetti anti-biofilm in vitro dell'acqua termale
radioattiva di Merano. Lipotesi nulla & che non
vi siano particolari differenze negli effetti anti-
biofilm tra l'acqua termale radioattiva e l'acqua
delle condotte idriche.

Materiali e metodi

Raccolta di campioni di acqua

Lacqua termale radioattiva in esame ¢ stata
raccolta in bottiglie di vetro pyrex tramite getto
d’acqua senza turbolenza, evitando cosi la for-
mazione di bolle daria. Lacqua termale ¢ stata
esaminata entro quattro ore dal campionamento,
quando ancora era presente il 97% dell’attivita re-
sidua, per ridurre al minimo la perdita di radon
per decadimento. Lattivita misurata del **Rn
presso la fonte di raccolta era pari a 2050 Bq/l
e lattivita residua dell'acqua termale testata era
di 1988,5 Bq/l. Gli effetti anti-biofilm dell'acqua
termale radioattiva sono stati messi a confronto
con quelli dell'acqua raccolta dalle condotte idri-
che, subito prima di iniziare con gli esperimenti.
La composizione dell'acqua termale radioattiva e
dell'acqua delle condotte idriche ¢ indicata nel-
la tabella I. Tutti i campioni di acqua sono stati
sterilizzati per filtrazione (filtro Millipore, 0,2
um). E stato eseguito un esperimento prelimina-
re per escludere che le procedure di filtrazione
potessero in alcun modo influenzare la radioatti-
vita residua dell'acqua termale radioattiva.

Procedure microbiologiche
I terreni di coltura e i reagenti sono stati acqui-

stati presso Becton-Dickinson (BD Diagnostics-
Difco, Franklin Lakes, NJ, USA). Le piastre in
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polistirene multi-pozzetto trattate per colture di
tessuti (Nunc da 96, 48 e 24 pozzetti) sono state
acquistate presso Sigma-Aldrich (Sigma-Ald-
rich, St. Louis, MO, USA). Lo Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 e il
ceppo di Streptococcus pneumoniae isolato da
un paziente colpito da infezione del tratto respi-
ratorio superiore e inferiore sono stati coltivati
su un terreno Columbia Agar addizionato con
un 5% di sangue di montone. Le piastre sono
state incubate a 37°C in unatmosfera con il 5%
di CO2 per 48 ore. Dopo una notte in incuba-
zione a 37°C in unatmosfera con il 5% di CO2,
per ciascun microrganismo ¢ stata ottenuta una
sospensione in infuso di cuore-cervello. Le cel-
lule batteriche sono state raccolte per centrifuga-
zione (2200 giri al minuto, 19°C, 5 minuti), sono
state lavate due volte in un tampone fosfato sa-
lino e quindi rimesse in sospensione nella stessa
soluzione tampone. Ciascuna sospensione ¢ sta-
ta sottoposta a ultrasuoni per promuovere la di-
spersione degli aggregati batterici (Sonifier mo-
dello B-15, Branson, Danbury, CT, USA, 7W per
30 s) e ¢ stata regolata a 0,3 unita di assorbanza
(densita ottica) utilizzando uno spettrofotomet-
ro a 550 nm (Genesys 10-S, ThermoSpectronic,

Tabella I. Analisi chimica dell’acqua di controllo (acqua
dalle condotte idriche).

Costituente
pH 1.6
Solidi totali disciolti 384 mg/L
Durezza 31°F
Conduttivita elettrica 591 pSfem, 20 °C
Ca 83 mgL
Mg 18,9 mg/L
NH. < 0,10 mg/L
Cl 34 mg/L
80, 54 mg/L
K 2mgL
Na 18 mg/T
AS <2 pg/l
CO. 234 mg/L
F < 0,5 mg/L
NO. 31 mg/L
NO. < 0,20 mg/L
Mn < 1 ng/L
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Rochester, NY, USA). Questo valore corrisponde
a una concentrazione microbica di circa 6,00 x
108 cellule/ml.

Valutazione degli effetti dellacqua termale
radioattiva sulle cellule batteriche nella fase
planctonica

Per questo test, ad ogni pozzetto delle piast-
re da 48 pozzetti sono stati aggiunti un totale di
500 ul di ciascuna sospensione batterica e 500 ul
di acqua. Per ciascun microrganismo sono stati
utilizzati 32 pozzetti; 16 pozzetti sono stati incu-
bati con l'acqua termale radioattiva mentre l'altra
meta (n = 16) sono stati incubati con 'acqua del-
le condotte idriche. Le piastre sono state incuba-
te a 37°C in unatmosfera con il 5% di CO2per
unora. In ogni pozzetto inoculato con acqua
termale, alle cellule batteriche in unora ¢ stata
fornita una dose di circa 1 Bg, ottenendo circa
3600 disintegrazioni. Successivamente, ¢ stata
eseguita la valutazione delle cellule batteriche vi-
tali utilizzando un test colorimetrico basato sulla
riduzione di un sale di tetrazolio (saggio MTT)

Valutazione degli effetti dellacqua termale
radioattiva sui biofilm

Per questo test, in ciascun pozzetto delle pi-
astre da 96 pozzetti sono stati inseriti un totale
di 20 pl di ciascuna sospensione batterica e 180
ul di infuso di cuore-cervello sterile. Per ciascun
microrganismo sono stati utilizzati sessantaquat-
tro (64) pozzetti. Le piastre sono state incubate
a 37°C in unatmosfera con il 5% di CO2per 24
ore per sviluppare un biofilm multistrato. Suc-
cessivamente, il terreno di coltura ¢ stato rimos-
so, aspirandolo con delicatezza, e i pozzetti sono
stati lavati tre volte con 100 pl di tampone fosfato
salino sterile. Ai pozzetti sono stati aggiunti 200
ul in totale di acqua sterile per filtrazione (ac-
qua termale radioattiva, n = 32 e acqua condotte
idriche, n = 32). Le piastre sono state incubate
per altri 10 minuti (n = 16) o unora (n = 16) alle
stesse condizioni descritte precedentemente.

In ciascun pozzetto inoculato con acqua ter-
male radioattiva, ¢ stata fornita una dose di circa
0,4 Bq in 10 min o unbora, ottenendo rispettiva-
mente circa 240 e 1440 disintegrazioni. Al ter-
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mine del periodo di incubazione, la sospensione
¢ stata rimossa dai pozzetti, aspirando con deli-
catezza. Quindi i pozzetti sono stati lavati atten-
tamente per tre volte con tampone fosfato sali-
no sterile per rimuovere le cellule non aderenti.
Dopodiché ¢ stata eseguita la valutazione della
biomassa vitale utilizzando un saggio MTT.

Questo esperimento & stato ripetuto dopo
dieci giorni, utilizzando la stessa configurazi-
one, esponendo i biofilm ai campioni di acqua
per unora. I biofilm trattati con acqua termale
radioattiva sono stati quindi esposti a unattivita
residua del 222Rn stimata di circa il 16% rispetto
allattivita iniziale (318 Bq/l).

Valutazione delle cellule batteriche vitali

Il saggio MTT e stato eseguito come descrit-
to?® in precedenza. In breve, sono state preparate
due soluzioni madre iniziali contenenti IMTT
sciogliendo 5 mg/ml di bromuro di 3-(4,5-dime-
tiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio in tampone
fosfato salino sterile e 0,3 mg/ml di N-metil-
fenazina-metisolfato (PMS) in tampone fosfato
salino sterile. Le soluzioni sono state conservate
a 2°C in fiale al riparo dalla luce fino al giorno
dellesperimento quando ¢ stata realizzata una
soluzione di misurazione fresca (FMS) mischi-
ando 1 ml di soluzione madre di MTT, 1 ml di
soluzione madre di PMS e 8 ml di tampone fos-
fato salino sterile. E stata preparata una soluzio-
ne lisante (LS) sciogliendo sodio dodecile solfato
al 10% v/v e dimetilformammide al 50% v/v in
acqua distillata.

Al termine del periodo di incubazione, le
piastre sono state sottoposte al saggio MTT per
valutare la biomassa aderente, vitale e metaboli-
camente attiva come segue: 200 pl di FMS sono
stati introdotti per mezzo di una pipetta in cias-
cun pozzetto delle piastre da 48 pozzetti utilizza-
te per determinare gli effetti sulle colture planc-
toniche. In ciascun pozzetto delle piastre da 96
pozzetti utilizzate per gli esperimenti per la for-
mazione di biofilm sono stati introdotti in totale
100 pl di FMS per mezzo di una pipetta. Tutte le
piastre sono state incubate a 37°C al riparo dalla
luce per unora.

Durante I'incubazione, il trasporto di elettro-

ni attraverso la membrana plasmatica microbica
e, in misura minore, il sistema microbico di ossi-
doriduzione hanno convertito il sale giallo MTT
in formazano viola insolubile. La conversione ¢
stata agevolata dall'accettore intermedio di elett-
roni (PMS). Dopodiché, sono stati trasferiti 500
ul in totale da ciascun pozzetto delle piastre da
48 pozzetti in nuove piastre e sono stati aggiunti
500 pl di LS. Nelle piastre da 96 pozzetti, la FMS
nella quale non ¢ avvenuta alcuna reazione ¢ sta-
ta rimossa con delicatezza dai pozzetti tramite
aspirazione e i cristalli di formazano sono stati
quindi sciolti aggiungendo 100 pl di LS in cia-
scun pozzetto. Tutte le piastre sono state quindi
incubate a temperatura ambiente, al riparo dalla
luce, per unora. Da ciascun pozzetto sono sta-
ti trasferiti nelle nuove piastre da 96 pozzetti 90
ul di sospensione ed ¢ stata misura l'assorbanza
(densita ottica a 550 nm - Genesys 10-S).

Valutazione degli effetti dellacqua termale ra-
dioattiva sui biofilm sviluppati su un modello di
epitelio ricostituito delle vie respiratorie

Per simulare le condizioni cliniche il pit ac-
curatamente possibile, € stato preso un modello
di epitelio respiratorio umano ricostituito (pi-
astre MucilAir™, Epithelix Sarl, Plan-les-Ouates,
Ginevra, Svizzera) ed ¢é stato infettato con i di-
versi ceppi per poi essere utilizzato per valutare
gli effetti dell'acqua termale radioattiva sulla for-
mazione di biofilm.

Per questo esperimento sono stati utilizzati
un totale di 30 epiteli respiratori umani ricosti-
tuiti (sei campioni per ciascun microrganismo
testato e sei campioni di controllo). I campioni
sono stati spediti in piastre da 24 pozzetti con-
tenenti un terreno nutritivo per il trasporto con
agarosio. Al momento dellarrivo in laborato-
rio, i sacchetti contenenti i campioni sono stati
aperti sotto una cappa a flusso laminare. I cam-
pioni sono stati estratti dalle piastre di trasporto
e lagarosio & stato rimosso. Quindi i campioni
sono stati posizionati in piastre da 6 pozzetti con
un terreno nutritivo (terreni di coltura RPMI-
1640 con l'aggiunta del 20,0% di siero fetale bo-
vino, 1,0% di L-glutamina e 1,0% penicillina/
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streptomicina). Prima di effettuare il test, le pi-
astre con le colture sono state incubate a 37°C in
unatmosfera con il 5% di CO2satura di umidita,
per una notte.

Per questo studio e stato utilizzato un biore-
attore di flusso a goccia (MDFR) (immagine 1).
Il dispositivo ¢ una versione modificata del reat-
tore di flusso a goccia disponibile in commercio
(DFR 110, Biosurface Technologies, Bozeman,
MT, USA). 1l design modificato ha permesso di
posizionare vassoi personalizzati sul fondo delle
camere di flusso continuo e di immergere le pro-
vette di epitelio respiratorio umano ricostituito
sottoposte a sostentamento daria nel terreno
nutritivo circostante a flusso continuo®*. Tut-
te le tubazioni e i vassoi contenenti i campioni
del MDER sono stati sterilizzati prima dell'inizio
dellesperimento, utilizzando un sistema di steri-
lizzazione a base di perossido di idrogeno (Ster-
rad, ASP, Irvine, Ca, USA). Limitando la tempe-
ratura massima a 45°C si evita di danneggiare
lintero sistema a causa del calore. II MDEFR ¢
stato montato all'interno di una cappa sterile. I
campioni sono stati posizionati in cinque vassoi
in politetrafluoroetilene (PTFE) contenenti sei
buchi ciascuno, in grado di fissare i campioni ed
esporre le loro superfici al terreno a flusso conti-
nuo. Tutti i vassoi sono stati fissati al fondo del-
le camere di flusso continuo del MDFR e sono

stati immediatamente inoculati con nuovo ter-
reno nutritivo. Il MDER ¢ stato trasferito in un
incubatore in funzione a 37°C, con il 5% di CO2
e unatmosfera satura di umidita. Quindi ¢ stata
accesa una pompa peristaltica multicanale con
controlli computerizzati (RP-1, Rainin, Emery-
ville, CA, USA) per fornire un flusso costante di
terreno nutritivo attraverso le camere di flusso
(9,6 ml/h).

Dopo 24 ore, la pompa si ¢ fermata e un to-
tale di 100 ul di ciascuna sospensione batterica
¢ stata trasferita sulla superficie di ciascuno dei
sei campioni nelle prime quattro camere a flusso
continuo, utilizzando una pipetta. La camera a
flusso continuo rimasta ¢ stata utilizzata come
controllo negativo. Il bioreattore ¢ stato lascia-
to in funzione per altre 24 ore per permettere lo
sviluppo di un biofilm multistrato sulle superfi-
cie dellepitelio respiratorio umano ricostituito.
Dopodiché, il flusso e stato interrotto, i campioni
sono stati estratti con attenzione e i tre campioni
per ciascun gruppo sono stati esposti a ciascuna
delle acque testate (acqua termale radioattiva e
acqua delle condotte idriche). Dopo unora, gli
aspetti morfologici dei campioni sono stati va-
lutati utilizzando un microscopio elettronico a
scansione (SEM).

Analisi morfologica utilizzando un microscopio
elettronico a scansione (SEM)

Pedium

Peristaltic pump

Air-lifted coupons

Immagine 1. Diagramma del funzionamento di un bioreattore contenente campioni di epitelio respiratorio umano
ricostituito. La pompa peristaltica offre un flusso costante del terreno addizionato alle camere a flusso continuo per
T'arco di tempo specificato. E stato possibile infettare i campioni con i ceppi batterici testati rimuovendo il coperchio
del bioreattore in condizioni sterili. Allo stesso modo, € stato possibile esporre i campioni all'acqua di controllo o in
esame.
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I campioni soggetti all'analisi con SEM sono  utilizzando il software JMP 10.0 (SAS Institute,
stati risciacquati tre volte con delicatezza con ~ Cary, NC, USA). La normale distribuzione dei
tampone fosfato salino sterile per rimuovere le ~ dati della biomassa vitale ¢ stata controllata tra-
cellule non aderenti, per poi essere posti in una  mite il test di Shapiro-Wilk. Lomogeneita delle
soluzione fissativa di glutaraldeide al 2% dis-  varianze e stata verificata tramite il test di Le-
ciolto in una soluzione tampone di cacodilato ~ vene. Le medie e gli errori standard sono stati
(pH = 7,4) per 48 ore. I campioni sono stati poi  calcolati a partire dai dati non ancora elaborati.
passati attraverso una serie di etanolo graduato Lanalisi della varianza a due fattori (ANOVA) ¢&

(concentrazione del 50, 70, 80, 85, 90, 95 e 100%,  stata effettuata considerando il microrganismo
v/v). Infine, i campioni sono stati sottoposti al e l'acqua come fattori fissi. Il test HSD di Tukey
punto critico di essiccamento (impianto essicca- (honestly significant difference) ¢ stato utilizzato
tore supercritico, EMS 850, Hatfield, PA, USA),  come test post-hoc. I livello di significativita e
sono stati montati su montanti con colla condut- stato impostato a p<0,05.

tiva, sono stati sottoposti a sputter coating (JEOL

FFC-1100, Japan) per poi essere analizzati con Risultati

un microscopio elettronico a scansione (JEOL
JSM-840A, Japan) con un ingrandimento di  Valutazione della biomassa vitale (saggio
5000x15000x. Per ciascun campione sono stati MTT)

testati quattro punti selezionati in modo casuale. I risultati relativi agli effetti dell'acqua ter-
male radioattiva sulle cellule planctoniche sono
Analisi statistica indicati nellimmagine 2A. Entrambi i fattori

Le analisi statistiche sono state effettuate  hanno influito in modo molto significativo sul-
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Immagine 2. I risultati del saggio della biomassa vitale sono riportati nel riquadro come medie + 1 SE. A, Valuta-
zione degli effetti dell'acqua termale radioattiva sulle cellule batteriche nella fase planctonica; B, Valutazione degli
effetti dell'acqua termale radioattiva sui biofilm dopo unesposizione di 10 minuti o dopo unesposizione di unora
(C); D, Valutazione degli effetti residui dell'acqua termale radioattiva conservata per dieci giorni sui biofilm dopo
unesposizione di unora. I risultati delle analisi statistiche sono riportati come [ns] = non sono state registrate dif-
ferenze significative tra l'acqua testata e I'acqua di controllo (p>0,05) o [*, £xx%] = ¢ stata rilevata una differenza
significativa e viene indicata la percentuale di riduzione o di aumento della vitalita batterica dei gruppi trattati
con l'acqua termale radioattiva rispetto allacqua di controllo.
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la vitalita delle cellule e non ¢ stata evidenziata
alcuna interazione tra di loro. Dopo essere stati
esposti allacqua termale radioattiva, S. aureus e
S. pneumoniae hanno registrato una considere-
vole riduzione della vitalita delle cellule (rispet-
tivamente 24%, p=0,002 e 22%, p=0,039 rispetto
allacqua di controllo delle condotte idriche).
Non ¢ stata registrata nessuna differenza signifi-
cativa per gli altri due microrganismi testati.

Gli effetti dellacqua termale radioattiva
sui biofilm dopo unesposizione di 10 minuti e
di unora sono rappresentati rispettivamente
nell'immagine 2B e 2C.

Dopo unesposizione di 10 minuti, 'ANOVA
ha mostrato che entrambi i fattori hanno in-
fluito sulla formazione di biofilm in modo rile-
vante, con una significativa interazione tra loro
(p=0,022). Dopo lesposizione all'acqua termale
radioattiva, S. aureus eS. pneumoniae hanno re-
gistrato una significativa riduzione della vitalita
cellulare (rispettivamente 13%, p<0,001 e 9%,
p=0,019 rispetto allacqua di controllo delle con-
dotte idriche)

Dopo unesposizione di unora, ’ANOVA ha
mostrato che entrambi i fattori hanno influito
sulla formazione di biofilm in modo rilevan-
te, con una significativa interazione tra loro
(p=0,001). Dopo lesposizione all'acqua termale
radioattiva, S. aureus, S. pneumoniae e P. aeru-
ginosa hanno registrato una significativa riduzi-
one della vitalita cellulare (rispettivamente 8%,
p<0,001, 9%, p=0,037 e 18%, p<0,001 rispetto
allacqua di controllo delle condotte idriche)

Gli effetti dellacqua termale radioattiva con-
servata per 10 giorni sui biofilm (esposizione di
unbora) sono indicati nell'immagine 2D. E stata
rilevata un’influenza significativa per quanto
riguarda il fattore microrganismo (p<0,001),
mentre il fattore acqua ¢ da considerarsi non si-
gnificativo (p=0,072). Inoltre non vi ¢ stata al-
cuna interazione tra i fattori (p=0,442). Dopo
lesposizione allacqua termale radioattiva, S.
pneumoniae ha registrato un significativo au-
mento della vitalita cellulare (10%, p=0,026, ris-
petto all'acqua di controllo).
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Analisi morfologica (SEM)

Gli aspetti morfologici dellepitelio ricostitui-
to infettato dai microrganismiin esame ed espos-
to allacqua termale radioattiva e all'acqua delle
condotte idriche sono indicati nell'immagine 3.
Tutte le osservazioni hanno presentato aderenza
e colonizzazione batterica, indice di una partico-
lare affinita con le ciglia dellepitelio. Linfezione
batterica ha alterato la struttura dellepitelio in
modo significativo, con un aumento degli spa-
zi intercellulari e danni alla struttura cellulare
stessa. I campioni infettati da S. aureus hanno
mostrato livelli di colonizzazione leggermente
inferiori dopo il trattamento con acque termali
radioattive, se confrontati con 'acqua di control-
lo delle condotte idriche, in accordo con i dati
sulla biomassa vitale. Non ¢ stato rilevato alcun
effetto dell'acqua termale radioattiva sulla colo-
nizzazione degli altri microrganismi. Inoltre non
¢ stato rilevato alcun effetto dell'acqua termale
radioattiva sui campioni di epitelio respiratorio
umano ricostituito non infettati, i quali hanno
tutti conservato pienamente le loro caratteristi-
che anatomiche.

Discussione

Lepitelio del tratto respiratorio funge da
interfaccia complessa con 'ambiente esterno
e si trova ad affrontare ripetutamente le sfide
poste da patogeni, allergeni e inquinanti20.
Linfezione del tratto respiratorio & strettamente
collegata a microrganismi patogeni in grado di
formare biofilm. Questa caratteristica comporta
il confinamento dei batteri in un punto specifi-
co e la possibilita di resistere alleradicazione per
mezzo di terapia antibiotica, nonostante la su-
scettibilita delle cellule batteriche agli antibiotici
durante la fase planctonical0. Di conseguenza,
questo fenomeno & spesso collegato alla croni-
cizzazione delle infezioni associate a biofilm. I
trattamenti di affezioni croniche del tratto
respiratorio possono comprendere terapie
inalatorie con acqua termale. Tuttavia, attual-
mente non esistono linee guida a proposito, per
via dell'incertezza riguardo alle indicazioni e ai
meccanismi di azione®.

La composizione, le proprieta e le possibili
indicazioni delle acque termali, anche quelle
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radioattive, sono generalmente ben note. Cio
nonostante, non esistono dati certi sugli effet-
ti dell'acqua termale radioattiva sui biofilm e
sulle infezioni del tratto respiratorio associate a
biofilm.

I nostri risultati hanno mostrato che l'acqua
termale radioattiva in esame ¢ stata in grado
di ridurre in modo significativo la vitalita delle
cellule delle colture planctoniche di alcuni dei
patogeni pitt comuni, coinvolti nelle infezioni
del tratto respiratorio. La riduzione varia in base
al ceppo. Lacqua termale radioattiva ha avuto
effetti significativi sui batteri Gram positivi (8.
aureus, S. pneumoniae) ma non su quelli Gram
negativi (P. aeruginosa, E. coli). Lacqua in esa-
me ha anche ridotto la vitalita del biofilm degli
stessi microrganismi su un substrato standard

e, E2 Frug

.
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di polistirene, dopo unesposizione di 10 minuti.
Dopo unesposizione prolungata (unora) ¢ stata
rilevata una riduzione della vitalita anche dei
biofilm di P. aeruginosa. Quindi, I'ipotesi nulla
che non vi siano particolari differenze negli ef-
fetti anti-biofilm tra I'acqua termale radioattiva
e l'acqua delle condotte idriche & stata respinta.

E interessante notare che I'acqua termale
radioattiva che ¢ stata ritestata dopo un periodo
di conservazione di dieci giorni non ha mostra-
to alcun effetto di riduzione sulla vitalita del
biofilm. Quest’ultimo esperimento prova che gli
effetti anti-biofilm dell'acqua termale in esame
scompaiono nel tempo, il che suggerisce vi sia
un legame con la sua radioattivita.

Lacqua termale radioattiva non ha avuto
alcun effetto sullepitelio respiratorio umano

Immagine 3. Analisi SEM del modello di epitelio respiratorio umano ricostituito. Gli epiteli non infettati han-
no conservato pienamente le loro caratteristiche anatomiche. Non ¢ stato rilevato alcun effetto dellesposizione
allacqua termale radioattiva sui campioni di epitelio respiratorio umano ricostituito non infettati. Sono qui
presentate le micrografie che riproducono l'infezione dellepitelio respiratorio umano ricostituito da parte dei
batteri Gram positivi in esame. Tutte le osservazioni hanno presentato aderenza e colonizzazione batterica, in-
dice di una particolare affinita con le ciglia dellepitelio. Linfezione batterica ha alterato la struttura dellepitelio
in modo significativo, con un aumento degli spazi intercellulari e danni alla struttura cellulare stessa. I campio-
ni infettati da S. aureus hanno mostrato livelli di colonizzazione leggermente inferiori dopo il trattamento con
acque termali radioattive, se confrontati con l'acqua di controllo delle condotte idriche, in accordo con i dati
sulla biomassa vitale. Non sono stati rilevati altri effetti dell'acqua termale radioattiva sull'infezione degli altri

microrganismi in esame (micrografie non presenti).
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ricostituito. Al contrario, i campioni infettati
con S. aureus hanno mostrato una formazione
di biofilm leggermente inferiore dopo il tratta-
mento con l'acqua termale radioattiva rispetto
ai campioni di controllo.

La possibilita di coltivare lepitelio respiratorio
umano ricostituito in vitro ¢ una prospettiva
davvero promettente, poiché permette di repli-
care le condizioni cliniche in modo realistico.
Ne sono un esempio gli studi sullefficacia di
nuovi farmaci o composti di cui non si co-
noscono gli effetti sui tessuti umani®'. Tuttavia,
uno svantaggio di questo sistema ¢ che speci-
fiche condizioni, quali la rinite allergica o altre
affezioni croniche non possono essere ancora
riprodotte in modo adeguato. Nel presente
studio, ¢ stato simulato un modello di infezione
batterica del tratto respiratorio sviluppando con
successo biofilm su un epitelio respiratorio um-
ano ricostituito. Questo modello ha permesso di
testare lefficacia di un trattamento in condizioni
il pit1 possibile vicine a quelle cliniche. In questo
caso, i metodi per individuare I'infezione non
potevano fare affidamento sullo stesso saggio
della biomassa vitale (MTT), per via della ris-
posta sia delle cellule umane che dei batteri. Si e
quindi deciso di studiare le interazioni batteri-
che con lepitelio respiratorio umano ricostituito
insieme agli effetti del trattamento in esame su
questo modello utilizzando un approccio mor-
fologico (SEM). Questo approccio ha mostrato
la colonizzazione dellepitelio da parte dei ceppi
batterici in esame con una particolare affinita
con le ciglia dellepitelio, con un aspetto mor-
fologico con unelevata somiglianza con quello
clinico. La colonizzazione batterica dellepitelio
ha alterato la sua struttura in modo significa-
tivo, con un aumento degli spazi intercellulari e
danni alla struttura cellulare stessa.

Non ¢ del tutto chiaro il meccanismo di atti-
vita del ?Rn sui tessuti respiratori umani®. E
stato suggerito ed ¢ comunemente riconosciuto
che favorisca lattivita antiossidante e funga

da inibitore della risposta immunitaria®?. Le
proprieta di questo elemento, inclusa la sua
liposolubilita, sono state messe in relazione con
le sue interazioni con i componenti lipidici della
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membrana cellulare e della parete cellulare bat-
terica. Non ci sono informazioni documentate
nella letteratura scientifica sull’attivita del *’Rn
sulle cellule batteriche. Serrano et al.** hanno
ipotizzato che I'interazione di questo elemento
con i lipidi della membrana batterica potrebbe
influenzare la crescita batterica. I nostri risultati
possono fornire informazioni aggiuntive dato
che gli effetti del ***Rn sono stati rilevati solo

su cellule planctoniche Gram positive. Si sa che
i batteri Gram positivi hanno pareti cellulari
spesse fatte di peptidoglicani. Al contrario, le
cellule Gram negative hanno una struttura mol-
to piu sottile. Si puo speculare che una parete
cellulare spessa possa raccogliere una quantita
maggiore di *’Rn, che a sua volta esercita una
maggiore attivita su queste cellule, rispetto alle
cellule Gram negative. Nella letteratura, gli studi
sugli effetti delle radiazioni sui batteri prendono
in considerazione gli elementi *°Pu e *’Np19,
che emettono una radiazione simile a quella del
*Rn (particelle a). Diversamente da altri tipi di
radiazioni con elevate capacita di penetrazione
che depositano la loro energia lungo il percorso,
a seconda della densita del materiale, le parti-
celle a hanno una bassa capacita di penetrazio-
ne. In questo modo, causano un danno relativa-
mente alto, di solito limitato a poche decine di
um nei tessuti'®. Reed et al.** hanno dimostrato
che un emettitore di particelle a, **°Pu, puo
causare una maggiore perdita di vitalita batteri-
ca in Chelatobacterheintzii rispetto alle radiazi-
oni . Gli autori hanno attribuito questa attivita
all'associazione biologica del **Pu alle colonie
batteriche. Questo meccanismo potrebbe spie-
gare gli effetti del **’Rn sui biofilm che sono stati
evidenziati nel presente studio.

Il modello di epitelio respiratorio umano
ricostituito infettato ha permesso di valutare gli
effetti terapeutici dell'acqua termale radioattiva
in esame in condizioni controllate, molto simili
a quelle in vivo. Ciononostante, sarebbero anco-
ra necessari gli studi in vivo, dato che le simula-
zioni in vitro, per quanto accurate, riproducono
solo parte delle complessissime interazioni che
hanno luogo in un ambiente respiratorio uma-
no. Si tratta di un delicato equilibrio tra veloci-



Antibacterial and antibiofilm effects of radioactive thermal water

ta, costo e finalita del modello che ne determina
la selezione e I'uso.

Conclusioni

I nostri risultati permettono di valutare
unassociazione degli effetti dellacqua termale
radioattiva con le terapie antibiotiche solita-
mente prescritte per combattere le infezioni
del tratto respiratorio associate a biofilm. La
suscettibilita batterica ai composti antibiotici
potrebbe essere modulata da questa associazio-
ne, aumentando verosimilmente la loro efficacia
e riducendone gli effetti collaterali.
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