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Bio films represent a complex state between eu- and prokaryotes. High resistance towards antibiotics
along with chronic and recurrent otitis media due to pneumococcus determined the extension of research

regarding carriage and so to the bio film description.

These bio films are the key of understanding of the management of pneumococcal infections in the

future.
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Introducere

S pneumoniae este un anaerob Gram
pozitiv facultativ care, cel mai adesea, coloni-
zeazd nazofaringele omului sandtos. Coloniza-
rea nazofaringiana in absenta oricarui semn de
boald asigura pneumococului un mediu de viata
extrem de stabil care 1i va permite §i transmi-
terea la o altd gazda. Modelul de purtator va
permite dezvoltarea unor factori de persistenta
care sunt diferiti insa de cei de virulenta [9].

Paradigma biofilmului pneumococic a
fost recent pusa in discutie intrucdt uneori este
dificil de tratat otita cu antibiotice, mai ales
atunci cand aceasta este recurenta si cronica.

Peste 60% dintre infectiile acute bacte-
riene si pand la 80% dintre cele cronice bacte-
riene se considera a se datora biofilmelor [23].

Pneumococul colonizeazd nazofaringele
copiilor de sub 5 ani in proportie de pand la
100% si poate determina, Tn anumite conditii,
pneumonie, otitd, meningita si septicemie.

Particularitatile clinice si biochimice
ale mucoasei nazale

Cavitatea nazald are niste particularitati
anatomice si functionale unice. Este subiectul
unor modificari de pH, de osmolaritate i in
aportul de nutrienti. Este o zona bine ventilata,
avand o temperaturd de 34°C fiind considerati o
zona mai rece fatd de alte zone ale corpului
[11]. Valorile de pH sunt de la 6,4 12 6,9 , 82 la
91 mM Na' si 82 la 108 mM de CI precum si
3.9 1a 5.8mM de glucoza [10].

Experimentele efectuate au demonstrat
ca orice modificari ale acestor parametrii vor

determind modificari ale structurii biofilmelor
pneumococice.

Biofilmul - definitie si caracteristici
Biofilmele reprezintd populatii de micro-
organisme care aderd la o suprafatd si sunt
invelite de o matrice extracelularda alcatuitd in
principal din exopolizaharide uneori legate de
proteine si de ADN [13]. Natura prezintd aceste
biofilme, adesea multispecific, si creeaza fenoti-
puri diferite ca si ritm de crestere, dar si ca ex-
presie genica [17]. Biofilmele au subminat gra-
nita biologica intre eucariote si procariote [7].
Acestor biofilme le datoram persistenta
portajului dar si rezistenta la antibiotice precum
si la mecanismele de aparare ale organismului.
Biofilmele sunt, ,,per se”, o strategie de
supravietuire simpla, prin care pneumococului i
se ofera sansa de a supravietui intr-un mediu
protejat, dar ele sunt si un rezervor de bacterii.
Primele biofilme au fost descrise in
secolul al XIX-lea in placile dentare, mai apoi
fibroza chisticd a oferit modele de biofilme
viabile, cu caracteristici de status sesil alcatuind
comunitdti celulare, spre deosebire de cele
planctonice, care nu aderau la suprafata [2,8].
Pneumococii au beneficiat apoi de
descrierea biofilmelor care sunt reglate printr-un
mecanism numit ,,quorum sensing” (QS). QS
este de fapt promotorul formarii de biofilme si
este dovedit ca el va prelua din mediu de 10 ori
mai mult ADN decat contrapartenerul sau care
traieste in conditii libere [26]. Inducerea de
semnale de catre QS CSP promoveaza biofil-
mele in vitro, iar celulele pneumococice, care
sunt extrase din acestea, au un grad Tnalt de
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virulenta pentru pneumonie dar §i pentru menin-
gita [15]. Celulele planctonice testate pe mode-
lele animale au fost mult mai apte s determine
aparitia de sepsis. Toate aceste studii converg,
prin aceea ca este necesar ca in cursul infectiei
organismului gazdd pneumococul sd existe 1n
douad variante. Confirmarea a venit de la vizuali-
zarea pe tesut a unui astfel de biofilm [15].

Aceste sisteme permit ,,discutiile” inter-
specii, iar prin semnale reglatorii externe permit
modularea internd a peretelui bacterian pentru
exprimarea unor gene care vor permite adaptarea
de la starea sesila la cea planctonica [29, 30].

Colonizarea si portajul bacterian sunt
considerati pentru pneumococ factori de viru-
lenta [29].

Capsula pneumococica este considerata
a fi un factor major de virulentd. Exprimarea
capsulei pare a interfera cu formarea de biofilm
dar si cu dezvoltarea de biofilme care selecteaza
variante neincapsulate de pneumococi [2,21]. S
.pneumoniae mai este cunoscut si pentru faptul
ca are o capsuld care variazd din punct de
vedere fenotipic la momentul aderarii de celule
epiteliale [14].

Arhitectura biofilmului pneumococic

Pneumococului 1i sunt necesare aproxi-
mativ 6 zile pentru a forma biofilme. in anul
1997 s-a reusit crearea si vizualizarea unui
biofilm de pneumococ in filtre de celuloza [3].
Pe suprafete abiotice pneumococul neincapsulat
produce structuri tridimensionale, unele de 25
um adancime observate la scanarea microsco-
picad dar si la scanarea la temperaturd joasa cu
microscopie electronica [22]. Foarte recent s-au
observat si structuri in fagure de miere [28].

Exprimarea dezvoltarii biofilmului la
serotipul 3 are diferite stagii, de la initiala
atasare cu aparitia de mici colonii la 1 zi de la
insdmantare, in ziua a 2 a apar colonii care au
dimensiunea de 20 um in inaltime si in grosime,
iar din ziua a 3-a biofilmul este complet
structurat cu celule care se suprapun peste
coloniile deja create [9, 19].

S pneumoniae, din punct de vedere arhi-
tectural, este caracterizat de o vastad si extinsa
retea diversa fenotipic, dar §i genotipic, asa cum
este demonstratd de abilitatea de a produce 90
de serotipuri distincte de capsuld polizaharidica
[16, 33]. Toate serotipurile pneumococice sunt
capabile de a forma biofilme care diferda din

punct de vedere al dimensiunilor coloniilor, ale
biomasei si ale inaltimii biofilmului.

Sunt descrise trei tipuri de arhitectura a
biofilmului. Grupul I este alcatuit din biofilme
inalt structurate cu microcolonii mari care
posedd canale de apa. Dimensiunile acestora
variazd intre 40 pana la 150 pm in diametru si
de la 90 la 150 pm in inaltime. Acestea sunt
specifice lanturilor ATCC 6303, BS71, BS72,
CHPB. Cel de al II-lea grup, care este alcatuit
din biofilmele S pneumoniae cu lanturile BS68,
BS69, BS70 si BS73 si BS74 care sunt mai
putin bine organizate, nu atit de mari, dar care
si ele posedd canale de apa. Iniltimea si largi-
mea lor este Insd incomparabil mai mica.
Grupul III este produs de lanturile CHPA,
CHPC, F3114, W2938 si de catre BS75 au o
structura relativ platd si mult mai putind bio-
masad. Acest grup de biofilme este aparent mai
granular datoritd prezentei unor foarte mici
colonii celulare cu dimensiuni de sub 20pum, dar
si datorita dispersiei microcoloniile care nu
depasesc in diametru 20um [1]. Aceste diferente
in structura biofilmelor nu se datoreaza ratei de
crestere care a fost similara in cele trei grupe, ci
se datoreaza altor factori.

Diferenta dintre grupele de biofilme
studiate a fost datd de biomasa acestora pentru
care se utilizeaza programe speciale. Grupul I
are cea mai mare biomasa dar si maximum de
grosime. Celui de al Il-lea grup 1i scade
biomasa, lucru demonstrabil prin microcoloniile
distincte si mult mai mici fata de primul grup.
Pentru grupul III biomasa este cea mai mica, dar
si asprimea suprafetei acesteia este cea mai mica
comparativ cu primele doud grupuri. Procesul
formarii biofilmelor este unul extrem de com-
plex al trecerii de la forma planctonicad la una
complexa atasata de suprafata.

Dezvoltarea structurilor proteomice in
biofilm

Formarea biofilmelor se coreleaza cu
modificari extensive proteomice care pot fi
studiate prin spectrometrie de masa determinata
de amprenta proteica. 30% dintre proteoamele
studiate la 3 zile au fost diferite fatda de modelul
planctonic, 14% supraexprimate si 18% subex-
primate. In plus, 200 de proteine au fost sinte-
tizate de novo. Dupa 6 si, respectiv, 9 zile de
stimulare 40% din structura proteomului a fost
gasitd a fi modificata avand 20% dintre proteine
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supraexprimate, iar dupa 9 zile 60 de proteine
erau sintetizate de novo. Ceea ce este interesant
este cd numai 54% dintre proteine sunt produse
in mod constant [1]. Aceastd diferenta de
productie este rezultatul adaptarii bacteriei la
conditiile de viata de suprafatd si nu rezultatul
vreunei incarcari proteice.

Mai multe proteine sunt produse diferit
in cursul formarii biofilmului. Proteinele res-
ponsabile de metabolism respectiv de biosinteza
sunt NAD specifice precum si glucozo 6 fosfat
izomeraza, dar si fosfoglicerat kinaza, care sunt
mai abundente in timpul fazei planctonice.

Proteinele implicate 1n procesul de trans-
latie sunt de tipul ribozomal 30S respectiv 508S.

O singurd proteind este implicata in pro-
ductia capsulara de UDP glucozo dehidroge-
naza.

Existd o mare cantitate de proteine care
sunt implicate in virulenta, dar si in rezistenta.
Foarte recent s-a dovedit ca in colonizarea
pneumococicd capsula joaca un rol important.

Toate studiile au demonstrat ca exprima-
rea capsulei polizaharidice este esentiala pentru
serotipurile 2 si 3 [28]. Exprimarea marcatd a
UDP glucozo dehidrogenazei, care este implica-
td In productia capsulara, demonstreaza rolul
capsulei in virulenta dar si atasare. Serotipurile
3 si 23 determinda mai multd inflamatie decat
serotipurile 1, 5, 9 si 7F [31].

Pe modelele animale au fost detectate
biofilme, dar si in tuburile copiilor cu otite
cronice [27]. In vivo, formarea biofilmelor este
strans legatd de formarea capcanelor de
neutrofile [33].

Prezenta atdit a ADN-ului extracelular
cat si a anumitor proteine, s-a demonstrat ca
influenteaza formarea biofilmului pentru pneu-
mococ.

Importanta capsulei polizaharidice si
a colinelor

In cazul portajului, pneumococul adopta
o stare sesild, care ii va asigura supravietuirea
pe termen lung [13]. Bacteria pare a urma un
program de lizd si de moarte celulara depen-
denta de orientarea spatiald a biofilmului [34].

Totodata, pentru pneumococ, atat celule-
le competente cat si cele non competente vor
interveni in formarea de agregate in anumite
conditii, iar capacitatea de agregare este deter-
minatd de eliberarea de ADN 1in mediu.

Fratricidele sunt reprezentate de catre enzimele
LytA sau LytC [30]. CbpA si PcpA sunt coline-
le importante pentru colonizarea nazofaringiana
[12,20], care, abia recent s-a dovedit ca ar avea
un rol in formarea de biofilm. srtA este o gena
care codeaza 23 de proteine cu rol de ancorare a
S pneumoniae [32]. Mutantii acestei gene sunt
deficienti 1n atasarea de celulele epiteliale pe
modelele experimentale. Aceste studii au dus la
concluzia recenta, capsula polizaharidica este
identificare a biofilmelor pneumococice.

Este posibil ca o parte din genele nece-
sare formarii de biofilme in vitro si fie extrem
de importante pentru colonizarea in vivo.

69 de gene mutante au fost depistate a fi
importante pentru colonizare, dar si pentru
formarea de biofilme. Diferite serotipuri de
pneumococ sunt apte sd producd biofilme in
curgere, dar si static [5]. Biofilmele sunt mai
vizibile si se formeaza mai bine in absenta
capsulei [18].

Capsula polizaharidica ajutd pneumoco-
cul s@ scape de mucusul care acoperda mucoasa,
permitand astfel bacteriei sd ajungd la nivelul
stratului epitelial, unde poate sd Inceapa
dezvoltarea acesteia [14].

Odata ce a strdbatut mucoasa, capsula
pierde din importantd in ceea ce priveste
persistenta pneumococului. Izolatele din coloni-
zarea nazofaringiana exprima cantitati mai mici
de capsuld fatd de cele salbatice [28], iar paci-
entii cu otitd medie au nivele si mai mici.

Colinele se pare cad mediaza aderarea la
celulele gazda prin interactiunea cu activator
plachetar uman. Proteinele ligante de colina vor
determina ancorarea colinelor reziduale de acizii
teihoici. Un minim de polizaharid capsular este
absolut necesar colonizarii nazofaringiene la
modelele animale [3,4]. Down reglarea
productiei de capsula pare a stimula legarea si
atasarea de celula gazdd si permite invazia
nazofaringelui uman [35]. Mai recent s-a
demonstrat ca si lanturile noncapsulare sunt apte
sd determine colonizare dar au o duratd si o
densitate mult reduse [24].

Patogenii sunt obligati sa determine
boala la organismul gazda, astfel incat sa
reuseasca sa se transmitd la un alt organsim.
Asadar, acestia trebuie sa aibd si factori de
virulentd, nu numai factori care sa 1i asigure
supravietuirea. Organismele comensale care nu
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afecteazd gazda in timpul unui ciclu de viata nu
au factori de virulentd de la inceput. S pne-
umoniae este un comensal care colonizeaza cel
mai adesea nazofaringele la un mare numar de
indivizi sandtosi care raman asimptomatici.
Pentru S Pneumoniae, unii dintre asa-zisii
factori de virulentd nu se gisesc o presiune de
selectie, iar dintre cei necesari colonizarii unii
se vor pierde rapid modificand profund structura
bacteriei. S, pneumoniae este o bacterie care are
o remarcabild plasticitate [6]. Pneumolizina a
fost supraexprimatd in formarea biofilmului.
Sistemul QS pare a juca un rol esential in ceea
ce priveste colonizarea si persistenta colonizarii.

LuxS este una dintre proteinele necesare
biosintezei AlI-2 care apare la o multitudine de
specii bacteriene. Desi aceasta gend este vitald
pentru colonizare, ea este mult mai putin capa-
bild sa determine invazie la nivelul plamanilor
sau sangelui [25].

Biofilmul si-a facut loc recent in gandi-
rea medicald, odatd cu constatarea faptului ca,
desi aparent steril, lichidul din secretia otica era
pozitiv la PCR pentru ADN-ul bacterian.

Elementul fundamental a fost demon-
strarea faptului ca la PCR aparea si ARN
bacterian din lichidul de la nivelul urechii medii
[20,16]. ARN-ul mesager are viatd extrem de
scurta, iar prezenta lui demonstreaza o bacterie
vie si activa din punct de vedere metabolic.

Impactul co-infectiei virale si bacteri-
ene

Existd o actiune combinatd a S pne-
umoniae impreund cu virusurile cu tropism
respirator care, impreund, creaza aceste agregate
bacteriene. Infectiile recurente, studiate la peste
24 de milioane de pacienti din SUA diagnos-
ticati anual cu otitd, au dus la concluzia ca toti
au fost tratati cu antibiotice. Modelele animale
la care s-a inoculat S. pneumoniae au dezvoltat
otita medie in proportie de 70% in prezenta
virusului gripal. Dacad s-a administrat o enzima
litica cpl-1 Tnainte de a provoca inflamatia
urechii medii in prezenta virusului gripal
aceasta previne formarea de biofilm.

Concluzii

1. Biofilmul bacterian este o realitate si
unei bacterii intr-un mediu propice 1i trebuie
numai cateva minute pentru a realiza un biofilm.

2. Biofilmul pneumococic poseda o retea
arhitecturald complexa, care ii permite supra-
vietuirea.

3. Proteinele din structura biofilmului se
vor modifica permitind adaptarea bacteriei la
conditiile de viata.
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