Partie IV

L'hétérogenéite
du systeme biofilm

« Stratification physiologique en biofilm »



Hétérogeneéité en biofilm

(barre d’ échelle 100 pm)

hétérogénéiteé 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 I’ 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) Synthése d’ ADN (immuno-marquage ; vert)
en périphérie d’ amas cellulaires (rouge).

(d) Perméabilisation périphérique de cellules
(gris fonce) par la javel - cellule intactes en vert

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



Héterogénéite chimique en biofilm

a Metabolic substrate
Fluid

Biofilm

La concentration en substrats
provenant de I'environnement
décroit vers I’ intérieur du biofilm
(diffusion - consommation).

ex.0,

Al opposé la concentration en
produits métaboliques est plus

ex.CH ; N A o
4 eélevée vers | intérieur du biofilm.

un intermeédiaire meétabolique
qui serait a la fois produit et
ex.NO," consomme par le biofilm peut
parfois présenter des zones de
concentrations maximales.

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



Héterogénéeité physiologique en biofilm

. Substrate plus oxygen . Oxygen alone

. Substrate alone I:‘ No substrate or oxygen

a Early biofilm b-d Mature biofilm

Substrat + O,

Substrat +)8Q

Su@{rat +)8Q

€ Exponential phase; planktonic

Substrat + O,

DA Sul){rat + 0,

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



Hétérogeneite liee au mode biofilm

Ex : Activité phosphastase en biofilm

Remarque : phosphatase alcaline.
= enzyme periplasmiqgue qui libere
un phosphate a partir de différents
types de substrats. Ici, un substrat
synthétique (ELF97) devient jaune

[Phosphate]  fluorescent lorsqu’ il est clivé.
haute

Cellules Phosphatase +
hétérogenéité
Cellules Phosphatase -

Profile non observé en

[Phosphate] absence d’ O,. Roéle de '0,?

basse

(En condition aérobie!!!)

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



Hétérogeneite liee au mode biofilm

Activité phosphastase en biofiim & O,
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Xu et coll (1998) AEM 64(10): 4035-4039



Hétérogeénéeite liee au mode biofilm

Diffusion de I’ O, en biofilm
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300
Vectop Scale
2%M/m)

240 — O, (mM)
A . N o142
5 180 - . . . " " v : 0.114
= o I T : * 7.0.086
& ] A i ' o £ |/ 0068
o . N ;. . /.0.029

Lk T v Lo _, ) 0020
T T T T ] 1
4] 120 240 360 480 600 720 840

Horizontal Distance (um)

Figure 7. Oxygen contours and local gradients (represented by vectors) in a cross section of a 160-um-thick biofilm. The positions of the cell

clusters, shown as shaded areas, were determined by microscopic observation. Numbers within the figure and on the right margin indicate the
focal oxygen concentrations (mM).

« ... electrodes with tip diameters of 7 to 15 um ... »

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



Hétérogeneite liee au mode biofilm =
Diffusion de I’ O, en biofilm - dispositif

réacteur nutriments, O,

déchets
/

microélectrode

A

igure 1. Schematic of experimental setup: (A) flow cell; (B) micr
scopic objective; (C) J-shaped microelectrode; (D) mixing vessel; (E)
nutrient solution; (F) air supply; (G) waste outlet; (H) recirculation pumps.

chambre d’ écoulement objectif microscope

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



Hétérogeénéeite liee au mode biofilm
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Figure 6. Oxygen concentration profiles measured in (ll) a pore and (O)
cell cluster in a biofitm of (A) 2 and (B) 3 days old.

Diffusion de I’ O, en biofilm

« Diminution rapide de la [O,] a
proximité de la surface du
biofilm (hétérogenéite).

« Accroissement de la zone

anaérobie avec la croissance du
biofilm (conditions évolutives).

« Diffusion de I’ O, atravers les
pores vers différentes zones du
biofilm (importance de la
structure).

* taux de consommation en O,
variable selon la profondeur
(differentes especes? différents
états? ...)

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



Stratification dans un biofilm de
Shewanella oneidensis

structuration du biofilm dans le temps

52 hours

(barre : 10um)

monocouche 1ere structure forme « champignon »
@ Y « Développement d’ un biofilm en chambre
GEP d’ écoulement (« flow cell »)
« Structuration du biofilm en « champignon ».
Production constitutive de GFP

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



Stratification dans un biofilm de
Shewanella oneidensis

hétérogenéité spatio-temporelle

Live/Dead BacLight (Molecular Probes )

SYTO9 e
Pl e

s

(cellule morte)

(grille : 10 um x 10 um)

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



Stratification dans un biofilm de
Shewanella oneidensis

hétérogenéité spatio-temporelle

Marquage : Live/Dead BacLight
(Molecular Probes)

vert : cellules « vivantes »
rouge : cellules « mortes »

* lorsque la biomasse est faible Ila
plupart des cellules du biofilm sont
marguées « vivantes ».

« avec la croissance du biofilm de plus
en plus de cellules sont marquees
« mortes » au centre de la structure.

(grille : 10 um x 10 um)

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



Hétérogénéité en biofilm et viabilité

Microscopie de fluorescence
confocale laser a balayage.

Biofilm de 5 jours développé sur
un coupon porté par une machine
a papier.

Sections de 1 um analysées a 4
profondeurs (distance du support
en um).

Marquage SYTO 9 (cellules
vivantes / vertes) + lodure de
propidium (cellules mortes /
rouges).

Les cellules mortes se situent
principalement en périphérie et a
proximité du support.

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



OD 600

Stratification dans un biofilm de
Shewanella oneidensis

cellules en croissance : outils génetiques

- 8000 o
MR-1 + GFP constitutive
®
6000 Q)
< _
e Croissance
M
®
& .
- 2000 @ MR-1 + fusion
= rrnB::gfp[VVA]

/

00
Time (minutes) MR-1

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



Stratification dans un biofilm de
Shewanella oneidensis

cellules en croissance

* Cellules fluorescent de maniere
constitutive dans le cyan (rouge = fausse
couleur.

 Evolution du biofilm au cours du temps
[A: 18h (8 um); B: 28h (18 um); C: 41h (52
um); D: 65h (92 um) ; E: 77h (112 um)].

* Fusion rrnB::GFP[VVA].

- expression uniforme au début

- expression préedominante dans le
chapeau du « champignon »

i

-
a#
M

fusion rrnB::

eCf_p_ GFP[VVA] 1
constitutif combinaison

' n
. M’
.,"'.‘
l

.. correspondance croissance & activité?

(grille : 10 um x 10 um)

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



Stratification dans un biofilm de
Shewanella oneidensis

cellules actives : outils genétiques

Problématique : trouver un systéeme de fusion qui s’ exprime dans les
profondeurs du biofilm ou I’ O, est épuisé (a partir de 30 um environ).

mtrB Dosage des transcrits

/ par PCR quantitative
eyfp

(dans une souche dérivée

/ de MR-1 contenant la

fusion mtrB::eyfp[VVA])

n
o

- - - -
~ > = ©
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[ S—
rml
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o
1

x 12 R ., L
» mtrB = génes activé pour la respiration

- « anaérobie sur métaux.

Fold change from aerobic conditions

(=] n e @ (-]
1 1 1 1

« fusion mtrB::eyfp[VVA], fluorescence
guand [O2] basse.

0% oxygen 2% oxygen 10% oxygen

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



Stratification dans un biofilm de
Shewanella oneidensis

cellules actives

* Cellules fluorescent de maniere
constitutive dans le cyan (rouge = fausse
couleur.

 Evolution du biofilm au cours du temps
[F: 17h (8 um); G: 29h (18 um); H: 47h (58
um); I: 71h (104 um) ; J: 85h (118 um)].

* Fusion mtrB::eyfp[VVA|]:

- pas d’ expression avant que le
biofilm n’ est atteint 60 pm.

- expression prédominante dans les
zones supposees sans O..

I fusion mtrB::

ecfp eyfp[VVA]

constitutif combinaison ... correspondance croissance & activité~

(grille : 10 um x 10 um)

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



Relative fluorescence

100+

Stratificati
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 analyse des profiles de fluorescence

selon |’ axe x.
‘5

* les profiles observés dépendent de la
taille de la structure (et non de I’ age).

* le profile d’expression de mtrB (« activité
induite en anaérobie ») est inverse de celui
de rrnB (« croissance »).

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



Agrégation de S. oneidensis MR-1

Influence de la [O,] sur I’ agrégation

J b [O,] = DOT 50% %@Q
=73

-
([CaCl,] = 68 mM) Q

p Q/\J e @ ‘
bactéeries agrégats

planctoniques (20-60 pm)

Genes activés : - synthése polysaccharides & LPS Matrice : - protéines
- synthése pili & curli - saccharides
- protéines d’ agglutination ... - ADN extracellulaire

DOT = tension en oxygene Mc Lean et al. (2008) Env. Microbiol. 10(7):1861-1876



Stratification dans un biofilm de
Shewanella oneidensis

Conclusion :

« Limitation du systeme de marquage LIVE/DEAD (SYTQO9 & PI).

e activité métabolique pas forcement couplée a la croissance :

(1) des zones du biofilm qui ne sont pas en croissance
peuvent rester actives metaboliqguement.

(2) notion de stratification.

* Influence des parametres environnementaux

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



Avantage du mode biofilm

Cas des biofilms complexes (multi-especes)

SUBSTRATE
OXYGEN

<< Anaerobic
~ )

©1996 CENTER FOR BIOFILM ENGINEERING MSU-BOZEMAN

Répartition aérobes / anaérobes selon [O,]
Déchets des uns = substrat des autres

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



Héterogénéité physiologigue en

biofilm complexe

Sulphate- Sulphide- Aerobic
reducing bacteria oxidizing bacteria heterotrophs

sulphide

H,S

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

(anaérobes)
CO R
bactéries sulphato-reductrices

ST TN

SO,% H,S

oxydation
du sulfure

Sulfur transformations in nature

zTe

Dimethylsulfide

S(CH
Sulfate 1ons Hydrogen sulfide (CH3),()
m seawater Sulfate-reducing q. H,5(aq) Sa(8)
r Bacteria P
.“Lf Anoxic o - \1 /:_N\L‘h

ot

HS — CHy CHCOCH

NH,

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



Les tapis microbiens
photosynthetiques

« photosynthetic microbial mats »

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



Tapis microbiens photosynthéetiques

« Ecosysteme autonome »
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Rq : S-bacteria = bactéries sulfureuses
Oxydent HZS en Sn des Marais (2003) Biol.Bul. 204:160-167



Tapis microbiens photosynthéetiques

« Ecosysteme autonome »

* Cyanobactéries : bactéries photosynthétiques CO, _hv, M.O. + O,

» Hétérotrophes : source de C. organique

» Phototrophes : source d'énergie = hv

» Chimiolithotrophes : source d'énergie chimique (inorganique)

» S-bacteria = bactéries sulfureuses (qui oxydent les sulfures)
 Respiration sur sulfate:  SO,* + 8e- + 8H* —— S + H,0

» Méthanogeénes : archébactéries autotrophes qui tirent leur énergie a partir de
réactions formant du méthane.



Tapis microbiens photosynthéetiques

diatomées

_
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o

Oscillatoria spp.

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



Techniques d’ étude disponibles

Table 1| Advantages and limitations of experimental techniques for mapping physiological activities in biofilms

Technique

Analysis of respiratory
activity by CTC staining

Differential membrane
permeability staining

DNA synthetic activity

Reporter genes

FISH

MAR

Fluorescent lectin staining
of extracellular products

Laser capture
microdissection
microscopy and gRT-PCR

Advantages

A strong, stable fluorescence signal allows the
localization of respiratory activity. Minimal sample
processing required.

Allows the localization of cell-membrane integrity

at the single-cell level. Useful for characterizing the
effectiveness of antimicrobials. Simple commercial kit
available.

Strong, stable fluorescence signal. Minimal sample
processing required. Has a record of successful
application to eukaryotes.

No exogenous inducer or substrate required.
Non-destructive and, therefore, allows continuous
monitoring of gene expression over time. Allows the
expression of specific genes to be monitored, rather
than general metabolic activity. Different coloured
fluorescent proteins allow several genes to be monitored
simultaneously.

Effective for localizing species diversity in natural
biofilms. Engineered strains and exogenous substrates
are not required and, therefore, any biofilm can be
analysed.

Can be used in combination with FISH to characterize
the activities of diverse microorganisms in natural biofilm
assemblages at the single-cell level.

Lectin specificity and differential labelling allows
the detection of multiple types of polysaccharides
simultaneously.

Allows the isolation of small groups of cells from defined
locations in biofilms. Sensitive quantification of low-
abundance mRNA transcripts, without prior genetic
engineering of the bacteria. Multiplex qRT-PCR allows
the quantification of several genes simultaneously.

Limitations

Only detects general respiratory activity. Not specific for
other cellular activities. Not applicable to some anaerobic
biofilms. Destructive and, therefore, only allows end-point
analyses.

Prone to artefacts, including incomplete stain penetration,
matrix staining and false staining of live cells as dead.

Useful for general DNA-synthesis activity. Not specific for
other cellular activities. Requires uptake of BrdU substrate.
Destructive and, therefore, only allows end-point analyses.

Requires genetically engineered strains and the
reintroduction of engineered strains into the environment.
The energy that is required for expression of the reporter
genes might affect cell physiology. GFP requires oxygen for
the activation of fluorescence.

Effective at quantifying cell numbers, but questionable as a
quantitative method for gene expression. Not effective for
low abundance RNAs without amplification.

Only biosynthetic (substrate uptake) activity can be
detected. Less effective for catabolic processes and,
therefore, only semi-quantitative. Requires radioactive
material and long exposure times. FISH and MAR are
destructive and, therefore, only allow end-point analyses.

Lectin must be specific for the polysaccharides that are
produced by the particular microorganisms which are being
tested. Lectins might not fully penetrate into the biofilm.

Destructive and, therefore, only allows end-point analyses.
Monitoring is not continuous.

CTC, 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride; FISH, fluorescent in situ hybridization; GFP, green fluorescent protein; MAR, microautoradiography; qRT-PCR,
quantitative reverse transcriptase real-time PCR.

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



Incidence du facteur
géenéetique sur la formation
et I hétérogénéité des
biofilms



Origine de la multiplicité des états
physiologiques en biofilm - hypotheses

Adaptation physiologique Variation genotypique Alternance aléatoire
a |’ environnement local et sélection naturelle de |’ expression de génes

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



Une diversification génétique preé-
biofilm peut contribuer
significativement alaformation du
biofilm.

Mécanismes? Diversification en biofilm?



Diversification génétique (P.f.)

Pseudomonas fluorescence
Croissance en milieu hétérogene
(milieu King B - 7 jours - pas d’ agitation)

: ]

diversification phénotypique
(aspect de colonies)

: ]

préférences marquees
de certains morphotypes
pour certaines niches.

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



Mutations

Processus qui conduit a une altération de la séquence
de I ADN - source de variété des alléles

e Sources. NH
A I I \N +H,0 NH
- erreur de réplication Ej\/g O b
- |ésion chimique (radiations, mutagénes,..., |’ eau!) N" 0 N" 0
- ADN mobile (transposons, ...) (pairs with G)  (pairs with U)

ex. désamination de la
cytosine en uracile par H,O

« Mutations simples.
- transition (A < G ou T < G) & transversion (purine < pyrimidine)
- insertion & deélétion de nucléotides

« Mutations plus complexe.
- éléments genétigues mobiles (insertion de transposons,...)
- réarrangements de chromosomes (inversion, delétion....)



Taux de mutations spontanées

Taille du génome nombre de mutations nombre de mutations
(b ou ph) par pb par réplication par génome par replication
TABLE 3. MutaWrobcs WA Chromosomes!"!?

Organism G”' ub" I-LSC :
Bacteriophage M13 6.4 x 10° 7.2 %107 0.0046
Bacteriophage A 4.9 x 10* 7.7 %1078 0.0038

......... Bacteriophages T2and T4 17x10°  ~ 24x107° 00040
Escherichia coli 4.6 x 10° 54x 10710 0.0025

....... Saccmmmycescemum12)(10122)(10_]000027
Neurospora crassa 4.2 x 10’ 7.2 x 1071 0.0030
Mean 0.0034

Note: G = genome size in bases or base pairs. [1, = mutations per base pair

per genome replication. |1, = mutations per genome per genome replication =
G X Wy

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



Taux de mutations spontanées

Biomasse (DOgyo)

A

1.0

|:> 0.5

culture E. coli
1_2 ml_ > TempS

10° bactérie /mL culture

A l'échelle d’ une culture, il existe un mutant pour
chaque nucléotide du génome!



les dures lois de |la sélection...
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Emergence de variants durant la formation de
biofilms de Streptcoccus pneumoniae

Variants mucoides : Réacteur Culture

large - medium - small « flow cell »
A ELMV OMMV ESMV O Non-Mucoid (SCV) l
< 100 i |
- 80 dilutions étalements
(1 .y , ,
O (- sur milieu gélose
s

B | s
. : . : | variants uniforme
J Inoculum 1 3 6 9 id
Biofilm development (Days) mucoldes
et

B non-mucoides

Phénotype stable

SCV

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



Caractéristiques des variants non mucoides

Cultures liquides Tests d’ adhésion en microplaque
A C012_ 0 3 hour
- O 6 hour
E o1 M 12 hour
o
15 0.08
Py
2 0.06
8
5 0.04
bl rFI
< 0.02 -
Autoagregation TTwr T v wmv | swv scv \
B D ,
=  oor, Adhésion accrue
~— a o . .
\%{ E o006 (biofilm)
3 807 S 0.05
£ o
g 60 o 004
= ) 7
. 3 003 peu « d enrobage »
o & 0.02 1
% 0 % 0.01 1 mmm /
% T T T T 1 o 0 T T r [[[‘E]]—
0 100 200 400 600 &OO WT LMV MMV SMV scv
Xylene added (pL) S. pneumoniae Colony Variants
Tests MATHS Production de capsule

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



. o ) Byt
Architecture des biofilms formeés %@

SCV LMV
(non mucoide) (mucoide)

grosses
microcolonies

|

petites
microcolonies

IWE 2
n
«‘\{w §

présence de

répartition
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homogene

——
=
=

microscopie de fluorescence confocale aprées marquage Live/Dead BackLight

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



Le variant non-mucoide résulte d’ une
délétion dans le locus cps

cps : synthese de la capsule polysaccharidique

—* [ oD >| ps3S psiM >

(

A 25-1108 bp C 1576-1999 bp G 3859-4249 bp H 5613-5981 bp
Ré g iO n S 1083 bp 423 bp F 2374-2876 bp 390 bp 368 bp
7 7 < D 1199-1639 bp 502 bp
détectées
B 893-1177 bp
par P C R 284 bp E 1576-2291 bp
- 5bp

M 1 2 3 45

5:SCV

1 : type sauvage

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



Variation génétique chez S. pneumoniae

 Apparition de variant phénotypique au cours de la formation de biofilm.
« Variation phénotypique liée a la synthese de la capsule
« Variation phénotypique liee a une delétion de >7 kb

« Avantage sélectif du variant en biofilm

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



Variation génétique chez P. aeruginosa

Variant

morphologie des
colonies sur milieu
solide.

Aspect des cultures
en bouillon

Aspect des biofilms
(flow cell en tube)
(MEB)

Type sauvage

colonies « fripées »

agrégation

Aspect « froissé »

Kirisits et coll. (2005) AppL.Environ.Microbiol. 71:4809-4821.
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Profils transcriptomique des variants

Bacteriophage genes Cell wall, LPS, capsule

b = Comparaison de transcriptomes : variants
PAOTI7-§ ¥ 2 R ¥ ¥ §§ § § 3 .
a2 85 55 § § L8838 O VS type sauvage en culture liguide.
S~ U | ]
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Motility and attachment
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Kirisits et coll. (2005) AppL.Environ.Microbiol. 71:4809-4821.



Les échanges génétiques
en biofilm



Le transfert de genes horizontal
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Avantage du mode biofilm

(majoritaire en conditions naturelles)

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

« structure pluricellulaire / coopération entre microorganismes
« [imitation des fluctuations environnementales / effet tampon
 sequestration des nutriments

Résistance aux agents antimicrobiens : (10 a 1000 x plus résistantes)

- effet barriere (de la matrice) a la diffusion
* physiologie différentes des bactéries...

e résistance a la phagocytose / prédateurs (effet de taille)

Echanges génétiques favorisé : (10 a 600 x plus de transfert)
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