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Résumé

Le nickel est connu pour son utilisation dans la préparation d•alliages réputés peu sen-

sibles à la contamination bactérienne, très utilisés dans les secteurs agro-alimentaires et 

médicaux. Cependant, les bactéries apparaissent capables d•adhérer même à ce type de 

matériau et de le coloniser sous forme de biofilms. Les biofilms sont des communautés 

de micro-organismes, adhérant entre eux et à une surface, grâce à la sécrétion d•une ma-

trice adhésive offrant une  protection contre la dessiccation, les défenses de l•hôte et un 

grand nombre d•agents antimicrobiens. Ces biofilms manifestent des propriétés de mul-

tirésistances aux biocides qui causent des problèmes sanitaires majeurs dans les installa-

tions hospitalières et industrielles. D•importantes modifications de l•expression géné-

tique accompagnent la vie en biofilm et induisent des caractères spécifiques dont des 

résistances accrues aux biocides et la production de facteurs de virulence. Parmi ces 

derniers, les curli, qui sont un composé protéique majeur de la matrice extracellulaire 

chez les bactéries Escherichia coli et Salmonella spp., jouent un rôle clé dans la forma-

tion de biofilms sur surfaces inertes et biologiques. 

Ce travail a consisté à explorer la contribution de la vie en biofilm à la survie des bacté-

ries Escherichia coli K-12 productrices de curli en présence de nickel. Pour cela, l•effet 

physiologique d•ions solubles de nickel sur la survie des bactéries a été testé sur des 

supports inertes en polystyrène ou en acier. Nous avons montré que des concentrations 

sub-inhibitrices de nickel induisent une augmentation de l•épaisseur et de la densité du 

biofilm. Cet effet ne dépend pas des modifications physico-chimiques de la surface cel-

lulaire par le nickel, ni de l•activité de la seule pompe d•efflux à nickel connue d•E. coli,

RcnA. Par contre, le nickel à faible concentration induit l•expression des curli, ainsi que 

leur production. C•est donc via l•activation transcriptionnelle des gènes codant les curli 

que l•augmentation du biofilm par le nickel se produit. Ce travail s•est également appli-

qué à rechercher la nature du relais gouvernant la mise en place des curli en réponse à la 

présence de nickel. Aucun des régulateurs principaux de l•expression des curli ne joue 

un rôle décisif. Nos résultats nous conduisent à suggérer que l•effet du nickel repose sur 

un phénomène global de réponse au stress oxydant dont le mécanisme reste à détermi-

ner.

Mots-clés :Escherichia coli, biofilm, curli, nickel, résistance.  
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Summary

Nickel is known for its use in alloy preparation, which is renowned for not being very 

sensitive to bacterial contamination, and thus widely used in the food-processing and 

medical sectors. However, bacteria appeared to be able to adhere even on this type of 

material, and to colonize it in the form of biofilms. Biofilms are microorganisms• 

communities, adherent between themselves and to a surface, thanks to the secretion of 

an adhesive matrix, which offers them protection against desiccation, host defences and 

a great number of antimicrobial agents. Biofilms express biocidal multiresistance 

properties, which causes major sanitary problems in hospitals and industries. Biofilm 

life comes with important modifications in the genetic expression, which induces 

specific characteristics like increased biocides resistances and virulence factors 

production. In the latter, curli are a major proteic component of the extracellular matrix 

in the bacteria Escherichia coli and Salmonella spp., and curli play a key role in biofilm 

formation on inert and biologic surfaces.  

This work had consisted of the exploration of the biofilm life-style contribution in the 

survival of E. coli K-12 bacteria that produces curli in the presence of nickel. In that 

aim, physiological effect of soluble ions of nickel on the bacterial survival has been 

tested on inert supports such as polystyrene and stainless steel. We have shown that sub-

inhibitory concentrations of nickel induce an increase in the biofilm thickness and 

density. This effect does not rely on physicochemical modifications on the bacterial 

surface, nor on RcnA activity, which is the only known efflux pump dedicated to nickel 

in E. coli. On the other hand, low concentrations of nickel induce curli expression and 

their production. Hence, the nickel-induced biofilm increase occurs through 

transcriptional activation of curli genes. This work also tried to find the nature of the 

relay that governs curli setting up in response to the presence of nickel. None of the 

curli principal regulators seem to be implicated in this curli production increase. Thus, 

our results suggest that nickel effect lies on a more global response phenomenon like 

oxidative stress, but the involved mechanism needs to be determined.  

Key words: Escherichia coli, biofilm, curli, nickel, resistance.  
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OBJECTIFS DE L’ETUDE 

Le nickel est connu pour son utilisation dans la préparation d•alliages, comme l•acier 

inoxydable, réputés peu sensibles à la contamination bactérienne, et possédant une 

bonne résistance à la chaleur et à la corrosion, qui sont très utilisés dans les secteurs 

agro-alimentaires (réservoirs, tuyaux, etc.) et médicaux (seringues, implants orthopé-

diques, instruments chirurgicaux, etc.). Cependant, un des principaux produits de la cor-

rosion de l•acier inoxydable est le nickel, et les bactéries environnantes sont donc con-

frontées à ce métal. Le nickel à faible dose est nécessaire aux bactéries, mais à forte 

dose cette substance leur est toxique. Pourtant, les bactéries apparaissent capables 

d•adhérer même à ce type de matériau et de le coloniser sous forme de biofilms.  

Les biofilms sont des communautés de micro-organismes, adhérant entre eux et à une 

surface, grâce à la sécrétion d•une matrice adhésive offrant une protection contre la des-

siccation, les défenses de l•hôte et un grand nombre d•agents antimicrobiens. Ces bio-

films manifestent des propriétés de multirésistances aux biocides qui causent des pro-

blèmes sanitaires majeurs dans les installations hospitalières et industrielles. 

D•importantes modifications de l•expression génétique accompagnent la vie en biofilm 

et induisent des caractères spécifiques dont des résistances accrues aux biocides et la 

production de facteurs de virulence. Parmi ces derniers, les curli, qui sont un composé 

protéique majeur de la matrice extracellulaire chez les bactéries Escherichia coli et Sal-

monella spp, jouent un rôle clé dans la formation de biofilms sur surfaces inertes et bio-

logiques.

Les souches classiques de laboratoire d•E. coli possèdent ces gènes de curli, mais ceux-

ci sont peu exprimés. Ainsi, ces souches adhèrent peu aux surfaces, contrairement aux 

souches cliniques isolées dans les hôpitaux. En conséquence, un nombre limité d•études 

a été consacré à la formation de biofilms par E. coli. Cependant, l•équipe m•ayant ac-

cueillie a isolée un mutant très adhérent sur les parois d•un fermenteur, lors d•une cul-

ture continue d•une souche de laboratoire K-12. Cette souche présente une mutation 

ponctuelle (ompR234) qui conduit à la surproduction des curli, ce qui favorise 

l•adhérence et la formation de biofilm. Ceci a permis d•étudier la régulation des curli 

dans une souche dont la base génétique est bien connue. 

Ce travail de thèse s•inscrit dans la continuité des travaux réalisés depuis plus de 15 ans 

par l•équipe « Biofilm et contamination des matériaux », avec une thématique élargie 
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grâce à la contribution de l•équipe « Bactéries et métaux : métabolisme, homéostasie et 

résistance », travaillant sur les résistances bactériennes aux métaux. Ainsi, les objectifs 

consistaient tout d•abord à explorer la contribution de la vie en biofilm à la survie des 

bactériesEscherichia coli K-12 productrices de curli en présence de nickel, puis à en 

étudier les régulations. La présentation des résultats est précédée d•une introduction bi-

bliographique comportant trois parties. Le premier thème se consacre à la formation de 

biofilm en présence de biocides, tels que les antibiotiques, les sels biliaires, les déter-

gents ou les métaux. La deuxième partie bibliographique rassemble les connaissances 

acquises sur les mécanismes d•adaptation aux biocides. Le troisième chapitre présente 

les curli, qui sont une des structures essentielles pour la formation du biofilm par E. coli.

Pour ce travail de thèse, il a tout d•abord fallu optimiser la production de biofilm par les 

souches d•E. coli K-12 productrices de curli. Ensuite, l•effet physiologique d•ions so-

lubles de nickel sur la survie des bactéries a été testé sur des supports inertes en polysty-

rène ou en acier. Nous avons montré que des concentrations sub-inhibitrices de nickel 

induisent une augmentation de l•épaisseur et de la densité du biofilm. L•effecteur de ce 

phénomène a été recherché, et ces travaux ont mis en évidence que cet effet ne dépen-

dait pas des modifications physico-chimiques de la surface cellulaire par le nickel, ni de 

l•activité de la seule pompe d•efflux à nickel connue d•E. coli, RcnA. Par contre, le nic-

kel à faible concentration induit l•expression des curli, ainsi que leur production. C•est 

donc via l•activation transcriptionnelle des gènes codant les curli que l•augmentation du 

biofilm par le nickel se produit. Ce travail s•est également appliqué à rechercher la na-

ture du relais gouvernant la mise en place des curli en réponse à la présence de nickel. 

Aucun des régulateurs principaux de l•expression des curli ne joue un rôle décisif. Nos 

résultats nous conduisent à suggérer que l•effet du nickel repose sur un phénomène glo-

bal de réponse au stress oxydant dont le mécanisme reste à déterminer.  
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BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre I - La formation de biofilm en présence 
de biocides 

Les biofilms sont définis comme un ensemble de cellules bactériennes adhérentes, formé 

par une seule ou plusieurs espèces microbiennes. La cohésion des bactéries en biofilms 

est assurée par des protéines adhésives (adhésines, fimbriae), et par la matrice extracel-

lulaire qui représente une part importante de la masse des biofilms (Prigent-Combaretet

al., 2000). Ces biofilms se forment sur de multiples surfaces, qu•elles soient biotiques 

(incluant les tissus humains) ou abiotiques (verre, sable, pierre, plastique, etc.) (Beloinet 

al., 2008). Les biofilms ont des applications dans de nombreux domaines bénéfiques à 

l•homme. Par exemple, la bioremédiation, c•est-à-dire le traitement par des bactéries de 

pollutions organiques ou minérales dans les effluents d•origine industrielle, est un im-

portant champ de recherche sur les biofilms. Au quotidien, l•activité métabolique des 

biofilms est mise à profit dans le traitement des eaux usées. En effet, ces communautés 

microbiennes possèdent des propriétés distinctes de celles de la phase planctonique. La 

caractéristique à l•origine de l•intérêt croissant porté aux biofilms est que les bactéries 

en biofilm peuvent devenir 10 à 1000 fois plus résistantes aux effets d•agents antimicro-

biens (notamment aux traitements antibiotiques) et aux conditions adverses de 

l•environnement, ce qui contribue à la persistance bactérienne lors d•infections chro-

niques (Harrisonet al., 2005a) ; (Harrisonet al., 2005b) ; (Mah and O•Toole, 2001). Ainsi, 

Mah et ses collaborateurs estiment que les biofilms sont associés à 65 % des infections 

nosocomiales (Mah and O•Toole, 2001). Or, dans la plupart des cas, l•augmentation des 

doses d•antibiotiques n•est pas envisageable au regard de la toxicité du composé pour le 

patient. L•intérêt médical est donc important en ce qui concerne la compréhension des 

phénomènes inhérents à la vie en biofilms, et les moyens de les prévenir plutôt que de 

les éradiquer. Les travaux récents montrent que la présence de biocides peut augmenter 

l•adhérence des bactéries et conduire à la formation de biofilm ou à un épaississement 

du biofilm déjà présent (voir la suite de ce chapitre). Ainsi, les biofilms apparaissent 



Tableau 1. Les différentes classes d•antibiotiques et leurs modes d•action 

Classe d'antibiotiques 
Antibiotiques de cette 
classe Mode d'action  

Aminoglycosides streptomycine Inhibiteurs de la synthèse protéique, suite à leur 
fixation sur la sous-unité 30S du ribosome 
bactérien qui provoque des erreurs de lecture de 
l'ARNm. 

 néomycine 
 kanamycine 
 tobramycine 
 gentamicine 
 sisomicine 
   
ß-lactamines pénicillines Inhibiteurs de la synthèse de la paroi bactérienne, 

par inhibition des enzymes de transpeptidation 
impliquées dans le pontage des chaînes 
polysaccharidiques du peptidoglycane de la paroi 
bactérienne. Activateurs des enzymes lytiques de la 
paroi. Action seulement sur les bactéries se 
multipliant activement. 

 imipénem 
 céphalosporines 
 ampicilline 
 carbénicilline 
 méthicilline 
 ticarcilline 
   
Macrolides érythromycine Se fixent sur la sous-unité 50S des ribosomes 

bactériens. Inhibiteurs de l'élongation de la chaîne 
peptidique.

 spiramycine 

   
Cyclines Tétracyclines Inhibiteurs de la synthèse protéique en empêchant 

la liaison de l'aminoacyl-ARNt à la sous-unité 30S 
du ribosome bactérien.  

 chlorotétracycline 
 doxycycline 
   
Cyclosérine cyclosérine Inhibiteur de la synthèse de la paroi bactérienne.  
   
Sulfamides sulfaméthoxazole Inhibiteurs de la synthèse de l'acide folique par 

compétition avec l'acide p-aminobenzoïque.  sulfisoxazole 
   
Quinolones acide nalidixique Inhibiteurs de l'ADN gyrase bactérienne. 

Interfèrent de ce fait avec la réplication de l'ADN, 
la transcription et d'autres activités impliquant 
l'ADN. 

 ciprofloxacine 
 norfloxacine 
 ofloxacine 
   
Rifamycines rifamycine Inhibiteurs de l'ARN polymérase bactérienne, donc 

inhibiteurs de la synthèse des ARN.  rifampicine 
   
Polypeptides bacitracine Inhibiteurs de la synthèse du peptidoglycane en 

interférant avec l'action du transporteur lipidique 
qui transfère les précurseurs de ce polymère à 
travers la membrane cellulaire.  

Phénicolés chloramphénicol Inhibiteurs de la synthèse protéique par fixation à 
la sous-unité 50S du ribosome, ce qui empêche la 
formation de la liaison peptidique par inhibition de 
la peptidyl-transférase.  

 thiamphénicol 
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comme une forme d•adaptation des bactéries aux conditions adverses rencontrées dans 

l•environnement, hypothèse de travail que nous allons détailler dans ce chapitre. 

1.1 - Les antibiotiques 

Les antibiotiques sont des molécules naturelles (ou synthétiques), produites (ou dérivées 

de ces produits) par des bactéries ou des champignons pour se défendre contre d•autres 

microorganismes. Le premier antibiotique, identifié dès la fin du XIXème siècle par Er-

nest Duchesne, fut la pénicilline. Ses propriétés furent redécouvertes par hasard en 1928 

par Sir Alexander Fleming qui s•aperçut que certaines de ses cultures bactériennes dans 

des boîtes de Petri oubliées avaient été contaminées par les expériences de son voisin de 

paillasse étudiant un champignon : le Penicillium notatum. Mais l•importance de cette 

découverte, ses implications et ses utilisations médicales ne furent comprises et élabo-

rées qu•après sa redécouverte, entre les deux grandes guerres. Les humains ont ensuite 

tiré parti de ces produits microbiens pour traiter certaines maladies infectieuses causées 

par des bactéries ou des champignons. Au-delà de cet aspect du traitement médical des 

infections bactériennes, de récentes études proposent que les antibiotiques naturels 

jouent d•autres rôles dans la complexité des interactions au sein des communautés bacté-

riennes. Ainsi, ces molécules ne seraient pas tant des armes pour se défendre ou com-

battre, mais plutôt des outils de communication entre les bactéries, ou simplement des 

rouages dans le métabolisme de leur producteur (Mlot, 2009). Or, si la formation de bio-

film est désormais décrite comme un facteur de virulence majeur, on constate 

l•accumulation de données bibliographiques indiquant que les mêmes antibiotiques utili-

sés pour combattre les infections bactériennes induisent la formation de biofilms. En ef-

fet, Linares et ses collaborateurs ont démontré que des concentrations sub-inhibitrices de 

trois antibiotiques (tobramycine, tétracycline, et norfloxacine) induisaient la formation 

de biofilm et déclenchaient l•expression de déterminants (mobilité bactérienne expres-

sion de systèmes de sécrétion, etc) qui influençaient la virulence de la bactérie patho-

gène opportuniste Pseudomonas aeruginosa (Linareset al., 2006).  

Les antibiotiques sont subdivisés en plusieurs classes, en fonction de leurs structures 

moléculaires et donc des modes d•action les caractérisant (tableau 1). Les aminoglyco-

sides sont une classe d•antibiotiques importants au niveau médical car ils sont largement 



Pseudomonas aeruginosa

Temps (h) 

E. coli

Fi 1 Eff t hé t i d l t b i P i t E liFigure 1. Effets phénotypiquesde la tobramycine sur P. aeruginosaet E. coli
A. Courbe de croissance de cultures agitées de la souche deP. aeruginosaPAO1 avec 0
(diamants pleins), 0,3 (carrés ouverts), et 0,4 (triangles pleins) µg.ml-1 de tobramycine
(CMI 1 µg.ml-1). B. Formation de biofilm induite par la tobramycine chez PAO1
cultivée dans des tubes de culture en verre (après 24h de croissance statique) visualisée
par coloration au violet cristal.C. Formation de biofilm induite par la tobramycine chez
PAO1 cultivée dans des microplaques de plastique. Notez que la formation de biofilm en
absence de drogue est plus faible sur verre (vignette B) que sur plaques de polystyrène.
L é lt t t l d 8 é li ?< é t t t t é t tif d 10Les résultats sont les moyennesde 8 répliques?< écart-type et sont représentatifs de 10
expériences indépendantes. Les astérisques indiquent une valeur deP < 0,001 comparée
à la souche PAO1 sans exposition à la drogue.D. Formation de biofilm induite par la
tobramycine chezE. coli cultivée dans des microplaques de plastique. Trois souches ont
été testées, les résultats de chaque souche étant indiqués respectivement par les
histogrammes noirs, gris ou blancs. Les résultats sont les moyennes de 8 répliques?<
écart-type. Les astérisques indiquent une valeur deP < 0,001 comparée à la souche
PAO1 sans exposition à la drogue.
(Hoffmanetal 2005)(Hoffmanetal., 2005)
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utilisés dans le traitement d•infections bactériennes chroniques du cœur, des poumons et 

du système urinaire. Un aminoglycoside, la kanamycine, et un fluoroquinolone, 

l•ofloxacine, ont démontré leur efficacité contre les cellules en biofilm, tandis que 

l•ampicilline, de la classe des ß-lactamines, ne tuait pas les cellules d•Escherichia coli

(Ito et al., 2009). En effet, les cellules des couches profondes des biofilms matures ont 

montré une résistance à l•ampicilline, tandis que les biofilms jeunes, constitués de bacté-

ries en division active, étaient sensibles à la présence de l•antibiotique. De l•ensemble 

des travaux publiés, il apparaît que la sensibilité des bactéries aux antibiotiques dépend 

beaucoup de l•âge des cellules et que la formation de biofilm répond à de faibles doses 

du composé, dites sous-inhibitrices. On peut définir la dose sous-inhibitrice comme celle 

qui n•altère pas le taux de croissance, mais qui réduit la biomasse (Hoffmanet al., 2005).  

La tobramycine, un aminoglycoside produit par la bactérie Streptomyces tenebrarius, est 

utilisée contre les infections causées par le pathogène opportuniste Pseudomonas aeru-

ginosa. Or, Hoffman et ses collaborateurs ont montré que des concentrations sub-

inhibitrices de tobramycine induisent, in vitro, la formation de biofilm chez plusieurs 

isolats cliniques de Pseudomonas aeruginosa, dans trois milieux de culture différents, et 

sur quatre surfaces abiotiques (figure 1) (Hoffmanet al., 2005). De plus, trois autres anti-

biotiques de la classe des aminoglycosides (amikacine, streptomycine, et gentamicine) 

induisent également la formation de biofilms chez ces bactéries. Des concentrations sub-

inhibitrices de tobramycine ont également induit la formation de biofilms chez trois iso-

lats cliniques d•Escherichia coli issues de trois patients atteints de bactériémie (figure 

1D) (Hoffman et al., 2005). Garey et ses collaborateurs ont montré que l•addition de 

l•antibiotique clarithromycine, de la classe des macrolides, sur des biofilms déjà matures 

de Pseudomonas aeruginosa, augmentait l•adhérence des bactéries, ainsi que la bio-

masse du biofilm, et ce, pour une souche standard ainsi que chez 44 isolats médicaux 

(Gareyet al., 2009). Ces résultats sont corroborés par ceux de Boehm et ses collaborateurs 

qui ont montré que quatre antibiotiques, représentatifs de quatre classes majeures 

d•antibiotiques et ciblant tous le ribosome bactérien, induisaient fortement les biofilms 

d•E. coli (Boehmet al., 2009). Ainsi, l•érythromycine, de la classe des macrolides, le 

chloramphénicol, qui appartient aux phénicolés, la tétracycline, faisant partie des cy-

clines, et la streptomycine qui est un aminoglycoside, entraînent, à des doses sous-

inhibitrices, une forte augmentation de la formation de biofilms chez E. coli. Les don-
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nées bibliographiques montrent que diverses classes d•antibiotiques, en concentrations 

sous-inhibitrices, induisent la formation de biofilm chez différentes bactéries. 

La formation de biofilm serait donc une réaction de défense spécifique à la présence de 

faibles concentrations d•antibiotiques. Ainsi, les antibiotiques sécrétés dans 

l•environnement par différentes souches pourraient favoriser la formation de biofilm par 

d•autres souches. En conclusion, la tobramycine semble activer une voie de signalisation 

présente à la fois chez P. aeruginosa et E. coli (Hoffmanet al., 2005). Les bases molécu-

laires de cette réponse incluraient des altérations dans le niveau de c-di-GMP. Le mono-

phosphate cyclique di-guanylique est un messager secondaire universel, qui contrôle la 

croissance bactérienne, la production des facteurs d•adhérence, et la formation de bio-

films. Cette implication du c-di-GMP, dans l•augmentation de la formation de biofilm en 

présence de concentrations sous-inhibitrices d•antibiotiques, a été vérifiée sur des bio-

films d•E. coli soumis aux antibiotiques (Hoffmanet al., 2005). 

Les antibiotiques, en concentrations supérieures à la concentration minimale inhibitrice 

(CMI ; empêchant 99 % du développement bactérien en 12 à 24 h), restent efficaces et 

n•induisent pas la formation de biofilm. Par exemple, Liaqat et ses collaborateurs ont 

montré que la tétracycline et le chloramphénicol, qui appartiennent respectivement aux 

cyclines et aux phénicolés (Tableau 1), inhibent la capacité à former du biofilm chez les 

isolats testés (Klebsiellasp.,P. aeruginosa, Achromobacter sp.,Klebsiella pneumoniae,

et Bacillus pumilis) (Liaqatet al., 2009).  

1.2 - Sels biliaires, acides, et détergents 

Des substances chimiques très diverses, ainsi que des stress physico-chimiques sont éga-

lement capables de modifier le mode de vie des bactéries. Il a été montré qu•un bref 

stress imposé par un faible pH et un stress causé par l•ajout de sels biliaires induisait 

une augmentation de l•adhérence cellulaire des E. coli enthéropathogéniques (EPEC) 

aux cellules épithéliales de l•hôte (de Jesus et al., 2005). Le même effet est observé chez 

Vibrio cholerae en réponse à la présence d•acides biliaires, indépendamment du seul ef-

fet pH. De plus, les bactéries du biofilm apparaissent plus résistantes à la toxicité des 

acides biliaires que les cellules planctoniques (Hunget al., 2006). Une étude ultérieure 
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Figure 2. Adhérencebactérienneauxsurfacesbiotiqueset abiotiques.
Comparées avec les non traitées, les bactéries en présence de sels biliaires conjugués
(BSC) ou de mélanges de sels biliaires (BSM) montrent une augmentation de leur
adhérence aux cellules HT-29 (A), et une hausse de la formation de biofilm (B). Les
données d•adhérence aux cellules HT-29 sont des ratios représentatifs de la surface
cellulaire d•HT-29 couverte par des bactéries?< écart-type. Les bactéries non traitées
adhèrent en chaînes, tandis que les bactéries traitées au BSC ou BSM adhèrent en grappe
(photographies en A). Les flèches indiquent les cellules bactériennes ; H = cellules
épithéliales de l•intestin HT-29. Les formations debiofil m (B) sont les moyennes(?<p ( ) y (
écarts-types) de cinq expériences, mesurées par les DO550 des bactéries adhérées aux
plaques de microtitration en PVC. Les cinétiques de formation du biofilm (C) montrent
que les cellules non traitées forment significativement moins de biofilm que les cellules
traitées aux sels biliaires. Les diamants représentent les cellules non-traitées, les cercles
celles traitées au BSC, et les triangles celles traitées au BSM. Les données sont exprimées
en DO550 ?<écarts-types. Les barres d•erreur sont petites et parfois non visibles.
(Pumbwe et al., 2007)
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chezBacteroides fragilis a montré que les sels biliaires augmentent l•agrégation bacté-

rienne, la formation de biofilm, et la résistance aux antimicrobiens (figure 2) (Pumbweet

al., 2007).  

Les sels biliaires déclenchent donc le même type de réaction bactérienne (regroupement 

pluricellulaire) chez trois pathogènes du tractus intestinal (E. coli enteropathogénique, 

Vibrio cholerae, et Bacteroides fragilis). De plus, la formation de ces assemblages mul-

ticellulaires bactériens (biofilms ou agrégats) s•accompagne d•une augmentation de la 

résistance aux sels biliaires. 

Le SDS (Sodium DodécylSulfate) est un détergent largement utilisé dans la composition 

des produits d•entretien ménager. Il est très toxique pour les bactéries car il endommage 

leurs membranes et protéines. Lorsqu•il n•est pas présent à des concentrations délétères, 

le SDS peut non seulement permettre la croissance des bactéries, mais en plus induire 

une augmentation de l•agrégation chez la souche PAO1 de P. aeruginosa

(Klebensbergeret al., 2007). Ces agrégats bactériens ont un taux de survie majoré envers 

le SDS. Là encore, l•agrégation bactérienne induite en présence de SDS implique la si-

gnalisation par le c-di-GMP. L•agrégation cellulaire servirait de stratégie adaptative en 

assurant la survie et la croissance de P. aeruginosa dans des environnements contenant 

des composés toxiques. 

Ainsi, des biocides aussi divers que les sels biliaires ou des détergents peuvent favoriser 

la formation de biofilm. À nouveau, il faut souligner que cette induction du biofilm par 

ces composés ne se produit qu•à des doses sous-inhibitrices.  

1.3 - Métaux

L•effet des métaux sur les biofilms a été particulièrement étudié chez les champignons 

de l•espèce Candida, chez Desulfovibrio desulfuricans, chez Pseudomonas fluorescens,

et chez E. coli. Chez des champignons comme Candida albicans et Candida tropicalis,

l•exposition à des concentrations sous-inhibitrices d•ions métalliques (chrome, cobalt, 

cuivre, argent, zinc, cadmium, mercure, plomb, arsenic) modifie la structure du biofilm 

(figure 3) (Harrisonet al., 2007b). Ainsi, la plupart des métaux diminuent la formation de 
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caractéristiques qui pourraient êtreinfluencées par lesions métalli ques.

Les ions métalliques lourds comme Zn2+ et CrO4
2- influencent la maturation des communautés de

C. tropicalis à un stade intermédiaire du développement du biofilm. Dans ces expériences, la
croissance deC. tropicaliss•est effectuée sur les picots du dispositif à biofilm de Calgary (Calgary
Biofilm Device, CBD), puis ces cultures ont été exposées aux ions Zn2+ et CrO4

2- pendant 24 h. Les
biofilms exposés ont été colorés avec le kitLive/Dead BacLight, photographiés par microscopie
laser confocale, et visualisésgrâce au logiciel amira 3.1. Les moyenneset les écarts-types deslaser confocale, et visualisésgrâce au logiciel amira 3.1. Les moyenneset les écartstypes des
densités des cellules en biofilm ont été évaluées par comptes viables (log10 CFU picot-1), et
indiqués aux endroits appropriés. (A, C, D, E, et B, F, G, H) Projections moyennes en 2D, et
rendement isosurface. (A et B) Biofilm de 48 h dans le CBD ; ce type de structure du biofilm en
dôme a été désigné pour la formation de microcoloniesde cellules de levures en biofilm. (C et F)
Biofilm de C. tropicalisde 72 h ; ce type de structure est appelé « en tranche de cake » à cause de
l•arrangement biphasique des levures et des cellules hyphales de la communauté. (D et G) Biofilm
exposé à 0,96 mM de Zn2+ pendant 24 h; cesbiofilms « plats » contiennentpeu d•hyphes et n•ontp , p ; p p yp
pas de structures en microcolonies. (E et H) Biofilm exposé à 0,27 mM de CrO4

2- pendant 24 h ;
ces biofilms « mycéliens » sont formés de masses d•hyphes attachées à la surface de polystyrène
accompagnées de quelques cellules de levure restant dans la communauté. Chaque panneau
représente une aire de 238 par 238 µm. Les cellulles vertes sont vivantes, tandis que les rouges sont
mortes.
(Harrison et al., 2007a)
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biofilm. Cependant, de faibles concentrations en CrO4
2- provoquent une augmentation de 

l•agrégation cellulaire. 

Une étude met en avant le rôle important joué par le support sur lequel les biofilms se 

développent. Ainsi, la croissance et les capacités d•adhésion de Desulfovibrio desulfuri-

cans ont été testées sur différents substrats : l•acier inoxydable, des coupons de nickel 

(pur à 99 %) et le polyméthylmetacrylate (PMMA). Il se dégage de cette expérience que 

le nickel est le plus favorable à l•adhérence, et que la présence de nickel augmente glo-

balement le taux de croissance de la bactérie (Lopeset al., 2005). Il ne s•agirait donc pas 

dans ce cas d•un changement de mode de vie, mais d•une stimulation globale de la crois-

sance.  

Certains métaux peuvent augmenter l•adhérence cellulaire. Chez Pseudomonas fluores-

cens, l•exposition des cellules à du cadmium avant leur attachement induit une augmen-

tation de leur adhérence, à la différence du zinc. L•effet du cadmium sur l•adhérence 

semble consécutif à des modifications de la surface bactérienne (McEldowney, 1994).  

Outre un effet sur les propriétés de surface1 (cas du cadmium chez P. fluorescens), 

l•effet des métaux sur l•adhérence cellulaire pourrait être contrôlé directement au niveau 

de la production des facteurs d•adhérence. Ainsi le zinc, à des concentrations sous-

inhibitrices, provoque une diminution de l•expression de protéines facteurs de virulence 

chez des E. coli entéropathogéniques (EPEC), et réduit leur adhérence aux cultures de 

tissu (Craneet al., 2007).  

Les métaux jouent un rôle important pour de nombreux microorganismes dans 

l•adhérence et la formation des biofilms, mais ce rôle dépend de la nature et surtout de la 

concentration du métal analysé. Si une grande quantité d•études est consacrée à l•action 

des antibiotiques sur les biofilms en raison des enjeux médicaux, l•effet des métaux tel 

que le nickel est encore peu documenté. Mon travail de thèse a donc été consacré à la 

caractérisation de l•effet du nickel sur le mode de vie d•E. coli.

1
Ici, le terme de surface s•entend au sens biologique. En physique, on ne peut pas définir de surface pour des parti-

cules molles comme les bactéries, mais le terme étant largement utilisé par les biologistes, il sera employé dans ce 

texte. 
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1.4 - Régulation de la réponse aux biocides : le stress oxydant comme  
« nœud central » ?  

Les biocides impliqués dans l•augmentation de la formation du biofilm sont de nature 

chimique très diverse (antibiotiques, métaux, acides ou sels biliaires, détergentsƒ), 

mais ils pourraient partager une même propriété, celle de générer un stress oxydatif. Le 

stress oxydatif est causé par l•exposition à des agents oxydants (comprenant trois es-

pèces majeures : anion superoxyde, peroxyde d•hydrogène, radical hydroxyle) qui pos-

sèdent un large spectre d•effets toxiques sur les cellules via les dommages infligés aux 

protéines, acides nucléiques et membranes (Storz and Imlay, 1999). La figure 4 schématise 

les différents acteurs de cette voie (Storz and Imlay, 1999), (D•Autréaux and Toledano, 2007).  

Les bactéries exposées à différents antibiotiques subissent un stress oxydatif et doivent 

faire face à l•accumulation d•agents oxydants. Des souches de Staphylococcus aureus, et 

E. coli sensibles au chloramphénicol, et incubées avec cet antibiotique, subissent un 

stress oxydant avec une augmentation d•anion superoxyde (Albesaet al., 2004). Des 

souches de S. aureus, E. coli et Enterococcus faecalis, sensibles à la ciprofloxacine, ma-

nifestent du stress oxydant lorsqu•elles sont incubées avec cet antibiotique (Albesaet al.,

2004). Une étude récente a démontré expérimentalement que la létalité des antibiotiques 

faisait suite au stress oxydatif et à l•accumulation de composés oxydants lors de 

l•exposition à la drogue. Des mutants pour des gènes de stress oxydant ont été cultivés 

en présence de divers antibiotiques et leur létalité a été comparée à celle de cultures non 

traitées. Il apparaît que l•absence des deux gènes sodA et sodB, codant des superoxydes 

dismutases (SOD), réduisait la létalité en présence de norfloxacine ; ceci indique que la 

conversion des anions superoxydes en peroxydes d•hydrogène contribue à la létalité par 

cette quinolone (figure 5) (Wang and Zhao, 2009). Les mutants déficients pour katG, une 

catalase, sont plus sensibles à la norfloxacine que leurs souches parentales ; ceci montre 

que la détoxification des peroxydes en eau réduit habituellement la létalité par cette qui-

nolone. Les résultats des autres mutants sont présentés sur la figure 5. Ces données con-

firment que les antibiotiques induisent un stress oxydant chez les bactéries, en augmen-

tant la production de dérivés réactifs de l•oxygène (DRO).
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Figure 5. Schéma représentant la voie par laquelle le stress antimicrobien
bactéricide module les dommages oxydatifs létaux.

Le stress létal faisant suite à une traitement antimicrobien entraîne un déséquilibre rédox
indéfini, comme les superoxydes intracellulaires qui s•accumulent (étapea). Lors de la
conversion en peroxyde d•hydrogène par les dismutases (étapeb), les radicaux hydroxyles
sontgénérésà partir desniveauxélevésdeperoxyded•hydrogènevia la réactiondeFentonsontgénérésà partir desniveauxélevésdeperoxyded hydrogènevia la réactiondeFenton
(étapec). Les radicaux hydroxyles entraînent la mort cellulaire (étaped). Le peroxyde
d•hydrogène est normalement décomposé/détoxifié par une catalase/peroxydase (étapee).
La suppression de la génération de peroxyde, par une déficience desodAet sodBensemble,
protègent les cellules de la létalité antimicrobienne, tandis que l•inhibition de la
détoxification du peroxyde via des déficiences sur la catalasekatG (dans le cas de la
norfloxacine) ou sur l• alkyl-hydroperoxyde-réductaseahpC, appartenant aux
peroxyrédoxines à 2 cystéines (dans le cas de l•ampicilline et de la kanamycine) accroît la
mort cellulaire. Le chélateur de fer bipyridyle, qui inhibe la réaction de Fenton, et lapy y q
thiourée, un puissant récupérateur de radicaux hydroxyles, protègent tous les deux les
cellules de la mort.
(Wang and Zhao, 2009)
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Les métaux sont toxiques pour les bactéries via plusieurs mécanismes biochimiques, qui 

peuvent être regroupés en cinq catégories majeures (Harrisonet al., 2007a). (1) Certains 

métaux (Ni, Cd, etc) peuvent se lier à des protéines à la place d•ions inorganiques essen-

tiels, ce qui altère la fonction biologique de la molécule cible. (2) Certains métaux (Se, 

Ag, Cu, etc) peuvent participer à de nombreuses réactions impliquant des thiols et des 

disulphides, ce qui conduit à la destruction de la fonction biologique de protéines conte-

nant des groupes S sensibles. Cela peut également affecter le repliement des protéines, 

ou la liaison d•enzymes à leurs co-facteurs. Ces réactions requièrent et produisent le 

plus souvent des DRO. (3) Certains métaux de transition (Cu, Fe, Mn, Co, etc) peuvent 

participer à des réactions catalytiques, nommées réactions de Fenton, qui produisent des 

DRO (figure 4). (4) L•entrée de métaux toxiques dans la cellule via des transporteurs 

peut interférer avec le transport normal de substrats essentiels, en raison d•inhibition 

compétitive. (5) Certains métaux (Mo, etc) sont réduits par des oxydoréductases, qui si-

phonent directement des électrons à partir de la chaîne respiratoire, détruisant ainsi la 

force proton motrice des membranes cellulaires ; or, cette force proton motrice est utili-

sée par les bactéries pour synthétiser de l•ATP, et pour réguler la concentration cellu-

laire de certains ions comme le sodium. 

Les métaux lourds peuvent ainsi avoir une action toxique sur les bactéries, via 

l•induction du stress oxydant, en interférant notamment avec le repliement des protéines 

(Mogilnayaet al., 2005). Ainsi, le cadmium, le nickel et le mercure induisent la produc-

tion d•espèces réactives de l•oxygène (Stohs and Bagchi, 1995). L•analyse de profils 

d•expression génétique a suggéré que chez P. aeruginosa, la présence de cuivre induisait 

une réponse au stress oxydant, probablement due à la participation du cuivre dans la 

réaction de Fenton (Teitzelet al., 2006). Comme le cuivre catalyse la conversion du pe-

roxyde d•hydrogène en radicaux hydroxyles in vitro, il a été proposé que la toxicité du 

cuivre serait majoritairement due aux dommages oxydatifs sur l•ADN. Cependant, une 

étude récente, utilisant la spectroscopie à résonance paramagnétique électronique (EPR), 

suggère que la majorité du cuivre pouvant oxyder le peroxyde d•hydrogène se trouve lo-

calisée dans le périplasme ; ainsi, la plus grande part de la formation de radicaux hy-

droxyles par l•intermédiaire du cuivre se produit dans ce compartiment, loin de l•ADN. 

De plus, le cuivre ne semble pas catalyser de dommages oxydatifs significatifs à l•ADN 

in vivo ; les auteurs suggèrent donc que la toxicité du cuivre repose sur un mécanisme 

différent (Macomberet al., 2007).  
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En conclusion, et même si le stress oxydatif ne rend pas compte de l•action de tous les 

métaux (cf cas du cuivre), l•hypothèse d•une réaction de stress oxydant commune à tous 

les biocides est séduisante et susceptible d•être testée expérimentalement (figure 5) 

(Wang and Zhao, 2009). En particulier, l•existence d•une réponse au stress oxydant lorsque 

les bactéries E. coli établissent un biofilm en présence de nickel a été explorée durant 

mon travail de thèse.   
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Figure 6. Mortalité du biofilm par des antimicrobiens.

La survie microbienne en biofilms est dépendante du temps et de la dose d•antimicrobiens
(antibiotiques, métaux, etc) à laquelle ces communautés sont exposées. Ce phénomène est
biphasique : la plupart de la population bactérienne est rapidement tuée par de faibles
concentrations d•antimicrobien. Cependant, une portion conséquente du biofilm est capable
d t f t lét d d é t d t ti dé t ll ide supporter cesfacteurslétaux pour desdurées et des concentrationsdépassant celles qui
sont létales pour les cellules planctoniques correspondantes.
CMB : concentration bactéricide minimum ; CMI : concentration inhibitrice minimum.
(d•après Harrison et al., 2007b)
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Chapitre II - Mécanismes d’adaptation aux 
biocides

Les bactéries ont développé divers mécanismes pour survivre à la présence d•agents an-

timicrobiens. Dans une première partie seront présentés les mécanismes généraux 

d•adaptation de la bactérie aux biocides, que la bactérie soit libre dans le milieu ou éta-

blie au sein d•un biofilm. Dans une deuxième partie, les mécanismes propres au mode de 

vie en biofilm seront décrits. Avant tout, il est nécessaire de définir deux termes dont 

l•emploi fait souvent débat : « résistance » et « tolérance ». Selon Harrison, la résistance 

est la capacité d•un microorganisme à poursuivre sa croissance en présence d•un biocide 

(Harrisonet al., 2007b). La résistance doit être distinguée de la tolérance qui correspond à 

la capacité du microorganisme à survivre. Ainsi, des cellules tolérantes à un biocide ne 

présentent pas de croissance en présence du composé, mais ne meurent pas non plus 

(Keren et al., 2004). Ces termes permettent de décrire avec plus de précision les phéno-

mènes observés en présence de concentrations croissantes de biocides (figure 6) 

(Harrisonet al., 2007b).  

L•étude des phénomènes de résistance et tolérance aux biocides est compliquée par 

l•existence de mécanismes de multi-résistances et multi-tolérances soit aux métaux, soit 

aux antibiotiques. D•ailleurs, plusieurs études mettent en avant le rôle de contaminations 

métalliques dans la sélection de la prolifération de résistances aux antibiotiques. Ainsi, 

l•exposition aux métaux peut résulter en la co-sélection de bactéries tolérantes aux mé-

taux et tolérantes aux antibiotiques, selon le gradient de contamination métallique 

(Wright et al., 2006). Ces mécanismes de co-sélection incluent la co-résistance (des dé-

terminants de la résistance différents, présents sur le même élément génétique), et la ré-

sistance croisée (le même déterminant génétique, responsable des résistances aux anti-

biotiques et aux métaux) (Baker-Austinet al., 2006). Ces phénomènes ont de lourdes 

conséquences pour la lutte contre les infections microbiennes. Les mécanismes qui per-

mettent à la bactérie de résister et de tolérer la présence de multiples composés biocides 

non apparentés chimiquement ou structurellement sont nombreux et protéiformes et font 

l•objet de ce chapitre bibliographique.
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Figure 7. Comparaison schématique des cinq familles de pompes d•efflux.

MATE : multidrug and toxic compound extrusion,extrusion des composés
toxiques et multidrogues ; MFS :major facilitator superfamily, superfamille
de facilitateurs majeurs ; SMR :staphylococcal multiresistance,
multirésistance des Staphylocoques ; RND :resistance nodulation division,
résistance nodulation et division ; ABC :ATP binding cassette, cassette de
fixation del•ATP (AdénosineTriPhosphate)fixation del ATP (AdénosineTriPhosphate).
(Piddock, 2006)
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2.1 - Mécanismes généraux d’adaptation aux biocides  

2.1.1 - Systèmes d’efflux 

Les systèmes d•efflux sont des systèmes de transport actif permettant de diminuer la 

concentration intracellulaire de certains composés. Les systèmes d•efflux ont été classés 

en différentes familles, suivant leurs fonctionnements (figure 7) (Piddock, 2006). Chez E.

coli, 591 gènes, soit 13 % du génome, codent pour des protéines de transport de petites 

molécules. Une partie de ces gènes code pour des protéines assurant l•efflux de petites 

molécules (Wright, 2007). Certains de ces systèmes d•efflux, comme AcrAB/TolC, sont 

peu spécifiques. D•autres sont hautement spécifiques et ne sont mis en place qu•en ré-

ponse à la présence des composés qu•ils transportent. Par exemple, la pompe d•efflux 

TetA transporte spécifiquement l•antibiotique tétracycline à l•extérieur de la bactérie. 

L•expression du gène tetA est régulée négativement par TetR, un régulateur de gène ré-

pondant à la présence de tétracycline, qui contrôle rigoureusement l•expression de la 

pompe d•efflux (Ramoset al., 2005).

Les systèmes d•efflux existent pour une variété de molécules, allant des antibiotiques 

aux métaux lourds. Parmi les systèmes d•efflux spécifiques, on peut citer la pompe 

d•efflux RcnA (anciennement YohM) chez E. coli, qui est spécifiquement induite par les 

ions nickel ou cobalt, mais pas par le zinc ou le cadmium, et qui augmente la résistance 

au nickel et cobalt chez cette bactérie (Rodrigueet al., 2005). Nies propose une revue sur 

la résistance aux métaux lourds par des systèmes d•efflux chez les procaryotes : la 

grande majorité de ces pompes appartiennent aux familles représentées sur la figure 7 

(Nies, 2003). La spécificité est soit restreinte à un métal, soit plus large et peut alors con-

cerner 3-4 métaux. Mais encore récemment, de nouveaux systèmes d•efflux sont décou-

verts, comme cette pompe d•efflux à plusieurs antibiotiques identifiée par Zhang et ses 

collaborateurs en 2008 (Zhang and Mah, 2008).  

2.1.2 - Séquestration du composé 

ChezRalstonia metallidurans, une fois que les ions Pb2+ sont entrés dans la cellule, une 

protéine intracellulaire nommée PbrD fixe l•ion Pb2+, et le séquestre à l•intérieur de la 

bactérie (Silver and Phung, 2005). Chez Staphylococcus aureus contenant un plasmide de 

résistance au plomb, des précipités de phosphates de plomb se forment en intracellulaire 
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(Levinsonet al., 1996). Ce phénomène de séquestration peut également s•appliquer aux 

antibiotiques de la classe des aminoglycosides qui sont chargés positivement. La mem-

brane externe ou l•enveloppe peuvent aussi fixer de manière non spécifique les métaux, 

mais ceci n•offre qu•une protection limitée car les sites de fixation sont vite saturés. Ce 

système de séquestration des composés toxiques en intra- ou en extracellulaire permet 

d•éviter leur interférence avec les processus métaboliques sensibles (Harrisonet al.,

2007a).  

2.1.3 - Réduction de la perméabilité membranaire 

Des altérations de la paroi ou de la membrane cellulaire permettent l•exclusion des mé-

taux par la barrière de perméabilité membranaire. Ce mécanisme est une tentative du 

microorganisme pour protéger ses composants cellulaires essentiels qui peuvent être 

sensibles à la présence de métaux (Bruinset al., 2000). Bien qu•une diminution de la per-

méabilité membranaire soit préjudiciable à la croissance bactérienne car l•entrée de nu-

triments est également réduite, des mutants de porines ont été trouvés chez certaines es-

pèces d•Entérobactéries (Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes). Les porines 

sont des protéines qui forment, dans la membrane externe des bactéries à Gram-négatif, 

des canaux de diffusion non spécifiques permettant l•entrée de la plupart des antibio-

tiques utilisés. Des mutations dans les séquences codantes de porines ont également été 

rapportées, ce qui réduirait le taux de perméabilité envers les volumineuses ß-

lactamines, sans affecter celui des nutriments plus petits (Achouaket al., 2001).  

Des bactéries comme Haemophilius influenzae peuvent devenir résistantes à 

l•antibiotique chloramphénicol en devenant imperméables à la drogue, suite à la perte 

d•une protéine de la membrane externe (Liaqatet al., 2009) ; (Burnset al., 1985).  

2.1.4 - Altération enzymatique du biocide vers une forme moins toxique 

Ce mécanisme de résistance est assez commun, et concerne plusieurs antibiotiques 

d•origine naturelle, comme les aminoglycosides (kanamycine, tobramycine, amikacine), 

qui sont inactivés par la phosphorylation enzymatique, l•acétylation ou l•adénylation. Ce 

mécanisme de résistance se rencontre également pour les antibiotiques ß-lactamines (pé-

nicillines, céphalosporines, et carbapénèmes comme l•imipénème), qui sont inactivés par 

l•hydrolyse enzymatique menées par les ß-lactamases (figure 8), habituellement dans le 

périplasme (Nikaido, 2009). De même, les bactéries (Salmonella Typhimurium, Shigella



Mécanisme de résistance Ions métalliques Antibiotiques 

Tableau 2. Ions métalliques et antibiotiques selon le mécanisme de résistance
utilisé par les bactéries pour les contrer.

Abbréviations : ß-lact, ß-lactamases ; Cip, ciprofloxacine ; Cm, Chloramphénicol ; CouA,
coumermycine ; Rif, rifampicine ; Tet, tétracycline ; Trim, trimethoprime.
(d•après Baker-Austin2006)

Réduction de la perméabilité membranaire Ag, As, Co, Cu, 

Mn, Zn 

Cm, Cip, ß-lact, 

Tet 

Inactivation et/ou modification du composé As, Hg ß-lact, Cm 

Systèmes d•efflux As, Cd, Co, Cu, Ni, 

Cd 

Cm, ß-lact, Tet 

Réduction de la sensibilité des cibles cellulaires Cu, Hg, Zn Cip, ß-lact, Trim, 

Rif

Séquestration du composé Cd, Cu, Zn CouA 
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sp) peuvent devenir résistantes à l•antibiotique chloramphénicol en produisant une en-

zyme inactivatrice, la chloramphénicol acetyltransférase, codée par le gène cat (Liaqatet 

al., 2009). La détoxification enzymatique peut également s•appliquer à des métaux. 

L•exemple le plus connu est celui de la résistance au mercure par des enzymes le rédui-

sant, que l•on rencontre aussi bien chez des bactéries à Gram-positif qu•à Gram-négatif 

(Bruins et al., 2000). Ces résistances sont portées sur des éléments mobiles du génome 

comme les plasmides, ce qui peut entraîner des résistances croisées avec d•autres anti-

microbiens.  

2.1.5 - Réduction de la sensibilité de la cible cellulaire 

Les bactéries peuvent devenir résistantes grâce à des mutations qui rendent la protéine 

cible moins sensible à l•agent antimicrobien. Ainsi, la résistance à l•antibiotique fluoro-

quinolone est principalement (mais pas exclusivement) due à des mutations dans les en-

zymes cibles, les ADN topoisomérases (Hooper, 2001). Un autre exemple de modifica-

tion de la sensibilité de la cible cellulaire est rencontré lorsque de forts niveaux de 

streptomycines conduisent des souches d•E. coli de laboratoire à développer des résis-

tances. Ces dernières sont généralement le résultat d•une mutation sur l•une des pro-

téines ribosomales (RpsL) (Hooper, 2001).  

2.1.6 - Au niveau de la population : persister cells

Les cellules persistantes, ou persisteurs, sont définies comme des bactéries qui n•ont pas 

de croissance, ni ne meurent, en présence d•agents antimicrobiens. Cet état physiolo-

gique particulier a été découvert en 1944 par Bigger (Bigger, 1944), et reste mal compris. 

Ces persisteurs manifestent une tolérance à de multiples drogues (MDT pour multidrug 

tolerance). Ce phénotype est donc un mécanisme de survie lors de conditions adverses. 

Les persisteurs sont différents des mutants résistants aux antibiotiques dans le sens où 

leur tolérance envers les antibiotiques est non-héritable et réversible (Jayaraman, 2008).

Les persisteurs forment une petite sous-population de bactéries tolérantes qui survivent à 

la présence de biocide. Elles peuvent revenir à leur phénotype initial et croître à nou-

veau, les cellules résultantes présentant alors une sensibilité normale envers les biocides. 

Selon Lewis et ses collaborateurs, le nombre de persisteurs au sein d•une population 

bactérienne en croissance augmente en milieu de phase exponentielle pour atteindre un 

maximum entre 1 et 10 % de la population totale en phase stationnaire de croissance 



Biofilm détaché 

Formation du
voile chimique

Microcolonies Biofilm mature

Figure 9. Cinétique de formation d•un biofilm.
L•adhésion primaire des bactéries au support est consécutive à la formation d•un voile
chimique en surface du substrat. Le milieu environnant et les conditions physico-chimiques
peuvent en effet modifier les propriétés de surface du substrat et le rendre plus ou moins
attirant pour les bactéries. C•est cet ensemble de processus précédant toute adhésion
bactérienne qui est majoritairement visé par les techniques anti-dépôts biologiques (anti-
biofouling) dont les applications directes sont par exemple des peintures pour bateaux
limi tant le développement desbiofilmsaquatiquesen surfacedescoquesdesnavires.ta t e déve oppe e tdesb o saquat quese su acedescoquesdes av es.

Une fois que ce voile chimique est formé, les bactéries planctoniques présentes dans
l•environnement peuvent se fixer au support. Dans un premier temps, cette adhésion primaire
est réversible, et les bactéries ont la capacité de se détacher du support pour revenir au stade
planctonique. Puis cette adhésion devient irréversible car ce passage d•une vie libre
(planctonique) à une vie fixée entraîne de nombreuses modifications de l•expression
génétique bactérienne qui mènent à des modifications phénotypiques. À ce stade, les
bactéries fixées perdent certaines de leursstructures de mobilité (flagelle notamment) pour
produire des facteurs d•adhérence comme les curli, les pili , etc. Ainsi, la multiplication dep , p , , p
ces bactéries fixées conduit à la formation de microcolonies. Les bactéries de ces colonies
vont alors développer une matrice d•exopolysaccharides (EPS) qui leur offrira une protection
contre divers stress environnementaux (déshydratation, limitation nutritionnelle, présence
d•antimicrobiens, etc.).

La multiplication des colonies conduit à la formation de biofilms structurés matures. Des
canaux formés par la structuration en trois dimensions vont permettre au milieu liquide
environnant de circuler et d•apporter les nutriments à une plus grande surface du biofilm.
Suivant la puissance et les perturbations du flux liquide environnant, depetits amas dep p q p
bactéries peuvent se détacher du biofilm mature et se trouver entraînés ailleurs. En fonction
des conditions environnementales, ces amas peuvent se disloquer et les bactéries les
composant peuvent aller coloniser d•autres surfaces et y créer de nouveaux biofilms.
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(étude effectuée chez P. aeruginosa) (Lewis, 2005). Une étude sur la tolérance à des 

oxyanions métalliques de populations (planctonique et biofilm) d•E. coli et P. aerugino-

sa estime que moins de 1 % de ces populations serait une population de persisteurs 

(Harrisonet al., 2005a), (Harrisonet al., 2005c). 

Une autre forme de cellules bactériennes tolérantes a été décrite dès 1935 par Emmy 

Klieneberger, de l•institut Lister, appelée forme L (Gloveret al., 2009). Ces formes L se 

rencontrent chez une variété de bactéries, comme Staphylococcus aureus, E. coli, Liste-

ria monocytogenes, Bacilus subtilis, etc. Les formes L de ces bactéries se formeraient en 

conséquence de divers stress, comme ceux afffectant l•enveloppe, ou suite à la présence 

d•antibiotiques. La formation et la survie des formes L impliquent des modifications de 

l•expression génétique de nombreuses voies physiologiques : réparations de l•ADN, 

pompes d•efflux multidrogues, homéostasie du fer. Actuellement, le lien entre cellules 

persistantes et forme L fait débat.  

Le tableau 2 présente quelques métaux et antibiotiques selon le mécanisme de résistance 

utilisé par les bactéries pour les contrer. 

2.2 - Mécanismes d’adaptation aux biocides spécifiques à la vie en 
biofilm  

La figure 9 rappelle tout d•abord la cinétique de formation d•un biofilm. Les bactéries en bio-

film ont développé des mécanismes de résistance aux biocides particuliers à ce mode de vie 

(Stewart, 2002). Ces mécanismes peuvent être regroupés en quatre grandes catégories (figure 

10) (Chamblesset al., 2006). (1) La première comprend les mécanismes liés à la présence d•une 

matrice extracellulaire abondante et de composition complexe, qui va perturber la circulation 

du biocide. (2) La deuxième correspond à la création de gradients physico-chimiques par la 

topologie du biofilm qui entraînent (3) l•apparition de sous-populations cellulaires quies-

centes. (4) La dernière catégorie regroupe les mécanismes d•adaptation physiologique au 

stress et correspond à un gain de fonction de l•une des six fonctions  décrites dans le para-

graphe précédent. Ces mécanismes d•adaptation aux biocides, spécifiques aux cellules en bio-

film, seront maintenant détaillés.  



Pénétration
lente Réponse au stress

Micro-environnement
altéré

Persisteurs

Figure 10. Quatre mécanismes de résistance en biofilm.

Le schéma est une coupe transversale d•un biofilm avec le support d•attachement (gris)
en bas, et la phase aqueuse contenant les composés antimicrobiens (jaune) au-dessus.
Dans les zones où les nutriments sont en limitation (rose), l•action des antibiotiques peut
être contrariée. Des bactéries du biofilm peuvent activer les réponses au stress (vert),

lente altéré

tandis que d•autres vont se différencier en cellules persistantes, ou persisteurs (violet).
(Chambless et al., 2006)
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2.2.1 - Barrière de diffusion par composition et épaisseur de la matrice 

extracellulaire 

Drenkard passe en revue des études sur la limitation du transport de biocides et son rôle 

dans la résistance des biofilms (Drenkard, 2003). Pour certains composés, la matrice 

d•exopolysaccharides (EPS) peut représenter une barrière initiale, retardant alors la pé-

nétration de l•agent antimicrobien (Mah and O•Toole, 2001). La distribution spatiale du 

cuivre a été déterminée au sein de biofilms d’E. coli grâce à un système de microscopie 

(Hu et al., 2007). Cette expérience a montré que la formation de biofilm, et notamment la 

présence d•une matrice d•EPS importante peut conférer une résistance transitoire en re-

tardant la diffusion du métal et en réduisant l•exposition au métal pour les cellules à 

l•intérieur du biofilm. Ce phénomène de barrière de diffusion constitue une part de la ré-

sistance aux biocides observée en biofilms, mais la matrice n•étant pas imperméable, ce 

n•est qu•une question de temps avant que les cellules fixées soient elles aussi en contact 

avec les biocides. En effet, Stone et ses collaborateurs ont développé une méthode per-

mettant de visualiser par fluorescence la répartition des cellules en biofilm exposées à la 

tétracycline chez une souche d•E. coli uropathogénique (Stoneet al., 2002). Cette étude 

montre que sur des biofilms de 24 et 48 h, cet antibiotique pénètre en quelques minutes 

jusqu•aux cellules fixées au support, et que toutes les cellules sont exposées au biocide. 

Ce phénomène de diffusion retardée laisse sans doute plus de temps aux cellules pour 

s•adapter, mais n•explique pas de façon satisfaisante pourquoi les cellules en biofilm 

demeurent plus résistantes à la tétracycline.  

2.2.2 - Apparition de gradients de nutriments et d’oxygène dans le biofilm 

Les différences de densités bactériennes dans le biofilm déterminent des gradients de 

nutriments et de disponibilité en oxygène au sein de la structure du biofilm (figure 11 (de

Beer et al., 1994)), (Chamblesset al., 2006), (del Pozo and Patel, 2007). En conséquence, les 

bactéries situées à la périphérie du biofilm ont plus facilement accès aux nutriments et à 

l•oxygène que les bactéries situées dans les couches plus profondes du biofilm. Ces dif-

férences de disponibilité en nutriments et oxygène au sein du biofilm induisent des dif-

férences dans l•activité métabolique parmi les bactéries, résultant en une certaine hété-

rogénéité de la population. Or la majorité des antibiotiques cible prioritairement les 

cellules actives métaboliquement, donc l•hétérogénéité métabolique des bactéries en 



Figure 11. Présence d•un gradient d•oxygène au sein du biofilm.

L bi fil f é i è b é i L l l l bi filLe biofilm est formé par trois espècesbactériennes.Le support sur lequel le biofilm se
développe est en bas, et le milieu aqueux au-dessus. Les lignes de niveaux marquant les
concentrations en oxygène ont été schématisées suite aux mesures effectuées par la
technologie de microélectrode. Les flèches noires indiquent la direction des flux locaux
d•oxygène. (Beer et al., 1994)
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biofilm pourrait conduire les cellules les moins actives à mieux tolérer la présence de 

l•agent antimicrobien (Chamblesset al., 2006).  

2.2.3 - Métabolisme particulier  

Des similitudes importantes existent entre l•état des bactéries en phase stationnaire et 

celui des bactéries en biofilm. La formation de biofilm, ainsi que le passage d•une crois-

sance exponentielle à un ralentissement voir un arrêt de la croissance, s•accompagnent 

généralement d•une augmentation de la résistance aux conditions adverses. Un grand 

nombre de gènes voient ainsi leur expression soit diminuer, soit augmenter. Les bacté-

ries en biofilm peuvent alors développer un métabolisme particulier, dont peut résulter 

un gain de fonction de l•un des six mécanismes généraux d•adaptation aux biocides.  

�¾ Métabolisme ralenti de type « phase stationnaire » 

Les études transcriptomiques et protéomiques indiquent que les cellules en biofilm sont 

dans un état physiologique qui ressemble à celui qu•atteignent les cellules planctoniques 

en phase stationnaire mais sans y correspondre parfaitement (Beloin and Ghigo, 2005). 

D•après de récentes études, il semblerait que l•un des régulateurs centraux de cette aug-

mentation de la résistance des cellules en biofilm soit le facteur sigma RpoS (Mah and 

O•Toole, 2001). En effet, RpoS régule tout un ensemble de systèmes métaboliques impor-

tants, et l•expression de rpoS est liée à une réponse générale au stress. Or les bactéries 

qui croissent à de fortes densités cellulaires subissent une réponse générale au stress, et 

RpoS se trouve ainsi induit par la densité cellulaire élevée. Les bactéries en biofilm se 

retrouvant dans une situation où la densité cellulaire est importante, on peut s•attendre à 

une hausse de l•expression de rpoS dans ces cellules. Un autre lien entre RpoS et les 

biofilms a été identifié : des mutants d•E. coli pour le gène rpoS sont incapables de for-

mer des biofilms normaux, tandis que les cellules planctoniques ne sont apparemment 

pas affectées par l•absence de ce facteur sigma (Adams and McLean, 1999).  

Ito et ses collaborateurs ont montré qu•au cours de la formation de biofilm chez des cul-

tures d•E. coli, 129 gènes voyaient leur expression diminuer, et 199 gènes voyaient leur 

expression augmenter (Itoet al., 2009). Les gènes dont l•expression diminuaient au cours 

de la formation du biofilm (de la phase d•attachement à celle de maturation) concernent 

les activités métaboliques et la croissance cellulaire, ainsi que la synthèse des flagelles. 

Ce groupe comprend 33 gènes régulés négativement par rpoS. Le niveau d•expression de 
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ces gènes diminue avec l•augmentation de l•expression de rpoS durant la formation de 

biofilm. Les gènes dont l•expression augmente au cours de la formation du biofilm con-

cernent des gènes impliqués dans : le métabolisme, le catabolisme des composés carbo-

nés, et concernant des protéines régulatrices (Itoet al., 2009). Ainsi, les cellules en bio-

film mature restent métaboliquement actives mais ne subissent plus de divisions 

cellulaires. Parmi ce groupe, on retrouve 39 gènes régulés positivement par rpoS, dont 

des gènes impliqués dans : le métabolisme énergétique, la respiration anaérobie, des sys-

tèmes de résistance à de multiples drogues (comme les pompes d•efflux), des protéines 

de transport, des protéines de choc thermique, un inhibiteur de la croissance (Itoet al.,

2009). Ainsi, l•augmentation de l•expression de rpoS lors de la formation de biofilm 

conduit à une hausse de la résistance bactérienne aux biocides pour ces cellules.

�¾ Gain de fonction 

Bacteroides fragilis, lors de l•exposition à des sels biliaires, surproduit des fimbriae, et 

montre une augmentation de l•expression des gènes codant des pompes d•efflux et du 

gène codant une protéine majeure de la membrane externe, OmpA (Pumbweet al., 2007).  

Une nouvelle pompe d•efflux a ainsi été découverte lors de l•étude de biofilms de P. ae-

ruginosa. Son rôle serait essentiel lors de la résistance spécifique à plusieurs antibio-

tiques (tobramycine, gentamicine, et ciprofloxacine) (Zhang and Mah, 2008). Ce système 

d•efflux est plus fortement exprimé en biofilm que dans les cellules planctoniques.  

�¾ Cellules persistantes 

Spoering et Lewis ont démontré que des biofilms de P. aeruginosa n•étaient pas plus ré-

sistants que les cellules planctoniques face à des agents antimicrobiens, car ils ne crois-

saient pas ; cependant, ces biofilms manifestent une certaine tolérance, due à 

l•apparition de cellules persistantes (Spoering and Lewis, 2001).  

Une modélisation mathématique suggère que le nombre de cellules persistantes s•accroît 

dans le biofilm, en s•accumulant dans les zones de limitations nutritionnelles (Roberts

and Stewart, 2005). Dans ces régions, les cellules normales ne peuvent plus croître, mais 

elles se convertissent lentement au stade de persisteurs. Présents en de faibles nombres 

dans les cultures en croissance, le modèle prédit que les persisteurs s•accumulent en 

conditions de croissance lente, par exemple lors de la phase stationnaire. Lors d•un trai-

tement par les antibiotiques, les bactéries proches de la surface du biofilm sont tuées, 

tandis que les persisteurs des profondeurs du biofilm survivent. Les bactéries tolérantes 
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Figure 12. Modèle de la résistance en biofilm résultant de la survie des cellules
persistantes.

Le traitement initial avec un antibiotique tue les cellules planctoniques et la majorité des
cellules en biofilm. Le système immunitaire de l•hôte tue les cellules persistantes
planctoniques, mais les persisteurs du biofilm sont protégés des défenses de l•hôte par la

en antibiotique

matrice d•exopolysaccharides. Après la chute de la concentration en antibiotique, les cellules
persistantes ressuscitent le biofilm et l•on observe une recrudescence de l•infection. (d•après
Lewis, 2005)
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de cette petite sous-population, qui survivent à l•exposition aux antibiotiques ou aux mé-

taux (cobalt, nickel, cuivre, zinc, aluminium et plomb), peuvent revenir à leur phénotype 

initial et redonner naissance à des cultures planctoniques et des biofilms, où les cellules 

présentent une sensibilité normale envers les métaux (figure 12) (Harrisonet al., 2005c). 

Ces persisteurs sont d•importance car ils semblent être responsables de nombreuses in-

fections récalcitrantes causées par des biofilms bactériens.  

Une étude récente a montré que l•ampicilline, de la classe des ß-lactamines, ne tuait pas 

toutes les cellules d•Escherichia coli en biofilms (Itoet al., 2009). En effet, les cellules 

des couches profondes des biofilms matures ont montré une tolérance à l•ampicilline, 

tandis que les biofilms jeunes étaient sensibles à la présence de l•antibiotique. Cette to-

lérance à l•ampicilline serait due à l•émergence de sous-populations tolérantes dans les 

biofilms matures, qui resteraient en vie après 24 h de traitement par l•ampicilline. 

Comme ces sous-populations tolérantes ne subissent pas de divisions cellulaires, ou 

d•activités de synthèse de la membrane cellulaire, l•ampicilline n•est pas active sur ces 

sous-populations. Ainsi, à l•arrêt du traitement par l•antibiotique, la présence de ces 

sous-populations tolérantes permet au biofilm de se reformer.  

Vu les données bibliographiques très abondantes dont seule une partie est passée en re-

vue ici, les systèmes de résistance et de tolérance des bactéries en biofilm apparaissent 

multifactoriels et très efficaces. Avec l•apparition et la dissémination de souches multi-

résistantes, la compréhension de ces mécanismes est un enjeu majeur. C•est en combi-

nant les différents moyens de lutte que l•on pourra maîtriser les biofilms bactériens. 

Ainsi, Banin et ses collaborateurs ont montré que l•action conjointe du chélateur de mé-

taux EDTA et de l•antibiotique gentamicine permettait de disperser et d•éradiquer les 

biofilms de P. aeruginosa (Baninet al., 2006).  

De plus, l•étude des biofilms est complexe, car ils présentent une forte hétérogénéité 

spatiale (gradients de nutriments et d•oxygène), et sont constitués d•un mélange de cel-

lules dans différents états physiologiques (en division cellulaire, en phase stationnaire, 

persistantes). On ne peut donc pas définir un seul profil d•expression type, même pour 

un biofilm constitué d•une seule espèce bactérienne. Les études actuelles reposent sur 

une séparation grossière des cellules entre une fraction planctonique et une fraction bio-

film. L•adaptation des bactéries en biofilm à la présence de biocides apparaît comme un 

processus multifactoriel, dont de multiples aspects restent obscurs. Il est certain que les 

bactéries possèdent tout un arsenal de ressources pour survivre aux antimicrobiens, et 
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que la multiplicité et la complexité des systèmes permettent une régulation fine, à la fois 

générale ou spécifique, des mécanismes de résistance. Mon travail de thèse s•inscrit 

dans cette problématique en s•interrogeant sur la part jouée par les mécanismes géné-

raux et /ou spécifiques à la vie en biofilm dans le processus adaptatif à la présence de 

nickel chez E. coli.
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Figure 13.Les curli chezEscherichia coli.

E. coli producteur de curli observée au microscope électronique à balayage (A, B)
(Chapman et al., 2002). (C)E. coli MG1655 ompR234en coloration négative, la flèche
indiquant les curli (Prigent-Combaret et al., 2000). (D) Modèle structurel des curli en
feuillet ß (Fronzes et al., 2008).
Barre d•échelle : A = 1 µm ; B = 60 nm ; C = 100 nm.
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Chapitre III - Curli : acteur clé dans la 
formation du biofilm par E. coli 

3.1 - Les curli : un facteur d’adhérence en biofilm 

E. coli est capable de coloniser de nombreuses niches écologiques, et dispose de tout un 

arsenal de structures d•adhérence de spécificités plus ou moins larges et plus ou moins 

démontrées. Ces structures d•adhérence sont de deux grands types : les adhésines 

(comme l•antigène 43 (Ag43)), et les fimbriae (comme les pili PAP, les pili de type 1, et 

les curli). Les pili PAP sont impliqués dans des cas de pyélonéphrites, tandis que les pili 

de type 1 sont retrouvés lors d•infections urinaires basses. Les curli sont des fimbriae 

très particuliers découverts il y a 20 ans, et décrits pour la première fois par Olsén, lors 

de la recherche de facteurs de virulence chez des isolats d•E. coli du tractus intestinal 

bovin (Olsénet al., 1989). Les curli sont produits chez E. coli et Salmonella. Ce sont des 

structures en boucles souples, comme le montre les photographies prises en microscopie 

électronique (figure 13.A) et celles prises en coloration négative (figure 13.C). Les curli 

sont des hétéro-polymères protéiques, structurés en feuillet ß (figure 13.D), qui forment 

un réseau de fibres de 4 à 7 nm de diamètre à la surface des bactéries (figure 13.B)

(Chapmanet al., 2002), par précipitation de sous-unités protéiques solubles (CsgA) 

(Hammaret al., 1996).  

Structurellement, les curli appartiennent à la classe des fibres amyloïdes, mais ne possèdent 

pas d•homologie de séquence avec les fimbriae déjà connus. Les fibres amyloïdes sont large-

ment présentes chez les organismes, depuis les bactéries jusqu•aux mammifères (Gebbinket

al., 2005). Cependant, l•accumulation de protéines mal repliées avec une structure fibrillaire en 

feuillet ß est caractéristique de nombreuses maladies, appelées amyloïdoses, comme les mala-

dies d•Alzheimer, de Creutzfeldt-Jakob, ou de Parkinson, et les maladies à prion (Fronzeset

al., 2008). Le dépôt en plaques durant ces maladies forme de larges agrégats qui constituent 

une barrière hautement résistante à la protéolyse. Au-delà de ce potentiel pathogène, la fonc-

tion proposée pour les fibres amyloïdes est de créer un manteau protecteur contre les agres-

sions extérieures, et de jouer certains rôles fonctionnels dans l•adhésion par exemple (Epstein

and Chapman, 2008). Ainsi, les amyloïdes se retrouvent en abondance dans les biofilms naturels 

(Larsenet al., 2007). L•étude des curli permet donc de mieux comprendre la formation des 

fibres amyloïdes, appelée amyloïdose fonctionnelle, qui sont associées aux maladies débili-
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tantes pré-citées (Barnhart and Chapman, 2006) ; (Chapmanet al., 2002) ; (Hammer et al.,

2007) ; (Maury, 2009) ; (Wanget al., 2007) ; (Wang and Chapman, 2008) ; (Wanget al., 2008) ; 

(Wanget al., 2009) ; (Shewmakeret al., 2009).  

Les curli sont de fines fibres permettant aux bactéries de s•agréger entre elles et d•adhérer aux 

surfaces, qu•elles soient inertes (sable, verre, plastiques, inoxƒ) ou vivantes (cellules ani-

males ou végétales). Les curli sont critiques pour la colonisation primaire des surfaces et le 

développement ultérieur du biofilm en augmentant les interactions entre les cellules (Prigent-

Combaretet al., 2000). Une littérature abondante atteste d•une fonction majeure des curli dans 

le pouvoir pathogène et la virulence des entérobactéries (Bian and Normark, 1997) ; (Bianet al.,

2000) ; (Uhlich et al., 2002) ; (Römlinget al., 2003). En effet, les curli stimulent la production de 

médiateurs de l•inflammation, perturbent la coagulation et la tension artérielle, révélant ainsi 

un potentiel pathogène important (Uhlichet al., 2001) ; (Olsénet al., 2002) ; (Uhlich et al., 2009).

De plus, d•une façon générale, la production de curli paraît associée à une résistance accrue 

des bactéries en biofilm aux défenses de l•hôte et aux agents antimicrobiens (Uhlichet al.,

2002).  

3.2 - Rôle des curli dans la résistance en biofilm  

La production de curli permet l•obtention de biofilm denses, et structurés. Ces fimbriae 

forment un épais feutrage autour des cellules (figure 13.C).  

La souche d•E. coli O157:H7 présente un phénotype particulier sur milieu CFA (rouge 

Congo, faible osmolarité), qui produit des colonies rugueuses, similaires au phénotype 

•rouge, sec et rêche• (rdar) caractérisant certaines souches de Salmonella. Cette souche 

produit une matrice extracellulaire contenant des fibres de curli. Les cellules en biofilm 

de cette souche présentent une plus grande résistance au peroxyde d•hydrogène et à 

l•ammonium quaternaire que ses cellules planctoniques. Ces expériences montrent que 

les curli de cette souche sont importants pour la formation du biofilm et la résistance 

aux désinfectants (Uhlichet al., 2006). 

L•effet de la production d•acide colanique (composant la matrice d•exopolysaccharides 

du biofilm) et de curli sur la formation de biofilm et la résistance au chlore a été observé 

chez une souche d•E. coli O157:H7 (Ryu and Beuchat, 2005). Ces expériences ont montré 

que les EPS et les curli offrent une protection efficace contre le chlore, un désinfectant 
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Figure 14. Génétique de l•expression des curli dans uneEscherichia coliK-12
MG1655 exprimant les curli.

Deux opérons divergents codent les gènes de biogenèse des curli. L•opéroncsgBAcode pour
les gènes structuraux. L•opéroncsgDEFGcode pour la protéine CsgD, qui est l•activateur
t i ti l d l• é BA t 3 f t d• bl d li (C E C Ftranscriptionnel de l•opéron csgBA, et pour 3 facteursd•assemblagedes curli (CsgE, CsgF,
CsgG). CsgA et CsgB passent la membrane interne grâce au système Sec, tandis que CsgG
les achemine à travers la membrane externe vers la surface bactérienne où ils se
polymériseront en curli.
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largement utilisé dans les industries agro-alimentaires. Ainsi, les curli apportent direc-

tement une protection contre certains agents antimicrobiens.  

La plupart des fibres amyloïdes, comme les prions et les curli, sont insolubles dans l•eau 

et peuvent résister à des dénaturants chimiques et thermiques, confirmant leur rôle pro-

tecteur envers les cellules. Pourtant, les curli purifiés sont complètement dégradés par 

des protéases in vitro (Larsenet al., 2007). Les prions fixent le cuivre par des résidus his-

tidine, et pourraient avoir un rôle fonctionnel dans le métabolisme du cuivre chez des 

mammifères (Vileset al., 1999). Il a été également démontré que les curli fixaient le 

cuivre (Chernyet al., 2005). Des fibres amyloïdes aussi diverses que les prions et les curli 

semblent fixer des métaux. Le rôle des curli dans la résistance aux métaux pourrait donc 

être notable et mérite d•être examiné.  

La littérature confirme que les curli, par leur importance dans la formation de biofilm, 

jouent un rôle non négligeable dans la résistance des cellules en biofilm à la présence 

d•agents antimicrobiens.  

3.3 - Biogenèse des curli  

Deux opérons divergents codent les gènes de biogenèse des curli (figure 14). L•opéron csgBA

code pour les gènes structuraux. La sous-unité majeure des curli est la protéine CsgA, égale-

ment appelée curline (Hammaret al., 1995). La protéine CsgB sert quant à elle de nucléateur 

(Bian and Normark, 1997) ; (Lofereret al., 1997). En effet, la protéine CsgA est sécrétée à l•état 

soluble, non structurée, avant d•être convertie en fibre amyloïde en présence de CsgB. Ce 

mode de sécrétion est parfaitement original pour un fimbriae (figure 15) (Fronzeset al., 2008).

Un troisième gène, csgC, se trouve dans l•opéron csgBA, mais aucun transcrit de csgC n•a 

pour le moment été détecté (Collinsonet al., 1996). L•opéron csgDEFG code pour CsgD, 

l•activateur transcriptionnel de l•opéron csgBA (Brombacheret al., 2003), (Brombacheret al.,

2006), et pour 3 facteurs d•assemblage des curli. CsgG fait partie du système de sécrétion diri-

geant CsgA et CsgB à travers la membrane externe. CsgG s•assemble en complexe 

d•oligomères (leur nombre n•a pas encore été déterminé) avec un canal central, au niveau de 

la membrane externe afin de permettre une sécrétion localisée. CsgE et CsgF sont des pro-

téines périplasmiques qui interagissent avec CsgG et sont requises pour un assemblage effi-

cace des curli (Chapmanet al., 2002) ; (Robinsonet al., 2006) ; (Nenningeret al., 2009). Le pas-



Figure 15. Pili debactéries Gram-négatif et leurs machineries d•assemblage.

Schémas des différents pili possibles en surface des bactéries Gram-négatif. Le pili
chaperonné (chaperone-usher= CU) et les curli sont des fibres attachées à la surface
cellulaire. Pour le pili CU, les sous-unités et l•assemblage des protéines sont montrés
pour le pili PAP (pap) et le pili de type 1 (fim). * indique (1) qu•il y a 5 à 10 sous-unités
adaptatrices PapK à l•extrémité de la fibrille du pilus PAP, tandis que la sous-unité
équivalente du pilus de type 1, FimF, n•est présente qu•en une seule copie ; (2) que
l• d t t P K t l l è P E t P A • d•é i l t h l ili dl•adaptateur PapK entre les polymèresPapE et PapA n•a pasd•équivalent chez le pili de
type 1. Les pili CU et les curli sont assemblés par des systèmes simples, localisés dans la
membrane externe. Le pili de type IV, et les pili de sécrétion de type III et IV sont
assemblés par des complexes larges, composés de multiples sous-unités, qui traversent la
totalité de l•enveloppe cellulaire.
(Fronzes et al., 2008)
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sage de la membrane interne s•effectue par le système Sec pour toutes les protéines des opé-

rons curli.

3.4 - Régulation de l’expression des curli 

La transcription des curli, comme pour la plupart des facteurs de virulence, obéit à une 

régulation complexe et dépend de nombreux paramètres environnementaux. Ainsi, une 

dizaine de régulateurs (dont des systèmes à deux composants) sont impliqués dans la ré-

gulation des opérons curli, dont les régulateurs OmpR, CpxR, et RcsB (figure 16). Nous 

allons voir rapidement quelques-uns des facteurs environnementaux régulant 

l•expression des curli.

3.4.1 - Osmolarité 

Les curli sont synthétisés par des bactéries issues de cultures en phase stationnaire de crois-

sance réalisées dans un milieu de faible osmolarité et à une température inférieure à 32°C 

(Olsénet al., 1989). Le système à deux composants EnvZ/OmpR réagit à l•osmolarité du milieu 

de culture (Aiba and Mizuno, 1990). EnvZ est la protéine senseur. La protéine OmpR active la 

transcription de l•opéron csgDEFG chez E. coli, en se fixant en amont des boîtes -35 et -10 du 

promoteur de l•opéron csgDEFG, ce qui favorise le positionnement de l•ARN polymérase 

(Prigent-Combaretet al., 2001), (Gerstelet al., 2003). De plus, un mutant (ompR234) a été isolé 

chezE. coli K-12 qui voit son adhérence et sa formation de biofilm augmentée (Vidalet al.,

1998). Le choix de ce mutant comme souche de référence pour ce travail sera discuté ultérieu-

rement (chapitre 1.1, partie Résultats).

Cependant le mécanisme régulateur est différent suivant que l•osmolarité est due à la présence 

de sel (NaCl) ou de sucre (saccharose). Le système Cpx est activé au niveau transcriptionnel 

en réponse à une forte osmolarité saline du milieu. Ce système Cpx est caractérisé par le sen-

seur CpxA, dans la membrane interne, et le régulateur de réponse associé CpxR, qui est cyto-

plasmique. En milieu à forte concentration en sel, CpxR se lie à la région promotrice de csgD

en de multiples sites, et réprime l•expression de ce gène, ce qui conduit à une faible produc-

tion de curli. Cependant, une forte concentration en sucre réprime également l•expression de 

csgD, mais cette régulation est due à la protéine régulatrice globale H-NS (Jubelinet al., 2005). 
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Figure 16. Régulation générale des curli dans uneEscherichia coliK-12 MG1655
exprimant les curli.

La transcription des curli obéit à une régulation complexe et est sensible notamment à l•osmolarité
(système EnvZ/OmpR, et RpoS), la température (Crl), et aux altérations de l•enveloppe (systèmes
CpxAR, RcsABCD). MlrA est un régulateur transcriptionnel decsgDsous contrôle positif par RpoS.
Une dizaine de régulateurs, dont des systèmes à deux composants présentés ici, sont impliqués dans la
régulation des opérons curli.
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3.4.2 - Phase de croissance 

L•expression des curli dépend étroitement de la phase de croissance bactérienne. En effet, ces 

structures d•adhérence ne sont exprimées qu•à partir de la fin de la phase exponentielle de 

croissance, sous contrôle du facteur �VS. RpoS est un facteur sigma incontournable dans la ré-

gulation des curli. RpoS s•accumule dans les cellules arrivant en phase stationnaire, ce qui 

lève la répression transcriptionnelle de H-NS sur csgA(Olsénet al., 1993). Les promoteurs curli 

interagissent aussi directement avec �VS ainsi qu•avec �V70 (Hammaret al., 1995). Le facteur �VS

peut également influencer l•expression de CsgD en activant les protéines MlrA ou CpxR. 

L•accumulation de MlrA va alors entraîner sa fixation sur le promoteur csgD et en activer la 

transcription (Brownet al., 2001). Au contraire de MlrA, CpxR a une action répressive sur 

l•expression des deux opérons curli (Dorelet al., 2006). Ce système Cpx réagit aux altérations 

de l•enveloppe, à la présence de NaCl, ainsi qu•à une accumulation de RpoS (Dorelet al.,

1999).  

3.4.3 - Température 

Dans un milieu de faible osmolarité, les souches d•E. coli K-12 peuvent produire des 

curli entre 26 et 30°C, mais pas à 37°C. Cependant, d•autres souches d•E. coli, notam-

ment des bactéries pathogènes de l•Homme, présentent une production de curli à 37°C 

(Barnhart and Chapman, 2006). La thermorégulation de la production des curli observée 

chez E. coli K-12 fait intervenir les protéines Crl et RpoS. L•activation transcription-

nelle de csgA par Crl a été observée à 26°C, mais pas à 37°C (Arnqvistet al., 1992).

L•accumulation de Crl en phase stationnaire est thermorégulée et prend place à 30°C, 

mais pas à 37°C. Or Crl interagit directement avec le facteur �VS, ce qui favorise la fixa-

tion de l•holoenzyme (ARN polymérase) au promoteur csgBA (Bougdouret al., 2004). Crl 

est également requis et agit via RpoS pour favoriser l•expression des curli chez Salmo-

nella sérovar Typhimurium (Robbe-Sauleet al., 2006).

3.4.4 - Signaux environnementaux 

RcsBCD est un autre phospho-relais modulant l•expression des gènes de curli. RcsC, le 

senseur de ce système, est impliqué avec le régulateur de réponse RcsB et le co-facteur 

RcsA dans la synthèse d•acide colanique (Ferrières and Clarke, 2003). La protéine RcsD 



Figure 17. Implication du c-di-GMP dans la régulation de la production de CsgD
chezE. coli.
Les protéines en bleu ont un domaine GGDEF, celles en rouge un domaine EAL (voir figure 18). Les
inhibitions du système de mobilité FlhDC sur les curli et�VS sont indiquées en rouge, tandis que les
effets négatifs du système�VS/curli sont indiqués en vert. (Pesavento et al., 2008)
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est liée à la membrane interne et permet le phosphotransfert (Majdalani and Gottesman, 

2005). RcsB et RcsA sont modérément répresseurs de l•opéron csgDEFG, mais de forts 

répresseurs pour l•opéron csgBA en réponse à une perturbation de l•enveloppe cellulaire 

(Jubelinet al., 2005), (Vianneyet al., 2005).  

L•expression des curli est également régulée en fonction de la concentration en oxygène 

du milieu. Chez Salmonella Typhimurium, en condition d•aérobie, la protéine OmpR 

phosphorylée se fixe à plusieurs endroits du promoteur csgD, dont certains sites respon-

sables de la répression transcriptionnelle de csgD. En conditions de microaérobie, la 

protéine IHF (integration host factor) entre en compétition avec OmpR-P pour la fixa-

tion sur le promoteur csgD ; ceci provoquerait la formation d•une boucle d•ADN et 

l•activation de l•expression des curli, par facilitation de l•initiation de la transcription

(Gerstelet al., 2003). Chez E. coli, OmpR ne peut se fixer qu•en un seul site sur la région 

promotrice de csgD et est un activateur de cet opéron (Jubelinet al., 2005). 

Chez E. coli, l•expression des gènes de curli répond également à de forts niveaux de 

GlcNAc-6P (N-acetylglucosamine-6-phosphate intracellulaire). Lorsque de forts niveaux 

de GlcNAc-6P s•accumulent dans la cellule, les gènes nag (nagABCD) sont activés et 

permettent l•utilisation du GlcNAc comme source de carbone via la glycolyse (Barnhart

et al., 2006). La protéine NagE, située dans la membrane interne, transporte le GlcNAc 

dans le cytoplasme, où il est phosphorylé en GlcNAc-6P par le système de phospho-

transférase. Le GlcNAc-6P est converti en glucosamine-6-phosphate (GlcN-6P) par la 

désacétylase NagA. NagB désamine la GlcN-6P en fructose, qui est alors utilisée dans la 

glycolyse. NagC est un répresseur transcriptionnel des gènes nag lorsque la GlcNAc 

n•est pas disponible. Le rôle de NagD dans le métabolisme et le transport de GlcNAc n•a 

pas encore été identifié (Barnhartet al., 2006). 

D•un point de vue général, le stress favoriserait l•expression des gènes de curli, via le c-

di-GMP qui stimulerait la transcription de csgD (figure 17) (Römlinget al., 2005), 

(Pesaventoet al., 2008). En effet, le c-di-GMP est considéré comme une molécule de si-

gnalisation importante pour les bactéries lors du passage de la vie planctonique à une 

existence en biofilm. Les niveaux cellulaires de c-di-GMP sont contrôlés par deux types 

d•enzymes aux effets antagonistes : les diguanylate cyclases (DGCs) et les phosphodies-

térases (PDEs) (Römling and Amikam, 2006). L•activité DGC de ces enzymes est fournie 

par les domaines GGDEF, tandis que l•activité PDE réside dans les domaines EAL ou 

HD-GYP (figure 18). E. coli K-12 possèdent 28 gènes codant pour des protéines avec des 

domaines GGDEF/EAL (Sommerfeldtet al., 2009). Des paramètres, comme la tempéra-
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Figure 18. Structure et fonctions physiologiques du c-di-GMP.

Au niveau cellulaire, le c-di-GMP (bis-(3•-5•)-monophosphate cyclique di-guanylique) est contrôlé
par les diguanylate cyclases (DGCs) comportant un domaine GGDEF (rouge) et les
phosphodiestérases (PDEs) possédant un domaine EAL ou HD-GYP (bleu). Le c-di-GMP peut
réduire la mobilité en réprimant l•expression du flagelle (par exemple chezP. aeruginosa) ou
l•assemblage (par exemple, chezCaulobacter crescentus) ou en interférant avec la fonction motrice
d fl ll ( l h E li t C ) D b i d di GMP t idu flagelle (par exemple, chezE. coli et C. crescentus). De bas niveauxde c-di-GMP sont requis pour
l•expression de certains gènes de virulence (par exemple, chezVibrio cholerae). Chez toutes les
bactéries testées, de forts niveaux de c-di-GMP stimulent de nombreuses fonctions associées au
biofilm, comme la formation des fimbriae et autres adhésines, et d•exopolysaccharides variés de la
matrice. ChezC. crescentus, l•action localisée et précise dans le temps du c-di-GMP est une étape clé
de la progression du cycle cellulaire. pGpG : 5•-phosphoguanylyle-(3•-5•)-guanosine.

(Hengge,2009)
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ture ou la phase de croissance par exemple, provoquent une expression différentielle des 

gènes codant les protéines à domaines GGDEF/EAL chez E. coli. La majorité de ces 

gènes sont sous le contrôle de �VS et six gènes GGDEF/EAL affectent de manière diffé-

rentielle l•expression des curli (Sommerfeldtet al., 2009). 

Des études récentes s•intéressent à l•implication de la réponse au stress oxydant dans la 

régulation de facteurs d•adhérence et de virulence. Tree et ses collaborateurs ont exami-

né le phénotype d•un mutant cueO, auquel il manque une oxydase multi-cuivre péri-

plasmique (Treeet al., 2007). La protéine CueO est impliquée dans l•oxydation des ions 

cuivreux et ferriques, ainsi que de composés phénoliques du périplasme (Kimet al.,

2001). La délétion de cueO rend les cellules sensibles au cuivre, et cette toxicité est asso-

ciée avec une augmentation du stress oxydant chez le mutant cueO (Treeet al., 2005). Des 

analyses de l•expression globale des gènes a montré que l•expression du gène crl était 

augmentée dans le mutant cueO. Le gène crl code un facteur de transcription régulant 

l•expression des gènes de curli, qui est responsable de l•induction de l•expression du 

gènecsgA à basse température (Bougdouret al., 2004). Ainsi, le mutant cueO exprime 

plus le gène crl que son sauvage, et par conséquent les gènes de curli (Treeet al., 2007). 

Cependant, les auteurs concluent que chez le mutant cueO, l•augmentation de 

l•expression des gènes associés à l•agrégation est indépendante des systèmes de défense 

majeurs impliqués dans la réponse au stress oxydant qui est coordonnée par OxyR et 

SoxR.

Conclusion : Les curli sont un composé majeur de la matrice extracellulaire de certaines 

bactéries. Leur régulation est complexe, faisant intervenir de nombreux systèmes à deux 

composants, afin de contrôler finement leurs multiples fonctions. En effet, ces fibres 

amyloïdes interviennent dans l•adhérence bactérienne, la virulence, la fixation à divers 

composés dont les métaux, mais également dans la protection des cellules en biofilms 

vis-à-vis de certaines conditions environnementales. Le but de ce travail de thèse sera 

d•étudier l•implication et la régulation de la production des curli dans la résistance au 

nickel, au sein de biofilms d•E. coli K-12 produisant des curli. Ainsi, j•espère pouvoir 

participer à la compréhension de la régulation des curli, en éprouvant l•influence du nic-

kel sur ces structures d•adhérence.



Tableau 3. Souches d•E.coli K-12 et plasmides utilisés au cours de cette étude. 

Souches/Plasmides Génotype Source ou référence 

Souches
NM522  Collection du laboratoire 
MC4100 araD139�' (argF-lac)U169 rpsL150 relA1 flbB5301 

deoC1 ptsF25 rbsR 
Collection du laboratoire 

MG1655 ��- F-, nommée PHL1256 dans le souchier du laboratoire  Collection du laboratoire 
PHL644 MC4100 malA-kan ompR234 Vidal, 1998 
PHL818 MG1655 ompR234 malT::Tn10 Prigent, 2001 
PHL881 E. coli isolée d•un cathéter trans-hépatique percutané, chez 

une patiente de 71 ans 
Hôpital Edouard Herriot 
de Lyon 

PHL1087 PHL818 csgD::uidA-kan Dorel, 1999 
PHL1137 PHL818 csgB::uidA-kan Prigent, 2001 
PHL1256 Voir MG1655 Collection du laboratoire 
PHL1270 PHL818/pCM1 Cette étude 
PHL1273 PHL818/p127 Cette étude 
PHL1359 PHL818/pMP2444 Cette étude 
PHL1360 PHL818/pMP4516 Cette étude 
PHL1370 PHL818/p157 Cette étude 
PHL1374 PHL818 rcnA::uidA-kan Cette étude 
PHL1386 PHL1360/pTN1 Cette étude 
PHL1563 PHL818 flu::cm Cette étude 
ZK2692 W3110�' (argF-lac) U169flu::cm Danese, 2000 

   
Plasmides

pCM1 pPROBE-AT, origine de réplication pBBR1, portant un 
fragment XbaI-ClaI du pCSGA (contenant la région 
intergéniquecsgBA et une partie du gène csgB) inséré aux 
sites XbaI-SmaI, Ampr.

Cette étude 

pCSG4 pUC19 portant un fragment HindIII de 3,5-kb contenant la 
région intergénique csgBA, Ampr

Olsen, 1993 

pPROBE-gfp[LVA] Vecteur de fusion de gènes, origine de réplication pBBR1, 
portant une variante LVA déstabilisée de protéine verte 
fluorescente, Kanr

Miller, 2000 

pPROBE-OT• Vecteur de fusion de gènes, origine de réplication pBBR1, 
portant un gène rapporteur codant pour une protéine 
fluorescente verte (GFP), Spcr

Miller, 2000 

pTN1 pPROBE-OT• portant un fragment EcoRI-PvuII d•environ 
550 pb contenant le promoteur rcnA, Spcr.

Cette étude 

pMP2444 pBBR1MCS-5 portant la séquence codante de la Egfp sous 
le contrôle du promoteur lac, Gmr

Bloemberg, 2000 

pMP4516 pBBR1MCS-5 portant la séquence codante de la Ecfp sous 
le contrôle du promoteur lac, Gmr.

Bloemberg, 2000 

p127 pPROBE-gfp[LVA] portant la séquence codante de la 
gfp(LVA) sous le contrôle du promoteur csgBA, Kanr

This study 

p157 pPROBE OT• portant la séquence codante de la gfp sous le 
contrôle du promoteur rcnA, Spcr

This study
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MATERIELS ET METHODES 

1 - Souches bactériennes  

Les souches et plasmides utilisés pour cette étude sont décrits dans le tableau 3.

2 - Cultures des souches bactériennes  

2.1 - Milieux de culture 

Les cultures ont été effectuées soit en milieu minimum M63 dilué 2 fois, soit en milieu BL 

(Luria-Bertani) dilué 4 fois et supplémenté avec 0,1 % de mannitol. Les compositions des mi-

lieux de culture sont données dans le tableau 4 ci-dessous. Les milieux ont été dilués afin de 

réduire leur osmolarité et donc de promouvoir l•adhérence bactérienne.

Tableau 4 : Composition des milieux de culture 

Milieu Composition 
BL Bactotryptone   10 g/L 

Extrait de levure   5 g/L 
Chlorure de sodium   5 g/L 
pH 7, autoclavage 30 min à 120°C

M63 KH2PO4   0,1 M 
(NH4)2SO4   15 mM 
MgSO4   4 M 
FeSO4   9 µM 
Vitamine B1 (thiamine) 1 mg/L 
pH 7, autoclavage 20 min à 120°C

2.2 - Conditions de culture 

Les bactéries sont cultivées à 30 ou 37°C selon les expériences. La croissance planctonique 

des bactéries a été effectuée en tubes ou en erlens, avec une agitation de 50 rpm ou 130 rpm 

pour 24 h. Si nécessaire, des antibiotiques (achetés chez Sigma) ont été ajoutés au milieu : 

ampicilline (100 µg/mL), chloramphénicol (20 µg/mL), kanamycine (50 µg/mL), gentamicine 

(10 µg/mL) ou spectinomycine (100 µg/mL). 
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2.3 - Cultures en présence de métaux 

Des solutions stock de chlorures de nickel (NiCl2 ; Merck), de magnésium (MgCl2 ; Prolabo), 

de cadmium (CdCl2 ; Prolabo), de cobalt (CoCl2 ; Sigma), de cuivre (CuCl2 ; Sigma), et de 

zinc (ZnCl2 ; Sigma) ont été préparées à des concentrations allant de 50 mM à 10 mM pour le 

cation métallique dans de l•eau ultrapure (Millipore). Les solutions stérilisées par filtration 

(0,45 µm) sont stockées à 4°C. Les solutions de travail (atteignant 600 µM pour le cation mé-

tallique) ont été préparées au fur et à mesure des besoins dans le milieu de culture des bacté-

ries.

Les biomasses des cellules planctoniques et sessiles sont estimées par mesures de la densité 

optique à 600 nm (DO600) (spectrophotomètre Prim, Secoman). Pour chaque lot 

d•expériences, la valeur de DO600 mesurée sur la culture sans métal est prise comme le 100 % 

de référence pour normaliser les données (unités arbitraires = U. A.). La croissance en pré-

sence de métal est ensuite exprimée en pourcentage de la croissance sans métaux.  

2.4 - Quantification du biofilm sur des plaques de polystyrène en statique par 

mesure de la DO 600  et visualisation par colorati on au violet cristal 

Les puits d•une plaque 96 puits, ou 24 puits, ou des boîtes de Petri sont remplis de 200 µL,  

2 et 20 mL respectivement, du milieu choisi et inoculé avec 106 bactéries par mL issues d•une 

préculture sur la nuit. Les bactéries planctoniques et sessiles sont récupérées selon le proto-

cole décrit dans les références (Dorelet al., 1999) et [PrigentCombaret1999], qui se déroule en 

3 étapes. La phase liquide est tout d•abord délicatement aspirée (fraction surnageant), puis un 

lavage doux du puits est effectué, afin d•éliminer les bactéries faiblement adhérées (rajouté à 

la fraction surnageant). La surface du fond du puits est ensuite grattée afin de récolter les bac-

téries adhérées au support (fraction biofilm). Le fait de gratter le fond des puits avec le bout 

d•un cône de pipette, de pipeter avec refoulements successifs, et de vortexer 20 s permet de 

dissocier les amas cellulaires, comme nous avons pu le vérifier par microscopie. La biomasse 

cellulaire planctonique et sessile est estimée par mesures des DO600. Un minimum de trois es-

sais a été effectué pour chaque expérience. Les boîtes de Petri ont été préférées aux plaques 

24 puits pour les échantillons à forte concentration de métal afin de recueillir une quantité suf-

fisamment importante de bactéries pour effectuer des dosages enzymatiques.  
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Lorsque qu•une visualisation rapide de la fraction biofilm est souhaitée, le protocole est modi-

fié après l•élimination du surnageant et le premier lavage précautionneux. À ce stade, les 

plaques sont passées au four Pasteur pour 1h30 à 80°C afin de fixer les bactéries, puis une so-

lution de violet cristal diluée 5 fois est ajoutée dans les puits, laissée quelques minutes, puis 

éliminée. Les puits sont alors rincés plusieurs fois avec de l•eau distillée avant d•être séchés à 

l•air libre, puis scannés. L•intensité de la coloration est proportionnelle au nombre de bacté-

ries fixées. 

2.5 - Formation de biofilm sur des coupons inox 

Les biofilms croissent  sur des coupons d•acier inoxydable AISI 304 (Goodfellow, Cambridge 

Science Park, Royaume-Uni). La préparation des coupons est la suivante : les coupons inox 

sont lavés pendant 10 min à 50°C dans une solution à 2 % (vol/vol) d•un surfractant commer-

cial, le RBS 35 (Société des Traitements Chimiques de Surface, Lambersart, France). Ensuite, 

ils sont rincés pendant 10 min dans de l•eau déionisée Purit (Purit, France) à 50°C, puis rincés 

5 fois dans 500 mL d•eau déionisée Purit à température ambiante. Les surfaces ainsi nettoyées 

sont finalement stérilisées par autoclavage pendant 20 min à 120°C. Des cultures de la nuit, 

en BL/4, de souches dérivées de MG1655 ompR234 sont diluées pour atteindre une concen-

tration de 106 CFU.mL-1. Vingt millilitres de cette suspension bactérienne sont transférés dans 

des boîtes de Petri contenant les coupons inox stérilisés. Après 2 h de contact, les coupons 

sont rincés avec du milieu de culture stérile pour éliminer les bactéries non-adhérentes. Les 

cellules adhérées sont alors incubées à 30°C dans 20 mL de milieu pendant 24 h.  

3 - Méthodes génétiques et de biologie moléculaire  

3.1 - Transduction généralisée par le phage P1 vir

La mutation rcnA::uidA-kan a été transférée de la souche ARY023 (Rocha, 2008) à la souche 

PHL818 par transduction généralisée avec le bactériophage P1 vir, menée comme décrite par 

Miller (Miller,  1972) et ci-après. Les colonies résistantes à la kanamycine ont été sélectionnées 

puis testées pour leur résistance au nickel comme décrit précédemment (Rocha, 2008).  
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La mutation flu::cm a été transférée de la souche ZK2692 (Daneseet al., 2000) à la souche 

PHL818 par transduction avec le bactériophage P1 vir. Les colonies chloramphénicol résis-

tantes ont été sélectionnées.

Pour préparer un stock de phage P1 vir, on inocule au 1/100, 5 mL de milieu BL additionné 

de 2.10-3 M en MgSO4 et de 4.10-3 M CaCl2, à partir d•une préculture de la souche donatrice. 

500 µL d•un ancien stock sont utilisés pour infecter la culture de bactéries donatrices incubée 

2h30 à 37°C. Après une incubation de 30 min à température ambiante, le mélange est incubé à 

37°C jusqu•à la lyse complète. Quelques gouttes de chloroforme sont ajoutées pour stériliser 

le stock de phages, qui est laissé 30 min à température ambiante, puis 2 x 10 min sur de la 

glace (entrecoupé d•un mélange au vortex de 30 s). Une centrifugation de 10 min à 6000 rpm 

permet d•éliminer les débris bactériens. Le stock de phages, formé par le surnageant, est stoc-

ké à 4°C.

La transduction par le phage P1 vir se fait en infectant 1 mL de bactéries réceptrices (cultivées 

en milieu BL) dilué dans de l•eau contenant 0,1 M en MgSO4 et CaCl2, par 0,1 mL de stock 

de phages non dilué. Le mélange est incubé 20 min à 37°C, puis centrifugé 1 min à 10 000 g, 

et le culot bactérien est lavé 3 fois dans 1 mL de BL additionné de citrate de sodium (0,1 %). 

Les bactéries sont incubées 45 min à 37°C dans le dernier millilitre de milieu, pour permettre 

l•expression des gènes de résistance à l•antibiotique transférés avec le gène d•intérêt. Puis, 

0,2 mL de la culture sont étalés sur boîte GL + citrate + antibiotique adéquat, et suivis d•une 

incubation de 24 h à 37°C. Le reste de la culture est centrifugé, le culot repris dans 0,2 mL de 

BL citrate, puis étalé également.  

3.2 - Constructions des fusions transcriptionnelles csgB::gfp  et rcnA::gfp

Un fragment de 757 paires de bases contenant la région intergénique de l•opéron csg a été 

amplifié par PCR avec le plasmide pCSG4 DNA (Ojhaet al., 2008) comme matrice et deux 

amorces (5•-TCTAGACATTAAACATGATGAAACCCCGC-3• et 5•-

GAGCTCCATGTTGTCACCCTGGACCTGGTC-3•) couvrant les régions régulatrices de 

csgBAet csgDEFG, et contenant les sites de restriction XbaI et SacI, respectivement. Le 

fragment de PCR a été tout d•abord cloné dans le plasmide pGEM-T (Promega) pour donner 

le pGEM-T-100/101. Le fragment XbaI-SacI de 757 paires de bases a ensuite été cloné aux 

sites correspondants du vecteur pPROBE-gfp[LVA] (Milleret al., 2000), donnant le p127 décrit 

dans le tableau 1. Les gènes gfp et gfp[LVA] codent pour des protéines fluorescentes vertes 

(GFP pour green fluorescent protein) stable ou instable (demi-vie de 20 min) respectivement. 
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Afin de construire la fusion rcnA::gfp, un fragment de 541 paires de bases contenant la région 

promotrice du gène rcnA a été isolée du plasmide pAR020 (Rocha, 2008) après digestion par 

les enzymes de restriction EcoRI et PvuII. Ce fragment a ensuite été inséré entre les sites 

EcoRI et SmaI du vecteur pPROBE-OT• (Milleret al., 2000) pour donner le plasmide p157.  

3.3 - Transformation  

Les transformations de cellules d’E. coli avec des plasmides, décrites dans la tableau 1, ont 

été effectuées selon la référence (Chunget al., 1989) : à partir d•une préculture de la souche à 

transformer, on inocule, au 1/100, 5 mL de milieu BL. La croissance est arrêtée à DO600 = 

0,35. La culture est centrifugée 2 min à 8000 rpm/5900 g (centrifugeuse 5415R, rotor F45-24-

11, Eppendorf), puis le culot est resuspendu dans 0,1 mL de tampon TSS (milieu additionné 

de PEG 3350 (10 %), MgCl2 (10 mM), MgSO4 (10 mM) et DMSO (5 %)). Les cellules sont 

incubées 10 min sur de la glace. On y ajoute la quantité d•ADN approprié (de 0,1 à 1 µg). 

L•incubation sur la glace est poursuivie 30 min. On ajoute ensuite 0,9 mL de tampon TSS. La 

culture est alors incubée 1 h à 37°C, pour permettre l•expression des gènes de résistance aux 

antibiotiques portés par le plasmide. Cette culture est enfin étalée sur boîte BL contenant 

l•antibiotique adéquat.  

4 - Méthodes microscopiques  

4.1 - Quantification du biofilm par imagerie confocale laser 

La quantification des biofilms a été faite directement sur les coupons inox par microscopie 

confocale grâce à un logiciel d•analyse d•images. Les souches utilisées contiennent des fu-

sions transcriptionnelles GFP ou CFP (cyan), ou seront détectées par des sondes fluorescentes 

Syto. Des biofilms de 24 h sont observés sous un microscope confocal laser SP2 AOBS Leica 

(Leica Microsystem, France, à la plate-forme de microscopie MIMA2 de l•INRA-

AgrosParisTech de Massy, France). Les protéines fluorescentes vertes sont excitées à 488 nm, 

et la fluorescence bactérienne est détectée dans la tranche 500-600 nm. Un objectif à immer-

sion d•huile Leica x63/1, 4 N.A. a été utilisé pour acquérir les images en mode scan. 

L•ensemble des structures 3D des biofilms a été scanné depuis la base de la surface solide 

vers l•interface avec le milieu de croissance, en utilisant un pas (distance entre deux prises de 
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vue) de 1 µm. Ces photos ont été réalisées sur un même champ d•observation, en se déplaçant 

sur l•axe des Z (épaisseur de l•échantillon à partir du support), et sont donc appelées z-stacks. 

La quantification des biovolumes de biofilms (µm3) a été extraite des z-stacks confocaux avec 

la routine MATLAB PHLIP, développée par J. Xavière pour l•analyse des structures de bio-

films (http://www.itqb.unl.pt:1141/~webpages/phlip/phlip-ml/). Les projections 3D ont été 

réalisées avec le logiciel IMARIS (Bitplane, Zürich, Suisse).

4.2 - Observations au microscope électronique à transmission (MET) 

Pour la microscopie électronique à transmission, des cultures cellulaires ont été préparées 

dans des erlens contenant du milieu BL/4 + 0,1 % Mannitol pendant 24 h à 30°C et 50 rpm. 

Les cellules ont été précautionneusement lavées avec 1 mM EDTA afin d•éliminer le nickel 

en excès, puis laissées à sédimenter à 4°C. Les surnageants ont été éliminés avec précaution. 

5 µL de cellules sédimentées ont été récupérés et déposés sur des grilles en polymère renforcé 

d•une couche de carbone. Après fixation avec du tetroxyde d•osmium, les cellules ont été con-

trastées avec 1 % d•acide phosphotungsténique et les grilles ont alors pu être observées avec 

le microscope électronique à transmission Philips CM120.

5 - Dosages des fusions transcriptionnelles  

Différents gènes rapporteurs ont été utilisés au cours de cette étude, en fonction des suivis 

souhaités.

5.1 - Dosage de la fluorescence 

Les gènes rapporteurs codant pour des protéines fluorescentes, comme la GFP verte, sont uti-

lisés lors des cinétiques de croissance afin d•avoir un résultat en temps réel (mesure au spec-

trofluorimètre), ainsi qu•en microscopie (à épifluorescence ou confocale laser) pour obtenir en 

images la localisation des bactéries qui expriment le promoteur en amont de ces gènes rappor-

teurs.

Ainsi, l•activité transcriptionnelle des promoteurs lac ou csg a été estimée. Des mesures de 

fluorescence ont été effectuées sur des cellules en croissance dans du milieu BL/4 additionné 

de diverses concentrations de nickel. Les mesures de fluorescence de ces cultures ont été 
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faites sur un fluorimètre Kontron SMF25 aux longueurs d•ondes d•excitation et d•émission de 

490 nm et 510 nm respectivement, et sont accompagnées des mesures de DO600 correspon-

dantes. Les valeurs de fluorescence d•au moins trois cultures indépendantes ont été moyen-

nées et normalisées en fonction de la densité des cultures. La fluorescence est alors exprimée 

en unités arbitraires (U. A.) calculée comme suit : fluorescence / DO600.

5.2 - Dosage de la �Ã-glucuronidase 

Le gène codant la ß-glucuronidase (GUS) placé sous contrôle d•un promoteur permet d•en 

suivre l•expression grâce à un dosage colorimétrique simple. Le dosage de la ß-glucuronidase 

repose sur la détermination spectrophotométrique de la quantité de paranitrophénol (PNP) li-

béré au cours de l•hydrolyse du paranitrophényl-ß-D-glucuronide (PNPU), par suivi de la DO 

à 405 nm. Les dosages ont été réalisés sur des cellules perméabilisées par le toluène. La réac-

tion enzymatique a été réalisée à 37°C dans du milieu M63. La variation de la DO à 405 nm 

en fonction du temps est proportionnelle à l•activité enzymatique. L•activité spécifique (AS) 

correspond à la quantité de PNP formé par min et par mg de poids sec bactérien et est calculée 

de la façon suivante : AS = (476,2 x �ûDO405x dilution)/ DO600. Elle est exprimée en nmol de 

PNP formés par min et par mg de sec bactérien (PSB).  

6 - Autres méthodes  

6.1 - Dosage du nickel intracellulaire  

Les expériences d•internalisation de métal par les cellules bactériennes ont été effectuées par 

la méthode de filtration (Munkeltet al., 2004) avec des changements mineurs. Les bactéries 

(PHL818) d•une préculture de la nuit à 30°C sans agitation en tubes inclinés sont utilisées 

pour lancer des adhérences en boîtes de Petri à 30°C, avec incubation de 40 h, avec 100 µM 

NiCl2 additionné de 100 µL de nickel radioactif (63NiCl2) à 100 µM. Les fractions surnageant 

et biofilm sont séparées et récupérées comme pour le paragraphe 2.4, et leurs DO600 sont me-

surées. Chaque fraction est ensuite filtrée sur des membranes de nitrocellulose (0,45 µm), 

avant d•être rincée avec 5 mL de tampon de lavage (50 mM NaH2PO4 et 200 µM EDTA). Les 

membranes sont séchées, et la radioactivité est mesurée avec le compteur à scintillation li-

quide TriCarb 2100TR de Packard. Le 63NiCl2 (6,27 mCi/mg Ni) provient de NEN. 
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6.2 - Mobilité électrophorétique des cellules bactériennes 

En préparation des mesures de mobilités électrophorétiques (EM pour electrophoretic mobili-

ty), les bactéries ont été centrifugées à 2000 g pendant 10 min, puis rincées deux fois dans 

5 mL de chlorure de sodium à 15 mM à pH 6 pour finalement les ajuster à 107 CFU.mL-1. Les 

suspensions bactériennes sont alors incubées pour une demi-heure à température ambiante 

avec 100 µM de chlorure de nickel, 100 µM de chlorure de magnésium, ou sans métal. Les 

mesures électrophorétiques ont été réalisées dans un champ électrique de 50 V avec un Zéta-

mètre laser (CAD Instrumentation, France). Les résultats sont basés sur une analyse automa-

tique des vidéos d•environ 300 particules pour chaque échantillon. Chaque expérience a été 

réalisée en double sur deux cultures préparées indépendamment.

6.3 - Analyses statistiques 

Les valeurs de chaque expérience sont les valeurs moyennes des résultats de trois expériences 

minimum, sauf indication contraire. Les barres d•erreur des figures indiquent les déviations 

standard. Les analyses de la variance ont été réalisées avec Statgraphics Plus 4.1 (Manugis-

tics, Rockville, MD).  
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Figure 1. Régulation de la production de curli par OmpR.
La production de curli dans un milieu de faible osmolarité résulte de l•activation (flèche)
transcriptionnelledu promoteur csgD par OmpR Lorsque l•osmolarité augmente d•autres

CsgD

transcriptionnelledu promoteur csgD par OmpR. Lorsque l•osmolarité augmente, d•autres
systèmes régulateurs à deux composants (CpxA/CpxR, RcsC/RcsB) répriment la production de
curli. H-NS active ou réprime les gènes de curli en fonction des conditions environnementales.
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RESULTATS

Chapitre 1 : Optimisation de la production de 
biofilms par les souches d’ Escherichia
coli  K-12 productrices de curli 

1.1 - La souche modèle PHL818

Bien qu•Escherichia coli soit la bactérie la plus communément trouvée dans les biofilms dé-

veloppés sur les cathéters urinaires, les souches de laboratoire habituelles de cette espèce, 

telles que MC4100 ou MG1655, n•adhèrent pas spontanément aux surfaces. L•équipe dans la-

quelle ce travail a été mené a isolé des mutants adhérents d•E. coli K-12, formant des biofilms 

épais et résistants en conditions de laboratoire (Vidalet al., 1998). Une simple mutation ponc-

tuelle affectant les propriétés régulatrices de la protéine OmpR provoque le changement de 

phénotype et permet la formation du biofilm. OmpR est un régulateur de réponse appartenant 

au système de transduction du signal EnvZ/OmpR qui permet à la cellule de détecter et de 

s•adapter aux variations de l•osmolarité du milieu environnant. Au niveau de la séquence gé-

nétique, la mutation ponctuelle affecte le gène ompR en position 234 (à partir du +1 de trans-

cription), la thymine a subit une transversion en guanine. Cette mutation a été nommée 

ompR234.Au niveau de la séquence protéique, cette mutation a pour résultat le remplacement 

d•une leucine en position 43 de la protéine OmpR par une arginine. Les propriétés de fixation 

de ce mutant aux surfaces sont le résultat de la surproduction de curli, une classe particulière 

de stuctures de l•enveloppe. Sachant que la protéine OmpR interagit directement avec le pro-

moteurcsgD de l•opéron curli (expérience de gel retard), dont il active la transcription (figure 

1), il a été suggéré que la mutation ompR234 provoque une augmentation de l•affinité du ré-

gulateur pour le promoteur csgBA. Quelque soit le détail du mécanisme d•activation, on ob-

serve une surexpression des gènes de curli et une surproduction de ces fimbriae chez le mu-

tant ompR234. Dans le mutant ompR234, la biosynthèse de curli reste finement régulée par 

l•osmolarité du milieu, mais la protéine OmpR234 est capable de contrecarrer partiellement 

les effets négatifs d•une osmolarité moyenne, permettant ainsi la croissance en biofilm à des 

concentrations osmotiques plus importantes que chez la souche sauvage (Prigent-Combaretet 

al., 2001). Ainsi, le mutant ompR234 forme un biofilm nettement visible à 0,1 M NaCl, tandis 



Tableau5. Optimisation desconditions deculture : choix dumilieu.ab eau5. Opt sat o desco d t o sdecu tu e: c o du eu.
Les croissances et adhérences en plaques 24 puits de la souche PHL818 ont été évaluées à 30?; C
dans différents milieux de culture. La ligne encadrée indique le meilleur compromis entre
croissance bactérienne et adhérence, avec une excellente reproductibilité des résultats.
* = sans NaCl.

Milieu 
testé 

DO totales, 
moyenne 

DO totales, 
écart-type 

% adhérence, 
moyenne 

% adhérence, 
écart-type 

BL 3 898 0 452 26 93 3 71BL 3,898 0,452 26,93 3,71
BL/2 2,152 0,166 57,93 7,72 
BL/3 1,465 0,162 64,15 8,53 

BL/4 1,209 0,082 67,27 3,02 

BL/5 0,894 0,05 86,89 2,14 
BL* 6,979 0,555 56,1 12,85 

BL*/2 2 048 0 089 61 55 6 74BL /2 2,048 0,089 61,55 6,74

BL*/3 1,614 0,073 54,77 5,34 
BL*/4 1,344 0,119 67,81 9,24 
BL*/5 1,132 0,071 68,92 10,52 

A B

Figure 2. Profils d•expression des curli à 30?; C et à 37?; C.
Activités spécifiquescsgB-gfp[LVA] chez la souche PHL1273 (A) oucsgA::uidA chez la
souche PHL1137 (B) à 30?; C (jaune) et 37?; C (rouge).



48 

que la souche sauvage ne forme que de faibles biofilms au-dessus de 0,01 M NaCl en milieu 

minimum M63/2 additionné de glucose. Nous avons donc choisi le contexte génétique bien 

connu d•E. coli K-12, souche PHL818 (MG1655 malT::Tn10 ompR234), pour tester l•effet du 

nickel sur l•adhérence aux surfaces inertes. 

1.2 - Optimisation des conditions de culture  

�x Millieux de culture

Afin de respecter les conditions nécessaires à la formation de biofilm par la souche PHL818, 

un milieu de faible osmolarité était nécessaire. Lors de précédentes études, les expériences 

avaient été menées en milieu M63/2 + 0,2 % Mannitol. Cependant, des problèmes de repro-

ductibilité de la croissance en milieu minimum ont conduit au test de différents milieux : BL, 

BL/2, BL/3, BL/4, BL/5, avec ou sans NaCl. La souche PHL818 a ainsi été cultivée en plaque 

de polystyrène 24 puits à 30°C durant 40 h. Les fractions biofilm et surnageant ont ensuite été 

isolées et la DO600 mesurée pour chacune afin d•estimer le pourcentage d•adhérence, comme 

décrit dans le Matériel et Méthodes. La DO600 permet de faire une estimation de la biomasse. 

Ainsi, le milieu BL/4 a été sélectionné car il offrait le meilleur compromis entre croissance 

bactérienne et adhérence, avec une très bonne reproductibilité des résultats (tableau 5). Toute-

fois dans un milieu riche dilué quatre fois, la biomasse formée reste faible. Aussi, une source 

de carbone a-t-elle été ajoutée. Pour éviter le phénomène de répression catabolique qui 

s•exerce sur l•expression de nombreux facteurs de virulence, dont les structures d•adhérence, 

l•efficacité de l•apport de mannitol, et non de glucose, a été testée. L•effet de diverses concen-

trations de mannitol sur la croissance et l•adhérence a été testé (données non montrées), et la 

concentration de 0,1 % de mannitol a finalement été choisie pour le gain apporté à la crois-

sance par rapport aux autres concentrations essayées. Ces expériences ont montré que le mi-

lieu BL/4 + 0,1% Mannitol était le meilleur compromis pour l•obtention d•une croissance et 

de biofilms satisfaisants.  

�x Température de culture

Un des facteurs déterminants dans l•expression des gènes de curli est la température. Si cer-

tains isolats médicaux d•E. coli peuvent exprimer les curli à 37°C (Bianet al., 2000), la plupart 

des souches de laboratoire d•E. coli n•expriment les curli qu•à des températures inférieures à 

30°C (Arnqvistet al., 1992), (Olsénet al., 1989). L•expression des curli a été mesurée à 30 et 
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Figure 3. Effet de l•oxygénation, contrôlée par l•agitation, sur la formation
d•agrégats bactériens.
Le degré d•oxygénation est contrôlé par l•agitation des cultures.La souche PHL818 a été cultivée à
30?; C, sous forte (130 rpm, A) ou faible (50 rpm, B) agitation. Un trouble homogène sans agrégats
bactériens est observé en A, tandis que le milieu enB est hétérogène, clair parsemé d•agrégats qui
sédimententsédimentent.

Fluorescence
DODO

Figure 4. Régulation de l•expression des curli par la phase de croissance
bactérienne.
L•expression des curli est suivie par mesures de fluorescence grâce à la fusion de gènescsgB-
gfp[LVA] chez la souche PHL1273. Les curli (symboles pleins et traits) sont exprimés à partir de
la fin dela phaseexponentielledecroissance(symbolesvideset pointillés)la fin dela phaseexponentielledecroissance(symbolesvideset pointillés).
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37°C par l•intermédiaire de deux dosages : l•un utilise la fusion csgB-gfp[LVA] mesurée par 

fluorescence, et l•autre utilise la fusion csgA::uidA dont l•activité ß-glucuronidase résultante 

est dosée par colorimétrie (figure 2). Les résultats obtenus sont comparables pour les deux fu-

sions et confirment la thermorégulation que subissent les curli dans le mutant ompR234. Ain-

si, afin de favoriser la formation de biofilm par production de curli, la plupart des expériences 

seront menées à une température d•incubation de 30°C.  

�x Oxygénation du milieu

La formation de biofilms est également sensible à l•oxygénation du milieu, que l•on contrôle 

de manière expérimentale par l•agitation apportée aux cultures. Lorsque les incubations sont 

réalisées en conditions statiques (tubes ou boîtes de polystyrène), le milieu s•appauvrit très 

vite en oxygène et les croissances sont plus lentes (temps de cultures de 24 à 48 h). Pour les 

plaques, compte tenu des difficultés techniques liées à l•agitation, ce mode d•incubation sta-

tique a toutefois été retenu. Pour les cultures en tubes, Guillaume Méric et Philippe Lejeune 

ont optimisé la vitesse d•agitation permettant d•obtenir un maximum d•agrégats bactériens à 

50 rpm (figure 3). À faible agitation, les cultures présentent des agrégats bactériens visibles à 

l•œil nu. À forte agitation, les cultures sont troubles de manière homogène, indiquant 

l•absence d•agrégats. Ainsi, les cinétiques de suivi de l•expression des curli se sont effectuées 

à faible agitation (50 rpm). Pour la souche PHL818, la formation d•agrégats dépend essentiel-

lement des curli puisque les mutants curli- (csgA et csgD) sont incapables de floculer (Vidalet

al., 1998).  

�x Supports inertes de culture

Enfin, les adhérences peuvent se faire sur différents supports, chacun ayant des caractéris-

tiques d•hydrophobicité et de charges de surface différentes, ce qui peut favoriser ou non 

l•adhérence microbienne en fonction des souches bactériennes utilisées. Dans cette étude, les 

matériaux comme le verre, le polystyrène, et l•acier inoxydable ont été testés. Le verre est hy-

drophile, l•acier inoxydable intermédiaire et le polystyrène hydrophobe. En ce qui concerne la 

charge, le verre et l•acier sont plutôt globalement chargés négativement, et le polystyrène est 

très peu chargé. L•acier et le polystyrène ont été retenus pour deux types d•expérience : le po-

lystyrène est utilisé pour les adhérences en plaques 24 ou 96 puits, tandis que des coupons 

d•acier inoxydable ont été préférés pour les observations de biofilms en microscopie confo-

cale laser. En effet, la surface réfléchissante de l•acier inoxydable représente un point de dé-

part facile à visualiser pour les z-stacks de biofilms, et cela facilite ainsi les mesures de biovo-



30?; C

Milieu de faible osmolarité :Milieu de faible osmolarité :
BL/4 + 0,1 % Mannitol

Faible oxygénation du milieu contrôlé par le 
degré d•agitation (50 rpm)

Fin de phase exponentielle de croissance

Figure 5. Conditions de culture favorables à la formation de biofilms via les
curli chez la souche PHL818.
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lumes bactériens (voir le Matériel et Méthodes). Les biovolumes bactériens permettent de 

quantifier le développement du biofilm sur une surface.  

�x Phase de croissance

Les curli ne sont pas exprimés tout au long de la croissance, mais seulement à partir de la fin 

de la phase exponentielle de croissance (figure 4). Cette régulation en fonction de la phase de 

croissance est due au facteur sigma S (RpoS) qui s•accumule dans les bactéries arrivant en 

phase stationnaire de croissance, et qui contrôle l•expression de nombreux gènes chez E. coli,

dont les gènes codant les curli (Olsénet al., 1993) ; (Hammaret al., 1995).  

Les conditions de culture favorables à la formation de biofilms via les curli chez la souche 

PHL818 qui ont été retenues sont résumées sur la figure 5.  

1.3 - Les méthodes de quantification du biofilm  

1.3.1 - Les méthodes conventionnelles 

Lorsque les cultures sont effectuées en conditions statiques dans des plaques 24 puits, on peut 

séparer la population totale en deux fractions de comportements différents. Le biofilm se 

constitue sur le fond du puits en interaction avec le support de polystyrène, grâce à la produc-

tion d•une matrice d•exopolysaccharides (EPS) et de curli qui lient les bactéries les unes aux 

autres et qui permettent leur développement en des structures en trois dimensions. Le surna-

geant est constitué des cellules non adhérées, qui se retrouvent dans le milieu de culture au-

dessus du biofilm. La récupération du surnageant se fait en aspirant doucement la partie li-

quide du milieu de culture, puis en rinçant précautionneusement le fond du puits où se trouve 

le biofilm ; ensuite, le biofilm est récupéré grâce au grattage du fond du puits avec le bout du 

cône de pipette, puis par aspiration-refoulement (voir Matériels & Méthodes). La biomasse 

formée respectivement en biofilm et surnageant est quantifiée par mesure de la DO600 ou par 

coloration au violet cristal. La coloration au violet cristal permet d•estimer la quantité de bac-

téries fixées au support mais pas de connaître la quantité de bactéries libres.

La microscopie confocale a d•autre part été utilisée pour quantifier le biofilm formé par des 

souches rendues fluorescentes selon différentes méthodes (voir Matériels & Méthodes). Les 

séquences d•images permettent en effet de visualiser le biofilm en trois dimensions et 

l•utilisation de logiciels adaptés permet de calculer des données chiffrées telles que le biovo-

lume, ou l•épaisseur du biofilm.  



Figure 6. Principe de réalisation du Biofilm Ring Test.
Le Biofilm Ring Test est utilisé pour la visualisation et l•évaluation rapides de la formation de
biofilms. Ce système est développé par la société BioFilm Control. La formation de biofilm
immobiliselesparticulesmagnétiquesajoutéesau milieu decultureavecl•inoculumbactérienLaimmobiliselesparticulesmagnétiquesajoutéesau milieu decultureavecl inoculumbactérien. La
numérisation de la plaque avant et après la magnétisation permet de juger des biofilms formés, et
de calculer un indice de formation de biofilm (BFI).
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1.3.2 - Le Biofilm Ring Test 

Notre équipe a été laboratoire bêta-test pour une nouvelle technique de détection rapide des 

biofilms : le Biofilm Ring Test, développé par la société BioFilm Control. Cette méthode de-

vait permettre de suivre de façon simple et rapide, sans étapes de lavage ni de coloration, la 

formation de biofilms par des microorganismes en microplaque 96 puits. Cette méthode de-

vait autoriser un criblage rapide et efficace afin de tester différentes conditions de culture, di-

vers métaux, ou de plus nombreuses souches bactériennes dans un court laps de temps. La fi-

gure 6 illustre le principe de ce test novateur basé sur l•immobilisation de particules 

magnétisables, au sein du biofilm en formation. Les microplaques peuvent être analysées dès 

les premières heures d•incubation, ce qui représente un gain de temps considérable si l•on 

compare aux méthodes utilisées précédemment en plaques 24 ou 96 puits avec coloration au 

violet cristal, qui réclament des biofilms plus matures.  

L•adhérence de deux souches a été testée par cette méthode : la souche PHL818 a été choisie 

pour sa capacité d•adhérence, tandis que la souche NM522 non adhérente a servi de contrôle 

négatif. Après 8h15 d•incubation, la souche PHL818 présente un biofilm dense, qui immobi-

lise les particules magnétisables (figure 7.A), comparativement au milieu stérile où la magné-

tisation provoque un regroupement des particules au centre des puits (rond marron).  

Mais le contrôle négatif peut réagir lui aussi positivement. En effet, la souche NM522, non 

adhérente, développe un biofilm suffisant pour immobiliser les particules magnétisables (fi-

gure 7.A). Un problème d•ordre technique pourrait être à l•origine de ce problème : dans les 

milieux pauvres, les particules se retrouvent immobilisées par un phénomène électrostatique 

au fond de la microplaque, donnant de faux positifs. L•adhérence observée pour la NM522 

pourrait donc découler de ces phénomènes électrostatiques sans rapport avec des structures 

d•adhérence bactériennes.      

Afin de contourner ce problème lié à l•utilisation de milieux pauvres, cette méthode a été uti-

lisée en milieu riche BL afin de suivre la cinétique de formation des biofilms à 30°C. Avec les 

images de la microplaques prises avant, puis après la magnétisation, le logiciel de traitement 

des données de l•appareil calcule l•indice de formation des biofilms (BFI) pour chaque puits. 

Le biofilm est considéré comme formé lorsque les particules sont totalement immobilisées, 

c•est-à-dire lorsque le BFI est inférieur à 2. La souche PHL818 présente une formation de bio-

film dense à 6 h d•incubation en BL à 30°C (figure 7.B). La souche NM522 (qui ne devrait 

normalement pas adhérer) montre une immobilisation totale des particules dès 5 h 



Milieu stérileA

B

NM522

PHL818

B

Figure 7. Exemples de résultats obtenus par la méthode du Biofilm Ring Test
(A) Photographies des puits d•une plaque 96 puits après magnétisation, pour la souche PHL818 et
pour la souche NM522, cultivées en BL/4+0,1% Mannitol durant 8h15. (B) Histogrammes
montrant l•indice de formation du biofilm(BFI), pour les souches PHL818 (jaune) et NM522
(vert) cultivéesen BL ; la barrehorizontaleindique le seuil en dessousduquel le biofilm est(vert), cultivéesen BL ; la barrehorizontaleindique le seuil en dessousduquel le biofilm est
considéré comme formé. Toutes les cultures ont été effectuées à 30?; C, en triplicat.
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d•incubation (figure 7.B). Le profil obtenu pour la souche NM522 semble donc être le résultat 

de faux positifs. De plus, on peut s•interroger sur la pertinence de •biofilms• déjà denses en si 

peu de temps, surtout avec une souche comme la NM522 qui est habituellement très peu ad-

hérente.   

Après discussion avec Thierry Bernardi, PDG de la société BioFilm Control, il apparaît que 

cette méthode est intéressante pour étudier les phénomènes d•adhésion primaire d•un biofilm, 

mais que sa fiabilité dépend étroitement du milieu de culture utilisé. Comme les milieux de 

culture compatibles avec cette méthode ne permettent pas la production de curli en raison de 

leur forte osmolarité, les investigations qui ont suivi sont donc basées sur les méthodes con-

ventionnelles : quantification du biofilm par estimation de la biomasse par mesures de la 

DO600 ou coloration au violet cristal, ou mesure des biovolumes par microscopie confocale la-

ser. 
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Figure 8. Estimation de la concentration sous-inhibitrice de nickel.
(A) Cinétiques de croissance de la souche PHL818 enprésence de concentrations croissantes de
nickel. (B) Temps de génération calculés sur cette même cinétique.
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Chapitre 2 : Effet différentiel du nickel sur la 
croissance bactérienne 

2.1 - Effets du nickel selon les conditions de culture 

2.1.1 - Ajout du nickel à des cultures en croissance ou déjà établies, statiques 

ou agitées 

Des cinétiques de croissance à 37°C 130 rpm ont été menées avec différentes concentrations 

de nickel (figure 8.A). Ces résultats montrent que la présence de métal à des concentrations 

élevées affecte les temps de génération (figure 8.B). Cependant, aux faibles concentrations 

(�” 100 µM de nickel), les cultures présentent des taux de croissance comparables à celui 

d•une culture sans nickel ; ce sont donc des concentrations sous-inhibitrices. On peut égale-

ment remarquer que la biomasse formée dans les cultures avec nickel atteint un palier de 

croissance (ici à une DO600 autour à 0,9) alors que la biomasse de la culture sans métal conti-

nue de croître au fil des heures jusqu•à la phase stationnaire. La présence de nickel agirait 

donc comme un limiteur de la croissance bactérienne en conditions planctoniques.  

L•état physiologique des bactéries au moment de l•application d•un stress influe sur leurs ré-

ponses à celui-ci. Les effets du nickel sur la viabilité des populations ont donc été comparés 

sur des cultures en pleine croissance ou sur des cultures âgées. Le nickel a été ajouté soit dès 

le début de la culture, soit après 24 h de culture suivie d•une nouvelle incubation de 24 h sans 

adjonction de milieu frais. Outre l•état physiologique des bactéries (phase exponentielle ou 

stationnaire), un deuxième paramètre a été testé : le degré d•oxygénation de la culture. Pour 

cela, le nickel a été ajouté soit à des cultures sous agitation (30°C 130 rpm), soit à des cultures 

cultivées de façon statique à l•étuve. La quantité de biomasse produite a été estimée par me-

sure de la densité optique à 600 nm, après dispersion des agrégats au vortex (contrôlée en mi-

croscopie comme décrit dans les Matériels & Méthodes). Lorsque le nickel est ajouté sur des 

populations déjà établies, il a un effet bactériostatique (qui empêche le développement des 

bactéries) sur les cultures, comme indiqué sur la figure 9. En effet, les cultures où le nickel est 

ajouté après 24 h d•incubation ne voient plus leurs DO600 augmenter au cours de la seconde 

incubation de 24 h, si on les compare aux cultures sans nickel pour lesquelles l•accroissement 

de biomasse est de 25 %. Cependant, on peut noter qu•aux plus faibles concentrations de nic-

kel, les cultures statiques sont légèrement moins sensibles à la présence du métal que les cul-
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Figure 9. Effet du nickel sur la survie de la souche PHL818 en cultures
planctoniques.
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Le nickel est ajouté soit sur des populations établies de 24 h, avec incubation supplémentaire de
24 h (A), soit dès le début de l•incubation (B). Les DO600 sont mesurées soit sur des cultures
agitées (traits pointillés) à 130 rpm, soit sur des cultures statiques (traits pleins), comme décrit dans
les Matériels et Méthodes. Les cultures statiques correspondent aux populations totales des
expériences d•adhérence en plaques 24 puits, avec incubation de 40 h. Les cultures se font à
30?; C, en BL/4 + 0,1 % Mannitol avec des concentrations de nickel croissantes allant de 0 à
1000 µM. Pour les tubes agités de (A), les DO600 mesurées à 24h avant l•ajout de nickel
correspondent à unebiomasse de 80.p
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tures agitées. Les résultats obtenus avec ajout du nickel dès le début de l•incubation à 30°C 

(figure 9.B) indiquent que les bactéries en croissance sont beaucoup plus sensibles à la pré-

sence de métal que celles qui sont déjà en fin de phase exponentielle lors de l•ajout de nickel 

(figure 9.A). En effet, à 400 µM de nickel, la biomasse des cultures est presque nulle, indi-

quant la mort cellulaire. L•écart entre cultures agitées et cultures statiques est important à 

100 µM et aussi à 200 µM de nickel où les cultures agitées présentent une biomasse nulle tan-

dis que les cultures statiques sont à 20 % de croissance (par rapport aux cultures sans métal 

qui représentent le 100 %). Les cultures statiques voient leur croissance totalement inhibée à 

300 µM de nickel.

Il apparaît donc que le nickel est beaucoup plus toxique pour les bactéries en croissance que 

pour des populations déjà établies.

2.1.2 - Effet différentiel du nickel sur le s fractions surnageant et biofilm de 

cultures statiques 

Pour les cultures statiques, l•effet de la présence de nickel dans le milieu de culture a été ana-

lysé par mesure de la DO600 sur la croissance des bactéries libres (fraction surnageant) et 

fixées (fraction biofilm). À nouveau, lorsque le nickel est ajouté sur des cultures âgées, une 

faible toxicité est observée sur les bactéries libres alors que les bactéries en biofilm semblent 

insensibles à la présence de métal, même en très fortes concentrations (figure 10.A). Cepen-

dant, l•effet du nickel est plus marqué lorsqu•il est présent dès le début de la croissance (fi-

gure 10.B) ; la fraction surnageant est très sensible à la présence du métal, puisqu•une diminu-

tion de 90 % de la biomasse est observée dès 100 µM de nickel. En ce qui concerne la fraction 

biofilm, deux phénomènes sont observés : pour des concentrations inférieures à 200 µM, la 

présence de nickel augmente de façon significative la biomasse, alors que pour des concentra-

tions supérieures à 200 µM de nickel, un effet toxique est observé sur le développement du 

biofilm. Ces résultats indiquent que le nickel à faible concentration favorise la formation de 

biofilm, tandis qu•il a un effet toxique sur les cellules planctoniques. 

Pour déterminer si cet effet différentiel du nickel est spécifique de la formation du biofilm sur 

polystyrène ou s•il s•agit d•un phénomène général observable sur d•autres types de supports, 

les expériences de croissance en cultures statiques ont été également réalisées sur un support 

constitué de coupons inox. Le détail du déroulement de cette expérience est expliqué dans les 

Matériels & Méthodes. Ce changement de support permet en plus d•observer les biofilms en 

microscopie confocale laser, à la condition d•utiliser une souche fluorescente. Nous avons 
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Figure 10. Effet du nickel sur la souche PHL818 cultivée en conditions
statiques.
Le nickel est ajouté soit sur des populations établies de 24 h, avec incubation supplémentaire de
16 h, (A) soit dès le début de la croissance (B). L•incubation en conditions statiques dure 40 h à
30?; C, en BL/4 + 0,1 % Mannitol avec des concentrations de nickel croissantes allant de 0 à
1000 µM. La biomassetotale formée en présencede nickel est répartie entre la fraction1000 µM. La biomassetotale formée en présencede nickel est répartie entre la fraction
surnageant et la fraction biofilm. Lescroissances des fractions surnageant (diamants) et biofilm
(carrés) ont été estimées à partir des mesures de DO600 réalisées après cultures en plaques 24
puits ou en boîtes de Petri, comme décrit dans les Matériels et Méthodes. L•addition du
surnageant et du biofilm donne les courbes de croissances statiques totales dans la figure 9.
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alors choisi de recourir à une protéine fluorescente verte (GFP pour green fluorescent protein)

dont l•expression du gène est placée sous le contrôle du promoteur constitutif lac (PHL1359). 

Ainsi, toutes les bactéries en croissance expriment cette protéine marqueur. Des observations 

de cultures planctoniques au microscope à épifluorescence ont permis de vérifier que le gène 

de la GFP était exprimé de manière constitutive et homogène dans cette souche, par compa-

raison des champs en lumière blanche et en épifluorescence. Trois concentrations de nickel 

ont été utilisées : 0, 100, et 300 µM de nickel, correspondant aux images A, B, et C respecti-

vement de la figure 11. De plus, un logiciel de traitements des images a permis de calculer le 

volume bactérien (c•est-à-dire le biovolume) sur chaque zone photographiée à partir des z-

stacks pris sur chaque coupon (figure 11.D). Sans nickel, les bactéries forment un biofilm uni-

forme, tandis qu•à 100 µM de nickel le biofilm est structuré de façon irrégulière. A 300 µM 

de métal seules des micro-colonies éparses se développent. Le calcul des biovolumes con-

firme que la présence de nickel (100 µM) induit une hausse significative de la biomasse en 

biofilm par rapport aux cultures sans nickel, tandis qu•à forte concentration, la toxicité du mé-

tal réduit significativement le biovolume (figure 11.D, P < 0,0001).

2.1.3 - Effet du nickel en fonction de la température de culture (30-37°C) 

La formation de biofilm par les souches d•E.coli K-12 productrices de curli est strictement 

thermorégulée (figure 2). Dans le contexte génétique de référence (MG1655 ompR234 = 

PHL818), les fonctions d•adhérence par les curli sont en effet régulées en fonction de la tem-

pérature. Ainsi, même si les autres paramètres favorisant l•expression des curli sont remplis 

(osmolarité, agitation, oxygénation, etc.), ces structures d•adhérence sont réprimées à 37°C et 

ne permettent pas la formation de biofilm. Le nickel permet-il de dépasser cette thermorégula-

tion ? En testant l•adhérence de la souche PHL818 à 30 et 37°C, des adhérences très limitées à 

37°C étaient attendues. Or, les colorations au violet cristal présentées dans la figure 12 mon-

trent nettement une augmentation de la fraction biofilm aux deux températures en présence de 

certaines concentrations de nickel. Cependant, le pic de biofilm à 37°C est plus restreint que 

celui à 30°C, et il se manifeste à des concentrations de nickel plus élevées (400 µM à 37°C, 

au lieu de 100 µM à 30°C). Il apparaît donc que la présence de nickel dans le milieu de cul-

ture permet à la PHL818 d•adhérer fortement à 37°C. Les mécanismes impliqués restent ce-

pendant à élucider, et les structures d•adhérence entrant alors en jeu seront à examiner. Si ce 

phénomène implique les curli, alors ces expériences indiquent que la présence de nickel per-

met de s•affranchir de la thermorégulation habituelle des curli chez cette souche.
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Figure 11. Une faible concentration de nickel induit la formation de biofilm sur
coupons inox.
Les biofilms, formés par la souche PHL1359 (MG1655ompR234x pMP2444(lac::egfp)), sont
observés au microscope confocal après 24 h de croissance, par suivi de la fluorescence émise par la
GFP. (A) Biofilm uniforme lors d•une croissance sans nickel. (B) Biofilm structuré de façon
irrégulière en présence de 100 µM de nickel. (C) Microcolonies en présence de 300 µM de nickel.

Concentrations de nickel (µM)

(D) Moyennes des biovolumes calculés à partir des z-stacks pris sur chaque coupon. LaP value
reflète la probabilité que la moyenne des biovolumes avec exposition au nickel soit égale à la
moyenne des biovolumes sans exposition au métal (P < 0,0001).

A. 30?; C 0   100   200  300  400   500   600 µM Ni 

Figure 12. Induction du biofilm par le nickel à 30?; C et 37?; C, coloré au violet
cristal, chez la souche PHL818.
La souchePHL818 a été cultivée en plaques96 puits de polystyrène,en milieu BL/4 + 0,1 %

B. 37?; C 0    100  200  350  400   450  500 µM Ni 

La souchePHL818 a été cultivée en plaques96 puits de polystyrène,en milieu BL/4 0,1 %
mannitol à 30?; C (A) ou 37?; C (B), en présence de concentrations croissantes de nickel. Les
biofilms ont été colorés avec du violet cristal, comme décrit dans les Matériels & Méthodes. La
présence de nickel induit une augmentation de la formation des biofilms à ces deux températures.
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2.2 - Spécificité du phénomène d’induction du biofilm par le nickel  

2.2.1 - L’effet inducteur du nickel sur le biofilm est largement distribué au sein 

de l’espèce E. coli

Le nickel induit une augmentation de la fraction biofilm à 30 et 37°C chez la souche PHL818 

(MG1655ompR234). Afin de tester si ce phénomène est largement distribué chez E. coli, dif-

férentes souches ont été testées. Les deux souches de laboratoire suivantes ont été choisies 

pour cette étude : 1) la souche parentale MG1655 (PHL1256) possédant l•allèle sauvage du 

gèneompR et possédant une faible capacité d•adhérence, et 2) la souche  MC4100 ompR234 

(PHL644), productrice de curli et très adhérente en milieu de faible osmolarité. La souche 

PHL881, provenant de la collection de souches de l•Hôpital Edouard Herriot de Lyon, a été 

choisie pour représenter les isolats de l•environnement hospitalier : cette souche a été isolée 

d•un cathéter trans-hépatique percutané chez une patiente de 71 ans atteinte de cholécystite 

(inflammation de la vésicule biliaire), et produit des curli (Vidalet al., 1998). Pour la souche 

isolée d•un patient hospitalisé, le cycle d•infection se déroule dans le corps humain, à 37°C. Il 

est possible que les curli soient produits à 37°C en conséquence d•une adaptation spécifique à 

cette niche. 

Les capacités d•adhérence de ces souches ont donc été testées en présence de nickel en cul-

tures statiques, à 30°C et 37°C. La quantité de biofilm formé a été estimée :  

�x soit à partir de la coloration au violet cristal des bactéries adhérentes au fond de 

chaque puits après élimination des bactéries planctoniques (figure 13.A et C),

�x soit par des mesures de densité optique à 600 nm de la biomasse bactérienne (figure 

13.B).

A 30°C, les deux modes d•estimation de la biomasse formée par le biofilm en présence de 

quantités croissantes de nickel indiquent que les pics de biofilms sont formés à des concentra-

tions de nickel différentes en fonction des trois souches bactériennes testées : entre 100 et 

200 µM pour les souches PHL818 et PHL644, un très faible effet entre 150 et 250 µM pour la 

souche PHL1256, et un pic entre 250 et 400 µM pour la souche PHL881 (figure 13.A). 

Puisque les concentrations de nickel auxquelles les pics maximums de biofilms sont observés 

varient en fonction de la souche, nous avons estimé par mesure de la DO600 la biomasse du 
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Figure 13. Effet du nickel sur l•adhérence de souches issues de différents
contextes génétiques.
(A et C) Estimation visuelle de la biomasse des biofilms de trois souches MG1655 par coloration 
des bactéries fixées au violet cristal, incubées à 30?; C (A) et 37?; C (C) en plaques 96 puits. 
(B) Estimation quantitative de la biomasse du biofilm à partir de la mesure de le DO600 en plaques
24 puits à 30?; C pour les souchesPHL818 (MG1655ompR234) PHL644 (MC4100ompR234)24 puits à 30 C pour les souchesPHL818 (MG1655ompR234), PHL644 (MC4100ompR234),
PHL1256 (MG1655ompRWT), et PHL881 (isolat médical) ; les valeurs maximales de biofilm
présentées sont des moyennes d•au moins deux expériences indépendantes sur 4 cultures chacune ;
les barres d•erreur indiquentles déviations standard.
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biofilm formé en présence de 100 µM de nickel pour les souches PHL818 et PHL644, et res-

pectivement de 150 µM et 250 µM de nickel pour les souches PHL1256 et PHL881 (figure 

13.B). Comme observé pour la souche de référence, le nickel favorise la formation du biofilm 

pour les trois autres souches testées.

A 37°C (figure 13.C), la souche PHL818 présente une adhérence plus faible, même en pré-

sence de nickel. Cependant, cette souche présente également un pic de biofilm, décalé vers 

des concentrations de nickel supérieures à celles observées pour le pic à 30°C. L•adhérence de 

la souche PHL1256 reste très faible, mais l•effet est visible. Quant à la souche médicale 

PHL881, on peut remarquer qu•elle adhère mieux à 30°C qu•à 37°C. Les conditions de cul-

ture utilisées ici peuvent ne pas permettre une expression maximale des curli pour cette 

souche. À moins que la production de curli ne soit pas primordiale pour la colonisation des 

cathéters ou la colonisation de l•hôte par cette souche. Une autre hypothèse est que la faible 

adhérence observée à 37°C suffit pour coloniser un dispositif intra-corporel.  

Ces expériences montrent que le nickel stimule la formation de biofilm aussi bien par la 

souche de référence que par d•autres souches de laboratoire ou par un isolat médical. Les mé-

canismes de réponse à la présence du métal par l•augmentation de l•adhérence semblent donc 

largement répandus chez Escherichia coli. Puisque l•effet promoteur du nickel sur le biofilm 

est plus marqué chez la souche PHL818 que dans d•autres contextes génétiques, l•exploration 

du phénomène sera poursuivie avec cette souche.  

2.2.2 - Effet d’autres métaux sur le biofilm 

Afin de vérifier si l•effet promoteur du nickel sur le biofilm d•E. coli K-12 ompR234 était 

spécifique à ce métal ou non, différents métaux ont été testés, tous des cations divalents. Le 

magnésium a été choisi dans un premier temps pour tester, par les méthodes conventionnelles, 

son influence sur le comportement d•adhérence de la souche PHL818. Ce choix a été fait en 

raison de son absence de toxicité pour les cellules ; de plus, les ions nickel pénètrent dans la 

cellule soit par des systèmes de transport spécifiques, soit par les systèmes de transport du 

magnésium (Navarroet al., 1993). Comme attendu, aux concentrations essayées, le magnésium 

n•est toxique ni pour les bactéries planctoniques, ni pour celles en biofilm (figure 14.A). Il 

n•induit pas la formation de biofilm, quelque soit la concentration utilisée. Nous avons donc 

testé d•autres métaux, de la famille des métaux de transition, proches du nickel, afin de véri-

fier leur incidence sur la production de biofilms chez la souche PHL818. Pour cela, les bacté-

ries ont été incubées à 30°C en présence d•une large gamme de concentrations pour chacun 
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Figure 14. Effet de différents métaux sur l•adhérence de la souche PHL818.
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g
(A) Estimation quantitative de la biomasse des fractions surnageant et biofilm à partir de la mesure
des DO600, en présence de concentrations croissantes denickel ou de magnésium ; les cultures se
font en plaques 24 puits. (B) Estimation visuelle de la biomasse des fractions biofilm par coloration
au violet cristal, en présence deconcentrations croissantes de différents métaux (Ni, Cu, Co, Cd,
Zn) ; la souche PHL818 a été cultivée en plaques 96 puits de polystyrène. Les cultures ont été faites
en milieu BL/4 + 0,1 % mannitol, à 30?; C sans agitation durant 40 h.
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des métaux suivants : chlorures de nickel, de cuivre, de cadmium, de cobalt, et de zinc. Les 

biofilms sont colorés au violet cristal, comme décrit dans les Matériels et Méthodes. Les 

plaques sont enfin numérisées pour visualiser les biofilms colorés (figure 14.B). Tous les mé-

taux testés, sauf le zinc, induisent une augmentation plus ou moins importante de la produc-

tion de biofilms chez la souche PHL818 à 30°C. Le nickel et le cuivre sont les métaux qui 

augmentent de la façon la plus significative la production de biofilms. Le cadmium induit 

également une augmentation de la fraction biofilm, mais de manière moins marquée qu•avec 

le nickel. Le cobalt a un léger effet visible sur le biofilm.  

Étant donné que différents métaux stimulent la formation du biofilm de la souche curliée, ce 

phénomène semble s•inscrire dans un mécanisme plus large de réponse à un stress environ-

nant (métallique ici), plutôt que de découler d•une réponse spécifique à la présence du seul 

métal nickel.  
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Figure 15. Principe de mesure de la mobilité électrophorétique.
(A) Chaque lot d•ovales violets représente une bactérie bougeant sousl•effet du champ électrique ;
un logiciel quantifie les mouvements bactériens, etcalcule une valeur de mobilité électrophorétique
(barres verticales noires) pour chacun des échantillons, suivant l•ensemble des mesures effectuées
sur chaque lot. (B) Quand on compare deux populations bactériennes (une en violet et l•autre en
bleu), une différence (en rouge) dans la distancede migration peut apparaître, résultant de
diffé d l h d f l i difi l hdifférencesdans les charges de surface ; les cations sont connuspour modifier les charges
électriques en surface des bactéries, ce qui peut induire une augmentation de l•adhérence
bactérienne.
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Chapitre 3 : Identification de l’effecteur dans le 
phénomène de promotion du biofilm 
par le nickel

Afin de décrypter les mécanismes favorisant la formation de biofilm en présence de nickel, 

différentes hypothèses non exhaustives peuvent être envisagées:

�x Le nickel pourrait modifier les propriétés de charges de surface bactérienne, de telle 

sorte que l•adhésion primaire serait facilitée.  

�x Le biofilm pourrait offrir une protection contre la toxicité du nickel, soit en freinant 

la distribution du métal au sein du biofilm, soit en modifiant la perméabilité mem-

branaire des bactéries, ou bien enfin en activant la surproduction de la pompe 

d•efflux au nickel RcnA.  

�x Enfin, ce phénomène pourrait découler d•une réponse adaptative de la bactérie à la 

présence de nickel, ce qui lui permettrait d•adhérer massivement, par exemple en 

surproduisant une structure d•adhérence (adhésine Ag43, pili de type I, curli, etc), et 

de bénéficier alors des changements physiologiques propres à la vie en biofilm dont 

la résistance accrue aux biocides est une caractéristique.  

3.1 - Impact du nickel sur les charges de surface bactérienne  

Le comportement d•adhérence des cellules microbiennes dépend des propriétés physico-

chimiques de la surface cellulaire, et de sa composition chimique. Or, le nickel étant un cation 

métallique, il pourrait avoir des effets conditionnant sur une surface, qu•elle soit abiotique ou 

bactérienne. Les recherches se sont donc orientées vers des mesures de charges de surface 

bactérienne.

Des approches microscopiques ont été développées pour étudier les propriétés de surface bac-

térienne, avec notamment la microscopie électronique à transmission. Cependant cette tech-

nique est fortement agressive vis-à-vis des ultrastructures de surface (comme la capsule, etc.), 

conséquence des méthodes conventionnelles de préparation. Certaines méthodes récentes 

comme la cryosubstitution permettent de préserver ces structures, mais sont très demandeuses 



Figure 16. Mesures de la mobilité électrophorétique pour la souche PHL818 en
présence ou absence de nickel ou de magnésium.
La mobilité électrophorétique de la souche PHL818 a été mesurée après une demi-heure de
contact en absence d•ions métalliques, ou avec100 µM de nickel ou de magnésium, comme
décrit dans les Matériels & Méthodes.
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en temps de préparation. De plus, ces microscopies électroniques ne permettent que les obser-

vationsex situ. Cependant, la microscopie à force atomique (AFM : atomic force microsco-

py), découverte par Binnig et ses collaborateurs en 1986 (Binniget al., 1986), permet l•étude 

des bactéries en milieu aqueux. L•AFM permet donc d•imager et de quantifier les propriétés 

de surface et les interactions à la surface des bactéries. Toutefois, l•optimisation de la prépara-

tion des échantillons et la mise en œuvre de cette technique requiert du temps et un certain sa-

voir-faire expérimental.  

Diverses approches macroscopiques plus abordables ont été développées afin de caractériser 

les propriétés physico-chimiques de la surface bactérienne :  

1. l•hydrophobicité de surface peut être estimée soit par mesure d•angle de contact entre 

substrat et bactérie, soit par le test MATS (microbial adhesion to solvents). La mé-

thode MATS consiste à mettre en contact une suspension bactérienne de densité op-

tique (DO) connue avec un solvant. Après une brusque agitation, des micro-

goutelettes de solvants se forment sur lesquelles les bactéries adhèrent ou non, en 

fonction de l•hydrophobicité. La mesure de la DO de la phase aqueuse permet de dé-

terminer le pourcentage d•adhésion au solvant, indiquant si la bactérie est plutôt hy-

drophobe ou plutôt hydrophile ;

2. le potentiel zêta est estimé à partir de la mobilité électrophorétique (technique de mi-

croélectrophorèse) des particules en suspension. Le potentiel zêta évalue la force in-

duite par les interactions électrostatiques d•une bactérie et du substrat. Cette force est 

directement liée aux structures de surface (protéines) et à la force ionique du milieu. 

Les mesures conduites en milieu aqueux ne dénaturent en rien les ultrastructures de 

surface. De plus, c•est une technique simple à mettre en œuvre, l•unique étape de pré-

paration étant la mise en culture des bactéries et leurs lavages.

La microélectrophorèse a ainsi été choisit pour étudier les modifications des propriétés de sur-

face de bactéries en présence ou non de métal. En effet, les cations sont connus pour modifier 

les charges électriques en surface des bactéries, altérant souvent l•adhésion bactérienne 

(Fletcher and Wertz, 1988) ; (McEldowney, 1994) ; (Sunget al., 2006). Le principe de cette mé-

thode est présenté sur la figure 15. La présence de nickel dans le milieu de culture diminue 

l•électronégativité des cellules (figure 16 ; P > 0,05). Afin de déterminer si l•effet promoteur 

du nickel sur le biofilm  pouvait être attribué à la propriété générale des cations, l•influence 

d•un autre cation a été également mesurée dans les mêmes conditions de culture. Le métal 

magnésium a été choisit car il est un cation divalent comme le nickel. Il apparaît que la pré-
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Figure 17. L•effet promoteur du nickel sur la formation de biofilm chez la
souche PHL818 ne repose pas sur la pompe d•efflux du nickel RcnA.
F ti bi fil (A) t t (B) d dhé d l h MG1655 R234Fractions biofil ms (A) et surnageants (B) des adhérencesde la souche MG1655 ompR234
(PHL818 ; symboles pleins) et de son mutantrcnA (PHL1374 ; symboles vides) en plaque de
polystyrène 24 puits. Les fluorescences de PHL818 contenant la fusionrcnA::gfp (PHL1370) ont
été mesurées sur les fractions surnageant et biofilm grâce à un fluorimètre, comme décrit dans les
Matériels & Méthodes. L•activité spécifique fluorescente de la GFP (courbes pointillées) a été
calculée selon la formule : (fluorescence GFP - fluorescence initiale)/DO600. Si les valeurs de
DO600 d•une des fractions étaient basses (moins de 0,1 U), alors l•essai était répété en boîtes de
Petri afin de collecter un volume plus important de cultures, menant à une quantification plus
précisedela croissancebactérienneprécisedela croissancebactérienne.
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sence de magnésium dans le milieu de culture diminue l•électronégativité des bactéries de 

manière similaire au nickel (figure 16 ; P > 0,05). Par contre, la présence de magnésium à une 

concentration de 100 µM dans le milieu de culture n•augmente pas la formation de biofilm 

(figure 14.A; P > 0,05). Par conséquent, la formation de biofilm induite par le nickel ne re-

pose pas simplement sur une modification des charges de surface bactérienne, mais plutôt sur 

un effet physiologique qui reste à élucider.

3.2 - Implication de la pompe d’efflux RcnA  

Escherichia coli utilise la pompe d•efflux RcnA pour survivre en présence de nickel 

(Rodrigueet al., 2005). L•effet promoteur du nickel sur les biofilms d•E. coli pourrait être lié à 

ce mécanisme de résistance au nickel. Afin de tester l•implication de la pompe d•efflux, au 

nickel et cobalt, RcnA dans la formation de biofilms en milieu avec nickel, un mutant rcnA a 

été construit dans la souche MG1655 ompR234 en transduisant la cassette rcnA::uidA-kan is-

sue de la souche ARY023, pour donner la souche PHL1374. En présence de 100 µM de nickel 

dans le milieu de culture, le mutant rcnA se comporte de façon surprenante comme la souche 

parentale : on observe une augmentation du biofilm (figure 17). Ce résultat indique que la 

pompe d•efflux RcnA n•est pas indispensable à l•effet du nickel sur le biofilm. Cependant, la 

mutationrcnA diminue significativement la croissance bactérienne à partir de 200 µM de nic-

kel lors de la croissance en biofilm, et dès 100 µM pour les bactéries libres. La pompe RcnA 

semble donc bien impliquée dans la survie de la bactérie à forte concentration en nickel. Nos 

résultats suggèrent d•ailleurs qu•une bactérie libre utilise dès les faibles concentrations de 

nickel cette pompe d•efflux alors qu•une bactérie fixée au sein d•un biofilm semble en tirer 

profit à plus forte concentration (200 µM). Pour vérifier ce résultat, le niveau d•expression 

transcriptionnelle de rcnA a été mesuré dans le contexte génétique parental, à partir de 

l•activité d•une fusion rcnA-gfp portée par le plasmide à faible nombre de copies p157. 

L•activité de la fusion rcnA-gfp dans le biofilm est mesurable dès les faibles concentrations de 

nickel, mais son niveau maximal d•expression requiert de fortes concentrations de métal si-

tuées au-delà de celles induisant le pic de biofilm (figure 17.A). Les données obtenues à partir 

des cultures planctoniques confirment que la transcription maximale du gène de la pompe 

d•efflux est observée dans les conditions les plus rudes (moins de 20 % de survie cellulaire ; 

figure 17.B). Ces résultats indiquent que la formation de biofilm induite par une faible con-
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Figure 18. Utilisation du gène de la pompe d•efflux RcnA comme senseur de la
présence de nickel au sein du biofilm dans la souche PHL1386
Les adhérences de la souche PHL1386 (MG1655ompR234/p156 (lacZ-ecfp) /p157 (rcnA-gfp))

?; •ont été réalisées sur coupons inox, à 30?; C après 24 h d•incubation, enprésence de 100 µM de
nickel. La présence des bactéries composant le biofilm est révélée grâce à la fusionlacZ-ecfp
(A), tandis que celles exprimant la pompe d•efflux RcnA sont marquées avec la fusionrcnA-gfp
(B). (C) Superposition des deux canaux précédents. (D) Analyse spectrale point par point.
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centration de nickel ne résulte pas d•un avantage sélectif conféré par la présence de cette 

pompe d•efflux RcnA. La bactérie fixée paraît donc protégée par d•autres mécanismes.  

3.3 - Distribution du nickel au sein du biofilm 

Puisque la pompe d•efflux RcnA ne joue pas un rôle prépondérant lors de l•exposition des 

bactéries en biofilm à de faibles doses de nickel, une seconde hypothèse a été envisagée selon 

laquelle la matrice d•exopolysaccharides et de curli entourant les bactéries en biofilm pourrait 

bloquer la pénétration du métal jusqu•aux cellules. Détecter directement la présence du nickel 

au sein du biofilm n•est pas évident. Aussi, pour tester cette seconde hypothèse, nous avons 

utilisé la pompe RcnA comme senseur de la présence de nickel dans le biofilm. En effet, nous 

avons vu précédemment que l•expression de la pompe d•efflux débute dès les faibles concen-

trations de nickel. Ainsi, le suivi de l•expression de la pompe RcnA par fluorescence en mi-

croscopie confocale laser permet de visualiser les zones de biofilm où le nickel a suffisam-

ment pénétré pour activer cette pompe. L•expression de la pompe d•efflux a été suivie grâce à 

la fusion rcnA-gfp lors de la colonisation de coupons inox en présence ou non d•une concen-

tration de nickel sous-inhibitrice (100 µM). Afin de localiser l•ensemble des cellules consti-

tuant le biofilm, la souche étudiée a été marquée à la CFP (cyan fluorescent protein) en intro-

duisant un plasmide à faible nombre de copies portant une fusion lac-ecfp dans la souche 

PHL818 rcnA-gfp. La souche résultante, PHL1386, porte donc un double marquage : 

l•expression constitutive du promoteur lac induit une fluorescence de couleur bleu cyan chez 

toutes les bactéries présentes et actives physiologiquement, tandis que les cellules exprimant 

la pompe d•efflux RcnA présenteront en plus une fluorescence verte. Grâce au marquage lac-

ecfp, on observe la formation d•un biofilm avec des structures en trois dimensions bien défi-

nies (figure 18.A). Toutes les bactéries du biofilm apparaissant vertes expriment la fusion 

rcnA-gfp (figure 18.B). La figure 18.C a été produite par la superposition des images des deux 

canaux précédents. L•analyse spectrale (figure 18.D) permet de juger la dispersion des deux 

signaux. Les bactéries en biofilm dont la croissance s•est effectuée en présence de 100 µM de 

nickel se situent toutes dans un amas autour d•une droite à 45° de chacun des axes de 

l•analyse spectrale. Cela signifie que les cellules adhérées affichent toutes une fluorescence en 

cyan et en vert, c•est-à-dire que toutes expriment les deux fusions. La concentration de nickel 

présente au sein du biofilm est donc suffisante pour déclencher l•expression de la pompe 



Figure 19. Dosage du nickel intracellulaire par mesure de la radioactivité.
100 µL de nickel radioactif (63Ni) à 100 µM est ajouté au nickel froid habituel pour des cultures
de la souche PHL818 en boîtes de Petri à 30?; C sans agitation pendant 40 h. L•analyse des
fractionssurnageantet biofilm sefait commedécritdansle Matérielet Méthodes. L•histogrammefractionssurnageantet biofilm sefait commedécritdansle Matérielet Méthodes. L histogramme
montre la quantité de63Ni par mg de poids sec bactérien (PSB) issue des filtres des fractions
surnageant et biofilm.

PHL818

Figure 20. Effet du nickel sur la production de biofilms chez la souche
PHL818 et ses mutants de structures d•adhérence.
La souche MG1655ompR234(PHL818) et ses mutants, défectueux pour Ag43 (PHL1563) ou
la production de curli (PHL1087 et PHL1137), ont été testés pour leur adhérence en BL/4 sans
(violet) ou avec 100 µM de nickel (vert), à 30?; C, en plaques 24 puits, comme décrit dans les
Matériels & Méthodes. Afin d•en faciliter la lecture, cette figure ne présente que les fractions
bi fil l i d f i ê l lé i 100 %biofilm ; la croissancedes fractions surnageant peut être calculée comme suit : 100 % -
fractions biofilm. Les valeurs sont les moyennes de deux expériences indépendantes sur 4
cultures chacune ; les barres d•erreur indiquent les déviations standard.
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d•efflux RcnA. La matrice du biofilm ne semble pas empêcher le nickel d•arriver jusqu•aux 

cellules.  

Pour compléter ces observations, le nickel intra-cellulaire des bactéries en biofilm a été quan-

tifié après incubation des bactéries en condition statique en présence de nickel radioactif. La 

souche PHL818 a été cultivée en milieu liquide dans des boîtes de Petri en présence ou non de 

100 µM de nickel, avec une incubation statique à 30°C. Les bactéries planctoniques sont sé-

parées du biofilm, puis chaque fraction est filtrée afin de récolter les bactéries, et deux lavages 

des filtres en présence d•EDTA sont effectués pour éliminer le nickel fixé en surface des bac-

téries. La radioactivité est ensuite mesurée dans les différentes fractions (bactéries et filtrats 

du surnageant, lavage et biofilm), comme indiqué dans les Matériels et Méthodes au para-

graphe « Dosage du nickel intracellulaire ». La radioactivité mesurée dans le biofilm, expri-

mée en coups par bactérie, est comparable à celle obtenue pour les bactéries du surnageant 

(figure 19). Ceci implique que les bactéries du biofilm accumulent la même quantité de nickel 

intracellulaire que les bactéries du surnageant. La variabilité importante observée pour les 

captages de 65Ni de la fraction surnageant paraît s•expliquer par la fragilité plus grande de ces 

cellules suite à l•effet toxique du Ni. Cela pourrait provoquer la lyse des cellules et la fuite du 

nickel radioactif au moment de l•étape de filtration. Ces résultats indiquent que la matrice du 

biofilm n•empêche pas la distribution du nickel dans les cellules en biofilm.  

Ces deux expériences complémentaires conduisent à suggérer que la présence de nickel au 

sein même des bactéries adhérées n•est pas empêchée par la matrice du biofilm. L•hypothèse 

d•une exclusion du nickel par la matrice extracellulaire ne semble donc pas être vérifiée. Ce 

mécanisme n•est donc pas crucial ici, pour la résistance plus marquée du biofilm vis-à-vis de 

la toxicité du nickel. 

3.4 - Implication des curli  

Une autre possibilité pour expliquer la formation de biofilm induite par le nickel est que les 

molécules de nickel sont capables de modifier la physiologie bactérienne de façon à accroître 

les propriétés d•adhérence de chaque cellule. Deux facteurs d•adhérence sont connus pour 

jouer un rôle dans la formation de biofilm par MG1655 en milieu de faible osmolarité : 

l•antigène 43 et les curli. L•antigène 43 (Ag43) est une protéine de surface auto-transportée 

capable de servir de médiateur pour l•auto-agrégation et la formation de biofilms chez Esche-








































































































