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Modes de vie des micro-organismes 

Etat planctonique 
=

Micro-organismes en 
suspension

Faible proportion à l’état 
planctonique 

En réalité vie sous forme de 
biofilm dans le milieu naturel 
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Modes de vie des micro-organismes 

Observation des premiers regroupements bactériens par Antoni van Leeuwenhoek
XVIIe siècle

Dessin original tiré des notes d'Antoni Van 
Leeuwenhoek. On y voit certains types de bactéries 

qu'il a observées dans un échantillon de plaque 
dentaire. Parmi elles, on trouve des cocci (E), des 

bactéries fusiformes (F) et des spirochetes (G)
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Biofilm

Modes de vie des micro-organismes 

Etat sessile 
=

Micro-organismes fixés 
à une surface

• C’est un mode de vie très répandu parmi les micro-organismes 
• Les biofilms sont souvent multicellulaires 
• Adhérence aux surfaces biotiques (ex: cellule de la muqueuse intestinale) 

ou abiotique (ex : lame de verre)

Biofilm  « Communauté microbienne contenue dans une matrice de 
polymères, adhérant à une surface » (Costerton 1978)

Surface
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Exemples de biofilms 

Sur des surfaces 
minérales et végétales 

Sur des surfaces 
industrielles

Sur des dispositifs 
médicaux

Généralités
Formation du 

biofilm
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Exemples de biofilms 

Sur des surfaces 
« animales »

Et même dans la 
nourriture ! 

Plaque dentaire 

Croute = biofilm
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Effets délétères
Domaine industriel : 

• Contamination des équipements dans les industries
• Contaminations des produits fabriqués
• Contamination de l’eau à usage pharmaceutique 

• Colmatage des systèmes de filtration

• Accélération des phénomènes de corrosion

• Formation de bio-sallisures (ex : coques des bateaux)
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Effets délétères

Domaine médical : 

• Colonisation des dispositifs 
médicaux implantés pouvant 
conduire à un état septique 
sévère 

• 60% des infections bactériennes 
associées à des biofilms 

• Infections nosocomiales par des 
bactéries produisant des biofilms 
(S. aureus, P. aeruginosa)

• Tolérance des biofilms aux 
antibiotiques Lebeaux & Ghigo, 2012 , Médecine Science
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Bénéfices
Biofilms des bactéries commensales : 
• Protection des organismes contre l’intrusion de pathogènes
• Exemple : microbiote présente dans le tractus intestinal 

Traitement des eaux usées : 
• Activité épuratrice des biofilms bactériens 
• Utilisation des matériaux polluants comme source de carbone et d’énergie par 

des microorganismes 

Clarificateur AVANT traitement bactérien Clarificateur APRES traitement bactérien

www.1h2o3.com
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4 facteurs sont nécessaires pour l’établissement du biofilm : 

• Les micro-organismes
• Un milieu humide 
• Une surface (ou une interface)
• Des nutriments 

La variété de ces 4 éléments est à l’origine de la diversité des biofilms 

Biofilm homogène Biofilm hétérogène
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Formation du biofilm

• Première étape : l’adhésion initiale , un phénomène rapide et réversible  

Bactérie planctonique

Liaisons hydrogènes
Liaisons de Van der Walls

Adhésion sous l’influence du pH, de la 
force ionique ou de la température du 

milieu
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Formation du biofilm

• Deuxième étape : l’adhésion irréversible  

Adhésines
Attachement irréversible médié par 

les pili et les fimbriae
(adhésines retrouvées sur ces 

structures ou polymères d’ancrage )

Généralités
Formation du 

biofilm
Caractéristiques Conclusion



13

Formation du biofilm

• Deuxième étape : l’adhésion irréversible  

La matrice extracellulaire permet de protéger les 
bactéries du flux et de favoriser la vie « fixée »

Perte éventuelle du flagelle à cette étape

Matrice extracellulaire
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Formation du biofilm

• Troisième étape : formation des microcolonies

Les bactéries s’agrègent et se 
multiplient pour former les 

microcolonies
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Croissance en épaisseur 
Incorporation de bactéries d’espèces différentes ou autres microorganismes (biofilm mixte) 

Formation du biofilm

• Quatrième étape : maturation du biofilm
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Formation du biofilm

• Cinquième étape : détachement du biofilm

Le biofilm peut se disperser et libérer des bactéries mobiles (dispersion active) ou des
agrégats bactériens entourés de matrice (dispersion passive). Ceci peut permettre
l’établissement du biofilm sur une nouvelle surface

Généralités
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Caractéristiques du biofilm

• Hétérogénéité physico-chimique dans le biofilm
• Degré de viabilité variable des microorganismes (viables, viables non cultivables, morts)
• Possibilité de différences locales dans le biofilm (ex : activité métabolique différente)
• Source pour relarguer des micro-organismes sous forme planctonique

Gradients 
O2

Nutriments
Déchets

Forte activité métabolique 

Faible activité métabolique 
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Caractéristiques du biofilm

• Matrice extracellulaire 
❑ Constituée essentiellement de polysaccharides extracellulaires sécrétés par les micro-

organismes mais également de protéines (issues du métabolisme microbien), d’acides 
nucléiques (issus de la lyse de micro-organismes) et enfin de produits issus du milieu 
environnant (substances minérales ou organiques, débris divers)

❑ Très hydratée

❑ Dynamique: n’est pas uniforme dans sa composition et sa forme dans le temps et l’espace

Reconstruction 3D de biofilm
Microscopie confocale à balayage laser

Karygianni et al., 2020, Trends in Microbiology
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• Exemple de biofilm dentaire (microscopie confocale) 

Matrice 
extracellulaire

Karygianni et al., 2020, Trends in Microbiology

Candida albicans
(levure responsable de 

candidose orale)

Streptococcus 
mutans

(bactérie Gram +, coque 
commensal de la cavité 

buccale et agent 
cariogène majeur)
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• Exemple de biofilm de Pseudomonas aeruginosa (microscopie électronique à balayage)
• Bactérie résistante à de nombreux antiseptiques, responsable d’infections nosocomiales 

https://eyemicrobiology.upmc.com/PhotoGalleryBiofilms.html

Matrice 
extracellulaire

Pseudomonas 
aeruginosa

(bacille Gram -)
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21Joubert et al., 2016, Journal of Microbiological Methods

ECM = matrice extracellulaire

• Exemple de biofilm fongique d’Aspergillus fumigatus (microscopie électronique à balayage) 
• Responsable d’infection pulmonaires sévères 
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• Densité microbienne variable : 104 à 108 microorganismes viables/cm2

• Epaisseur variable de quelques µm à plusieurs cm
• Architecture parfois spécifique (forme ronde) du biofilm dentaire formé par S. mutans (carie infantile)

Diversité structurale des biofilms
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Epi de maïs Hérisson Algue marineForme ronde

Kim et al., 2020, PNAS
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Biofilm intracellulaire 

Présence d’une matrice de type biofilm autour d’E. coli UT189

Anderson et al., 2003, Science

Cellules épithéliale de 
vessie de souris infectée 
par une souche d’E. coli 

uropathogène

Généralités
Formation du 

biofilm
Caractéristiques Conclusion



24

Biofilm intracellulaire 

Présence d’une matrice de type biofilm entourant E. coli LF82 dans la vacuole du macrophage

Lamp1 = marqueur de la membrane lysosomale (localisation du phagolysosome)
WGA =  marqueur utilisé pour visualiser les exo-polysaccharides formant la matrice de 
type « biofilm »

Prudent et al., 2020, bioRxiv
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Le quorum-sensing = capacité des microorganismes à détecter des molécules indiquant la 
densité de population, à intégrer ce signal et opter pour un comportement collectif  

Le biofilm, un haut lieu d’échange !
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Faible densité cellulaire Forte densité cellulaire

Auto-inducteur

Généralités
Formation du 

biofilm
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Activation du mode « biofilm » ou dispersion du biofilm par le quorum sensing

Le biofilm, un haut lieu d’échange !
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Exemple : activation de la bioluminescence chez Vibrio fischeri

Le biofilm, un haut lieu d’échange !
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Forte densité cellulaire

Quand il y a peu de bactéries → peu de production de l’auto-inducteur  par LuxI

Quand la population bactérienne atteint le seuil → la quantité d’auto-inducteur est suffisante pour se
fixer au régulateur LuxR qui sous cette forme active la transcription de l’opéron lux conduisant in fine à la
production de luciférase donc au phénomène de bioluminescence

Ilaria et al., 2014 , Trends in Molecular Medecine
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Le biofilm, un haut lieu d’échange !
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Les mutants pour le gène lasI ne produisant plus l’auto-inducteur (3-oxododécanoyl-HSL) 
présentent des biofilms plus minces que les souches sauvages.

Exemple chez Pseudomonas aeruginosa

Sauvage 
Mutant pour l’auto-

inducteur du QS
Mutant + ajout de 

l’auto-inducteur du QS

Davies et al., 1998 , Science
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Formation du 

biofilm
Caractéristiques Conclusion



29

Tolérance des biofilms aux antibiotiques 

Par rapport à des bactéries en culture liquide, celles retrouvées dans les biofilms tolèrent des
doses antibiotiques de 10 à 1000 fois la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Dolan &Costerton 2002, Clin Microbiol Rev

Lebeaux et al., 2014 , Journal des anti-infectieux

Généralités
Formation du 

biofilm
Caractéristiques Conclusion



30

Tolérance des biofilms aux antibiotiques 

Lebeaux et al., 2012 , Medecine Science

Bactérie résistante 

Bactéries tolérantes 
issues du biofilm et 

remises en 
suspension 

% de survie des bactéries en biofilm après 
24h de traitement antibiotique  

Récupération des 
bactéries tolérantes 

et resuspension

Tolérance ≠ Résistance
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Lebeaux et al., 2012 , Medecine Science

Tolérance des biofilms aux antibiotiques 

Mécanismes possibles pour expliquer cette tolérance :

Exemple : après 2h de contact entre un antiseptique chloré et un biofilm mixte (Pseudomonas
aeruginosa / Klebsiella pneumoniae), la concentration de l’antiseptique dans les couches profondes du
biofilm n’est que de 20% (De Beer et al., 1994, Environ Microbiol).
MAIS
Dans certains biofilms ou les antibiotiques diffusent correctement, on retrouve des bactéries tolérantes
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Lebeaux et al., 2012 , Medecine Science

Tolérance des biofilms aux antibiotiques 

Mécanismes possibles pour expliquer cette tolérance :

Exemple : du fait de la carence nutritionnelle dans les couches profondes du biofilm les bactéries ne se
multiplient pas donc sont peu sensibles à l’action des β-lactamines (antibiotiques inhibant la synthèse de
la paroi).
MAIS
Ceci n’est pas la phénomène pour des antibiotiques actifs sur des bactéries qui ne se multiplient pas
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Lebeaux et al., 2012 , Medecine Science

Tolérance des biofilms aux antibiotiques 

Mécanismes possibles pour expliquer cette tolérance :

Exemple : séquestration des aminosides par un glucane péri-plasmique produit en condition de biofilm
chez Pseudomonas aeruginosa. Il existe aussi des systèmes de pompe à efflux dont l’expression est
modulée en condition de biofilm chez Escherichia coli ou Pseudomonas aeruginosa.
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Tolérance des biofilms aux antibiotiques 

Exemple de la pompe à efflux MexAB-OprM chez Pseudomonas aeruginosa :
Pompe la plus étudiée car exprimée de manière constitutive

Périplasme

OprM

MexA

MexB

Membrane externe

Membrane interne

López et al., 2017, Sci Rep
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Lebeaux et al., 2012 , Medecine Science

Tolérance des biofilms aux antibiotiques 

Mécanismes possibles pour expliquer cette tolérance :

Bactéries persistantes ou « persisters » : sous population bactérienne minoritaire (0,001 à 0,1% de la
population globale) capable de survivre en présence de forte concentrations d’antibiotiques bactéricides.
En condition de stress/ infection la proportion de persisters peut augmenter fortement.

Généralités
Formation du 

biofilm
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Les bactéries persistantes 

Caractéristiques des « persisters » :

- Très tolérantes aux antibiotiques (à plusieurs classes) mais pas résistantes

- Il s’agit de bactéries qui transitoirement ne se multiplient pas mais ont la capacité de
reprendre une croissance après arrêt du traitement antibiotique : « bactéries dormantes »

- Phénomène décrit dès 1944 par Joseph Bigger qui n’arrivait pas à stériliser totalement un
inoculum de Staphylococcus aureus avec de la pénicilline

Killing Bacteria while they sleep

How to fight against persisters ?

Harms et al., 2016, Science
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Les bactéries persistantes 

Etude des persisters durant l’infection chez Salmonelle :

+ antibiotiques

1 persister pour 
1 million de bactéries

en culture liquide

Jusqu’à 50% de la 
population dans le 

macrophage

Les persisters vont 
survivre à la fois aux 
antibiotiques et aux 

« attaques » de l’hôte
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Les bactéries persistantes 

Etude des persisters durant l’infection chez Salmonelle :

Généralités
Formation du 

biofilm
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T0 T+12h  après exposition 
au cefotaxime

Helaine et al., 2014, Science



39

Tolérance des biofilms aux désinfectants / autres agents ? 

Potassium monopersulfate 1% Eau de Javel 0,27%

Chlorure d’ammonium quaternaire  1 % Peroxyde d’hydrogène 10 %

Glutaraldéhyde 2 %

Exposition de 10 min pour des cellules en suspension ou des biofilms de 6 jours de Clostridium perfringens :

Charlebois et al., 2016, Food microbiology
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Méthodes d’étude des biofilms in vitro 

Etude en condition statique : modèles en plaque 96 puits

Culture en plaque→ rinçage→ coloration au cristal violet

→ Le pilus de Streptococcus agalactiae (cause principale des septicémies et des méningites chez 
les nouveaux nés) est important pour la formation des biofilms  

Konto-Ghiorghi et al., 2009, Plos pathogens
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Méthodes d’étude des biofilms in vitro 

Le test MBEC (Minimal Biofilm Eradication Concentration) peut être utilisé pour déterminer la concentration minimale
d’un composé capable de pénétrer et éradiquer un biofilm.
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Méthodes d’étude des biofilms in vitro 

Le test MBEC (Minimal Biofilm Eradication Concentration) peut être utilisé pour déterminer la concentration minimale
d’un composé capable de pénétrer et éradiquer un biofilm.

www.cs.montana.edu

Concentration antibiotique

Concentration antibiotique
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Méthodes d’étude des biofilms in vitro  

Etude en condition dynamique : modèle en micro-fermenteur

Jean-Marc Ghigo – Institut Pasteur
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Méthodes d’étude des biofilms in vitro  

Etude en condition dynamique : système BioFlux

Généralités
Formation du 

biofilm
Caractéristiques Conclusion



45

Méthodes d’étude des biofilms in vitro  

Etude en condition dynamique : système BioFlux
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Méthodes d’étude des biofilms in vitro  

Etude en condition dynamique : système BioFlux

→ Le gradient d’antibiotique (ici la ciprofloxacine) dans le milieu (TB = Tryptone broth) créé dans la chambre 
microfluidique induit un stress ayant pour conséquence la formation de biofilm chez la souche PA14 de 
Pseudomonas aeruginosa 

Oliveira et al., 2015, Plos biology
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Méthodes d’étude des biofilms in vivo  

Implantation d’un dispositif et suivi de la formation du biofilm de S. aureus bioluminescent à sa surface
Souche de S. aureus - Xen29 : contient une copie stable de l’opéron lux de Photorhabdus lumiscens

Gut et al., 2015, Plos biology
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Méthodes de lutte contre les biofilms 

Shin et al., 2015, Frontiers in microbiology

Utilisation de la nisine de Lactococcus lactis comme agent anti-biofilm formé par la flore orale afin de
lutter contre la plaque dentaire. La nisine entraine la formation de pores conduisant à la lyse cellulaire.

1ère étape : obtention du microbiote oral 

Salive de 6 donneurs non 
fumeurs collectée

CCS
(contient les micro-organismes )CFS

(milieu de croissance)
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Méthodes de lutte contre les biofilms 

Shin et al., 2015, Frontiers in microbiology

2ème étape : test de la nisine sur le biofilm formé après incubation de CCS dans le système BioFlux

Postulat : Le producteur de nisine Lactococcus lactis pourrait être utilisé comme probiotique en vue de limiter la plaque dentaire. 
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Méthodes de lutte contre les biofilms 

Radaic et al., 2020, Journal of oral microbiology

3ème étape : impact de l’utilisation de Lactococcus lactis producteur de nisine sur le biofilm oral

Lactococcus lactis pourrait être utilisé comme probiotique car il limite la formation de biofilm. 
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Méthodes de lutte contre les biofilms 

Le quorum quenching ou comment brouiller la communication entre bactéries

Mion et al., 2019, Médecine Science
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Bactéries incluses dans un biofilm Bactéries en suspension

Cellules fixées à une surface inerte ou 
vivante 

Cellules libres

Milieu pauvre Milieu riche

Vie en communauté Isolées ou en petits groupes

Inclus dans une matrice extracellulaire Peu de contact entre celles sauf 
densité importante

En équilibre dynamique
Métabolisme hétérogène

Cycle de multiplication classique avec 
différentes phases 

Peu sensibles aux agents 
antimicrobiens 

Sensibles aux agents antimicrobiens 

Généralités
Formation du 
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