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

> Inoltre si e definita I'ultrastruttura dei biofilm con I'utilizzo
della

> Negli ultimi anni lo studio dello sviluppo dei biofilm e
stato approfondito anche dal punto di vista genetico, con



METODI DI STUDIO DEI'BIOFILM

> La nostra conoscenza del biofilm si e sviluppata con I'evolversi dei
metodi Investigativi.

> Gran parte del 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, compalono piu come fibre che come spessa matrice
gelatinosa che circonda le cellule.

> |l'uso della microscopla elettronica e la colorazione specifica del
polisaccaride con rutenio, INVECE, Nanno consentito di chiarire la
natura delle fibre extracellulan ner biofilm e la'lore assoeciazione con
le cellule.
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_ 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

mIcroscoplia confocale a scansione laser (CLLSM),

negli anni 80, ha fornito la capacita di esaminare i biofilm in situ senza le
limitazioni Incontrate con il microscopio elettronico a scansione,
anche se a minore risoluzione.

> Ladiminuzione nella riseluzione e stata piu che compensata dalla
possibilita di esaminare la matrice del biofilm invariata ed intatta.

> L'uso sia della CLSM sia della microscopia ad epifluorescenza
richiede che glirerganismi nei biefilm siano resi fluerescenti.

> Alle tradizionali tecniche di colorazioni con fluerocromi si € aggiunta
una de I'tF

> Questa tecnica permette dbes
invasiva. |



FIG. 2. Architecture of a typical biofilm. Three-dimensional reconstruction
of V. cholerae biofilms. Bacteria carrying a plasmid constitutively expressing the
green fluorescent protein (GFP) were incubated in chambers containing boro-
silicate glass. At 6 h, the wells were emptied, washed, and examined with a CSLM
using 488- and 510-nm excitation and emission wavelengths, re
top and center panels show horizontal (xy or top-down view) proj
low and high magnification, respect Islands of bacterial
visible on the surface. The bottom panel is a sagittal (xz or side view)
same biofilm. The relative intensity of the pseudo-colored images is shown at the|
ower right corner and correlates with cell
10 wm (center and bottom panels). This im

FIG. 3. Syntrophism in a sludge granule. Photomicrograph of in situ hybrid-
ization of a sludge granule obtained from a methanogenic reactor to illustrate
biofilm organisms participating in a metabolic interaction. Fluorescein-labeled
fluorescent probes were used to identify organisms specific to the order Metha-
nomicrobiales (green and green arrow), and rhodamine-labeled probes were used
to localize syntrophic propionate-oxidizing bacteria related to the genus Syntro-
phus (red and red arrow). The double (red and green) labeling results in yellow,
fluorescence. The results indicate that the syntrophic microcolonies are inter-
twined with chains of methanogens (yellow and yellow arrow). The metabolic
interactions between these two organisms speed the anaerobic degradation of
certain compounds (see text for details). Bar, 20 pm. This figure was modified
from Harmsen et al. (92a), with perm n to use this in kindly provided by,
Willem de Vos.
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EVOLUZIONE DELLA DEEINIZIONE E
DELLA STRUTTURA DEI BIOEILM

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

>

> LL'EPS puo essere caratterizzato da diverse proprieta chimico-
fiSiche, ma Il Sue COmpPeNENtE prmario e Sempre un
esepolisaccaride neutre 0, come nel battern Gram-negativi,
PolIanienico.

> lLLa quantita di EPS varia a seconda dell’organismo e
"ammontare di EPS aumenta all'aumentare dell’eta del biofiim.

A _ B
|



Composizione della matrice del biofilm

Acqua >97 %
Polisaccaridi 1-2 % (neutri o polianionici)
Proteine (prodotte da lisi < 1-2 % (compresi gli
cellulare) enzimi)
-20 I ISI
DNA e RNA < 1-2 % (prodotti da lisi
cellulare)

loni Legati o liberi



Composizione della matrice del biofilm

Alcuni batteri, tra cul Pseudomonas aeruginosa, producono
una considerevole guantita di DNA extracellulare
attraverso un meccanismo indipendente dalla lisi
cellulare. Esso, infatti, sembra essere trasportato
all’'esterno della cellula attraverso diversi meccanismi
(esocitesl, trasperte attivo)

In P. aeruginosa, il DNA extracellulare ha probabiimente,
un ruolo funzionale nel biofiim.

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

Extracellular DNA Required for Bacterial Biofilm Formation

*Whitchurch, et al.
Science 22 February 2002: 1487.D0I:10.1126/science.295.5559.1487




Composizione della matrice del biofilm

> e unambiente dinamico dove possono accumularsi nutrienti e dove le
cellule microbiche mantengono Il giusto grado di omeostasi.

> mostra un alto grado di eterogeneita, infatti al suo interno possono
coesistere diversi microambienti.

The biofilm matrix - an immobilized
but dynamic microbial environment

lan W. Sutherland

The biofilm matrix is a dynamic environment in which the component
microbial cells appear to reach homeostasis and are optimally organized to
make use of all available nutrients. The major matrix components are microbial
cells, polysaccharides and water, together with excreted cellular products. The
matrix therefore shows great microheterogeneity, within which numerous
microenvironments can exist. Although exopolysaccharides provide the matrix
framework, a wide range of enzyme activities can be found within the biofilm,
some of which will greatly affect structural integrity and stability.

With the realization that many, perhaps even the
majority of microorganisms exist naturally as
biofilms, interest in these phenomena has increased
considerably. Not only are biofilms found in a very
wide range of natural and artificial environments,

external or internal reactions that cause the
detachment and loss of regions of the biofilm. It must
also be remembered that, because of the wide range
of environments in which biofilms are found, itis
extremely difficult to generalize about their structure

and physiological activities'. The nature of the matrix,

as exemplified by Wimpenny?, is thus dependent on
both intrinsic and extrinsic factors. Intrinsic factors
arise in accordance with the genetic profile of the
component microbial cells; extrinsic factors include
the physico-chemical environment in which the
biofilm and its matrix are located, which, inevitably, is
constantly influenced by solute transport and solute
diffusion gradients.

Fig. 1. Microcolonies from a 16 h dual enteric species biofilm on a glass coverslip showing the
heterogeneity found within even a small part of a biofilm. Cultures were treated with 10 mm cety!
pyridinium chloride followed by 25 pg ml-' propidium iodide. Cells expressing green fluorescent
protein (GFP) appear green or yellow, and the second species is red. Staining reveals large amounts of|
exopolysaccharide (EPS) associated with the cells and contributing to the biofilm heterogeneity.
Figure courtesy of Dr L.C. Skillman.



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 proprieta chimico-
fisiche dell’ambiente dove il biofilm e localizzato

> e da fattori intrinseci, come Il genotipo delle cellule che lo
compongono.

Ne'consegue che la struttura della:matrice del biofilmipuoe
variare a seconda:

> dello stato fisiologico delle cellule,

> della disponibilita di nutrienti,

> dell'ambiente in cul si forma,

> delle specie micrebiche che loicompongene.



BIOFILM: un sistema biologico

| 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

comunita funzionali, capaci, se
necessario, di cooperare nei processi

metabolico-riproduttivi e infettivi.




Come | microrganismi formano biofilm

La formazione di un biofilm & un processo dinamico e complesso che si
articola in diverse fasi:

Trasporto e
adsorbimento

Adesione alla
superficie

Formazione di
microecolonie

Maturazione del
pIofilm

Biofilm microbico

Scherty ad opers O Meg Cvokr, Conter for Bolin Sxpieeening, NED N7 USS

Adesione batterica Maturazione Distacco di batteri
del Diofilm

—dy Infczioni batteriche altamente resistenti !



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

S swreus
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TRASPORTO e ADSORBIMENTO

Diagrammatic representation of biofilm formation. 4 Following 3 there is a c

3
Initially both bacteria (red) and particulate material (green)
are suspended freely above the surface to be colonized.

Molecole organiche
Molecole inorganiche

Microrganismi

“conditioning film”



ADESIONE...

5 Following 4 there is the formation of the ‘young’
biofilm.

attiva o passiva
(mobilita cellulare; trasporto planctonico; diffusione; forze

fluidodinamiche)

influenzata da:
proprieta della superficie
fase di crescita

fattor1 esterni (osmolarita, pH, disponibilita di ferro,0ssigeno,
temperatura, disponibilita dii nutrientt)



ADESIONE...

Fattori di adesione: specifici 0 non-specifici?
A diversi fattori importanti nella formazione del

biofilm € stata “assegnata” una funzione specifica di
Interazione con proteine dell’ospite

> pili di tipo | recettori carboidraticl
> curli fibronectina

Ma la funzione di questi fattori e sicuramente
piu generica.....



...ADESIONE
(FORMAZIONE DI MICROCOLONIE)

Forze di Van der Waals Interazioni dipolo-dipolo

Forze elettrostatiche Legami: idrogeno, ionici, covalenti

Interazioni idrofobiche Interazioni idrofobiche



COLONIZZAZIONE (MATURAZIONE)

6 As cell multiplication continues, the biofilm thickens to
the point at which ‘sloughing off’ occurs.

Divisione cellulare
Ispessimento del biofilm

Produzione di sostanze polimeriche extracellulari (EPS)



IL BIOFILM E’ UNA ENTITA’ DINAMICA

7 Diagrammatic representation of nutrient limitation in
biofilms. Even in a relatively newly established biofilm
some cells in the lower layer become ‘quiescent’
(coloured yellow in diagram).

8 As the thickness in 7 increases some colonies in the
lower layers become moribund (coloured green in the
diagram) while an increasing number move to the
‘quiescent’ state.

La superficie esterna cambia continuamente

Aumento dello spessore

Formazione di un gradiente fisico-chimico

Morte cellulare



Adesione alla superficie:

> Anche se Il contatte iniziale di'una cellula batterica con una superficie non e
regolato geneticamente, ci sono prove che dimostrano I'esistenza di
meccanismi che regolano la formazione di interazioni stabili tra cellula e
superficie.

> Studi sul
indicano che i batteri possono percepire il contatto con una superficie e
rispondere regolando I'espressione genica per promuoyvere interazioni
stabili cellula-superficie.

MINIREVIEW

Signal integration by the Cpx-envelope stress system
Sabine Hunke', Rebecca Keller? & Volker 5. Maller'
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Adesione alla superficie:

E’ formato da due geni che codificano
rispettivamente:

> la proteina CpxA, una chinasi Sensore,
> la proteina CpxR, un regolatere del

segnale.

| ‘attivazione di guesto sistema dipende dalla
lipoproteina di membrana NIpE che potrebbe
essere un sensore diretto del contatto.




Adesione alla superficie:

> |l mutante cpxR Interagisce meno stabilmente
con la superficie rispetto al ceppo selvatico

> |l mutante cpxA guando forma biofilm produce
meno biomassa rispetto al ceppo selvatico.

Inoltre e coinvolto nella regolazione

> della biogenesi del pili di'tipo IV eche hanno un ruele
nell'ladesione di superficie

> dialtre appendiciicellular convolte nelllinterazione
cellula-superdficie e cellula-cellula

> DI enzimi comvaolti in diverse funzioni (es folding proteine del
periplasma) non correlate ai biofilm



Adesione alla superficie:

e interazioni cellula-superficie, oltre ad essere regolate dal semplice
contatto della cellula con la superficie, possono anche essere

regolate dalle condizioni ambientali come |I'osmolarita.

In cellule di E. coli che colonizzano superfici ad alta
osmolarita, viene attivato

un sistema costituite da due
proteine coinvelte nella stabilizzazione delle
Interazioni cellula-superficie inrcondizionidiralta
gsmaolarita:




Adesione alla superficie:

In presenza di alte pressioni osmotiche:

la proteina EnvZ fosforila e attiva

il

|a proteina OmpR
che regola la fermazione del biofilm

!

attivando a sua velta la trascrizione del gene csgb:




Adesione alla superficie:

La proteina CsgD e un regolatore positivo
della trascrizione del geni:

> CSgAB coinvolto nella sintesi del pili curl

> adrA, coinvolto nella sintesi della cellulosa,
precursore del componenti della matrice.




Curli: un fattore coinvolto sia nell‘adesione a
superfici solide che nell‘interazione cellula-
cellula

Cell-surface interaction Cell-cell aggregation

| 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 piu piccole dei flagelli
non sono coinvolte nel movimento cellulare



Formazione di microcolonie

Le microcolonie seno comunita batteriche con uno
Spessore di circatre-cinque cellule che si
sviluppano in seguito all’adesione di alcune cellule

alle superfici.

| a formazione di microcolonie richiede:

> l’'interazione stabile con la superficie

> uno sviluppoe clonale (controllate semplicemente dai
AuUtHent presentr)

> Interazioniistabiiircelitla-cellula



Formazione di microcolonie

Alcuni batteri possono esibire un programma piu
complicato in cul la motilita. di superficie riunisce
le cellule per formare una microcolonia.

Sono necessarie distinte vie di trasduzione del segnale:

> per la produzione delle strutture di superficie
responsabili della motilita, guali 1 pili

> per la produzione della matrice
esopolisaccaridica, struttura predominante che media
le interazioni stabili cellula-cellula




Formazione di microcolonie:
I geni coinvolti'in Pseudemonas aeruginosa

> LLa proteina Crc regolatore globale del metabolismo
del carbonio, attiva la trascrizione del gene pilA, che e
richiesto per la produzione di pilirdi tipo IV in P.
aeruginosa.

> Durante la fase iniziale della formazione di biofilm,
dopo I'adesione alla superficie e la formazione della
microcolonia, e attivata |la trascrizione di specifici geni, la
Cul trascrizione e necessaria per la sintesi del
polisaccaride extracellulare, che nel caso di P.
aeruginosa e costituito da alginato, ed I geni coinvolti
sono algC, algb, 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

Dopo le fasi iniziali dell’adesione
le microcolonie si sviluppano in un biofilm maturo

step e associato alla produzione di EPS

Bacteria leaving I
biofilm

" Water Flow

__Mature Biofilm sy A
- . — O A e o S Ao

|l biefilm mature generalmente costituito:

> da una struttura complessa di cellule fermanti canali dellfacquarla cul
funzione e guella di'permettere la diffusione del nutrenti.




Maturazione del biofilm

puo variare:

> non solo In funzione delle diverse specie batteriche che lo
compongono,

> ma anche in funzione dei differenti parametri che caratterizzano
I"ambiente.

Sono stati identificati ceppl mutanti con alterata profondita o alterata architettura del
biofilm rispetto al ceppo selvatico.

Questi mutanti suggeriscono che
e controllata:
> dalladispoenibilita dirnutrienti

> dal guorum sensing, cioe la capacita delle cellule di percepire
un‘alta densita cellulare



Spessore del biofilm

In B. subtilis,
lo spessore del biofilm maturo
D>

e ridotto In condizioni che inducono

N

repressione da catabolita

N

tramite Il regolatere glehale della trascrizione
CCPA (catabolite control/proteintA)




Spessore del biofilm

|_‘attivita di CcpA dipende
dall*attivita glicolitica della cellula.

CCpA attivo

== |n presenza di forme di carbonio velocemente ==
metabolilizzabili
come Il glucosio,

g

rduce la proefondita del biofilm
(attraverso un meccaniSme ancora SConosciuto)




Spessore del biofilm

In E. coll,
la “repressione da catabolita®
Inibisce la formazione di biofilm
attraverso la proteina CRP
(cyclic AMP: receptor protein)

L_"aggiunta di
inibisce I'ispessimento di un biofilm gia formato,
ma non e in grado di determinarne la disgregazione,
suggerendo che Il glucosio

Lo step della formazione di biofilm influenzato dalla “repressione da catabolita” in E. coli
nNon e ancera chiare.



Spessore del biofilm

> La “repressione da catabolita™,

che rappresenta per le cellule una risposta ad un’elevata disponibilita di
nutrient,

e un sistemadi controllo per laformazione der biofilm: sia nej
batteri Gram-positivi sia in quelli Gram-negativi.

> Cellule in forma planctonica espongono all’'ambiente una
superficie maggiore rispetto a cellule contenute nel
piofilm:



Spessore del biofilm

In P. aeruginosa,
|a profondita del biofilm mature e ridotta
dal fattore di trascrizione sigma-S,
prodotto del gene rpos,
che induce, in molte specie batteriche Gram-negative,
I'entrata in fase stazionaria.

Questo e un altro esempio diicome i biofilm sono regolati in
risposta alla disponibilita di nutrienti nell’ambiente circostante.



Spessore del biofilm

Zl _ a diversi livell
(trascrizionale, traduzionale e post-traduzionale),

Il segnale di “starvation™ puo attivare sigmas in P. aeruginosa
per ridurre la profondita del biofilm.

In'condizioni spinte di starvation,
PUO essere vantaggieso per le cellule
tornare alle stile drvita planctonico,
PEr colonizzare un nUEVe ambiente piu favorevele.




Architettura biofilm

In P. aeruginosa e in B. subtilis
la formazione del biofilm

y

€ accompagnata dalla sintesi di tensioattivi

che, nel primo caso favorisce
|la formaziene di strutture piliari,
mentre, nel secondo caso, promuove
la maturazione di spore ritrovate sulla superficie del biofilm.

> In B. subtilis la risposta all’alta densita cellulare coadiuva la
Chemioetassi ner confronti delle sestanze nutritive attraversoeila
fermazione di'spore che faversconola colonizzazione diun nUGYV.e
ambiente.



Architettura del biofilm

In B. subtilis' la sintesi di tali molecole e regolata da un meccanismo di
guorum sensing.

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

ComX

E raggiunge una concentrazione sufficiente da attivare @
ComP; un recettore chinasico

(D

Questo, successivamente fosforilato, e coniugato con |l
relative regolatore dirisposta ComaA,

Un fattere di trascrizione che regela poesitivamente la
produzione dellfagente tensioatiive.




Architettura del biofilm

> L’EPS sembra essere importante per lo sviluppo e
I’architettura del biofilm, stabilizzando le interazioni
patteriche con la superficie e contribuendo alla
formazione della sua architettura.

> Cio e 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 latipica
architettura del biofilm




Formazione del biofilm: conclusion

Almeno alcuni del 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 osmolarita nel caso di S epidermidis
e di S.aureus, e di bassa osmolarita nel caso di E coli).




Formazione del biofilm: conclusion

Diversamente, gli eventi successivi che portano
alla maturazione del biofilm, come Il controllo
della profondita e I'architettura del biofilm,
sembrano essere regolati da segnali piu
ampiamente conservati (rilevamento del guorum
sensing, repressione da catabolita e starvation),
che dovrebbero ottimizzare l'aguisizione del
nutriente per le cellule batteriche interne ai
piofilms.




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 é 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

Primary colonizars () Kicrocolonios

O -

Coll division

O Cond itioning filrm d::
T T T A 1 e P ey et S L o e o 1,
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S bstratum Substratum

() Socond ary colonizars

Single call Coaggreqgate Group of cells
——— % Mature multi-specias biofilm

= oadhesion Coadhesion Coadhesion
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Fig. 1. Diagram illustrating the possible roles of coaggregation in the development of multi-species biofilms. (a) Primary colonization of a substratum covered in a ‘con-
ditioning film’ composed of polysaccharides and proteins; (b) cell growth, division and production of extracellular polysaccharide (EPS) leading to the development of
microcolonies; (c) coadhesion of single cells, coaggregated cells and groups of identical cells into the young multi-species biofilm; and (d) maturation and the formation of

clonal mosaics within the multi-species biofilm.




Coaggregazione tra batteri nella placca dentale

Adhesin Receptor T

—C aa
Late
: colonizers

Y

Early
colonizers

Fig. 3. Diagrammatic representation of the proposed temporal nature of human oral bacterial accretion on the tooth surface. The species represented here are Streptococ-
cus gordonii, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococccus sanguinis, Haemophilus parainfluenzae, Propionibacterium acnes, Veillonella atypica, Actinomyces
naeslundii, Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Helicobacter pylori, Treponema spp. and Porphyromonas gingivalis. The complementary
sets of adhesin-receptor symbols (an example is shown at the top) represent different specific coaggregation interactions or adhesion to the acquired pellicle. Coaggrega-
tion between P. gingivalis and S. gordonii is mediated by protein adhesins expressed on the surface of both cell types. Identical symbols are not intended to indicate identi-
cal molecules, but they are related functionally. The rectangular symbols represent lactose-sensitive coaggregations, other symbols represent lactose-insensitive

coaggregations.




Principali gruppl di batteri presenti nella placca dentale/BIOFILM ORALE

Placca sopra gengivale Carie

Placca sub-gengivale Gengivite, malattia paradontale

W Streptococcus W Veillonella W Copnocytophage W Gemella  Neisseria B Altri

938



Ecologia del biofilms

Intracellular
Intercellular Signaling

Signaling

<= H,-producer
Metabolic N o
Interactions o-utilizer

e =
< @ Fermenters

Sugars

FIG. 1. Ecology of microbial communities. Top-down view of an idealized surface-attached microbial community, illustrating some of the major concepts pertaining
to the ecology of biofilms discussed in the text. The four microcolonies at the center of the figure represent organisms that both generate and consume hydrogen and
comprise two organisms that participate in syntrophism (see text). Fermenting organisms produce organic acids used by the hydrogen producers, and these fermenting
organisms gain their carbon and energy by utilizing various sugars. In addition to potential metabolic interactions between organisms, signaling molecules may aid in
inter- and intraspecies communication. The factors described above (as well as environmental influences) may all contribute to the spatial organization of the biofilm.,
As shown here, microcolonies in natural communities can comprise either a single or multiple bacterial species. The proximity of different microbes allows the possibility,




Perche fare un biofilm?

» Stabilita ambientale creata dalla matrice

v effetto tampone contro variazioni di nutrienti

v “cattura” nutrienti dall'ambiente
v protegge dagli agenti antimicrobici e da fagi
vV protegge dagli stress ambientali

» Cooperativita metabolica

» Acquisizione di nuove caratteristiche

genetiche
v coniugazione
v trasformazione



