
ANALISI DEI BIOFILM

 Studi condotti nell’ultimo ventennio sui biofilm formati in 
impianti industriali, in condutture di acque potabili e 
nell’ambiente, si basano sull’osservazione diretta tramite 
la microscopia elettronica a scansione.

 Inoltre si è definita l’ultrastruttura dei biofilm con l’utilizzo 
della microscopia confocale a scansione laser

 Negli ultimi anni lo studio dello sviluppo dei biofilm è 
stato approfondito anche dal punto di vista genetico, con 
la caratterizzazione di alcuni geni coinvolti in questo 
processo di differenziamento



METODI DI STUDIO DEI BIOFILM

 La nostra conoscenza dei biofilm si è sviluppata con l’evolversi dei 
metodi investigativi. 

 Gran parte dei primi lavori si sono basati sulla 

microscopia elettronica a scansione.

 Questa tecnica utilizza solventi che disidratano gradualmente il 
campione prima dell’esame e provocano artefatti.

 Le sostanze polimeriche extracellulari, che per il 95% sono formate 
da acqua, compaiono più come fibre che come spessa matrice 
gelatinosa che circonda le cellule.

 L'uso della microscopia elettronica e la colorazione specifica del 
polisaccaride con rutenio, invece, hanno consentito di chiarire la 
natura delle fibre extracellulari nei biofilm e la loro associazione con 
le cellule.



SEM di biofilm
Micrografia elettronica a scansione 

di un biofilm sviluppatosi in un sistema di acque industriali



METODI DI STUDIO DEI BIOFILM
Lo sviluppo della

microscopia confocale a scansione laser (CLSM),
negli anni 80, ha fornito la capacità di esaminare i biofilm in situ senza le 

limitazioni incontrate con il microscopio elettronico a scansione, 
anche se a minore risoluzione.

 La diminuzione nella risoluzione è stata più che compensata dalla 
possibilità di esaminare la matrice del biofilm invariata ed intatta.

 L'uso sia della CLSM sia della microscopia ad epifluorescenza
richiede che gli organismi nei biofilm siano resi fluorescenti. 

 Alle tradizionali tecniche di colorazioni con fluorocromi si è aggiunta 
una tecnica più moderna che prevede l’utilizzo di ceppi batterici che 
esprimono la proteina fluorescente di Aequorea victoria denominata 
GFP (green fluorescent protein).

 Questa tecnica permette di esaminare i biofilm in maniera non 
invasiva.



CLSM
FISH



EVOLUZIONE DELLA DEFINIZIONE E 

DELLA STRUTTURA DEI BIOFILM

La definizione di biofilm si è evoluta durante gli ultimi 25 anni.

 il biofilm consiste di cellule e microcolonie, interamente 
incastonate in una matrice esopolimerica altamente idratata e 
anionica

 I biofilm sono quindi colonie batteriche circondate da una matrice 
organica il cui scheletro è costituito da esopolisaccaridi (EPS).

 L’EPS può essere caratterizzato da diverse proprietà chimico-
fisiche, ma il suo componente primario è sempre un 
esopolisaccaride neutro o, come nei batteri Gram-negativi, 
polianionico.

 La quantità di EPS varia a seconda dell’organismo e 
l’ammontare di EPS aumenta all’aumentare dell’età del biofilm.



SOSTANZE %

Acqua  97 %

Polisaccaridi 1-2 % (neutri o polianionici)

Proteine (prodotte da lisi 

cellulare)

 1-2 % (compresi gli 

enzimi)

DNA e RNA 
 1-2 % (prodotti da lisi 

cellulare)

Ioni Legati o liberi

Composizione della matrice del biofilm



Composizione della matrice del biofilm

Alcuni batteri, tra cui Pseudomonas aeruginosa, producono 
una considerevole quantità di DNA extracellulare
attraverso un meccanismo indipendente dalla lisi 
cellulare. Esso, infatti, sembra essere trasportato 
all’esterno della cellula attraverso diversi meccanismi 
(esocitosi, trasporto attivo)

In P. aeruginosa, il DNA extracellulare ha probabilmente, 
un ruolo funzionale nel biofilm. 

Aggiungendo DNasi I al mezzo di coltura, infatti, si ha una 
forte inibizione della formazione di biofilm; inoltre, la 
DNasi I può dissolvere biofilm maturi

Extracellular DNA Required for Bacterial Biofilm Formation

•Whitchurch, et al.

Science 22 February 2002: 1487.DOI:10.1126/science.295.5559.1487



Composizione della matrice del biofilm

La matrice dei biofilm:

 è un ambiente dinamico dove possono accumularsi nutrienti e dove le 

cellule microbiche mantengono il giusto grado di omeostasi. 

 mostra un alto grado di eterogeneità, infatti al suo interno possono 

coesistere diversi microambienti. 



Composizione della matrice del biofilm

La natura della matrice polimerica, oltre ad essere correlata 
alle strutture esopolisaccaridiche,dipende anche da:

 diversi fattori estrinseci, come le proprietà chimico-
fisiche dell’ambiente dove il biofilm è localizzato

 e da fattori intrinseci, come il genotipo delle cellule che lo 
compongono.

Ne consegue che la struttura della matrice del biofilm può 
variare a seconda:

 dello stato fisiologico delle cellule, 

 della disponibilità di nutrienti, 

 dell’ambiente in cui si forma, 

 delle specie microbiche che lo compongono.



BIOFILM: un sistema biologico

I biofilm non sono dunque semplici strutture 

microbiche  adese ad una superficie, ma 

rappresentano sistemi biologici con un alto 

grado di organizzazione dove i batteri 

sono strutturati e coordinati in 

comunità funzionali, capaci, se 

necessario, di cooperare nei processi 

metabolico-riproduttivi e infettivi.



Come i microrganismi formano biofilm

 Trasporto e 

adsorbimento

 Adesione alla 

superficie

 Formazione di 

microcolonie

 Maturazione del 

biofilm

La formazione di un biofilm è un processo dinamico e complesso che si 

articola in diverse fasi:



Rappresentazione schematica del ciclo di 

formazione del biofilm

Formazione di biofilm microbico su una superficie organica

1. Adesione dei batteri alla superficie organica; 2. Colonizzazione; 3. 

Produzione di esopolimeri; 4. Maturazione del biofilm; 5. Rilascio dei 

batteri dal biofilm.



Rappresentazione schematica del ciclo di 

formazione del biofilm formato da S. aureus



TRASPORTO e ADSORBIMENTO

Molecole organiche

Molecole inorganiche

Microrganismi

= “conditioning film”

+
+
+



ADESIONE…

attiva o passiva

(mobilità cellulare; trasporto planctonico; diffusione; forze

fluidodinamiche)

influenzata da: 

proprietà della superficie

fase di crescita

fattori esterni (osmolarità, pH, disponibilità di  ferro,ossigeno, 

temperatura, disponibilità di nutrienti)

...



ADESIONE…

Fattori di adesione: specifici o non-specifici?
A diversi fattori importanti nella formazione dei

biofilm è stata “assegnata” una funzione specifica di 

interazione con proteine dell’ospite

 pili di tipo I         recettori carboidratici

 curli fibronectina

Ma la funzione di questi fattori è sicuramente 

più generica…..



…ADESIONE

(FORMAZIONE DI MICROCOLONIE)

2 fasi:

REVERSIBILE IRREVERSIBILE

Forze di Van der Waals

Forze elettrostatiche

Interazioni idrofobiche

Interazioni dipolo-dipolo

Legami: idrogeno, ionici, covalenti

Interazioni idrofobiche

(1°) (2°)



COLONIZZAZIONE (MATURAZIONE)

Divisione cellulare

Ispessimento del biofilm

Produzione di sostanze polimeriche extracellulari (EPS)

Regolata dal “quorum sensing”



IL BIOFILM E’ UNA ENTITA’ DINAMICA

La superficie esterna cambia continuamente

Aumento dello spessore

Formazione di un gradiente fisico-chimico

Morte cellulare



Adesione alla superficie: 

il sistema Cpx
 Anche se il contatto iniziale di una cellula batterica con una superficie non è 

regolato geneticamente, ci sono prove che dimostrano l’esistenza di 
meccanismi che regolano la formazione di interazioni stabili tra cellula e 
superficie. 

 Studi sul sistema di controllo a due componenti Cpx di Escherichia coli
indicano che i batteri possono percepire il contatto con una superficie e 
rispondere regolando l'espressione genica per promuovere interazioni 
stabili cellula-superficie.



Adesione alla superficie: 

il sistema Cpx

E’ formato da due geni che codificano 

rispettivamente:

 la proteina CpxA, una chinasi sensore, 

 la proteina CpxR, un regolatore del 

segnale.

L'attivazione di questo sistema dipende dalla 

lipoproteina di membrana NlpE che potrebbe 

essere un sensore diretto del contatto. 



Adesione alla superficie: 

il sistema Cpx

 Il mutante cpxR interagisce meno stabilmente 
con la superficie rispetto al ceppo selvatico

 Il mutante cpxA quando forma biofilm produce 
meno biomassa rispetto al ceppo selvatico. 

Inoltre il sistema Cpx è coinvolto nella regolazione

 della biogenesi dei pili di tipo IV che hanno un ruolo 
nell'adesione di superficie 

 di altre appendici cellulari coinvolte nell’interazione 
cellula-superficie e cellula-cellula

 Di enzimi coinvolti in diverse funzioni (es folding proteine del 
periplasma) non correlate ai biofilm



Adesione alla superficie: 

il sistema EnvZ/OmpR

Le interazioni cellula-superficie, oltre ad essere regolate dal semplice 

contatto della cellula con la superficie, possono anche essere 

regolate dalle condizioni ambientali come l’osmolarità.

In cellule di E. coli che colonizzano superfici ad alta 

osmolarità, viene attivato 

il sistema EnvZ/OmpR: un sistema costituito da due 

proteine coinvolte nella stabilizzazione delle 

interazioni cellula-superficie in condizioni di alta 

osmolarità. 



Adesione alla superficie: 

il sistema EnvZ/OmpR

In presenza di alte pressioni osmotiche:

la proteina EnvZ fosforila e attiva 

la proteina OmpR

che regola la formazione del biofilm

attivando a sua volta la trascrizione del gene csgD.



Adesione alla superficie: 

il sistema EnvZ/OmpR

La proteina CsgD è un regolatore positivo 

della trascrizione dei geni: 

 csgAB coinvolto nella sintesi dei pili curli

 adrA, coinvolto nella sintesi della cellulosa, 

precursore dei componenti della matrice.



Cell-surface interaction                      Cell-cell aggregation

Curli: un fattore coinvolto sia nell‘adesione a 

superfici solide che nell‘interazione cellula-

cellula

I pili curli sono appendici cellulari, presenti in E. coli ed in alcune specie del 

genere Salmonella, dove sono conosciuti come fibre aggregative.

di numero variabile da cellula a cellula

sono più piccole dei flagelli 

non sono coinvolte nel movimento cellulare



Formazione di microcolonie

Le microcolonie sono comunità batteriche con uno 

spessore di circa tre-cinque cellule che si 

sviluppano in seguito all’adesione di alcune cellule 

alle superfici.

La formazione di microcolonie richiede:

 l’interazione stabile con la superficie

 uno sviluppo clonale (controllato semplicemente dai 

nutrienti presenti)

 interazioni stabili cellula-cellula



Formazione di microcolonie

Alcuni batteri possono esibire un programma più 
complicato in cui la motilità di superficie riunisce 

le cellule per formare una microcolonia.

Sono necessarie distinte vie di trasduzione del segnale:

 (1) per la produzione delle strutture di superficie 
responsabili della motilità, quali i pili 

 (2) per la produzione della matrice 
esopolisaccaridica, struttura predominante che media 
le interazioni stabili cellula-cellula



Formazione di microcolonie: 
i geni coinvolti in Pseudomonas aeruginosa

 (1) La proteina Crc regolatore globale del metabolismo 
del carbonio, attiva la trascrizione del gene pilA, che è 
richiesto per la produzione di pili di tipo IV in P. 
aeruginosa.

 (2) Durante la fase iniziale della formazione di biofilm, 
dopo l’adesione alla superficie e la formazione della 
microcolonia, è attivata la trascrizione di specifici geni, la 
cui trascrizione è necessaria per la sintesi del 
polisaccaride extracellulare, che nel caso di P. 
aeruginosa è costituito da alginato, ed i geni coinvolti 
sono algC, algD, algU.

Ceppi di P. aeruginosa con mutazione nulla nel gene crc sono in grado 
di aderire a superfici ma non di formare microcolonie.



Maturazione del biofilm

Il biofilm maturo generalmente costituito:

 da una struttura complessa di cellule formanti canali dell'acqua la cui 

funzione è quella di permettere la diffusione dei nutrienti.

Dopo le fasi iniziali dell’adesione

le microcolonie si sviluppano in un biofilm maturo 

step è associato alla produzione di EPS



Maturazione del biofilm

La struttura di un biofilm maturo, può variare:

 non solo in funzione delle diverse specie batteriche che lo 
compongono, 

 ma anche in funzione dei differenti parametri che caratterizzano 
l’ambiente. 

Sono stati identificati ceppi mutanti con alterata profondità o alterata architettura del 
biofilm rispetto al ceppo selvatico.

Questi mutanti suggeriscono che 

la maturazione del biofilm è controllata:

 dalla disponibilità di nutrienti

 dal quorum sensing, cioè la capacità delle cellule di percepire 
un'alta densità cellulare



Spessore del biofilm

In B. subtilis,

lo spessore del biofilm maturo 

è ridotto in condizioni che inducono 

repressione da catabolita

tramite il regolatore globale della trascrizione
CcpA (catabolite control protein A)



Spessore del biofilm

L'attività di CcpA dipende 

dall’attività glicolitica della cellula.

CcpA attivo

in presenza di forme di carbonio velocemente

metabolilizzabili 

come il glucosio, 

riduce la profondità del biofilm
(attraverso un meccanismo ancora sconosciuto)



Spessore del biofilm
In E. coli, 

la “repressione da catabolita” 

inibisce la formazione di biofilm

attraverso la proteina CRP

(cyclic AMP receptor protein)

L’aggiunta di glucosio

inibisce l’ispessimento di un biofilm già formato,

ma non è in grado di determinarne la disgregazione,

suggerendo che il glucosio 

interferisce con l’adesione delle cellule al biofilm.

Lo step della formazione di biofilm influenzato dalla “repressione da catabolita” in E. coli
non è ancora chiaro. 



Spessore del biofilm

 La “repressione da catabolita”,
che rappresenta per le cellule una risposta ad un’elevata disponibilità di 

nutrienti, 

è un sistema di controllo per la formazione dei biofilm sia nei 

batteri Gram-positivi sia in quelli Gram-negativi.

 Cellule in forma planctonica espongono all’ambiente una 
superficie maggiore rispetto a cellule contenute nel 
biofilm: 

pertanto in un ambiente ricco di nutrienti, 
l’aggregazione non rappresenta un vantaggio per la 

crescita. 



Spessore del biofilm

In P. aeruginosa, 

la profondità del biofilm maturo è ridotta

dal fattore di trascrizione sigma-S,

prodotto del gene rpoS, 

che induce, in molte specie batteriche Gram-negative, 

l’entrata in fase stazionaria.

Questo è un altro esempio di come i biofilm sono regolati in 
risposta alla disponibilità di nutrienti nell’ambiente circostante.



Spessore del biofilm

La produzione di sigmaS è regolata a diversi livelli 
(trascrizionale, traduzionale e post-traduzionale),

in risposta alle differenti condizioni di stress, compreso la 
carenza di nutrienti.

Il segnale di “starvation” può attivare sigmaS in P. aeruginosa
per ridurre la profondità del biofilm. 

In condizioni spinte di starvation,

può essere vantaggioso per le cellule 

tornare allo stile di vita planctonico, 

per colonizzare un nuovo ambiente più favorevole.



Architettura biofilm

In P. aeruginosa e in B. subtilis

la formazione del biofilm

è accompagnata dalla sintesi di tensioattivi

che, nel primo caso favorisce 

la formazione di strutture piliari, 

mentre, nel secondo caso, promuove 

la maturazione di spore ritrovate sulla superficie del biofilm.

 In B. subtilis la risposta all’alta densità cellulare coadiuva la 
chemiotassi nei confronti delle sostanze nutritive attraverso la 
formazione di spore che favoriscono la colonizzazione di un nuovo 
ambiente.



Architettura del biofilm
In B. subtilis la sintesi di tali molecole è regolata da un meccanismo di 

quorum sensing. 

In presenza di un’alta densità cellulare, la produzione dell'agente 
tensioattivo  avviene per mezzo di una cascata di segnali  mediati dal 
ferormone ComX

ComX

raggiunge una concentrazione sufficiente da attivare 

ComP, un recettore chinasico

Questo, successivamente fosforilato, è coniugato con il 
relativo regolatore di risposta ComA,

un fattore di trascrizione che regola positivamente la 
produzione dell’agente tensioattivo.



Architettura del biofilm

 L’EPS sembra essere importante per lo sviluppo e 

l’architettura del biofilm, stabilizzando le interazioni 

batteriche con la superficie e contribuendo alla 

formazione della sua architettura.

 Ciò è dimostrato da diversi lavori su E. coli, V. colerae, 

e P. aeruginosa i cui ceppi difettivi per la produzione 

di EPS non sono in grado di produrre la tipica 

architettura del biofilm



Formazione del biofilm: conclusioni

Almeno alcuni dei segnali che interessano i primi 

step, adesione alla superficie e formazione della 

microcolonia, sembrano dipendere 

dall’adattamento della specie batterica 

all’ambiente ad essa favorevole 
(per esempio un ambiente con alta osmolarità nel caso di S epidermidis

e di S.aureus, e di bassa osmolarità nel caso di E coli).



Formazione del biofilm: conclusioni

Diversamente, gli eventi successivi che portano 
alla maturazione del biofilm, come il controllo 

della profondità e l’architettura del biofilm, 
sembrano essere regolati da segnali più 

ampiamente conservati (rilevamento del quorum 
sensing, repressione da catabolita e starvation), 

che dovrebbero ottimizzare l'aquisizione del 
nutriente per le cellule batteriche interne ai 

biofilms.



Biofilm multi-specie

COAGGREGAZIONE

E’ un processo di adesione tra batteri geneticamente distinti

Determina la formazione di “biofilm multi specie”

Alcuni esempi di ambienti in cui è stata identificata 

la formazione di tali biofilm :

intestino dei mammiferi   

 tratto uro genitale umano

placca dentale

sistemi di distribuzione di acqua potabile



Schema di co-aggregazione nello 

sviluppo di un biofilm multispecie



Coaggregazione tra batteri nella placca dentale



Principali gruppi di batteri presenti nella placca dentale/BIOFILM ORALE

MODIFICATA DA :Peterson S.N., Snesrud E., LiuJ., Ong A.C., Kilian M., Schork N.J. and Bretz W. (2013). The dental plaque 

microbiome in health and disease. PLoS ONE 8. 3

Placca sopra gengivale

Placca sub-gengivale

Carie

Gengivite, malattia paradontale

.

93



Ecologia dei biofilms



Perchè fare un biofilm?

» Stabilità ambientale creata dalla matrice
 effetto tampone contro variazioni di nutrienti
 “cattura” nutrienti dall’ambiente
 protegge dagli agenti antimicrobici e da fagi
 protegge dagli stress ambientali

» Cooperatività metabolica

» Acquisizione di nuove caratteristiche
genetiche

 coniugazione
 trasformazione


