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Résumeé

Le nickel est connu pour son utilisation dans la préparation dealliages réputés peu sen-
sibles a la contamination bactérienne, trés é@slidans les secteurs agro-alimentaires et
médicaux. Cependant, les bactéries apparaissent capables deadhérer méme a ce type de
matériau et de le coloniser sous forme de biofilms. Les biofilms sont des communautés
de micro-organismes, adhérant entre eux et a une surface, grace a la sécrétion deune ma-
trice adhésive offrant une protection contre la dessiccation, les défenses de Ishéte et un
grand nombre deagents antimicrobiens. Ces biofilms manifestent des propriétés de mul-
tirésistances aux biocides qui causent des problémes sanitaires majeurs dans les installa-
tions hospitalieres et industrielles. Deimportantes modifications de lsexpression géné-
tigue accompagnent la vie en biofilm et induisent des caracteres 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 bactérieSscherichia coliet Salmonellaspp., jouent un réle clé dans la forma-

tion de biofilms sur surfaces inertes et biologiques.

Ce travail a consisté a explorer la contribution de la vie en biofilm & la survie des bacté-
ries Escherichia coliK-12 productrices de curli en présence de nickel. Pour cela, l+effet
physiologique deions solubles de nickel sur la survie des bactéries a été testé sur des
supports inertes en polystyréne ou en acier. Nous avons montré que des concentrations
sub-inhibitrices de nickel induisent une augmentation de Isépaisseur 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 Isactivité de la seule pompe deefflux a nickel coniiiecdh,

RcnA. Par contre, le nickel a faible concentration induit lsexpression des curli, ainsi que
leur production. Ceest donc via lsactivation transcriptionnelle des genes codant les curli
qgue lsaugmentation du biofilm par le nickel se produit. Ce travail seest également appli-
gué a rechercher la nature du relais gouvernant la mise en place des curli en réponse a la
présence de nickel. Aucun des régulateurs principaux de lsexpression des curli ne joue
un réle décisif. Nos résultats nous conduisent a suggérer que leeffet du nickel repose sur
un phénomeéne global de réponse au stress oxydant dont le mécanisme reste a détermi-

ner.

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



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 biofiims. Biofilms are microorganismse
communities, adherent between themselves andsarface, thanks to the secretion of

an adhesive matrix, which offers them protection against desiccation, host defences and
a great number of antimicrobial agentBiofilms 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 bacterid&scherichia coliandSalmonellaspp., 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 colj biofilm, curli, nickel, resistance.
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OBJECTIFS DE L'ETUDE

Le nickel est connu pour son utilisation dans la préparation dealliages, comme leacier
inoxydable, réputés peu sensibles a la contamination bactérienne, et possédant une
bonne résistance a la chaleur et a la corrosion, qui sont trés 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 lsacier inoxydable est le nickel, et les bactéries environnantes sont donc con-
frontées a ce métal. Le nickel a faible dose est nécessaire aux bactéries, mais a forte
dose cette substance leur est toxique. Pourtant, les bactéries apparaissent capables
deadhérer méme a ce type de matériau et de le coloniser sous forme de biofilms.

Les biofilms sont des communautés de micro-organismes, adhérant entre eux et a une
surface, grace a la sécrétion deune matrice adhésive offrant une protection contre la des-
siccation, les défenses de I*h6te et un grand nombre deagents antimicrobiens. Ces bio-
films manifestent des propriétés de multirésistances aux biocides qui causent des pro-
blemes sanitaires majeurs dans les installations hospitalieres et industrielles.
Deimportantes modifications de leexpression génétique accompagnent la vie en biofilm
et induisent des caractéres spécifigues dont des résistances accrues aux biocides et la
production de facteurs de virulence. Parmi ces derniers, les curli, qui sont un composé
protéiqgue majeur de la matrice extracellulaire chez les bactésigserichia coliet Sal-
monellaspp, jouent un réle clé dans la formation de biofilms sur surfaces inertes et bio-
logiques.

Les souches classiques de laboratoife. @oli possédent ces genes de curli, mais ceux-

ci sont peu exprimés. Ainsi, ces souches adherent peu aux surfaces, contrairement aux
souches cliniques isolées dans les hdpitaux. En conséquence, un nombre limité deétudes
a été consacré a la formation de biofilms Rarcoli. Cependant, l*équipe meayant ac-
cueillie a isolée un mutant trés adhérent sur les parois deun fermenteur, lors deune cul-
ture continue deune souche de laboratoire K-12. Cette souche présente une mutation
ponctuelle émpR233 qui conduit a la surproduction des curli, ce qui favorise
le~adhérence et la formation de biofilm. Ceci a permis deétudier la régulation des curli
dans une souche dont la base génétique est bien connue.

Ce travail de thése seinscrit dans la continuité des travaux réalisés depuis plus de 15 ans

par lséquipe « Biofilm et contamination des matériaux », avec une thématique élargie
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grace a la contribution de leéquipe « Bactéries et métaux : métabolisme, homéostasie et
résistance », travaillant sur les résistances bactériennes aux métaux. Ainsi, les objectifs
consistaient tout deabord a explorer la contribution de la vie en biofilm a la survie des
bactériesEscherichia coliK-12 productrices de curli en présence de nickel, puis & en
étudier les régulations. La présentation des résultats est précédée deune introduction bi-
bliographique comportant trois parties. Le premier théme se consacre a la formation de
biofilm en présence de biocides, tels que les antibietigles seldbiliaires, les déter-

gents ou les métaux. La deuxieme partie bibliographique rassemble les connaissances
acquises sur les mécanismes deadaptation aux biocides. Le troisieme chapitre présente
les curli, qui sont une des structures essentielles pour la formation du biofin pali.

Pour ce travail de these, il a tout deabord fallu optimiser la production de biofilm par les
souches de. coli K-12 productrices de curli. Ensuite, lseffet physiologique deions so-
lubles de nickel sur la survie des bactéries a été testé sur des supports inertes en polysty-
rene 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. Leeffecteur de ce
phénomene 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
leactivité de la seule pompe deefflux a nickel connug. aoli, RcnA. Par contre, le nic-

kel a faible concentration induit lsexpression des curli, ainsi que leur production. Ceest
donc via leactivation transcriptionnelle des génes codant les curli que l~augmentation du
biofilm par le nickel se produit. Ce travail seest également appliqué a rechercher la na-
ture du relais gouvernant la mise en place des curli en réponse a la présence de nickel.
Aucun des régulateurs principaux de lsexpression des curli ne joue un réle décisif. Nos
résultats nous conduisent a suggérer que leeffet du nickel repose sur un phénomene glo-

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

Chapitre | - 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 especes 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-Casnbaret

al., 2000. Ces biofilms se forment sur de multiples surfaces, queelles soient biotiques
(incluant les tissus humains) ou abiotiques (verre, sable, pierre, plastique, etc.) éBeloin

al., 2009. Les biofilms ont des applications dans de nombreux domaines bénéfiques a
lsthomme. Par exemple, la bioremédiation, ceest-a-dire le traitement par des bactéries de
pollutions organiques ou minérales dans les effluents deorigine industrielle, est un im-
portant champ de recherche sur les biofilms. Au quotidien, leactivité métabolique des
biofilms est mise a profit dans le traitement des eaux usées. En effet, ces communautés
microbiennes possedent des propriétés distinctes de celles de la phase planctonique. La
caractéristique a lsorigine de lsintérét croisspntté aux biofiims est que les bactéries

en biofilm peuvent devenir 10 a 1000 fois plus résistantes aux effets deagents antimicro-
biens (notamment aux traitements antibiotiques) et aux conditions adverses de
lsenvironnement, ce qui contribue a la persistance bactérienne lors deinfections chro-
nigues (Harrisoret al., 20059 ; (Harrisonet al., 20059 ; (Mah and O-Toole, 2001 Ainsi,

Mah et ses collaborateurs estiment que les biofilms sont associés a 65 % des infections
nosocomiales (Malnd O-Toole, 2001 Or, dans la plupart des cas, l~augmentation des
doses deantibiotiques neest pas envisageable au regard de la toxicité du composé pour le
patient. Leintérét médical est donc important en ce qui concerne la compréhension des
phénomenes inhérents a la vie en biofilms, et les moyens de les prévenir plutdét que de
les éradiquer. Les travaux récents montrent que la présence de biocides peut augmenter
lsadhérence des bactéries et conduire a la formation de biofilm ou a un épaississement

du biofilm déja présent (voir la suite de ce chapitre). Ainsi, les biofilms apparaissent
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Tableau 1.Les différentes classes deantibiotiques et leurs modes deaction

Antibiotiques de cette

Classe d'antibiotiques Mode d'action

classe

Aminoglycosides streptomycine Inhibiteurs de la synthese protéique, suite a leur
néomycine fixation sur la sous-unit¢ 30S du ribosome
kanamvcine bactérien qui provoque des erreurs de lecture de

yel 'ARNmM.
tobramycine
gentamicine
sisomicine

R3-lactamines pénicillines Inhibiteurs de la synthese de la paroi bactérienne,
imipénem par inhibition des enzymes de transpeptidation
céphalosporines impliquées dans le pontage des chaines
ampicilline polysaccharidiques du peptidoglycane de la paroi
carbénicilline bactérienne. Activateurs des enzymes lytiques de la
méthicilline paroi. Action seulement sur les bactéries se
ticarcilline multipliant activement.

Macrolides érythromycine Se fixent sur la sous-unité 50S des ribosomes
spiramycine bactériens. Inhibiteurs de I'élongation de la chaine

peptidique.

Cyclines Tétracyclines Inhibiteurs de la synthése protéique en empéchant
chlorotétracycline la liaison de I'aminoacyl-ARNt a la sous-unité 30S
doxycycline du ribosome bactérien.

Cyclosérine cyclosérine Inhibiteur de la synthése de la paroi bactérienne.

Sulfamides sulfaméthoxazole Inhibiteurs de la synthése de l'acide folique par
sulfisoxazole compétition avec l'acide p-aminobenzoique.

Quinolones acidealidixique Inhibiteurs de I'ADN gyrase bactérienne.
ciprofloxacine Interférent de ce fait avec la réplication de I'ADN,
norfloxacine la transcription et d'autres activités impliquant
ofloxacine IADN.

Rifamycines rifamycine Inhibiteurs de 'ARN polymeérase bactérienne, donc
rifampicine inhibiteurs de la synthése des ARN.

Polypeptides bacitracine Inhibiteurs de la synthése du peptidoglycane en

interférant avec l'action du transporteur lipidique
qui transfére les précurseurs de ce polymére a
travers la membrane cellulaire.

Phénicolés chloramphénicol Inhibiteurs de la synthése protéique par fixation a

thiamphénicol

la sous-unité 50S du ribosome, ce qui empéche la
formation de la liaison peptidique par inhibition de
la peptidyl-transférase.



comme une forme deadaptation des bactéries aux conditions adverses rencontrées dans

lsenvironnement, hypothese 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 deautres
microorganismes. Le premier antibiotique, identifié dés la fin du®Xf%iécle par Er-

nest Duchesne, fut la pénicilline. Ses propriétés furent redécouvertes par hasard en 1928
par Sir Alexander Fleming qui seapercut que certaines de ses cultures bactériennes dans
des boites de Petri oubliées avaient été contaminées par les expériences de son voisin de
paillasse étudiant un champignon :Renicillium notatum Mais lsimportance de cette
découverte, ses implications et ses utilisations médicales ne furent comprises et élabo-
rées queaprés 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-dela de cet aspect du traitement médical des
infections bactériennes, de récentes études proposent que les antibiotiques naturels
jouent deautres réles 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 plutét des outils de communication entre les bactéries, ou simplement des
rouages dans le métabolisme de leur producteur (Mbot). 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 mémes 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 leexpression digterminants (mobilité bactérienne expres-

sion de systemes de sécrétion, etc) qui influencaient la virulence de la bactérie patho-

gene opportunistBseudomonas aeruginoghinareset al., 2006).
Les antibiotiques sont subdivisés en plusieurs classes, en fonction de leurs structures
moléculaires et donc des modes deaction les caractérisant (tableau 1). Les aminoglyco-

sides sont une classe deantibiotiques importants au niveau médical car ils sont largement
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Pseudomonas aeruginosa

Temps (h)
E. coli

Figure 1. Effets phénatyprquesde latobramydne su P. aerugnosaet E. cdli

A. Courbe de croissance de cultures agitées de la soudheagguginoséd?AO1 avec 0
(diamants pleins), 0,karrés ouverts), et 0,4 (triangles pleins) pgtrde tobramycine

(CMI 1 pg.mil). B. Formation de biofilm induite par la tobramycine chez PAO1
cultivée dans des tubes de culture en verre (aprés 24h de croissance statique) visualisée
par coloration au violet cristaC. Formation de biofilm induite par la tobramycine chez
PAOL1 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 polystyrene.
Les gsutats sor les moyennede 8 répliques?< écar-type d sort repesenants de 10
expériences indépendantes. Les astadsqgndiquent une valeur de< 0,001 comparée

a la souche PAOL1 sans exposition a la drodueFormation de biofilm induite par la
tobramycine chek. coli cultivée dans des microplaques de plastique. Trois souches ont
été testées, les résultats de chaque souchet éndiqués respectivement par les
histogrammes noirs, gris ou blancs. Les résultats sont les moyennes de 8 répfiques
écart-type. Les astérisques indiquent une valeuPde 0,001 comparée a la souche
PAOL1 sans exposition a la drogue.

(Hoffmar et al., 2005)



utilisés dans le traitement deinfections bactériennes chroniques du cceur, des poumons et
du systeme urinaire. Un aminoglycoside, la kanamycine, et un fluoroquinolone,
leofloxacine, ont démontré leur efficacité contre les cellules en biofilm, tandis que
lsampicilline, de la classe des R-lactamines, ne tuait pas les cellidsshérichia coli

(Ito et al., 2009. En effet, les cellules des couches profondes des biofilms matures ont
montré une résistance a lsampicilline, tandis que les biofilms jeunes, constitués de bacté-
ries en division active, étaient sensibles gpiéasence de leantibiotique. De lsensemble

des travaux publiés, il apparait que la sensibilité des bactéries aux antibiotiques dépend
beaucoup de Isage des cellules et que la formation de biofilm répond a de faibles doses
du composé, dites sous-inhibitrices. On peut définir la dose sous-inhibitrice comme celle

gui nealtére pas le taux de croissance, mais qui réduit la biomasse (Heffanazooy).

La tobramycine, un aminoglycoside produit par la bact8treptomyces tenebrariusst

utilisée contre les infections causées par le pathogene opportBsestielomonas aeru-
ginosa Or, Hoffman et ses collaborateurs ont montré que des concentrations sub-
inhibitrices de tobramycine induisenty vitro, la formation de biofilm chez plusieurs
isolats cliniques d®seudomonas aerugingsdans trois milieux de culture différents, et

sur quatre surfaces abiotiques (figure 1) (Hoffreaal., 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 descherichia coliissues de trois patients atteints de bactériémie (figure
1D) (Hoffmanet al., 2005. Garey et ses collaborateurs ont montré que lsaddition de
leantibiotique clarithromycine, de la classe des macrolides, sur des biofilms déja matures
de Pseudomonas aerugingsaugmentait leadhérence 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
deantibiotiques et ciblant tous le ribosome bactérien, induisaient fortement les biofilms
deE. coli (Boehmet al., 2009. Ainsi, lsérythromycine, 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, entrainent, & des doses sous-
inhibitrices, une forte augmentation de la formation de biofilms &heeoli. Les don-
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nées bibliographiques montrent que diverses classes deantibiotiques, en concentrations

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

La formation de biofilm serait donc une réaction de défense spécifique a la présence de
faibles concentrations deantibiotiquesAinsi, les antibiotiques sécrétés dans
lsenvironnement par différentes souches pourraient favoriser la formation de biofilm par
deautres souches. En conclusion, la tobramycine semble activer une voie de signalisation
présente a la fois chdz aeruginosaet 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 cycligue di-guanylique est un messager secondaire universel, qui controle la
croissance bactérienne, la production des facteurs deadhérence, et la formation de bio-
films. Cette implication du c-di-GMP, dans lsaugmentation de la formation de biofilm en
présence de concentrations sous-inhibitrices deantibiotiques, a été vérifiée sur des bio-

films deE. coli soumis aux antibiotiques (Hoffmanal.,2005.

Les antibiotiques, en concentrations supérieures a la concentration minimale inhibitrice
(CMI ; empéchant 99 % du développement bactérien en 12 a 24 h), restent efficaces et
neinduisent pas la formation de biofilm. Par exemple, Liagat et ses collaborateurs ont
montré que la tétracycline et édhloramphénicol, qui appartiennent respectivement aux
cyclines et aux phénicolés (Tableau 1), inhibantapacité a former du biofilm chez les
isolats testésKlebsiellasp.,P. aeruginosa, Achromobactsp.,Klebsiella pneumonige

et Bacillus pumilig (Liagatet al.,2009).

1.2 - Sels biliaires, acides, et détergents

Des substances chimiques trés diverses, ainsi que des stress physico-chimiques sont éga-
lement capables de modifier le mode de vie des bactéries. Il a été montré queun bref
stress imposé par un faible pH et un stress causé par lsajout de sels biliaires induisait
une augmentation de lsadhérence cellulaire Be<oli enthéropathogéniques (EPEC)

aux cellules épithéliales de l+hbte (@ksuset al., 2005. Le méme effet est observé chez
Vibrio choleraeen réponse a la présence deacides biliaires, indépendamment du seul ef-
fet pH. De plus, les bactéries du biofilm apparaissent plsistedtes a la toxicité des

acides biliaires que les cellules planctoniques (Hemng., 2009. Une étude ultérieure
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Non traitée Traitée au BSC Traitée au BSM Non traitée Traitée au BSC Traitée au BSM
Souche Souche

A

Temps (h)

Figure 2. Adhérenc bactérienn aux surface biotique: et abiotique.

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 deadhérence aux cellules HT-29 sont des ratios représentatifs de la surface
cellulaire d*HT-29 couverte par des bactérigs écart-type. Les bactéries non traitées
adherent en chaines, tandis que les bactéries traitées au BSC ou BSM adhérent en grappe
(photographies en A). Les fleches indiquens leellules bactériennes ; H = cellules
épithéliales de lsintestin HT-29. Les formations dfilm (B) sont les mgennes(?<
écarts-types) de cinq expémiees, mesurées par les RQdes bactéries adhérées aux
plagues de microtitration en PVC. Les cinétiques de formation du biofilm (C) montrent
gue 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 DQ,, ?<écarts-types. Les barres deerreur sont petites et parfois non visibles.

(Pumbwe et al., 2007)



chezBacteroides fragilisa montré que les sels biliaires augmentent lsagrégation bacté-
rienne, la formation de biofilm, et la résistance antimicrobiens (figure 2) (Pumbwee

al., 2007).

Les sels biliaires déclenchent donc le méme type de réaction bactérienne (regroupement
pluricellulaire) chez trois pathogénes du tractus intestiBalcfli enteropathogénique,
Vibrio cholerag et Bacteroides fragilis De plus, la formation de ces assemblages mul-
ticellulaires bactériengbiofiims ou agrégats) seaccompagne deune augmentation de la

résistance aux sels biliaires.

Le SDS (Sodium DodécylSulfate) est un détergent largement utilisé dans la composition
des produits deentretien ménager. Il est tres toxique pour les bactéries car il endommage
leurs membranes et protéines. Lorsqueil neest pas préseées concentrations déléteres,

le SDS peut non seulement permettre la croissance des bactéries, mais en plus induire
une augmentation de Ileagrégation chez la souche PAO1l Pdeaeruginosa
(Klebensbergeet al., 2007). Ces agrégats bactériens ont un taux de survie majoré envers
le SDS. La encore, lsagrégation bactérienne induite en présence de SDS implique la si-
gnalisation par le c-di-GMP. Leagrégation cellulaire seivide stratégie adaptative en
assurant la survie et la croissanceRieaeruginosadans des environnements contenant

des composés toxiques.

Ainsi, des biocides aussi divers que les sels biliaires ou des détergents peuvent favoriser
la formation de biofilm. A nouveau, il faut souligner que cette induction du biofilm par

ces composés ne se produit quea des doses sous-inhibitrices.

1.3 - Métaux

Leeffet des métaux sur les biofilms a été particuliérement étudié chez les champignons
de leespece&Candida chezDesulfovibrio desulfuricanschezPseudomonas fluorescens

et chezE. coli. Chez des champignons comi@andida albicanst Candida tropicalis
leexposition a des concentrations sous-inhibitrices deions métalliques (chrome, cobalt,
cuivre, argent, zinc, cadmium, mercure, plomb, arsenic) modifie la structure du biofilm

(figure 3) (Harrisoret al., 20078. Ainsi, la plupart des métaux diminuent la formation de
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48 Echeile de temps(h) 72

Biofilm immature Différenciation
- levures hyphale
- microcolonies - levures
- quelques hyphes

- biofilm en couches

Pas de différenciation
- levures seules

- biofilm plat

- pas de structures
complexes

Formation de
mycélium

- nombreuses hyphes
- quelques levures

- groupes de cellules
compacts

Figure 3. Candida tropicalis99916 forment des biofilms avec des structures 3D
caracéristiques qupourraen étreinfluen@es pa lesions nétali ques.

Les ions métalliques lourds commeZret CrQ;> influencent la maturation des communautés de

C. tropicalis & un stade intermédiaire du développement du biofilm. Dans ces expériences, la
croissance d€. tropicalisseest effectuée sur les picots du dispositif a biofilm de Calgaatdary

Biofilm Device, CBD), puis ces cultures ont été exposées aux iorts @nCrQ,>- pendant 24 h. Les
biofilms exposés ont été colorés avec le kite/Dead BacLightphotographiés par microscopie

lase confocals, el visualisé grace aL logiciel amire 3.1. Les moyenne el les écart-types des
densités des cellules en biofilm ont été évaluées par comptes viablgs @BY picot?), et
indiqués aux endroits appropriés. (A, C, D, & B, F, G, H) Projections moyennes en 2D, et
rendement isosurface. (A et B) Biofilm de 48 h dda CBD ; ce type de structure du biofilm en
doéme a été désigné pour la formation de microcolodesellules de levures en biofilm. (C et F)
Biofilm de C. tropicalisde 72 h ; ce type de structure est appelé « en tranche de cake » a cause de
l~arrangement biphasique des levures et des cellules hyphales de la communauté. (D et G) Biofilm
exposé a 6 mM de Zi#* pendant 24 h cesbiofilms « plats » contiennenpeu detyphes et neont

pas de structures en microcolonies. (E et H) Biofilm exposé a 0,27 mM dgQréhdant 24 h ;

ces biofilms « mycéliens » sont formés de masses dehyphes attachées a la surface de polystyréne
accompagnees de quelques cellules de levuranegslans la communauté. Chaque panneau
représente une aire de 238 par 238 um. Les ceflilégtes sont vivantes, tandis que les rouges sont
mortes.

(Harrison et al., 2007a)



biofilm. Cependant, de faibles concentrations en £r@rovoquent une augmentation de
lsagrégation cellulaire.

Une étude met en avant le réle important joué par le support sur lequel les biofilms se
développent. Ainsi, la croissance et les capacités deadhésiDesigfovibrio desulfuri-
cansont été testées sur différents substrats : leacier inoxydable, des coupons de nickel
(pur a 99 %) et le polyméthylmetacrylate (PMMA). Il se dégage de cette expérience que
le nickel est le plus favorable a leadhérence, et que la présence de nickel augmente glo-
balement le taux de croissance de la bactérie (Lepa&s2009. Il ne seagirait donc pas

dans ce cas deun changement de mode de vie, mais deune stimulation globale de la crois-
sance.

Certains métaux peuvent augmenter leadhérence cellulaire. Rdemlomonas fluores-

cens leexposition des cellules & du cadmium avant leur attachement induit une augmen-
tation de leur adhérence, a la différence du zinc. Leeffet du cadmium sur leadhérence
semble consécutif a des modifications de la surface bactérienne (McEldawewy,

Outre un effet sur les propriétés de surfatems du cadmium cheB. fluorescenkg

leeffet des métaux sur ls,adhérence cellulaire pourrait étre contrélé directement au niveau
de la production des facteurs deadhérence. Ainsi le zinc, & des concentrations sous-
inhibitrices, provoque une diminution de leexpression de protéines facteurs de virulence
chez desE. coli entéropathogéniques (EPEC), et réduit leur adhérence aux cultures de
tissu (Cranet al.,2007).

Les métaux jouent un rble important pour de nombreux microorganismes dans
l,adhérence et la formation des biofilms, mais ce réle dépend de la nature et surtout de la
concentration du métal analysé. Si une grande quantité deétudes est consacrée a lsaction
des antibiotiques sur les biofilms en raison des enjeux médicaux, lseffet des métaux tel
qgue le nickel est encore peu documenté. Mon travail de thése a donc été consacré a la

caractérisation de leeffet du nickel sur le mode de vie deli.

! Ici, le terme de surface seentend 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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Figure 4. Schéma général du stress oxydant.

Les Dérivés Réactifs de l*Oxygéne (DRO) sont leanion superoxyd€),(@ peroxyde
dehydrogéne (KD,), et le radical hydroxyle (HE). SOD : superoxydes dismutases.
(deaprés deAutréaux and Toledano, 2007)



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

Les biocides impliqués dans lsaugmentation de la formation du biofilm sont de nature
chimique trés diverse (antibiotiques, métaux, acides ou sels biliaires, détergentsf),
mais ils pourraient partager une méme propriété, celle de générer un stress oxydatif. Le
stress oxydatif est causé par leexposition a des agents oxydants (comprenant trois es-
peces majeures : anion superoxyde, peroxyde dehydrogéne, radical hydroxyle) qui pos-
sedent un large spectre deeffets toxiques sucddisiles via lesdommages infligés aux
protéines, acides nucléiques et membranes (Starzmlay, 199). La figure 4 schématise

les différents acteurs de cette voie (Starad Imlay, 1999, (DeAutréauxand Toledano, 2007

Les bactéries exposées a différents antibiotiques subissent un stress oxydatif et doivent
faire face a l,accumulation deagents oxydants. Des souch®&tghylococcus aurepst

E. coli sensibles au chloramphénicol, et incubées avec cet antibiotique, subissent un
stress oxydant avec une augmentation deanion superoxyde (Adbesa2004). Des
souches dé&. aureus, E. coket Enterococcus faecalisensibles a la ciprofloxacine, ma-
nifestent du stress oxydant lorsqueelles sont incubées avec cet antibiotique Abbesa

2004). Une étude récente a démontré expérimentalement que la |étalité des antibiotiques
faisait suite au stress oxydatif et a lsaccumulation de composés oxydants lors de
leexposition a la drogue. Des mutants pour des genes de stress oxydant ont été cultivés
en présence de divers antibiotiques et leur |étalité a été comparée a celle de cultures non
traitées. Il apparait que lsabsence des deux gem@aet sodB codant des superoxydes
dismutases (SOD), réduisait la |étalité en présence de norfloxacine ; ceci indique que la
conversion des anions superoxydes en peroxydes dehydrogéne contribue a la Iétalité par
cette quinolone (figure 5) (Wargnd zhao, 2000 Les mutants déficients pokatG, une
catalase, sont plus sensibles a la norfloxacine que leurs souches parentales ; ceci montre
gue la détoxification des peroxydes en eau réduit habituellement la |étalité 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 lsoxygéne (DRO).
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Figure 5. Schéma représentant la voie par laquelle le stress antimicrobien
bactéricide module les dommages oxydatifs Iétaux.

Le stress létal faisant suite a une traitement antimicrobien entraine un déséquilibre rédox
indéfini, comme les superoxydes iatellulaires qui seaccumulent (étape Lors de la
conversion en peroxyde dehyaéne par les dismutases (étdpeles radicaux hydroxyles

son généré a partir des niveaw élevé: de peroxyd« dshydrogén via la réactior de Fentor
(étapec). Les radicaux hydroxyles entrainent la mort cellulaire (étdpelLe peroxyde
dehydrogéne est normalement décomposé/détoxifié par une catalase/peroxydase).(étape
La suppression de la génération de peroxyde, par une déficiersmldet sodBensemble,
protegent les cellules de la létalité antimicrobienne, tandis que Isinhibition de la
détoxification du peroxyde via des déficiences sur la catakad€ (dans le cas de la
norfloxacine) ou sur |I¢ alkyl-hgroperoxyde-réductaseahpC, appartenant aux
peroxyrédoxines a 2 cystéines (dans le cas de l~ampicilline et de la kanamycine) accroit la
mort cellulaire. Le chélateude fe bipyridyle, qui inhibe la réaction de Fenton, et |
thiourée, un puissant récupérateur de radicaux hydroxyles, protégent tous les deux les
cellules de la mort.

(Wang and Zhao, 2009)



Les métaux sont toxiques pour les bactéries via plusieurs mécanismes biochimiques, qui
peuvent étre regroupés en cing catégories majeures (Haetiaoreo073. (1) Certains
métaux (Ni, Cd, etc) peuvent se lier a des protéines a la place deions inorganiques essen-
tiels, ce qui altére la fonction biologique de la molécule cible. (2) Certains métaux (Se,
Ag, Cu, etc) peuvent participer a de nombreuses réactions impliquant des thiols et des
disulphides, ce qui conduit a 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 deenzymes a leurs co-facteurs. Ces réactions requiérent et produisent le
plus souvent des DRO. (3) Certains métaux de transition (Cu, Fe, Mn, Co, etc) peuvent
participer a des réactions catalytiques, nommeées réactions de Fenton, qui produisent des
DRO (figure 4). (4) Leentrée de métaux toxiques dans la cellule via des transporteurs
peut interférer avec le transport normal de substrats essentiels, en raison deinhibition
compétitive. (5) Certains métaux (Mo, etc) sont réduits par des oxydoréductases, qui Si-
phonent directement des électrons a partir de la chaine respiratoire, détruisant ainsi la
force proton motrice des membranes cellulaires ; or, cette force proton motrice est utili-
sée par les bactéries pour synthétiser de I*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
lsinduction 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 deespéeces réactives de lsoxygéne (Stals Bagchi, 1996 Leanalyse de profils
deexpression génétique a suggéré que Eheeruginosala présence de cuivre induisait

une réponse au stress oxydant, probablement due a la participation du cuivre dans la
réaction de Fenton (Teitzet al., 200§. Comme le cuivre catalyse la conversion du pe-
roxyde dehydrogene en radicaux hydroxylesvitro, il a été proposé que la toxicité du
cuivre serait majoritairement due aux dommages oxydatifs sur [*/ADN. Cependant, une
étude récente, utilisant la spectroscopie a résonance paramagnétique électronique (EPR),
suggere que la majorité du cuivre pouvant oxyder le peroxyde dehydrogene se trouve lo-
calisée dans le périplasme ; ainsi, la plus grande part de la formation de radicaux hy-
droxyles par lsintermédiaire du cuivre se produit dans ce compartiment, loin de I[*ADN.
De plus, le cuivre ne semble pas catalyser de dommages oxydatifs significatifs a [*/ADN
in vivo; les auteurs suggerent donc que la toxicité du cuivre repose sur un mécanisme

différent (Macombeet al.,2007).
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En conclusion, et méme si le stress oxydatif ne rend pas compte de lsaction de tous les
métaux (cf cas du cuivre), lshypothése deune réaction de stress oxydant commune a tous
les biocides est séduisante et susceptible deétre testée expérimentalement (figure 5)
(Wangand zhao, 200p En particulier, leexistence deune réponse au stress oxydant lorsque
les bactérie€. coli établissent un biofilm en présence de nickel a été explorée durant

mon travail de thése.
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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 deantimicrobiens
(antibiotiques, métaux, etc) a laquelle ces communautés sont exposées. Ce phénomeéne est
biphasique : la plupart de la population bactérienne est rapidement tuée par de faibles
concentrations deantimicrobien. Cependant, une portion conséquente du biofilm est capable
de suppoter cesfadeurslétaux pou desdurées ¢ des concetmations dépassancdles qt

sont létales pour les cellules planctoniques correspondantes.

CMB : concentration bactéricide minimum ; CMI : concentration inhibitrice minimum.

(deaprés Harrison et al., 2007b)



Chapitre Il - Mécanismes d’adaptation aux
biocides

Les bactéries ont développé divers mécanismes pour survivre a la présence deagents an-
timicrobiens. Dans une premiére partie seront présentés les mécanismes généraux
deadaptation de la bactérie aux biocides, que la bactérie soit libre dans le milieu ou éta-
blie au sein deun biofilm. Dans une deuxieme partie, les mécanismes propres au mode de
vie en biofilm seront décrits. Avant tout, il est nécessaire de définir deux termes dont
leemploi fait souvent débat : « résistance » et « tolérance ». Selon Harrison, la résistance
est la capacité deun microorganisme a poursuivre sa croissance en présence deun biocide
(Harrisonet al.,2007h. La résistance doit étre distinguée de la tolérance qui correspond a

la capacité du microorganisme a survivre. Ainsi, des cellules tolérantes a un biocide ne
présentent pas de croissance en présence du composé, mais ne meurent pas non plus
(Kerenet al., 2004). Ces termes permettent de décrire avec plus de précision les phéno-
menes observés en présence de concentrations croissantes de biocides (figure 6)

(Harrisonet al.,20078.

Leétude des phénomeénes de résistance et tolérance aux biocides est compliquée par
leexistence de mécanismes de multi-résistances et multi-tolérances soit aux métaux, soit
aux antibiotiques. Dealilleurs, plusieurs études mettent en avant le réle de contaminations
métalliques dans la sélection de la proliféma de résistances aux antibiotiques. Ainsi,
leexposition 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 méme élément génétique), et la ré-
sistance croisée (le méme déterminant génétique, responsable des résistances aux anti-
biotiques et aux métaux) (Baker-Austen al., 2009. Ces phénoménes ont de lourdes
conséquences pour la lutte contre les infections microbiennes. Les mécanismes qui per-
mettent a la bactérie de résister et dertoléa présence de multiples composés biocides

non apparentés chimiqguement ou structurellement sont nombreux et protéiformes et font

lsobjet de ce chapitre bibliographique.
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Figure 7. Comparaison schématique des cing familles de pompes deefflux.

MATE : multidrug and toxic compound extrusioaxtrusion des composeés
toxiques et multidrogues ; MFSmajor facilitator superfamily superfamille
de facilitateurs majeurs ; SMR :staphylococcal multiresistance
multirésistance des Staphylocoques ; RNBesistance nodulation division
résistance nodulation et division ; ABCATP binding cassetiecassette de
fixation de IsATP (Adénosini TriPhosphat).

(Piddock, 2006)



2.1 - Mécanismes généraux d’adaptation aux biocides

2.1.1 - Systémes d’efflux

Les systémes deefflux sont des systemes de transport actif permettant de diminuer la
concentration intracellulaire de certains composés. Les systemes deefflux ont été classés
en différentes familles, suivant leurs fonctionnements (figure 7) (Piddoc§, ChezE.

coli, 591 genes, soit 13 % du génome, codent pour des protéines de transport de petites
molécules. Une partie de ces genes code pour des protéines assurant leefflux de petites
molécules (Wright2007). Certains de ces systemes deefflux, comme AcrAB/TolC, sont
peu spécifiqgues. Deautres sont hautement spécifigues et ne sont mis en place queen ré-
ponse a la présence des composés queils transportent. Par exemple, la pompe deefflux
TetA transporte spécifiguement leantibiotique tétracycline a lsextérieur de la bactérie.
Leexpression du génitA est régulée négativement par TetR, un régulateur de géne ré-
pondant a la présence de tétracycline, qui contrdle rigoureusement lsexpression de la
pompe deefflux (Ramost al.,2005).

Les systémes deefflux existent pour une variété de molécules, allant des antibiotiques
aux meétaux lourds. Parmi les systemes deefflux spécifiques, on peut citer la pompe
deefflux RcnA (anciennement YohM) ché&z 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 (Rodrigiue., 2005. Nies propose une revue sur

la résistance aux meétaux lourds par des systémes deefflux chez les procaryotes: la
grande majorité de ces pompes appartiennent aukléanmeprésentées sur la figure 7
(Nies,2003. La spécificité est soit restreinte a un métal, soit plus large et peut alors con-
cerner 3-4 métaux. Mais encore récemment, de nouveaux systémes deefflux sont décou-
verts, comme cette pompe deefflux a plusieurs antibiotiques identifiée par Zhang et ses
collaborateurs en 2008 (Zhaagd Mah, 2008

2.1.2 - Séquestration du composé
ChezRalstonia metalliduransune fois que les ions Pbsont entrés dans la cellule, une
protéine intracellulaire nommée PbrD fixe lsion’Pbet le séquestre & lsintérieur de la
bactérie (Silverand Phung, 2005 ChezStaphylococcus aureusontenant un plasmide de
résistance au plomb, des précipités de phosphates de plomb se forment en intracellulaire
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Figure 8. Altératior enzymatiqu de |-antibictiqu¢ pénicilline pai la -
lactamase.

La R-lactamase casse un pont dans lsanneau R-lactame, ce qui désactive la
molécule antibiotique.



(Levinsonet al., 1996. Ce phénomene de séquestration peut €galement seappliquer aux
antibiotiques de la classe des aminoglycosides qui sont chargés positivement. La mem-
brane externe ou lsenveloppe peuvent aussi fixer de maniere non spécifique les métaux,
mais ceci neoffre queune protection limitée car les sites de fixation sont vite saturés. Ce
systéme de séquestration des composés toxiques en intra- ou en extracellulaire permet
deéviter leur interférence avec les processus métaboliques sensibles (Hatrigon

20079.

2.1.3 - Réduction de la perméabilité membranaire

Des altérations de la paroi ou de la membrane cellulaire permettent lsexclusion des mé-
taux par la barriere de perméabilité membranaire. Ce mécanisme est une tentative du
microorganisme pour protéger ses composants cellulaires essentiels qui peuvent étre
sensibles a la présence de métaux (Bruins, 2000. Bien queune diminution de la per-
méabilité membranaire soit préjudiciable a la cram® bactérienne car leentrée de nu-
triments est également réduite, des mutants de porines ont été trouvés chez certaines es-
peces deEntérobactérieklébsiella pneumoniae, Enterobacter aeroggné®s porines

sont des protéines qui forment, dans la membrane externe des bactéries a Gram-négatif,
des canaux de diffusion non spécifiques permettant leentrée de la plupart des antibio-
tigues utilisés. Des mutations dans les séquences codantes de porines ont également été
rapportées, ce qui réduirait le taux de perméabilité envers les volumineuses R3-
lactamines, sans affecter celui des nutriments plus petits (Aclodrlk001).

Des bactéries commeHaemophilius influenzaepeuvent devenir résistantes a
leantibiotique chloramphénicol en devenant imperméables a la drogue, suite a la perte

deune protéine de la membrane externe (Liaqait,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
deorigine naturelle, comme les aminoglycosides (kanamycine, tobramycine, amikacine),
gui sont inactivés par la phosphorylation enzymatique, leacétylation ou lsadénylation. Ce
meécanisme de résistance se rencontre également pour les antibiotiques 3-lactamines (pé-
nicillines, céphalosporines, et carbapénemes comme lsimipéneme), qui sont inactivés par
lshydrolyse enzymatique menées par les B-lactamases (figure 8), habituellement dans le
périplasme (Nikaido2009. De méme, les bactérieSdlmonella Typhimurium, Shigella
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Tableau 2 lons métalliques et antibiotiques selon le mécanisme de résistance

utilisé par les bactéries pour les contrer.

Abbréviations : 3-lact, B-lactamases ; Cip, ciprofloxacine ; Cm, Chloramphénicol ; CouA,

coumermycine ; Rif, rifampicine ; Tet, tétracycline ; Trim, trimethoprime.

(deaprés Baker-Austin2006)

Mécanisme de résistance

lons métalliques

Antibiotiques

Réduction de la perméabilité membranaire Ag, As, Co, |@m, Cip, R-lact,
Mn, Zn Tet
Inactivation et/ou modification du composé As, Hg 3-lact, Cm

Systémes deefflux

As, Cd, Co, Cu, N
Cd

[iCm, B-lact, Tet

Réduction de la sensibilité des cibles cellulai

res Cu, Hg, Zn

Cip, R-lact,
Rif

Trim,

Séquestration du composé

CouA

Cd, Cu, Zn




sp) peuvent devenir résistantes a leantibiotique chloramphénicol en produisant une en-
zyme inactivatrice, la chloramphénicol acetyltransférase, codée par legghéaqatet

al., 2009. La détoxification enzymatique peut également seappliquer a des métaux.
Leexemple le plus connu est celui de la résistance au mercure par des enzymes le rédui-
sant, que lson rencontre aussi bien chez des bactéries a Gram-positif quea Gram-négatif
(Bruins et al., 2000. Ces résistances sont portées sur des éléments mobiles du génome
comme les plasmides, ce qui peut entrainer des résistances croisées avec deautres anti-

microbiens.

2.1.5 - Réduction de la sensibilité de la cible cellulaire

Les bactéries peuvent devenir résistantes grace a des mutations qui rendent la protéine
cible moins sensible a lsagent antimicrobien. Ainsi, la résistance a leantibiotique fluoro-
quinolone est principalement (mais pas exclusivement) due a des mutations dans les en-
zymes cibles, les ADN topoisomérases (Hoopeo;]). Un autre exemple de modifica-

tion de la sensibilité de la cible cellulaire est rencontré lorsque de forts niveaux de
streptomycines conduisent des souchds. doli de laboratoire a développer des résis-
tances. Ces derniéres sont généralement le résultat deune mutation sur leune des pro-

téines ribosomales (RpsL) (Hoopeop?).

2.1.6 - Au niveau de la population : persister cells

Les cellules persistantes, ou persisteurs, sont définies comme des bactéries qui neont pas
de croissance, ni ne meurent, en présence deagents antimicrobiens. Cet état physiolo-
gique particulier a été découvert en 1944 par Bigger (Bigge#), et reste mal compris.

Ces persisteurs manifestent une tolérance a de multiples drogues (MDpibiairug
tolerancg. Ce phénotype est donc un mécanisme de survie lors de conditions adverses.
Les persisteurs sont différents des mutants résistants aux antibiotiques dans le sens ou
leur tolérance envers les antibiotiques est non-héritable et réversible (Jayazasgan,

Les persisteurs forment une petite sous-population de bactéries tolérantes qui survivent a
la présence de biocide. Elles peuvent revenir a leur phénotype initial et croitre a nou-
veau, les cellules résultantes présentant alors une sensibilité normale envers les biocides.
Selon Lewis et ses collaborateurs, le nombre de persisteurs au sein deune 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
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Figure 9. Cinétique de formation deun biofilm.

Leadhésion primaire des bactéries au support est consécutive a la formation deun voile
chimique en surface du substrat. Le milieu envitant 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. Ceest cet ensemble de processus précédant toute adhésion
bactérienne qui est majoritairement visé par les techniques anti-dép6ts biologigties (
biofouling dont les applications directes sont par exemple des peintures pour bateaux
limitant le dévdonnament des biofilm s aquataye: en suface des coque des navires.

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 deviemtversible car ce passage deune vie libre
(planctonique) a une vie fixée entraine de nombreuses modifications de lsexpression
génétique bactérienne qui ménent & des medaliftns phénotypiques. A ce stade, les
bactéries fixées perdent certaines de latrsctures de mobilité (flagelle notamment) pour
produire des facteurs deadhérence comme les,dadipili, etc. Ainsi la multiplication de

ces bactéries fixées conduit & la formation de microcolonies. Les bactéries de ces colonies
vont alors développer une matrice deexopolysacdear(EPS) qui leur offrira une protection
contre divers stress environnementaux (gésatation, limitation nutritionnelle, présence
deantimicrobiens, etc.).

La multiplication des colonies conduit a la foation de biofilms structurés matures. Des
canaux formés par la structuration enigralimensions vont permettre au milieu liquide
environnant de circuler et deappertles nutriments a une plus grande surface du biofilm.
Suivan la puissance tles perturbations du flux fuide environnant, deetits amas de
bactéries peuvent se détacher du biofilmtuma et se trouver erdinés ailleurs. En fonction

des conditions environnementales, ces amas peuvent se disloquer et les bactéries les
composant peuvent aller coloniser deautres surfaces ety créer de nouveaux biofilms.



(étude effectuée cheR. aeruginosa (Lewis, 2005. Une étude sur la tolérance a des
oxyanions métalliques de populations (planctonique et biofilig) deli et P. aerugino-

sa estime que moins de 1 % de ces populations serait une population de persisteurs
(Harrisonet al., 20053, (Harrisonet al.,20059.

Une autre forme de cellules bactériennes tolérantes a été décrite des 1935 par Emmy
Klieneberger, de Isinstitut Lister, appelée forme L (Glosedl., 2009. Ces formes L se
rencontrent chez une variété de bactéries, co®taphylococcus aureus, E. coli, Liste-

ria monocytogenes, Bacilus subtjlistc. Les formes L de ces bactéries se formeraient en
conséquence de divers stress, comme ceux afffectant leenveloppe, ou suite a la présence
deantibiotiques. La formation et la survie des formes L impliquent des modifications de
leexpression génétique de nombreuses voies physiologiques : réparations de [*ADN,
pompes deefflux 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 a la vie en
biofilm

La figure 9 rappelle tout deabord la cinétique de formation deun biofilm. Les bactéries en bio-
film ont développé des mécanismes de résistance aux biocides particuliers a ce mode de vie
(Stewart,2009. Ces mécanismes peuvent étre regroupés en quatre grandes catégories (figure
10) (Chamblesest al.,2009. (1) La premiere comprend les mécanismes liés a la présence dsune
matrice extracellulaire abondante et de composition complexe, qui va perturber la circulation
du biocide. (2) La deuxiéme correspond a la création de gradients physico-chimiques par la
topologie du biofilm qui entrainent (3) leapparition de sous-populations cellulaires quies-
centes. (4) La derniére catégorie regroupe les mécanismes deadaptation physiologique au
stress et correspond a un gain de fonction de lsune des six fonctions décrites dans le para-
graphe précédent. Ces mécanismes deadaptation aux biocides, spécifiques aux cellules en bio-

film, seront maintenant détaillés.
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Figure 10. Quatre mécanismes de résistance en biofilm.

Le schéma est une coupe transversale dsun biofilm avec le support deattachement (gris)
en bas, et la phase aqueuse contenant les composés antimicrobiens (jaune) au-dessus.
Dans les zones ou les nutriments sont en limitation (rose), lsaction des antibiotiques peut
étre contrariée. Des bactéries du biofilm peuvent activer les réponses au stress (vert),
tandis que deautres voae différencieen cellules persistantes, ou persisteurs (violet).

(Chambless et al., 2006)



2.2.1 - Barriere 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 role
dans la résistance des biofilms (Drenkazd3. Pour certains composés, la matrice
deexopolysaccharides (EPS) peut représenter une barriére initiale, retardant alors la pé-
nétration de lsagent antimicrobien (Mahd O-Toole, 2001 La distribution spatiale du

cuivre a été déterminée au sein de biofibiis. coli grace a un systeme de microscopie

(Hu et al., 2007). Cette expérience a montré que la formation de biofilm, et notamment la
présence deune matrice d*EPS importante peut conférer une résistance transitoire en re-
tardant la diffusion du métal et en réduisant leexposition au métal pour les cellules a
lsintérieur du biofilm. Ce phénomeéne de barriére de diffusion constitue une part de la ré-
sistance aux biocides observée en biofilms, mais la matrice neétant pas imperméable, ce
neest queune 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 a la
tétracycline chez une souchekEdscoli uropathogénique (Stone al., 2009). Cette étude
montre que sur des biofilms de 24 et 48 h, cet antibiotique pénétre en quelgues minutes
jusqueaux cellules fixées au support, et que toutes les cellules sont exposées au biocide.
Ce phénoméne de diffusion retardée laisse sans doute plus de temps aux cellules pour
seadapter, mais neexplique pas de facon satisfaisante pourquoi les cellules en biofilm

demeurent plus résistantes a la tétracycline.

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

Les différences de densités bactériennes dans le biofilm déterminent des gradients de
nutriments et de disponibilité en oxygéne au sein de la structure du biofilm (figure 11 (de
Beeret al., 1994), (Chamblesst al., 2006), (del Pozo and Patel, 2007 En conséquence, les
bactéries situées a la périphérie du biofilm ont plus facilement acces aux nutriments et a
lcoxygene que les bactéries situées dans les couches plus profondes du biofilm. Ces dif-
férences de disponibilité en nutriments et oxygéene au sein du biofilm induisent des dif-
férences dans leactivité métabolique parmi les bactéries, résultant en une certaine héteé-
rogénéité de la population. Or la majorité des antibiotiques cible prioritairement les

cellules actives métaboliquement, donc Ishétérogénéité métabolique des bactéries en
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Figure 11. Présence deun gradient deoxygéne au sein du biofilm.

Le biofilm eg formé par trois esgcesbacEriennesLe supporsu lequé le biofilm se
développe est en bas, et le milieu aqueux au-dessus. Les lignes de niveaux marquant les
concentrations en oxygéne ont été schématisées suite aux mesures effectuées par la
technologie de microélectrode. Les fleches noires indiquent la direction des flux locaux

deoxygéne. (Beer et al., 1994)



biofilm pourrait conduire les cellules les moins actives a mieux tolérer la présence de

lsagent antimicrobien (Chamblesisal.,2006).

2.2.3 - Métabolisme particulier

Des similitudes importantes existent entre leétat des bactéries en phase stationnaire et
celui des bactéries en biofilm. La formation de biofilm, ainsi que le passage deune crois-
sance exponentielle a un ralentissement voir un arrét de la croissance, seaccompagnent
généralement deune augmentation de la résistance aux conditions adverses. Un grand
nombre de genes voient ainsi leur expression soit diminuer, soit augmenter. Les bacte-
ries en biofilm peuvent alors développer un métabolisme particulier, dont peut résulter

un gain de fonction de leun des six mécanismes généraux deadaptation aux biocides.

% Métabolisme ralenti de type « phase stationnaire »
Les études transcriptomiques et protéomiques indiquent que les cellules en biofilm sont
dans un état physiologique qui ressemble a celui queatteignent les cellules planctoniques
en phase stationnaire mais sans y correspondre parfaitement (BedoGhigo, 200k
Deaprés de récentes études, il semblerait que leun des régulateurs centraux de cette aug-
mentation de la résistance des cellules en biofilm soit le facteur sigma RpoSf{#ah
OsToole, 200). En effet, RpoS régule tout un ensemble de systémes métaboliques impor-
tants, et leexpression dpoSest liée a une réponse générale au stress. Or les bactéries
qui croissent a de fortes densités cellulaires subissent une réponse générale au stress, et
RpoS se trouve ainsi induit par la densité cellulaievéé. Les bactéries en biofilm se
retrouvant dans une situation ou la densité cellulaire est importante, on peut seattendre a
une hausse de leexpression @S dans ces cellules. Un autre lien entre RpoS et les
biofilms a été identifié : des mutantskdscoli pour le génepoS sont incapables de for-
mer des biofilms normaux, tandis que les cellules planctoniques ne sont apparemment
pas affectées par lsabsence de ce facteur sigma (AgtanveLean, 1990
Ito et ses collaborateurs ont montré queau cours de la formation de biofilm chez des cul-
tures dk. coli, 129 genes voyaient leur expression diminuer, et 199 genes voyaient leur
expression augmenter (It al., 2009. Les génes dont lsexpression diminuaient au cours
de la formation du biofilm (de la phase deattachement a celle de maturation) concernent
les activités métaboliques et la croissance cellulaire, ainsi que la synthese des flagelles.
Ce groupe comprend 33 génes régulés négativemenp@@rLe niveau deexpression de
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ces genes diminue avec lsaugmentation de lsexpressiopofedurant la formation de
biofilm. Les génes dont lsexpression augmente au cours de la formation du biofilm con-
cernent des genes impliqués dans : le métabolisme, le catabolisme des composés carbo-
nés, et concernant des protéines régulatricese(l40, 2009. Ainsi, les cellules en bio-

film mature restent métaboliquement actives mais ne subissent plus de divisions
cellulaires. Parmi ce groupe, on retrouve 39 genes régulés positivemampiofadont

des genes impligués dans : le métabolisme énergétique, la respiration anaérobie, des sys-
témes de résistance a de multiptkegues (comme les pompes deefflux), des protéines

de transport, des protéines de choc thermique, un inhibiteur de la croissanaeal(Jto

2009. Ainsi, lsaugmentation de lsexpression gdeoS lors de la formation de biofilm

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

¥ Gain de fonction
Bacteroides fragilisJors de lsexposition a des sels biliaires, surproduit des fimbriae, et
montre une augmentation de lsexpression des génes codant des pompes deefflux et du
gene codant une protéine majeure de la membrane externe, OmpA (Petmab\eo?).
Une nouvelle pompe deefflux a ainsi été découverte lors de l+étude de biofilmsage
ruginosa Son réle serait essentilrs de la résistance spécifique a plusieurs antibio-
tigues (tobramycine, gentamicine, et ciprofloxacine) (ZhamgMah, 2008 Ce systéme

deefflux est plus fortement exprimé en biofilm que dans les cellules planctoniques.

% Cellules persistantes
Spoering et Lewis ont démontré que des biofilm$daeruginosan«étaient pas plus ré-
sistants que les cellules planctoniques face a des agents antimicrobiens, car ils ne crois-
saient pas; cependant, ces biofilms manifestent une certaine tolérance, due a
lsapparition de cellules persistantes (SpoetimdLewis, 200)L
Une modélisation mathématique suggére que le nombre de cellules persistantes seaccrofit
dans le biofilm, en seaccumulant dans les zones de limitations nutritionnelles (Roberts
and Stewart, 2005 Dans ces régions, les cellules normales ne peuvent plus croitre, mais
elles se convertissent lentement au stade de persisteurs. Présents en de faibles nombres
dans les cultures en croissance, le modele pigaht les persisteurs seaccumulent en
conditions de croissance lente, par exemple lors de la phase stationnaire. Lors deun 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. Modele 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 systéeme immunitaire de Ishdte tue les cellules persistantes
planctoniques, mais les persisteurs du biofilm sont protégés des défenses de Ishbdte par la
matrice deexopolysaccharides. Aprés la chute de la concentration en antibiotique, les cellules
persistantes ressutmnt le biofilm et lson observe une recrudesce de lsinfection. (deaprés
Lewis, 2005)



de cette petite sous-population, qui survivent a leexposition aux antibiotiques ou aux mé-
taux (cobalt, nickel, cuivre, zinc, aluminium et plomb), peuvent revenir a leur phénotype
initial et redonner naissance a des cultures planctoniques et des biofilms, ou les cellules
présentent une sensibilité normale envers les métaux (figure 12) (Hagrisiore0059.

Ces persisteurs sont deimportance car ils semblent étre responsables de nombreuses in-
fections récalcitrantes causées par des biofilms bactériens.

Une étude récente a montré que leampicilline, de la classe des R-lactamines, ne tuait pas
toutes les cellules #scherichia colien biofilms (ltoet al., 2009. En effet, les cellules

des couches profondes des biofilms matures ont montré une tolérance a leampicilline,
tandis que les biofilms jeunes étaient sensiblés présence de lsantibiotique. Cette to-
[érance a lsampicilline serait due a I*émergence de sous-populations tolérantes dans les
biofilms matures, qui resteraient en vie aprés 24 h de traitement par lsampicilline.
Comme ces sous-populations tolérantes ne subissent pas de divisions cellulaires, ou
deactivités de synthése de la membrane cellulaire,dm@ltine neest pas active sur ces
sous-populations. Ainsi, a learrét du traitement par leantibiotique, la présence de ces

sous-populations tolérantes permet au biofilm de se reformer.

Vu les données bibliographiques trés abondantes dont seule une partie est passée en re-
vue ici, les systéemes de résistance et de tolérance des bactéries en biofilm apparaissent
multifactoriels et trés efficaces. Avec lsapparition et la dissémination de souches multi-
résistantes, la compréhension de ces mécanismes est un enjeu majeur. Ceest en combi-
nant les différents moyens de lutte que leon pourra maitriser les biofilms bactériens.
Ainsi, Banin et ses collaborateurs ont montré que lsaction conjointe du chélateur de mé-
taux EDTA et de lsantibiotique gentamicine permettait de disperser et deéradiquer les
biofilms deP. aeruginosgBaninet al.,2006).

De plus, I+étude des biofilms est complexe, car ils présentent une forte hétérogénéité
spatiale (gradients de nutriments et deoxygéne), et sont constitués deun mélange de cel-
lules dans différents états physiologiques (en division cellulaire, en phase stationnaire,
persistantes). On ne peut donc pas définir un seul profil deexpression type, méme pour
un biofilm constitué deune seule espéce bactérienne. Les études actuelles reposent sur
une séparation grossiére des cellules entre une fraction planctonique et une fraction bio-
film. Leadaptation des bactéries en biofilm a la présence de biocides apparait comme un
processus multifactoriel, dont de multiples aspeetient obscurs. Il est certain que les

bactéries possedent tout un arsenal de ressources pour survivre aux antimicrobiens, et
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gue la multiplicité et la complexité des systémes permettent une régulation fine, a la fois

générale ou spécifique, des mécanismes de résistance. Mon travail de these seinscrit
dans cette problématique en seinterrogeant sur la part jouée par les mécanismes géné-
raux et /ou spécifiques a la vie en biofilm dans le processus adaptatif a la présence de

nickel chezE. col..
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Figure 13.Les curli chezscherichia coli.

E. coli producteur de curli observée au microscope électronique a balayage (A, B)
(Chapman et al., 2002). (@&. coli MG16550mpR234en coloration négative, la fleche
indiquant les curli (Prigent-Combaret et al., 2000). (D) Modéele structurel des curli en

feuillet 3 (Fronzes et al., 2008).
Barre deéchelle: A=1pm;B=60m; C =100 m.



Chapitre Il - 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 deadhérence de spécificités plus ou moins larges et plus ou moins
démontrées. Ces structures deadhérence sont de deux grands types: les adhésines
(comme leantigéne 43 (Ag43)), et les fimbriae (comme les pili PAP, les pili de type 1, et
les curli). Les pili PAP sont impliqgués dans des cas de pyélonéphrites, tandis que les pili
de type 1 sont retrouvés lors deinfections urinaires basses. Les curli sont des fimbriae
trés particuliers découverts il y a 20 ans, et décrits pour la premiére fois par Olsén, lors
de la recherche de facteurs de virulence chez des isoltsdl du tractus intestinal

bovin (Olsénret al.,1989. Les curli sont produits chez. 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.13e€)curli

sont des hétéro-polymeres protéiques, structurés enefeRil(figure 13.D), qui forment

un réseau de fibres de 4 a 7 nm de diametre a la surface des bactérieslgiBure
(Chapmanet al., 2002, par précipitation de sous-unités protéiques solubles (CsgA)

(Hammaret al., 1996).

Structurellement, les curli appartiennent a la classe des fibres amyloides, mais ne possedent
pas d*homologie de séquence avec les fimbriae déja connus. Les fibres amyloides sont large-
ment présentes chez les organismes, depuisalegries jusqueaux mammiféeres (Gebhink

al., 2005. Cependant, l,accumulation de protéines mal repliées avec une structure fibrillaire en
feuillet B est caractéristique de nombreuses maladies, appelées amyloidoses, comme les mala-
dies deAlzheimer, de Creutzfeldt-Jakob, ou de Parkinson, et les maladies a prion (Etronzes

al., 2009. Le dépbt en plaques durant ces maladies forme de larges agrégats qui constituent
une barriére hautement résistante a la protéolyse. Au-dela de ce potentiel pathogéne, la fonc-
tion proposée pour les fibres amyloides est de créer un manteau protecteur contre les agres-
sions extérieures, et de jouer certains roles fonctionnels dans lsadhésion par exemple (Epstein
and Chapman, 2008 Ainsi, les amyloides se retrouvent en abondance dans les biofilms naturels
(Larsenet al., 2007). Leétude des curli permet donc de mieux comprendre la formation des

fibores amyloides, appelée amyloidose fonctionnelle, qui sont associées aux maladies débili-
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tantes pré-citées (Barnhashd Chapman, 2096; (Chapmanet al., 2002 ; (Hammeret al.,
2007) ; (Maury, 2009 ; (Wanget al., 2007 ; (Wangand Chapman, 200§ (Wanget al., 2009 ;
(Wanget al.,2009 ; (Shewmakest al.,2009.

Les curli sont de fines fibres permettant aux bactéries de seagréger entre elles et deadhérer aux
surfaces, queelles soient inertes (sable, verre, plastiques, inoxf) 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-
Combarett al.,2000. Une littérature abondante atteste deune fonction majeure des curli dans

le pouvoir pathogene et la virulence des entérobactéries 4Bdaxormark, 1997; (Bianet al.,

2000 ; (Uhlichet al.,2009 ; (R6mlinget al.,2003. En effet, les curli stimulent la production de
médiateurs de lsinflammation, perturbent la coagulation et la tension artérielle, révélant ainsi
un potentiel pathogene important (Uhligthal., 2007) ; (Olsénet al., 2009 ; (Uhlich et al., 2009.

De plus, deune facon générale, la production de curli parait associée a une résistance accrue
des bactéries en biofilm aux défenses de Ish6te et aux agents antimicrobiens diilich

200)).

3.2

Ro6le des curli dans la résistance en biofilm

La production de curli permet leobtention de biofilm denses, et structurés. Ces fimbriae
forment un épais feutrage autour des cellules (figure 13.C).

La souche de. coli 0157:H7 présente un phénotype particulier sur milieu CFA (rouge
Congo, faible osmolarité), qui produit des colonies rugueuses, similaires au phénotype
erouge, sec et réchee (rdar) caractérisant certaines souclg&mmenella 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 dehydrogene et a
lsammonium 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 (Uhlicét al.,2006).

Leeffet de la production deacide colanique (composant la matrice deexopolysaccharides
du biofilm) et de curli sur la formation de biofilm et la résistance au chlore a été observé
chez une souche HEe coli O157:H7 (Ryuand Beuchat, 2005 Ces expériences ont montré

gue les EPS et les curli offrent une protection efficace contre le chlore, un désinfectant
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Figure 14. Génétique de leexpression des curli dans @&seherichia coliK-12
MG1655 exprimant les curli.

Deux opérons divergents codent les génes de biogenése des curli. LeopgBscode pour

les génes structuraux. LeopéraagDEFGcode pour la protéine CsgD, qui est leactivateur
transciptionne de leopéron csBA, et pou 3 fadeursdeasseriiagedes culi (Csge, CsoF,

CsgG). CsgA et CsgB passent la membrane interne grace au systéme Sec, tandis que CsgG
les achemine a travers la membrane externe vers la surface bactérienne ou ils se
polymériseront en curli.



largement utilisé dans les industries agro-alimentaires. Ainsi, les curli apportent direc-
tement une protection contre certains agents antimicrobiens.

La plupart des fibres amyloides, comme les prions et les curli, sont insolubles dans leeau
et peuvent résister a des dénaturants chimiques et thermiques, confirmant leur réle pro-
tecteur envers les cellules. Pourtant, les curli purifiés sont completement dégradés par
des protéaseis vitro (Larsenet al.,2007). Les prions fixent le cuivre par des résidus his-
tidine, et pourraient avoir un réle fonctionnel dans le métabolisme du cuivre chez des
mammiféres (Vileset al., 1999. Il a été également démontré que les curli fixaient le
cuivre (Chernyet al.,2005. Des fibres amyloides aussi diverses que les prions et les curli
semblent fixer des métaux. Le rbéle des curli dans la résistance aux métaux pourrait donc
étre notable et mérite deétre examiné.

La littérature confirme que les curli, pleur importance dans la formation de biofilm,
jouent un réle non négligeable dans la résistance des cellules en biofilm a la présence

deagents antimicrobiens.

3.3 - Biogeneése des curli

Deux opérons divergents codent les genes de biogenése des curli (figure 14). LesgBron

code pour les geénes structuraux. La sous-unité majeure des curli est la protéine CsgA, égale-
ment appelée curline (Hammaral., 1999. La protéine CsgB sert quant a elle de nucléateur
(Bian and Normark, 1997; (Lofereret al., 1997). En effet, la protéine CsgA est sécrétée a l+état
soluble, non structurée, avant deétre convertie en fibre amyloide en présence de CsgB. Ce
mode de sécrétion est parfaitement original pour un fimbriae (figure 15) (Fronze09).

Un troisieme géne;sgG se trouve dans leopérasgBA mais aucun transcrit desgCnea

pour le moment été détecté (Collinsenal., 1999. LeopéroncsgDEFG code pour CsgD,
leactivateur transcriptionnel de lsopéraagBA(Brombacheet al., 2003, (Brombachekt al.,

2000, et pour 3 facteurs deassemblage des curli. CsgG fait partie du systéeme de sécrétion diri-
geant CsgA et CsgB a travers la membrane externe. CsgG seassemble en complexe
deoligomeres (leur nombre nea pas encore été détermin€) 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 (Chapmanal., 2002 ; (Robinsoret al., 2009 ; (Nenningetfet al.,2009. Le pas-
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Figure 15. Pili de bactéries Gran-négatif et leurs machineries deassemblage.

Schémas des différents pili possibles en surface des bactéries Gram-négatif. Le pili
chaperonnéahaperone-usher CU) et les curli sont des fibres attachées a la surface
cellulaire. Pour le pili CU, les sous-unités et lsassemblage des protéines sont montrés
pour le pili PAP pap) et le pili de type 1fim). * indique (1) queil y a 5 a 10 sous-unités
adaptatrices PapK a leextrémité de la fibrille du pilus PAP, tandis que la sous-unité
équivalente du pilus de type 1, FimF, neest présente queen une seule copie ; (2) que
leadaptatewr PapK ertre les pdymeresPapE et PapA nea pasdeéquivalert chezle pli de

type 1. Les pili CU et les curli sont assemblés par des systémes simples, localisés dans la
membrane externe. Le pili de type IV, et les pili de sécrétion de type Il et IV sont
assemblés par des complexes larges, composés de multiples sous-unités, qui traversent la
totalité de leenveloppe cellulaire.

(Fronzes et al., 2008)



sage de la membrane interne seeffectue par le systeme Sec pour toutes les protéines des opé-

rons curli.

3.4 - Régulation de I'expression des curli

La transcription des curli, comme pour la plupart des facteurs de virulence, obéit a une
régulation complexe et dépend de nombreux paramétres environnementaux. Ainsi, une
dizaine de régulateurs (dont des systéemes a deux composants) sont impliqués dans la ré-
gulation des opérons curli, dont les régulateurs OmpR, CpxR, et RcsB (figure 16). Nous
allons voir rapidement quelgues-uns des facteurs environnementaux régulant

leexpression 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 a une température inférieure a 32°C
(Olsénet al.,1989. Le systeme a deux composants EnvZ/OmpR réagit a lsosmolarité du milieu

de culture (Aibaand Mizuno, 199p EnvZ est la protéine senseur. La protéine OmpR active la
transcription de leopérocsgDEFGchezE. coli, en se fixant en amont des boites -35 et -10 du
promoteur de leopéronsgDEFG ce qui favorise le positionnement de I*PARN polymérase
(Prigent-Combarett al.,2001), (Gerstekt al.,2003. De plus, un mutanoMmpR23J a été isolé

chezE. coli K-12 qui voit son adhérence et sa formation de biofilm augmentée @ iaal

1999. 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 a la présence
de sel (NaCl) ou de sucre (saccharose). Le systéeme Cpx est activé au niveau transcriptionnel
en réponse a une forte osmolarité saline du milieu. Ce systéme 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 a forte concentration en sel, CpxR se lie a la région promotggide

en de multiples sites, et réprime leexpression de ce gene, ce qui conduit a une faible produc-

tion de curli. Cependant, une forte concentration en sucre réprime également lsexpression de

csgD mais cette régulation est due a la protéine régulatrice globale H-NS (&ubelk005.
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Figure 16. Régulation générale des curli dans Uescherichia coliK-12 MG1655
exprimant les curli.

La transcription des curli obéit a une régulation complexe et est sensible notamment a lsosmolarité
(systeme EnvZ/OmpR, et RpoS), la températurd)(@t aux altérations de leenveloppe (systemes
CpxAR, RcsABCD). MIrA est un régulateur transcriptionnelasgDsous contrble positif par RpoS.

Une dizaine de régulateurs, dont desteynes a deux composants présentés ici, sont impliqués dans la
régulation des opérons curli.



3.4.2 - Phase de croissance

Leexpression des curli dépend étroitement de la phase de croissance bactérienne. En effet, ces
structures deadhérence ne sont exprimées quea partir de la fin de la phase exponentielle de
croissance, sous contréle du factafirRpoS est un facteur sigma incontournable dans la ré-
gulation des curli. RpoS seaccumule dans les cellules arrivant en phase stationnaire, ce qui
leve la répression transcriptionnelle de H-NScagrA(Olsénet al.,1993. Les promoteurs curli
interagissent aussi directement aW&ainsi queavecV/’ (Hammaret al., 1995. Le facteur \?

peut également influencer lsexpression de CsgD en activant les protéines MIrA ou CpxR.
Leaccumulation de MIrA va alors entrainer sa fixation sur le promatsyd et en activer la
transcription (Browret al., 200). Au contraire de MIrA, CpxR a une action répressive sur
leexpression des deux opérons curli (Detell., 2009. Ce systéeme Cpx réagit aux altérations

de leenveloppe, a la présence de NaCl, ainsi quesa une accumulation de Rpo&t(BRorel

1999).

3.4.3 - Température
Dans un milieu de faible osmolarité, les souches. aoli K-12 peuvent produire des
curli entre 26 et 30°C, mais pas a 37°C. Cependant, deautres souEBhewlgenotam-
ment des bactéries pathogénes de lsHomme, présentent une production de curli & 37°C
(Barnhartand Chapman, 2006 La thermorégulation de la production des curli observée
chezE. coli K-12 fait intervenir les protéines Crl et RpoS. Leactivation transcription-
nelle decsgApar Crl a été observée a 26°C, mais pas a 37°C (Arngvist, 1999.
Leaccumulation de Crl en phase stationnaire est thermorégulée et prend place a 30°C,
mais pas a 37°C. Or Crl interagit directement avec le fact®uce qui favorise la fixa-
tion de Isholoenzyme (ARN polymérase) au promotesgBA(Bougdouret al.,2004). Crl
est également requis et agit via RpoS pour favoriser leexpression des curBalhez-

nellasérovar Typhimurium (Robbe-Saudeal.,2006).

3.4.4 - Signaux environnementaux
RcsBCD est un autre phospho-relais modulant lsexpression des genes de curli. RcsC, le
senseur de ce systeme, est impliqué avec le régulateur de réponse RcsB et le co-facteur
RcsA dans la synthése deacide colanique (FerrigmesClarke, 2008 La protéine RcsD
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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 systéme de mobilité FIhDC sur les curli\8tsont indiquées en rouge, tandis que les
effets négatifs du system/curli sont indiqués en vert. (Pesavento et al., 2008)



est liée a la membrane interne et permet le phosphotransfert (MajdadaGbttesman,

2005. RcsB et RcsA sont modérément répresseurs de lcopdSgiDEFG mais de forts
répresseurs pour leopér@sgBAen réponse a une perturbation de lsenveloppe cellulaire
(Jubelinet al., 2005, (Vianneyet al.,2005).

Leexpression des curli est également régulée en fonction de la concentration en oxygene
du milieu. ChezSalmonella Typhimuriumen condition deaérobie, la protéine OmpR
phosphorylée se fixe a plusieurs endroits du promatsgb, dont certains sites respon-
sables de la répression transcriptionnellecdgD. En conditions de microaérobie, la
protéine IHF integration host factgrentre en compétition avec OmpR-P pour la fixa-

tion sur le promoteucsgD; ceci provoquerait la formation deune boucle d*ADN et
leactivation de leexpression des curli, paciitation de Isinitiation de la transcription
(Gerstelet al., 2003. ChezE. coli, OmpR ne peut se fixer queen un seul site sur la région
promotrice decsgDet est un activateur de cet opéron (Jubelin., 2005).

ChezE. coli, lsexpression des genes de curli répond également a de forts niveaux de
GIcNAc-6P (N-acetylglucosamine-6-phosphate intracellulaire). Lorsque de forts niveaux
de GIcNAc-6P seaccumulent dans la cellule, les géraes(nagABCD sont activés et
permettent leutilisation du GIcNAc comme source de carbone via la glycolyse (Barnhart
et al., 2006). La protéine NagE, située dans la membrane interne, transporte le GIcNAc
dans le cytoplasme, ou il est phosphorylé en GIcNAc-6P par le systeme de phospho-
transférase. Le GIcNAc-6P est converti en glucosamine-6-phosphate (GIcN-6P) par la
désacétylase NagA. NagB désamine la GIcN-6P en fructose, qui est alors utilisée dans la
glycolyse. NagC est un répresseur transcriptionnel des gagetorsque la GIcNAc

neest pas disponible. Le role de NagD dans le métabolisme et le transport de GIcNAC nea
pas encore été identifié (Barnhartl.,2006).

Deun point de vue général, le stress favoriserait lsexpression des génes de curli, via le c-
di-GMP qui stimulerait la transcription desgD (figure 17) (R6mlinget al., 2005,
(Pesaventet al., 2009). 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 a une
existence en biofilm. Les niveaux cellulaires de c-di-GMP sont contr6lés par deux types
deenzymes aux effets antagonistes : les diguanylate cyclases (DGCs) et les phosphodies-
térases (PDEs) (Romlingnd Amikam, 200k Leactivité DGC de ces enzymes est fournie

par les domaines GGDEF, tandis que leactivité PDE réside dans les domaines EAL ou
HD-GYP (figure 18)E. coliK-12 possédent 28 génes codant pour des protéines avec des

domaines GGDEF/EAL (Sommerfeldt al., 2009. Des paramétres, comme la tempéra-
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Mobilité Virulence Sessilité et formation Progression du cycle

Expression et Expression de de biofilm cellulaire
activité du génes de Synthése de diverses Protéolyse deun
flagelle, nage et virulence adhésines et inhibiteur de la
swarming exopolysaccharides réplication

Figure 18. Structure et fonctions physiologiques du c-di-GMP.

Au niveau cellulaire, le c-di-GMPbf{s-(3-5¢)-monophosphate digque di-guanylique) est contrdlé

par les diguanylate cyclases (DGCs) comportant un domaine GGDEF (rouge) et les
phosphodiestérases (PDEs) possédant un demBAL ou HD-GYP (bleu). Le c-di-GMP peut
réduire la mobilité en réprimant leexgssion du flagelle (par exemple ch&z aeruginosa ou
l~assemblage (par exemple, ch@aulobacter crescenty®u en interférant avec la fonction motrice

du flagéie (pa exempe, dhezE. cdi et C. crescentus De bas nveauxde c-di-GMF sort requs pour
l~expression de certains genes de virulence (par exemple, \¢ibein cholerag. 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 deexopolysaccharides variés de la
matrice. CheZ. crescentudeaction localisée et précise dans le temps du c-di-GMP est une étape clé
de la progression du cycle cellulairpGpG : 5--phosphoguanylyle-(3s-5¢)-guanosine.

(Hengge,2009)



ture ou la phase de croissance par exemple, provoquent une expression différentielle des
genes codant les protéines a domaines GGDEF/EAL Ehemli. La majorité de ces

génes sont sous le controle d&et six génes GGDEF/EAL affectent de maniére diffé-
rentielle leexpression des curli (Sommerfeddal., 2009).

Des études récentes seintéressent a Isimplication de la réponse au stress oxydant dans la
régulation de facteurs deadhérence et de virulence. Tree et ses collaborateurs ont exami-
né le phénotype deun mutantieQ auquel il manque une oxydase multi-cuivre péri-
plasmique (Treet al., 2007). La protéine CueO est impliquée dans lsoxydation des ions
cuivreux et ferriques, ainsi que de composés phénoliques du périplasmeet(Kim

2001). La délétion deueOrend les cellules sensibles au cuivre, et cette toxicité est asso-
ciée avec une augmentation du stress oxydant chez le ncue@{Treeet al.,2005. Des
analyses de lsexpression globale des genes a montré que lsexpression du @géai¢
augmentée dans le mutaciieQ Le génecrl code un facteur de transcription régulant
leexpression des genes de curli, qui est responsable de lsinduction de leexpression du
genecsgAa basse température (Bougdetral., 2004). Ainsi, le mutantcueO exprime

plus le generl que son sauvage, et par conséquent les génes de curlie{ hree007).
Cependant, les auteurs concluent que chez le mutaefQ [saugmentation de
leexpression des génes associés a lsagrégation est indépendante des systemes de défense
majeurs impligués 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 systemes a deux
composants, afin de contréler finement leurs multiples fonctions. En effet, ces fibres
amyloides interviennent dans lsadhérence bactérienne, la virulence, la fixation a divers
composés dont les métaux, mais également dans la protection des cellules en biofilms
vis-a-vis de certaines conditions environnementales. Le but de ce travail de thése sera
deétudier lsimplication et la régulation de la production des curli dans la résistance au
nickel, au sein de biofilms & coli K-12 produisant des curli. Ainsi, jeespére pouvoir
participer a la compréhension de la régulation des curli, en éprouvant lsinfluence du nic-

kel sur ces structures deadhérence.
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Tableau 3 Souches de.coli K-12 et plasmides utilisés au cours de cette étude.

Souches/Plasmides

Génotype Source ou référence

Souches
NM522
MC4100

MG1655
PHL644
PHL818
PHL881

PHL1087
PHL1137
PHL1256
PHL1270
PHL1273
PHL1359
PHL1360
PHL1370
PHL1374
PHL1386
PHL1563
ZK2692

Plasmides
pCM1

pCSG4

pPROBE-gfp[LVA]

pPROBE-OT.

pTN1
pMP2444
pPMP4516
pl127

p157

Collection du laboratoire
araD139 ' (argF-lac)U169 rpsL150 relAl flbB5301 Collection du laboratoire
deoC1 ptsF25 rbsR

"F, nommée PHL1256 dans le souchier du laboratoire Collection du laboratoire

MC4100malA-kan ompR234 Vidal, 1998
MG1655mpR234 malTTnl0 Prigent,2001

E. coliisolée deun cathéter trans-hépatique percutané, eftgutal Edouard Herriot
une patiente de 71 ans de Lyon
PHL81&sgD::uidAkan Dorel,1999
PHL81&sgB::uidAkan Prigent,2001

Voir MG1655 Collection du laboratoire
PHL818/pCM1 Cettétude
PHL818/p127 Cettgude
PHL818/pMP2444 Cet&ude
PHL818/pMP4516 Cet&ude
PHL818/p157 Cetttude
PHL818cnA::uidA-kan Cetteétude
PHL1360/pTN1 Cettetude
PHL818lu::cm Cetteétude

W3110 ' (argF-lac) U16%lu::cm Danese, 2000

pPROBE-AT, origine de réplication pBBR1, portant unCette étude
fragment Xbal-Clal du pCSGA (contenant la région
intergéniquecsgBAet une partie du gérsgB inséré aux
sites Xbal-Smal, Anip

pUC19 portant un fragmétindlll de 3,5-kb contenant |a0lsen, 1993
région intergéniquesgBA Amp'

Vecteur de fusion de génes, origine de réplication pBBRiller, 2000
portant une variante LVA déstabilisée de protéine verte
fluorescente, Kdn

Vecteur de fusion de génes, origine de réplication pBBRler, 2000
portant un géne rapporteur codant pour une protéine
fluorescente verte (GFP), Spc

pPROBE-OTe portant un fragment EcoRI-Pvull deenvirGette étude
550 pb contenant le promoteenA, Spc.

pBBR1MCS-5 portant la séquence codante Bgffasous Bloemberg, 2000
le controle du promoteuiac, Gni

pBBR1MCS-5 portant la séquence codante Heffesous Bloemberg, 2000
le contréle du promotediac, Gn.

pPROBE-gfp[LVA] portant la séquence codante de la This study
gfp(LVA) sous le contréle du promoteasgBA Kan

pPROBE OTe portant la séquence codante gip Bous le This study
contréle du promoteucnA, Spé




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 milienimiim 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-dedsssisnilieux 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 a 1207C
M63 | KH,PO, 0,1 M
(NH4)st4 15 mM
MgSO, 4 M
FeSQ 9 uM
Vitamine B1 (thiamine) 1 mg/L
pH 7, autoclavage 20 min a 1209C

2.2 - Conditions de culture

Les bactéries sont cultivées a 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 pg/mL), chloramphénicol (20 pg/mL), kanamycine (50 pg/mL), gentamicine

(10 pg/mL) ou spectinomycine (100 pg/mL).
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2.3 - Cultures en présence de métaux

Des solutions stock de chlorures de nickel (NiQWerck), de magnésium (Mg£] Prolabo),

de cadmium (CdGlI; Prolabo), de cobalt (CoL] Sigma), de cuivre (Cugf Sigma), et de

zinc (ZnC} ; Sigma) ont été préparées a des concentrations allant de 50 mM a 10 mM pour le
cation métallique dans de lseau ultrapurell{pppre). Les solutions stérilisées par filtration
(0,45 pum) sont stockées a 4°C. Les solutions de travail (atteignant 600 uM pour le cation mé-
tallique) ont été préparées au fur et &une 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 a 600 nm (D& (spectrophotometre Prim, Secoman). Pour chaque lot
deexpériences, la valeur de Byfgmesurée 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 polystyréne en statique par

mesure de la DO ¢qo et visualisation par colorati on au violet cristal

Les puits deune plaque 96 puits, ou 24 puits, ou des boites de Petri sont remplis de 200 pL,
2 et 20 mL respectivement, du milieu choisi et inoculé avébadtéries par mL issues deune
préculture sur la nuit. Les bactéries planctoniques et sessiles sont récupérées selon le proto-
cole décrit dans les références (Detell., 1999 et [PrigentCombaret1999], qui se déroule en

3 étapes. La phase liquide est tout deabord délicatement aspirée (fraction surnageant), puis un
lavage doux du puits est effectué, afin deéliminer les bactéries faiblement adhérées (rajouté a
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
deun cbne 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 @gs @minimum de trois es-

sais a été effectué pour chaque expérience. Les boites de Petri ont été préférées aux plaques
24 puits pour les échantillons a forte concentration de métal afin de recueillir une quantité suf-

fisamment importante de bactéries pour effectuer des dosages enzymatiques.
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Lorsque queune visualisation rapide de la fraction biofilm est souhaitée, le protocole est modi-
fié aprés leélimination du surnageant et le premier lavage précautionneux. A ce stade, les
plaques sont passées au four Pasteur pour 1h30 a 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 lseau distillée avant deétre séchés a
leair libre, puis scannés. Leintensité 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 deacier inoxydable AISI 304 (Goodfellow, Cambridge
Science Park, Royaume-Uni). La préparation des coupons est la suivante : les coupons inox
sont lavés pendant 10 min a 50°C dans une solution a 2 % (vol/vol) deun surfractant commer-
cial, le RBS 35 (Société des Traitements Chimiques de Surface, Lambersart, France). Ensuite,
ils sont rincés pendant 10 min dans de leeau déionisée Purit (Purit, France) a 50°C, puis rincés
5 fois dans 500 mL deeau déionisée Purit & température ambiante. Les surfaces ainsi nettoyées
sont finalement stérilisées par autoclavage pendant 20 min a 120°C. Des cultures de la nuit,
en BL/4, de souches dérivées de MG1681pR234sont diluées pour atteindre une concen-
tration de 10 CFU.mL™. Vingt millilitres de cette suspension bactérienne sont transférés dans
des boites de Petri contenant les coupons inox stérilisés. Aprés 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 a 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 mutationrcnA::uidA-kana été transférée de la souche ARY023 (Rozbta a la souche
PHL818 par transduction généralisée avec le bactériophage, Pdenée comme décrite par
Miller (Miller, 1979 et ci-apres. Les colonies résistantes a la kanamycine ont été sélectionnées

puis testées pour leur résistance au nickel comme décrit précédemment ZRigcha,
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La mutationflu::cm a été transférée de la souche ZK2692 (Daresk 2000 a la souche
PHL818 par transduction avec le bactériophage/iP1lLes colonies chloramphénicol résis-

tantes ont été sélectionnées.

Pour préparer un stock de phagevi#]l on inocule au 1/100, 5 mL de milieu BL additionné

de 2.10° M en MgSQ et de 4.16 M CaC}, & partir deune préculture de la souche donatrice.

500 pL deun ancien stock sont utilisés pour infecter la culture de bactéries donatrices incubée
2h30 a 37°C. Apres une incubation de 30 min a température ambiante, le mélange est incubé a
37°C jusquea la lyse complete. Quelques goutteshloroforme sont ajoutées pour stériliser

le stock de phages, qui est laissé 30 min a température ambiante, puis 2 x 10 min sur de la
glace (entrecoupé deun mélange au vortex de 30 s). Une centrifugation de 10 min & 6000 rpm
permet deéliminer les débris bactériens. Le stock de phages, formé par le surnageant, est stoc-
ké a 4°C.

La transduction par le phage L se fait en infectant 1 méle bactéries réceptrices (cultivées

en milieu BL) dilué dans de lseau contenant 0,1 M en Mg&@acC}, par 0,1 mL de stock

de phages non dilué. Le mélange est incubé 20 min a 37°C, puis centrifugé 1 min a 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 a 37°C dans le dernier millilitre de milieu, pour permettre
leexpression des génes de résistance a lesantibiotique transférés avec le géne deintérét. Puis,
0,2 mL de la culture sont étalés sur boite GL + citrate + antibiotique adéquat, et suivis deune
incubation de 24 h a 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 lesgéagté
amplifieé par PCR avec le plasmide pCSG4 DNA (Gjhal., 2009 comme matrice et deux
amorces (5--TCTAGACATTAAACATGATGAAACCCCGC-3 et Be-
GAGCTCCATGTTGTCACCCTGGACCTGGTC-3¢) couvrant les régions régulatrices de
csgBAet csgDEFG et contenant les sites de restrictidba et Sad, respectivement. Le
fragment de PCR a été tout deabord cloné dans le plasmide pGEM-T (Promega) pour donner
le pGEM-T-100/101. Le fragmem¥bd-Sad de 757 paires de bases a ensuite été cloné aux
sites correspondants du vecteur pPROBE-gfp[LVA] (Mile#.,2000, donnant le p127 décrit

dans le tableau 1. Les gergp et gfp[LVA] codent pour des protéines fluorescentes vertes
(GFP pourgreen fluorescent proteirstable ou instable (demi-vie de 20 min) respectivement.
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Afin de construire la fusiorcnA::gfp, un fragment de 541 paires de bases contenant la région
promotrice du genecnA a été isolée du plasmide pAR020 (Rocttag apres digestion par

les enzymes de restrictidbcoR et Pvul. Ce fragment a ensuite été inséré entre les sites
EcoR et Smd du vecteur pPROBE-OTe (Millett al.,2000 pour donner le plasmide p157.

3.3 - Transformation

Les transformations de celluleé4E. coli avec des plasmides, décrites dans la tableau 1, ont

été effectuées selon la référence (Chetrwg, 1989 : a partir deune préculture de la souche a
transformer, on inocule, au 1/100, 5 mL de milieu BL. La croissance est arrétég@=DO

0,35. La culture est centrifugée 2 min a 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 %), Mg&(10 mM), MgSQ (10 mM) et DMSO (5 %)). Les cellules sont
incubées 10 min sur de la glace. On y ajoute la quantité dsADN approprié (de 0,1 a 1 pg).
Leincubation sur la glace est poursuivie 30 min. On ajoute ensuite 0,9 mL de tampon TSS. La
culture est alors incubée 1 h a 37°C, pour permettre lsexpression des genes de résistance aux
antibiotiques portés par le plasmide. Cette culture est enfin étalée sur boite BL contenant

[~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 grace a un logiciel deanalyse deimages. 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, a la plate-forme de microscopie MIMA2 de [{INRA-
AgrosParisTech de Massy, France). Les protéines fluorescentes vertes sont excitées a 488 nm,
et la fluorescence bactérienne est détectée dans la tranche 500-600 nm. Un objectif a immer-
sion dehuile Leica x63/1, 4 N.A. a été utilisé pour acquérir les images en mode scan.
Leensemble des structures 3D des biofilms a été scanné depuis la base de la surface solide

vers lsinterface avec le milieu de croissance, en utilisant un pas (distance entre deux prises de
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vue) de 1 um. Ces photos ont été réalisées sur un méme champ deobservation, en se déplacant
sur lsaxe des Z (épaisseur de Iséchantillon a partir du support), et sont donc appelées z-stacks.
La quantification des biovolumes de biofilms §)ra été extraite des z-stacks confocaux avec

la routine MATLAB PHLIP, développée par J. Xaviére pour lsanalyse des structures de bio-

films (http://www.itgb.unl.pt:1141/~webpages/phlip/phlip-jnlLes projections 3D ont été

réalisées avec le logiciel IMARIS (Bitplane, Zirich, Suisse).

4.2

Observations au microscope électronique a transmission (MET)

Pour la microscopie électronique a transmission, des cultures cellulaires ont été préparées
dans des erlens contenant du milieu BL/4 + 0,1 % Mannitol pendant 24 h a 30°C et 50 rpm.
Les cellules ont été précautionneusement lavées avec 1 mM EDTA afin d<éliminer le nickel
en exces, puis laissées a sédimenter a 4°C. Les surnageants ont été éliminés avec précaution.
5 uL de cellules sédimentées ont été récupérés et déposeés sur des grilles en polymeére renforcé
deune couche de carbone. Apres fixation avec du tetroxyde deosmium, les cellules ont été con-
trastées avec 1 % deacide phosphotungsténique et les grilles ont alors pu étre observées avec
le microscope électronique a transmission Philips CM120.

5 - Dosages des fusions transcriptionnelles

Différents genes rapporteurs ont été utilisés au cours de cette étude, en fonction des suivis

souhaités.

5.1

- Dosage de la fluorescence

Les genes rapporteurs codant pour des protéines fluorescentes, comme la GFP verte, sont uti-
lisés lors des cinétiques de croissance afin deavoir un résultat en temps réel (mesure au spec-
trofluorimeétre), ainsi queen microscopie (a épifluorescence ou confocale laser) pour obtenir en

images la localisation des bactéries qui expriment le promoteur en amont de ces genes rappor-

teurs.

Ainsi, lsactivité transcriptionnelle des promotelas ou csga 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 fluorimetre Kontron SMF25 aux longueurs deondes deexcitation et deémission de
490 nm et 510 nm respectivement, et sont accompagnées des mesuregodibE3pon-

dantes. Les valeurs de fluorescence deau 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®DO

5.2 - Dosage de la  Aglucuronidase

Le géne codant la -glucuronidase (GUS) placé sous contréle deun promoteur permet deen
suivre lsexpression grace a un dosage colorimétrique simple. Le dosage de la 3-glucuronidase
repose sur la détermination spectrophotométrique de la quantité de paranitrophénol (PNP) li-
béré au cours de Ishydrolyse du paranitrophényl-3-D-glucuronide (PNPU), par suivi de la DO

a 405 nm. Les dosages ont été réalisés sur des cellules perméabilisées par le toluene. La réac-
tion enzymatique a été réalisée a 37°C dans du milieu M63. La variation de la DO a 405 nm
en fonction du temps est proportionnelleactivité enzymatique. Leactivité spécifique (AS)
correspond a la quantité de PNP formé par min et par mg de poids sec bactérien et est calculée
de la facon suivante : AS = (476,2000405x dilution)/ DOsp0. 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 deinternalisation métal par les cellules bactériennes ont été effectuées par

la méthode de filtration (Munkett al., 2009 avec des changements mineurs. Les bactéries
(PHL818) deune preéculture de la nuit a 30°C sans agitation en tubes inclinés sont utilisées
pour lancer des adhérences en boites de Petri a 30°C, avec incubation de 40 h, avec 100 uM
NiCl, additionné de 100 pL de nickel radioacfifNiCl,) & 100 pM. Les fractions surnageant

et biofilm sont séparées et récupérées comme pour le paragraphe 2.4, et gysom@ne-

surées. Chaque fraction est ensuite filtrée das membranes de nitrocellulose (0,45 pm),
avant deétre rincée avec 5 mL de tampon de lavage (50 mMRATaldt 200 uM EDTA). Les
membranes sont séchées, et la radioactivité est mesurée avec le compteur a scintillation li-
quide TriCarb 2100TR de Packard. ©*8iCl, (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 (EMIpoupphoretic mobili-

ty), les bactéries ont été centrifugées a 2000 g pendant 10 min, puis rincées deux fois dans
5 mL de chlorure de sodium & 15 mM & pH 6 pour finalement les ajustéC&WONL:. Les
suspensions bactériennes sont alors incubées pour une demi-heure a température ambiante
avec 100 uM de chlorure de nickel, 100 uM de chlorure de magnésium, ou sans métal. Les
mesures électrophorétiques ont été réalisées dans un champ électrique de 50 V avec un Zéta-
metre laser (CAD Instrumentation, France). Les résultats sont basés sur une analyse automa-
tigue des vidéos deenviron 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 deerreur 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 fibosmolarité résulte de lsactivation (fleche)
transcriptionnell du promoteu csgC pai OmpF. Lorsque lsosmolarite augments deautre
systéemes régulateurs a deux composants (CpxA/CpxR, RcsC/RcsB) répriment la production de
curli. H-NS active ou réprime les génes de curli en fonction des conditions environnementales.




RESULTATS

Chapitre 1 : Optimisation de la production de
biofilms par les souches d° Escherichia
coli K-12 productrices de curli

1.1 - La souche modele PHL818

Bien quE&scherichia colisoit la bactérie la plus communément trouvée dans les biofilms dé-
veloppés sur les cathéters urinaires, les souches de laboratoire habituelles de cette espéce,
telles que MC4100 ou MG1655, neadhérent pas spontanément aux surfaces. Leéquipe dans la-
guelle ce travail a été mené a isolé des mutants adhérentsoti«K-12, formant des biofilms

épais et résistants en conditions de laboratoire (éidal 1999. 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 systeme de transduction du signal EnvZ/OmpR qui permet a la cellule de détecter et de
seadapter aux variations de lsosmolarité du milieu environnant. Au niveau de la séquence gé-
nétique, la mutation ponctuelle affecte le gemgRen position 234 (& partir du +1 de trans-
cription), la thymine a subit une transversion en guanine. Cette mutation a été nommeée
ompR234Au niveau de la séquence protéique, cette mutation a pour résultat le remplacement
deune 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 particuliére
de stuctures de lsenveloppe. Sachant que la protéine OmpR interagit directement avec le pro-
moteurcsgDde lsopéron curli (expérience de gel retard), dont il active la transcription (figure

1), il a été suggéré que la mutatimmpR234provoque une augmentation de leaffinité du ré-
gulateur pour le promotewsgBA.Quelque soit le détail du mécanisme deactivation, on ob-
serve une surexpression des genes de curli et une surproduction de ces fimbriae chez le mu-
tantompR234 Dans le mutanobmpR234 la biosynthése de curli reste finement régulée par
lcosmolarité du milieu, mais la protéine OmpR234 est capable de contrecarrer partiellement
les effets négatifs deune osmolarité moyenne, permettant ainsi la croissance en biofilm a des
concentrations osmotiques plus importantes que chez la souche sauvage (Prigent-@ombaret
al., 2001). Ainsi, le mutanompR234forme un biofilm nettement visible a 0,1 M NacCl, tandis
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Tableal 5. Optimisaton des conditions de culture : choix du milieL.

Les croissances et adhérences en plaques 24 puits de la souche PHL818 ont été évatyées a 30
dans différents milieux de culture. La ligne edo@e indique le meilleur compromis entre
croissance bactérienne et adhérence, avec une excellente reproductibilité des résultats.

* = sans NacCl.

Milieu DO totales,| DO totales,| % adhérence| % adhérence,

testé moyenne | écart-type moyenne écart-type
BL 3,89¢ 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 2,04¢ 0,08¢ 61,58 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
B

Figure 2. Profils ceexpression des curli a 30C et a 37; C.
Activités spécifiquescsgB-gffiLVA] chez la souche PHL1273 (A) owsgA::uidA chez la
souche PHL1137 (B) a 30C (jaune) et 37; C (rouge).



gue 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 dk. coliK-12, souche PHL818 (MG1656alT::Tn10 ompR23)% pour tester leeffet 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 a 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 problemes 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 polystyrene 24 puits a 30°C durant 40 h. Les fractions biofilm et surnageant ont ensuite été
isolées et la Dgo mesurée pour chacune afin deestimer le pourcentage deadhérence, comme
décrit dans le Matériel et Méthodes. La fg§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 trés 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 phénomene de répression catabolique qui
seexerce sur lsexpression de nombreux facteurs de virulence, dont les structures deadhérence,
leefficacité de lsapport de mannitol, et non de glucose, a été testée. Leeffet de diverses concen-
trations de mannitol sur la croissance et lsadhérence a été testé (données non montrées), et la
concentration de 0,1 % de mannitol a finalement été choisie pour le gain apporté a 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 leobtention deune croissance et

de biofilms satisfaisants.

X Température de culture

Un des facteurs déterminants dans leexpression des genes de curli est la température. Si cer-
tains isolats médicaux Be coli peuvent exprimer les curli a 37°C (Biarul., 2000, la plupart

des souches de laboratoirdedeoli neexpriment les curli quea des températures inférieures a
30°C (Arnqvistet al., 1992, (Olsénet al., 1989. Leexpression des curli a été mesurée a 30 et
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Figure 3. Effet de leoxygénation, contrblée par leagitation, sur la formation
deagrégats bactériens.

Le degré deoxygénation est cobi par l-agitation des culturelsa souche PHL818 a été cultivée a
30?; C, sous forte (130 rpm, A) ou faible (50 rpm, B) agitation. Un trouble homogéne sans agrégats
bactériens est observé en A, tandis que le milieB &3t hétérogéne, clair parsemé deagrégats qui
sédimentel.

Fluorescence
DO

Figure 4. Régulation de lsexpression des curli par la phase de croissance
bactérienne.

Leexpression des curli est suivie par mesures de fluorescence grace a la fusion desgéies
ofp[LVA] chez la souche PHL1273. Les curli (symboles pleins et traits) sont exprimés a partir de
lafin de la phasiexponentiell de croissanc (symbole vides el pointillés).



37°C par lsintermédiaire de deux dosages : leun utilise la fusigB-gff)LVA] mesurée par
fluorescence, et lsautre utilise la fusiosgA::uidAdont leactivité R-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 om@R234 Ain-

si, afin de favoriser la formation de biofilm par production de curli, la plupart des expériences

seront menées a une température deincubation de 30°C.

X Oxygénation du milieu

La formation de biofilms est également sensible a lsoxygénation du milieu, que lson contréle
de maniére expérimentale par lsagitation apportée aux cultures. Lorsque les incubations sont
réalisées en conditions statiques (tubes ou boites de polystyréne), le milieu seappauvrit trés
vite en oxygene et les croissances sont plus lentes (temps de cultures de 24 a 48 h). Pour les
plaques, compte tenu des difficultés techniques liées a leagitation, ce mode deincubation sta-
tique a toutefois été retenu. Pour les cultures en tubes, Guillaume Méric et Philippe Lejeune
ont optimisé la vitesse deagitation permettant deobtenir un maximum deagrégats bactériens a
50 rpm (figure 3). A faible agitation, les cultures présentent des agrégats bactériens visibles a
leceil nu. A forte agitation, les cultures sont troubles de maniére homogeéne, indiquant
l~absence deagrégats. Ainsi, les cinétiques de suivi de leexpression des curli se sont effectuées

a faible agitation (50 rpm). Pour la souche PHL818, la formation deagrégats dépend essentiel-
lement des curli puisque les mutants cidsgAetcsgD sont incapables de floculer (Vidal
al., 1999.

X Supports inertes de culture

Enfin, les adhérences peuvent se faire sur différents supports, chacun ayant des caractéris-
tigues dehydrophobicité 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 polystyréne, et leacier inoxydable ont été testés. Le verre est hy-
drophile, leacier inoxydable intermédiaire et le polystyrene hydrophobe. En ce qui concerne la
charge, le verre et lsacier sont plutdt globalement chargés négativement, et le polystyréne est
trés peu chargé. Leacier et le polystyréne ont été retenus pour deux types deexpérience : le po-
lystyréne est utilisé pour les adhérences en plaques 24 ou 96 puits, tandis que des coupons
deacier inoxydable ont été préférés pour les observations de biofilms en microscopie confo-
cale laser. En effet, la surface réfléchissante de leacier inoxydable représente un point de dé-

part facile a visualiser pour lesstackgle biofilms, et cela facilite ainsi les mesures de biovo-
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307;C

Milieu de faible osmolarité
BL/4 + 0,1 % Mannitol

Faible oxygénation du milieu contrélé par le
degré deagitation (50 rpm)

‘ -/\ Fin de phase exponentielle de croissance

Figure 5. Conditions de culture favorables a la formation de biofilms via les
curli chez la souche PHL818.




lumes bactériens (voir le Matériel et Méthodes). Les biovolumes bactériens permettent de

guantifier 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 a 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 seaccumule dans les bactéries arrivant en
phase stationnaire de croissance, et qui contr6le lsexpression de nombreux gekesalez

dont les genes codant les curli (Olgéal., 1993 ; (Hammaret al.,1995.

Les conditions de culture favorables a la formation de biofilms via les curli chez la souche

PHL818 qui ont été retenues sont résumeées 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 polystyrene, grace a la produc-
tion deune matrice deexopolysaccharides (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-
qguide du milieu de culture, puis en ringant précautionneusement le fond du puits ou se trouve
le biofilm ; ensuite, le biofilm est récupéré grace au grattage du fond du puits avec le bout du
cbne de pipette, puis par aspiration-refoulement (voir Matériels & Méthodes). La biomasse
formée respectivement en biofilm et surnageant est quantifi€e par mesure dgolalDgar
coloration au violet cristal. La coloration au vioteistal permet deestimer la quantité de bac-

téries fixées au support mais pas de connaitre la quantité de bactéries libres.

La microscopie confocale a deautre part été utilisée pour quantifier le biofilm formé par des

souches rendues fluorescentes selon différentes méthodes (voir Matériels & Méthodes). Les
séquences deimages permettent en effet de visualiser le biofilm en trois dimensions et
[eutilisation de logiciels adaptés permet de calculer des données chiffrées telles que le biovo-

lume, ou l*épaisseur du biofilm.
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Figure 6. Principe de réalisation du Biofilm Ring Test.

Le Biofilm Ring Test est utilisé pour la vislisation et lévaluationapides de la formation de
biofilms. Ce systeme est développé par la étiBioFilm Control. La formation de biofilm
immobilise les particule: magnétique ajoutée aL milieu de culture avec I-inaculuir bactériel. La
numérisation de la plague avant et aprés la magnétisation permet de juger des biofilms formés, et
de calculer un indice de formation de biofilm (BFI).



1.3.2 - Le Biofilm Ring Test

Notre équipe a été laboratoire béta-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 facon 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 Ilsimmobilisation de particules
magnétisables, au sein du biofilm en formation. Les microplaques peuvent étre analysées dés
les premiéres heures deincubation, ce qui représente un gain de temps considérable si lson
compare aux méthodes utilisées précédemment en plaques 24 ou 96 puits avec coloration au

violet cristal, qui réclament des biofilms plus matures.

Leadhérence de deux souches a été testée par cette méthode : la souche PHL818 a été choisie
pour sa capacité deadhérence, tandis que la souche NM522 non adhérente a servi de controle
négatif. Apres 8h15 deincubation, la souche PHL818 présente un biofilm dense, qui immobi-
lise les particules magnétisables (figure 7.A), comparagwemu milieu stérile ou la magné-

tisation provoque un regroupement des particules au centre des puits (rond marron).

Mais le contréle 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 probléme deordre technique pourrait étre a leorigine de ce probléme : dans les
milieux pauvres, les particules se retrouvent immobilisées par un phénoméne électrostatique
au fond de la microplaque, donnant de faux positifs. Leadhérence observée pour la NM522
pourrait donc découler de ces phénomeénes électrostatiques sans rapport avec des structures
deadhérence bactériennes.

Afin de contourner ce probléme lié a lsutilisation de milieux pauvres, cette méthode a été uti-
lisée en milieu riche BL afin de suivre la cinétique de formation des biofilms a 30°C. Avec les
images de la microplagues prises avant, puis apres la magnétisation, le logiciel de traitement
des données de lsappareil calcule Isindice de formation des biofilms (BFI) pour chaque puits.
Le biofilm est considéré comme formé lorsque les particules sont totalement immobilisées,
ceest-a-dire lorsque le BFI est inférieur a 2. La souche PHL818 présente une formation de bio-
film dense a 6 h deincubation en BL a 30°C (figure 7.B). La souche NM522 (qui ne devrait

normalement pas adhérer) montre uimemobilisation totale des particules dés 5h
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Milieu stérile

PHL818

NM522

Figure 7. Exemples de résultats obtenus par la méthode du Biofilm Ring Test

(A) Photographies des puits deune plaque 96spajfirés magnétisation, pour la souche PHL818 et
pour la souche NM522, cultivées en BL/4+0,1% Mannitol durant 8h15. (B) Histogrammes
montrant lsindice de formation du biofil(BFI), pour les souches PHL818 (jaune) et NM522
(vert), cultivées er BL ; la barre horizontale indique le seui er dessou duque le biofilm es
considéré comme formé. Toutes les cultures ont été effectuéel & 3 triplicat.



deincubation (figure 7.B). Le profil obtenu pour la souche NM522 semble donc étre le résultat
de faux positifs. De plus, on peut seinterroger sur la pertinence de <biofilmse déja denses en si
peu de temps, surtout avec une souche comme la NM522 qui est habituellement tres peu ad-
hérente.

Apres discussion avec Thierry Bernardi, PDG de la société BioFilm Control, il apparait que
cette méthode est intéressante pour étudier les phénomenes deadhésion primaire deun 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
DOsoo 0U 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 PHL81®résence de concentrations croissantes de
nickel. (B) Temps de génération calculés sur cette méme cinétique.



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 a des cultures en croissance ou déja établies, statiques
ou agitées

Des cinétiques de croissance a 37°C 130 rpm ont été menées avec différentes concentrations
de nickel (figure 8.A). Ces résultats montrent que la présence de métal a des concentrations
élevées affecte les temps de génération (figure 8.B). Cependant, aux faibles concentrations
(7100 uM de nickel), les cultures présentent des taux de croissance comparables a celui
deune 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 a une Qg autour a 0,9) alors que la biomasse de la culture sans métal conti-
nue de croitre au fil des heures jusquea la phase stationnaire. La présence de nickel agirait

donc comme un limiteur de la croissance bactérienne en conditions planctoniques.

Leétat physiologique des bactéries au moment de lsapplication deun stress influe sur leurs ré-
ponses a celui-ci. Les effets du nickel sur la viabilité des populations ont donc été compares
sur des cultures en pleine croissance ou sur des cultures agées. Le nickel a été ajouté soit des
le début de la culture, soit aprés 24 h de culture suivie deune nouvelle incubation de 24 h sans
adjonction de milieu frais. Outre lsétat physiologique des bactéries (phase exponentielle ou
stationnaire), un deuxieme parametre a été testé : le degré deoxygénation de la culture. Pour
cela, le nickel a été ajouté soit a des cultures sous agitation (30°C 130 rpm), soit a des cultures
cultivées de facon statique a lsétuve. La quantité de biomasse produite a été estimée par me-
sure de la densité optique a 600 nm, aprés dispersion des agrégats au vortex (contrélée en mi-
croscopie comme décrit dans les Matériels & Méthodes). Lorsque le nickel est ajouté sur des
populations déja établies, il a un effet bactériostatique (qui empéche le développement des
bactéries) sur les cultures, comme indiqué sfiglae 9. En effet, les cultures ou le nickel est
ajouté aprés 24 h deincubation ne voient plus leurgof&ugmenter au cours de la seconde
incubation de 24 h, si on les compare aux cultures sans nickel pour lesquelles lsaccroissement
de biomasse est de 25 %. Cependant, on peut noter queaux plus faibles concentrations de nic-

kel, les cultures statiques sont légerement moins sensibles a 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.

Le nickel est ajouté soit sur des populations établies de 24 h, avec incubation supplémentaire de
24 h (A), soit des le début de Isincubation (B). Les fgPsont mesurées soit sur des cultures
agitées (traits pointillés) a 130 rpm, soit sur deliures statiques (traits pleins), comme décrit dans

les Matériels et Méthodes. Les cultures sfadis correspondent aux populations totales des
expériences deadhérence en plaques 24 puits, avec incubation de 40 h. Les cultures se font a
30?;C, en BL/4 + 0,1 % Mannitol avec des concentrations de nickel croissantes allant de 0 a
1000 pM. Pour les tubes agités de (A), les RPPmesurées a 24h avant lsajout de nickel
correponden a unebiomasse de 80.



tures agitées. Les résultats obtenus avec ajout du nickel des le début de lsincubation a 30°C
(figure 9.B) indiquent que les bactéries en croissance sont beaucoup plus sensibles a la pré-
sence de métal que celles qui sont déja en fin de phase exponentielle lors de leajout de nickel
(figure 9.A). En effet, a 400 uM de nickel, la biomasse des cultures est presque nulle, indi-
guant la mort cellulaire. Leécart entre cultures agitées et cultures statiques est important a
100 uM et aussi a 200 uM de nickel ou les cultures agitées présentent une biomasse nulle tan-
dis que les cultures statiques sont a 20 % de croissance (par rapport aux cultures sans métal
qui représentent le 100 %). Les cultures statiques voient leur croissance totalement inhibée a
300 UM de nickel.

Il apparait donc que le nickel est beaucoup plus toxique pour les bactéries en croissance que
pour des populations déja établies.

2.1.2 - Effet différentiel du nickel sur le s fractions surnageant et biofilm de

cultures statiques

Pour les cultures statiques, lseffet de la pnésede nickel dans le milieu de culture a été ana-

lysé par mesure de la @§ sur la croissance des bactéries libres (fraction surnageant) et
fixées (fraction biofilm). A nouveau, lorsque le nickel est ajouté sur des cultures agées, une
faible toxicité est observée sur les bactéries libres alors que les bactéries en biofilm semblent
insensibles a la présence de métal, méme en trés fortes concentrations (figure 10.A). Cepen-
dant, leeffet du nickel est plus marqué lorsqueil est présent dés le début de la croissance (fi-
gure 10.B) ; la fraction surnageant est trés sensible a la présence du métal, puisqueune diminu-
tion de 90 % de la biomasse est observée dés 100 uM de nickel. En ce qui concerne la fraction
biofilm, deux phénomeénes sont observés : pour des concentrations inférieures a 200 uM, la
présence de nickel augmente de fagon significative la biomasse, alors que pour des concentra-
tions supérieures a 200 uM de nickel, un effet toxique est observé sur le développement du
biofilm. Ces résultats indiquent que le nickel a faible concentration favorise la formation de

biofilm, tandis queil a un effet toxique sur les cellules planctoniques.

Pour déterminer si cet effet différentiel du nickel est spécifique de la formation du biofilm sur
polystyréne ou seil seagit deun phénoméne général observable sur deautres 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 deobserver les biofilms en

microscopie confocale laser, a la condition deutiliser 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 dés le début de la croissance (B)ntebation en conditions statiques dure 40 h a
30?;C, en BL/4 + 0,1 % Mannitol avec des concetitas de nickel croissantes allant de 0 a
100C uM. La biomass totale formée er présenc de nickel es réparti¢ entre la fractior
surnageant et la fraction biofilm. Lesoissances des fractions surnageant (diamants) et biofilm
(carrés) ont été estimées a partir des mesures dg,D€xalisées aprés cultures en plaques 24
puits ou en boites de Petri, comme décrit dans les Matériels et Méthodes. Leaddition du
surnageant et du biofilm donne les courbes de croissances statiques totales dans la figure 9.



alors choisi de recourir a une protéine fluorescente verte (GFRypeair fluorescent protein

dont leexpression du gene est placée sous le contréle du promoteur cotesti{@tifiL1359).

Ainsi, toutes les bactéries en croissance expriment cette protéine marqueur. Des observations
de cultures planctoniques au microscope a épifluorescence ont permis de vérifier que le gene
de la GFP était exprimé de maniere constitutive et homogéne dans cette souche, par compa-
raison des champs en lumiere blanche et en épifluorescence. Trois concentrations de nickel
ont été utilisées : 0, 100, et 300 uM 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 (ceest-a-dire le biovolume) sur chaque zone photographiée a parir des
stackspris sur chaque coupon (figure 11.D). Sans nickel, les bactéries forment un biofilm uni-
forme, tandis quea 100 uM de nickel le biofilm est structuré de facon irréguliére. A 300 uM

de métal seules des micro-colonies éparses se développent. Le calcul des biovolumes con-
firme que la présence de nickel (100 uM) induit une hausse significative de la biomasse en
biofilm par rapport aux cultures sans nickel, tandis quea forte concentration, la toxicité du mé-

tal réduit significativement le biovolume (figure 111« 0,0001).

2.1.3 - Effet du nickel en fonction de la température de culture (30-37°C)

La formation de biofilm par les souche€doli K-12 productrices de curli est strictement
thermorégulée (figure 2). Dans le contexte génétique de référence (MOHGHS234=

PHL818), les fonctions deadhérence par les curli sont en effet régulées en fonction de la tem-
pérature. Ainsi, méme si les autres parametres favorisant lsexpression des curli sont remplis
(osmolarité, agitation, oxygénation, etc.), ces structures deadhérence sont réprimées a 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 a 30 et 37°C, des adhérences tres limitées a
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 a 37°C est plus restreint que
celui & 30°C, et il se manifeste & des concentrations de nickel plus élevées (400 uM a 37°C,
au lieu de 100 uM a 30°C). Il apparait donc que la présence de nickel dans le milieu de cul-
ture permet a la PHL818 deadhérer fortement a 37°C. Les mécanismes impliqués restent ce-
pendant a élucider, et les structures deadhérence entrant alors en jeu seront a examiner. Si ce
phénomeéne implique les curli, alors ces expériences indiquent que la présence de nickel per-
met de seaffranchir 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 (MG16&8pR234x pMP2444(lac::egfp), sont
observés au microscope confocal apres 24 h de croissance, par suivi de la fluorescence émise par la
GFP. (A) Biofilm uniforme lors deune croissance sans nickel. (B) Biofilm structuré de fagon
irréguliere en présence de 100 uM de nick&) Microcolonies en présence de 300 uM de nickel.

(D) Moyennes des biovolumes calculés a partir des z-stacks pris sur chaque coupbraluge

reflete la probabilité que la moyenne des biovolumes avec exposition au nickel soit égale a la
moyenne des biovolumes sans exposition au metal ,0001).

A.30?;C 0 100 200 300 400 500 6@@ Ni

B.372;C 0 100 200 350 400 450 50d Ni

Figure 12. Induction du biofilm par le nickel a 39C et 37?; C, coloré au violet
cristal, chez la souche PHL818.

La souchi PHL81E a été cultivée er plaque 9€ puits de polystyréne er milieu BL/4 + 0,1 %
mannitol a 3@;C (A) ou 37?;C (B), en présence de concentrations croissantes de nickel. Les
biofilms ont été colorés avec du violet stal, comme décrit dans les Matériels & Méthodes. La
présence de nickel induit une augmentation detenfition des biofilms a ces deux températures.



2.2 - Spécificité du phénomeéne d’induction du biofilm par le nickel

2.2.1 - L'effet inducteur du nickel sur le biofilm est largement distribué au sein

de I'espéce E. coli

Le nickel induit une augmentation de la fraction biofilm a 30 et 37°C chez la souche PHL818
(MG16550mpR233. Afin de tester si ce phénomeéne est largement distribuékchadi, 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-allele sauvage du
géneompRet possédant une faible capacité deadhérence, et 2) la souche MD4dRA34
(PHL644), productrice de curli et tres adhérente en milieu de faible osmolarité. La souche
PHL881, provenant de la collection de souches de IsHbpital Edouard Herriot de Lyon, a été
choisie pour représenter les isolats de leenvironnement hospitalier : cette souche a été isolée
deun cathéter trans-hépatique percutané chez une patiente de 71 ans atteinte de cholécystite
(inflammation de la vésicule biliaire), et produit des curli (Vietadl., 1999. Pour la souche

isolée deun patient hospitalise, le cycle deation se déroule dans le corps humain, a 37°C. Il

est possible que les curli soient produits a 37°C en conséquence deune adaptation spécifique a

cette niche.

Les capacités deadhérence de ces souches ont donc été testées en présence de nickel en cul-

tures statiques, a 30°C et 37°C. La quantité de biofilm formé a été estimée :

X soit a partir de la coloration au violet cristal des bactéries adhérentes au fond de

chaque puits aprés élimination des bactéries planctoniques (figure 13.A et C),

X soit par des mesures de densité optique a 600 nm de la biomasse bactérienne (figure
13.B).

A 30°C, les deux modes deestimation de la biomasse formée par le biofilm en présence de
guantités croissantes de nickel indiquent que les pics de biofilms sont formés a des concentra-
tions de nickel différentes en fonction des trois souches bactériennes testées : entre 100 et
200 uM pour les souches PHL818 et PHL644, un trés faible effet entre 150 et 250 uM pour la
souche PHL1256, et un pic entre 250 et 400 uM 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 degpddaDi@omasse du
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Figure 13. Effet du nickel sur lsadhérence de souches issues de différents

contextes génétiques.

(A et C) Estimation visuelle de la biasse des biofilms de trois souches MG1655 par coloration

des bactéries fixées au violet cristal, incubées?a@@A) et 37; C (C) en plaques 96 puits.

(B) Estimation quantitative de la biomasse du biofilm & partir de la mesure de Jg B®plaques

24 puits a 30?° C poui les souche PHL81¢& (MG1655 ompF234), PHL644 (MC410( ompF234),

PHL1256 (MG16550mpR'T), et PHL881 (isolat médical) ; les valeurs maximales de biofilm
présentées sont des moyennes deau moins deux expériences indépendantes sur 4 cultures chacune ;
les barres deerreur indiquelet déviations standard.



biofilm formé en présence de 100 uM de nickel pour les souches PHL818 et PHL644, et res-
pectivement de 150 uM et 250 uM 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, méme en pré-
sence de nickel. Cependant, cette souche présente également un pic de biofilm, décalé vers
des concentrations de nickel supérieures a celles observées pour le pic a 30°C. Leadhérence de
la souche PHL1256 reste tres faible, mais leeffet est visible. Quant a la souche médicale
PHL881, on peut remarquer queelle adhére mieux a 30°C quea 37°C. Les conditions de cul-
ture utilisées ici peuvent ne pas permettre une expression maximale des curli pour cette
souche. A moins que la production de curli ne soit pas primordiale pour la colonisation des
cathéters ou la colonisation de Ishdte par cette souche. Une autre hypothese est que la faible

adhérence observée a 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 deautres souches de laboratoire ou par un isolat médical. Les mé-
canismes de réponse a la présence du métal par l~augmentation de lsadhérence semblent donc
largement répandus ch&acherichia coli Puisque lseffet promoteur du nickel sur le biofilm

est plus marqué chez la souche PHL818 que dans deautres contextes genétiques, l~exploration

du phénoméne sera poursuivie avec cette souche.

2.2.2 - Effet d’autres métaux sur le biofilm

Afin de vérifier si leeffet promoteur du nickel sur le biofilmEdscoli K-12 ompR234était
spécifigue a 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 deadhérence de la souche PHL818. Ce choix a été fait en
raison de son absence de toxicité pour les cellules ; de plus, les ions nickel pénetrent dans la
cellule soit par des systemes de transport spécifiques, soit par les systemes de transport du
magnésium (Navarre al.,1993. Comme attendu, aux concentrations essayées, le magnésium
neest toxique ni pour les bactéries planctoniques, ni pour celles en biofilm (figure 14.A). Il
neinduit pas la formation de biofilm, quelque soit la concentration utilisée. Nous avons donc
testé deautres 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 a 30°C en présence deune large gamme de concentrations pour chacun
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Figure 14. Effet de différents métaux slradhérence de la souche PHL818.

(A) Estimation quantitative de la biomasse desfi@s surnageant et biofilm a partir de la mesure
des DQq, en présence de concentrations croissantesiade! 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 dencentrations croissantes de différents métaux (Ni, Cu, Co, Cd,
Zn) ; la souche PHL818 a été cultivée en plaguép8its de polystyrene. Les cultures ont été faites
en milieu BL/4 + 0,1 % mannitol, & 3) C sans agitation durant 40 h.



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 a 30°C. Le nickel et le cuivre sont les métaux qui
augmentent de la fagon la plus significative la production de biofilms. Le cadmium induit
également une augmentation de la fraction biofilm, mais de maniere moins margquée queavec

le nickel. Le cobalt a un léger effet visible sur le biofilm.

Etant donné que différents métaux stimulent la formation du biofilm de la souche curliée, ce
phénoméne semble seinscrire dans un mécanisme plus large de réponse a un stress environ-
nant (métallique ici), plutét que de découler deune réponse spécifique a la présence du seul

métal nickel.
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Figure 15. Principe de mesure de la mobilité électrophorétique.

(A) Chaque lot deovales violstreprésente une bactérie bougeant $affet du champ électrique ;

un logiciel quantifie les mouvements bactériens;atule une valeur de mobilité électrophorétique
(barres verticales noires) pour chacun des échansjlsuivant leensemble des mesures effectuées
sur chaque lot. (B) Quand on compare deux papaihs bactériennes (une en violet et lsautre en
bleu), une différence (en rouge) dans la distanee migration peut apparaitre, résultant de
différencesdans les dargesde suface ;les catons som connuspour maodifier les darges
électriques en surface des bactéries, ce qui peut induire une augmentation de lsadhérence
bactérienne.



Chapitre 3 : Identification de I'effecteur dans le
phénomene de promotion du biofilm
par le nickel

Afin de décrypter les mécanismes favorisant la formation de biofilm en présence de nickel,

différentes hypothéses non exhaustives peuvent étre envisagées:

x Le nickel pourrait modifier les propriétés de charges de surface bactérienne, de telle
sorte que lsadhésion 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
deefflux au nickel RcnA.

x Enfin, ce phénomene pourrait découler deune réponse adaptative de la bactérie a la
présence de nickel, ce qui lui permettrait deadhérer massivement, par exemple en
surproduisant une structure deadhérence (adhésine Ag43, pili de type |, curli, etc), et
de bénéficier alors des changements physiologiques propres a 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 deadhérence 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, queelle 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 a transmission. Cependant cette tech-
nigue est fortement agressive vis-a-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 trées demandeuses
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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 apres une demi-heure de
contact en absence deions métalliques, ou aM@@ uM de nickel ou de magnésium, comme
décrit dans les Matériels & Méthodes.



en temps de préparation. De plus, ces microscopies électroniques ne permettent que les obser-
vationsex situ Cependant, la microscopie a force atomique (ARNbmic force microsco-

py), découverte par Binnig et ses collaborateurs en 1986 (Bénnig1986, permet leétude

des bactéries en milieu aqueux. LAFM permet donc deimager et de quantifier les propriétés
de surface et les interactions a la surface des bactéries. Toutefois, lsoptimisation de la prépara-
tion des échantillons et la mise en ceuvre 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. Ishydrophobicité de surface peut étre estimée soit par mesure deangle de contact entre
substrat et bactérie, soit par le test MATSicfobial adhesion to solventsLa mé-
thode MATS consiste a mettre en contact une suspension bactérienne de densité op-
tique (DO) connue avec un solvant. Apres une brusque agitation, des micro-
goutelettes de solvants se forment sur lesquelles les bactéries adhérent ou non, en
fonction de Ishydrophobicité. La mesure de la DO de la phase aqueuse permet de dé-
terminer le pourcentage deadhésion au solvant, indiquant si la bactérie est plutét hy-
drophobe ou plutdt hydrophile ;

2. le potentiel zéta est estimé a partir de la mobilité électrophorétique (technique de mi-
croélectrophorése) des particules en suspension. Le potentiel zéta évalue la force in-
duite par les interactions électrostatiques dfuaetérie et du substrat. Cette force est
directement liée aux structures de surfguetéines) et a la force ionique du milieu.

Les mesures conduites en milieu aqueux ne dénaturent en rien les ultrastructures de
surface. De plus, ceest une technigue simple a mettre en ceuvre, lsunique étape de pré-

paration étant la mise en culture des bactéries et leurs lavages.

La microélectrophorese a ainsi été choisit pour étudier les modifications des propriétés de sur-
face de bactéries en présence ou nométal. En effet, les cations sont connus pour modifier

les charges électriques en surface des bactéries, altérant souvent lsadhésion bactérienne
(Fletcherand wertz, 1988; (McEldowney,1999 ; (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
lélectronégativité des cellules (figure 1B > 0,05). Afin de déterminer si lseffet promoteur

du nickel sur le biofilm pouvait étre attribué a la propriété générale des cations, lsinfluence
deun autre cation a été eégalement mesurée dans les mémes conditions de culture. Le métal

magnésium a été choisit car il est un cation divalent comme le nickel. Il apparait que la pré-
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Figure 17. Leeffet promoteur du nickel sur la formation de biofilm chez la
souche PHL818 ne repose pas sur la pompe deefflux du nickel RcnA.

Fradions biofilms (A) et surnageats (B) des ahé&encesde la soube MG1655 om@dR234
(PHL818 ; symboles pleins) et de son mutarihA (PHL1374; symboles vides) en plaque de
polystyréne 24 puits. Les fluorescences de PHL818 contenant la fiesidingfp (PHL1370) ont

été mesurées sur les fractions surnageant et biofilm grace a un fluorimetre, comme décrit dans les
Matériels & Méthodes. Leactivité spécifique fluorescente de la GFP (courbes pointillées) a été
calculée selon la formule : (fluorescence GFP - fluorescence initialgyPSi les valeurs de

DOg,, diune des fractions étaient basses (moins de 0,1 U), alors lsessai était répété en boites de
Petri afin de collecter un volume plus important de cultures, menant a une quantification plus
précist de la croissanc bactérienn.



sence de magnésium dans le milieu de cultim@nue l-€électronégativité des bactéries de
maniére similaire au nickel (figure 1®;> 0,05). Par contre, la présence de magnésium a une
concentration de 100 pM dans le milieu de culture neaugmente 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 plutdt sur

un effet physiologique qui reste a élucider.

3.2

Implication de la pompe d’efflux RcnA

Escherichia coliutilise la pompe deefflux RcnA pour survivie en présence de nickel
(Rodrigueet al.,2009. Leeffet promoteur du nickel sur les biofilmsed«coli pourrait étre lié a

ce mécanisme de résistance au nickel. Afin de tester lsimplication de la pompe deefflux, au
nickel et cobalt, RcnA dans la formation de biofilms en milieu avec nickel, un nmatefga

été construit dans la souche MG1@8BpR234en transduisant la cassett@A::uidA-kanis-

sue de la souche ARY023, pour donner la souche PHL1374. En présence de 100 uM de nickel
dans le milieu de culture, le mutashA se comporte de fagon surprenante comme la souche
parentale : on observe une augmentation du biofilm (figure 17). Ce résultat indique que la
pompe deefflux RcnA neest pas indispensable a lseffet du nickel sur le biofilm. Cependant, la
mutationrcnA diminue significativement la croissance bactérienne a partir de 200 uM de nic-
kel lors de la croissance en biofilm, et des 100 uM pour les bactéries libres. La pompe RcnhA
semble donc bien impliquée dans la survie de la bactérie a forte concentration en nickel. Nos
résultats suggerent deailleurs queune bactérie libre utilise dés les faibles concentrations de
nickel cette pompe deefflux alors queune bactérie fixée au sein deun biofilm semble en tirer
profit a plus forte concentration (200 uM). Pour vérifier ce résultat, le niveau deexpression
transcriptionnelle dacnA a été mesuré dans le contexte génétique parental, a partir de
leactivité deune fusiorrcnA-gfp portée par le plasmide a faible nombre de copies p157.
Leactivité de la fusiomcnA-gfpdans le biofilm est mesurable des les faibles concentrations de
nickel, mais son niveau maximal deexpression requiert de fortes concentrations de métal si-
tuées au-dela de celles induisant le pic de biofilm (figure 17.A). Les données obtenues a partir
des cultures planctoniques confirment que la transcription maximale du géne de la pompe
deefflux 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 géne de la pompe deefflux RcnA comme senseur de la
présence de nickel au sein du biofilm dans la souche PHL1386

Les adhérences de la souche PHL1386 (MG1&%pR234p156 {acZ-ecfp /pl57 fcnA-gfp)
ort été réalisées sicoupons inox, a 3B C apres 24 h dhcubation, erprésence de 100 uM de
nickel. La présence des bactéries composant le biofilm est révélée grace a laldoZiamtip
(A), tandis que celles exprimant la pompefflux RcnA sont marquées avec la fusimmA-gfp
(B). (C) Superposition des deux canaux précédents. (D) Analyse spectrale point par point.



centration de nickel ne résulte pas deun avantage sélectif conféré par la présence de cette

pompe deefflux RcnA. La bactérie fixée parait donc protégée par deautres mécanismes.

3.3 - Distribution du nickel au sein du biofilm

Puisque la pompe deefflux RcnA ne joue pas un role prépondérant lors de lsexposition des
bactéries en biofilm a de faibles doses de nickel, une seconde hypothése a été envisagée selon
laquelle la matrice deexopolysaccharides et de curli entourant les bactéries en biofilm pourrait
bloguer la pénétration du métal jusqueaux cellules. Détecter directement la présence du nickel
au sein du biofilm neest pas évident. Aussi, pour tester cette seconde hypothése, nous avons
utilisé la pompe RcnA comme senseur de la présence de nickel dans le biofilm. En effet, nous
avons vu précédemment que lsexpression de la pompe deefflux débute des 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 ou le nickel a suffisam-
ment pénétré pour activer cette pompe. Leexpression de la pompe deefflux a été suivie grace a
la fusionrcnA-gfplors de la colonisation de coupons inox en présence ou non deune concen-
tration de nickel sous-inhibitrice (100 uM). Afin de localiser lv+ensemble des cellules consti-
tuant le biofilm, la souche étudiée a été marquée a la R fluorescent protejren intro-

duisant un plasmide a faible nombre de copies portant une fiagigacfp dans la souche
PHL818 rcnA-gfp La souche résultante, PHL1386, porte donc un double marquage :
leexpression constitutive du promotdac induit une fluorescence de couleur bleu cyan chez
toutes les bactéries présentes et actives physiologiguement, tandis que les cellules exprimant
la pompe deefflux RcnA présenteront en plus une fluorescence verte. Grace au mauage
ecfp on observe la formation deun 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. Leanalyse spectrale (figure 18.D) permet de juger la dispersion des deux
signaux. Les bactéries en biofilm dont la croissance seest effectuée en présence de 100 uM de
nickel se situent toutes dans un amas autour deune droite & 45° de chacun des axes de
l~analyse spectrale. Cedignifie que les cellules adhérées affichent toutes une fluorescence en
cyan et en vert, ceest-a-dire que toutes expriment les deux fusions. La concentration de nickel

présente au sein du biofilm est donc suffisante pour déclencher leexpression de la pompe
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Figure 19. Dosage du nickel intracellulaire par mesure de la radioactivité.

100 pL de nickel radioactifNi) a 100 uM est ajouté au nickel froid habituel pour des cultures
de la souche PHL818 en boites de Petri ;80 sans agitation pendant 40 h. Leanalyse des
fractions surnageail et biofilm se fait comme décri dan: le Matérie et Méthode. L <histogramm
montre la quantité d&Ni 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 deadhérence.

La souche MG1659mpR234PHL818) et ses mutants, défeetix 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 uM de nickel (vert), a 30C, en plaques 24 puits, comme décrit dans les
Matériels & Méthodes. Afin e&n faciliter la lecture, cette figure ne présente que les fractions
biofilm ; la crassancedes fracions surnagedanpeu étre cdcuiée comme sit : 10C % -
fractions biofilm. Les valeurs sont les moyennes de deux expériences indépendantes sur 4
cultures chacune ; les barresdteur indiquent les déviations standard.



deefflux RcnA. La matrice du biofilm ne semble pas empécher le nickel dearriver jusqueaux

cellules.

Pour compléter ces observations, le nickel intra-cellulaire des bactéries en biofilm a été quan-
tifié aprés incubation des bactéries en condition statique en présence de nickel radioactif. La
souche PHL818 a été cultivée en milieu liquide dans des boites de Petri en présence ou non de
100 uM de nickel, avec une incubation statique a 30°C. Les bactéries planctoniques sont sé-
parées du biofilm, puis chaque fraction est filtrée afinédelter les bactées, 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 a celle obtenue pour les bactéries du surnageant
(figure 19). Ceci implique que les bactéries du biofilm accumulent la méme quantité de nickel
intracellulaire que les bactéries du surnageant. La variabilité importante observée pour les
captages d&Ni de la fraction surnageant parait ssexpliquer par la fragilité plus grande de ces
cellules suite a lseffet toxique du Ni. Cela pourrait provoquer la lyse des cellules et la fuite du
nickel radioactif au moment de Isétape de filtration. Ces résultats indiquent que la matrice du

biofilm neempéche pas la distribution du nickel dans les cellules en biofilm.

Ces deux expériences complémentaires conduisent a suggérer que la présence de nickel au
sein méme des bactéries adhérées neest pas empéchée par la matrice du biofilm. Lehypothese
deune exclusion du nickel par la matrice extracellulaire ne semble donc pas étre vérifiée. Ce
mécanisme neest donc pas crucial ici, pour la résistance plus marquée du biofilm vis-a-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 fagon a accroitre
les propriétés deadhérence de chaque cellule. Deux facteurs deadhérence sont connus pour
jouer un réle dans la formation de biofilm par MG1655 en milieu de faible osmolarité :
lsantigéne 43 et les curli. Leantigene 43 (Ag43) est une protéine de surface auto-transportée

capable de servir de médiateur pour lsauto-agrégation et la formation de biofilntsschez
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