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Introduction générale

Les infections nosocomiales, ou « infections liées aux soins », représentent une grande part
des infections médicales (Wenzel 2007 ; Deniau et al. 2019). Elles sont produites par des
agents pathogenes infectieux qui se développent au sein d’un hopital ou d’autres centres de
soins de santé et qui sont acquis par les patients lors de leur passage dans ces institutions. Il
est évalué gu’environ un patient hospitalisé sur vingt y a été confronté en France en 2017
(Santé Publique France 2019). Le ministére de la Santé estime que les infections nosocomiales
sont responsables de pres de 4000 déces chaque année en France. Toujours selonde ministere
de la Santé, les résistances microbiennes seraient responsables dans le monde de 700 000
morts par an. Les infections nosocomiales représentent donc une proportion significative des
maladies infectieuses humaines. L'importance de ce probleme mondial a conduit la plupart
des hopitaux a consacrer des ressources importantes au développement de méthodes et de

programmes pour la surveillance, la prévention et le controle des infections nosocomiales.

Etant donné qu’une grande partie des infections nosocomiales sont dues a des bactéries, le
traitement de choix est le recours aux antibiotiques. Cependant, les bactéries soumises a ces
traitements de maniére répétée développent des mécanismes pour y résister (phénoméne
d’antibiorésistance) : mutation de génes, sécrétions de composés inactivant les antibiotiques,
etc... Ainsi, ces infections deviennent de plus en plus difficiles a éradiquer et nécessitent la
mise au point de nouveaux traitements efficaces. L'un des principaux contributeurs a
I"antibiorésistance et a la contamination de surfaces médicales est le biofilm bactérien
(Bjarnsholt 2013). Les biofilms sont des systemes biologiques fixés a la surface d’'un matériau
et composés de communautés de microorganismes organisées et coordonnées, intégrées
dans une matrice extracellulaire (MEC) protectrice formée de polysaccharides et d’autres

biomolécules (R. M. Donlan 2002).

La plupart des recherches vise a mettre au point de nouveaux antibiotiques, et de facon
globale, les travaux s’orientent vers de nouveaux moyens de prévenir et de guérir ces
infections. Ce mot « prévenir » prend particulierement son sens dans le cadre de cette these,

car les travaux de cette these cherchent a limiter initialement la venue de microorganismes




pionniers sur la surface de dispositifs médicaux (DM), pour limiter ensuite leur développement

et par conséquent diminuer les risques d’infection.

Récemment, une nouvelle stratégie préventive a été proposée pour modifier
significativement la colonisation bactérienne : celle-ci repose sur le design des propriétés
mécaniques du matériau sur lequel les microorganismes pionniers pourraient venir adhérer.
L’élasticité du matériau semble en effet étre un parametre prometteur pour limiter I’adhésion
de microorganismes. Selon la littérature, la corrélation entre I'élasticité de surface d'un
matériau et I'adhésion bactérienne a été mise en évidence avec des réductions significatives
de la colonisation sur des revétements siliconés aux modules d’Young supérieurs au MPa
(Song et Ren 2014 ; Straub et al. 2019 ; Song et al. 2018) et sur les revétements hydratés aux
plus faibles modules d’Young (entre quelques dizaines de Pa et du MPa) (Zolk et al. 2000 ;
Bakker et al. 2003 ; Lichter et al. 2008 ; Cottenye et al. 2012 ; Saha et al. 2013 ; Guégan et al.
2014 ; Kolewe, Peyton, et Schiffman 2015 ; Keskin et al. 2019). Par extension, |’hydratation
semble étre un paramétre clé a prendre en compte dans les phénoménes d’adhésion
microbienne. En effet, de nombreuses études ont été menées pour caractériserla dynamique
et la structure des eaux a l'interface avec la surface et leur corrélation avec des propriétés
antifouling, c’est-a-dire limitant |’adhésion de microorganismes (Motomu Tanaka et
Sackmann 2005 ; Masaru Tanaka et al. 2000 ; 2002 ; Morisaku et al. 2008 ; Fick et al. 2004). Il
est supposé que la capacité répulsive des matériaux hydrophiles soient étroitement corrélées
avec la couche d’hydratation pres de la surface (J. Zheng et al. 2005 ; Herrwerth et al. 2003 ;
S. Chen et al. 2000), car cette couche d'eau liée formerait une barriere physique et
énergétique qui empécherait I'absorption de protéines ou de microorganismes a sa surface.
Toutefois, une différence apparente existe dans la tendance générale observée entre les
quantités de bactéries adhérées sur les matériaux hydrophobes siliconés et surles hydrogels.
Cependant, les résultats ont été fournis séparément et avec des approches expérimentales
différentes. Une publication évoque également le réle de la viscosité (Valentin et al. 2019),
dans laquelle il a été démontré qu’une augmentation de la viscosité d’'un substrat PDMS
favorisait non seulement I’adhésion bactérienne, mais conférait également une plus grande
résistance des bactéries a la désorption contre la contrainte de cisaillement due a un flux. Ces
études portent principalement sur des colonisations a court terme (c’est-a-dire des temps

considérés comme des temps d’adhésion, d’une durée d’environ 3 h) et les conséquences a



long terme sur la formation de biofilm sont plus rarement étudiées. De plus, la mobilité
bactérienne ainsi que les mécanismes biologiques sous-jacents impliqués dans ces
phénoménes ne sont rapportés dans la littérature que de fagon incompléete par des travaux
de deux équipes, a savoir ceux de Song et al.en 2017 et en 2018 (Song et al. 2018 ; 2017) et
de Straub etal. en 2019 (Straub et al. 2019). Par ailleurs, les travaux publiés ne se concentrent
gue sur le modele bactérien : I'influence des propriétés mécaniques sur les champignons et
les levures reste encore inconnue. Les infections fongiques sont pourtant fréquentes, difficiles
a enrayer et leurs conséquences peuvent se révéler dramatiques chez des patients déja trés

affaiblis par une maladie ou un traitement (Gangneux, Camus, et Philippe 2008 ; Fabry 2011).

Les travaux de ma theése cherchent ainsi a étudier les comportements bactériens et fongiques
sur des substrats siliconés (non hydratés) et sur des substrats hydrogels (hydratés) a élasticité
variable en terme d’adhésion, de mobilité, de formation de biofilm et de mécanismes
biologiques sous-jacents. Ces recherches fondamentales, mais a visée appliquée, ont pour but
de mieux comprendre le comportement des microorganismes adhérés sur des surfaces a
élasticité et a hydratation variables, pour ensuite pouvoir cibler des matériaux avec un couple
élasticité/hydratation adéquate, qui pourraient ensuite servir au développement de nouveaux

biomatériaux pour des DM peu sensibles aux infections.

Ce manuscrit sera organisé en 4 chapitres. Le Chapitre 1 fera un état des lieux de la formation
de biofilms microbiens, avec une attention particuliére aux biofilms formés dans le domaine
de la santé. Le choix des matériaux, leurs propriétés mécaniques, particulierement les
parametres d’élasticité et d’hydratation, et leur potentiel dans la limitation d’adhésion et de

formation de biofilm seront discutés.

Le Chapitre 2 sera dédié a la description des matériaux utilisés, des souches choisies et de leur
culture, des méthodes utilisées pour générer et analyser les données, ainsi que des appareils

de mesure et d'observation utilisés dans ces travaux.

Le Chapitre 3 présentera les résultats de I’adhésion, de la formation de biofilm, de la mobilité
ainsi que du protéome d’Escherichia coli en fonction des propriétés d’élasticité et
d’hydratation du substrat. Il inclura un article scientifigue, nommé « Limited diffusion and
delayed biofilm formation by Escherichia coli on soft hydrated hyaluronic acid substrates », et

en cours de soumission au journal « Biomaterials ». Cet article sera précédé d’une



introduction et suivi d’'une partie décrivant les perspectives des travaux réalisés, ainsi que

d’une conclusion.

Le Chapitre 4 s’articulera autour d’aspects similaires mais chez un autre microorganisme, a
savoir la levure C. albicans, un autre agent pathogéne tres présents dans les problématiques
d’infections de surfaces médicales, et dont la littérature concernant lI'influence de I’élasticité

et de I'hydratation des substrats sur I'adhésion est quasi-inexistante.

Pour finir, ce manuscrit de thése se terminera par une partie « Conclusion générale et
Perspectives », suivies des références bibliographiques. Des annexes sont fournies pour

exposer des informations complémentaires.
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1. Introduction a la colonisation microbienne

1.1. Préambule
Un des aspects les plus fascinants et les plus attrayants du monde microbien est son
extraordinaire diversité. En effet, ces microorganismes difféerent par leurs formes, leurs
dimensions, leurs physiologies ou encore leurs modes de vie. Cette richesse microbienne est
mise a profit dans de nombreuses applications industrielles aujourd’hui, mais est, toutefois,
également associée a un probleme de santé publique au niveau national et international,

I’antibiorésistance (Ferri et al. 2017).

L’antimicrobiorésistance estle phénomene qui consiste pour des microorganismes a devenir
résistants a des agents antimicrobiens. Les microorganismes exposés aux antimicrobiens
évoluent et développent des mécanismes de défense qui leur permettent de résistera |’action
antimicrobienne. Quand les microorganismes concernés sont des bactéries, on parle
d’antibiorésistance. Lorsque la résistance s’est développée chez une espéece microbienne, elle
peut étre transmise a d’autres especes, et ainsi contribuer a I’expansion du phénomeéne et a

sa diffusion (Lerminiaux et Cameron 2019).

Pour contextualiser le phénoméne d’antibiorésistance avec des chiffres, il a été vendu en
France 728 tonnes d’antibiotiques destinés a la santé humaine (contre 471 tonnes
d’antibiotiques destinés a la santé animale) en 2018 (Santé Publique France 2018).
L’exposition excessive aux antibiotiques participe directement a la progression des résistances
microbiennes avec pour corollaire une réduction de l’arsenal thérapeutique disponible,
pouvant conduire a des impasses thérapeutiques lors de colonisation?, de contaminations? et
d’infections® de DM (Ashraf et Cook 2016 ; Sabtu, Enoch, et Brown 2015 ; Stein et al. 2018 ;
Acar et Moulin 2012). L'émergence récente de levures résistantes a plus d'une classe de
médicaments antifongiques est une grave préoccupation. Actuellement, seules trois classes
primaires d'agents sont utilisées pour traiter les infections fongiques invasives : les polyenes
(par exemple, I'amphotéricine B) ; les azoles (par exemple, le fluconazole) et les

échinocandines (par exemple, la caspofungine) (Krysan 2017). En comparaison, six classes

1 Colonisation : présence de microorganismes sansinfection associée.

2 Contamination : introduction ou présence de microorganismes indésirables dans un milieu, dans le corps
humain.

3 Infection : présence de microbes qui proliférentavec une réactionimmunologiquede la partdel’héte qui aelle
seule ne parvient pas a vaincreles microbes.
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distinctes d'antibiotiques sont actuellement disponibles pour traiter le S. aureus résistant a la
méthicilline (SARM), une bactérie pharmaco-résistante importante et répandue (Bassetti et
al. 2019). Ainsi, la perte d'un médicament antifongique par résistance a un impact majeur sur
les soins aux patients. Une politique de maitrise de I'antibiorésistance menée depuis les
années 2000 s’estvue étre intensifiée en 2016 (par un programme interministériel de maitrise
de l'antibiorésistance, selon la démarche « One Health » recommandée en 2015 par
I’Organisation Mondiale de la Santé) pour renforcer la sensibilisation du public, mieux utiliser
les antibiotiques, davantage soutenir la recherche et l'innovation et, enfin, renforcer la
surveillance et I'engagement de la France dans la lutte internationale contre

I’antibiorésistance.

Les infections ou la colonisation de surface non désirés par des microorganismes posent de
nombreux problémes dans divers secteurs. Spécifiquement, dans le domaine médical, les
infections communautaires et nosocomiales sont une cause importante de mortalité
hospitaliére (Klevens et al. 2007 ; Deniau et al. 2019). L’antibiothérapie précoce estla pierre

angulaire du traitement de ces infections (Kollef et al. 2021).

Les contaminations des surfaces médicales proviennent principalement de la formation d'un
biofilm microbien, un des principaux contributeurs a I’antibiomicrobiorésistance (Stubbings et
Labischinski 2009). Les germes impliqués dans ces contaminations sont des levures, des virus,
des protozoaires, ainsi que des bactéries, capables de développer des résistances face a aux
traitements antimicrobiens (Sabtu, Enoch, et Brown 2015). Dans la suite de ce manuscrit, nous
nous concentrerons exclusivement sur les bactéries et les levures, qui sont les deux modeles
microbiologiques utilisés pour nos études expérimentales. Brievement, une levure est un
champignon ascomycéte ou basidiomycéte (ou autre, non rattaché a un groupe défini)
unicellulaire, et une bactérie est un microorganisme procaryote présent dans tous les milieux
sous des formes trés variées. Une caractérisation importante des bactéries est la paroi
cellulaire ; les bactéries peuvent étre divisées en deux groupes : les bactéries a paroi
unimembranée (ne contenant qu’une seule membrane, la membrane plasmique, nommées
Gram positives) et les bactéries a paroi bimembranée (constituée de deux membranes
superposées, lamembrane interne etla membrane externe, appelées Gram négatives) (Figure
7). Les biofilms sous lesquels ces microorganismes se développent sont des systéemes

biologiques fixés ala surface d’'un matériau et composé de communautés de microorganismes
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organisées et coordonnées, intégré dans une matrice extracellulaire (MEC) protectrice formée
de polysaccharides et d'autres biomolécules. Les biofilms sont tres difficiles a éradiquer,
notamment en raison de la limitation de la diffusion des médicaments dans la matrice
polymére (Venkatesan, Perumal, et Doble 2015 ; Hgiby et al. 2010), ainsi que des états
particuliers dans lesquels les bactéries peuvent entrer pour se protéger, comme I'état de
dormance (Lewis 2007). Ainsi, le besoin de revétements empéchant la colonisation

bactérienne et de substrats bactéricides n'a jamais été aussi fort.

1.2. Quels sont les domaines touchés et les impacts de la colonisation de surface ?
Dans les milieux naturels ou artificiels, sur des surfaces biotiques ou abiotiques et si les
conditions environnementales sont appropriées, le biofilm est le mode de vie microbien
dominant. Le développement non désiré de biofilms entraine de nombreux problemes
économiques et sanitaires. Nous nous proposons dans cette partie de lister les différents

domaines touchés par la colonisation de surfaces de microorganismes.

Impact sur la santé humaine (Figure 1-A). Les biofilms microbiens suscitent un intérét tout
particulier dans le domaine de lasanté carils sontimpliqués dans un large éventail d’infections
chezl’Homme. En effet, chez|'Homme, les biofilms représentent jusqu'a 80% du nombre total
d'infections microbiennes selon le National Institute of Health, y compris |I'endocardite, la
mucoviscidose, la parodontite, la rhinosinusite, |'ostéomyélite, les plaies chroniques non
cicatrisantes, la méningite, les infections rénales et infections liées aux prothéses et aux
dispositifs implantables (Paharik et Horswill 2016 ; Bjarnsholt 2013 ; Lia Rimondini et al. 2016
; Irie et al. 2012 ; Gupta et al. 2016 ; Joo et Otto 2012 ; Veerachamy et al. 2014 ; Lorite et al.
2011 ; Chao et al. 2015; Buttner, Mack, et Rohde 2015). Par ailleurs, 60 a 70 % des infections
nosocomiales sont attribuées a des infections par biofilm dans les DM implantables (Bryers
2008). Par exemple, dans le cas de P. aeruginosa, bactérie liée a I'infection des poumons des
patients atteints de mucoviscidose, des biofilms se forment et annulent [|'efficacité des

antibiotiques (Hgiby et al. 2010).

Les maladies associées au biofilm provoquent des centaines de milliers de décés chaque
année, et le colt annuel de ces infections se chiffre en milliards de dollars (Bryers 2008). La
difficulté a enrayer ces risques infectieux est notamment due a [linflation de
I"antibiorésistance. Selon I’Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de

santé (ANSM), la surconsommation d’antibiotique en France engendre une dépense
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supplémentaire pour le systeme de santé francais, par rapport a nos voisins européens, qui

varie de 70 a 440 millions d’euros par an.

Les biofilms sur les DM peuvent étre composés de levures ou de bactéries Gram-positives ou
Gram-négatives. Ces organismes peuvent provenir de la peau des patients ou du personnel de
santé, des surfaces médicales ou d'autres sources environnementales. Les biofilms formés sur
les dispositifs médicaux peuvent étre formés d’'une unique souche microbienne ou de
plusieurs, en fonction du DM et de la durée d’utilisation. Les biofilms s’installant sur des
cathéters urinaires peuvent initialement étre composés d’une seule souche microbienne, mais
une utilisation prolongée entraine une diversification des especes et des souches

microbiennes incluses dans le biofilm (Stickler 1996).

C. albicans est I'une des especes fongiques les plus fréguemment isolées d'infections
fongiques cutanéo-muqueuses etinvasives, représentant 59 % des candidémies nosocomiales
avec un taux de mortalité lié aux infections systémiques d'environ 50 % (Schulze et
Sonnenborn 2009 ; Chin et al. 2016 ; Vargas-Blanco et al. 2017). De plus, environ 8 % des
infections des implants sont associées a C. albicans (Lynch et Robertson 2008). La procédure
habituelle, aujourd’hui, pour les infections a C. albicans associées aux implants consiste a

retirer I'implant et a administrer un traitement antibiotique (Cobo et al. 2017).

Nous donnons ci-dessous, a titre d’exemple, des dispositifs médicaux sur lesquels des biofilms

peuvent se former :

- Biofilms sur cathéters veineux centraux. Un cathéter veineux central est une tubulure
introduite dans un tronc veineux important ; I’utilisation de ce dispositif est associée a
un risque de colonisation et d’infections microbienne ultérieure (Gominet et al. 2017).
Les organismes les plus couramment isolés des biofilms de cathéters sont
Staphylococcus epidermidis, S. aureus, C. albicans, P. aeruginosa, K. pneumonia, et
Enterococcus faecalis (Elliott et al. 1997; Raad et al. 1992).

- Biofilms sur valves cardiaques mécaniques. Les micro-organismes peuvent se fixer et
développer des biofilms sur les composants des valves cardiaques mécaniques et les
tissus environnants du coeur, entrainant une affection connue sous le nom
d'endocardite prothétique. Les principaux organismes responsables de cette condition

sont S. epidermidis, S. aureus, Streptococcus spp., des bacilles Gram négatifs, des
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diphtéroides, des entérocoques, et Candida spp. L'implantation de la valve cardiaque
mécanique provoque des lésions tissulaires, etles plaquettes et la fibrine circulantes
ont tendance a s'accumuler la ou la valve a été fixée. Les microorganismes ont
également plus tendance a coloniser ces emplacements (Carabello et Crawford 1997).
Les biofilms résultants se développent plus fréquemment sur le tissu entourant la
prothése que sur la valve elle-méme.

- Biofilms sur cathéters urinaires. Les cathéters urinaires sont des dispositifs tubulaires
en latex ou en silicone qui, lorsqu'ils sont insérés, peuvent facilement acquérir des
biofilms sur les surfaces interne et externe. Les organismes qui contaminent
couramment ces appareils et développent des biofilms sont S. epidermidis,
Enterococcus faecalis, E. coli, Proteus mirabilis, P. aeruginosa, K. pneumonia, et
d’autres organismes Gram négatifs (Stickler 1996). Le pH élevé qui se produit a
I'interface biofilm-urine entraine la précipitation de minéraux tels que la struvite et
I'hydroxyapatite. Ces biofilms contenant des minéraux forment des incrustations qui
peuvent bloquer complétement la lumiéere interne du cathéter, menant a un échec de

fonctionnalité du dispositif (Tunney, Jones, et Gorman 1999).

Impact en santéanimale. Plusieurs espéces et genres de bactéries causantdes infections chez
I’animal, et ayant ou non un potentiel zoonotique, sont capables de former des biofilms
(Tremblay, Hathroubi, et Jacques 2014). Nous pouvons notamment mentionner Actinobacillus
pleuropneumoniae, qui provoque une pleuropneumonie sévere du porc qui est hautement
contagieuse avec une morbidité et une mortalité élevées (Sassuet al. 2018), ou Trueperella
pyogenes, un agent pathogene opportuniste provoquant une variété d’infections purulentes,
telles que des métrites, des mammites, des pneumonies ou des abces (Rzewuska et al. 2019).
Ces microorganismes pathogénes présents sous la forme de biofilms sont retrouvés a
différents endroits du cycle de production animaliere, comme sur des surfaces a la ferme, a
I’abattoir ou encore sur le site de transformation, d’ol I'importance d’'une mise en place et
d’un suivi rigoureux d’un protocole de désinfection (Carrascosa et al. 2021). Certains de ces
microorganismes pathogénes peuvent également étre retrouvés dans les systémes
d’approvisionnement en eau du site d’exploitation agricole (Reeser et al. 2007) pouvant
représenter une source continues de contamination des animaux. Par ailleurs, en aquaculture,

les salissures marines encrassentles filets et les cages d’élevage (Bloecher, Olsen, et Guenther
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2013). La circulation de l'eau est alors perturbée et le taux d’oxygene optimal pour le

développement des poissons n’est pas maintenu.

Impact surl’eau et I'industrie navale. Dans de nombreux domaines d’application comme celui
de la distribution d’eau potable, le biofilm peut avoir un impact sur la surface sur laquelle il
est adhéré, au-dela d’'un simple encrassement di a la colonisation. En effet, sur les surfaces
métalliques, les biofilms peuvent provoquer et accélérer les réactions d’oxydoréduction a la
surface des matériaux (Beech, Sunner, et Hiraoka 2005) en déplacant I’équilibre des réactions.
Ce phénomene, appelé biocorrosion, est a prendre en compte lors du développement de
surfaces susceptibles d’étre en contact avec des bactéries. On rencontre notamment les
bactéries des genres Flavobacteria, Deltoproteobacteria et Alphaproteobacteria (Angelova et
al. 2019). Parallélement, la colonisation des surfaces immergées dans I'eau de mer par des
organismes marins (bactéries, algues, mollusques, etc.) conduit a plusieurs effets négatifs
pour I'industrie navale, tels gu’une détérioration accélérée des matériaux par la biocorrosion,
et une augmentation de rugosité (induisant une augmentation de la résistance
hydrodynamique) et de poids entrainant une surconsommation en carburant (et donc une
augmentation des rejets de gaz a effet de serre) et une perte de manceuvrabilité (Lejars,
Margaillan, et Bressy 2012) (Figure 1-C). L’Armée Américaine a estimé que la présence de ces
biosalissures surun navire de guerre s’élevaita une perte annuelle de 56 millions de dollars
(Schultz et al. 2011). Par ailleurs, d’'un point de vue écologique, les biosalissures marines
bouleversent |’écosysteme marin par l'introduction d’espéces exotiques (Galil et al. 2019)

pouvant devenir invasives.

Impact sur I'industrie agroalimentaire. Dans I'industrie alimentaire, outre le fait que les
biofilms peuvent étre a l'origine de dégradation des aliments entrainant des pertes
économiques (Zara et al. 2020 ; Srey, Jahid, et Ha 2013), leur présence constitue un risque de
contamination des aliments et donc un risque pour la santé des consommateurs, et peuvent
étre a I'origine de TIAC (Toxi Infection Alimentaire Collective) (Salo et Wirtanen 2005; Abebe
2020). Les microorganismes pathogenes peuvent étre retrouvés sur des aliments non
transformés ou transformés, frais, surgelés ou conservés, et sont capables de survivre voire
de se développer dans des environnements divers, comme par exemple des températures
basses de réfrigération, des pH acides, ou encore des hautes concentrations en sel (Webber

et al. 2019 ; Yu et al. 2018 ; Phan-Thanh, Mahouin, et Aligé 2000 ; Lee, Choi, et Yoon 2014).
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C’est notamment le cas de I'agent de la listériose, Listeria monocytogenes, qui résiste aux
conditions associées a ces techniques de conservation alimentaire (Ferreira et al. 2014). Quant
a Campilobacter jejuni et E. coli, ces pathogenes capables de former un biofilm sont
responsables d’un grand nombre d’infections gastro-intestinales, et sont retrouvées
notamment sur les surfaces d’équipement des usines de transformation (Peyrat et al. 2008 ;
Teh, Lee, et Dykes 2014 ; Nesse et al. 2014). Par ailleurs, ces microorganismes peuvent se
retrouver sur différentes surfaces dans I'industrie agroalimentaire, telles que dans les ateliers
de production, sur les ustensiles, ou encore a lI'intérieur méme des circuits de nettoyage. Des
nettoyages drastiques sont mis en place pour éliminer les traces de salissures sur les
équipements et les matériaux en contact avec les aliments, mais peuvent se révéler inefficaces
face a la protection assurée par le biofilm au décrassage mécanique et a la diffusion de
tensioactifs et autres détergents. Plusieurs espéces bactériennes intéressent particulierement
I'industrie agroalimentaire a cause de leur capacité a causer des infections ou des toxi-
infections alimentaires chez I’'Homme (Oliver, Jayarao, et Almeida 2005 ; Zhao et al. 2017).
C'est le cas notamment des souches entérohémorragiques d’E. coli (E. coli 0157:H7
notamment), dont le boeuf est le principal réservoir (Griffin et Tauxe 1991). Ces espéeces
microbiennes peuvent également s’associera un biofilm déja existant et ainsi profiter de la

protection fournie (Sulaeman et al. 2010).

Impact sur le patrimoine matériel culturel. Les microorganismes sont également capables de
coloniser et de produire des biofilms sur des batiments ou monuments historiques soumis a
diverses conditions environnementales (Scheerer, Ortega-Morales, et Gaylarde 2009). Les
constructions sont notamment affectées par les changements climatiques tels que les
variations de température, de précipitations et de pollution de l'air, qui sont autant de
parameétres environnementaux qui peuvent également influencer la formation des biofilms
sur ces constructions. Par exemple, les polluants atmosphériques associés au changement
climatique peuvent agir comme des sources propices au développement de microorganismes
(X. Liu et al. 2020), ou a l'inverse peuvent inhiber la croissance microbienne (R. Mitchell et Gu
2000). D’autres parametres peuvent également induire une augmentation de la prolifération
bactérienne sur des surfaces culturelles. C’est notamment le cas dans les grottes, qui sont des

environnements oligotrophes présentant une certaine stabilité de température, d’humidité
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relative généralement élevée et d’absence de lumiére, ou I’anthropisation* est une source
importante de perturbations pouvant favoriser la formation de biofilms microbiens
(aménagements pouvant faire varier I’éclairement et la température, visites touristiques
pouvant faire varier la température et les gaz atmosphériques, traitements chimiques, etc...)
(Barton 2006 ; lkner et al. 2007 ; Adetutu et al. 2011 ; Alonso et al. 2019). Dans la grotte de
Lascaux (Figure 1-B), célébre pour ses peintures et gravures rupestres, cette anthropisation a

entrainé la prolifération de certains microorganismes et I’altération de paroi, menagant la

conservation de ce site paléolithique.

Figure 1: Formation de biofilms microbiens dans divers environnements (A) Formation d’un biofilm de Proteus miribilis adhéré
sur un cathéter, image MEB (Jones et al. 2005); (B) De 1960 a 2017, des problemes de conservation étaient observés sur les
murs de la grotte de Lascaux ; ici, une photographie en juillet 2008 d’une peinture rupestre attaquée par des moisissures
(crédit image : PIERRE ANDRIEU/AFP); (C) « Biofouling » sur une coque de bateau conduisant & une biocorrosion (Bordado
2014).

1.3. Quels sont les pathogénes rencontrés dans le domaine médical ?
Nous choisissons ici, comme pour les parties qui suivront, d’aborder uniquement Ia
thématique de la colonisation de surfaces par des bactéries et des levures dans le domaine

médical.

Certaines contaminations de DM peuvent étre provoquées par des especes bactériennes qui
sont commensales au corps humain ou sont communs dans nos environnements. Par
exemple, la bactérie cutanée Staphylococcus epidermidis et la bactérie aquatique
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) peuvent causer des infections chroniques chez les

malades hotes (Costerton 1999).

Les bactéries Gram-positives et Gram-négatives peuvent former des biofilms sur les dispositifs
médicaux, mais les formes les plus courantes sont Enterococcus faecalis, Staphylococcus

aureus (S. aureus), Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), Streptococcus viridans, E. coli,

4 Processus par lequel les populations humaines modifient ou transforment I’environnement naturel.
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Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et P. aeruginosa (R. Donlan 2001) (Table 1). Parmi
elles, les souches uropathogenes d’E. coli sont a I'origine d’environ 80 % des infections des
voies urinaires (Johnson et Stell 2000 ; Kaper, Nataro, et Mobley 2004). Par ailleurs, il existe
des souches entéropathogenes d'E. coli, qui peuvent étre classées en deux groupes : les E. coli
intestinales (INPEC) et les E. coli extra-intestinales (ExXPEC). Le groupe InPEC se compose de
diverses souches d'E. coli productrices de toxines associés a la maladie de Crohn, aux
syndromes entériques et hémorragie (Mirsepasi-Lauridsen et al. 2019). Le groupe ExPEC est
une cause commune des infections des voies urinaires, de septicémies néonatales, de
méningite chez I'Homme et diverses maladies infectieuses chezl'animal (Vogeleer et al. 2014).
E. coli est également a |'origine de diverses infections associées aux DM. Notamment, la
formation de biofilm par E. coli sur les cathéters peuvent provoquer des infections des voies

urinaires, I'une des maladies nosocomiales les plus fréquentes (Reisneret al. 2014).

Contrairement a la vaste littérature décrivant les biofilms bactériens, peu d’attention a été
accordée aux biofilms fongiques rencontrés dans le domaine médical. La prévalence des
maladies fongiques est pourtant en augmentation avec I'augmentation des procédures de
transplantations, des traitements immunosuppresseurs, de |’utilisation de DM implantables,
etc... (Kojic et Darouiche 2004). Selon linstitut Pasteur, la levure la plus fréquemment
rencontrée lors de telles infections appartient au genre Candida. L'espece C. albicans, qui
provoque a la fois des maladies superficielles et systémiques, est responsable d’environ la
moitié des infections (Tsui, Kong, et Jabra-Rizk 2016 ; Institut Pasteur 2015). D’autres espéces
fongiques, telles que Candida glabrata, Candida parapsilosis et Candida tropicalis sont
également rencontrées dans les cas de candidoses (Silva et al. 2012). En plus d’un traitement
antifongique, le retrait du DM colonisé est quasi-systématique. L'identification des espéces a
I'origine de l'infection doit étre réalisée pour adapter la prise en charge thérapeutique en
raison de leur résistance a certains antifongiques. Méme avec un traitement antifongique
actuel, la mortalité des patients atteins de candidose peut atteindre 40% selon I’Institut

Pasteur (Institut Pasteur 2015).

Tableau 1 : Liste non exhaustive des espéces impliquées dans diverses infections humaines impliquant des biofilms
microbiens (Rimondini, Fini, et Giardino 2005).

Infection ou maladie Espéce(s) microbienne(s) commune(s) formant un biofilm
Cariedentaire Cocci a Gram positifacidogenes (ex., Streptococcus)
Periodontitis Bactéries orales anaérobies a Gram négatif
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Otites

Infections musculo-squelettiques

Fasciitenécrosante
Infection des voies biliaires
Ostéomyélite
Prostatite bactérienne

Endocarditevalvulaire native
Pneumonie fibrosekystique
Mélioidose
Pneumonie auxsoins intensifs
Sutures

Sites de sorties

Shunts artérioveineux
Boucles Sclérales
Lentilles de contact
Cystite par cathéter urinaire
Péritonite de dialyse péritonéale
Dispositifs intra-utérin
Sondes endotrachéales
Cathéters de Hickman
Cathéters veineux centraux
Valves cardiaques mécaniques
Blocagedu stent biliaire
Appareils orthopédiques

Prothéses péniennes

Souches non typable d’Haemophilus influenzae
Cocci a Gram positif (ex., Staphylococci)
Streptocoques du groupe A

Bactéries entériques (ex., Escherichia coli)

Diverses especes bactériennes et fongiques souvent mélangées

E. coli et d’autres bactéries Gram négatives
Streptocoques du groupe Viridans
P. aeruginosa et Burkholderia cepacia
Pseudomonas pseudomallei
Bactéries batonnets Gram-négatives
Staphylococcus epidermidis et S. aureus
S. epidermidis et S. aureus
S. epidermidis et S. aureus
Cocci a Gram-positif
P. aeruginosa, coccia Gram positif et levures
E. coli et autres bactéries batonnets Gram-négatives
Diverses bactéries et levures
Actinomyces israelii entre autres
Diverses bactéries et levures
S. epidermidis et C. albicans
S. epidermidis et autres
S. aureus, S. epidermidis et autres bactéries et levures
Diverses bactéries et levures
S. aureus et S. epidermidis

S. aureus et S. epidermidis

1.4. Sur quels matériaux sont-ils rencontrés dans le domaine de la santé ?

Un large éventail de matériaux est proposé pour la fabrication de piéces dans les domaines de
I’agroalimentaire ou du biomédical. Ces matériaux se regroupent sous 4 grandes catégories :
les métaux, les céramiques, les polymeres et les composites. Ces matériaux peuvent étre
d’origine naturelle ou synthétique, dégradable ou non pour des applications temporaires ou
permanentes. Des matériaux couramment rencontrés dans le secteur biomédical sont I'acier
inoxydable (Disegi et Eschbach 2000), le titane (Niinomi 2008 ; Zanotti et al. 2016), le
polytétrafluoroéthyléne (téflon) (Patidar, Sydnor, et Sanyal 2014 ; Soldatos et al. 2017),
I’hydroxyapatite (Zanotti et al. 2016 ; Attenello et Maas 2015), les résines époxy (Maghaireh,

Taha, et Alzraikat 2017), le polycarbonate (Drobni¢ et al. 2019), le polyetheretherketone
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(Zanotti et al. 2016 ; Bathala et al. 2019), le polypropyléne (Maher et al. 2013 ; Bacci 1993), le
verre (Khoroushi et Keshani 2013 ; Schott, Glass Made of Ideas), le polyuréthane (Bharadwaz
et Jayasuriya 2020) ou encore le caoutchouc (Ahmad 2009). IIs sont nommés biomatériaux, et
doivent respecter plusieurs obligations : étre bien tolérés par le receveur, ne pas contenir de
substances toxiques et répondre a des contraintes mécaniques. Par exemple, pour les
biomatériaux métalliques, leur cahier des charges inclut une biocompatibilité et de fortes
propriétés mécaniques (haute résistance mécanique et ténacité, essentielles pour les
applications porteuses), un profil de corrosion contrélé (haute inertie chimique et résistance
a la corrosion pour les implants permanents et un profil de dégradation controlé pour les
plateformes résorbables), une résistance élevée appropriée a l'usure (en particulier pour les
pieces articulées), et |'ostéointégration (pour les implants interfacés avec les tissus osseux)

(Gotman 1997; Joeris et al. 2017).

Avec le progres des sciences des matériaux et le progrés concomitant de |'asepsie des
procédures chirurgicales, des solutions plus adaptées physiquement, chimiquement,
biologiquement et limitant les contaminations non désirées des surfaces de ces matériaux ont
pu étre proposées. L'émergence de nouveaux types de matériaux pour de nouvelles
fonctionnalités médicales est aujourd’hui forte, comme en témoigne le large éventail de
nouveaux matériaux a destination clinique (Woltman, Jay, et Crawford 2007 ; Jung et al. 2020
; Xue et al. 2020 ; Feroz et al. 2020 ; Negri et al. 2020 ; Chen et al. 2020 ; Rezapour Sarabi et
al. 2021). Cependant, peu de DM faits a partir de ces nouveaux matériaux atteignent le
marché, et par conséquent les patients. Cela est majoritairement di a un cadre réglementaire
strict, et les produits ou systémes développés doivent répondre a des normes spécifiques
ciblant les performances attendues avant d’étre mis sur le marché. Ces normes peuvent étre
nommeées NF (normes francaises), EN(normes européennes) ou ISO (normes internationales).
Par exemple, I'annexe 1 de la directive 93/42/CEE —aujourd’hui remplacée par le réglement
2017/745 relatif aux DM— dresse une liste des exigences essentielles auxquelles un fabricant
d’un DM doit répondre, dont les matériaux choisis, quelle que soit la procédure de marquage
CE choisie. Ces exigences dépendent de la classe du DM. Quant aux matériaux a vocation a
entrer au contact de denrées alimentaires, leur choix repose sur différents reglements tel que
le CE n°1935/200. Plus que sa capacité a limiter I"adhésion microbienne a sa surface, le

matériau doit étre apte a étre nettoyé et nettoyable facilement selon ces textes. Or, un
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matériau facilement nettoyable, stérile et biocompatible peut tout a fait étre propice a
I’adhésion de microorganismes a sa surface lors de son utilisation. Pourtant, des normes
existent pour quantifier I’adhésion microbienne, telle que I'ISO 22196 :2011 (qui spécifie une
méthode d’évaluation de I'activité antibactérienne des plastiques et d’autres surfaces non
poreuses en mesurant quantitativement la capacité du matériau a inhiber (effet
bactériostatique) ou a tuer (effet bactéricide) la croissance des microorganismes sur une

période de contact de 24 heures), mais elles ne sont pas référencées par ces reglements.

2. Les biofilms bactériens et fongiques

Nous nous intéressons ici aux étapes du processus de formation de ces biofilms, des facteurs
influencant leur prolifération, ainsi que les techniques et stratégies existantes pour supprimer

ou limiter leur développement.

2.1. Introduction : des animacules aux communautés microbiennes
Il'y a plus de 300 ans, le commergant et scientifique néerlandais Antoine Van Leeuwe nhoek
évoque pour la premiere fois des formes de vie minuscules incluses dans une matrice, le
biofilm (Leeuwenhoek 1932). Il a gratté la plaque de ses propres dents et a étudié les
échantillons a I'aide de microscopes fabriqués par lui-méme. Il fit la premiére découverte
importante des microorganismes, qu'il considérait comme de petits animaux, et qu’il nomma

« animacules ». De ses découvertes, il écrivit :

« Il'y a plus d’animaux vivants dans I’écume sur les dents dans la bouche d’'un Homme, qu’il y

a d’Hommes dans tout un royaume ».

Van Leewenhoek a fait une autre découverte importante. Apres s’étre rincé la bouche avec
du vinaigre, il préleva un échantillon dentaire, I’analysa par microscopie, et constata que les
organismes étaient toujours présents. |l effectua ensuite une expérience cruciale, mélangeant
un échantillon dentaire avec du vinaigre, aprés quoi les organismes sont morts

immédiatement. Il tira sa conclusion expérimentale :

« Et de la j’en ai tiré la conclusion que le vinaigre, quand j’en ai rempli ma bouche, n’a pas
pénétré a travers toute la matiere qui est fermement logée entre les incisives ou les molaires,
et n’a tué que les animacules qui étaient dans la partie la plus externe de la substance

blanche ».
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Van Leewenhoek avait découvert, sans aucune connaissance de |'existence des bactéries, la
vraie nature des biofilms, a savoir que les bactéries comprises dans un biofilm sont
phénotypiqguement distinctes des bactéries planctoniques (i.e. sous forme libre) d’'une méme
espece, et que la structure sous forme de biofilm procure une résistance particuliere des

bactéries, notamment a des agents antimicrobiens.

2.2. La formation des biofilms bactériens et fongiques
Les microorganismes sont naturellement présents dans notre environnement, en suspension
dans des fluides plus ou moins complexes (air ou liquide), a |I’état planctonique ou « fixés » sur
une surface biotique (i.e. lié au monde vivant) ou abiotique (i.e. lié au milieu, indépendant du
monde vivant). Les communautés pluricellulaires microbiennes sont le mode de vie naturel de
la plupart des microorganismes (Costerton 1999), et les habitats colonisés, tout comme le
monde microbien en lui-méme sont divers et variés. La coexistence de ces microorganismes
et leurs comportements coopératifs (Moons et al. 2005) ont pour effet I'apparition de
nouvelles fonctions au sein de la communauté microbienne. Ces organisations s ont nommées

des biofilms, et sont caractérisées par la production d’une matrice extracellulaire (Figure 3).

2.2.1. Transport des microorganismes vers les surfaces et initiation du biofilm
Les cellules microbiennes sont transportées vers les surfaces réceptrices sur lesquelles elles

peuvent adhérer par différents processus de transport. Ceux-ci peuvent étre indépendants de
I’action de la cellule, notamment via des phénoménes de sédimentation, de diffusion aléatoire
par mouvements browniens dus a |'agitation thermique ou encore d’écoulement du fluide
environnant. Certains travaux ont montré que la croissance du biofilm peut étre facilitée dans
des conditions d’écoulement de fluide (Thomen et al. 2017 ; Liu et al. 2019). Une étude
réalisée par Hou et al. (Hou et al. 2018) a mis en évidence que le cisaillement du flux peut
améliorer la formation de biofilm en augmentant notamment la production d’EPS et la
résistance de la matrice. Le mouvement du liquide vers la surface facilite ainsi le transport des
bactéries vers la surface. Le transport des bactéries sur une surface peut également étre induit
par les cellules elles-mémes. En effet, certaines bactéries sont capables de mouvement propre
et autonome grace a la présence d’appendices a leur surface. En effet, comme toutes les
bactéries vivantes doivent interagir avec leur environnement alors gu’elles cherchent a
prospérer dans un environnement en constante évolution, elles peuvent y parvenir en

utilisant des nanomachines telles que les flagelles et les fimbriae (par exemple les pili et les
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curli) (Figure 15). Ces nanomachines bactériennes sont des structures multi-protéiques
complexes qui sont omniprésentes parmi les bactéries Gram-positives et Gram-négatives et
sont localisées généralement sur lI’enveloppe cellulaire: du cytoplasme, a travers le
périplasme et atravers la couche distale de peptidoglycanes, jusqu’a I’environnement externe
(Berry et Pelicic 2015). Toutefois, le role précis joués par les flagelles pendant I’adhésion
cellulaire n'est pas totalement compris. Par exemple, si Pratt et Kolter (Pratt et Kolter 1998)
montrent que la présence d’un flagelle facilite la formation d’un biofilm d’E. coli ; Prigent-
Combaret et al. (Prigent-Combaret et al. 2000) observent quant a eux aucune influence
significative du flagelle sur I'adhésion d’E. coli. Il est possible que I'importance du flagelle

dépende du milieu environnant ainsi que de la nature de la surface (S. Zheng et al. 2021).

Il a également été rapporté que des souches de C. albicans possédent de longs et minces
appendices de surface cellulaire protéiques filamenteux appelés fimbriae (Gardiner, Canton,
et 1982). La principale sous-unité structurelle des fimbriae est une glycoprotéine qui se
compose de 80 a 85 % de glucides (constitués principalement de D-mannose) et de 10 a 15 %
de protéines (L. Yu et al. 1994). Ces structures fonctionnent comme des adhésines et sont
nécessaires aux interactions entre les cellules fongiques (floculation et filamentation)
(Teunissen et Steensma 1995), et avec d’autres cellules telles que dans des interactions hote-
pathogene (de Groot et al. 2013b). Le role de ces structures dans la mobilité des cellules a

I’état planctonique ou adhérées n’est pas abordé dans la littérature.

La formation d’un biofilm sur une surface peut étre décrite comme un processus composé de
plusieurs étapes successives, représentées dans le schéma ci-dessous (Figure 3). Pour
résumer, la formation du biofilm bactérien commence par I'adhésion réversible de cellules
planctoniques a une surface organique ou inorganique par des liaisons physicochimiques,
typiguement via des interactions électrostatiques, de Van der Waals ou hydrophobes. L’étape
d’adhésion réversible correspondant a I'approche de la surface par un microorganisme peut
étre décrite par les théories DLVO® et DLVO étendues (van der Westen et al. 2018),
éventuellement complétées en prenant en compte les effets stériques (Rijnaarts et al. 1999).

Ces théories ne tiennent cependant que peu compte de la nature et des propriétés mémes de

5 Théorie développée par Derjaguin et Landau (Derjaguin et Landau 1941) et Verwey et Overbeek (Verwey et
Overbeek 1948), qui s’appuiesur I’hypothése d’additivité de différentes énergies, et dont |’un des intéréts est de
prévoirs’il ya de I’attraction ou de la répulsion entredeux surfaces, en fonction de la distance qui les sépare.
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la cellule microbienne, qui est essentiellement décrite comme un colloide sphérique et rigide
(Ong et al. 1999). Pourtant, la nature chimique de la membrane cellulaire ne peut pas étre
définie de maniere absolue puisqu’elle dépend directement de son environnement. Par
ailleurs, la théorie DLVO ne prend pas en compte la capacité de la bactérie a modifier la
composition de sa membrane en fonction de sa perception de la surface. Ces différences

peuvent introduire un biais dans les prévisions théoriques de I'adhésion.

Lors de la formation d'interactions microorganisme-surface suffisantes, et surtout aprés que
la cellule ait « senti » la surface, I’adhésion cellulaire irréversible se produit ; cette étape n’est
pas instantanée et nécessite une adaptation physiologique et morphologique des cellules (Hsu
et al. 2013). Elle met en jeu des forces a courtes distances, comme des liaisons covalentes et
des liaisons hydrogenes. Par exemple, ces deux types de liaisons sont requises pour la mise en
place de liaisons de type ligands-récepteurs par I'intermédiaire des protéines membranaires
ou des appendices. C'est notamment le cas, par exemple, des pili de type |, présents sur la
plupart des E. coli, qui peuvent se lier spécifiquement au mannose retrouvé a la surface de
cellules apicale de I'urothélium ; ces liaisons sont a I'origine d’infections des voies urinaires

(Hatton, Baumann, et Fascione 2021).

Contrairement a la vaste littérature décrivant les biofilms bactériens, peu d'attention a été
accordée aux biofilms fongiques. Toutefois, il a été montré que, de facon similaire aux biofilms
bactériens, la formation du biofilm de C. albicans se produit a travers différentes phases de
développement qui incluent la fixation et la colonisation initiales, suivies de la division

cellulaire, de la prolifération et de la maturation du biofilm (Chandra et al. 2001; Ramage et

al. 2001).

Une fois adhérées, les cellules meres proliferent. Cette prolifération, corrélée a la
consommation des éléments nutritifs disponibles dans leur environnement, s'accompagne de
modifications du profil d'expression des genes microbiens. Ces cellules produisent tres tot
différentes molécules et protéines permettant de consolider leur adhésion sur la surface,
telles que les appendices de type pili ou curli, et des substances polyméres extracellulaires
(EPS ; Extracellular Polymeric Substances). Une part importante des molécules produites sont
des polysaccharides (on parle alors d’exopolysaccharides), comme I’acide colanique pour E.
coli, qui sont des éléments clef de la structuration du biofilm qui débute (Limoli, Jones, et

Wozniak 2015). Malgré la distance évolutive entre les bactéries et les levures, ces derniéres
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utilisent de nombreux mécanismes de synthése et de modification de la structuration du
biofilm identiques a ceux des bactéries, notamment concernant les exopolysaccharides. Une
analyse récente de la composition du biofilm de C. albicans a révélé que trois polysaccharides
jouent un role central et complexe dans la structuration de la matrice (Zarnowski et al. 2014).
Les polysaccharides les plus abondants dans la MEC d’un biofilm de C. albicans sont le 1,6-
mannane lié au chaines latérales du 1,2-mannane (85%) et le 1,6-glucane (14%). La perte de
I'un de ces trois polysaccharides est associée a une réduction marquée de la MEC, d’une
réduction de la quantité des deux autres polysaccharides, et d’'une sensibilité accrue au

fluconazole (K. Mitchell et al. 2015).

Cette production d’EPS est caractéristique d’un mode de vie en biofilm. Les bactéries et les
levures produisent elles-mémes leur matrice extracellulaire. Pour cela, elles augmentent
I'expression des éléments composant la matrice extracellulaire, ainsi que de porines
permettant la sécrétion extracellulaire de ces derniers (Prigent-Combaret et al. 1999). Par
ailleurs, un autre élément compose les biofilms microbiens : I'ADN extracellulaire (eDNA).
L'importance de I’eDNA dans les biofilms de bactéries pathogénes Gram-positives et Gram-
négatives est largement reconnue, et a été pour la premiere fois mise en évidence dans
I'induction et la formation de biofilms du pathogéne opportuniste P. aeruginosa. Dans le cas
de P. aeruginosa, il a été montré que I'eDNA déclenchait I'initiation du biofilm (Whitchurch et
al. 2002). Cet eDNA peut étre d’origine chromosomique, provenant de la lyse de certaines
bactéries du biofilm (Allesen-Holm et al. 2006). Chez C. albicans, |'eDNA ne s'est pas avéré étre
un constituant majeur du biofilm. Cependant, le traitement a la DNAse | a entrainé le
détachement des cellules du biofilm et, dans une situation défavorable, I'ajout d'ADN exogéne
a un biofilm mature a entrainé une augmentation significative de la biomasse (Al-Fattani et
Douglas 2006; Martins et al. 2010). Chez les levures, cet eDNA est libéré principalement au
cours des étapes de la maturation du biofilm, participant a son hétérogénéité (Rajendran et
al. 2014). Par rapport aux biofilms bactériens, ou I’eDNA est un mode établi de transfert

génétique horizontal, I’eDNA de C. albicans est largement non codant (Zarnowski et al. 2014).

2.2.2.Structuration du biofilm
Le stade de maturation d’un biofilm correspond au développement des microcolonies et a la

structuration du biofilm. Le biofilm bactérien est un environnement structuré, qui présente

souvent une architecture complexe, qui dépend des microorganismes le constituant et des
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conditions environnementales (de Beer et al. 1994 ; Sutherland 2001). Il se compose d’agrégat
de microorganismes, séparés par des espaces libres, et parcourus par des courants aqueux.
Ceux-ci assurent la circulation des fluides et permettent ainsi I’apport en nutriments et de gaz
aux bactéries, par des diffusions sous I'effet de gradients de concentration, et I’élimination
des déchets métaboliques produits par les bactéries (Lawrence et al. 1991). Les biofilms
fongiques présentent des structures similaires a celles des biofilms bactériens, avec également
la présence de canaux aqueux (O’Toole, Kaplan, et Kolter 2000). Par ailleurs, la formation
d'hyphes de C. albicans se produit en réponse a des stimuli environnementaux distincts et est
controlée par des réseaux de régulation complexes (Berman et Sudbery 2002 ; Brown et Gow
1999). La filamentation semble jouer un rdle essentiel dans le développement de
I'architecture spatialement organisée observée dans les biofilms matures et hautement

structurés de C. albicans.

2.2.3. Hétérogénéité du biofilm mature
Le biofilm est une structure tridimensionnelle qui conduit a la création de gradients physico-

chimiques. Par exemple, les régions au centre des agrégats bactériens sont généralement
anaérobies et pauvres en nutriments, alors que celles situées prés des canaux ou de I'interface
entre le biofilm et le milieu environnant sont mieux oxygénées et plus riches en nutriments
(Costerton 1999). Ainsi, la composition d’un biofilm est hétérogéne, avec des zones a teneurs
variables en nutriments ou gaz. Le pH au sein d’un biofilm est également variable. Cette
hétérogénéité physico-chimique s’accompagne d’'une hétérogénéité métabolique, source de
microenvironnements qui permet la coexistence organisée d’especes bactériennes aux

propriétés métaboliques différentes et souvent complémentaires.

Par ailleurs, les biofilms matures de C. albicans présentent une architecture tridimensionnelle
complexe avec une grande hétérogénéité spatiale, consistant en un réseau dense de levures,
d'hyphes et de pseudohyphes enfermés dans une matrice de matériau exopolymere (Ldpez-
Ribot 2005 ; Chandra et al. 2001). En effet, une caractéristique frappante de la maturation du
biofilm de C. albicans est le changement morphologique des cellules, avec I’apparition
d’hyphes ou de structures pseudohyphes (Figure 2). C. albicans est capable de se développer
soit sous forme de levure bourgeonnante unicellulaire, soit sous forme filamenteuse avec des
pseudohyphes et des hyphes (Stelzner 1990 ; Sudbery, Gow, et Berman 2004). Les

pseudohyphes se distinguent morphologiquement des hyphes : les pseudohyphes ont des
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constrictions aux sites de cloisonnement et sont plus larges que les hyphes. En revanche, les
hyphes forment de longs filaments en forme de tube avec des c6tés complétement paralléles
et sans constrictions au site de cloisonnement. |l existe également des différences
fondamentales entre hyphes et pseudohyphes dans leur organisation du cycle cellulaire et les

mécanismes de croissance polarisée.

Figure 2 : Plasticité morphologique de C. albicans. (A) Morphologie sous forme de pseudohyphe. (B) Morphologie sous forme
de cellule arrondie. (C) Morphologie sous forme d’hyphe. L'encart dans le panneau (C) montre |'apparition d'une colonie
d'hyphes qui se développe depuis 5 jours sur milieu Spider. Barres d'échelle dans les panneaux principaux : 5 um, et dans

I'encart sur le panneau (C) : 1 mm. La figure est extraite de (Gladfelter et Sudbery 2008).

2.2.4. Détachement et dispersion du biofilm
Au sein d’un biofilm mature, certains microorganismes peuvent se détacher du biofilm et

rentrer dans la phase de dissémination, permettant la colonisation de nouvelles surfaces.
Notamment, a I'apogée de la formation du biofilm bactérien, le quorum sensing (QS) peut
induire la lyse de la structure des exopolysaccharides via des enzymes (O’Toole et Kolter 1998
; Fazli et al. 2014) synthétisées par les bactéries, et I'expression des geénes bactériens est
modifiée, avec notamment une modification des génes associés a la motilité qui sont régulés
ala hausse. Les bactéries peuvent alors reprendre leur état planctonique afin de coloniser de
nouvelles surfaces, facilitant la propagation des bactéries pour permettre au cycle de
formation du biofilm de se reproduire (Garrett, Bhakoo, et Zhang 2008). Les événements
associés a la dispersion des cellules des biofilms de C. albicans sont peu étudiées dans la

littérature. Toutefois, sous I'influence du QS, avec I’action supposée du farnésole (Blankenship
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et Mitchell 2006), les biofilms matures de C. albicans peuvent subir une phase de dispersion
au cours de laquelle les organismes changent de morphologie pour revenir sous forme
sphérique unicellulaire, et sont ensuite libérés de la matrice et disséminés dans
I’environnement (Sellam et al. 2009). Chez C. albicans, la limitation des nutriments dans le
biofilm pourrait favoriser le détachement de cellules du biofilm (Blankenship et Mitchell
2006). Les cellules du biofilm pourraient également posséder des mécanismes de régulation
de l'activité de leurs adhésines, leur permettant ainsi de se libérer de la structure du biofilm

(Granger et al. 2005).

Bactéries
planctoniques

s
Etape 1 / | Etape 5
Transport des ‘ /| Détachement
bactéries A/
Etape 4
Etape 3 Prolifération et
EtaRe‘Z Formation de maturation du
Mobilité et X X -
- microcolonies et biofilm
adhésion . .
bactéri synthese de la matrice
actérienne (\ /\

temps

Figure 3 : Etapes de formation d'un biofilm bactérien. Ces étapes sont similaires pour la formation d’un biofilm fongique. Les
microorganismes se déplacent passivement ou activement vers la surface puis s’y adhérent de fagon réversible puis
irréversible. Les microorganismes se multiplient et synthétisent la matrice du biofilm pour former des microcolonies, puis
ensuite un biofilm mature. Certains microorganismes peuvent se détacher du biofilm mature et coloniser d’autres surfaces.
Illustration de L. Ploux®©.

2.3. Avantages et conséquences du mode de vie en biofilm

2.3.1.Echanges d’informations au sein du biofilm

» Transfert d'information génétique au sein du biofilm

Il existe trois systémes principaux de transfert horizontal de génes chez les procaryotes, a
savoir la conjugaison, la transformation et la transduction (Johnston et al. 2014). La
conjugaison consiste en un transfert d’'information génétique d’une cellule a une autre via un
contact direct, par pili sexuels, notamment. Latransformation implique le passage de matériel
génétique exogene d’une cellule a une autre, sans contact direct. Quant a la transduction, il
s’agit d’'une injection de matériel génétique par un bactériophage. Les biofilms sont des

environnements idéaux pour la transmission horizontale génétique car ils favorisent la
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proximité de différentes espéeces microbiennes au sein d’'un méme espace et favorisent ainsi
ces transferts de genes horizontaux. La fréquence d’échange de génes est augmentée lors du
développement des cellules dans des biofilms (Roberts et al. 1999 ; Bjorklof et al. 2000 ; Ghigo
2001). Les conséquences de ces transferts pour les microorganismes sont importantes. Par
exemple, cela favorise I'acquisition de genes de résistance aux antibiotiques, car une fois la
résistance acquise par une cellule, elle peut étre transmise a des cellules d’especes différentes
et parfois méme de genre différents (Ghigo 2001). Le transfert horizontal de géne chez les
levures est trés peu évoqué dans la littérature ; des études abordent le transfert horizontal
d’information génétique entre eucaryotes (S. cerevisiae notamment) (Novo et al. 2009), mais

également entre procaryotes et eucaryotes (Hall, Brachat, et Dietrich 2005).
» Communication cellulaire au sein du biofilm

Les microorganismes inclus dans un biofilm sont capables de « communiquer », orchestrant
ainsi la formation de microcolonies microbiennes. En effet, la densité des microorganismes et
leurs contacts cellulaires facilitent la communication intercellulaire via un mécanisme appelé
guorum sensing (QS) (Williams et al. 2007) qui implique la production, la sécrétion et la
détection, par les microorganismes, signaux moléculaires appelées des auto-inducteurs (Al).
Ce processus a été découvert en 1970 par la description d'un systeme de communication qui
contréle la luminescence chez la bactérie marine V. fischeri vivant en association avec un
calmar hawaien, Euprymna scolopes (Nealson, Platt, et Hastings 1970). L’émission de
bioluminescence permet au calmar de se camoufler afin d’échapper a ses prédateurs en

utilisant la lumiere émise par la bactérie comme contre-éclairage pour masquer son ombre.

La concentration en autoinducteurs est proportionnelle au nombre de cellules, et servent
d’indicateur moléculaire de la densité cellulaire. A partir d'une certaine concentration de ces
molécules, une réponse cellulaire est enclenchée par I'activation et la répression de génes.
Les microorganismes utilisent ainsi le QS afin d’optimiser I’expression d’une activité
microbienne couteuse en énergie (Diggle et al. 2007), et de mettre en place une réponse
coopérative. Cette réponse peut par exemple améliorer |'acces aux nutriments et favoriser la
défense collective, favorisant ainsi la survie et la lutte contre les menaces environnementales

(Williams 2007).
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Les bactéries utilisent des molécules de communication variées. La plupart des bactéries a
Gram négatif utilisent des homosérines lactones (AHL ou autoinducteur de type 1) ; les
autoinducteurs de type 2 sont quant a eux utilisés a la fois par les bactéries a Gram négatif et
a Gram positif. Chez E. coli, les AHL ne sont pas directement impliqués dans la formation de
biofilm, car cet organisme n'est pas capable de produire des AHL. Cependant, étant donné
gU’E. coli produit une protéine de type récepteur (SdiA), similaire a ['activateur
transcriptionnel de type LuxR dans le QS dépendant de I'AHL (Ahmer 2004 ; Henikoff, Wallace,
et Brown 1990), les molécules de signalisation produites par d'autres espéces peuvent
éventuellement influencer la formation du biofilm d'E. coli dans I'environnement naturel. De
nombreuses souches d'E. coli produisent I'autoinducteur-2 (Al-2) qui est répandu dans les
bactéries Gram-négatives et Gram-positives et dépend du produit du gene /uxS pour sa
synthese. Al-2 estimpliqué dans la régulation de multiples fonctions chez E. coli, telles que la
production de flagelles (DeLisaetal.2001 ; Sperandio et al.2001), qui influencent laformation
de biofilm. Plusieurs études ont mis en évidence le réle du QS dans la formation des biofilms
bactériens (Huber et al. 2001 ; Labbate et al. 2004 ; Balestrino et al. 2005). Par exemple, chez
P. aeruginosa, 'inhibition du QS induit une perte de la structuration du biofilm mature (Davies
et al. 1998). Le QS est impliqué dans plusieurs processus ou comportements bactériens y
compris la synthese de facteurs de virulence, la résistance aux antibiotiques, la luminescence

et la production d'exopolysaccharides nécessaires pour I'adhésion et la formation de biofilm

(Moons et al. 2005 ; Bagertet al. 2016).

La découverte du contrble de la filamentation du champignon polymorphe C. albicans par le
farnésole a également révélé le phénomene de QS chez les levures. Dans la physiologie de C.
albicans, le farnésole joue plusieurs roles en tant que molécule de signalisation en plus d'avoir
des effets néfastes sur les cellules hotes et autres microbes. Un autre alcool aromatique, le
tyrosol, qui contréle la croissance, la morphogeneése et la formation de biofilm agit également
comme molécule de QS chez C. albicans (Albuguerque et Casadevall 2012). Le tyrosol favorise
les évenements précoces dans la formation du biofilm, tels que I'adhésion et |a filamentation.
De plus, le farnésole est sécrété dans des phases de maturation du biofilm et inhibe |I'adhésion,
facilitant éventuellement la dispersion du biofilm (Alem et al. 2006). Méme si la recherche
concernant le QS des levures et des champignons en est encore a ses balbutiements, les

comportements de densité de population impliquant un QS ont été documentés dans
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plusieurs espéces fongiques (Albuquerque et Casadevall 2012 ; Wongsuk, Pumeesat, et
Luplertlop 2016). Les molécules de signalisation ne sont généralement pas spécifiques a une
souche et une grande diversité de celles-ci a été rapportée chez les levures. Les lipides
(oxylipines), les peptides (phéromones), les alcools (tyrosol, farnésole, tryptophol et 1-
phényléthanol), les acétaldéhydes, et certains composés volatils sont activement impliqués
dans le QS fongique, régulant les diverses fonctions clés comme pathogenése, morphogenese,
filamentation, etc... (Cottier et Miihlschlegel 2012 ; Albuquerque et Casadevall 2012 ; Polke,
Hube, et Jacobsen 2015). Ainsi, comme pour les bactéries, des molécules de signalisation du
QS fongique, telles que le tyrosol et le farnésole, modulent la formation de biofilm chez C.

albicans.

2.3.2. Protection vis-a-vis de stress environnementaux
L’utilisation de mécanismes complexes de communication inter-microbienne au sein du

biofilm favorise I’adaptation de la population microbienne a des variations d’environnement
et sa résistance aux différents stress que la colonie peut subir, tels que des stress physiques,
chimiques ou biochimiques (Vatansever et Tiretgen 2018). En cela, les biofilms sont des

moyens de procurer une résistance aux microorganismes les composants.

Les propriétés des biofilms conférant ces propriétés protectrices comprennent :

- Les EPS qui adsorbent et tamisent diverses petites molécules telles que les agents
antimicrobiens, contrecarrant leur capacité a pénétrer le biofilm (Al-Fattani et Douglas
2006). Le lien initial entre la MEC et la résistance de Candida face aux drogues
antifongiques a été découvert par |"équipe de Douglas lorsqu’elle a corrélé
I'abondance de la matrice avec une tolérance du biofilm aux antifongiques
amphotéricine B et fluconazole (Al-Fattani et Douglas 2006 ; J. Nett et al. 2007 ;
Vediyappan, Rossignol, et d’Enfert 2010 ; J. E. Nett et al. 2010).

- Le piégeage et I'accumulation de fortes concentrations de facteurs de virulence, de -
lactamases et d’autres enzymes, qui dégradent les antibiotiques dans les biofilms
bactériens (Hengzhuang et al. 2013) ;

- L’hétérogénéité des populations microbiennes composant le biofilm, qui augmente la
probabilité de la présence d’une souche résistance au stress appliqué. La présence de
zones peu ou pas oxygénées dans les couches profondes du biofilm peut également

contribuer a la résistance a certains biocides qui peuvent étre inactivés dans ces
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conditions ou qui sont peu efficaces sur des microorganismes métaboliquement peu
actifs (Brown, Allison, et Gilbert 1988 ; Borriello et al. 2004). Par ailleurs, la plasticité
morphologique de C. albicans est un déterminant de la virulence, car la forme hyphe
joue un role clé dans le processus d'infection ; par exemple, les formes d’hyphes
invasives ne sont pas tolérées par le systeme immunitaire de I’h6te infecté et induit
une réponse immunitaire médiée par les macrophages (Moyes et al. 2010).

- Les propriétés architecturales et physiques du biofilm qui offrent aux microorganismes
une protection contre les stress environnementaux, tels que le stress mécanique de
I'écoulement d’un fluide (fluide sanguin, urinaire, ou encore lymphatique), le stress en
température ou encore le stress hydrique (Johani etal. 2018 ; Donlan 2002 ; Flemming
et Wingender 2010 ; Adcox et al. 2016 ; Yin et al. 2019).

Finalement, ces caractéristiques font que le biofilm constitue un mode de vie favorable pour
les microorganismes qui le composent. Ainsi, la structure de biofilm confere aux

microorganismes un avantage sur le plan évolutif.

3. Facteurs et stratégies influencant la formation de biofilm

3.1. Facteurs impactant la formation de biofilm
Dans cette partie, nous discuterons des différents facteurs pouvant influencer I'adhésion

microbienne et la formation de biofilm. Ils seront regroupés en trois grandes catégories, a
savoir les propriétés des microorganismes eux-mémes, les propriétés intrinseques au
matériau, et les autres facteurs extérieurs. La majorité de ces facteurs et de leur influence sur
la formation de biofilm bactérien est décrite dans une revue récente (S. Zheng etal. 2021). En
revanche, I'influence des facteurs impactant I'adhésion des levures est moins abordée dans la
littérature. Notamment, la littérature concernant I'influence des propriétés mécaniques des

substrats sur I'adhésion des levures est quasiment inexistante.

3.1.1. Les propriétés des microorganismes
Dans la littérature, I'influence des bactéries sur la colonisation microbienne de surfaces est

généralement décrite de deux fagons : I'une assimilant le microorganisme a une particule
inerte possédant des propriétés physico-chimiques particuliéres et I'autre considérant le
microorganisme comme une particule vivante capable de s’adapter a son environnement. En

réalité, les microorganismes sont des étres-vivants présentant des propriétés de surface

évolutives, avec notamment la présence de structures permettant le sensing de surface.
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Tout d’abord, les microorganismes sont capables de se déplacer et de venir au contact de
surface via des mobilités passives ou actives. Dans ce second cas, on parle de motilité, qui fait
référence a la capacité de se déplacer spontanément et activement, en consommant de
I'énergie. Dans la littérature, les motilités sont majoritairement regroupées en deux
catégories, a savoir la motilité planctonique qui implique la rotation flagellaire, et la motilité

associée a la surface avec certaines sous-motilités.

e Motilité planctonique

La colonisation d’une surface par un microorganisme suppose qu’il s’est déplacé pour venir a
sa surface avant de s’y adhérer. Il peut effectuer ces déplacements de fagon passive (mobilité
passive) ou active (motilité). Ici, nous abordons la motilité. D'un point de vue physique, une
bactérie aussi petite qu'E. coli, de quelques microns seulement, immergée dans I'eau, n'est
pas capable de se déplacer sans déployer de systémes actifs pour se propulser (Purcell 1973).
Ces capacités de mouvement actif sont liées aux organites protéiques, le plus connu étant le
flagelle. Dans ce cas, on parle de motilité de type swimming (Figure 4-A) Les flagelles sont des
appendices locomoteurs qui s'étendent a I'extérieur de la membrane plasmique et de la paroi
cellulaire. Ce sont des structures minces, d'environ 20 nm de diameétre et de 15 a 20 um de
longueur. L'influence de mutations du flagelle bactérien a montré que la motilité était critique
pour l'initiation du biofilm d'E. coli. Les travaux de Pratt et Kolter (Pratt et Kolter 1998) ont
suggérés que la motilité favorisait le contact initial cellule-surface en surmontant les forces de
répulsion entre la cellule et la surface, et pouvait contribuer a la propagation de bactéries sur

une surface abiotique.

La littérature n’évoque pas, a notre connaissance, de structure a la surface de levures leur

permettant de se déplacer activement sous forme planctonique.

e Motilité des microorganismes adhérés a une surface
Par ailleurs, une fois au contact avec la surface, les bactéries peuvent étre trés mobiles et la
coloniser rapidement. Cingtypes de motilité ont été identifiés, bien que tous les mécanismes

ne soient pas clairement élucidés. Ces motilités sont appelées « swarming », « gliding », «

twitching » et « sliding » et « darting » (Figure 4).
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Figure 4 : Mécanismes de mobilité et de motilité bactérienne. (1) La motilité de type “swimming” est un
comportement individuel qui implique I'utilisation du flagelle pour se déplacer dans un liquide. (2) La motilité de
type « swarming » consiste en un déplacement pour lequel la présence de flagelles est nécessaire a la
propulsion cellulaire. (3) La motilité de type « twitching » consiste en un déplacement de surface impliquant
I'extension et la rétraction des pili. (4) La motilité de type “gliding » est rendue possible par les adhésines qui se
fixent au substrat et se déplacent sur toute la longueur de la cellule. (5) La motilité de type « sliding » est un
type de déplacement qui résulte de la prolifération de bactéries et de l'intercalation de nouvelles bactéries au
sein du tapis bactérien. (6) La motilité de type « darting » est le résultat de I'entassement des bactéries et de la
poussée des bactéries comprimées du tapis bactérien. Figure inspirée par Marguier®©.

» "Swarming" (Figure 4-2) : le swarming est un type de motilité utilisé par plusieurs
especes bactériennes possédant un flagelle, telles que Escherichia, Bacillus,
Proteus, Pseudomonas et Salmonella. Il consiste en un mouvement rapide (2-10
um/s) (Partridge et al. 2020) et coordonné d'une population bactérienne sur une
surface (Harshey 2003). Ce type de motilité induit également la production d’un
tensioactif permettant la réduction de la tension superficielle du substrat (Kearns
2010), et dépend fortement de I|'hydratation de la surface ainsi que de son
élasticité (Rather 2005 ; Ke et al. 2015). Les bactéries effectuant ce type de motilité
subissent une différenciation cellulaire, qui consiste notamment en une
augmentation du nombre de flagelles et un allongement cellulaire (Kearns 2010).

» « Twitching » (Figure 4-3) : le twitching, ou gliding avec pili, est un mode de
déplacement qui s'appuie sur I'expression des pili de type IV (Harshey 2003). |

s'agit de bactéries des genres Streptococcus, Legionella, Neisseria, Pseudomonas
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et Vibrio. Le déplacement utilisant cette motilité implique I'extension et la
rétraction actives des pili de type IV situés de part et d'autre des pbles de la
bactérie (Holz et al. 2010). La motilité de type twitching implique généralement
une étroite interaction cellule-cellule qui génere la formation de « radeaux »
cellulaires composés de plusieurs cellules (Mattick 2002). Impliquée dans un grand
nombre de processus de colonisation, cette motilité estplus lente que le swarming
avec une vitesse de déplacement de 0,06 - 0,50 um.s* (Semmler, Whitchurch, et
Mattick 1999 ; Skerker et Berg 2001).

“Gliding” (Figure 4-4) : le gliding, ou gliding sans pili, est probablement le type de
déplacement le moins compris. Certaines bactéries se déplacent sur les surfaces
sans l'aide de flagelles ou de pili. Elles utilisent pour ce type de motilité des
adhésines qui se fixent au substrat et se déplacent sur toute la longueur de la
cellule, permettant a la cellule de se déplacer a une vitesse entre 0,025 et 10 um/s
(Miyata 2010 ; Nakane et al. 2013 ; Nan et al. 2014 ; Kinosita et al. 2014). Les
mécanismes font intervenir des points focaux, situés dans la membrane
bactérienne et constitués d'un ensemble de protéines (Nan et al. 2014).

"Sliding" and “darting” (Figure 4-5 et 4-6) : le sliding est un type de mouvement
qui résulte de la prolifération de bactéries et de l'intercalation de nouvelles
bactéries au sein du tapis bactérien. Cette intercalation induit alors un
déplacement des bactéries en surface afin de créer l'espace disponible. Au
contraire, le darting estle résultat de I'entassement des bactéries et de la poussée
des bactéries comprimées du tapis bactérien. Lors de ces mouvements, les

bactéries peuvent avoir des vitesses comprises entre 0,03 et 6 um/s (Harshey

2003).

Contrairement aux bactéries, les levures adhérées a une surface ne sont pas motiles (Palkova

et al. 1997 ; Flor-Parra et al. 2013). Les travaux de Flor-Parra et al. (Flor-Parra et al. 2013) ont

montré que des cellules de la levure Schizosaccharomyces pombe présentant une délétion du

gene pck2, nécessaire a la synthése des composants clés qui fournissent la résistance

mécanique a la paroi cellulaire (Kobori et al. 1994 ; Kopeckd, Fleet, et Phaff 1995), étaient

incapables d'établir et de maintenir une forme cylindrique, formaient des protubérances

cytoplasmiques, et leur conféraient la capacité de migrer (vitesse comprise entre 0,062 et 0,11
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um/min). Cette migration pourrait étre le résultat du cycle de formation de protrusions,

formées par la pression de turgescence et accompagnées de cycles de rupture/réparation de

la membrane cellulaire.

Par ailleurs, les appendices fimbriae influencent également la formation de biofilm. Les
adhésines les plus couramment trouvées chez le pathogene E. coli sont les fimbriae de type 1
; leur influence sur la formation de biofilm a bien été étudiée. La piline est la protéine
principale et structurale des pili. Pour le pili de type 1, la piline est nommée FimA. Cette
protéine est codée par le gene fimA, situé sur I’opéron Fim, regroupant les genes fimA, fimC,
fimD, fimF, fimH et fiml. Une analyse de la formation de biofilm de mutants du géne fim a
permis de monter que les cellules étaient fortement défectueuses dans I'adhésion initiale aux
surfaces abiotiques en condition statique (Pratt et Kolter 1998). Ces observations illustrent
que les fimbriae de type 1 sont essentiels pour une fixation initiale stable de la cellule a la
surface. De plus, les interactions physiques entre les fimbriae de type 1 et une surface solide
conduisent a des changements de la constitution des membranes externes des cellules
adhérées, matérialisées par une diminution du taux de protéines membranaires externes

(Otto et al. 2001).

Outre les fimbriae de type 1, les souches d'E. coli produisent souvent d’autres fimbriae. Parmi
eux, sont retrouvés des pili de type 2, ou curli. Pour le pili de type 2, la piline est nommée
CsgA. Les curli sont des appendices filamenteux protéiques hétéropolyméres qui se
composent d'une protéine majeure (CsgA) et d'une protéine mineure (CsgB). Elles influencent

les propriétés d'adhésion de plusieurs souches d'E. coli formant un biofilm (Olsén, Jonsson, et

Normark 1989).

Les levures possedent également des structures permettant la stabilisation de leur adhésion
sur une surface, fonctionnant comme des adhésines. Notamment, C. albicans met en place
des protéines de la famille des « agglutine-like sequences » (Als), particulierement Alslp et
Als3p (Nobile et al. 2008 ; Sheppard et al. 2004 ; Fu et al. 2002), pour former des structures
amyloides (Otoo et al. 2008 ; Ramsook et al. 2010 ; Garcia et al. 2011). Chez C. albicans, il a
été montré que la délétion d’Als3p induisait la formation d’un biofilm fragile avec une
architecture anormale, dans laquelle les filaments d’hyphes étaient paralléles plutot

gu’entrelacés (Xiaomin Zhao et al. 2006, 3).
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Finalement, des structures spécifiques de la surface cellulaire, lorsqu’elles sont produites,

jouent un role dans une ou plusieurs étapes de développement du biofilm microbien.

3.1.2. Lesmatériaux
Plusieurs parametres surfaciques influencent I'adhésion microbienne (Figure 6), dont la

chimie de surface, la topographie ou les propriétés mécaniques.

Influencedela chimiede surface. Concernant la chimie de surface, trois points seront abordés
ici,a savoir la densité de charge de surface, la mouillabilité de surface, I’hydratation de surface

et les groupements chimiques eux-mémes, qui sont des parameétres étroitement liés.
- Ladensité de charge de surface

De nombreuses études ont été réalisées surl'influence de la densité de charge d’une surface
sur I'adhésion bactérienne. Etant donné que les bactéries possedent, a pH physiologique
(pH=7), généralement une charge nette négative (Israelachvili 2011) due aux groupes
carboxyle, amino et phosphate sur la surface de leur paroi cellulaire, une adhésion favorisée
lorsque les surfaces sont chargées positivement est attendue, ce qui a souvent été observée
dans la littérature. Par exemple, les travaux de Gottenbos et al. (Gottenbos et al. 1999) ont
montré que l’adhésion et la croissance de Pseudomonas aeruginosa étaient deux fois
supérieur sur des surfaces de poly(méthacrylates) chargées positivement comparé a ces
mémes surfaces chargées négativement. Une autre étude a également montré que
Pseudomonas spp., E. coli et S. aureus adhéraient en plus grande quantité sur des surfaces
d’acide poly(acryliqgue) et de chloride poly(diallyldiméthylammonium) chargées positivement
(X. Zhu et al. 2015). Des surfaces multicouches de poly(allylamine hydrochloride) chargées
positivement ont au contraire limité I’adhésion de P. aeruginosa comparé a des multicouches
de poly(styrenesulfonate) chargées négativement (Kovacevi¢ et al. 2016). Une limitation de
I’adhésion de S. aureus de d’E. coli a également été démontrée grace a une densité de charge
négative de multicouches de polyélectrolytes (Guo et al. 2018). Certaines études montrent
gue la densité de charge de surface affecte non seulement I'adhésion bactérienne mais
également la formation de biofilm (Ueshima et al. 2002 ; van Merode et al. 2006 ; Kao et al.

2017 ; Shen et al. 2020). Notons toutefois que les tendances a court terme (i.e. étape
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d’adhésion) ne sont pas systématiquement retrouvées a plus long terme (i.e. étape de

formation de biofilm).

Cependant, des études ont également mis en évidence des bactéries qui adhéraient de facon
identiques sur des surfaces positivement ou négativement chargée. Ainsi, les travaux de Kao
(Kao et al. 2017) ont démontré que la charge positive ou négative de surfaces de polystyréne
n‘influencait pas I'adhésion de P. aeruginosa. Par ailleurs, il a été mis en évidence que, malgré
leur charge surfacique nette négative, certaines bactéries avaient la capacité de surmonter la
répulsion électrostatique d’'un matériau, et qu’elles seraient méme capables de s’y lier
étroitement, notamment grace a leurs appendices surfaciques tels que les fimbriae (Ueshima
et al. 2002). Une autre étude a méme montré que I'adhésion de Streptococcus mutans était

favorisée sur des surfaces chargées négativement (He et al. 2019).

Ainsi, I'impact de la densité de charge d’'une surface sur I'adhésion des microorganismes ne
fait pas consensus. La force ionique du milieu et la longueur de Debye® associée sont
probablement en jeu (B. Fang et al. 2011). En effet, la force ionique du milieu de culture LB,
milieu classiquement utilisé pour les études microbiologiques, est d'environ 150 mM. Ceci est
suffisamment élevé pour que les charges de surface puissent étre écrantées électriquement
enraison de lalongueur de Debye, ici d’environ 0,8 nm. Par conséquent, les charges de surface
des bactéries et les surfaces des revétements pourraient ne plus représenter des facteurs

d'influence de I'adhésion des bactéries.
- La mouillabilité de surface

La mouillabilité représente |'importance de ['étalement d'une goutte d’'un liquide
(généralement de |’eau) sur une surface donnée : le liquide va conserver une forme
globalement sphérique sur une surface hydrophobe et va s’étaler sur une surface hydrophile.
Plus précisément, sil’angle de contact (angle formé entre la surface et la goutte) est supérieur
a 90° la surface est généralement considérée comme hydrophobe (Parvate, Dixit, et
Chattopadhyay 2020) ; si I’'angle de contact est inférieur a 90°, la surface est considérée

comme hydrophile. La mouillabilité de surface est une propriété centrale qui régit les

¢ La longueur de Debye définit la longueur surlaquelle les ions présents en solution font écran
au champ électrique généré par une surface, par exemple une paroi chargée d’une bactérie
ou d’'un colloide.
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interactions entre les phases solide et liquide dans les systemes biologiques. En général, les
surfaces a faible énergie de surface et les liquides a haute tension superficielle ont tendance
a réduire la mouillabilité de la surface. D'autre part, les surfaces a haute énergie de surface et
les liquides a faible tension superficielle ont tendance a augmenter la mouillabilité de la
surface (Song et al. 2019 ; Prakash et Prasanth 2020). Dans un systéme d’une goutte liquide
en contact avec un solide et d'un gaz environnant (Figure 5), il y a trois énergies d’interface :
I'énergie d’interface solide-vapeur notée ysv, |I'énergie d’interface solide-liquide notée ys. et
I'énergie liquide-vapeur notée yLv. Soit © I'angle de contact a I'équilibre, I’équation qui doit
étre satisfaiteal'équilibre (connue sous le nom d'équation de Young-Laplace) s’écrit (Equation

1):

Ysv -YsL-yLvcos © = 0 (Equation 1)

)
\h Yiv
‘ :VSL / . \|/sv

Figure 5 : Schématisation d’un angle de contact d’une goutte liquide sur une surface solide et d’'un gaz environnant, avec les
trois énergies d’interfaces.

Dans la littérature, le terme « tension de surface » est utilisé de facon simplifiée pour décrire
ysL. La variable ysv est considérée comme une constante quand I'analyse est faite pour un
méme systeme. Ainsi, « une augmentation d’énergie de surface » est couramment associée
comme une augmentation de ysi, impliqguant une diminution de cos © et par conséquent une

augmentation de I'angle de contact, donc une augmentation de I’hydrophobie.

De nombreux travaux se sont intéressés a l'influence de I’hydrophilie/hydrophobie du
matériau sur I'adhésion microbienne. An et Friedman (Yuehuei H An et Friedman 1997) ont
proposé que les matériaux hydrophiles sont défavorables a I'adhésion de bactéries possédant
des membranes hydrophobes. D’autres études confirment ces observations avec d’autres
espéces (Wiencek et Fletcher 1995; Y. H. An et Friedman 1998; Tegoulia et Cooper 2002; Cerca
et al. 2005), ou l'adhésion bactérienne serait génée par la formation d'une couche
d’hydratation sur la surface. Néanmoins, cette tendance doit étre nuancée car d’autres
travaux montrent que le caractére défavorable a I’adhésion des surfaces hydrophiles n’est pas

absolu. Par exemple, des travaux montrent que les bactéries hydrophiles ont une affinité plus
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importante avec les surfaces qui sont aussi hydrophiles, et les bactéries hydrophobes avec les
surfaces hydrophobes (van Loosdrecht et al. 1987 ; Bakker et al. 2004). Brisset et al. (Brisset
et al. 1996), ont montré que des cathéters présentant a la fois des régions hydrophiles et
hydrophobes avaient permis la colonisation de la plus grande variété d'organismes. Les
propriétés d’hydrophobie/hydrophilie de la membrane bactérienne jouent elles aussi unrole.
Par ailleurs, I'influence de I’hydrophobicité de surface n’intervient pas seulement au cours de
I’adhésion bactérienne mais également au cours du développement du biofilm comme le
montrent Ploux et al. (Marguier et al. 2020). La cinétique et la structuration du biofilm sont
ainsi différentes selon la fonctionnalisation de surface du matériau (—-CHs ou —NH3). Par
ailleurs, les mobilités bactériennes sur la surface peuvent étre différente méme si les
cinétiques de colonisation de surface sur des surfaces hydrophiles et hydrophobes étaient

identiques ; ceci est notamment mis en évidence par Boks et al. (Boks et al. 2009).

Les surfaces superhydrophobes et superhydrophiles semblent également prometteuses pour
limiter I’adhésion des microorganismes a leurs surfaces ; ces deux types de surfaces seront

brievement abordées dans la partie « influence de la topographie de surface ».
- L’hydratation de surface

L’hydratation de surface est un parametre tres lié a I’hydrophilie. En effet, les matériaux dits
hydratés sont des matériaux dont la composition est formée par I'union d’eau et d’'une autre
substance. Ces matériaux hydratés peuvent contenir des molécules d’eau chimiquement liées
au reste de la structure, ou qui peuvent se retrouver dans les cavités du réseau du matériau

sans liaison chimique forte (par exemple des liaisons de Van der Waals).

Influence de la topographie de surface. La rugosité (caractéristique de I’état de surface d'un
matériau ; en mécanique, on note Ra la Rugosité Moyenne Arithmétique qui indique la
rugosité moyenne de la surface, c’est-a-dire I’écart moyen entre les « pics » et les « creux »
de la surface) de surface augmenterait la surface disponible pour I’adhésion des
microorganismes. Une forte rugosité de surface pourrait également offrir aux
microorganismes une protection face aux forces de cisaillement, induisant une augmentation
de leur résistance au détachement. Par conséquent, un consensus général est que
I"augmentation de la rugosité de surface permet une meilleure adhésion ainsi qu’une

meilleure formation de biofilm (Xing etal. 2015 ; Yuet al. 2016 ; Yao et al. 2020). Par exemple,
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I'adhésion de S. epidermidis, P. aeruginosa et Ralstonia picketti était largement favorisée sur
des surfaces rugueuses par rapport a des surfaces lisses (James et al. 2019). Park et al. (Park
et al. 2019) ont méme proposé des valeurs seuil de rugosité qui optimisaient I'adhésion de S.
mutant sur des surfaces de résine composite : entre 0,15 et 0,35 um. Cependant, certaines
études contredisent I'existence d’une telle valeur seuil de rugosité (Bollen et al. 1996 ; Yu et
al. 2016 ; Yoda et al. 2014). Par exemple, les travaux de Bollen et al. (Bollen et al. 1996) ont
montré que des implants dentaires, qu’ils soient rugueux (Ra = 0,2 um) ou lisses (Ra = 0,06
pm), ne montraient aucune différence de colonisation microbienne apres 12 mois. Par ailleurs,
méme si une augmentation de la rugosité de surface est généralement associée a une
augmentation de I’adhésion de microorganismes, cela se révele étre la tendance inverse dans
certaines études. Ainsi, d’autres auteurs ont montré qu’une augmentation de la rugosité peut
provoquer une diminution de I'adhésion bactérienne (Songmei Wu et al. 2018; Matalon et al.
2021). Ces travaux montrent qu’une rugosité nanométrique (Ra = 172,5 nm) sur des
échantillons d’acier inoxydable pouvait limiter I'adhésion de P. aeruginosa et de S. aureus par
rapport a des surfaces polies de ce méme acier (Ra = 45,2 — 84,4 nm) en diminuant I'aire de
contact entre la bactérie et la surface. Ces résultats contradictoires montrent |I'absence de
consensus en termes de relation entre la rugosité de surface et I'adhésion microbienne. Cela
pourrait étre attribué au fait que les parametres décrivant la rugosité de la surface dans la
majorité des études prennent en compte les caractéristiques topographiques de facon
incompléte. La rugosité de surface moyenne (Ra) et la moyenne quadratique de la rugosité de
surface (Rrms) sont les deux parametres les plus fréquemment utilisés pour caractériser la
topographie de surface. Cependant, ces deux paramétres donnent des informations de
hauteur mais ne fournissent aucune information sur la distribution spatiale ou la forme des
caractéristiques de surface (Crawford et al. 2012). Par exemple, des surfaces avec des
structures de surface peuvent avoir des valeurs Ra et Rrms similaires (Songze Wu et al. 2018).
En conséquence, de nouveaux parametres sont nécessaires pour la caractérisation complete

de la topographie de surface.

Cet effet est variable sur les « engineered surfaces » qui ont des caractéristiques
topographiques (distribution, taille, espacement, etc...) bien définies. Ces structures peuvent
étre de différentes formes, comme des piliers, des cones ou des hémispheéres. Par ailleurs, des

structures micro voire nanométriques s’inspirant de la nature sont développées. En effet, il a



été montré que les lotus (Barthlott et Neinhuis 1997 ; Bhushan et al. 2009), les requins (Chien
et al. 2020), les termites (Watson, Cribb, et Watson 2010), les cigales (lvanova et al. 2012), les
geckos (Watson et al. 2015 ; Li et al. 2017), les papillons (Y. Fang et al. 2007) ou encore les
libellules (Bandara et al. 2017) présentaient des micro- et/ou nano-topographies agissant
comme une barriere hydrophobe et induisant une adhésion bactérienne extrémement faible.
Dans la littérature, il est bien documenté que les microorganismes ont tendance a s'aligner
préférentiellement sur les structures de type « vallée » et « pilier » pour maximiser la zone de
contact et par conséquent d’adhésion (Perera-Costa et al. 2014 ; Vasudevan et al. 2014). De
nombreuses surfaces avec une topographie composée d’objets de tailleinférieure a celled’un

microorganisme ont montré leur potentiel a réduire I’adhésion bactérienne (Yang et al. 2015;

Helbig et al. 2016; Xu et Siedlecki 2017; Schwibbert et al. 2019; Tang etal. 2021).

En outre, certains résultats semblent indiquer que les flagelles permettraient aux bactéries
d’atteindre des rainures ou anfractuosités, rendant ainsiles bactéries capables d’appréhender
les micro- et nano-topographies du matériau et de potentiellement s’y fixer (Lai 2018). De
plus, les procédures expérimentales peuvent avoir un impact important sur I’observation de
I’adhésion des microorganismes : |I'étape de démouillage (Figure 33), étape qui consiste a
retirer la totalité du liquide de culture avant les observations en créant un front de
démouillage et un passage a l'air, peut potentiellement chasser des cellules faiblement
adhérées, qui plus estlorsque la surface est hydrophobe. L’équipe de Diaz (Diaz et al. 2007) a
montré une orientation des bactéries suivant une topographie nanométrique de la surface.
Cependant, le protocole utilisé au cours de cette étude (démouillage total des surfaces avant
observation) est trés probablement a l'origine de cette orientation, comme ont pu le

démontrer Anselme et al. (Anselme et al. 2010).

En ce qui concerne les levures, Verran et Maryan (Verran et Maryan 1997) ont mis en évidence
que C. albicans est plus susceptible de s'adhérer aux rayures sur les surfaces qui ont été
frottées avec du papier de verre. Les travaux d'Alalwan et al. (Alalwan et al. 2018) ont montré
gu’une topographie réguliere avec un motif de 120 nm de diametre réduisait le nombre de C.
albicans adhérées par rapport a une surface plane; la disposition des motifs, qu’elle soit
hexagonale ou carrée, n’a pas eu d’effet sur I’adhésion. Par ailleurs, Lagreee et al. (Lagree et
al.2018) ont montré que surdes revétements monocouches de particules de silice sphériques

monodispersées sur un substrat de PDMS, le biofilm de C. albicans s'est développé
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différemment en fonction du diamétre des particules de silice : ils ont démontré que

['augmentation du diameétre des particules en monocouche (particules de diametre 4,0 + 8,0

pum contre 0,5 + 2,0 um) induit une augmentation du biofilm de levure.

Certains auteurs s’orientent vers des modélisations de I’adhésion des microorganismes sur les
surfaces aux topographies variables, ol le microorganisme est modélisé par une vésicule. Par
exemple, Kargar et al. (Kargar et al. 2012) utilisent une approche thermodynamique de type «
surface — vésicule rigide » sur des nanofibres. Cette approche est basée sur I’estimation de
I’énergie nécessaire pour permettre I’adhésion entre une vésicule rigide et une surface et
I’énergie nécessaire a la déformation de la vésicule pour permettre cette adhésion.
Néanmoins, ces études ne considerent pas I'influence des appendices de la bactérie au cours
de son adhésion a une microtopographie et excluent donc tout I'aspect biologique de

I’adhésion comme I'intervention potentielle de pili.

Influence des propriétés mécaniques de surface. La liste des parametres pouvant décrire les
propriétés mécaniques, tous matériaux confondus, est relativement importante. On peut
notamment citer la ductilité, la dureté, la fatigue, la ténacité, la viscosité, différents modules
(d’élasticité, de flexion, de cisaillement), etc... L'impact du module élastique des matériaux est
une nouvelle voie de controle de I'adhésion des microorganismes étudiée dans la littérature.
Le module d’Young, définit par le rapport de la contrainte a la déformation, est un parameétre
commun utilisé pour représenter I’élasticité d’'un matériau. Dans ce domaine de recherche
émergent, des études sur les surfaces de polydiméthylsiloxane (PDMS), de multicouches de
polyélectrolytes (PEM) et de poly(éthylene glycol) diméthacrylate (PEGDMA) ou d'hydrogel
substrat : plus les PDMS sont rigides ou plus I'hydrogel ou le PEM sont mous, moins les
bactéries adhérent (Zolk et al. 2000 ; Bakker et al. 2003 ; Lichter et al. 2008 ; Cottenye et al.
2012 ; Guéganet al. 2014 ; Song et Ren 2014 ; Kolewe, Peyton, et Schiffman 2015 ; Saha et al.
2013 ; Wu et al. 2018 ; Keskin et al. 2019 ; Straub et al. 2019). La modification de |'élasticité a
modulé la quantité de bactéries adhérées a des facteurs jusqu'a 200 fois sans qu'il soit
nécessaire de modifier la chimie ou la topographie de la surface du matériau. Plus
précisément, Song et al. ont montré qu’une augmentation de I'élasticité des matériaux PDMS
de 0,1 a 2,6 MPa s’accompagne d’une réduction jusqu'a 200 fois du nombre de bactéries

adhérées (F. Song et Ren 2014). A l'inverse, la quantité de bactéries adhérées a été réduite
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jusqu'a 3,9 fois en diminuant ['élasticité des surfaces d'hydrogel d'agar de 110 a 6,6 kPa
(Guégan et al. 2014). Une différence apparente, cependant, existe dans la tendance générale
observée entre les quantités de bactéries adhérées sur les matériaux hydrophobes PDMS et
hydrogel en général. Ainsi, le parametre d'hydratation semble étre un parametre crucial a
prendre en compte pour cette thématique. Par ailleurs, I’élasticité du substrat influe la
mobilité bactérienne. Une étude menée par Song et al. (F. Song et al. 2017) a rapporté qu'E.
coli présentait une motilité plus élevée a la surface du PDMS dur (2,6 MPa) que du PDMS mou
(0,1 MPa), et que la protéine motrice flagellaire motB jouait un role important en réponse a
I’élasticité du PDMS lors de I'adhésion initiale. Ce sujet, encore peu développé dans la
littérature, peut étre d'une grande importance pour comprendre le processus de colonisation
puisque la mobilité joue un role crucial dans I'expansiond'une population bactérienne sur une

surface.

Les connaissances concernant l'influence des propriétés mécaniques sur I'adhésion des
levures se révelent étre quasi-inexplorées, et aucune littérature, a notre connaissance, relate
des mécanismes de sensing des propriétés mécaniques de leur environnement par les levures.
Deux études abordent toutefois I'influence de I’élasticité du substrat sur I’adhésion fongique.
Szekalska et al. (Szekalska et al. 2019) ont montré qu’une augmentation de la rigidité des
substrats d'alginate de sodium et d'oligosaccharides d'alginate (d’environ 150 kPa a 300 kPa)
induisait une diminution de I'activité antifongique de C. albicans, de C. parapsilosis et de C.
krusei. Ainsi, une augmentation du module élastique du substrat favoriserait la dispersion des
levures. Toutefois, Cascione et al. (Cascione et al. 2021) ont travaillé sur des résines de
poly(méthyl-méthacrylate) (PMMA) auxquelles ils ont rajouté deux types de nanomatériaux
différents, a savoir des nanoparticules de dioxyde de titane (TiO2NPs) et des nanotubes
d'argile halloysite (HNT) a deux concentrations différentes (1% et 3% w/w), et ont montré que
I'augmentation de la teneur en TiO2NPs et en HNT respectivement induisait une augmentation
d’élasticité des surfaces (d’environ 5 GPa a 9 GPa, et d’environ 2,5 GPa a 3,5 GPa,
respectivement), mais ne provoquait pas significativement des modifications dans I'adhésion

de C. albicans.

L’épaisseur du matériau peut également influencer I’adhésion bactérienne. Kolewe et al.
(Kolewe et al. 2018) ont démontré que I'adhésion d’E. coli et de S. aureus était influencée par

non seulement la rigidité mais également |'épaisseur d’hydrogels de poly(éthylglycol). Dans
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ces travaux, trois régimes de rigidités ont été testé (a savoir mou/intermédiaire/dure
correspondant a un module élastique de 30 kPa, 400 kPa et 1 MPa respectivement) sur des
hydrogels de PEG avec trois épaisseurs différentes (a savoir fin/intermédiaire/épais
correspondant a des épaisseurs de 15 um, 40 um et 150 um respectivement). Ces travaux ont
montré que sur les hydrogels les plus épais, I'adhésion bactérienne augmentait avec
['augmentation de |’élasticité de I'hydrogel. Cependant, lorsque |'épaisseur de I'hydrogel a été
réduite, une adhésion des bactéries sensiblement plus importante aété observée. Les auteurs
ont suggéré que, parce que les modules élastiques des hydrogels minces-mous et épais-mous
étaient statistiquement équivalents, les bactéries pouvaient potentiellement sentir le substrat

comme étant plus rigide a cause de la lame de verre sous-jacente tres rigide.
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Figure 6 : Paramétres surfaciques d'un matériau pouvant influencer I'adhésion microbienne.

3.1.3.Autres facteurs extérieurs
D’autres facteurs peuvent influencer la colonisation microbienne et la formation de biofilm,

comme par exemple ceux induisant les mobilités passives des microorganismes (mouvements
browniens, phénoménes de sédimentation, de convection et de diffusion, ou flux
hydrodynamique), la composition en nutriments du milieu environnant, la concentration en

drogues dans ce milieu, le temps d’exposition, le pH ou encore la température.

Les microorganismes peuvent se déplacer passivement prés de la surface par mouvements
browniens, sédimentation, convection et/ou diffusion. Premiérement, des microorganismes
de la taille d’E. coli ou de C. albicans peuvent étre animés par le mouvement brownien, c’est-

a-dire déplacés aléatoirement par des collisions avec les petites molécules du fluide, qui sont
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soumises a |'agitation thermique. Deuxiemement, les microorganismes peuvent étre déplacés
passivement et entrer en contact avec une surface via le phénomene de sédimentation (Jassby
et Powell 1975). Enfin, le contact initial microorganisme-surface peut étre influencé par des
phénoménes de convection’ et de diffusion®, qui impliquent le transport de particules dans le

fluide en mouvement.

Par ailleurs, les microorganismes peuvent bénéficier des forces hydrodynamiques pour se
déplacer et pour entrer en contact avec un substrat (Whitehead et Verran 2006 ; Weaver et
al. 2012). Par exemple, sous un écoulement laminaire, le mouvement des bactéries est
sensible a cet écoulement, a sa direction et a la contrainte de cisaillement appliquée. Lorsque
le régime est turbulent, les mouvements tourbillonnants peuvent faciliter le contact entre les
bactéries et la surface, mais le temps d’interaction est réduit, ce qui limite I’attachement
irréversible (Whitehead et Verran 2006). Le développement des biofilms fongiques est
également impacté par la présence d’un flux hydrodynamique. Notons qu’ils sont capables de
se développer dans des conditions d’écoulement trés variables ; par exemple, Candida peut
former un biofilm dans des conditions de faible débit (comme pour des cas de stomatite
prothétique sous flux salivaire), de débit rapide (par exemple sous débit sanguin dans des cas
d’endocardite), ou de débit intermittent (comme lors d’infection de cathéter urinaire) (Kojic
et Darouiche 2004). Les travaux de d’Al-Fattani et de Douglas (Al-Fattani et Douglas 2004;
2006) ont montré que la présence d’un écoulement impactait I’architecture du biofilm de C.
albicans a I'aide de modéles in vitro : les biofilms formés sous flux continu étaient plus denses,
plus compacts, et présentaient une concentration plus élevée de MEC que ceux formés en
I'absence de flux. Ces premiers biofilms présentaient également une résistance accrue aux
antifongiques, notamment a I'amphotéricine B et au fluconazole. Contrairement aux biofilms

de Candida, ceux d’Aspergillus sont soutenus dans des conditions de faible débit (Beauvais et

al. 2007).

En outre, le temps de contact entre les bactéries et le matériau influence la formation de
biofilm ultérieure : plus le temps de contact augmente, plus les liaisons établies entre les

bactéries et le matériau sont renforcées (Boks et al. 2009). Par exemple, Raad et al. (Raad et

7 La convection désigne I'ensemble des mouvements internes tridimensionnels qui animent
un fluide.
8 La diffusion désigne la tendance d'un systéme a uniformiser sa composition.
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al. 1993) ont constaté que la formation de biofilm sur les cathéters veineux centraux était
universelle, mais |I'étendue et I'emplacement de la formation de biofilm dépendaient de la
durée du cathétérisme : les cathéters a court terme (<10 jours) avaient une plus grande
formation de biofilm sur la surface externe ; les cathéters a long terme (30 jours) présentaient
une formation de biofilm plus importante sur la lumiére interne du cathéter. Par ailleurs, la
température a une influence directe sur la croissance bactérienne. Gallardo et al. (Gallardo-
Moreno et al. 2004) a mis en évidence que la température optimale d’adhésion bactérienne
est souvent proche de la température optimale de croissance. La température peut étre
également un «stress » auquel les microorganismes peuvent s’adapter en formant un
biofilm ; ceci implique que des températures loin de la température optimale de croissance
peuvent, au contraire, étre également favorables a la formation de biofilm (Niederdorfer et
al. 2021). Il en est de méme pour le pH, la nature des sels et la force ionique qui agit en
modifiant la charge de surface apparente du matériau et par conséquent les interactions
électrostatiques entre les bactéries et le support (Palmer, Flint, et Brooks 2007 ; Sheng, Ting,
et Pehkonen 2008 ; Israelachvili2011). La composition du milieu environnant influe également
la formation de biofilm microbien. Par exemple, la source de carbone et son abondance
peuvent grandement influencer I'intégrité du biofilm fongique, a la fois pour C. albicans et C.
neoformans (C. neoformans est par exemple capable de former un biofilm en présence de
glucose ou de mannose, mais perd cette capacité en présence de galactose, maltose ou

lactose) (Martinez et Casadevll 2007 ; Jin et al. 2004).

Finalement, les parametres influant directement ou indirectement I'adhésion bactérienne
sont nombreux. Ceux-ci ont donc des conséquences directes sur la mise en ceuvre des
protocoles d’étude de I'adhésion et de la prolifération bactérienne qui doivent strictement
contréler I'ensemble de ces parametres pour des analyses reproductibles ; il est toutefois

fréequemment difficile, voire impossible de découpler certains de ces facteurs.

3.2. Stratégies de lutte contre la formation de biofilm
Alors que les antibiotiques conventionnels perdent progressivement leur efficacité, un besoin

urgent émerge pour développer des méthodes antimicrobiennes alternatives. Cela passe
notamment par I’élaboration des surfaces de matériaux potentiellement colonisés, possédant

des propriétés antimicrobiennes intrinséques ou en les rendant antimicrobiennes via |'ajout
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d’agents antimicrobiens pour, in fine, stopper les colonisations bactérienne et/ou fongique et

limiter la propagation des infections.

3.2.1. Stratégies curatives : utilisation d’agents bactéricides et fongicides
Pour combattre les colonisations de surfaces par des microorganismes, des agents

bactéricides ou fongicides peuvent étre incorporés en surface (Donelli et al. 2002; Piozzi et al.
2004; Statz et al. 2008) ou dans la matrice constitutive du revétement (Yan et al. 2008 ; Ploux
etal. 2012 ; Cado etal. 2013 ; Wu et al. 2015 ; Kaur, Harjai, et Chhibber 2016 ; Francolini et al.
2017).

Développées pour tuer ou inactiver les microbes adhérés (Hasan et al. 2013), les surfaces
bactéricides et fongicides utilisent par exemple des agents biocides inorganiques en raison de
leur multiplicité d’action, principalement attribuée a la libération d’ions (Hajipour et al. 2012).
Parmi ces agents, les plus étudiés sont des ions métalliques : I’argent (Jankauskaité et al. 2017
; Caietal. 2017), le cuivre (Noyce, Michels, et Keevil 2006 ; Cady, Behnke, et Strickland 2011),
ainsi que certains oxydes métalliques tels que I'oxyde de cuivre (Ren et al. 2009 ; Cioffi et al.
2005), I'oxyde de zinc (Schwartz et al. 2012) ou encore le dioxyde de titane (Khani et Talebian
2017 ; Verdier et al. 2014). En parallele de ces agents biocides métalliques, d’autres agents
biocides sont développés, tels que des polyméres organiques (par exemple des polymeres
quaternaires d’'ammonium (Elena et Miri 2018 ; Pant et al. 2017), ou des biocides naturels (tels
que les peptides antimicrobiens, des antibiotiques d’origine naturelle, le chitosane ou les
lipides (Bazaka et al. 2015). Le choix de I’agent antimicrobien dépend a la fois de sa nature, de
la technique d’incorporation ou de fabrication (telles que I’adsorption ou le greffage) et du

contexte d’application.

Indépendamment de |'agent antimicrobien sélectionné, ces surfaces peuvent étre
catégorisées en trois groupes distincts. Premierement, les surfaces bactéricides et fongicides
par contact sont caractérisées par le greffage ou I'inclusion d’agent antimicrobien immobilisé
sur le matériau, sans possibilité de libération. Par exemple, le greffage de Magainin I, un
peptide antibactérien, permet de réduire I'adhésion de Listeria ivanovii, d'Enterococcus
faecalis et de Staphylococcus aureus de 50% par rapport a une surface sans peptide, en
provoquant la lyse des quelques bactéries adhérées (Humblot et al. 2009). Deuxiémement, les
surfaces bactéricides et fongicides par libération passive d’agent antimicrobien liberent cet

agent des lafabrication du matériau. Les travaux menés par Ploux et al.sur des biocéramiques
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imprégnées de tétracycline ont par exemple montré une réduction de moitié de la
colonisation de S. epidermidi en comparaison a une céramique non imprégnée (Ploux et al.
2016). Puis troisiemement, les surfaces bactéricides et fongicides par libération active ou
contrélée d’agent antimicrobien liberent cet agent par l'intermédiaire de stimuli externe,
comme le pH, la température, électrique, magnétique ou encore mécanique (Wei et al. 2017).
Par exemple, la colonisation bactérienne d’E. coli sur la surface peut étre réduite apres la
libération de nanoparticule d’argent initiée par |’utilisation d’une contrainte mécanique surle

revétement (Kulaga 2014).

Des méthodes ont également vu le jour pour inhiber le QS, pour notamment diminuer la
virulence des microorganismes et augmenter leur sensibilité aux agents antimicrobiens
(Parrino et al. 2019). Ces méthodes consistent par exemple au développement d’inhibiteurs
chimiques, d’anticorps ou encore d’enzymes capables d’'interférer avec les autoinducteurs,
nommée quorum quenching (QQ) (Figure 7). Ces stratégies constituent des pistes
thérapeutiques prometteuses pour lutter contre les infections microbiennes et pour élargir
I'arsenal thérapeutique contre ces microorganismes. Toutefois, de facon globale, le
développement des résistances microbiennes face a ces agents antimicrobiens nous incite a

développer des stratégies préventives.
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Figure 7 : Mécanismes du quorum sensing bactérien et des différentes stratégies de quorum quenching. Le QS consiste en la
production et la perception de molécules signal par les microorganismes. La perception de ces molécules peut étre
extracellulaire, par des senseurs membranaires qui induisent une cascade de phosphorylation, ou intracellulaire, par des
régulateurs de transcription. Dans les deux cas, le QS provoque une activation de certains génes propices a des
comportements de groupe des cellules. Le QQ consiste en I'interruption du QS. Il peut agir au niveau extracellulaire par la
dégradation ou séquestration des molécules signal ou intracellulaire avec des inhibiteurs du QS. Image extraite de (Mion et
al. 2019).

3.2.2. Stratégies préventives : agir avant l’installation des microorganismes pionniers
Tout d’abord, la stratégie premiére de lutte contre la contamination bactérienne de surface

est de limiter toutes les sources de contamination. Méme si les bonnes pratiques instaurées
sont respectées, elles ne permettent pas de maitriser totalement les contaminations. Dans
cette optique, certaines approches sont étudiées pour entraver la formation du biofilm ou
empécher sa diffusion. Certaines de ces stratégies sont basées sur l'ingénierie des matériaux,
ou des surfaces antiadhésives sont créées pour prévenir 'adhésion microbienne. Le
développement de ces surfaces antiadhésives peut reposer sur la sélection du matériau et de
ses propriétés chimiques (mouillage), topographiques (rugosité, texturation), ou encore
mécaniques (élasticité, viscosité). De nombreuses études se sont intéressées aux roles

spécifiques de chacune de ces propriétés sur I'adhésion et la formation de biofilm bactérien.
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Certaines études évoquent également ces propriétés pour controler I'adhésion fongique. Ces

études montrent que les propriétés intrinseques ou surfaciques des matériaux peuvent limiter

efficacement I'adhésion des microorganismes et la formation de biofilm.

3.2.3. Stratégies hybrides
Comme évoqué précédemment, une diversité de matériaux antimicrobiens, qu’ils soient

préventifs ou curatifs, voit le jour. Cependant, malgré leur efficacité générale, ces deux types
de méthodes peuvent avoir leurs limites : les surfaces antiadhésives peuvent perdent leur
efficacité alors méme que peu de microorganismes s’adhérent, car ils vont progressivement
potentiellement former un biofilm; les surfaces bactéricides, privées des propriétés
antiadhésives, sont exposées a une population microbienne agrégée qui peut entraver leur
action bactéricide. La combinaison de ces deux approches complémentaires aboutit a une
action antimicrobienne « hybride » avec des surfaces antimicrobiennes a double
fonctionnalité. On parle alors de revétements hybrides, c’est-a-dire combinant des stratégies
préventives et curatives. Ainsi, elles peuvent consister a développer des surfaces
antibactériennes, avec des propriétés antibiofouling limitant I'adhésion initiale des
microorganismes, mais également avec des propriétés bactéricides, ou les surfaces sont
généralement enrichies d'un agent bactéricide pour tuer les microorganismes au contact de

la surface.

Des études récentes se sont concentrées sur la réalisation de telles surfaces antibactériennes.
Certaines s’appuient sur les propriétés antiadhésives des surfaces superhydrophobes, en y
greffant par pulvérisation, comme par exemple dans les travaux de Ren et al. (T. Ren et al.
2018), de la silice enrichie de nanoparticules d’oxyde de cuivre agissant comme agent
bactéricide. L'équipe de Heinonen et al. (Heinonen et al. 2014) a également développé des
surfaces superhydrophobes préparées sur acier inoxydable et contenant des nanoparticules
d'argent comme solution antibactérienne hybride. Qianet al. (Qian et al. 2017) ont créé des
micro-nanostructures hiérarchiques sur acier inoxydable par assemblage de nanoparticules
de polydopamine et d'argent sur un film multicouche, suivi d’'un dépét hydrophobe de
fluorocarbure pour présenter un effet antibactérien contre les bactéries Gram-négatives (E.
coli) et Gram-positives (S. aureus). Bien évidemment, différentes techniques d’élaboration de
ces techniques hybrides existent, et leur succes repose sur le choix adéquat des deux

composantes de ce systeme hybride (a savoir la partie préventive et la partie curative),
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comprenant de nombreux parametres, comme le choix du substrat, de ses caractéristiques

préventives, des substances biocides, de leur stabilité, de leur dosage, ou encore de leur

interaction avec le milieu environnant.

4. Conclusions et orientation du sujet de these

4.1. Contexte du travail de thése
Contexte et choix du modeéle d’étude. Comme évoqué précédemment, les travaux
scientifiques visant a endiguer les problemes associés a la colonisation de surface non désirée
par des microorganismes s’orientent vers de nouveaux moyens de prévenir et de guérir ces
infections. Ce mot « prévenir » prend particulierement son sens dans le cadre de cette these,
car les travaux de cette these cherchent a limiter la venue de « microorganismes pionniers »
sur la surface de dispositifs médicaux, pour limiter ensuite leur développement et par
conséquent diminuer les risques d’infection. Récemment, une nouvelle stratégie préventive a
été proposée pour modifier significativement la colonisation bactérienne : celle-ci repose sur
le design des propriétés mécaniques intrinseques du matériau sur lequel les microorganismes
pourraient venir adhérer. Selon la littérature, la corrélation entre I’élasticité de surface et
I'adhésion bactérienne a été mise en évidence avec des réductions significatives de la
colonisation sur des revétements siliconés aux modules d’Young s upérieurs au MPa et sur des
revétements hydratés aux plus faibles modules d’Young (bien inférieurs au MPa) (Zolk et al.
2000 ; Bakker et al. 2003 ; Lichter et al. 2008 ; Cottenye et al. 2012 ; Song et Ren 2014 ; Guégan
et al. 2014 ; Kolewe, Peyton, et Schiffman 2015 ; Song et al. 2017 ; Straub et al. 2019 ; Keskin
et al. 2019) et une publication évoque également le role de la viscosité (Valentin et al. 2019).
Ces études portent principalement sur des colonisations a court terme (c’est-a-dire des temps
considérés comme des temps d’adhésion, ici 3 h) et les conséquences sur la formation de
biofilm sont plus rarement prises en compte. De plus, I'influence de I’élasticité du substrat sur
la mobilité bactérienne et sur les mécanismes biologiques impliqués n’a été rapportée que par
Song et al. et Straub et al. sur des matériaux siliconés, et dans des conditions expérimentales
différentes. Des travaux étudiant simultanément le role de |’élasticité ainsi que celui de
I’hydratation de surface est donc nécessaire. Parailleurs, les travaux publiés ne se concentrent
que sur les cellules bactériennes : comme évoqué précédemment, la thématique de

I'influence des propriétés mécaniques sur I’adhésion de levure ou de champignons est quasi-
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totalement absente de la littérature. Or, les colonisations de surface par des levures sont
fréquentes, et par conséquent nécessitent une meilleure compréhension des phénomenes
sous-jacents, pour pouvoir ensuite imaginer des stratégies de controle. Nous avons donc
choisi de mener ces travaux de theése avec également une souche de levure, pour ainsi jeter
les premieres bases a ce sujet. Les résultats récents de la littérature montrent clairement que
le contréle des propriétés mécaniques de surface est une nouvelle voie originale et
prometteuse pour contrbler I’adhésion bactérienne, et également potentiellement I'adhésion

fongique. C’est cette stratégie qui a été retenue dans ce travail de these.

Construction d’une gamme de matériaux avec des élasticités et des hydratations variables.
Pour les raisons exposées précédemment, une attention particuliere a été portée a I’élasticité
de substrat ainsi qu’a son hydratation. De fagon globale, les modules élastiques des systémes
hydratés oscillent entre quelques Pascal et quelques MPa. A titre d’exemple, des gels de
polyacrylamide ont été caractérisé comme ultra-mous avec un module élastique compris
entre 17 et 654 Pa (Y. Wang et al. 2016), et des hydrogels a base de polyéthylene glycol ont
été caractérisé avec des modules élastiques compris entre 1.8 kPa et 6.5 MPa (Kolewe, Peyton,
et Schiffman 2015 ; Kolewe et al. 2018). De facon homologue, les systémes non-hydratés de
type silicone couvrent des rigidités comprises entre 0.26 kPa et 4.5 MPa (Valentin et al. 2019;
Siddiqui et al. 2019). Remarquons qu’un systeme de chimie identique avec un trés large
éventail d’élasticité, allant de |'ultra-mou (quelques Pa) au rigide (quelques MPa), n’est pas

encore développé a notre connaissance.

Dans cette étude, nous avons opté pour des matériaux pouvant mimer les propriétés
mécaniques de tissus du corps humain en termes d’élasticité et d’hydratation et qui sont
d’ores et déja utilisés dans le développement de DM. Ces tissus peuvent étre comparés a des
matériaux mous et hydratés (comme le mucus ou le cerveau), et des matériaux moins
hydratés dont les propriétés de rigidité sont comprises entre le mou et le rigide (comme les

muscles, la peau ou le cartilage) (Figure 8).
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Nous nous sommes ainsi orientés vers des hydrogels d’acide hyaluronique (HA) développés
au sein du laboratoire INSERM 1121 Biomatériaux et Bioingénierie pour représenter les
matériaux mous et hydratés, et des substrats de polydiméthylsiloxane (PDMS) pour
représenter les matériaux souples et rigides non-hydratés. Outre la particularité d’étre
biocompatibles et transparents, ces deux types de matériaux ont des élasticités modulables,

notamment en modifiant leurs taux de réticulation.

Introduction du modéle non-hydraté : les PDMS. Le terme « silicone » est un nom générique
qui regroupe plusieurs catégories de polyméres organo-siliciés contenant des liaisons siloxane
Si-O. Parmi eux figure le PDMS, de formule brute (C2HeOSi)n. Ce polymeére est obtenu a partir

de silice SiO2, disponible a I’état naturel sous forme de sable ou de quartz.

Le PDMS est retrouvé pour diverses utilisations, il est utilisé en tant que matériau composant
des DM dans le domaine biomédical (Sta Apoldnia et al. 2019), mais peut également servir
dans 'industrie alimentaire en tant qu’additif alimentaire (E900), comme agent antimoussant
par exemple (Bergeron et al. 1997), dans l'industrie cosmétique en tant que conditionneur

capillaire (Lim, Park, et Kim 2010), dans I'industrie des textiles comme agent hydrophobe (C.-
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H. Xue et al. 2016), dans les adhésifs comme par exemple la résine de timbre-poste (Lalo etal.
2009), et dans de nombreuses autres applications dans I’électronique, la micro-optique, la

chimie des capteurs, la nanofabrications, etc...

L'une des raisons de la large utilisation des silicones réside dans les propriétés physico-
chimiques particulieres de la liaison Si-O en comparaison avec la liaison C-C. Premiérement,
les liaisons silicium-oxygéne sont plus longues, avec un angle plus ouvert et avec une énergie
de rotation plus faible que les liaisons carbone-carbone (Tableau 2): au niveau
macromoléculaire, la molécule est tres flexible. Cette mobilité théorique est confirmée
expérimentalement par la température de transition vitreuse particulierement faible du
PDMS, et par ailleurs bien inférieur a son homologue carboné, le polysobutyléne. Cette
flexibilité 'améne a faire partie des polymeres viscoélastiques. Le PDMS présente ainsi des
caractéristiques intéressantes : sa longueur de chaine a peu d’impact sur son état physique a
température ambiante (il peut conserver un état liquide malgré de forts degrés de
polymérisation), et la forte polarisation des liaisons siloxanes conduit a une résistance a la
dégradation homolytique (amélioration de son état de robustesse vis-a-vis des phénomenes
de dégradations par oxydation (Colas 2005). A partir du squelette polydiméthylsiloxane, il est
possible de générer une grande variété de nouvelles structures eny ajoutant des groupements
organiques. Cet ajout de groupements, ainsi que sa variabilité de degré de polymérisation,
font que le PDMS peut se présenter sous de nombreuses formes (gommes, fluides, cires,

résines, etc...).

Tableau 2 : Caractéristiques de la liaison silicium-oxygéne. Tableau extrait de Garaud 2008

Liaison Si-O
Longueur de liaison (A) 1,63
(Si-0)
Angle de liaison (°) 130
(Si-O-Si)
Energie de rotation de liaison (kJ/mol) 3,3
(Me2Si-0)
Température de transition vitreuse (K) 146
(polydiméthylsiloxane)
Caractére ionique (%) 50
(Si-0)
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Afin de répondre aux exigences réglementaires pour étre mis sur le marché, des études sur
les aspects toxicologiques ainsi qu’environnementaux des silicones ont été menées. Les
études de toxicologiques (Colucci et al. 2018 ; Sreekantan et al. 2020) confirment I'innocuité
de ces matériaux dans les domaines d’utilisation et les niveaux d’exposition préconisés.

Cependant, les PDMS ne sont pas des matériaux biodégradables (Stevens 1998).

Introduction du modeéle hydraté : hydrogel d’acide hyaluronique. Le choix du modéle de
substrat hydraté de ces travaux s’est orienté vers des hydrogels d’acide hyaluronique dont la
conceptualisation a été réalisé au laboratoire, par le Dr. Varvara Gribova (Gribova et al. 2020).
L'acide hyaluronique est un polymere biodégradable naturel de poids moléculaire variable. Le
HA est un glycosaminoglycane (GAG) linéaire (non ramifié) et non sulfaté, et est composé
d'unités di-saccharidiques répétitives de N-acétyl-D-glucosamine et d'acide D-glucuronique
liées chimiquement par des liaisons glycosidiques alternées B-(1,4) et B-(1,3) (C. E. Schanté et

al. 2011 ; Simkovic 1999).

L'acide hyaluronique est largement distribué dans tout le corps humain et constitue un
élément majeur de la MEC (Scott 1995 ; Rhodes et Simons 2007 ; Zhu 2010). Il est présent dans
presque tous les fluides biologiques, y compris le liquide synovial et I'humeur vitrée de I'ceil
(Zawko et al. 2009). La fonction principale de le HA est de créer du volume et de fournir des
lubrifiants aux tissus, empéchant ainsi les dommages cellulaires induits par divers stress
physigues (Romagnoli et Belmontesi 2008). La plupart des glycosaminoglycanes sont fabriqués
dans les réseaux de Golgi de la cellule, et une classe de protéines membranaires appelées
hyaluronane synthases synthétise le HA, dont HAS1, HAS2 et HAS3 pour les vertébrés (Tien et
Spicer 2005). Par ailleurs, le HA est une molécule dégradable. Jansen et al. (Jansen et al. 2004)
ont étudié les effets cytotoxiques possibles, la biocompatibilité et la dégradation d'un conduit
a base d'HA pour la réparation des nerfs périphériques. Les résultats montrent qu'un conduit
a base d'HA n'est pas cytotoxique et présente une bonne biocompatibilité. Par ailleurs, le HA
est hautement non antigénique et non immunogéne, en raison de sa forte homologie
structurelle entre les especes et de sa faible interaction avec les composants sanguins

(Amarnath, Srinivas, et Ramamurthi 2006).

Le HA a été commercialisé pour la premiere fois en 1942 lorsque Endre Balazs a déposé une
demande de brevet pour ['utiliser comme substitut du blanc d'ceuf dans les produits de

boulangerie. Depuis, son utilisation a largement évolué. Les propriétés de biocompatibilité du
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HA lui ont permis d'étre utilisé dans différentes applications biomédicales. La premiére
application médicale du HA chez 'Homme était en tant que remplacement du corps vitré lors
d'une chirurgie oculaire a la fin des années 1950. Au cours des deux dernieres décennies, le
HA est devenu un matériau de grande importance en médecine moderne etil a été largement
utilisé en ingénierie tissulaire, et en chirurgie esthétique (Zhu et al. 2017 ; Abatangelo et al.
2020). Le HA utilisé a été initialement isolé du cordon ombilical humain ; il a ensuite été isolé
de nombreuses autres sources. Aujourd’hui, les poudres d'HA sont extraites de la créte de coq
ou par bio-fermentation bactérienne. Des efforts sont réalisés pour augmenter les
rendements de production a partir de bactéries génétiquement modifiées (Streptococcus

equi) avec des méthodes peu colteuses (Schanté et al. 2011).

4.2. Objectif et plan de la these
Nos travaux cherchent ainsi a étudier les comportements bactériens et fongiques sur des
matériaux déja utilisé dans le domaine médical ou récemment développés comme
biomatériaux, a savoir des substrats siliconés PDMS (non hydratés) et sur des substrats
hydrogels a base d’acide hyaluronique (hydratés). Plus particulierement, nous nous sommes
intéressé a I'influence de I’élasticité etde I’hydratation des substrats sur I’adhésion, la mobilité

cellulaire, la formation de biofilm et de mécanismes biologiques sous-jacents.

Ces recherches fondamentales ont pour but de mieux comprendre le comportement des
microorganismes adhérés sur des surfaces a élasticité variables et a I’hydratation différente.
L’objectif est de donner des premieres indications pour pouvoir cibler des matériaux avec un
couple élasticité/hydratation adéquat pour prévenir |'adhésion des microorganismes
pionniers. Cela permettrait de proposer voire de développer des matériaux avec des
propriétés mécaniques spécifiques pour des DM, pour in fine limiter, par exemple, les
infections microbiennes de prothéses ou de cathéters et de répondre ainsi a un probléme de

santé publique majeur.
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1. Synthése des biomatériaux
Cette premiere partie de ce chapitre décrit la construction d’'une gamme en élasticité de

matériaux avec des hydratations différentes, en détaillant les caractéristiques des deux

modeles de matériaux choisis, a savoir le PDMS et I’'hydrogel d’acide hyaluronique.

1.1. Modeéle non-hydraté : les PDMS
Dans ces travaux, nous avons choisile PDMS comme matériau non hydraté. Le PDMS est un
substrat biocompatible, inerte, transparent et sa rigidité peut étre controlée de différentes
maniéres. |l a été utilisé sous forme de film plus ou moins épais (premier modele de 40 um
d’épaisseur, présenté dans la partie A. Boite de culture Ibidi® avec un coating de PDMS, et
second modéle d’environ 1.5 mm d’épaisseur, présenté dans la partie B. PDMS avec une

finition manuelle).

A. Boite de culture Ibidi® avec un coating de PDMS
Nous avons réalisé des expérimentations sur des p-dishes 35 mm, high ESS (lbidi®) avec un
recouvrement en PDMS présentant différentes rigidités : modules d’Young de 1.5 kPa (lbidi®
81291) et de 15 kPa (lbidi® 81391) (Figure 9). Pour tester un substrat plus dur, nous avons
également utilisé des p-dishes 35 mm avec un fond en verre sur lequel un échantillon
d’environ 1 cm? découpé d’une feuille de PDMS (Statice, Besancon, France) était déposé. Le
module d’Young de cette feuille est estimé a 2,5 MPa (donnée fournie par le fabriquant). Des
u-dishes 35 mm avec un fond en verre, de rigidité supra-physiologique de |I’ordre du GPa, ont

été utilisées comme surface controle.

Cell medium

Coating
Elastic surface I 0.04 mm
Glass support I 0.1 mm

i [ Ml
1] :

100 x

Figure 9 : Représentation d'une boite de culture Ibidi® avec un coating de PDMS. Illustration extraite de https.//ibidi.com
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B. PDMS avec une finition manuelle
Nous avons aussi souhaité étudier le comportement des microorganismes sur des PDMS avec

une finition manuelle pour un meilleur contréle de I’élasticité des substrats.

Cet élastomere polymérise par polyaddition a I’aide d’un agent de réticulation. On parle alors
de la préparation d’un mélange base/agent réticulant, avec des ratios variables. Ainsi, les
surfaces PDMS ont été préparées a |'aide du kit d'élastomeére de silicone SYLGARD 184 (Dow
Corning Corporation). Larigidité a été ajustée en faisant varier le rapport massique de I'agent
de durcissement a la base (les ratios 1:80, 1:40, 1:20, 1:10 et 1:5 ont été testés lors de ces
travaux). Pour chaque ratio, la base élastomere et l'agent de durcissement ont été
soigneusement mélangés. L'épaisseur de |'élastomeére était d’environ 1,5 mm (Figure 29-B).
Ensuite, le mélange a été versé dans une coupelle en plastique et laissé durcira 120 °C pendant
20 minutes et incubé a température ambiante pendant 24 heures pour polymériser. Ce
protocole a été réalisé en s’appuyant sur des protocoles déja publiés (F. Song et Ren 2014;
Ehlinger et al. 2021) et des données fournies par le fabriquant. L'élastomeére polymérisé a été
découpé en disques de 8 mm de diameétre a |'aide d'un punch a biopsie, puis a été stérilisé par
rayonnement ultraviolet (UV) pendant 30 min. Les substrats PDMS ont été conservés a
température ambiante jusqu'a utilisation (maximum une semaine). Au vu de ce faible temps
de conservation, les caractérisations des propriétés apres vieillissement n‘ont pas été
réalisées ; apres ce temps de conservation, les échantillons ne présentaient pas de

dégradation visible a I'ceil nu.

C. PDMS birigidité
Nous avons également souhaité observer les comportements des microorganismes a la
frontiere de PDMS de deux rigidités différentes. Pour ce faire, un protocole permettant de
créer des matrices PDMS constituées de deux matrices adjacentes, de deux rigidités
différentes, a été utilisé. Ce protocole a été mis en place par le Dr Claire Ehlinger (Ehlinger et
al. 2021). Les matrices birigidité ont été obtenues en combinant deux PDMS sous deux formes
réticulées (Figure 10). Nous avons testé les combinaisons 1:80/1:5 et 1:40/1:5. En premier
lieu, le support anneau en téflon de 2 mm d’épaisseur et de 2 cm de rayon/cube en bois de
0.8 cm de coté/disque en téflon a été monté a I'aide de pinces amovibles. Ensuite, le PDMS
dur estversé dans I'espace entre I'anneau et le cube ; le montage estincubé pendant 35 min

a 125°C. Apreés cette étape, le cube, qui était au centre de I'anneau afin de préserver un espace
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libre pour le PDMS mou, a été soigneusement retiré. L’espace libre a été ensuite rempli par
du PDMS mou, puis laissé polymériser toute une nuit a température ambiante ; les pinces ainsi
que l'anneau et le disque en téflon sont ensuite délicatement enlevés. Les matrices PDMS
birigidité résultantes présentent ainsi une zone centrale de PDMS mou entourée par une zone

de PDMS dur. Elles sont conservées a température ambiante jusqu’a utilisation.

PDMS Dur

= ‘
N
Figure 10 : Préparation de PDMS birigidité. (A) coulage du PDMS dur entre le cube et I’anneau en téflon, le systéme reposant

sur un disque en téflon. Le cube sera ensuite retiré pour laisser un espace vide, rempli ultérieurement par du PDMS mou. (B)
Schématisation du systéeme. Image extraite du manuscrit de thése de Claire Ehlinger, 2020.

1.2. Modele hydraté : les hydrogels HA/ BDDE
Les hydrogels d'acide hyaluronique (HA1M, Lifecore Biomedical, Etats-Unis) ont été fabriqués
avec de l'éther diglycidylique de 1,4-butanediol (BDDE) comme agent de durcissement.
Brievement, la réticulation chimique est une méthode couramment utilisée pour améliorer le
comportement mécanique de le HA. Ces matériaux sont simples de production, et peuvent

étre chargés en molécules antimicrobiennes (Gribova et al. 2020).

Des tests préliminaires ont été réalisé sur les hydrogels avec des ratios HA/agent réticulant et
des poids moléculaires de HA variables. Ainsi, ont été testés les ratios (v/v) HA/BDDE 5%, 10%,
15%, 20%, 30% et 40%, avec des poids moléculaires d’acide hyaluronique de 108 kDa, 823
kDa, et 2670 kDa. Les gels a base de HA 108 kDa et 2670 kDa n’ont pas été retenus pour la
suite des travaux car les matériaux restaient sous une forme visqueuse non manipulable apres
un temps de réticulation de 72 h a 37°C. La méme observation a été faite pour |I’"hydrogel HA
823 kDa 5% HA/BDDE, qui a donc été exclu de I’étude. Par ailleurs, au-dela du ratio 30%, les
hydrogels avaient une texture friable et n’ont donc pas été sélectionnés pour les travaux. Nous
avons donc choisi de travailler sur des hydrogels HA 823 kDa 10% HA/BDDE, 20% HA/BDDE et
30% HA/BDDE pour représenter trois modéles avec des taux d’agent de réticulation faible,

intermédiaire et fort.
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Ainsi, brievement, 1 mL d'une solution 0,038 mM de HA (MW = 823 kDa) dans NaOH (0,25 M)
a été préparé et mélangé avec 10 %, 20% et 30 % de BDDE (v/v) pour créer les hydrogels que
I’on nommera dans la suite de ces travaux des 10% HA/BDDE, 20% HA/BDDE et 30% HA/BDDE,
respectivement. Le mélange a été versé dans une boite de Pétri de 35 mm de diametre et
laissé a 37°C pendant 72 h. L'hydrogel HA a ensuite été découpé en disques de 8 mm a l'aide
d'un punch a biopsie circulaire, préalablement stérilisé aux UV pendant 30 min (Figure 29-A).

Les échantillons d'hydrogels HA ont été conservés a 4°C jusqu'a utilisation.

2. Caractérisation des biomatériaux
Une fois les matériaux a base de PDMS et d’HA produits, une caractérisation de leurs
propriétés mécaniques (par rhéologie et par nanoindentation), de leur chimie, et leur

topographie ainsi que de leur mouillabilité et de leur hydratation a été réalisée.

2.1. Caractérisation mécaniques des biomatériaux
Nous nous proposons dans les parties A. et B. ci-dessous d’exposer nos méthodes de mesures
de I’élasticité de nos matériaux, donnant des informations d’élasticité de surface et de

viscoélasticité du « bulk ».

A. Caractérisation de « bulk » par rhéologie
Typiquement, I’échantillon est placé entre deux plans, ou d’autres géométries telles qu’un
cone et un plan. L'appareil est constitué d’'un moteur piloté en couple et en vitesse. Au bout
de I'axe du moteur, différentes tétes (ou plateaux), correspondant a différentes géométries,
peuvent étre montées sur |'appareil, notamment des géométries planes ou coniques.
L’application d’'un couple au plan supérieur exerce une contrainte de cisaillement sur le

matériau, et la déformation ou le taux de déformation résultant est mesuré (Figure 11).

Plateau mobile

Echantillon
Plateau immobile
Figure 11 : Schématisation des plateaux d’un rhéométre.
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Dans ces travaux, la viscoélasticité a été étudiée a l'aide d'un rhéomeétre rotatif KinexusUltra
(Malvern, Grande-Bretagne) équipé d'un régulateur de température réglé a 25°C. Les mesures
rhéologiques ont été réalisées en conditions seches avec une géométrie plaque-plaque
(plateau paralléle de diamétre 20 mm) pour les matériaux PDMS et une géométrie plaque-
cone (angle de 4°) pour les hydrogels HA. Des disques de PDMS de 20 mm de diameétre et de
1,5 a 2,0 mm d'épaisseur ont été déposés sur la plaque supérieure. L'échantillon a été
compressé sous 20 N. Des mesures ont été effectuées pour une fréquence de 0,01 Hz a 50 Hz
pour capturer I'évolution des modules élastique (G') et visqueux (G") pendant 30 min. Toutes
les mesures ont été répliquées au moins 3 fois. G' et G" ont été mesurés a la fréquence la plus

élevée avant la région vitreuse (Djabourov, Nishinari, et Ross-Murphy 2013).

B. Caractérisation d’extréme surface par nanoindentation
Pour compléter |’étude menée avec le rhéometre, donc caractérisant les propriétés de bulk
de I’échantillon, une étude des propriétés mécaniques d’extréme surface a été effectuée. Ces
propriétés mécaniques sont celles potentiellement senties par les microorganismes venant au
contact de la surface. Pour cela, nous avons utilisé un appareil de nanoindentation, le Chiaro®
nano-indenter (Optics11 Life, The Netherlands) (Figure 12). Cet instrument utilise une sonde
monobloc constituée d'une fibre optique, d'un cantilever et d'une pointe sphérique. Lorsque
la sonde (qui est auto-alignée et pré-calibrée) touche I'échantillon, le cantilever se plie et ce
déplacement est détecté par la fibre optique. A l'aide de l'interférométrie, I'instrument
mesure la trajectoire de la lumiére. Les mesures peuvent étre effectuées pendant que
I'échantillon est immergé dans du milieu M63. L'instrument Chiaro est associé a un

microscope inversé.

A

Figure 12 : Schématisation du nanoindenteur Chiaro. (A) Lorsque la pointe touche I’échantillon, le cantilever se déforme ; ces
déformations sont détectées par une fibre optique. (B) Le systéeme, portatif, est congu pour étre couplé a un microscope
inversé. lllustration extraite de http://www.optics11life.com
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L'analyse par nanoindentation a été réalisée dans un liquide (milieu M63) avec une constante
de ressort du cantilever et un rayon de la sonde sphérique adéquats a la surface (2,90 N/m et
23,5 um pour 1:5 PDMS ; 0,53 N/m et 25,5 um pour 1:80 PDMS ; 0,53 N/m et 25,5 um pour
HA 30 % ; 0,027 N/m et 24,5 um pour HA 10 %). Les mesures ont été effectuées sur un
quadrillage et avec une distance de 20 um entre deux emplacements d'indentation successifs.
IIs ont été répétés 25 fois, 29 fois, 28 fois et 17 fois sur des matériaux 1:5 PDMS, 1:80 PDMS,
30% BDDE/HA et 10% BDDE/HA, respectivement. Les modules de Young ont été calculés par

le modéle de Hertz (Kontomaris et Malamou 2020).

2.2. Autres caractérisations des biomatériaux

A. Hydratation
L'hydratation des matériaux PDMS et HA a été évaluée comme leur teneur en eau apres
hydratation maximale. Des échantillons de matériau de 8 mm de diametre ont été pesés avant
immersion (w1) dans de |'eau distillée pendant 24 h a température ambiante. Apres ce temps,
I'excés d'eau sur les échantillons a été tres délicatement enlevé avec du papier absorbant, et
les échantillons ont été pesés (w2). lls ont ensuite été déshydratés dans une étuve a 30°C
pendant 72 h et pesés (w3). La teneur en eau est calculée comme dans |'équation ci-dessous.
Les mesures ont été répétées sur trois échantillons indépendants pour chaque type de
matériau. Les résultats sont affichés sous forme de moyenne et d'écart-type des trois
mesures.

Hydratation (%) = 100 x We = Ws
W,

B. Mouillabilité
Le caractere hydrophile ou hydrophobe des surfaces surlesquelles nous avons travaillé a été
déterminé par la méthode de I’'angle de contact a I’équilibre. Cette technique permet de
mesurer |I'angle © formé entre la surface et une goutte d’eau. Cet angle est directement relié
a I’énergie de surface du substrat. Il correspond a I'angle qui minimise les énergies
interfaciales liquide/vapeur yvv, solide/vapeur ysv et liquide/solide ys.. Il est dicté par la

relation de Young-Laplace:
Ysv -YsL-YyLvcos ©¢c=0

Lorsqu’une goutte de liquide est déposée sur une surface, elle s’étale plus ou moins en
fonction de ces trois forces qui s’appliquent sur la goutte. Plus I’énergie de surface est
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importante, plus la goutte s’étalera surla surface et plus I'angle de contact mesuré sera petit.
Inversement, plus I’énergie de surface est faible, plus la surface de contact goutte-solide sera
grande. Une surface est considérée comme hydrophile quand © est inférieur a 90°, tandis

gu’une surface est considérée comme hydrophobe lorsque © est supérieur a 90° (Figure 13).

A B

| | P

Co _ D

Yiv
Vsi / Vsv

Figure 13 : Types de mouillages. (A) mouillage total. (B) Mouillage partiel, hydrophile. (C) Mouillage partiel, hydrophobe. (D)
Mouillage nul.

Les mesures ont été effectuées avec un tensiometre Attension® Theta (Biolin Scientific,
Suede). La méthode de la goutte sessile a été utilisée pour évaluer |'angle de contact a
I'équilibre (8) d’'une goutte d'eau distillée de 5 uL sur la surface de I'échantillon. Brievement,
la goutte a été déposée sur la surface du matériau via une aiguille de diameétre intérieur a 0,7
mm. Des vidéos d'une minute ont été capturées par une caméra CCD (1 image/0,07 s). Les
valeurs de © ont été extraites des images en utilisant des ajustements numériques de laforme
des gouttelettes sur la base d'un modéle de Laplace-Young. Les résultats sont affichés sous
forme de moyenne et d'écart-type d'au moins deux mesures par matériau. Pour les hydrogels
HA, la mesure précise de I'angle de contact était impossible en raison de |'absorption rapide
de la goutte d'eau dans le matériau (Figure 14). Une valeur estimée a été obtenue a partir de

la derniere image avant le début de I'absorption.

A

Figure 14 : Mesure d'angle de contact sur 10% HA/BDDE. (A) 1 s aprés le dépét de la goutte. (B) 60 s aprés le dépét de la
goutte.
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C. Chimie
La composition chimique des surfaces PDMS 1:80, PDMS 1:5, ainsi que les hydrogels 10%
HA/BDDE et 30% HA/BDDE, a été déterminée par spectroscopie photo-électronique a rayons
X (XPS) sur un spectrometre VG SCIENTA SES-2002 équipé d'une source de rayons X
monochromatique Al Ka (1486 eV) a une puissance de 420W (14 kV, 30 mA). Les
expérimentations ont été réalisées en collaboration avec le laboratoire IS2M (Institut de

Science des Matériaux de Mulhouse, Mulhouse, France).

Brievement, la spectrométrie photo-électronique X est une méthode physique d’analyse
chimique, mise au point dans les années 1960. Dans une expérience XPS, I'échantillon est
bombardé par des rayons X d'une certaine longueur d'onde, ce qui émet un photoélectron qui
est par la suite détecté. Le principe de cette méthode est basé sur la mesure de |'énergie
cinétique Ec des électrons émis par un solide sous I'impact d’un faisceau de photons X
d’énergie hv. Tout électron de coeur ou de valence ayant une énergie de liaison E; inférieure
a hv peut étre éjectée. Le reste de I'énergie est transféré a I’électron sous la forme d’énergie
cinétique Ec = hv- E1. Le spectre en énergie cinétique présente donc des pics, et nous pouvons
déterminer I’énergie de liaison E; correspondant a chaque pic. L’émission des photons donne
des pics XPS essentiellement caractéristiques de la nature de I’'atome et de sonenvironnement
chimique, ce qui permet de déterminer la composition de I'échantillon (sur une profondeur

d’environ 50-100 A).

L'analyse XPS a été réalisée sous une pression de 10 mbar sur des zones d'environ 4 mm x 6
mm et avec une énergie de balayage de 500 eV pour le spectre général et de 100 eV pour les
spectres haute résolution du carbone (Cls), de I'oxygeéne (O1s) et silicium (Si2p). Les pics ont
été déconvolués a I'aide du logiciel CasaXPS® (Casa Software Ltd) en plusieurs composantes a
fonction symétrique. Les énergies de liaison ont été définies sur la base de la littérature et
tous les composants ont été référencés selonle composant CHx/C-C a 285,0 eV (Beamson et
Briggs 1993). La quantité et le pourcentage atomique des éléments ont été déterminés en
mesurant les aires des pics, qui ont été en outre corrigées par la fonction de transmission du

spectrometre, les facteurs de sensibilité de Scofield et le libre parcours moyen (Briggs 1998).

70



D. Topographie
La topographie de surface des matériaux PDMS (exclusivement les PDMS 1:80 et PDMS 1:5)
et HA (exclusivement 10% HA/BDDE et 30% HA/BDDE) a été analysée par microscopie a force
atomique (AFM).

L’AFM est un type de microscope a sonde locale permettant de visualiser, par exemple, la
topographie de la surface d'un échantillon. Il est constitué d’une pointe placée au bout d’'un
levier et d'un systéme optique utilisant un laser pour détecter les déviations de la pointe.
Quand la pointe est déplacée le long de la surface de I’échantillon, la déviation du rayon laser
permet de mesurer la hauteur de la pointe et ainsi le profil de la surface. L’AFM permet donc
de visualiser |la topographie des surfaces jusqu’a des résolutions atomiques. Dans ces travaux,
la topographie a été analysée sous le mode « contact ». Le mode contact consiste a utiliser les
forces répulsives : la pointe appuie sur la surface, elle est donc repoussée du fait du principe
de Pauli, et le levier est dévié. La mesure de la déviation de la pointe passe par celle de la
position du faisceau laser réfléchi, ce qui s'effectue au moyen d'un quadrant de photodiodes

(la photodiode circulaire est divisée en quatre parts égales).

Les images AFM ont été acquises avec un microscope AFM Bioscope® (Veeco, Santa Barbara,
USA) et une sonde en porte-a-faux ScanAsyst® Fluid (Bruker AFM Probes) en nitrure de
silicium avec un revétement arriére en or réfléchissant (constante du ressort : 0,7 N/m ;
géométrie triangulaire ; rayon de la pointe : 20 nm). L'analyse a été réalisée avec une
résolution de 512 x 512 pixels et une vitesse de balayage de 0,5 Hz. Les échantillons de
matériau ont été immergés dans une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) pendant
I'analyse. Une zone de 20 um x 20 um a été acquise par échantillon. Les images AFM ont été
traitées et la rugosité de surface moyenne (Sa) a été calculée avec le logiciel Gwyddion®

(Department of Nanometrology, Czech Metrology Insitute, République Tcheéque).

3. Etudes de l'interaction microorganismes-matériaux

3.1. Description des souches sélectionnées
Pour ces travaux, procaryote et eucaryote ont été utilisés :des bactéries (E. coli) et des levures

(C. albicans).
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A. Souches bactériennes
Escherichia coli SCC1. La bactérie modele Escherichia coli (E. coli) K12 SCC1 (Miao et al. 2009)
(Université de Technologie de Nanyang, Singapour) a été choisie dans ces travaux. Il s’agit
d’'une bactérie E. coli MG1655, disposant d’une inclusion GFP (Green Protein Fluorescent)
dans son génome (Figure 15). Les bactéries obtenues produisent alors naturellement de la

GFP. Ces molécules, lorsqu’elles sont soumises a une excitation lasera 488 nm, émettent dans

le vert autour de 510 nm.

Plasmide

ADN circulaire :

Fimbriae & Pili & Curli

Flagelle

Figure 15 : Représentation d'E. coli SCCI.

Escherichia coli PHL 1270. La souche E. coli K-12 PHL 1270 (Laboratoire de Génétique
Moléculaire des Microorganismes et des Interactions Cellulaires, INSA Lyon, France) a
également été utilisée dans cette étude. Cette souche a été génétiquement modifiée pour
auto-fluorescer quand elle exprime des curli. Les curli sont des fibres extracellulaires sécrétées
par les bactéries. Ces structures sont connues dans la littérature comme étant impliquées dans

I'adhésion, I'agrégation cellulaire et la formation de biofilm (Van Houdt et Michiels 2005).

B. Souche fongique
Candida albicans 1902m27-011801. Le choix s’est orienté vers une levure largement
répandue dans I’environnement clinique, C. albicans (Kim et Sudbery 2011 ; Sardi et al. 2013
; Nobile et Johnson 2015). La souche utilisée dans ces travaux est issue d’un patient (Hopital
Civil de Strasbourg, France) présentant une infection d’un dispositif médical avec formation

d’un biofilm, et donc potentiellement plus encline a former des biofilms lors de cultures in

vitro.
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Le genre Candida fait partie du phylum des Ascomyceétes de la classe des Saccharomycetes. Ce
genre comprend environ 200 especes, dont moins d'une vingtaine sont fréquemment
impliquées dans des processus pathologiques (Ripert 2013). C. albicans en fait partie. Il s’agit
d’une levure pathogéne opportuniste trés polyvalente, qui provoque des infections fongiques
telles que la candidose, essentiellement au niveau des muqueuses, des infections
superficielles cutanées, des pneumonies, etc... et peut étre a I’origine d’infection systémique.
C. albicans a la particularité de se présenter sous plusieurs morphologies : des formes
unicellulaires arrondies, et des formes plus filamenteuses plus ou moins cloisonnées et
ramifiée (hyphes et pseudohyphes) (Figures 16). Cette capacité de C. albicans a changer de
morphologie participe a la virulence du pathogéne (Thompson, Carlisle, et Kadosh 2011 ;

Sudbery, Gow, et Berman 2004).

Noyau

Mitochondrie

Vacuole

Adhésine

5um

Figure 16 : Représentation de C. albicans sous sa forme unicellulaire arrondie.

3.2. Culture microbiologique sur les matériaux
Les bactéries E. coli et les levures C. albicans provenant d'un stock congelé a -80°C ont été
cultivées a 30°C dans du milieu Lysogeny Broth (LB) (DifcoTM, US), et a 37°C dans du milieu
Sabouraud (SAB), respectivement, pour une premiéere culture d'une nuit. Ensuite, 3 mL de la
premiére culture ont été ajoutés a 27 mL de LB frais ou de SAB frais, respectivement. Apres 3
h de culture a 30°C ou 37°C, respectivement, cette suspension a été centrifugée a 3000 tpm
pendant 20 min, et le culot microbien a été re-suspendu dans du milieu M63G. Le milieu M63G

est composé de milieu M63+ (lui-méme composé de phosphate de monopotassium KH2POa,
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de sulfate d’ammonium (NH4)?SO4, de sulfate ferreux FeSOa, de sulfate de magnésium MgSOa,
ainsi que de thiamine, dont le pH a été ajusté a 6,8 par de I’"hydroxyde de potassium) auquel

on ajoute du glucose.

La densité optique de la suspension (c'est-a-dire I'absorbance a 600 nm) a été ajustée a 0,01,
correspondant a environ 5x10°8 bactéries/mL et a 8x10* levures/mL. 1,5 mL de cette solution
microbienne a ensuite été mise en contact avec les matériaux, puis a été incubée a 30°C ou

37°C, respectivement, pendant 3 h, sans flux ni renouvellement de milieu.

Sauf pour les expérimentations avec les boites de culture Ibidi®, les échantillons ont été
disposés dans des contenants spécialement congus pour cette étude. En effet, |a manutention
des hydrogels les plus mous, de la méme fagon que celle des PDMS les plus mous, était trés
délicate car le matériau était tres souple et collant. Pour les expérimentations
microbiologiques, les matériaux ont été découpé en disques de diametres 8 mm a |'aide d’un
cutter circulaire. Ces disques ont ensuite été placés sur une lamelle de verre de diametre 12
mm avec un point de colle biocompatible, puis placés dans des portoirs métalliques sur
mesure. Ces portoirs métalliques, stérilisables et réutilisables, ont été concus au laboratoire
pour cette these et produits par I'entreprise Ets Laurent LAGACHE. Il s’agit de portoirs
composés d’'une piece femelle en acier inoxydable au fond de laquelle une lamelle de verre
diamétre 12 mm (sur laquelle I’échantillon du biomatériau est collé a 'aide d’'une colle a
aquarium) est déposée. Un joint torique est ensuite déposé sur lalamelle pour éviter les fuites,
puis la partie male est enfin vissée. La solution bactérienne ou fongique est finalement ajoutée

dans le puits formé par |I'assemblage (Figure 30).

3.3. Etudes de I'adhésion, de la formation de biofilm et de la mobilité
Lors de ces travaux de thése, a la fois des images 2D et 3D ont été générées et analysées : les
images 2D ont permis d’effectuer des dénombrements et des analyses des trajectoires et des
vitesses des bactéries adhérées sur des temps courts (aprés 3 h d’inoculation sur les
matériaux), tandis que les images 3D ont permis d’étudier la formation et I’organisation

structurelle des biofilms obtenus apres des temps plus longs (72 h).

74



A. Observations des microorganismes par microscope confocal

L’observation des microorganismes a court et long termes (3 h et 72 h) a été réalisée a I’aide
d’un microscope confocal a balayage laser inversé (CSLM) (LSM710, Zeiss, Allemagne) équipé
d’un objectif x50 (Objectif LD EC Epiplan-Neofluar 50x/0,55 DIC M27 ; distance focale 9,1 mm).
L’utilisation de cet objectif a permis, d’'une part grace a son fort grossissement, d’observer de
facon adéquate les microorganismes, et d’autre part grace a sa grande distance focale
d’observer les bactéries adhérées et les biofilms formés sur des surfaces relativement

épaisses.

Brievement, le microscope confocal a balayage laser est constitué de deux diaphragmes (le
premier focalise le faisceau, tandis que le second ne laisse passer que la lumiére venant du
point visé de |"échantillon). Les fluorochromes présents au point de focalisation du faisceau
émettent une lumiere, ensuite filtrée par le miroir dichroique et un filtre. L’échantillon est
placé sur un montage optique mobile dans les trois dimensions (x, y, z) ; cela permet de
balayer la surface de I’échantillon avec le faisceau pour en former I'image de fluorescence en

2D ou 3D (Figure 17).

Les microorganismes vivants ont été directement examinés au microscope confocal sans
étape de fixation, a I'exception des expérimentations avec des bactéries rendues inertes
(expérimentations ayant pour but d’analyser les mobilités des bactéries, et consistant a fixer
les cellules a I'aide de paraformaldéhyde (PFA)). Pour la souche bactérienne E. coli SCC1,
compte tenu de sa capacité a auto-fluorescer quand elle est métaboliquement active, |’ajout
de marqueur n’a pas été nécessaire. En revanche, pour la souche E. coli PHL 1270 ainsi que
pour la souche fongique C. albicans, un marquage a été requis pour visualiser les bactéries ou
les levures, sans distinction des cellules mortes ou vivantes. Le colorant Syto9® a été choisi
pour ces travaux ; il s’agit d’'un colorant chromosomique fluorescent verte qui pénétre les
parois et/ou les membranes cellulaires des procaryotes. Ce colorant a une affinité élevée pour
I'ADN et présente une fluorescence avec un maximum d'excitation a 483 nm et un maximum

d'émission de fluorescence a 503 nm.

Un laser de 488 nm a été utilisé pour exciter la GFP produite par E. coli SCC1 pour permettre
la détection des cellules bactériennes. La fluorescence émise a ainsi été collectée de 493 nm
a 578 nm pour les analyses d’adhésion, de rétention et de mobilité, ou de 493 nm a 544 nm

I’analyse de biofilm. Les mémes paramétres ont été utilisés pour analyser les cellules de C.
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albicans marquées au Syto9® Le laser a 561 nm a été utilisé pour l’excitation de Ila

Concanavaline A (ConA) (marqueur utilisé pour visualiserla MEC des biofilms bactériens) ; la
fluorescence émise par la ConA a été collectée entre 582 nm et 650 nm.
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d’excitation
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Figure 17 : Représentation du fonctionnement d’un microscope confocal. Image extraite de (Ascencio et al. 2008).

B. Etude a temps court : adhésion et mobilité
Etude de I’adhésion et de la rétention. Dans ces travaux, I'adhésion ainsi que la mobilité des

microorganismes adhérés sur les surfaces ont été analysées a des temps cours (3 h).

Premiérement, un dénombrement des microorganismes adhérés aprés 3 h d’inoculation avec
les substrats hydrogels HA et PDMS a été réalisé dans deux conditions différentes : en
condition immergée sans passage a l’air des échantillons (analyse de I’adhésion microbienne)
et en condition immergé avec passage a l’air des échantillons, c’est-a-dire aprés avoir retiré
I'intégralité du surnageant, en créant une interface surface-air, puis avoir remis du milieu pour
les observations au microscope confocal (analyse de la rétention microbienne). Un schéma
présentant les étapes de la préparation des échantillons jusqu’aux étapes de ringcages
précédant la visualisation des échantillons est exposé ci-dessous (Figure 18). Brievement, une
culture microbienne a DO 0,01 est préparée et inoculée sur les échantillons, qui ont été

préalablement découpés et fixés sur une lamelle de verre déposée dans un portoir métallique.
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Les étapes d’inoculation des matériaux d’hydrogel HA (Figure 18-A) et PDMS (Figure 18-B) sont
identiques. Une attention particuliere a été apportée aux étapes de ringcage. En effet, pour
I’analyse de I'adhésion et de la mobilité, les microorganismes planctoniques ont été éliminés
par une procédure de lavage basée sur des dilutions successivesafind’éviter tout démouillage
de la surface de I’échantillon et le risque associé de « chasser » les microorganismes adhérés
du fait de la force appliquée par le front de démouillage (Figure 18-D). Ainsi, les matériaux ont
été rincés par étapes de dilutions successives (Figure 18-C) dans les expérimentations en
condition immergée. Concrétement, cela consistait a effectuer trois fois : 1) retirer un tiers du
volume présent, puis 2) rajouter le méme volume de milieu M63 frais. Cela permettait
d’éliminer les microorganismes planctoniques pour obtenir une DO en dessous en dessous du
seuil de détection du spectrophotométre utilisé dans ces études. In fine, cela permet
d’éliminer les microorganismes planctoniques pour éviter qu’ils viennent s’adhérer sur les
surfaces pendant la période d’observation (les microorganismes observés sont donc ceux qui
ont été en contact avec le matériau et qui potentiellement ont senti et mis en place des
mécanismes cellulaires pour répondre aux propriétés de la surface), mais également pour
limiter le bruit de fond lors des acquisitions au microscope confocal. Du milieu M63 restrictif
(i.e. M63G sans glucose) a été utilisé dans ces étapes de ringage pour supprimer le carbone du

milieu et ainsi stopper la croissance des microorganismes.

En parallele, pour I'analyse de la rétention des microorganismes, les microorganismes
planctoniques ont été éliminés par la suppression de la totalité du surnageant, réalisant ainsi
un passageal’airdes échantillons. Plus précisément, les échantillons ont été rincés de lafacon
suivante : 1) retirer la totalité du surnageant, puis 2) rajouter le méme volume de milieu M63
frais ; ces étapes ont été répétées trois fois. Cela avait pour but de comparer I'adhésion (pas
de création d’une interface surface-air) et la rétention (création d’'une interface surface-air)
microbienne, et de pouvoir comparer nos résultats avec ceux présentés dans lalittérature, qui
sont trés majoritairement réalisés en condition émergée, aprés la création d’une interface
surface-air. Cela a également un intérét plus fondamental, notamment pour obtenir des
résultats permettant de comprendre le role joué par I’élasticité et I’"hydratation de surface
dans des conditions d’application médicale, ou par exemple les DM implantés colonisés sont

en condition immergée.
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Bacterial or yeast solution
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Figure 18 : Etapes de production des matériaux d’hydrogels HA (A) et de PDMS (B) jusqu’aux étapes de ringage. Lors des
manipulations en condition immergée (analyse de I'adhésion microbienne), des dilutions successives sans passage a I’air des
échantillons ont été réalisées (C) pour éviter de chasser des bactéries de fagon non-contrélée. Lors des manipulations en
condition immergée mais avec passage a I’air de I’échantillon (analyse de la rétention microbienne), une interface surface-
air a été créée en supprimant complétement le milieu de culture, induisant la formation d’un front de démouillage, qui
applique sur la surface une force nommé Fgewetting, €t pouvant potentiellement chasser les bactéries « faiblement » adhérées
(c'est-a-dire les bactéries 1, 5 et 7 dans cette représentation) (D).

Etude de la mobilité. Pour I'étude de la mobilité, des films d’'une minute avec une image
toutes les 3 ou 5 secondes (en fonction de I'expérience) ont été acquis au microscope
confocal. Le suivi cellulaire dans ces vidéos d'une minute a été effectué avec le logiciel NIS-
Elements Advanced ResearchImaging® (Nikon Group™) en utilisant le module de suivid'objet

automatisé apres seuil manuel. Les données disponibles sont les positions (x, y) des bactéries

a des instants successifs espacés de At =3 ou 5 secondes selon les expérimentations.

Les expérimentations ont été menées sur des microorganismes vivants, ainsi que sur des

organismes rendus inertes par I’ajout de PFA. Brievement, les bactéries provenant d'un stock
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congelé a -80°C ont été cultivées pendant une nuit a 30°C sur une boite d’agar LB. Ensuite, une
colonie a été mise en suspension dans du milieu LB et cultivée a 30°C pour une culture d'une
nuit. 3 mL de la premiére culture ont ensuite été ajoutés a 27 mL de LB frais. Apres 3 h de
culture a 30°C, cette suspension a été centrifugée a 3000 tpm pendant 20 min, et le culot
bactérien a été remis en suspension dans une solution de paraformaldéhyde a 3,7% (p/v) dans
du PBS. La suspension a été homogénéisée par vortex pendant 1 min et agitée pendant 1 ha
température ambiante. Ces étapes d’agitation permettaient de décoller I'intégralité du culot
bactérien et favoriser le contact entre les microorganismes et le PFA ; apres ce temps, les
bactéries étaient rendues inertes. Pour supprimer le fixateur du milieu, la suspension a ensuite
été centrifugée a 3000 tpm pendant 20 min et remise en suspension dans du M63G. 100 pL
de cette suspension ont été étalés sur une boite de Pétri de gélose LB et incubés a 30°C
pendant 24 h pour vérifier la mort des cellules bactériennes. Des échantillons de matériau,
préalablement placés sur une lamelle de verre avec un point de colle biocompatible et placés
dans un porte-échantillon fait maison de 12 mm de diametre, ont été inoculés avec 1,5 ml de
cette suspension a une densité optique de 0,01. Les échantillons ont ensuite été incubés a
30°C pendant 3 h. Avant de les visualiser, les échantillons ont été rincés comme cela a été

décrit pour les protocoles sans PFA.

Simulations des mobilités des bactéries. Les positions (x, y) des bactéries a des instants
successifs espacés de At = 3 ou 5 s, selon les expérimentations, ont permis de modéliser les
trajectoires des bactéries. Si des parametres tels que la distance totale parcourue par une
bactérie ou la distance départ-arrivée sont recherchés, il est indispensable de former des

échantillons homogeénes, c’est-a-dire rassemblant des trajectoires d’égale durée.

Via les positions (x, y) des bactéries a des instants successifs, différentes grandeurs peuvent

étre mesurées :

- dot : distance totale parcourue ;

- dmax : distance entre les deux points les plus éloignés d’une trajectoire ;

- dnet : distance entre le point de départ et le point d’arrivée (Figure 21) ;

- rc:rayon du puits dans lequel la bactérie se retrouve « piégée » dans des conditions

de mouvement brownien lié.
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Le parametre dtot ne rend pas compte du possible confinement de la bactérie. En effet, la
distance totale parcourue par la bactérie peut étre grande soit parce qu’elle a « virevolté »
autour de sa position initiale, soit parce qu’elle a réalisé une longue trajectoire s’éloignant de
sa position initiale. Dans un souci de mieux appréhender ce confinement, nous nous sommes

donc orienté vers I’analyse de la grandeur dnet.

Ainsi, nous avons utilisé une caractéristique du mouvement, a savoir la moyenne quadratique

des positions < d,,,, > : f< d,..> >.Enposant x(t) la distance de la particule & sa position

de départ a l'instant t, nous avons alors :

1 t
<d,,’ >= —f x2(t)dt
t 0
Ce qui démontre que le déplacement quadratique moyen est proportionnel au temps :

<d, .2>=2dDt

net

ol d estla dimension du mouvement (linéaire, plan, spatial), D le coefficient de diffusion, et

t le temps écoulé.

Dans cette étude, les bactéries sont adhérées sur une surface et leur mobilité est observée

dans un environnement bidimensionnel. Ainsi, d =2 et on obtient ainsi :

<d, .2>=4Dt

net

Pour prendre en compte I’absence éventuelle de liberté de mouvement des bactéries et leur
attachement a une localisation particuliere, nous avons considéré que les bactéries étaient
retenues dans des puits. Nous avons donc utilisé des simulations se basant sur I’hypothéese du
mouvement brownien lié. Nous avons donc pris en compte dans ces modélisations deux forces
supplémentaires : la premiére concerne l’agitation thermique (plus la température du
systeme est élevée, plus I’agitation thermique est grande donc plus les petites molécules
donnent de I'énergie a la particule dans le puits, et plus la bactérie peut se déplacer plus loin
pour une énergie donnée) ; la seconde concerne le ressort de Hooke (visuellement, la bactérie
est rattachée au puits par un ressort avec une constance de raideur définie, et la force de
rappel est proportionnelle a I'élongation du ressort ; les puits représentés sont des puits

harmoniques, c’est-a-dire proportionnels au carré du rayon du puits).
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Nous avons défini U I'énergie de la particule et r le rayon du puits. La force de rappel du

ressort de Hooke F peut alors s’exprimer selon la formule :

ou
or

D’ou la force de rappel du ressort de Hooke F qui est proportionnelle au rayon r du puits :

T
F~—2~k7"

Cc

avec k une constante et7, le rayon de confinement de la bactérie.

Ainsi, pour une bactérie dans un puits, on montre que plus la bactérie s’éloigne du centre du

puits plus cela lui demande de I’énergie. En nous basant sur environ 10 000 simulations des

2
net

trajectoires de bactéries, nous avons montré que la densité de probabilité de d était
proportionnelle a une exponentielle décroissante, comme pour des mouvements browniens
libres. Ces simulations nous ont également permis de déterminer le parametre de
I’exponentielle, dépendant du temps t, du coefficientde diffusion D de la bactérie, et du rayon

de confinement 7, de la bactérie :

_2ne
< dp,’ > =212 (1 —e e >

Box : lien entre fonction de distribution, de répartition et de complémentarité

Soient f(x) la fonction de distribution, F la fonction de répartition et ¢ la fonction de
complémentarité.

FG) = F = fo () dx

¢p=1-F

Si f est proportionnelle a une fonction exponentielle, alors ¢ est également proportionnelle a une
fonction exponentielle (et F~1 —e).

Pour mettre en évidence qu’il y avait plus d’'un groupe de bactéries défini avec un couple
(r.,D) spécifique, c’est-a-dire qu’il existait des sous-populations de bactéries avec des
caractéristiques de mouvement et de diffusion distinctes composant I'’ensemble de la
population bactérienne adhérée, nous avons analysé les courbes ¢. En effet, en supposant
gue les bactéries se comportent comme étant dans un méme puits, c’est-a-dire avec un rayon

de confinement et un coefficient de diffusion identiques, alors la fonction de distribution f
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devrait suivre une loi exponentielle, de méme que pour la fonction de complémentarité ¢.

Ainsi, log¢ devrait étre une droite en fonction de d,,,*. Or, lors de nos simulations, nous
avons montré que les courbes de log¢ n’étaient pas des droites sur les différents substrats,

et que donc les bactéries analysées ne répondaient pas toutes au méme couple (7;,D).

Ainsi, une sous-population bactérienne estcaractérisée parun couple (7.,D), et pour m sous-

populations :

avec w le poids relatif de chaque sous-population (w € [0;1]).

En outre, pour donner des informations sur le confinement des bactéries, nous avons introduit
la variable p, représentant I'index de confinement, et s’exprimant :

2 2Dt
(dnet ) - 72

(TC)Dit)_)p: ZTCZ =1-e

Typiquement, avec cette derniere expression, quand le temps augmente, |I’exponentielle tend
a s’annuler et p tend vers 1: la particule est dite confinée. A contrario, quand le temps
diminue, on retrouve avec un développement limité que I’exponentielle tend vers 1, et donc
que p tend vers 0 : la particule est dite libre. Ainsi, a un temps donné, différentes sous-
populations ont pu étre mis en évidence dans nos travaux, et un tri en fonction de p a été
réalisé pour distinguer les bactéries présentant un mouvement brownien libre a celles
présentant un mouvement brownien lié. Les premiéres simulations ont été réalisées avec 50
sous-populations, et ont montré que plus de 99% des trajectoires expérimentales étaient
regroupées, au maximum, dans 10 sous-populations. Cela justifie la réduction a 10 sous-

populations pour la suite des travaux.

C. Etude temps long : formation de biofilm
Pour déterminer si les tendances de colonisation a court terme (3 h) se maintenaient a plus

long terme (72 h), des cultures bactériennes ont été réalisées surles différents matériaux, et

les biofilms ont été observés en microscopie confocale.

L’étude des biofilms a été réalisé uniqguement pour les bactérie E. coli SCC1. Les échantillons

ont été préparés comme décrit dans le paragraphe 3.2.B. Apres 3 h d’inoculation, trois
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rincages par dilutions successives ont été réalisés, pour enlever les bactéries planctoniques et

s’assurer que la formation du biofilm se fera a partir de microorganismes qui étaient

initialement adhérés a la surface.

Dans ces travaux, nous avons étudié deux parties spécifiques du biofilm: la biomasse
bactérienne (métaboliqguement active et produisant de la GFP) a été observée via I'auto-
fluorescence d’E. coli SCC1, tandis que le marqueur ConA (Invitrogen™) a été utilisé pour
marquer la MEC des biofilms (Figure 19). La ConA se lie spécifiquement aux résidus
o-mannopyranose et a-glucopyranose (Kéhn et al.2004). La poudre de ConA a été diluée dans
une solution de bicarbonate de sodium 0,1 M, qui a été ajoutée dans le dernier milieu de
lavage dans chaque échantillon. La concentration finale était de 125 pg/L. Aprés 30 min a 30°C
a I'obscurité, au moins 5 images 3D (Z-stacks) ont été prises in situ dans le dernier milieu de
lavage. Les images obtenues ont été analysées a |'aide du logiciel Comstat2®, pour notamment

obtenir certaines caractéristiques, comme la biomasse, la rugosité et I’épaisseur du biofilm.

— Rouge: matrice

Vert: bactéries

Figure 19 : Exemples d’acquisitions 3D de biofilms d’E. coli sur verre et sur hydrogel HA.

4. Etudes du mécanisme d’adhésion bactérienne et fongique

4.1. Etude des protéomes de cellules adhérées d’E. coli et de C. albicans

Pour comprendre les mécanismes biologiques sous-jacents en relation avec les propriétés
mécaniques du substrat, nous avons étudié les protéomes d'E. coli SCC1 et de C. albicans

exposés a différentes propriétés mécaniques de substrat. Pour cela, une approche
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protéomique comparative a été adoptée. Nous décrivons ci-dessous les quatre étapes
principales de I'analyse protéomique qui a été réalisée, a savoir I'extraction protéique, la
digestion enzymatique, la spectroscopie de masse et la quantification protéique. Ces
expérimentations ont été réalisées en collaboration avec le laboratoire PBS (Polyméres

Biopolymeéres Surfaces, Rouen, France).

e Extraction protéique. Des analyses protéomiques ont été effectuées sur des cellules
adhérées sur du PDMS 1:80 et 1:5 et des hydrogels BDDE/HA a 10 % et 30 %. Les
substrats PDMS et HA ont été inoculés et rincés comme décrit précédemment. Les
cellules adhérées ont été délicatement détachées avec un grattoir a cellules. Ces
cellules grattées ont été retirées du grattoir avec des rincages avec du M63 frais. La
solution contenant ces cellules a été transférée dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml,
qui ont été centrifugés a 10 000 tr/min pendant 30 min. Le surnageant a ensuite été
retiré et le culot a été stocké a -20°C jusqu'a I'analyse. Les protéines ont été extraites
par 2 cycles de congélation et sonication dans un tampon de lyse (7 M d'urée, 2 M de
thiourée, 4 % de CHAPS (ou 3-[(3-cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-
propanesulfonate), 65 mM de DTT (ou dithiothréitol), 25 mM de Tris/HCI). Les
concentrations de protéines ont été déterminées avec le test de Bradford.

e Digestion enzymatique. 20 pg de protéines ont été mélangés avec du tampon de
charge SDS (63 mm Tris-HCI, pH 6,8, 10 mm DTT, 2 % SDS, 0,02 % de bleu de
bromophénol, 10 % de glycérol), puis chargés sur un gel d'empilement SDS-PAGE (7
%). Une courte électrophorése a été réalisée (10 mA, 45 min et 20 mA, 2h) afin de
concentrer les protéines. Aprés migration, les gels ont été colorés au bleu de
Coomassie et décolorés (50 % d'éthanol, 10 % d'acide acétique, 40 % d'eau
déminéralisée). La bande de protéine révélée de chaque fraction a été excisée, lavée
a l'eau, puis immergée dans un milieu réducteur (5 mm DTT). Les cystéines ont été
alkylées de maniere irréversible avec 25 mm d'iodoacétamide dans I'obscurité. Apres
les étapes de lavage dans I'eau, les bandes de gel ont été soumises a une digestion des
protéines avec de la trypsine (1 ug par bande), pendant une nuit a 37 °C, dans un
tampon de bicarbonate d'ammonium (10 mm et pH 8). Les peptides ont été extraits
avec des mélanges H20/CH3CN/TFA (49,5/49,5/1) puis séchés. Pour chacune des

conditions de croissance, trois réplicas biologiques ont été réalisés et deux réplicas
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techniques ont été réalisés pour chacun d'eux (au total 6 échantillons par conditions
ont été analysés).

Spectrométrie de masse en tandem. Les peptides ont ensuite été analysés par
spectrométrie de masse. Toutes les expériences ont été réalisées sur un LTQ-Orbitrap
Elite (Thermo Scientific) couplé a un systéeme Easy nLC Il (Thermo Scientific). Un
microlitre d'échantillon (1 pg) a été injecté sur une colonne d'enrichissement (C18
PepMapl100, Thermo Scientific). La séparation a été réalisée avec une aiguille de
colonne analytique (NTCC-360/diametre interne : 100 um ; granulométrie : 5 um ;
longueur : 153 mm, NikkyoTechnos, Tokyo, Japon). La phase mobile était constituée
de H20/0,1 % d'acide formique (FA) (tampon A) et de CH3CN/FA 0,1 % (tampon B). Les
peptides tryptiques ont été élués a un débit de 300 nL/min en utilisant un gradient
linéaire en trois étapes : de 2 a40 % de B en 75 min, de 40 a 80 % de B en 4 minet 11
min a 80 % de B. Le spectrometre a fonctionné en mode d'ionisation positive avec une
tension capillaire et une température de source fixées respectivement a 1,5 kV et
275°C. Les échantillons ont été analysés en utilisant la méthode CID (dissociation
induite par collision). Le premier balayage (spectres MS) a été enregistré dans
I'analyseur Orbitrap (Rs = 60 000) avec la plage de masse m/z 400-1800. Ensuite, les 20
ions les plus intenses ont été sélectionnés pour des expériences de spectrométrie de
masse en tandem (MS?). Les espéces a charge unique ont été exclues des expériences
MS2. L'exclusion dynamique des ions précurseurs déja fragmentés a été appliquée
pendant 30 s, avec une répétition pendant 30 s et une largeur de masse d'exclusion de
110 ppm. Une fragmentation s'est produite dans|'analyseura piegeaions linéaireavec
une énergie de collision de 35 eV. Toutes les mesures dans |'analyseurOrbitrap ont été
effectuées avec un recalibrage interne a la volée (masse de verrouillage).
Quantification protéique. Pour la quantification des protéines, une expérience sans
marqueur a été réalisée comme décrit précédemment par Obry et al. (Obry et al.
2015). Brievement, apres analyse MS, les données brutes ont été importées dans le
logiciel Progenesis LC-MS (Nonlinear Dynamics, version 4.0.4441.29989, Newcastle,
Royaume-Uni). A titre de comparaison, un échantillon a été défini comme référence et
les temps de rétention de tous les autres échantillons de I'expérience ont été alignés.
Apres alignement et normalisation, une analyse statistique a été effectuée pour les

calculs d'analyse de variance a un facteur (ANOVA). Pour la quantification, les
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caractéristiques peptidiques présentant une valeur p et une valeur qinférieures a 0,05
et une puissance supérieure a 0,8 ont été retenues. Les spectres MS/MS de peptides
sélectionnés ont été exportés pour l'identification de peptides avec Mascot (Matrix
Science, version 2.2.04) par rapport alabase de données restreinte a E. coliK12 substr.
MG1655 de NBCI. Les recherches dans la base de données ont été effectuées avec les
parametres suivants : 1 site de clivage de la trypsine manqué autorisé ; modifications
variables : carbamidométhylation de la cystéine et oxydation de la méthionine. Les
tolérances de masse pour les ions précurseurs et fragments ont été fixées a 5 ppm et
0,35 Da, respectivement. Les taux de fausses découvertes (FDR) ont été calculés en
utilisant une approche leurre-fusion dans Mascot (version 2.2.04). Les
correspondances de spectre de peptides identifiées avec une valeur de -10logP de 20
ou plus ont été conservées, a un seuil FDR de 5%. Les résultats de recherche de
mascotte ont été importés dans Progenesis. Pour chaque condition, |'abondance
cumulative totale de la protéine a été calculée en additionnant les abondances de
peptides. Les protéines identifiées avec moins de 2 peptides ont été rejetées. Seules
les protéines qui variaient d'un facteur 2 dans leurs abondances moyennes

normalisées entre les conditions de croissance ont été retenues.

Enfin, une analyse manuelle des protéines révélées lors de ces analyses ainsi que leur analyse
bioinformatique ont été réalisées. Notamment, les interactions protéine-protéine ont été
prédites par STRING 11.0 (confiance de 0,4), pour obtenir une carte des associations directes

(physiques) et indirectes (fonctionnelles) a partir de la base de données (http://string -

db.org/).
4.2. Focus sur une protéine d’accroche d’'E. coli : la protéine curli

De facon intéressante, lors des analyses protéomiques, de nombreuses protéines ont été
détectées, mais pas celles composant les curli, fibres extracellulaires sécrétées par E. coli. |l
est pourtant connu dans la littérature que ces fibres sont impliquées dans I|'adhésion,
I'agrégation cellulaire et la formation de biofilm. Nous avons donc souhaité adopter une
approche complémentaire pour étudier l'influence des propriétés mécaniques sur la

production de curli.
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La souche E. coli PHL 1270 a été utilisée pour ces travaux. Les cultures ont été réalisées de la
méme fagon que pour E. coli SCC1. Etant donné la qualité des images obtenues au confocal,
la quantification de la fluorescence n’a pas pu étre dégagée. Enrevanche, un dénombrement
manuel des bactéries fluorescentes a pu étre réalisé, et une fraction de bactéries

fluorescentes a ainsi pu étre calculée.
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1. Introduction

Aujourd’hui, les infections fongiques systémiques résistantes aux médicaments, liées a la
formation de biofilm, apparaissent comme un probleme clinique majeur (Arendrup et
Patterson 2017 ; Perlin, Rautemaa-Richardson, et Alastruey-lzquierdo 2017). Contrairement a
la vaste littérature décrivant les biofilms bactériens, peu d’attention a été accordée aux
biofilms fongiques rencontrés dans le domaine médical. Il est toutefois connu que les especes
de Candida sont capables de former des biofilms, ou les cellules sont retrouvées sous plusieurs
états morphologiques et sont, comme pour les biofilms bactériens, beaucoup moins sensibles

aux médicaments antifongiques (Desai 2014).

Pour empécher I'adhésion de microorganismes sur les biomatériaux tout en limitant
I'émergence de résistances aux antibiotiques, les modifications de surface sans utilisation
d'antibiotiques semblent étre une bonne stratégie. Comme nous I’avons vu avec les bactéries
dans le Chapitre 1, de nombreuses études ont montré que la modification de surface des
matériaux peut avoir un impact significatif sur I'adhésion microbienne ; cette littérature est

beaucoup plus restreinte pour I'adhésion fongique.

Bien que les mécanismes exacts d'adhésion de C. albicans faisant intervenir des adhésines
(Sundstrom 1999 ; de Groot et al. 2013) a une surface ne soient pas encore connus, plusieurs
facteurs affectant cette adhésion ont été décrits. Parmi eux figurent la topographie de la
surface, I’hydrophilie/hydrophobie de surface (Verran et Maryan 1997; Muttagi et
Subramanya 2017; Alalwan et al. 2018; Lagree et al. 2018), et de facon beaucoup plus récente,
I’élasticité de surface. En effet, Szekalska et al. (Szekalska et al. 2019) ont montré qu’une
augmentation de larigidité des substrats d'alginate de sodium et d'oligosaccharides d'alginate
(d’environ 150 kPa a 300 kPa) induisaitune diminution de I’activité antifongique de C. albicans,
et donc qu’une augmentation du module élastique du substrat favoriserait la dispersion des
levures. Toutefois, Cascione et al. (Cascione et al. 2021) ont montré que I"'augmentation de la
teneur en nanoparticules de dioxyde de titane et en nanotubes d'argile halloysite
respectivement induisaitune augmentation d’élasticité des surfaces (d’environ 5 GPa a 9 GPa,
etd’environ 2,5 GPa a 3,5 GPa, respectivement), mais ne provoquait pas significativementdes
modifications d’adhésion de C. albicans. Cela pourrait étre d( ici aux trés fortes gammes
d’élasticités utilisées dans ces travaux, qui placent les levures dans des conditions supra-

physiologiques de I'ordre du GPa. Par ailleurs, le « sensing » des propriétés mécaniques de

181



leur environnement liquide ou solide n’est, a notre connaissance, pas abordé dans la

littérature.

Les connaissances concernant l'influence des propriétés mécaniques sur I'adhésion des
levures serévelent donc étre quasi-inexplorées. L'objectif principal de cette étude invitro était
donc d'étudier I'influence de différents substrats d'hydratation et d'élasticité variables sur
I'adhésion de C. albicans. L'effet de I'élasticité et de I'hydratation de la surface du substrat a

été évalué en termes de nombre de cellules adhérentes et de modifications du protéome.

2. Etude de l'influence des propriétés mécaniques du substrat sur I'adhésion et la
mobilité de C. albicans

Ainsi, dans cette étude, nous avons étudié le comportement des levures entrant en contact

avec des surfaces avec différentes viscoélasticité et hydratation en condition immergée sans

étape de démouillage des surfaces (analyse de I'adhésion cellulaire). Nous avons mené cette

étude en étudiant le comportement de C. albicans surles PDMS et les hydrogels HA.

Le souche clinique C. albicans 1902m27011801 a été utilisée dans cette étude. Les cellules
fongiques adhérées ont été visualisées in situ dans le dernier milieu de lavage au microscope
confocal, apres avoir été colorées en Syto9®. Au moins 5 images et 5 vidéos d’un minute (1
image toutes les 5s) ont été prises pour chaque échantillon. Le nombre de cellules fongiques

adhérées a été déterminé manuellement, et analysé avec des tests de Student.

2.1. Adhésion de C. albicans sur des substrats PDMS de boites de culture Ibidi®
Des expériences ont été menées sur des substrats PDMS de boites Ibidi® de 1,5 kPa, 15 kPa,

et avec une feuille de MPa. Trois expériences indépendantes ont été réalisées, et les taux de
recouvrement de C. albicans ont été déterminés. Premierement, les cellules adhérées étaient
présentes uniquement sous forme unicellulaire ronde (Figure 44-A) ; aucun hyphe ni
pseudohyphe n’a été observés lors de ces expérimentations. La taille d’'une cellule était quasi-
identique en fonction de tous les substrats étudiés ici. Deuxiemement, de la méme facon que
pour les expériences avec les bactéries, une répartition inhomogene des levures adhérées a
été observée (Figure 44-B). Sur cette figure, la numérotation des images correspond a celle
schématisée dans la Figure 40-A, et on observe que, quel que soit le substrat, les images 3, 4,
8 et 9 (i.e. celles correspondant a la région centrale de I’échantillon) présentent un taux de

recouvrement supérieur a celui des autres images.
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Figure 44 : C. albicans sur les boites de culture Ibidi® avec un coating de PDMS. (A) C. albicans sur une Ibidi® 1,5 kPa. Barre
d’échelle 40 um. (B) Exemple de répartition non-homogéne de C. albicans dans les Ibidi® PDMS et Glass Bottom.

Par ailleurs, en regroupant toutes les images et toutes les zones pour chaque substrat, la
Figure 45-A est obtenue. Bien qu’une tendance soit distinguée dans cette figure, les résultats
ont démontré que l’élasticité du substrat n’influencait pas significativement le taux de
recouvrement des levures, donc par extension (en prenant comme hypothése que les cellules
ont des tailles similaires quel que soit le substrat ici, ce qui a été confirmé par des analyses
des tailles des cellules adhérées : elles font en moyenne 14+1 um? tous substrats confondus)
n‘impactait pas significativement le nombre de cellules adhérées. Sur les trois
expérimentations indépendantes, deux ont donné des tendances similaires (i.e. une
augmentation du taux de recouvrement avec une diminution de I’élasticité du substrat), et
une derniére a donné des tendances contraires (Figure 45-B). Comme pour les bactéries
étudiées dans des boites de culture Ibidi® avec un coating de PDMS, les résultats sont peut-
étre « biaisés » par la répartition non homogéne des cellules sur la totalité du substrat,
potentiellement liée a un phénoméne de sédimentation, qui empécherait alors de discerner

I’effet des propriétés mécaniques des substrats sur I'adhésion cellulaire.
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Figure 45 : Taux de recouvrement de C. albicans sur les substrats des boites de culture Ibidi®. (A) Taux de recouvrement des
trois expériences indépendantes regroupées. (B) Taux de recouvrement des trois expériences indépendantes non regroupées.
Les deux premiéres manipulations montrent des tendances similaires (augmentation du taux de recouvrement avec la
diminution de I’élasticité du substrat), tandis que la derniére expérimentation montre des tendances inverses (diminution du
taux de recouvrement avec la diminution de I’élasticité du substrat). * différence significative (t-test, p<0,0,05).

2.2. Adhésion de C. albicans sur des PDMS avec une finition manuelle et des hydrogels HA
Dans un second temps, |'adhésion des cellules fongiques sur les substrats PDMS (1:80 et 1:5)

et hydrogels (10% et 30% HA/BDDE) a été considérée aprés 3 h d'inoculation. Sur tous les
substrats, nous avons observé C. albicans dans ses trois états morphologiques, a savoir sous
forme unicellulaire ronde, sous forme d’hyphes et sous forme de pseudohyphes. Ce faisant,
nous avons analysé le nombre de levures adhérées en réalisant des sous-catégories : une
premiére sous-catégorie appelé « cellule » regroupait toutes les cellules sous forme arrondie,
un seconde sous-catégorie, appelé « hyphe », regroupait les pseudohyphes et les hyphes, et
une troisieme nommée « total » regroupait les deux premieres sous-catégories (c'est-a-dire

toutes les morphologies ensemble) des cellules adhérées (Figure 46).

Tout d'abord, nous nous sommes concentrés sur la comparaison de |'adhésion de C. albicans
en examinant le nombre total de cellules, qu'il s'agisse de cellules unicellulaires arrondies,
d'hyphes ou de pseudohyphes. Aucune différence significative en fonction de la rigidité des

substrats PDMS n'a été trouvée. Cependant, sur les hydrogels HA, une augmentation de
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I'élasticité induit une augmentation du nombre total de cellules adhérées. Ce faisant, nous
avons démontré que le nombre d'hyphes adhérés au PDMS mou est significativement
inférieur a celui du PDMS dur. Ainsi, I'augmentation de I'élasticité du substrat PDMS
favoriserait la formation d'hyphes. Ce n'était pas le cas sur HA, ou le nombre d'hyphes entre
les HA mous et durs ne variait pas de maniere significative. Pour les cellules unicellulaires, elles
ont été trouvées en plus grand nombre sur le HA dur que sur le HA mou. Cette observation
n'a pas été trouvée sur les substrats PDMS, ou une augmentation de la rigidité de surfacen'a
pas induit de maniére significative un changement dans le nombre de cellules adhérées de

forme ronde.

D'autre part, a des élasticités similaires, c'est-a-dire PDMS 1:80 et 30% HA/BDDE, nous avons
constaté qu'il n'y avait pas de différence significative dans le nombre de cellules unicellulaires,
ni dans le nombre de cellules totales. Mais il estintéressant de noter que les hyphes étaient
présents en nombre significativement plus important sur le PDMS 1:80 que sur le 30%
HA/BDDE. Or, comme évoqué précédemment, de facon identique aux bactéries, les
différences de chimie et de topographie de surface ne devraient pas avoir d'impact direct sur
I'adhésion des levures. Ainsi, les substrats non hydratés semblent favoriser la formation
d'hyphes par rapport a des substrats hydratés. La raison de ces différences n’est pas connue

et aucune hypothése n’a encore pu étre émise.
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Figure 46 : C. albicans sur des substrats PDMS et HA. (A) Dénombrement de C. albicans sur PDMS et HA sous forme de cellule
arrondie (« cellule »), sous forme de structure filamenteuse (« hyphe ») et sous les deux formes (« total »). L’encart en haut a
droite est reprend les résultats pour le dénombrement des hyphes sur les différents substrats. * différence significative (t-
test, p<0,05). (B) Images confocales de C. albicans sur PDMS et HA. Barre d’échelle = 20 um.

2.3. Mobilité de C. albicans sur des PDMS avec une finition manuelle et des hydrogels HA
En plus de I'information de dénombrement, |la mobilité des cellules fongiques adhérées aux

substrats PDMS et HA a été étudiée. Des acquisitions de film d'une minute ont permis de
montrer que les cellules de C. albicans adhérées sur PDMS et sur HA effectuaient un

déplacement moyen sur une minute de 0,28+0,16 et 0,26+0,15 um sur 10% et 30% HA/BDDE
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respectivement, et 0,32+0,20 et 0,3310,18 um sur PDMS 1:80 et 1:5 respectivement. Les
cellules fongiques étaient donc quasi-immobiles. Une mobilité trés faible pouvait apparaitre
lorsque plusieurs cellules étaient regroupées et que le groupe se scindait. Ces résultats sont
concordants avec ce qui est exposé dans la littérature (Palkova et al. 1997 ; Flor-Parra et al.

2013).

2.4. Le devenir des cellules adhérées et I’'analyse de leur protéome
Pour compléter ces études, des analyses des biofilms ainsi que du protéome des bactéries

adhérées sont en cours de réalisation. L'analyse des biofilms permettrait de dégager si les
tendances observées a court terme (i.e. 3 h) sont retrouvées a long terme. Notamment, cela
permettrait de savoir si la présence en plus grande quantité d’hyphes favorise un
développement de biofilm plus avancé (biofilms plus épais par exemple). L’étude du protéome
apporterait des informations sur les protéines mises en place dans les étapes d’adhésion et

donnerait des pistes pour mieux comprendre les phénoménes observés.

3. Conclusion

Nous avons mis en évidence dans ces travaux que les levures C. albicans étaient affectées par
les propriétés mécaniques du substrat. En effet, 'augmentation de I’élasticité du substrat
PDMS favoriserait la formation des structures filamenteuses de C. albicans (hyphes et
pseudohyphes), car retrouvées en plus grand nombre, mais n’aurait pas d’influence
significative sur I'adhésion de cellules arrondies. Par ailleurs, sur les hydrogels HA, les
variations d’élasticité du substrat n’ont pas influencé significativement le nombre de
structures filamenteuses adhérées. Toutefois, sur ces substrats, I'augmentation de |’élasticité
du substrat a induit une augmentation du nombre de cellules arrondies adhérées. Ainsi, il
semblerait qu’une augmentation de la rigidité favoriserait la formation de structures
filamenteuses sur les PDMS, tandis qu’elle favoriserait I'adhésion de cellules sont forme
arrondies sur les hydrogels HA, sans que nos recherches bibliographiques puissent en
déterminer la cause En outre, a des élasticités similaires, c’est-a-dire en comparant les
résultats des substrats PDMS 1:80 et 30% HA/BDDE, nous avons constaté qu’il n’y avait pas de
différence significative dans le nombre de cellules arrondies, mais que les structures
filamenteuses étaient présentes en plus grand nombre sur les PDMS que sur les hydrogels HA,
de fagon non expliquée. Comme évoqué précédemment, de fagon identique aux bactéries, les

différences de chimie et de topographie de surface des ne devraient pas avoir d'impact direct
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sur I'adhésion des levures. Ainsi, I’hydratation des substrats semble défavoriser la formation
des structures filamenteuses. La raison de ces différences morphologiques n’est pas connue,
mais d’aprés Jackson et al. (Jackson et al. 2014), les surfaces non hydratées composées de
résine acryliqgue semblent étre mieux colonisées par des cellules sous forme filamenteuse. Des
études complémentaires seront nécessaires pour mieux comprendre la réponse fongique sur

des substrats a élasticités variables avec des hydratations différentes.
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Conclusion générale et perspectives

A travers ce manuscrit, en plus d’étudier l'influence de I'élasticité et de I’hydratation de
surface de substrats sur I’adhésion, la mobilité et le devenir de cellules bactériennes et
fongiques, nous avons étudié les protéomes bactériens en réponse aux propriétés mécaniques

des substrats.

Nous avons montré que les bactéries adhérent en plus grande nombre sur les hydrogels durs
(2,2 kPa) comparé aux hydrogels mous (44 Pa). Inversement, les bactéries adherent en
nombre plus réduit sur les PDMS durs (574 kPa) comparé aux PDMS mous (8,7 kPa). Par
ailleurs, la mobilité des bactéries adhérées est également impactée par la rigidité du substrat.
En effet, la fraction de bactéries mobiles, c’est-a-dire les bactéries définies arbitrairement
comme effectuant un déplacement de plus de 2 um en une minute entre leur position initiale
et leur position finale, varie en fonction du matériau : elle est similaire entre les PDMS mous
et durs et les hydrogels HA durs, mais est environ trois fois inférieure sur I’hydrogel HA mou.
En d’autres termes, une grande majorité des bactéries adoptent un comportement immobile
sur les surfaces d’hydrogel HA mou, tandis que la plupart des bactéries sont mobiles sur les
autres surfaces. L’hypothése du mouvement brownien est alors faite pour pouvoir
caractériser les sous-populations bactériennes qui semblent présenter des caractéristiques de
mobilité distinctes les unes par rapport aux autres. En effet, le modele du mouvement
brownien lié (i.e. une particule est modélisée comme liée a un point, au centre d’un puits d’un
diametre donné, par un ressort avec une certaine constante de raideur) semble étre pertinent
pour décrire le comportement d’'une bactérie potentiellement liée et attachée a la surface
d’un matériau par des systémes d’accroche, qui lui permettent tout de méme de bouger, mais
sans |’éloigner d’un point fixe. Ainsi, sous I’hypothése du mouvement brownien, nous avons
montré que les bactéries adhérées sur un substrat ne pouvaient pas étre regroupées en une
unique population avec un coefficient de diffusion et un rayon de confinement identiques :
I’analyse de la mobilité bactérienne a révélé la coexistence de plusieurs sous-populations sur
chaque surface, avec des caractéristiques de mouvement spécifiques, parfois opposées

(confinée ou libres) et des coefficients de diffusions différents.
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En outre, la cinétique de croissance du biofilm d’E. coli ainsi que la production de matrice
polymere sont affectées par le matériau. En effet, nous avons montré que la quantité de
matrice extracellulaire produite par les bactéries était beaucoup plus élevée que les PDMS
mous que sur les hydrogels HA durs, et était presque totalement absente sur les hydrogels HA
mous, suggérant que la production de matrice extracellulaire ou son attachement a la surface
a été affectée par I’hydratation ou la souplesse élevée des hydrogels HA par rapport aux

matériaux PDMS.

Dans ces travauy, il a été également démontré que les cellules d’E. coli adhérées sont capables
de répondre et/ou sentir différemment les propriétés mécaniques du substrat en modifiant
leur protéome. Une plus grande abondance de canaux mécanosensibles sur les hydrogels
mous pourrait provenir de I’'augmentation de la surface de contact surface-bactérie (en raison
de l'augmentation de l'indentation) sur le matériau HA trés mou par rapport aux autres
matériaux, pouvant augmenter la stimulation mécanique des bactéries adhérées. De plus,
cette plus grande abondance des canaux mécanosensibles sur les hydrogels mous peut
également étre due a la condition tres hydratée du substrat, mimant un environnement
physiologique proche de celui que peuvent avoir les bactéries a I’état planctonique, état pour
lequel les bactéries détectent les caractéristiques mécaniques de leur environnement liquide
en utilisant ces canaux mécanosensibles. Par ailleurs, la forte abondance des pili de type | sur

les PDMS mous a signé une colonisation plus avancée par rapport aux autres matériaux.

Pour la premiere fois, il a été démontré que les levures étaient affectées par les propriétés
mécaniques du substrat. Nous avons en effet découvert que C. albicans que I’augmentation
de I’élasticité du substrat PDMS favoriserait la formation des structures filamenteuses de C.
albicans (hyphes et pseudohyphes), car retrouvées en plus grand nombre, mais n’aurait pas
d’influence significative surl’adhésion de cellules arrondies. Par ailleurs, sur les hydrogels HA,
les variations d’élasticité du substrat n‘ont pas influencé significativement le nombre de
structures filamenteuses adhérées. Toutefois, sur ces substrats, I'augmentation de I’élasticité
du substrat a induit une augmentation du nombre de cellules arrondies adhérées. Ainsi, il
semblerait qu’une augmentation de la rigidité favoriserait la formation de structures
filamenteuses sur les PDMS, tandis qu’elle favoriserait I'adhésion de cellules sont forme
arrondies sur les hydrogels HA. En outre, a des élasticités similaires, c’est-a-dire en comparant

les résultats des substrats PDMS 1:80 et 30% HA/BDDE, nous avons constaté qu’il n’y avait pas
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de différence significative dans le nombre de cellules arrondies, mais que les structures
filamenteuses étaient présentes en plus grand nombre sur les PDMS que sur les hydrogels HA.
Comme évoqué précédemment, de facon identique aux bactéries, les différences de chimie
et de topographie de surface des ne devraient pas avoir d'impact direct sur I'adhésion des
levures. Ainsi, I’hydratation des substrats semble défavoriser la formation des structures
filamenteuses. Des études complémentaires sont toutefois nécessaires pour appréhender les

raisons de ces observations.

Les travaux présentés dans les Chapitres 3 et 4 nous ont amené a nous orienter vers des pistes
expérimentales complémentaires. Certaines de ces expériences sont en cours, tandis que
d’autres nécessitent des optimisations protocolaires. Nous nous proposons de discuter de ces
perspectives dans la suite de cette partie. Brievement, I’étude des comportements microbiens
sur des substrats birigidité ou sur des substrats avec des gradients en élasticité pourrait nous
donner des informations sur la capacité des microorganismes a s’orienter vers un
environnement mécanique plus favorable pour leur développement. L’analyse des curli (via le
MEB, des marquages et l'utilisation de drogues) permettrait de savoir si les propriétés
mécaniques des substrats influencent la production de ces appendices utilisés lors de |'étape
d’adhésion d’E. coli. En outre, une étude PCR donnerait des informations complémentaires
aux études protéomiques déja menées, pour déterminer de facon plus précise la réponse
biologique spécifique des bactéries au contact avec des surfaces aux élasticités variables avec
différentes hydratations. Par ailleurs, les résultats dégagés sur la formation de biofilm
bactérien montrent que les bactéries E. coli pourraient répondre différemment a I’ajout d’un
agent antibactérien ou a un flux hydrodynamique en fonction des propriétés mécaniques du
substrat. Ainsi, les études de la sensibilité a des antibiotiques et a I'influence d’un flux sont
des pistes importantes de ces travaux pour pouvoir mieux comprendre les roles joués de

I’élasticité et de I’"hydratation des biomatériaux utilisés dans des conditions in vivo.

5.1. Etude du comportement microbien a la frontiére de deux élasticités
Contrairement aux cellules eucaryotes, il n’a pas encore été démontré dans la littérature, a

notre connaissance, que les bactéries étaient capables d’orienter leurs déplacements en
fonction de la rigidité du substrat. Il serait donc trés intéressant de vérifier la capacité des
cellules E. coli a migrer sur des microenvironnements aux propriétés élastiques changeantes.

Pour cela, nous avons envisagé de mettre en place des expériences pour savoir si les bactéries
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migrent préférentiellement ou non vers des zones molles ou dures d'un substrat birigidité.
Pour cela, nous avons adapté un substrat de PDMS birigidité existant (développé par C.
Ehlinger au laboratoire), avec une faible rigidité dans la région centrale et avec rigidité élevée
dans la région périphérique (Figure 47-A). En I’occurrence, nous avons choisi d’utiliser des

PDMS birigidité de deux types : un duo PDMS 1:80 et 1:5, et un duo PDMS 1:40 et 1:5.

Les échantillons ont été inoculés avec des bactéries E. coli SCC1 selon le méme protocole que
pour I’étude de I'adhésion sur les PDMS mono-rigidité, puis ont été visualisés par microscopie
confocale. Les images obtenues ont montré que les échantillons birigidité n’étaient pas assez
plans pour pouvoir visualiser la frontiére entre les deux types de PDMS avec précision (Figure
47-B). En effet, les techniques d’obtention de ces substrats birigidité font qu’une légére
« créte » sépare le PDMS mou du PDMS dur. A I’échelle de |a bactérie, la hauteur de cette

créte est trop importante pour visualiser correctement les bactéries proches de la frontiére.

PDMS 1:5

PDMS 1:40

frontiere
PDMS 1:40 PDMS 1:5

Figure 47 : PDMS birigidité. (A) Représentation d’un échantillon de PDMS birigidité 1:40 VS 1:5. (B) Image confocale d’E. coli
SCC1 a la frontiere entre les deux PDMS. Barre d'échelle 70 um.

Pour obtenir des surfaces plus planes, une tentative de découpe par cryotome a été réalisée.
Pour cela, les disques de PDMS birigidité ont été placés a -80°C toute une nuit, et la découpe
a été faite par micro-cryotome. Cette technique n’a pas donné de résultats concluant : le
maximum des épaisseurs des tranches pouvant étre produites par le cryotome étaient de 50
Kum, ce qui s’est révélé étre trop fin et les coupes ont cassé, avec ou sans |'utilisation de résine
OCT (Optimal Cutting Temperature Compound), un mélange de glycols, d’alcools et de résines

qui fournit une matrice dans laquelle sont inclus les échantillons pour faciliter leur coupe. Une
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optimisation de I'obtention de ces substrats esten cours pour obtenir des surfaces plus planes

a la frontiére entre les deux PDMS.

5.2. Etude du comportement microbien sur un gradient d’élasticité
Afin d'explorer |'application potentielle des variations de rigidité des substrats dans le controle

des réponses des organismes adhérés dessus, des substrats affichant une rigidité latérale et
sans interruption graduée sont avantageux puisqu'ils permettent I'exploration systématique
de la réponse des cellules adhérées. Wang et al. (Wang, Tsai, et Voelcker 2012) ont proposé
une approche simple vers la fabrication de gradients de rigidité de PDMS (avec un module
élastique compris entre 190 kPa a 3,1 MPa, sur une distance de 12 mm) au moyen d'un
gradient de température pendant I’étape de durcissement. Ainsi, dans cette publication, le
gradient est fait a partir d’'une unique mixture PDMS, et |'obtention d’un gradient de
température controlé permet d’obtenir un gradient de réticulation du PDMS. Une autre
technique consiste a superposer deux types de mixture de PDMS, |’une étant avec un faible
ratio base/agent réticulant, 'autre, au contraire, présentant un fort ratio base/agent
réticulant. Ces techniques n’ont pas été retenues dans la suite de nos travaux. En effet, les
échantillons présentaient une taille trop importante pour étre analysés sous microscope

confocal.

5.3. Visualisation directe des appendices pili et curli
Pour approfondir notre étude sur I'influence de la rigidité et de I’"hydratation de substrat sur

la formation de pili et de curli, nous avons lancé des manipulations de microscopie
électronique a balayage. Les protocoles mis au point au laboratoire se sont basés sur des
protocoles déja routiniers au sein du laboratoire et se sont également inspirés d’études
visualisant ces structures (Rizzello et al. 2011 ; Svensson, Sdve, et Persson 2009 ;

Soonthornchai et al. 2015).

La souche E. coli K-12 PHL 1270 a été utilisée dans cette étude, notamment pour |'observation
de curli et le controle visuel de leur production. Les bactéries ont été imagées avec un MEB
(FEI Company, Eindhoven, Pays-Bas). Une optimisation du protocole est en cours, en
particulier en ce qui concerne |'étape classique de fixation des échantillons. Des résultats
préliminaires ont été obtenus sur verre et sur hydrogels HA (Figure 48), mais dont la qualité

doit encore étre améliorée pour ensuite permettre une observation pertinente de la présence
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des curli, et idéalement, une quantification sur un nombre d’images statistiquement

pertinent.

Figure 48 : Images MEB d’E. coli PHL 1270 sur lamelle de verre (A-1 et A-2) et sur hydrogel 30% HA/BDDE (B).

5.4. Marqueur fibre amyloide Thioflavin A
Une autre approche a été utilisée pour analyserl’influence de I’élasticité et de I’hydratation

des substrats sur la production de curli. Celle-ci consistait a utiliser de la Thioflavin A (ThT) sur
des cultures d’E. coli SCC1, un marqueur de fibres amyloides qui s'incorpore dans les rainures
formées par des feuillets béta de fibrilles le long du grand axe de la fibre perpendiculaire aux
feuillets béta (Krebs, Bromley, et Donald 2005 ; Biancalana et Koide 2010). Le but était ici de
marquer les fibres amyloides, et de quantifier la fluorescence émise, proportionnelle a la

quantité de curli dans I’échantillon analysé.

Des résultats préliminaires ont été obtenus, avec des spectres de fluorescence de la ThT libre
et liée réalisés avec un spectrofluorimétre (SAFAS Xenius XC spectrofluorimeter, Monaco), a
différentes concentrations, avec et sans bactéries cultivées sur une lamelle de verre. Des
optimisations protocolaires sont nécessaires pour déterminer les concentrations optimales de

marqueur et de bactéries, qui permettront d’identifier des différences des spectres d’émission
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entre les différentes conditions (pour l'instant les décalages des spectres sont trop faibles),

pour in fine pouvoir quantifier les fibres amyloides.

5.5. Etude génomique d’E. coli
Dans nos travaux, pour compléter I’étude protéomique, il serait intéressant de nous orienter

vers une étude de |'expression génomique d’E. coli SCC1 en condition de culture statique.
L'objectif de ce travail serait de déterminer de facon plus précise la réponse biologique
spécifique des bactéries au contact avec des surfaces aux hydratations et aux élasticités
variables. Les expérimentations consisteraient alors a détacher les bactéries des substrats, a
extraire I’ARNm bactérien, a amplifier in vitro des séquences spécifiques et définies de genes
d’intérét, et finalement a quantifier I’expression des différents génes ciblés en fonction de
I’élasticité et de I'hydratation des substrats. Différents genes pourraient étre étudiés,
notamment csgA, fimaA, flicC, wcaF, luxS, mscS et rpoS, associés respectivement aux curli, aux
pili de type 1, aux flagelles, a la biosynthese d’acide colanique, a la production de cdi-GMP

(molécule du quorum sensing), aux canaux mécanosensibles et au stress (Figure 49).
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Figure 49 : Identification des genes cibles pour I’étude génomique d’E. coli. Figure de droite inspirée de L. Ploux®©.

5.6. Etude de la sensibilité des microorganismes a un agent antimicrobien en fonction des
propriétés mécaniques du substrat
Les résultats dégagés sur la formation de biofilm bactérien montrent que les bactéries E. coli

ont un retard dans leur développement de biofilm surles hydrogels 10% HA/BDDE par rapport
aux hydrogels 30% HA/BDDE, et sur les surfaces PDMS 1:5 par rapport aux PDMS 1:80. Or il
est connu que le biofilm est une structure limitant I"action des agents antimicrobiens
(Bjarnsholt 2013). Ainsi, il serait intéressant de tester la sensibilité des bactéries, a |"étape
d’adhésion ainsi qu’a |'étape de formation de biofilm, envers des agents antimicrobiens.
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L’hypothese ici est que les bactéries adhérées en moins grand nombre sur les surfaces et
formant par la suite des biofilms moins importants (i.e. 10% HA/BDDE et PDMS 1:5 par rapport
a 30% HA/BDDE et PDMS 1:80 respectivement) seraient plus sensibles al’actionde substances
antibactériennes. Le choix de ces substances pourrait s’orienter vers la tétracycline et la
céfotaxime, antibiotiques commercialisés et utilisés en interne au laboratoire sur E. coli,
séparément ou en association, en réalisant des tests de prévention et de curation sur les
biofilms. Dans les travaux de Song et al. (2014), il a notamment été dégagé que les cellules
d’E. coli adhérées sur des substrats PDMS 1:5 étaient moins sensible aux antibiotiques testés
dans I'étude (l'ofloxacine, I'ampicilline et la tobramycine) que les cellules fixées sur des
substrats PDMS 1:40. Ces résultats ont révélé que I’élasticité de surface est une propriété
importante du matériau qui influence la tolérance au stress des cellules du biofilm. La
sensibilité des bactéries envers des peptides antimicrobiens, tel que la cateslytine utilisée au
laboratoire, pourrait également étre testée. En effet, les peptides antimicrobiens sont des
petites protéines qui se composent de moins de 100 résidus d'acides aminés et qui ont des

mécanismes différents de ceux des antibiotiques.

5.7. Etude de la sensibilité des microorganismes a un flux hydrodynamique en fonction des
propriétés mécaniques du substrat
Des estimations des forces d’adhésion entre des bactéries et une surface sont possibles en

appliguant une contrainte de cisaillement connue dans des conditions de flux
hydrodynamique. Cette contrainte de cisaillement produit une force et un couple
hydrodynamiques qui peuvent détacher des cellules adhérées a une surface, voire détacher

des cellules incluses dans une matrice de biofilm.

Les résultats obtenus lors de ces travaux de thése ont montré que les bactéries répondaient
différemment en fonction de I’élasticité et de I’hydratation du substrat sur lequel elles
adhéraient et se développaient sous forme de biofilm. Cela suggére qu’elles pourraient
également étre influencées par la présence d’'un flux hydrodynamique. Notamment, les
biofilms formés sur les 10% HA/BDDE et sur les PDMS 1:5 sont moins développés que ceux
formés surles 10% HA/BDDE et sur les PDMS 1:80 respectivement, et pourraient donc étre
plus facilement détachables dans des conditions de flux. Des tests préliminaires surlamelle de
verre (Figure 50) ont été réalisés avec un appareil nouvellement acquis par le laboratoire, le
systéme BioFlux™ 200. Des mises au point protocolaires seront nécessaires pour envisager
utiliser cette technique avec des bactéries pouvant étre mises en contact avec les matériaux
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PDMS et HA. Les études de la sensibilité a des antibiotiques et a I'influence d’un flux sont des

pistes importantes de ces travaux pour pouvoir mieux comprendre les roles joués de

I’élasticité et de I’"hydratation des biomatériaux utilisés dans des conditions in vivo.

Figure 50 : E. coli SCC1 dans capillaire microfluidique sans application de flux. (A) Visualisation des bactéries planctoniques
dans le capillaire. (B) Visualisation de plusieurs lignes du capillaire, avec la présence d’air (zone noire) et une limite
air/solution bactérienne (au centre de I'image). Objectif x20.

Finalement, ces différentes perspectives permettront plusieurs avancées : une meilleure
compréhension du role joué par les curli lors des étapes d’adhésion permettrait d’explorer
d’avantage les appendices connus comme favorisant I'adhésion bactérienne, pour pouvoir
peut-étre en modifier I'expression avec les propriétés mécaniques des substrats ; des travaux
permettant de mieux comprendre le role des propriétés mécaniques des substrats sur
I’adhésion bactérienne dans des conditions se rapprochant de conditions in vivo, notamment
avec des études de la sensibilité des bactéries a des antibiotiques ou a un flux
hydrodynamique, seraient fortement bénéfiques pour le développement de surfaces aux
propriétés antimicrobiennes préventives. Nos résultats, loin de répondre a toutes nos

interrogations, ouvrent donc des perspectives de recherche passionnantes a développer.
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Résumé de these

Contexte et positionnement du travail de thése

Les contaminations des surfaces médicales par des bactéries et des levures sont responsables
de nombreuses infections en pratique clinique, conduisant a une utilisation accrue des agents
antimicrobiens, tels que les antibiotiques, et a I'émergence conséquente d'une résistance

microbienne a ces agents antimicrobiens. La demande en revétements préventifs de

I’adhésion microbienne n’a donc jamais été aussi forte.

Les propriétés mécaniques des surfaces des matériaux, notamment |’élasticité et!’hydratation
de surface, sont récemment apparues comme un potentiel outil pour limiter I'adhésion
microbienne. Cependant, de nombreuses questions n'ont pas encore été élucidées. L'objectif
de cette thése est donc de répondre au besoin de mieux connaitre les rbles joués par
I’élasticité et I’hydratation de surface dans 'infection de biomatériaux, plus spécifiquement
aux comportements et aux réponses biologiques d’une bactérie Gram négative (Escherichia
coli) et d’'une levure (Candida albicans) sur des biomatériaux hydratés et non hydratés de
différentes élasticités, pour ensuite pouvoir cibler des matériaux avec un couple
élasticité/hydratation adéquat pour prévenir I’adhésion des microorganismes pionniers. Cela
permettrait de proposer voire de développer des matériaux avec des propriétés mécaniques
spécifiques pour des dispositifs médicaux (DM), pour in fine limiter, par exemple, les infections
microbiennes de prothéses ou de cathéters et de répondre ainsi a un probleme de santé

publique majeur.

Choix de modeéles d’étude, principaux résultats et perspectives

Dans cette étude, nous avons opté pour des matériaux pouvant mimer les propriétés
mécaniques de tissus du corps humain en termes d’élasticité et d’hydratation et qui sont
d’ores et déja utilisés dans le développement de DM. Ces tissus peuvent étre comparés a des
matériaux mous et hydratés (comme le mucus ou le cerveau), et des matériaux moins
hydratés dont les propriétés de rigidité sont comprises entre le mou et le rigide (comme les
muscles, la peau ou le cartilage) (Guimardes et al. 2020). Nous nous sommes ainsi orientés
vers des hydrogels d’acide hyaluronique (HA) développés au sein du laboratoire INSERM 1121
Biomatériaux et Bioingénierie pour représenter les matériaux mous et hydratés, et des
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substrats de polydiméthylsiloxane (PDMS) pour représenter les matériaux souples et rigides
non-hydratés. Outre la particularité d’étre biocompatibles et transparents (intérét en

microscopie confocale inversée), ces deux types de matériaux ont des élasticités modulables,

notamment en modifiant leurs taux de réticulation.

Ainsi, nous avons réalisé des gammes en élasticité des hydrogels HA et des PDMS. Faire varier
les propriétés mécaniques des substrats en modifiant leurs taux de réticulation présente
toutefois des limites. En effet, certains niveaux de réticulations des matériaux n’étaient plus
compatibles avec la tenue globale de I’échantillon. Notamment, les hydrogels avec des forts
taux d’agent réticulant (au-dessus de 30% v/v) étaient cassables, et non manipulables pour les
expérimentations microbiologiques, tandis que les hydrogels avec des faibles taux d’agents
réticulant (en dessous de 10% v/v) étaient trop peu réticulés, donc trop fluides, pour étre
également manipulés pour la suite des expériences. De fagon similaire, les PDMS avec un fort
ratio base/agentréticulant (en dessous de 1:80) étaient trop peu formés et trop visqueux pour

étre manipulés.

Une caractérisation fine des biomatériaux utilisés dans cette étude a été réalisée. Ainsi, la
topographie et la chimie de surface, I’élasticité, la viscoélasticité, la mouillabilité et le taux
d'hydratation des échantillons de PDMS et d’hydrogels HA ont été étudiés. Le module
élastique a été estimé par deux techniques différentes, a savoir par nanoindentation et par
rhéologie. En effet, la nanoindentation permet de donner des informations concernant les
propriétés élastiques de surfaces, qui sont celles susceptibles d'étre senties par un
microorganisme venant au contact de la surface du matériau. Quant aux mesures
rhéologiques, elles permettent de déterminer les caractéristiques a la fois visqueuses et

élastiques du matériau.

Ces biomatériaux ont été mis en contact avec différentes souches de microorganismes. Deux
types de procaryote et d’eucaryote ont été sélectionnés : des bactéries et des levures. La
bactérie modele Escherichia coli (E. coli) K12 SCC1 (Miao et al. 2009) a été choisie dans cette
étude notamment pour sa particularité a disposer d'une inclusion GFP (Green Protein
Fluorescent) dans son génome, qui lui confére une propriété trés intéressante d’auto-
fluorescence quand elle est métaboliguement active. Cette propriété facilite ainsi sa
visualisationlorsqu’elle est étudiée via des appareils exploitant les propriétés de fluorescence.

Pour les levures, le choix s’est orienté vers une levure largement répandue dans
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I’environnement clinique (Pfaller et Diekema 2007 ; Ganguly et Mitchell 2011 ; Calderone et
Clancy 2012), Candida albicans (C. albicans). La souche utilisée dans ces travaux estissue d’un
patient présentant une infection d’'un DM avec formation d'un biofilm, et donc

potentiellement plus encline a former des biofilms lors de cultures in vitro.

Dans ces travaux, des études d’adhésion, de formation de biofilm, de mobilité cellulaire et de
protéome ont été réalisées. Ces études ont mis en lumiere que I’élasticité et I’hydratation de
surface d’'un biomatériau peuvent induire une réponse différente des microorganismes. Ainsi,
ces travaux constituent une base de connaissances pour le développement de nouveaux
matériaux aux propriétés recherchées pour lutter contre les colonisations bactériennes et
fongiques, et présentent en ce sens une avancée pour l'ingénierie tissulaire. De nombreuses
perspectives a ces travaux peuvent étre envisagées, telles que I'étude de la sensibilité des
bactéries a I’ajout d’un agent antimicrobien ou d’un flux hydrodynamique, qui sont des pistes
importantes pour pouvoir se rapprocher des applications médicales en comprenant mieux les
roles joués par I'élasticité et I’hydratation des biomatériaux utilisés dans des conditions plus

proches de conditions in vivo.

HYDRATATION &  ELASTICTE
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Figure 51: Représentation d’une bactérie venant a la surfaced’'un matériau. L'influence de I’élasticité de
surfaceainsiquede I’hydratation surl’adhésion bactérienne, mais également surl’adhésion fongique, a été
étudiée dans ces travaux de thése. L'élasticitéet I’hydratation de surface serévélent étre des parameétres clés
pour ledéveloppement de biomatériaux aux propriétés antimicrobiennes sans|’ajoutd’agent antimicrobien.
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Liste des publications
Article principal de these pour soumission en Novembre 2021. Titre : « Limited

diffusion and delayed biofilm formation by Escherichiacoli on soft hydrated hyaluronic
acid substrates»

Liste des auteurs : Annabelle Vigué, Dominique Vautier, Amad Kaytoue, Bernard
Senger, Youri Arntz, Vincent Ball, Amine Ben Mlouka, Varvara Gribova, Samar Hajjar-
Garreau, Julie Hardouin, Thierry Jouenne, Philippe Lavalle, Lydie Ploux.

Article en cours de rédaction « How Candida albicans respond to surface stiffness on
hydrated and non-hydrated materials? »

Revue invitée dans Biomaterials Science (RSC), en cours de rédaction ; soumission
novembre 2021. Titre : « Impact of the surface mechanical properties on bacterial
adhesion”

Revue en cours de rédaction “Mobility and motility of bacteria”

Participation a des conférences internationales

Biofilms9, conférence en ligne initialement prévue a Karlsruhe (Allemagne) le
29/09/2020. Présentation d’'un oral; titre : « Soft coatings, a new antimicrobial
strategy for biomaterials ?”

Liste des auteurs (orateur) : Annabelle Vigué, Dominique Vautier, Julie Hardouin, Youri
Arntz, Vincent Ball, Thierry Jouenne, Bernard Senger, Lydie Ploux.

ESB 2021, 31st Conference of the European Society for Biomaterials, conférence en
ligne initialement prévue a Porto (Portugal) les 5-9/09/2021. Présentation d’un oral ;
titre : « Advantages and limits of surface viscoelasticity as a drug-free strategy for the
design of new antimicrobial biomaterials. »

Liste des auteurs (orateur) : Annabelle Vigué, Dominique Vautier, Julie Hardouin, Youri
Arntz, Vincent Ball, Thierry Jouenne, Amine Ben Mlouka, Bernard Senger, Lydie Ploux.
Termis, 6th world congress of the Tissue Engineering and Regenerative Medicine
International Society, conférence en ligne initialement prévue a Maastricht (Pays-Bas)
les 15-19/11/2021. Présentation d’un oral ; titre : « Stiff and soft coatings, as a
potential new antimicrobial strategy for biomaterials. »

Liste des auteurs : Annabelle Vigué, Dominique Vautier, Julie Hardouin, Youri Arntz,

Vincent Ball, Thierry Jouenne, Bernard Senger, Lydie Ploux.
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3. Liste des modules d’enseignement

120 h de formations transversales & formations scientifiques, dont :
e Quantum simulation and quantum computing with atomic qubits
e Biosurf 2019

e Analyses protéomiques quantitatives

e Introduction a lI'immunologie : méthodes et applications médicales

4. Liste des encadrements
e Encadrement de Mégane Sully, étudiante en derniére année d’école d’Ingénieur

Biomédical, 3 mois.

e Encadrement d’Adrien Rousselle, étudiant en derniere année d’école d’'Ingénieur
Biomédical, 3 mois.

e Encadrement d’Amad Kaytoue, étudiant en M2 Biomatériaux pour la Santé, 6 mois.

e Missiond’enseignement en Faculté de Biologie (L1) : encadrement de TD d’histologie

et de cytologie, 1 an.

5. Formation « Nouveau Chapitre de These »

Programme de Valorisation des Compétences
Formation Nouveau Chapitre de These
Suivie par Annabelle VIGUE
Dispensée par Anna DYNGOSZ

Février - Juin 2021

Intitulé académique : Effet des propriétés mécaniques sur I’'adhésion de microorganismes :
comportement et réponse biologique d’Escherichia coli et de Candida albicans sur des
biomatériaux hydratés et non hydratés de différentes élasticités

Les bactéries et les levures se plaisent-elles sur des surfaces
molles et hydratées ?
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) 1. Objectifs de la formation Nouveau Chapitre de Thése (NCT)

Cette formation a pour buts de préparer activement I’apres thése et d’optimiser la réussite de la
transition professionnelle.

Lors de cette formation, le-la doctorant-e cherche a valoriser son parcours du doctorat comme une
premiére expérience professionnelle de conduite de projet :

- Identifier, nommer, illustrer et valoriser I’ensemble des compétences développées au cours
du doctorat, y comprisles compétences transversales ;

- Analysersathése dans une optique de projet professionnel, savoir prése nter son projet de
recherche enlangage nonacadémique ;

- Clarifier, préciser, élargir lesperspectives/évolutions professionnelles envisagées ainsi que les
plansd’actions;

- Aborderlesfuturs entretiens d’embauche avec confiance.

Pourcela, le-ladoctorant-e estaccompagné-e dans sadémarche par un mentor, consultant, extérieur
au systéme académique de la recherche ayant une trés bonne connaissance des entreprises et des
organisations, des pratiques de recrutement.

L’accompagnement est mi-individuel/personnalisé et mi-collectif et est réparti sur une période allant
de févrierajuin 2021. Il comporte du travail personnel, du travail en groupe de l'ordrede 4 a 5 demi-
journées, des entretiens individuels de face aface, et des échanges paremail ettéléphone.

—)
2. Cadre général et enjeux de la these

2.1. Présentation succincte du sujet de these

Les infections nosocomiales, ou « infections liées aux soins », représentent une grande part des
infections médicales. En effet, il est évalué qu’environun patient hospitalisé sur vingt y a été confronté
en France en 2017 (Santé Publique France). Le ministére de la Santé estime que les infections
nosocomiales sontresponsables de 4000 décés chaque année en France. Etant donné qu’une grande
partie desinfections nosocomiales sontdues ades bactéries, le traitement de choix est le recours aux
antibiotiques. Malheureusement, les bactéries soumises a ces traitements de maniére répétée
développent des mécanismes poury résister (phénomene d’antibio-résistance): mutation de génes,
sécrétions de composésinactivantles antibiotiques... Ainsi, cesinfections deviennent de plus en plus
difficiles aéradiquer et nécessitentla mise au point de nouveaux traitements efficaces.

La plupart des recherches vise a mettre au point de nouveaux antibiotiques, et de fagon globale, les
scientifiques travaillent encore et plus que jamais a trouver de nouveaux moyens de prévenir et de
guérir cesinfections. Et c’est justement le mot « prévenir » ici qui nousintéresse particulierement dans
le cadre de cette these. Typiquement, les méthodes de lutte contre ces maladies peuvent étre divisées
en deux grandes parties : les méthodes curatives (comme les antibiotiques) et les méthodes
préventives.Ces derniéres cherchentalimiterinitialementles microorganismesde venirsurlasurface
du matériau, pour limiter ensuite leur développement et par conséquent diminuer les risques
d’infection.
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Récemment, une nouvelle méthode préventive a été proposé : celle-ci repose sur le design des
propriétés mécaniques intrinseques du matériau sur lequel les microorganismes pourraient venir
s’adhérer. L"élasticité du matériau semble étre un parametre prometteur pour limiter I’adhésion de
microorganismes.

L'objectif de cette these est de répondre au besoin de mieux connaitre le réle joué par I’élasticité de
surface dans l'infection de biomatériaux. Ces recherches fondamentales ont pour but de mieux
comprendre le comportement des microorganismes adhérés sur des surfaces a élasticités variables,
pour ensuite pouvoir cibler des matériauxavec une certaine élasticité surlesquels les microorganismes
présenteraient une mauvaise adhésion et/ou serait plus facilement éliminés. Cela permettrait de
développer de nouveaux matériaux avec des propriétés mécaniques spécifiques pour des dispositifs
médicaux, pourin fine limiter, parexemple, les infections microbiennes de prothéses ou de cathéters
et de répondre ainsi aun probleme de santé publique majeur.

Cesujetde thése présente des enjeuxscientifiques et économiques. En effet, ces travaux cherchent a
approfondir les connaissances sur les microorganismes provoquant des infections tres largement
rencontrées dans le monde hospitalier. Ces recherches pourraient ensuite servir par exemple au
développement de nouveaux matériauxde dispositifsmédicauxaux propriétés mécaniquescontrolées
limitant leur infection. Dans le milieu médical, les enjeux sont de diminuer les infections, et par
conséquents également de diminuer lesco(ts d’hospitalisation (chaque jour d’hospitalisation dans des
services de médecine « classique » colite environ 1500€), etde réduire le nombre de décesliésa ces
problématiques. Mais les retombées de ces recherches ne se restreignent pas qu’au domaine médical.
En effet, d’autresdomaines recherchent également activement desméthodes de limitation d’adhésion
non désirées de microorganismes surdes surfaces, par exemple dans|’industrie navale ou encore en
agroalimentaire, oule probléme de biofouling estimportant.

2.2. La these dans son contexte

Cette thése estréalisée auseinde 'INSERMUMRS 1121 Biomatériaux et Bioingénierie. Globalement,
la vocation du laboratoire est de développer de nouveaux concepts de biomatériaux en étudiant les
aspectsles plus fondamentaux jusqu’auxapplications cliniques. Concrétement, I’unité s’intéresse aux
biomatériaux au sens large du terme : développement de nouveaux biomatériaux aux concepts
innovants, compréhension de |’interaction des cellules avec les biomatériaux, mise au point de
nouveaux types d’implants, etc... Les problématiques abordéessont généralementissues de la clinique
et nos approches sont pluridisciplinaires, faisant appel adescliniciens, des biologistes et des physico-
chimistes.

Mon projet de thése fait partie des travaux dits « fondamentaux ». |l vise en effet a comprendre des

réactions et des mécanismes cellulaires, ce qui estessentiel pour pouvoirensuite porter et alimenter
des projets plusappliqués.

Le début de cette these est corrélé avec I’arrivée de ma directrice de thése au laboratoire, Dr Lydie
Ploux. Ses activités sont principalement liées a la microbiologie et a I’étude de l'interaction
microorganismes-surfaces. Ces thématiques phénoménologiques et mécanistiques de
microorganismes n’étaient jusqu’alors peu voire pas abordées au sein du laboratoire. Nos arrivées
concomitantes, du Dr Lydie Ploux et de moi-méme, ont donc permis d’ouvrir de nouvelles voix de
recherche aulaboratoire.

Mon sujet de thése fait appel a des compétences scientifiques pluridisciplinaires : biologie,
microbiologie, génétique, physique, et chimie. Les expérimentations réalisées demandent une
expertise technique dans plusieurs domaines, tels que la protéomique, la génomigue ou encore les
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mesures des propriétés mécaniques; des collaborations avec des laboratoires francais et
internationaux spécialisés dans ces domaines ont été mises en place. Ce projet fait appel aux
compétences descientifiques de quatrelaboratoires différents, et environ une quinzaine de personnes
(stagiaires, doctorant, techniciens, ingénieurs et chercheurs) travaillent ou ont travaillé activement
dessus.

Dans le monde scientifique, la question de I'influence des propriétés mécaniques est récente. Une
poignée de publications parlent de l'influence de I’élasticité du substrat sur I'adhésion des
microorganismes, etaucun ne cherche de fagon approfondie les mécanismes sous-jacents. Il ya donc
un réel besoin concernant cette problématique.

2.3. Ma place dans ce contexte

Aprésmon dipldme d’ingénieur biomédical, moninclinaison pour le domaine de larecherche était fort.
J'avais en effet lors de mon cursus d’ingénieur eu I’occasion de réaliser trois stages dans le domaine
delarecherche (deux stages dans deslaboratoires publics, et un troisiéme stage dans le secteur privé)
qui m’ont fortement intéressée. J’avais envie d’apprendre de facon plus poussée un sujet et de
développer mavision internationale dans un domaine d’expertise. En effet, unethése équivauta3ans
pour repousser les barriéres de la connaissance, trouver des solutions innovantes a de s problemes
nouveaux qui seront posés par différents acteurs et ce dans un environnement professionnel (car je
suis a lafois étudiante etsalariée). Faire une thése, ¢’était pour moil’occasiond’acquérir une capacité
des’élancerdans!l’inconnu, d’explorer des hypothéses et essayer de trouverdes solutions. En plus de
ces points abordés, et étant donné que je souhaiterais m’exporter a I’étranger aprés ma these, faire
un doctorat m’intéressait particulierement pour la reconnaissance de ce diplobme au niveau
international.

Mon réle dans la définition du projet a été moindre dans son lancement. En effet, j’ai initialement
répondu a un appel a candidature, avec des questions et des protocoles scientifiques qui était
relativement bien définis. Cependant, la mise en place des expérimentations qui d’ordinaires se
réalisaient de facon routiniére avec ma directrice de thése ont d(i étre réadaptées dans ce nouveau
laboratoire. Une phase de tests a été miseen place, pourensuitelancerleprojet.Parlasuite, le projet
ne s’est pas déroulé de fagon linéaire : mes recherches étaient orientées vers les directions les plus
prometteuses enfonctions des résultats de mes expérimentations précédentes.

3. Déroulement, gestion et cout estime du projet

3.1. Préparation et cadrage du projet
Le projet a été lancé avec des financements internes au laboratoire, et les travaux ont été en quasi-
totalité réalisésau sein de notre laboratoire INSERM U1121. Certains aspects scientifiquesont été
abordés par des spécialistes du domaine ; des collaborations nationales et internationales ont été
progressivement mises en place toutaulongdu déroulement du projet enfonction des besoins.

3.2. Conduite du projet
La conception de ce projet a été réalisée par mes directeurs de thése ; ils ont identifié les objectifs
principaux de lathese, qui ont évolués en fonction desrésultats de cestrois dernieres années. De fagcon
hebdomadaire, mes directeurs de thése et moi-méme nous rencontrons pour parler des avancées du
projet, des dernieres expérimentations, des éventuels problemes et de leurs solutions, des pistesa
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envisager et/ou des réorientations potentielles. Ces réunions sont également un moment pour
discuterde |’échéanciersibesoin.

Pourmieux appréhender certains aspects du projet, j’ai suivi des formations en interne ou en exteme
(formations a la culture microbiologique, a I'hygiéne et sécurité en laboratoire, a la microscopie, aux
techniques de production et de caractérisations des biomatériaux, aux analyses statistiques, a des
logiciels de traitement d'images, etc...). Etant donné que les travaux de thése sont réalisés en quasi-
totalité par moi-méme, piloter ce projet me demande une méthodologie rigoureuse pour maitriser les
délais et la qualité desrecherches effectuées. En effet, je suis responsable de son bon déroulement,
delagénération de données aleurvalorisation.Brievement, je suis responsable de lamise en placede
nouveaux protocoles (apres concertation avec mes supérieurs), des expérimentations a la paillasse,
gu’elles soient biologiques ou physico-chimiques, du traitement des données ainsi que de leur
interprétation et de leur valorisation passant notamment par la rédaction d’articles scientifiques a
visée internationale. Ma these demande également d’avoir une autonomie sur I’utilisation de
machines complexes (microscopes, machines pour mesure de propriétésmécaniques, etc...), et sur des
logiciels de traitement d’images.

Pendant ma thése, je gére aussi des relations avec des partenaires scientifiques avec qui j’ ai mis en
place des collaborations, a savoir une équipe de protéomique a Rouen, une équipe de mécanique
appliquée aBesancon etune (en cours) avec une équipe de génomique a Hokkaido au Japon. En plus
de la mise en place et de I'entretien de ces collaborations, mes compétences relationnelles sont
également requises pour I’encadrement de stagiaires, la préparation d’expériences en concert avec
d’autres chercheursettechniciens de I’équipe, et pourdes discussions avecdes entreprises privées.

Certains problémes ont été rencontrés au cours de ma these. Premierement, |’épaisseur des
échantillons utilisésa posée probléme pour leur observation par microscopie. En effet, le matériel déja
présent au laboratoire n’était pas adapté et I’acquisition de nouveau matériel, en I’occurrence un
objectif de microscope avec des caractéristiques spécifiques, a donc été nécessaire. Les délais pour
recevoirle matériel approprié pour poursuivre les expérimentations ontinduits uneréorganisation des
échéanciers. Deuxiemement, le confinement du printemps 2020 lié a la crise sanitaire de laCovid19a
impacté de facon significative I’avancée de mestravaux de thése. En effet, mestravaux reposent quasi
exclusivement surdes expériences microbiologiques, qui ont été interrompues pe ndant cette période,
etun tempsdereprise de cesculturesaété nécessaireaprées le confinement pour pouvoir redémarrer
les expérimentations. Ce « temps-mort expérimental » a toutefois été productif: j’ai profité de ce
temps pour traiter et interpréter mes données déja générées, et de faire des recherches
bibliographiques et un travail d’écriture pour ma premiére revue scientifique. Une demande de
prolongation de thése aété en parallele demandée au Ministere de I’enseignement supérieur.

3.3. Estimation et prise en charge du colt du projet
En prenanten compte les différents éléments :

- Ressources humaines: moyens en personnel (nombre de personnesinternes —y compris moi-
méme - et externes affectées au projet), temps passé, catégories (stagiaires, techniciens,
autres), salaires et colits, y compris les charges sociales ;

- Dépensesassociéesau projet: matériels et prestationsinternes et externes mis a disposition

ou achetés (amortissement), déplacements, consommables, colts d’infrastructures (services
communs, loyers des locaux, frais de fonctionnement), frais de formation ;

une estimation du cout total de ce projetsur cestroisannées estd’environ 400 k€.
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4. Compétences, savoir-faire, qualités professionnelles et
personnelles

Mener a bien mon projet de thése m’a permis de développer de nombreuses compétences et de
savoir-faire, qui sont transférables en dehors de mon domainede recherche.

Tout d’abord, une des premiéres compétences que j’ai acquises lors de ma thése est d’apprendre a
gérer un projet sur trois années. J'ai appris a gérer un budget pour pouvoir réaliser mes
expérimentations en planifiant des calendriers et leur colt de mise en place.

Ensuite, pendant mestravaux, j’ai renforcé ma capacité a travaillersurdes projets pluridisciplinaires.
En effet, mon sujet, au carrefour de la biologie et de la chimie-physique, demande une maitrise
approfondie de la transdisciplinarité. Il m’a donc été indispensable d’acquérir une efficacité accrue
dans |"appropriation et dans I’articulation de différentes thématiques abordées dans mon sujet de
thése. Aborder ces multiples thématiques m’a permis de développer des compétences et des
méthodes nombreuses et de les réinvestirtres fréquemment ; celademande une forte adaptabilité et
favorise parailleurs lacréativité.

De plus, piloter ce projet m’a encouragé a adopter constamment un regard neuf. En effet, face a
certains résultats, de nouvelles questions scientifiques ont étésoulevées, etila été essentiel d’adopter

une vision critique sur nos propres résultats et d’avoir une capacité de distanciation en interrogeant
I’existant.

En outre, la facon dont le projet était géré de concert avec mes directeurs de thése m’a permis de
bénéficier d’un espace de liberté de d’initiative, et d’orienter mes recherches vers les directions les

plus prometteuses en termes de retombées scientifiques. Il a également fallu que je sois capable de
trouverrapidement des solutions ades problémes rencontrés (cf partie 2.2 Conduite de projet).

Par ailleurs, j’ai acquis une vision internationale dans mon domaine d’expertise, notamment en
effectuant des recherches bibliographiques avancées, en participants a des conférences
internationales et en y présentant mes travaux, ainsi qu’en créant des col laborations internationales
(Japon). Lors de mes participations a des congres a I’étranger, mes compétences en communication
ont été fortement sollicitées, notamment pourintéresser, convaincre etinteragir avecaussi bien des
personnes novices qu’avec des experts dans le domaine. Ces congrés ont été pour moi |’occasion
d’enrichir mon réseau professionnel. Par ailleurs, les congrés, ainsi que la rédaction d’artides
scientifiques, demandent une capacité a savoir prouver que les travaux effectués sont novateurs; ils
demandent parailleurs une maitrise linguistique anglaise fine.

Comme écrit précédemment, je réalise la quasi-totalité des travaux enautonomie, ce qui me demande
une méthodologie rigoureuse pour maitriser les délais et la qualité des recherches effectuées. De
fortes compétences relationnelles sont également requises pour mettre en place de nouvelles
collaborations et pour les entretenir, mais également pour travailler avec les différents membres de
I’équipe, pourencadrerdes stagiaires, et pour interagiravecdes entreprises privées. Pouranimerles
réunions avecces différents partis, mes qualité d’encadrement et d’animation ont été requises.

De plus, cette premiére expérience professionnelle m’a initiée aux démarches administratives
nécessaires au déroulementdu projet (demande de devis, suivide commandes, création de nouveaux
fournisseurs, etc...).
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Les résultats obtenus au cours de cestrois derniéres annéessont probants. Les applications médicales
découlant de cesrecherchessont nombreuses. Parexemple, cela pourrait servirau développement de
nouveaux matériaux de dispositifs médicaux aux propriétés mécaniques contrélées limitant leur
infection. Dans cet optique, cela pourrait impacter le secteur médical, avec par exemple une
diminution des couts d’hospitalisation, une augmentation de la qualité de vie des patients, ainsi que
d’une réductiondunombre de décésliésaces problématiques.

5. Résultats, impact de la these

Les retombées de ces recherches pourraient s’étendre a d’autres domaines également intéressés a
limiter d’adhésion de microorganismes sur des surfaces, comme par exemple dans I'industrie navale
ou encore en agroalimentaire, ou le probléme de biofouling estimportant.

De facon plus « locale », avec les résultats de mes travaux de recherche, nous sommes en cours de
rédaction d’un article scientifique que nous souhaitons soumettre a Biomaterials, une revue a haut
facteur d’impact. Un second article concernant I'influence des propriétés mécaniques sur I’adhésion
fongique esten cours de rédaction. Une revue invitée a Biomaterials Science, ainsi qu’une mini-revue
sur la mobilitébactériennesont également en cours de rédaction.

Atitre personnel, lathéseaété unmomentd’une trés grande richesse, aussibien professionnelle que
personnelle, et m’aconfortée dans|’idée que mes pas suivrontles chemins ol je pourrais étre actrice
pour le développement de lasanté des Hommes.

”'6. Identifications de pistes professionnelles

Les pistes professionnelles envisagées pour mon aprés-thése ont évolué tres significativement depuis
le début de cette formation Nouveau Chapitre de Thése. Hormis celles dans le domaine académique,
ces pistes peuvent se regrouperen 5 catégories, qui sont présentées ci-dessous. Globalement, je
souhaiterais trouver un poste lié a la R&D, a l'innovation, dans le domaine médical, et si possible
m'exporteral'étranger.

1. Postede chefde projetjunior dans une entreprise du Dispositif Médical (DM). Typiquement,
je souhaiterais coordonner et manager desactivités de recherche et de développement dans
le secteur du DM, secteur qui me tient particuliéerement a coeur, dans lequel j’ai réalisé mes
études supérieures, et dans lequel je souhaiterais continuer ma carriére. J’ai acquis une
expertise dans le domaine du biomédical via mon enseignement en école d’'ingénieur
biomédical, et mon doctorat m’a appris a gérer un projet de recherche dans ses aspects
scientifiques, organisationnels, administratifs et financiers.

2. Poste de Principal Scientific dans un groupe pharmaceutique. Cette piste professionnelle m'a
été proposéelors de monentretien professionnel réalisé dans le cadre de cette formationavec
Céline Marband, Principal Scientific chez Roche a Bale. Les compétences demandées pour ce
poste sont similaires acelles exposées dans le point précédent. Lors de cet entretien, en plus
des dimensions de gestion de projet, j'ai particulierement été attirée par la dimension
d’encadrement (non seulement de stagiaires, mais également de doctorants et de post-
doctorants) que je souhaiterais poursuivre. Bien que le domaine pharmaceutigue ne soit pas
mon domaine de formation, les mondes du dispositif médical et du médicament se
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ressemblent par de nombreux aspects. Etant spécialiste du domaine biomédical, cela en fait
une garantie de mon adaptation rapide dans ce nouveau domaine. Le challenge sociétal du
monde pharmaceutique, comme par exemple la lutte contre les maladies mondialement
connues, font que les innovations pharmaceutiques contribuent incontestablement a
I’'amélioration des conditions de vie. Ce constat est le méme pour le monde du DM, et
constitue un point clé dans ma volonté am’engagement dans ces domaines.

Responsable de recherche dans les produits cosmétiques avisée médicale. Toujoursdans les
domaines de la recherche et de I'innovation, je souhaiterais également postuler pour des
postes pourdes produitscosmétiques avisée médicale. En effet, legroupel’Oréal propose des
produits cosmétiques développés danslabranche « Active Cosmetics » qui ont pour vocation
d’allierlasantéalabeauté,comme parexemples des produits contre les sécheressescutanées
ou des produits traitant les problemes d’acné. J'apprécie particulierement I'idée de pouvoir
combiner I’aspect pratique a I’aspect esthétique, et souhaite pour cela candidater dans ces
branche « Active Cosmetics ». Par ailleurs, la branche Active Cosmetics fait appel a des
compétences dudomainede lamicroobiologie,domaine dans lequelj’ai acquis une expertise.

Ingénieur dans I'équipe Santé de I'Agence Spatiale Européenne (ESA). Je souhaiterais poser
une candidature a I’ESA en tant qu’Ingénieur Santé. En effet, lathématique du spatial me
passionne tout particulierement. Cet intérét pour cette matiére trouve son origine dans ma
curiosité et mon envie de comprendre et de voyager entre les mondes de I’infiniment petit et
de I'immensément grand, et d’en étudier les comportements. Dans cette optique, j'aime
particuliérement étudier les micro-organismes ainsi que suivre les cours d'astrophysique et les
derniéres actualités spatiales (comme la nouvelle mission de Thomas Pasquet sur I'lSS). Ma
candidature en tant qu’lngénieur Santé correspond entierement a mes compétences
d’Ingénieur Biomédical avecune expertise dans larecherche médicale.

Journaliste vulgarisation scientifique. Pendant mon cursus de thése, j’ai particulierement
aimé réaliser ma mission d’enseignement (dispense de cours magistraux, de TP et de TD), et
participer a des conférences et a des congrés pour partager mes connaissances. Mes
compétences en communication ont été fortement sollicitées, notamment pour intéresser,
vulgariser, convaincre etinteragiravecaussi bien des personnes novices qu’avecdes experts
dans le domaine. Par ailleurs, pendant mes travaux, j’ai renforcé ma capacité a travailler sur
des projets pluridisciplinaires. En effet, mon sujet, au carrefour de la biologie et de la chimie-
physique, demande une maitrise approfondie de la transdisciplinarité. II m’a donc été
indispensable d’acquérir une efficacité accrue dans |’appropriation et dans I’articulation de
différentes thématiques abordées dans mon sujet de thése. C’'est pour ces raisons exposées
gue je m’intéresseaujournalisme de vulgarisation scientifique.
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Effet des propriétés mécaniques surl’adhésion de microorganismes : comportementet réponse
biologique d’Escherichia coli et de Candida albicans sur des biomatériaux hydratés et
non hydratés de différentes élasticités

Résumé

L’adhésion de microorganismes surdes surfaces est un phénomeéne crucial pour le développement de
biomatériaux et I’ingénierie tissulaire. L'objectif de cette these est de déterminer l'influence de
I’élasticité et de I’hydratation du substrat sur I’adhésion de microorganismes. Les résultats montrent
gue I’adhésion des bactéries (Escherichia coli), ainsi que la formation de biofilm, est limitée sur les
substrats hydratés (hydrogels d’acide hyaluronique) mous (44 Pa) et sur les substrats non-hydratés
(polydiméthylsiloxane, PDMS) durs (574 kPa). De plus, I’analyse du protéome confirme que I’adhésion
est plus avancée sur les matériaux non hydratés, notamment le plus mou, que sur les matériaux
hydratés. En outre, I’analyse de lamobilité des bactéries montre que des sous-populations confinées,
libres, mobiles ou quasi-immobiles coexistent surtous les matériaux, et que leurimportance relative
varie d’un matériau a |’autre. La morphologie deslevures (Candida albicans) est égalementimpactée
par les propriétés mécaniques du substrat. Nos résultatsmontrent que |’ élasticité de surface peut étre
optimisée pourlimiterlaformation de biofilm, mais que son effet peut étre contrebalancé par celui de
I’hydratation.

Mots clés : élasticité de surface, hydratation, PDMS, acide hyaluronique, mobilité et biofilm bactérien,
adhésion bactérienne etfongique, analyse protéomique

Résumé en anglais

The microorganism’s adhesion to surfacesis an essential phenomenon forthe design of biomate rials
and tissue engineering. The objective of this thesisis to determine the influence of elasticity and
hydration on the adhesion of microorganisms. The results show that the adhesion of bacteria
(Escherichia coli), as well as the biofilm formation, is limited on soft hydrated substrates (hyaluronic
acid hydrogels) (44 Pa) and on stiff non-hydrated substrates (polydimethylsiloxane, PDMS) (574 kPa).
Additionally, proteome analysis confirms that adhesion is more advanced on non-hydrated materials,
especially the softest ones, than on hydrated materials. Moreover, the analysis of the mobility of
bacteriashows that confined, free, mobile oralmostimmobile subpopulations coexist on all materials
and that their relative importance varies from one material to another. The morphology of yeasts
(Candida albicans) is also impacted by the mechanical properties of the substrate. Our results show
that the surface elasticity can be optimized to limit the biofilm formation, but that its effect can be
counterbalanced by the hydration.

Keys words: surface elasticity, hydration, PDMS, hyaluronic acid, biofilm and bacteria mobility,
bacterial and fungal adhesion, proteomicanalysis
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