
Partie IV

L'hétérogénéité 

du système biofilm 

« Stratification physiologique en biofilm »



Hétérogénéité en biofilm

Stewart PS, Franklin MJ. (2008) Nat Rev Microbiol. 6(3):199-210. 

hétérogénéité structurale

(a) Groupement de cellules (M. transmission).

(b) Biomasse en rouge (rhodamine B)  & fluide 

en vert (fluorescéine)(Mic. Conf. Fluo.).

hétérogénéité des flux

(c) Vélocité de l’eau (RMN) ; le rouge et le bleu 

indiquent des flux en directions opposées.

hétérogénéité chimique

(d) Diffusion de la rodhamine B en biofilm (Mic. 

Conf. Fluo.).

hétérogénéité métabolique

(e) Synthèse d’ADN (immuno-marquage ; vert) 

en périphérie d’amas cellulaires (rouge).

(d) Perméabilisation périphérique de cellules 

(gris foncé) par la javel - cellule intactes en vert

(barre d’échelle 100 µm)



Hétérogénéité chimique en biofilm

Stewart PS, Franklin MJ. (2008) Nat Rev Microbiol. 6(3):199-210. 

La concentration en substrats 

provenant de l'environnement  

décroît vers l’intérieur du biofilm 

(diffusion - consommation).

A l’opposé la concentration en 

produits métaboliques est plus 

élevée vers l’intérieur du biofilm.

un intermédiaire métabolique 
qui serait à la fois produit et 

consommé par le biofilm peut 

parfois présenter des zones de 

concentrations maximales.

ex.O2

ex.CH4

ex.NO2
-
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NO3
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Hétérogénéité physiologique en biofilm

Stewart PS, Franklin MJ. (2008) Nat Rev Microbiol. 6(3):199-210. 

Substrat + O2

Substrat + O2

Substrat + O2

Substrat + O2

Substrat + O2



Hétérogénéité liée au mode biofilm 

Xu et coll (1998) AEM 64(10): 4035-4039

Ex : Activité phosphastase en biofilm

[Phosphate] 

haute

[Phosphate] 

basse

100µm

Cellules Phosphatase +

Cellules Phosphatase -

Remarque :  phosphatase alcaline. 

= enzyme périplasmique qui libère 

un phosphate à partir de différents 

types de substrats. Ici, un substrat 

synthétique (ELF97) devient jaune  

fluorescent lorsqu’il est clivé. 

hétérogénéité

Profile non observé en 

absence d’O2. Rôle de l’O2?

(En condition aérobie!!!)



Hétérogénéité liée au mode biofilm 

Xu et coll (1998) AEM 64(10): 4035-4039

Activité phosphastase en biofilm & O2

Activité Phosphatase

(analyse d’image)

[O2] (microélectrode)

Rôle de l’O2 dans la 

stratification 

(physiologique) du biofilm?



Hétérogénéité liée au mode biofilm 

de Beer et coll (1994) Biotechnology and Bioengineering. 43:1131-1138 

Diffusion de l’O2 en biofilm

80 m

BiofilmPore

« ... electrodes with tip diameters of 7 to 15 m ... »



Hétérogénéité liée au mode biofilm 

de Beer et coll (1994) Biotechnology and Bioengineering. 43:1131-1138 

Diffusion de l’O2 en biofilm - dispositif

chambre d’écoulement objectif microscope

microélectrode

réacteur nutriments, O2

déchets



Hétérogénéité liée au mode biofilm 

de Beer et coll (1994) Biotechnology and Bioengineering. 43:1131-1138 

Diffusion de l’O2 en biofilm

Jour 2 Jour 3
• Diminution rapide de la [O2] à 

proximité de la surface du 

biofilm (hétérogénéité).

• Accroissement de la zone 

anaérobie avec la croissance du 

biofilm (conditions évolutives).

• Diffusion de l’O2  à travers les 

pores vers différentes zones du 

biofilm (importance de la 
structure).

• taux de consommation en O2 
variable selon la profondeur 

(différentes espèces? différents 

états? ...)

porepore



Stratification dans un biofilm de 

Shewanella oneidensis

Teal et coll. (2006) A.E.M. 72(11):7324-7330

structuration du biofilm dans le temps 

GFP

Production constitutive de GFP

x  y x  y x  y x  y y  z 

• Développement d’un biofilm en chambre 
d’écoulement (« flow cell »)

• Structuration du biofilm en « champignon ».

1ere structuremonocouche forme « champignon »

(barre : 10 m) 



Stratification dans un biofilm de 

Shewanella oneidensis

Teal et coll. (2006) A.E.M. 72(11):7324-7330

Live/Dead BacLight (Molecular Probes )

(cellule morte)

ADN

SYTO9
PI

SYTO9
PI

(cellule vivante)

Ø 60 m

Ø 80 m

Ø 140 m

(grille : 10 m  10 m) 

hétérogénéité spatio-temporelle

FRET



Stratification dans un biofilm de 

Shewanella oneidensis

Teal et coll. (2006) A.E.M. 72(11):7324-7330

Marquage : Live/Dead BacLight 

(Molecular Probes )

vert : cellules « vivantes »

rouge : cellules « mortes »

• lorsque la biomasse est faible la 

plupart des cellules du biofilm sont 

marquées « vivantes ».

• avec la croissance du biofilm de plus 

en plus de cellules sont marquées 
« mortes » au centre de la structure.

Ø 60 m

Ø 80 m

Ø 140 m

(grille : 10 m  10 m) 

hétérogénéité spatio-temporelle



Hétérogénéité en biofilm et viabilité

Mattila et coll. (2002) J. Indus. Microbiol. Biotechnol. 28:268-279

Microscopie de fluorescence 

confocale laser à balayage.

Biofilm de 5 jours développé sur 

un coupon porté par une machine 

à papier.

Sections de 1 m analysées à 4 

profondeurs (distance du support 

en m).

Marquage SYTO 9 (cellules 

vivantes / vertes) + Iodure de 

propidium (cellules mortes / 
rouges).

Les cellules mortes se situent 
principalement en périphérie et à 

proximité du support.



Stratification dans un biofilm de 

Shewanella oneidensis

Teal et coll. (2006) A.E.M. 72(11):7324-7330

MR-1

cellules en croissance : outils génétiques

MR-1 + fusion 

rrnB::gfp[VVA]

MR-1 + GFP constitutive

Croissance



Stratification dans un biofilm de 

Shewanella oneidensis

Teal et coll. (2006) A.E.M. 72(11):7324-7330
(grille : 10 m  10 m) 

cellules en croissance

ecfp 

constitutif

fusion rrnB::

GFP[VVA]
combinaison

• Cellules fluorescent de manière 

constitutive dans le cyan (rouge = fausse 

couleur.

• Evolution du biofilm au cours du temps  

[A: 18h (8 m); B: 28h (18 m); C: 41h (52 

m); D: 65h (92 m) ; E: 77h (112 m)].

• Fusion rrnB::GFP[VVA]:

- expression uniforme au début

- expression prédominante dans le 

chapeau du « champignon »

... correspondance croissance & activité?



Stratification dans un biofilm de 

Shewanella oneidensis

Teal et coll. (2006) A.E.M. 72(11):7324-7330

cellules actives : outils génétiques

Dosage des transcrits 

par PCR quantitative

(dans une souche dérivée 

de MR-1 contenant la

fusion mtrB::eyfp[VVA])

 

• mtrB = gènes activé pour la respiration 

anaérobie sur métaux.

• fusion mtrB::eyfp[VVA], fluorescence 

quand [O2] basse.

Problématique : trouver un système de fusion qui s ’ exprime dans les 
profondeurs du biofilm où l’O2 est épuisé (à partir de 30 m environ). 

 12

mtrB

eyfp



Stratification dans un biofilm de 

Shewanella oneidensis

Teal et coll. (2006) A.E.M. 72(11):7324-7330
(grille : 10 m  10 m) 

cellules actives

ecfp 

constitutif

fusion mtrB::

eyfp[VVA]
combinaison

• Cellules fluorescent de manière 

constitutive dans le cyan (rouge = fausse 

couleur.

• Evolution du biofilm au cours du temps  

[F: 17h (8 m); G: 29h (18 m); H: 47h (58 

m); I: 71h (104 m) ; J: 85h (118 m)].

• Fusion mtrB::eyfp[VVA]:

- pas d’expression avant que le 

biofilm n’est atteint 60 m.

- expression prédominante dans les 

zones supposées sans O2.

... correspondance croissance & activité?



Stratification dans un biofilm de 

Shewanella oneidensis

Teal et coll. (2006) A.E.M. 72(11):7324-7330

correspondance croissance et activité

• analyse des profiles de fluorescence 

selon l’axe x.

• les profiles observés dépendent de la 

taille de la structure (et non de l’âge).

• le profile d’expression de mtrB (« activité 

induite en anaérobie ») est inverse de celui 
de rrnB (« croissance »).

(Ø 60 m)

(Ø 110 m)

(Ø 140 m)

fusion rrnB::GFP[VVA] 

fusion mtrB::eyfp[VVA]

distance du centre (m)

x



Agrégation de S. oneidensis MR-1

Mc Lean et al. (2008) Env. Microbiol. 10(7):1861-1876

bactéries 

planctoniques

Influence de la [O2] sur l’agrégation

[O2] = DOT 50%

([CaCl2] = 68 mM)

agrégats

(20-60 µm)

Matrice : - protéines

 - saccharides

 - ADN extracellulaire

Gènes activés : - synthèse polysaccharides & LPS

 - synthèse pili & curli

 - protéines d’agglutination ...

DOT = tension en oxygène



Stratification dans un biofilm de 

Shewanella oneidensis

Teal et coll. (2006) A.E.M. 72(11):7324-7330

Conclusion :

• Limitation du système de marquage LIVE/DEAD (SYTO9 & PI).

• activité métabolique pas forcement couplée à la croissance : 

 (1) des zones du biofilm qui ne sont pas en croissance 

 peuvent rester actives métaboliquement.

 (2) notion de stratification.

• Influence des paramètres environnementaux



Avantage du mode biofilm

Center for Biofilm Engineering : http://www.erc.montana.edu/ 

Cas des biofilms complexes (multi-espèces)

Répartition aérobes / anaérobes selon [O2] 

Déchets des uns = substrat des autres



Hétérogénéité physiologique en 

biofilm complexe

Stewart PS, Franklin MJ. (2008) Nat Rev Microbiol. 6(3):199-210. 

H2S

O2

SO4
2- H2S

SRB

(anaérobes)

http://www.mmk.su.se/~magnuss/acid-salt.html

oxydation

 du sulfure

bactéries sulphato-reductrices



Les tapis microbiens 

photosynthétiques 

« photosynthetic microbial mats »

(piscine d’eau chaude, Yellowstone, USA) tapis bactérien photosynthétique



Tapis microbiens photosynthétiques

des Marais (2003) Biol.Bul. 204:160-167

« Ecosystème autonome »

Rq : S-bacteria = bactéries sulfureuses

oxydent H2S en Sn



Tapis microbiens photosynthétiques

« Ecosystème autonome »

CO2 M.O. + O2

h• Cyanobactéries : bactéries photosynthétiques 

• Hétérotrophes : source de C. organique

• Phototrophes : source d'énergie = h 

• Chimiolithotrophes : source d'énergie chimique (inorganique) 

• S-bacteria = bactéries sulfureuses (qui oxydent les sulfures)

• Respiration sur sulfate :

• Méthanogènes : archébactéries autotrophes qui tirent leur énergie à partir de 

réactions formant du méthane. 

SO4
2- + 8e- + 8H+ S2- + H2O



Tapis microbiens photosynthétiques

des Marais (2003) Biol.Bul. 204:160-167

« Ecosystème autonome »

mise en place de gradients 
Tapis bactérien

diatomées

Spirulina spp.

Oscillatoria spp.

Microcoleus 

chthonoplastes.

(S2
-)

Cyanobactéries 

unicellulaires.

Mucilage bactérien

Bactéries

sulfureuses

Beggiatoa spp

Métazoaire



Techniques d’étude disponibles

Stewart PS, Franklin MJ. (2008) Nat Rev Microbiol. 6(3):199-210. 



Incidence du facteur 

génétique sur la formation 

et l’hétérogénéité des 

biofilms



Origine de la multiplicité des états 

physiologiques en biofilm - hypothèses

Stewart PS, Franklin MJ. (2008) Nat Rev Microbiol. 6(3):199-210. 

Alternance aléatoire 

de l’expression de gènes

Adaptation physiologique 

à l’environnement local

Variation génotypique 

et sélection naturelle



Une diversification génétique pré-

biofilm peut contribuer 

significativement  à la formation du 

biofilm. 

Mécanismes? Diversification en biofilm? 



Diversification génétique (P.f.)

Rainey & Travisano (1998) Nature. 394:69-72Ancêtre

Pseudomonas fluorescence

Croissance en milieu hétérogène 

(milieu King B - 7 jours - pas d’agitation) 

diversification phénotypique 

(aspect de colonies)

préférences marquées 

de certains morphotypes 

pour certaines niches.



Mutations

Processus qui conduit à une altération de la séquence 

de l’ADN - source de variété des allèles 

• Sources.

- erreur de réplication

- lésion chimique (radiations, mutagènes,..., l’eau!)

- ADN mobile (transposons, ...)

• Mutations simples.

- transition (A  G ou T  G) & transversion (purine  pyrimidine)

- insertion & délétion de nucléotides

• Mutations plus complexe.

- éléments génétiques mobiles (insertion de transposons,...)

- réarrangements de chromosomes (inversion, délétion....)

(pairs with G) (pairs with U)

ex. désamination de la 

cytosine en uracile par H2O



Taux de mutations spontanées

Drake (1999) Ann. N. Y. Acad. Sci. 870:100-107 

Taille du génome 

(b ou pb)

nombre de mutations 

par pb par réplication

nombre de mutations 

par génome par réplication



Taux de mutations spontanées

Biomasse (DO600)

Temps
culture E. coli

1-2 mL

0.5

1.0

A l'échelle d’une culture, il existe un mutant pour 

chaque nucléotide du génome!

109 bactérie /mL culture



les dures lois de la sélection...

Environnement homogène Environnement stratifié

1 type de bactérie 

adapté à 

1 type de niche

Biofilm

différents variants

différentes « fitness »



Emergence de variants durant la formation de 

biofilms de Streptcoccus pneumoniae

Variants mucoïdes : 

large - medium - small

SCV

Réacteur

« flow cell »

Culture 

dilutions étalements

sur milieu gélosé

variants

mucoïdes 

et 

non-mucoïdes

uniforme

Phénotype stable

Allergrucci & Sauer (2007) J. Bacteriol. 189(5):2030-2038« small colony variants »



Caractéristiques des variants non mucoïdes

Autoagrégation

Tests MATHS

Tests d’adhésion en microplaqueCultures liquides

Adhésion accrue

(biofilm)

Production de capsule

peu « d’enrobage »

Allergrucci & Sauer (2007) J. Bacteriol. 189(5):2030-2038



Architecture des biofilms formés

microscopie de fluorescence confocale après marquage Live/Dead BackLight 

SCV

(non mucoïde)

LMV

(mucoïde)

petites 

microcolonies 

répartition 

homogène

grosses 

microcolonies 

présence de 

nombreux canaux 

Allergrucci & Sauer (2007) J. Bacteriol. 189(5):2030-2038



Le variant non-mucoide résulte d’une  

délétion dans le locus cps 

cps : synthèse de la capsule polysaccharidique

1 : type sauvage

5 : SCV

Régions 

détectées 

par PCR

Allergrucci & Sauer (2007) J. Bacteriol. 189(5):2030-2038



Variation génétique chez S. pneumoniae 

Allergrucci & Sauer (2007) J. Bacteriol. 189(5):2030-2038

• Apparition de variant phénotypique au cours de la formation de biofilm.

• Variation phénotypique liée à la synthèse de la capsule

• Variation phénotypique liée à une délétion de >7 kb

• Avantage sélectif du variant en biofilm



Variation génétique chez P. aeruginosa 

Kirisits et coll. (2005) AppL.Environ.Microbiol. 71:4809-4821.

Type sauvage Variant

morphologie des 

colonies sur milieu

solide.

Aspect des cultures

en bouillon

Aspect des biofilms

(flow cell en tube)

(MEB)

colonies « fripées »

agrégation

Aspect « froissé »



Profils transcriptomique des variants 

Kirisits et coll. (2005) AppL.Environ.Microbiol. 71:4809-4821.

Comparaison  de transcriptomes : variants 

vs type sauvage en culture liquide.

• (-) expression des gènes de la synthèse de la 

capsule

• (+) expression des gènes pil (formation des pili)

• (-) expression des gènes fli (formation du 

flagelle)

• (+) expression des gènes psl (« polysaccharide 

synthesis locus » - essentiels pour la formation de 

biofilms)

• (+) expression des gènes pel (formation de la 

matrice extracellulaire - pellicule à l’interface 

air/liquide)

• (+) expression des gènes du quorum sensing 

(« vie en communauté »)*

• (+) expression des gènes de denitrification (NO3 

>>> N2, respiration anaérobie)*

* effet aggrégation?



Les échanges génétiques 

en biofilm



transmission 

verticale de 

l’information 

génétique

Le transfert de gènes horizontal

transmission 

horizontale de 

l’information 

génétique

Acquisition de 

nouveaux caractères

bactérie 1

bactérie 2



Avantage du mode biofilm

(majoritaire en conditions naturelles)

Mise en place d’un habitat favorable : ... gradients, gradients, gradients

• structure pluricellulaire / coopération entre microorganismes

• limitation des fluctuations environnementales / effet tampon 

• séquestration des nutriments

Résistance aux agents antimicrobiens : (10 à 1000  plus résistantes)

• effet barrière (de la matrice) à la diffusion

• physiologie différentes des bactéries...

• résistance à la phagocytose / prédateurs (effet de taille)

Echanges génétiques favorisé : (10 à 600  plus de transfert)
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