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Introduzione

La sola presenza di batteri nelle ferite croniche
potrebbe non essere indice di infezione attiva
o di guarigione inadeguata. Le ferite infette
contengono batteri, ma potrebbe verificarsi o
non verificarsi una reazione dell’ospite. Tuttavia,
a un certo un punto i batteri iniziano a inibire

la guarigione, causando infezioni locali ed
eventualmente sistemiche, se non trattate.
Questo punto di patogenicita corrisponde al
momento in cui i batteri iniziano a secernere
proteasi. Questo documento Made Easy tratta il
tema dell'attivita della proteasi batterica (BPA)
come marker oggettivo della patogenicita

e mezzo per identificare le ferite che
progrediscono verso l'infezione.

Autori: Dr. Thomas Serena, Dr. Paul Chadwick,
Prof. Franck Duteille, Prof. Marco Romanelli,

Dr. Severin Léuchli, Dr. José Luis Ldzaro Martinez.
Per i riferimenti completi degli autori a pagina 5.

Box 1 Proteasi dell'ospite: revisione

Sempre di piu si riconosce che le cellule ospitanti e le cellule batteriche
possono agire sinergicamente e causare la rottura del tessuto nel letto
della ferita'.

I principali gruppi di proteasi coinvolti nella guarigione delle ferite
sono le metalloproteinasi della matrice e le proteasi della serina (ad
esempio l'elastasi neutrofila umana). Durante la normale guarigione
delle ferite, le proteasi rompono le proteine della matrice extracellulare

Levidenza ha dimostrato che in alcune ferite croniche le proteasi sono
notevolmente elevate; queste proteasi in eccesso - prodotte dalle
cellule ospite - danneggiano la matrice extracellulare e degradano i
fattori di crescita e i loro recettori?.

danneggiate e i materiali estranei, consentendo la chiusura della ferita2.

Box 2 Definizioni utili®

Agente patogeno: microrganismo che provoca o € in grado di
provocare la malattia

Patogenicita: capacita di un microrganismo di causare la
malattia

Virulenza: Misura quantitativa della probabilita che un agente
patogeno provochi la malattia

Fattore di virulenza: molecola prodotta da batteri che facilita la
colonizzazione, la replicazione e la diffusione all'interno dell'ospite

Cosa sono le proteasi batteriche?

Le proteasi sono enzimi che agiscono sulle molecole proteiche,
disgregandole in peptidi e aminoacidi. Le proteasi batteriche
sono fattori di virulenza che vengono secreti da un gran
numero di batteri comunemente rilevati sulle ferite croniche,
tra cui Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Proteus
mirabilis ed Enterococcus faecalis*.

In che modo le proteasi batteriche
influenzano lo sviluppo dell'infezione?

Le proteasi batteriche degradano le proteine del tessuto ospite,
compromettono le difese immunitarie dell'ospite e promuovono
la diffusione locale e sistemica dei batteri. Le proteasi batteriche
ostacolano la funzione delle cellule immunitarie sopprimendo

la chemiotassi, prevenendo la fagocitosi e impedendo la
comunicazione delle cellule immunitarie (Figura 1)*% Inoltre, le
proteasi batteriche possono stimolare la produzione di proteasi
umane/dell'ospite mediante attivazione del sistema immunitario
(Box 1).

Cos’e il continuum dell'infezione della ferita?

Mentre molte ferite guariscono correttamente nonostante la

presenza di batteri, per altre ferite, i batteri possono causare

varie complicanze, come ad esempio:

B Rottura del tessuto

B Dolore

B Impedimento alla capacita di guarigione della ferita e
guarigione ritardata

B Complicanze potenzialmente fatali, ad esempio infezione
sistemica.

Linfluenza dei batteri in una ferita puo essere descritta come

un continuum di importanza clinica, (Figura 2), e richiede livelli
crescenti di vigilanza o di intervento nel momento in cui la ferita
¢ in stato di patogenicita, infezione locale o infezione sistemica.
Le diverse fasi di rilevanza clinica sono determinate dalla
patogenicita batterica, nonché dalla risposta dell'ospite e dai
segni di infiammazione o danno ai tessuti?.

Quali potrebbero essere le difficolta da
affrontare nella valutazione delle ferite
colpite dai batteri?

Assenza di segni clinici:

La risposta dell'ospite ai batteri e alle loro proteasi coinvolge
spesso marker inflammatori come l'interleuchina-1 beta (IL-1p)
o il fattore di necrosi tumorale (TNF-a). Tuttavia, i tipici segni
clinici di infezione potrebbero non essere sempre presenti se la
risposta inflammatoria del paziente € indebolita, come nel caso
in cui siano presenti comorbidita come il diabete o condizioni
immunosoppressive’.
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Batteri nella ferita cronica

Figura 1: Contributo delle proteasi batteri-
che allo sviluppo dell'infezione delle ferite e

alla guarigione ritardata (Lauchli et al, 2015)*
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Studio 1 Serena et al, 2015 — hanno valutato il rapporto tra il carico biologico totale e i livelli di BPA
nelle ferite’

Sono stati prelevati tamponi doppi da 186 ferite croniche. Un tampone é stato testato con il
test della proteasi batterica su un prototipo di flusso laterale rapido sul sito di cura, mentre
I'altro e stato estratto per il test in un saggio di laboratorio sulla proteasi, utilizzando
caseina come substrato, includendo un inibitore di HNE [‘iCasein’ assay]) per I'analisi delle
citochine IL-1 e TNF-a e per la cultura per la microbiologia quantitativa.

I risultati hanno mostrato che i livelli medi delle citochine proinfiammatorie IL-13 e TNF-a
sono significativamente piu elevati nelle ferite con una positivita al test BPA, rispetto alle
ferite risultate negative alla BPA (p<0,0001 e p=0,0002, rispettivamente). Inoltre, quando
I'attivita della BPA é stata testata confrontandola con il carico biologico, un numero
notevolmente superiore di ferite ha dato risultati positivi su un test rapido BPA del sito di
cura quando il carico biologico totale superava 10° CFU/ml.

Studio 2 Serena et al, 2015 — hanno valutato il rapporto tra i livelli di BPA, i segni clinici di infezione e
il carico biologico della ferita’

Sono stati prelevati tamponi di liquido della ferita da 366 ferite croniche (comprese ulcere da
pressione, ulcere diabetiche del piede, ulcere della gamba e altre ferite non guarite). Questi
tamponi sono stati estratti per il test del saggio ‘iCasein’e per la valutazione del medico sui segni
diinfezione, sulla base dell'acronimo ‘NERDS’ (Non-healing, Exudative, Red and bleeding, Debris,
Smell - non guarita, essudativa, rossa e sanguinante, sbrigliamento, odore); la presenza di tre o
pit’NERDS'’ e considerata indicativa di infezione locale [Sibbald et al, 2003]). Quando la soglia di
attivita di iCasein superava le 125 mUnita/tampone, la ferita era classificata come BPA-positiva.
Un altro tampone é stato prelevato per la cultura e la microbiologia quantitativa

Delle ferite testate, il 72% aveva conte batteriche che superavano 10° CFU/ml, e indicavano
cosi un elevato carico biologico. Solo una piccola percentuale ha manifestato tre o piu segni
clinici di infezione (18%). Diversamente dal carico biologico e dei segni clinici, quasi la meta
delle ferite risultava positiva al tampone per la BPA (49%): piu di tre quarti di queste ferite
(77%) non presentava segni locali di infezione. Si sospetta che esse fossero in uno stato
patologico, che non aveva ancora progredito in infezione evidente.

Percentuale di ferite con carico
biologico >10° CFU/ml

Percentuale di ferite presentanti segni
clinici di infezione locale

18%
Segni clinici
presenti

28%
<10° CFU/ml

82%
Segni
clinici
assenti

72%
>10° CFU/ml

Percentuale di ferite positive all'attivita della
proteasi batterica

Percentuale di ferite positive all'attivita della
proteasi batterica con o senza segni clinici

23%
Segpni clinici
presenti
51%
BPA -

77%
Segni clinici
non

presenti

Difficolta di interpretazione delle indagini
microbiologiche:

Mentre un carico batterico di >1x10° CFU/
ml viene utilizzato tipicamente per la

le ferite; ad esempio al di sotto di questa
soglia, la guarigione pud essere ritardata

diagnosi di infezioni da ferite, questa soglia
potrebbe non essere appropriata per tutte

in pazienti con insufficienza immunitaria o
se sono coinvolti batteri particolarmente
virulenti, mentre altre ferite con un

carico batterico biologico al di sopra di
questa soglia possono guarire senza
intervento. Inoltre, in alcuni casi, gli esami
microbiologici possono essere difficili da
interpretare, specialmente quando sono
presenti batteri multipli. Pertanto, i risultati
della cultura non dovrebbero sostituire

il giudizio clinico, ma possono essere
utilizzati per guidare la scelta della terapia
antimicrobica, se appropriato''3

Infiammazione cronica versus infezione:
Le ferite possono essere coinvolte in

un ciclo perpetuo di inflammazione
parzialmente attribuibile ai batteri;
questo danneggia la matrice
extracellulare e degrada i fattori di
crescita che stimolano il rilascio dei
mediatori inflammatori per innescare

una maggiore risposta inflammatoria,
danneggiando cosi ulteriormente il
tessuto e ritardando la guarigione. In
questo contesto & importante distinguere
tra inflammazione e infezione'®

L'attivita della proteasi
batterica potrebbe essere
un marker utile per la
patogenicita?

| batteri nelle ferite croniche possono
essere patogeni e non patogeniin
natura. Un'indicazione della patogenicita
dei batteri e l'espressione di fattori di
virulenza enzimatici, come le proteasi
batteriche che possono stimolare
eccessivamente l'inflammazione
nell'ospite ed eventualmente
danneggiare il tessuto della ferita e
impedire una risposta immunologica.

I risultati di due recenti studi condotti
da Serena et al (2015)” dimostrano che
I'attivita della proteasi batterica (BPA)
puo essere utilizzata come marker per
un “periodo di patogenesi” nelle ferite
croniche (Studio 1 e Studio 2). Percio
testare il liquido della ferita alla ricerca
della BPA potrebbe essere un metodo
utile per rilevare i batteri patogeni in
grado di causare l'infezione prima della
comparsa di segni clinici.



Figura 3: Percorso per I'uso del test al sito di cura per I'attivita della

proteasi batterica (adattato da: Lauchli et al, 2015)
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- Ri-valutare e modificare la gestione se necessario « Interrompere la terapia

- Considerare d'uso di antisettici se non gia utilizzati antisettica se implementata

- Se vengono utilizzati antisettici, considerare di raccogliere + Monitorare e rivalutare
campioni per |'analisi microbiologica e correggere regolarmente
opportunamente il regime antimicrobico + Continuare la cura standard

*Inserire nel piano di gestione:

B Ottimizzazione della risposta dell’'ospite: nutrizione, idratazione, controllo glicemico, perfusione tissutale
B Riduzione del carico batterico: prevenire ulteriore contaminazione o contaminazione incrociata, facilitare il drenaggio della ferita, sbrigliamento della ferita,
aumentare la frequenza di cambio della medicazione, pulire la ferita ad ogni cambio di medicazione, gestire I'essudato in eccesso, gestire il cattivo odore,

antibiotici topici antisettici +/- sistemici

B Misure generali come gestione dei sintomi, istruire il paziente e I'assistente, ottimizzare la collaborazione del paziente, garantire il supporto psicosociale

(WUWHS, 2008)

**Gli antibiotici sistemici sono generalmente riservati a pazienti con infezione diffusiva o sistemica; evitare |'uso di antibiotici topici (WUWHS, 2008)
# Se positivo all'attivita della proteasi elevata, considerare di inserire interventi di modulazione della proteasi nella gestione (Wounds international, 2011;

Dissemond et al, 2013)

NOTA: Alcuni pazienti con una DFU e carico biologico batterico potrebbero non mostrare segni clinici di infezione a causa di condizioni neurologiche,
immunologiche o vascolari. In questi casi puo essere utile effettuare il test prima di 15 giorni.




Cos’e il test
WOUNDCHEK™ Bacterial
Status?

WOUNDCHEK™ Bacterial Status* & un
test di flusso laterale innovativo per

la valutazione qualitativa della BPA
direttamente da un tampone di una
ferita cronica. WOUNDCHEK™ Bacterial
Status e progettato per uso diagnostico,
da applicare sul sito di cura come aiuto
nella valutazione da parte dell'operatore
sanitario o nel caso in cui una ferita

non dovesse guarire a causa di una
patogenesi batterica come indicato dalla
presenza di BPA.

Il test WOUNDCHEK™ Bacterial Status
utilizza il liquido della ferita cronica
ottenuto dalla ferita, raccolto utilizzando
un metodo noto come Serena
Technique®, secondo il quale la ferita
ripulita viene inumidita con soluzione
salina e la superficie viene tamponata
con un'azione a rullo fino a che tutta

la punta schiumosa del tampone sia
ricoperta.” Un risultato positivo al test
indica la presenza di BPA nella ferita.
Questo rilevamento puo permettere un
intervento clinico precoce allo scopo

di evitare che la ferita peggiori in un
continuum verso l'infezione clinica piu
seria o sepsi.

Cosa indicano in pratica

i risultati del test
WOUNDCHEK™ Bacterial
Status?

Poiché la presenza di BPA & indicativa

di un'infezione imminente o attiva, il
suo rilevamento potrebbe permettere

il riconoscimento di batteri che si
comportano in modo patologico, anche
in assenza di segni clinici di infezione,
consentendo il trattamento per ridurre il
carico batterico. Un risultato positivo al
test BPA segnala al medico la presenza
in una ferita di batteri che si comportano
in modo patogenetico, e gli consente di
stabilire in modo oggettivo se il carico
batterico debba essere contrastato
anche quando i segni clinici potrebbero
non essere immediatamente apparenti

e di intervenire prima dello sviluppo di
un'infezione effettiva.

Come si vede nel percorso per l'uso del
test della proteasi batterica nel sito di cura
illustrato nella Figura 3, il risultato del test
consente al medico di migliorare la cura
del paziente, attraverso le segueti misure:
B Implementare le misure per ridurre
il carico batterico della ferita,
come ottimizzare la risposta
dell'ospite, prevenire un’ulteriore
contaminazione della ferita,
lo sbrigliamento, aumentare
la frequenza dei cambi di
medicazione, utilizzare antisettici
topici come argento o PHMB
B Monitorare e valutare la ferita
regolarmente
B Continuare la cura standard se
appropriato.

Se la guarigione viene ritardata ma

il risultato & negativo e i segni clinici
dell'infezione sono assenti, il medico
puo scegliere un approccio di cura
alternativo, come il test per 'attivita
elevata della proteasi dell'ospite o
considerare interventi di modulazione
della proteasi.

| batteri presenti nel biofilm possono
secernere proteasi e hanno dimostrato di
produrli a livelli piu elevati rispetto allo
stato planctonico'. Le ferite che risultano
positive al test della BPA a possono
inoltre contenere un biofilm su almeno
parte del letto della ferita'. Sebbene non
sia noto se il test della BPA possa essere
utilizzato per indicare la presenza del
biofilm, molti dei trattamenti usati per

le ferite positive alla BPA sono utilizzati
anche per la gestione del biofilm, come
le medicazioni barriera, lo sbrigliamento
e gli antisettici?".

Come misura supplementare alle
tecniche attuali di valutazione della
ferita, che generalmente sono soggettive
in natura, l'uso di questo test potrebbe
avere un gran numero di benefici sia
clinici che economici.

In un'epoca in cui la resistenza agli
antibiotici € in aumento, le soluzioni
che potrebbero ridurre il loro eccessivo
utilizzo e supportare I'uso mirato degli
antibiotici sono preziose per il pilt ampio
sistema sanitario®. Infatti, mentre i test
diagnostici sono in grado di guidare
con successo le decisioni del medico,
questo potrebbe metterli in condizione
di monitorare il progresso della terapia
scelta, ridurre le complicanze a lungo
termine (ad esempio perdita dell’arto) e
migliorare la qualita di vita del paziente
(come la riduzione del dolore).

*Non ancora disponibile in tutti i Paesi

Il Made Easy é stato supportato da
WOUNDCHEK Laboratories. Il contenuto
del presente Made Easy non rispecchia
necessariamente il punto di vista
dell'azienda.
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USO DEL TEST WOUNDCHEK BACTERIAL STATUS: CASISTICA

PREMESSE

Questo paziente presentava un'ulcera diabetica sulla pianta del piede destro. Quando esaminata alla Settimana 1 e
alla Settimana 4, la ferita non evidenziava segni di infezione clinica, ma risultava positiva al test della BPA (attivita della
proteasi batterica) in entrambe le occasioni. Alla Settimana 5, il paziente manifestava numerosi segni di infezione ed
era stato trasferito alla chirurgia per I'amputazione. NB: Questo caso faceva parte di un protocollo di studio clinico che
richiedeva che il medico curante fosse "in cieco" sui risultati del test BPA fino al completamento dello studio.

Settimana 0:

B Ma il test della ferita indicava positivita per la BPA
B Trattamento erogato: medicazione di schiuma di poliuretano e strato di contatto non aderente in silicone

Nessun segno clinico di infezione

Settimana 4:

B Ma il test della ferita indicava positivita per la BPA

Nessun segno clinico di infezione

B Trattamento erogato: medicazione in fibra gel assorbente

Settimana 5:

B |l piede si era gonfiato ed emanava un odore forte

Il paziente era letto con brividi e dolori

B Rossore del terzo dito con un'area di arrossamento di 9cm x 8cm sul dorso del piede

B Paziente trasferito alla chirurgia per 'amputazione

Settimana 4
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La presenza di batteri sulla superficie di una ferita potrebbe non essere indice di infezione o

di guarigione inadeguata. Infatti, in molti casi la guarigione avviene nonostante la presenza di
batteri. Tuttavia, quando i batteri iniziano a comportarsi in modo patogenetico, possono verificarsi
complicanze, tra cui infezione locale o sistemica. Recenti studi hanno dimostrato che la BPA

puo essere utilizzata come marker oggettivo di patogenicita batterica, anche quando non sono
evidenti indicatori clinici di infezione. Linnovativo test del flusso laterale WOUNDCHEK ™ Bacterial
Status offre una valutazione qualitativa della BPA direttamente da un campione di tampone di
una ferita cronica. Questo rilevamento puo consentire interventi clinici anticipati e impedire che le
ferite progrediscano nel continuum dell'infezione fino a uno stato di infezione piu elevato.



