
Partie II

... biofilms : formation et 

moyens d’étude



• Le biofilm au laboratoire

 - Différents modèles

• Observations microscopiques

  - Structures et sous-structures des biofilms 

  - Dynamique du biofilm: programme de développement? 

• Approches de génétique traditionnelle

  - Mutagenèse

  - IVET (In Vivo Expression Technology)

• Approches globales

  - Transcriptomique (« DNA microarray »)

  - Protéomique (Electrophorèse 2D & spectromètrie de masse)

Etude des biofilms : approches



Fermenteurs et culture continue

Drake & Brogden (2002) : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=pmd&part=A208

A general setup to grow microorganisms in continuous culture (A) and a basic fermentor vessel (B) 

containing substratum ports and support rods for biofilm accumulation. In this setup, cultures in the vessel 
are fed with a nutrient solution to maintain bacterial populations in the exponential or log phase of growth. 
The culture volume and the cell concentration are both kept constant by allowing fresh, sterile medium to 

enter the culture vessel at the same rate that "spent" medium, containing cells, is removed from the 
growing culture. Figures are reproduced from reference 49 with permission from McGraw Hill (A) and from 

reference 1 with permission from Academic Press (B).

support à biofilm



Micro-fermenteurs (Institut Pasteur)

http://www.pasteur.fr/recherche/unites/Ggb/images/0-matmet/descripSystexp.gif



Chambres d’écoulement : observer en direct

Objectif  de microscope

Bloc de Plexiglas®

Lamelle de verre

Canal d’écoulement 
(4 x 1.5) cm x 500 µm

flux entrant flux sortant

Feuille de silicone

Suivi du biofilm in situ par microscopie et analyse d’images - Ecoulement très confiné 

source: LEMTA (Nancy)



Etapes de formation d’un biofilm 

(biofilm de P. aeruginosa PAO1 en flow cell)

Sauer et al. (2000) J. Bacteriol. 184:1140-1154 

• Attachement 

réversible au 

substratum par un 

pôle cellulaire 

• Attachement 

irréversible au 

substratum et formation 

de « clusters » 

(micro-colonies)

• « Clusters » 

matures (plusieurs 

cellules d’épaisseur 

+ matrice)

• Biofilm mature

(épaisseur maximum)

• Dispersion, départ 

de cellules et 

formation d’espaces 

vides

• Dispersion, départ 

de cellules et 

formation d’espaces 

vides



Image: http://www.erc.montana.edu/ 

Mobilité

Adhésion

Synthèse de la matrice

Structuration

Détachement

Signalisation?Gènes impliqués?

Modèle de développement d’un biofilm

Programme?



Images: Vidal et coll. (1998). J Bacteriol. 180(9):2442-2449.

jb0981384002

Formation de biofilms sur 

parois de tubes

Formation de biofilms en 

plaque de titration (coloration 
au cristal violet)

culture

mutagenèse criblage

Biofilm -

Biofilm +

génotoxique

transposon

Approche de génétique classique

http://jb.asm.org/content/vol180/issue9/images/large/jb0981384002.jpeg


Adhésion et formation de microcolonies chez 

Pseudomonas aeruginosa

O’Toole & Kolter (1998) Mol. Microbiol. 30(2)295-304 

- Culture de P. aeruginosa

- Plaque microtitration

- Incubation

- Coloration cristal violet

- Rinçage

- Microscopie

(contraste de phase)

Adhésion et formation 

de microcolonies 

chez P. aeruginosa

(type sauvage)



Adhésion et formation de microcolonies chez 

Pseudomonas aeruginosa

O’Toole & Kolter (1098) Mol. Microbiol. 30(2)295-304 

Pas d'adhésion 

initiale

Pas de microcolonies



Approche de génétique classique (2)

• O’Toole & Kolter (1998) Mol. Microbiol. 28(3)449-461

- Pseudomonas fluorescens WCS365 sur PVC

- mutants biofilm- : flagelle (fliP, flaE, flgK), protéase (clpP), gènes « inconnus »

- Pas de biofilm si synthèse protéique inhibée

• Pratt & Kolter (1998) Mol. Microbiol. 30(2)285-293

- Escherichia coli 2K1056 (dérivée de K12)

- mutants biofilm- : fimbriae (fimH, fimA1), flagelle (fliC, flhD,motAB)

- la chemotaxie n’est pas impliquée

• O’Toole & Kolter (1998) Mol. Microbiol. 30(2)295-304

- Pseudomonas aeruginosa PA14 sur PVC

- mutants biofilm- : flagelle (flgK) & pili de type IV (pilBC)

• Watnick & Kolter (1999) Mol. Microbiol. 34(3)586-595

- Vibrio cholerae El Tor sur PVC

- mutants biofilm- : flagelle, pili de type IV & production d’EPS



Le flagelle chez les Gram-

H+

(PMF)

ATP

ADP + Pi

Stator

Flagelline

Régulateur 

central

«Hook

-Basal 

Body »

Filament & chimiotactisme

Appareil locomoteur

&

Système de 

sécrétion de type III

CCW CW

chimiotactisme

(CheA-Z)

Berg - Current Biology Vol 18 No 16

Chavance (2008) Nat. Rev. Microbiol. 6:455-465



Rôle du flagelle dans l'adhésion initiale

• Pratt & Kolter (1998) Mol. Microbiol. 30(2)285-293

- flhd::kan - absence de flagelle (pas de régulateur central) => Biofilm -

- fliC::kan - déficience en flagelline (pas de filaments) => Biofilm -

- motAB - non mobile (absence de « piston ») => Biofilm -

- cheA-Z::kan - absence de chimiotactisme => Biofilm +

(1) l’adhésion initiale requière un flagelle complet (structure) et 
fonctionnel (cellule mobile).

(2) l’adhésion initiale par les flagelles ne répond pas à un phénomène 

chimiotactique.

• Karatan & Watnick (2008) Microbiol. Mol. Biol. Rev. Microbiol. 73:310-347

- surmonter les forces de répulsion du support ?

- substrat d’adhésion ?

- senseur de surface (rôle déclencheur de l'arrêt de rotation) ?

(essais d’adhésion sur mutants d’E. coli) 



Structure des pili de type IV

Mattick (2002) Annu. Rev. Microbiol. 56:289-314

(12-15 composants)

pré-piline
(pré-pilines mineures - base)

peptidase

signal

fibre (PilA)

canal

PilB - ATPase assemblage

PilT - ATPase rétractation

PilC protéine membranaire

coiffe



« Twiching mobility » (crawl)

Merz et al. (2000) Nature 407:98-102

http://www.webcom.com/alexey/moviepage.html

Déplacement de Neisseria gonorrhoae (diplocoques) 

sur 140s (prise de vue toutes les 67 ms)



Formation de biofilms et appareils locomoteurs

« Gliding » (glissement)« swimming » (nage)

(1) formation de monocouche      & (2) formation de microcolonies

Forces de 

répulsion

(électrostatique)

Adhésines

O’Toole & Kolter (1998) Mol Microbiol. 30(2):295–304

Adhésine: molécule de surface, typiquement une protéine (mais pas que, 

dans certains cas il peut s’agir de polysaccharides), qui permet à une bactérie 

de s’attacher à une surface et/ou une autre bactérie.



Adhésines

Lejeune (2003) 

Trends in Microbiol. 11(4)179-184

Capitani et al. (2006) Microbes 

and Infection 8:2284-2290

Fimbriae de type I

Pilus F



pili et fibres 

Fronzes et al (2008) The EMBO J. 27:2271-2280 



Adhésion / Adhésines  et régulation

Stade monocouche (étape initiale)

• Adhésion et adhésines

- Classe 1 : les adhésines préformée (ex. flagelle, pili)

- Classe 2 : les adhésines conditionnelles (ex. LapA chez P. fluorescens) 

- Classe 3 : les adhésines spécifiques (ex. intimine chez E. coli)

Stade multicouches

• Production de la matrice extracellulaire

Karatan & Watnick (2008) MMBR. 73:310-347



Adhésines conditionnelles 

Hinsa et coll (2003) Mol. Microbiol. 49:905-918

cas de LapA chez P. fluorescens

le locus lap est essentielle pour la 

formation d’un biofilm mature

LapA (ou sa sécrétion par LapBCE) est 

essentielle pour le passage d’une adhésion 

réversible à une adhésion irréversible

séquence à intervalle de 3s 

(à t=4h00 après inoculation)

biofilm en flow cell

Mutagenèse P. fluorescens Biofilm- Séquençage morphologie biofilm



Adhésines conditionnelles 

Karatan & Watnick (2008) Microbiol. Mol. Biol. Rev. Microbiol. 73:310-347

cas de LapA chez P. fluorescens

• Lap A : protéine associée à la surface 

bactérienne (= adhésine).

• LapBCE : système de sécrétion de 

type I (transporteur ABC):

- LapB = membranaire + ATPase 

- LapE = protéine mb. ext. (OMP) 

- LapC = protéine de fusion mb. (MFP) 

• Mutants lap affectés dans les étapes 

précoces de formation du biofilm (transition 

attachement réversible / irréversible).

• L’adhésion LapA-dépendante est régulée 

par le niveau de phosphate inorganique 

environnemental ([Pi]  biofilm).

LapA

LapE

LapC

LapB



Le régulon phosphate module la formation de 

biofilm chez P. fluorescens

Monds et al. (2007) 

Mol. Microbiol. 63(3):656-679 

activité P.A.

Attachement initial 

(= nombre de 

cellules adhérentes

 en 5 min)

biofilm (statique) La bactérie ne 

forme pas de 

biofilm si carencée 

en phosphate 

Le mutant lapA 

reste bloqué

au stade 

adhésion 

réversible

formation de biofilm en condition agitée

ne sent pas la carence en Phosphate 
ne transporte plus le Phosphate 



Attachement irréversible bloqué à basses 

[Pi]extracellulaire chez P. fluorescens 

transporteur

ABC (Pts)

P

Pi PhoR-P (actif)

si [Pi] limitante

P
PhoB PhoB-P

gènes du 

régulon Pho

LapEBC

B

C

E
(OMP)

(MFP)

(ABC)

Mb E

Mb I

lapElapBlapC lapA

LapA

LapA (adhésine)

(transporteur)

2GTP c-di-GMP pGpG

rapA RapA

(phosphodiestérase)

LapD

sécrétion et 

localisation de LapA 

Pas de biofilm si [Pi] limitant

Pas d’adhésion irreversible sans LapA



Les adhésines spécifiques

cas de l’intimine chez les E. coli EPEC & EHEC

images : http://www.finlaylab.biotech.ubc.ca/research_projects/E.coli.html    &    Kaper et al (2004) Nat. Rev. Microbiol. 2:123-140  

formation d’une lésion « d’attachement et d’effacement » chez des Escherichia 
coli entéropathogène (« EPEC ») et entérohaemoragiques (« EHEC ») qui 

conduit à la formation d’un piédestal



Lésions d’attachement et d’effacement 

Muqueuse rectale infectée 

par 

E. coli O157 (MET)

Muqueuse normale avec microvillosités

Naylor et al. (2005) Microbiol. 151:2773-2781

Bactéries attachées et microvillosités effacées

(MET  1000)

(MET  5000) (MET  10000)

Piédestal

comme R2

(détail)



Lésions d’attachement et d’effacement

Altération de la 

muqueuse intestinale

Knutton et al. (1987) Infect Immun 55:69-77 

  Frankel et al. (1998) Mol. Microbiol. 30(5):911-921 

(A) formation d’un piédestal.

(B) destruction des microvillosités. 

(altération du cytosquelette et vésiculation)

(C) colonisation et perturbation

de la muqueuse.

(M
E

T
 

 4
5

0
0
0

)

(M
E

T
 

 8
0

0
0
)



«locus of enterocyte effacement »

Dean et coll. (2005) Current Opinion Microbiol. Microbiol. 8:28-34

5 opérons principaux, 1 système de sécrétion, des effecteurs



Garmendia et al. (2005) Infect. Immun. 73(5):2573-2585 

Système de sécrétion de type III (LEE)

sécrétine (EscC)

aiguille (EscF)

(EscR,S,T,U,V)

lipoprotéine (EscJ)

structure de base

pore de translocation 

(EspD/B)

filament EspA

translocateur

Switch : sécrétion 

translocateurs → effecteurs

ATPase

(« énergiseur »)

Chaperone

(adressage)



Les effecteurs sécrétés

jonctions serrées

Tir

intimine

actine

Arp2/3

N-WASP
Nck

Formation d’un 

piedestal

Map

mitochondrie

1

2

EspF3

apoptose

Perte d’ions

EspG4

microtubules

EspH5

SepZ6

EspB7

?

TccP (EHEC)11

G2 G1

M

S

Cif8

EspI9

EspJ10 ?

EPEC / EHEC

H2O

déstabilisation de la 

barrière épithéliale 

Garmendia et al. (2005) Infect. Immun. 73(5):2573-2585 



Home page B. Finlay : http://www.finlaylab.biotech.ubc.ca/index.html



adhésion d’E. coli (EPEC & EHEC) aux 

cellules l’intestinales



Rôle des EPS dans la formation de biofilms

Watnick & Kolter (1999) Mol. Microbiol. 34(3):586-595 

Mutagenèse V. cholerae Biofilm- Séquençage morphologie biofilm

Biofilms de 15 min

= adhésion initiale

Biofilms de 24 heures

= biofilm mature

les EPS 

n’interviennent 

pas dans 

l’adhésion initiale

(pili IV -)

(flagelle -)

rôle des pili et

flagelles dans 

l’adhésion initiale

rôle des EPS dans la 

maturation des biofilms

l'absence 

de pili 

n’est pas 

rédhibitoire



Modèle du développement de biofilms (1999)

Watnick & Kolter (1999) Mol. Microbiol. 34(3):586-595 

Nage vers la surface (flagelle)

adhésion à la surface (pili) 

déplacement sur la surface et 

formation de microcolonies (flagelle 

ou pili)

formation d’un biofilm mature 
(synthèse matrice EPS)

rapprochement vers la surface 

(rétractation des pili) 



Régulation de la transition vers un 

biofilm multicouches

répulsion adhésion 

réversible

pili

flagelle

1

adhésion irréversible

adhésinesadhésines

répulsion2

3

EPS

déclencheur?



« Stratégie » de colonisation des poumons 

par P. aeruginosa

mucus EPS alginate+++

Ramsey & Wozniac (2005) Mol. Mic. 56:309-322

(Exopolysaccharides : 

alginate, Pel Psl - ADN)



Biosynthèse d’alginate

Gacesa (1998) 

Microbiology. 144:1133-1143

-D-mannuronate

-L-guluronate

Poly-mannuronate

Poly-guluronate

mélange possible dans 

certaines bactéries

uronic acids 

(épimères)



Biosynthèse d’alginate par P. aeruginosa

Ramsey & Wozniac (2005) Mol. Mic. 56:309-322

précurseur

enzymes biosynthétiques (AlgA,C,D)

Dégradation (AlgL)

Protection (Alg X,K)

Epimérisation du 

mannuronate en 
guluronate (AlgG)

Polymérisation et 

transport (Alg8, 44)

Acétylation 

(AlgF,J,I)

implique au moins 30 gènes!



Régulation  de la synthèse d’alginate chez

 P. aeruginosa

Qiu (2007) PNAS. 104:8107-8112

Régulateurs

AlgB, AlgR, 

AmrZ

Sigma 22 (E)

(ou AlgT)

MucA = facteur 

anti-sigma (séquestration)

protéase,

rôle?

protéase

Activation de 

AlgW par le motif 

WVF de MucE

protéases

motif protéique inducteur

= exposition de motifs YVF ou WVF 

terminaux (OMP ou MucE)



Les signaux environnementaux qui régulent la 

formation de biofilms

Signaux mécaniques 

- arrêt flagelle  => +

Signaux métaboliques et nutritionnels

- Glucose et répression catabolique   => + / -

- Indole (produit de dégradation du Trp)   => +

- Polyamines (putrescines, spermidines, ...)   => +

Molécules inorganiques

- Fer   => +/-
- Phosphate   => -

Osmolarité

- Osmolarité (ou force ionique)   => +/-

Signaux de l’hôte
- Bile   => + (chez vibrio cholerae)

- H2O2 « oxidative burst »  =>(chez Pseudomonas aeruginosa)

Antimicrobiens

- Antimicrobiens en concentrations subinhibitrices   => +/-

Quorum sensing

- Quorum sensing   => +/-

Karatan & Watnick (2008) MMBR. 73:310-347

Attention, la relation entre un 

signal et la formation de biofilms 

dépend du modèle étudié!



Le di-GMP cyclique 

Production d’EPS

Formation de biofilm

(diguanylate cyclase)

(phosphodiesterase A)

(phosphodiesterase)

senseur(s)

Tomayo et al. (2007) 

Annu. Rev. Microbiol.

61:131-148

Mobilité

Virulence



Dispersion de biofilms de S oneidensis

Thormann et coll. (2006) J. Bacteriol.188:2681-2691

S. oneidensis flow cell Biofilm induction Ara

• PBAD-VCA0956

(c-di-GMP cyclase)

• PBAD-yhjH

(phosphodiesterase)

+/-

Parent + c-di-GMP - c-di-GMP

(diguanylate cyclase)

(phosphodiesterase)



Dispersion  de biofilms

Signaux métaboliques et nutritionnels

- carence nutriments  => + dispersion

- augmentation  nutriments  => + dispersion

- déplétion O2  => + dispersion

Messagers chimiques

- Messager secondaire c-di-GMP

- Quorum sensing    => + dispersion biofilm S. aureus

Mécanismes

- dégradation enzymatique de la matrice

- induction de mobilité (flagelle)

- production de surfactants

- mort et lyse d’une sous-population cellulaire

Karatan & Watnick (2008) MMBR. 73:310-347

Attention, dépend du 

modèle étudié!



Partie III

 du « quorum sensing » à la 

« socio-bactériologie » 



« Quorum sensing » 

et 

«  Discussions microbiennes » 

Communication cellules-cellules

chez les bactéries



Shapiro 2006

« ... In other words, seeing pattern and organization 

in bacterial colonies tells us that bacteria engage in 

regulated, coordinated behaviors, even when the 

biological utility of group activity may be something 

quite different from colony morphogenesis... »

Proteus mirabilisEscherichia coli



Shapiro 2006

formation de « motifs » au cours de la morphogenèse de colonies Proteus mirabilis

http://shapiro.bsd.uchicago.edu/



Quorum sensing  - historique

• Luminescence chez le calmar Euprymna scolopes : un système de défense 

reposant sur une symbiose avec la bactérie Vibrio fischeri.

Organe luminescent : • Illumination du fond 

sablonneux pour masquer son ombre • 

Simulation d ’ une émission lumineuse de 

couleur et d'intensité identique à celle de la 

surface pour ne pas être aperçu de dessous. 
 

Euprymna scolopes

Vibrio fischeri (jour) (obscurité)



Bioluminescence et luciférase

(gènes luxCDABE)

conversion d’acide gras en 

aldéhydes à longues chaînes

NADPH2

NADP

Substrat ox

Substrat red

NADH2

Respiration

Biosynthèses

RCHOOH

RCHO

Luciférase

(LuxAB)

FMNH2
FMNH-OOH

(HFMNH-OH )
.

FMN

FMNH2

FMN

H2O

Flavine

réductase

Biosynthèse 

des acides gras

NADPH2

NADP

ATP

AMP

Réductase

(LuxCDE)

bleu-vert 

490 nm

O2

Métabolisme 

central



Bioluminescence et densité cellulaire

Induction de luminescence en culture chez P. phosphoreum

• la lumière émise par cellule augmente avec la densité cellulaire.

• le délai d’induction correspond au temps nécessaire pour accumuler 

l’auto-inducteur (messager chimique) dans le milieu.

Biomasse (≈ 100)

Meighen (1991) Microbiological Rev. 55(1):123-142

luminescence (≈ 1000)

Délai



gènes lux impliqués dans la 

bioluminescence de Vibrio fischeri



Principe du quorum sensing

Régulateur Synthétase

Gène « R » Gène « I »

Régulation

Molécule signal

(multiplication cellulaire)

faible densité cellulaire  dilution forte densité cellulaire  accumulation



Les molécules signal du quorum sensing

Whiteheasd et coll. (2001) FEMS Microbiol. Rev.25:365-4044
(HSLs: acyl-HomoSerine Lactones)

HSLs



Structures et diversité des molécules signal

Ryan & Dow (2008) Microbiology 154:1845-1858



Quelques exemples de phénotypes 

contrôlés par le quorum sensing 

• Agrégation, formation de biofilm

• Induction de virulence

• Synthèse d’exoprotéases, sidérophores

• Conjugaison plasmidique, transposition, compétence

• Mobilité cellulaire (« swarming », « swimming », « gliding »)

• Synthèse d’exopolysaccharides

• Synthèse de métabolite secondaire, antibiotiques

• Colonisation racinaire, nodulation racinaire, symbiose 

• Synthèse de pigment

• Bioluminescence

• etc...

Williams (2007) Microbiology 153:3923–3938



Cas de Pseudomonas aeruginosa

Schertzer et al. (2009) 

Trends in Microbiol. 17(5):189-195

2-heptyl-3hydroxy-

4-quinolone (PQS)

(3O-C12-HSL)

(C4-HSL)

- interaction du PQS avec le lipide A des LPS

- déstabilisation de la membrane externe
- « vésiculation »

Chélation et séquestration du Fer : 

- homéostasie du Fe

- compétitivité
- antioxydant (Fenton!)

Toxicité :

Synthèse de Phénazines : ex. Pyocyanine 



Pyocyanine et infection respiratoire 

• Pyocyanine : jusqu'à 27µg/mL dans les expectorations de patients infectés par P. aeruginosa.

• Production  d'espèces radicalaires toxiques pour d’autre microbes.

• Avantage sélectif pour la colonisation de niches écologiques naturelles.

• Apparemment essentiel pour le développement dans les poumons même en absence de compétiteurs.... 

autres rôles physiologiques bénéfiques pour l’infection.

Price-Whelan et al. (2006) 

Nat.Chem. Biol. 2:71-78

http://www.radio-canada.ca/



Price-Whelan et al. (2006) 

Nat.Chem. Biol. 2:71-78

Pyocyanine et respiration

Culture de Pseudomonas aeruginosa

PYO oxydée

PYO réduite

PYO = navette 

à électrons !



Price-Whelan et al. (2006) 

Nat.Chem. Biol. 2:71-78

Biosynthèse des phénazines

Respirationcapture du Fe

antibiotique (PQS,...)

Navette e-

Synthèse de protéines



Quorum sensing regulatory network in 

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa growth

Build-up of

3O-C12-HSL

Build-up of

C4-HSL

Build-up of

PQS (quinolone)

Synthesis of 

Pyocyanin

Virulence genes

- elastase

- exotoxin

- alkaline protease

- C4-HSL & PQS synthesis

+

Virulence genes

- Rhamnolipids

Disruption of cell membranes - disruption of 

bronchial epithelium - paracellular invasion...

+

-

Biofilm

+



Ramos et al. (2010) 

Res. Microbiol. xx-1-5

Effet des Phénazines sur le développement 

de biofilms chez P. aeruginosa

Biofilm de P. aeruginosa à 4 jours (en flow cells)

WT mutant phz mutant phz + 25 mM PYO

Rôle des phénazines dans le contrôle de 

la formation de biofilms.
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