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S. aureus Staphylococcus aureus
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Introduction générale

Les infections nosocomiales aussi appelées infections liées aux soins sont contractées par les patients
au sein d'un établissement de santé, 48 h ou plus aprés leur admission et sont liées au
développement de bactéries et/ou de levures. Ces infections peuvent apparaitre au cours ou apreés
une hospitalisation et peuvent avoir de graves conséquences pour les patients. L'augmentation du
nombre de ces infections en milieu hospitalier est un probleme de santé majeur. De ce fait, des
réflexions sont menées au sein des comités de lutte contre les infections nosocomiales (CLIN) afin de
prendre des mesures pour améliorer les conditions d’hygieéne dans les centres de santé afin de
prévenir ces infections. Néanmoins le risque reste malheureusement présent lorsqu’il s’agit d’une
intervention chirurgicale ou lors de la pose d’un implant. En effet, dés lors qu’un implant médical est
introduit dans le corps humain et qu’il est en contact avec des fluides biologiques, des
microorganismes pathogénes, provenant de I'environnement extérieur, peuvent coloniser ces
implants. La formation d’un biofilm entraine la survenue d’une infection qu’il est alors plus difficile a
combattre en raison de la faible sensibilité des microorganismes vis-a-vis des antibiotiques/

antifongiques au sein des biofilms.

Les chambres implantables sont des dispositifs médicaux utilisés lors des traitements de
chimiothérapie de longue durée. lls permettent I'administration de produits de chimiothérapie et
parfois de nutrition parentérale. Comme la plupart des dispositifs médicaux implantables, I'intérieur
de ces boitiers est sujet aux infections, et pour des patients atteints d’un cancer, I'apparition d’une
infection représente un danger supplémentaire du fait de I'immunodéficience lié a la maladie initiale,

éventuellement renforcée par les chimiothérapies.

Pour tenter de limiter ces infections nosocomiales, de nombreux travaux de recherche se focalisent
actuellement sur les modifications de surface des implants médicaux, en développant des
revétements bactéricides ou en élaborant des surfaces anti-adhésives. De nombreuses surfaces anti-
adhésives ont été étudiées ; elles sont généralement élaborées a partir de polyméres, de métaux ou
de couches auto-assemblées. Certaines topographies et rugosités de surface ont parfois montré des
résultats différents quant a I'efficacité de ces surfaces vis-a-vis des microorganismes. D’autres
travaux ont montré que I’hydrophobicité contrélée des surfaces a souvent montré de bons résultats

pour limiter I'adhérence de microorganismes ciblés.
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L'intérieur des chambres implantables est trés souvent composé d’'un matériau a base de titane
(titane ou ses alliages). Nous nous sommes donc intéressés dans la these a modifier les propriétés
physiques et chimiques de surfaces a base de titane afin d’étudier 'effet sur I'adhérence de
Staphylococcus aureus et de Candida albicans, deux microorganismes trés souvent retrouvés lors

d’infections nosocomiales.

Pour cela différents types d’échantillons ont été étudiés :

e des films minces de TiO, de faible rugosité déposés sur des wafers de silicium ;
e des surfaces de TiO, fonctionnalisées par un greffage moléculaire a I'aide de fonctions
biphosphonate pour modifier le caractére hydrophile / hydrophobe de la surface ;

e des surfaces rugueuses réalisées a partir de surfaces d’alliages de titane (grade 2 et grade 5).

Des analyses microbiologiques in vitro ont été réalisées en conditions statiques de maniére a étudier

I'adhérence primaire des bactéries et des levures, avant la formation du biofilm.

La thése a été réalisée dans le cadre du projet régional MAT-INNO financé par la région Pays de la
Loire. Les objectifs avaient pour but de développer de nouveaux matériaux a base de TiO,
permettant une réduction du risque d’adhérence des microorganismes et de comprendre I'influence
des traitements de chimiothérapie sur la dégradation fonctionnelle des biomatériaux. Pour cela, des
partenaires ont été associés au projet: Surfactis Technologies (Angers) pour la synthése de
molécules, le CTTM (Centre de Transfert et de Technologie du Mans) pour les analyses
microbiologiques avec les bactéries, le GEIHP (Groupe d’Etude des Interactions Hote-Pathogene -
Angers) pour les analyses microbiologiques avec les levures et la clinique Victor Hugo (Le Mans) pour

leur connaissance en oncologie.

Le premier chapitre présentera les risques d’infections nosocomiales sur chambres implantables ainsi
que I'adhésion et le développement de bactéries et de levures sur une surface. Il fournira ensuite un
état de I'art sur différentes méthodes développées pour rendre les surfaces anti-adhésives vis-a-vis
des microorganismes et présentera certaines études concernant les modifications physiques et

chimiques de surfaces.

Dans le deuxieme chapitre, nous décrirons les procédures mises au point pour réaliser et modifier la
surface des échantillons : les surfaces modeles, les structurations de surface et les fonctionnalisations
de surface par greffage moléculaire. Nous présenterons ensuite les résultats obtenus par microscopie

électronique a balayage, microscopie a force atomique, profilométrie optique, spectroscopie de
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photoélectrons X et mesures d’angle de contact afin de caractériser les propriétés physico-chimiques

de ces surfaces.

Le troisieme chapitre présentera les analyses microbiologiques réalisées sur les échantillons décrits
précédemment. Les analyses ont tout d’abord été réalisées sur les surfaces structurées (surfaces
modeles de TiO, et alliages de titane). L’adhérence de bactéries et de levures a ensuite été testée sur
les surfaces lisses fonctionnalisées, pour certaines pré-recouvertes de protéines plasmatiques. Les
résultats ont permis de dégager des parametres influencant I'adhérence de S. aureus et C. albicans

sur des surfaces a base de titane.

Le quatrieme chapitre permettra de faire le lien entre les échantillons élaborés et les conditions
auxquelles l'intérieur des chambres implantables est soumis, avec les produits de chimiothérapie et
la nutrition parentérale. Pour cela, les surfaces lisses et fonctionnalisées seront mises en contact avec
guatre produits de chimiothérapie couramment utilisés et avec une solution de nutrition parentérale
(solution nutritive) afin d’étudier I'influence de la présence de traces de ces produits sur I'adhérence

de bactéries.

Ce travail repose donc sur une approche multidisciplinaire combinant a la fois la mise au point de
procédures permettant d’élaborer et modifier les propriétés physiques et chimiques de surfaces,
I'utilisation de techniques de caractérisation a différentes échelles permettant de contréler la qualité
des surfaces élaborées et I'analyse de tests microbiologiques pour suivre 'adhérence de bactéries et

levures sur ces surfaces.
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Chapitre 1 : Etat de I'art

I. Chambres implantables et infections liées aux soins

1- Présentation et utilisation du dispositif

Une chambre implantable est un dispositif médical utilisé principalement pour les traitements de
chimiothérapie de longue durée. Ce dispositif sous-cutané est généralement implanté au niveau du
thorax (Figure 1) [1]. Il est composé d’un réservoir de quelques dixiemes de millilitres fermé par un
septum en silicone, qui permet de nombreuses ponctions, et relié a un cathéter central dont
I'extrémité est le plus souvent placée dans la veine cave (Figure 1) [2]. Il peut étre utilisé pour des
perfusions, des transfusions, des prélevements sanguins ainsi que pour I'administration de nutrition

parentérale [3].

Systéme de
verrouillage

2

Figure 1: Schémas d’une chambre implantable et de sa position dans le corps (www.imm.fr)

Tube de
sortie

Ce type de dispositif constitue un acces veineux central qui permet de limiter le risque de thrombose
(obstruction d’une veine ou d’une artére par un caillot). Pour cela, I'extrémité du cathéter est placée
dans une zone de grande turbulence de flux sanguin. Ce dispositif est particulierement recommandé
lors d’une utilisation pour les traitements de chimiothérapie de plus de trois mois pour préserver la
paroi interne des veines [4]. Son utilisation permet une diminution du risque d’infections ainsi qu’un
confort augmenté pour le patient [5]. En I'absence de complication, les chambres implantables
peuvent étre laissées en place et utilisées pendant une dizaine d’années. Leur utilisation est
croissante dans les hépitaux car elles participent aussi a une meilleure gestion économique des soins,

en ayant un cot modéré, en comparaison du prix global du traitement [6].

Les injections sont réalisées a I'aide d’une aiguille de Huber. Cette aiguille présente une pointe
biseautée ce qui permet, lors de son utilisation, de ne pas carotter le septum lors de son retrait

(Figure 2). A titre indicatif, le septum est congu pour résister a plus de 2000 injections. L’aiguille doit
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étre adaptée a la taille de la chambre implantable et au liquide injecté [4]. Le cathéter est le plus

souvent composé de silicone (80% du marché francais) ou de polyuréthane.

Pointe biseautée nnn )
de I'aiguille de ~{| A I“'T-» | —
[ G\ ) 40 | S
Huber Tt -
9 <— Peau
Septum - L
\ 4 | — ,
\ — < Cathéter

Figure 2: Injection dans une chambre implantable avec une aiguille de Huber (www.perousemedical.com)

L'intérieur de la chambre implantable est trés souvent composé de titane, sous forme d’alliage, elle
peut cependant parfois étre en plastique ou en acier. Il existe différents types d’alliage de
titane identifiés par des grades. Les alliages de grade 1 a 4 ne comportent que du titane et leurs
propriétés mécaniques différentes s’expliquent par la différence de composition de certains
éléments résiduels présents comme |'oxygene, I'azote ou le fer. L'alliage de titane de grade 5 ou
Ti6Al4V est composé de titane, d’aluminium et de vanadium. Dans le domaine biomédical, cet alliage
est couramment utilisé pour la fabrication de protheses du fait de son faible module élastique,
proche de celui de I'os, et de ses bonnes propriétés mécaniques notamment pour les sollicitations

cycliques.

La trées bonne biocompatibilité du titane est I'un des facteurs favorisant son utilisation dans les
chambres implantables. La biocompatibilité se définit comme étant la capacité d’un matériau a ne
pas engager de réaction physiologique négative tout en maintenant sa fonctionnalité initiale dans le
corps [7]. Le titane est trés résistant a la corrosion et présente une faible toxicité [8]. De plus,
I'utilisation d’'un métal au lieu d’un plastique pour le fond de la chambre permet de le rendre plus

résistant aux éventuels « coups » provoqués par I'aiguille de Huber lors des injections.

L'utilisation de chambres implantables a débuté a la fin des années 1980, mais elle a connu un
véritable essor dans les années 2000 [9]. Leur utilisation a permis de limiter grandement celle des
cathéters tunnélisés (dispositif similaire, sans le boitier de la chambre implantable, I'extrémité du
cathéter est a I'extérieur du corps, protégé par un pansement), avec lesquels il a été estimé un risque
d’infections 12 fois plus important [10]. Aujourd’hui, le nombre de chambres implantées est estimé a

1 million par an dans le monde et a 150 000 en France [4].

Outre la composition chimique qui peut différer d’'une chambre a une autre, la topographie a
I'intérieur des chambres implantables est aussi différente (Tableau 1). Il existe plusieurs marques de

chambres implantables sur le marché frangais. Les plus connues sont BBraun, Bard, Perouse et
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Vygon. La plupart des chambres proposées par ces fabricants sont en titane (alliage ou pur). La
topographie d’une surface peut se caractériser par différents parametres. Le plus souvent, la rugosité
arithmétique (notée Ra) est utilisée, elle se définit comme la moyenne arithmétique des écarts entre

le profil h (i, j) et une ligne moyenne de ce profil hyoyen.

Tableau 1: Présentation de quelques chambres implantables commerciales

Image de l'intérieur de

Marque Modele Composition
q P la chambre (MEB)
| — O,Zp.mo .
BBraun Celcite Ti
Bard Tigrade 5
(TIGAI4V)
Perouse Polysite Tigrade 5
(TIGAIAV)

Minisitimplant

Vygon
) G '

Le Tableau 1 présente la composition chimique de quatre chambres implantables commerciales ainsi

gu’une image MEB de la topographie interne des chambres implantables, toutes n’ont pas la méme
topographie intérieure. Certaines présentent des rayures, d’autres semblent plus lisses. Les valeurs
de rugosités Ra varient de 0,2 um pour la chambre implantable vendue par BBraun a 2,2 um pour
celle vendue par Perouse. Le choix d’'une chambre implantable se fait généralement en fonction de
sa taille, de son débit autorisé, ... Cependant, comme la topographie de l'intérieur des chambres
implantables varie aussi, il est alors important de choisir celle qui pourrait limiter au maximum les

infections.
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2- Infections liées aux soins dans les chambres implantables

Les infections représentent 0,8 a 7,5% des causes de complication chez les patients porteurs d’une
chambre implantable [6]. Ces infections peuvent survenir a différents moments: lors de |'acte
chirurgical pour la pose du dispositif ou plus tard pendant I'utilisation de la chambre lors des
injections ou des changements de raccord. Des études cliniques ont été effectuées afin d’évaluer les
risques associés a l'utilisation de chambres implantables. Ces études ont permis d’identifier les
principales souches de bactéries et de levures a I'origine de ces infections et de proposer des
protocoles pour limiter et tenter de soigner des infections éventuelles [11-13]. En France, les
résultats de ces études sont rassemblés dans un document de la Société Francaise d'Hygiene
Hospitaliere afin d’harmoniser les pratiques hospitaliéres pour la prévention et le traitement de ces

infections [14].

Ces infections, a caractére nosocomial et iatrogene, aussi appelées infections liées aux soins sont
devenues de plus en plus fréquentes en milieu hospitalier, notamment avec lI'augmentation
considérable du nombre de prothéses et autres dispositifs médicaux implantables. Une maladie
nosocomiale se définit comme une maladie contractée par un patient 48 h ou plus apres son
admission dans un hopital ou un centre de santé. La plupart du temps cette infection est liée au
développement de bactéries et/ou de levures [15]. L'importance de I'infection dépend d’un grand
nombre de facteurs comme I’état de santé du patient, son age, la fréquence d’utilisation et le temps
effectif d’utilisation du dispositif médical, ou encore I'administration ou non de nutrition parentérale
[4]. Linfection est le plus souvent provoquée par un manque d’hygiéne des mains du personnel

soignant ou de stérilité du matériel médical.

Le taux d’infections pour les chambres implantables utilisées uniquement comme moyen de
traitement pour la chimiothérapie est compris entre 0,11 et 0,37 pour 1000 jours-cathéter [12]. Le
jour-cathéter est une unité de mesure des infections en densité d’incidence dont le dénominateur
commun est le nombre de jours de maintien en place du cathéter. Cette unité est souvent utilisée
pour caractériser le risque d’infection d’un cathéter ou d’une chambre implantable. En cas
d’utilisation du dispositif pour une nutrition parentérale, ce taux augmente pour atteindre 0,33 a
3,20 jours-cathéter [12]. En effet, l'introduction de nutriments dans le réservoir favorise le
développement de microorganismes. Apres chaque injection, un nettoyage avec une solution de
NaCl a 0,9% est réalisé afin d’éliminer le maximum de résidus provenant du produit préalablement
injecté. Cependant, I'importante viscosité des produits utilisés permet rarement un nettoyage total

méme en cas de nettoyage pulsé a I'aide d’une seringue [4].
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Les microorganismes les plus couramment retrouvés lors d’infections nosocomiales liées aux
dispositifs implantables sont les staphylocoques coagulase négative et le Staphylococcus aureus qui
est coagulase positive, les bacilles a Gram négatif et la levure Candida albicans [12]. Une vaste étude
a été menée a I'échelle européenne (151 hopitaux répartis dans 26 pays) pendant I'année 2000 afin
de déterminer le pourcentage d’apparition de microorganismes pathogénes lors de I'utilisation de
cathéters (périphériques, centraux, de longue ou de courte durée) [16]. Les résultats de cette étude

sont présentés dans le Tableau 2.

Tableau 2: Principaux microorganismes responsables d' infection liées aux cathéters [16]

Microorganismes % apparition

Staphylocoques coagulase négative Bactéries 49,1
Staphylococcus aureus Bactérie 11,9
Entérobactéries (E. coli, K. pneumoniae, Bactéries 11,9
Enterobacter...)

Candida spp. Levure 7,2
Pseudomonas spp. Bactérie 4,9
Acinetobacter spp. Bactérie 4,2
Enterobacter spp. Bactérie 4,2
Autres 6,6

Les risques de contamination par ces microorganismes ont lieu principalement durant I'insertion des
aiguilles de Huber au travers de la peau. En effet, de nombreuses colonies de bactéries et de levures
sont présentes a la surface de la peau et au passage de l'aiguille, ces microorganismes peuvent
pénétrer dans le corps et dans le dispositif. Pour cette raison, certains protocoles ont été établis pour
désinfecter la peau du patient avec des antiseptiques comme |'alcool a 70%, I’alcool iodé ou le

gluconate de chlorohexidine [17].

Si une infection intervient, différents protocoles sont proposés pour limiter une surinfection pouvant
dans le pire des cas entrainer le décés du patient. Une premiére mesure consiste a retirer le dispositif
médical (durant une chirurgie) et injecter un traitement antibiotique a I'endroit du dispositif retiré,
afin d’éliminer toutes bactéries restantes. L’ablation du dispositif infecté est en général efficace pour
éradiquer l'infection [18]. Cependant, dans le cadre d’un traitement de chimiothérapie, il est
préférable d’utiliser des antibiotiques spécifiques a un type de microorganisme directement sur le
cathéter en place afin de stériliser le dispositif et d’éviter son ablation. En cas de contamination de la
chambre implantable seule, un « verrou antibiotique » peut étre mis en place, il s’agit pour cela

d’injecter a l'intérieur de la chambre implantable une solution d’antibiotique a une concentration
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100 & 1000 fois supérieure a la CMI' de I'antibiotique vis-3-vis du germe responsable [19]. Si
nécessaire un traitement antibiotique par voie systémique (utilisant la circulation sanguine pour
atteindre le lieu d’action) peut aussi étre utilisé seul ou en complément d’'un premier traitement
local. Cette deuxieme technique a montré des résultats limités dans le cas d’une infection a

Staphylococcus aureus pour laquelle un taux d’échec compris entre 45 et 60% a été relevé [20, 21].

II. Bactéries, Levures : développement des

microorganismes sur une surface

1- Bactéries

Les bactéries sont des microorganismes présents dans tous les milieux. Il s’agit de procaryotes, c’est-
a-dire qu’elles ne comportent pas de noyau. Elles mesurent au maximum 2 um de long et peuvent

prendre différentes formes.

Les bactéries peuvent étre sphériques (exemple: Staphylococcus aureus), en forme de bacille,
(exemple : famille des Pseudomonas) ou en forme spiralée (exemple : Borrelia) (Figure 3). Suivant
leur forme et leur taille, les bactéries n’interagissent pas de la méme facon avec le milieu ou sur une

surface.

Les bactéries peuvent étre divisées en deux groupes selon les propriétés de leur membrane. Les
bactéries a Gram négatif, pour lesquelles la membrane externe est composée de lipides et de
lipopolysaccharides, et les bactéries a Gram positif, dont la paroi est majoritairement composée de
peptidoglycanes et d’acide téichoique [22]. En contact avec une surface, les bactéries s’organisent en

biofilm pour se développer et résister aux antibiotiques.

1 . .. . ltae s . .. .
CMI : Concentration minimale inhibitrice. Cette valeur correspond a la concentration minimale d’une solution
antibiotique pour inhiber in vitro la croissance d’une souche de bactérie ou de levure.
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Figure 3 : Différentes formes des bactéries (Larousse)

Staphylococcus aureus est I'espéce la plus pathogéne parmi les staphylocoques. Cette bactérie
présente une forme globalement sphérique et est souvent disposée en amas (Figure 4). Cette
bactérie présente en surface des propriétés basiques et hydrophobes déterminées par la méthode
MATS [23] (Annexe 1). Il s’agit d’'une bactérie a Gram positif. Une fois dans le corps humain, elle
sécrete différentes toxines (entérotoxines, leucocidines, épidermolysines, beta-hénolysines) ainsi
gue des composés inhibant les systéemes de défense de I'hote. Elles vont ainsi pouvoir se multiplier et

entrafner des infections.

Figure 4 : Staphylococcus aureus, observation en microscopie électronique a balayage
(MEB X 5000, SCIAM, Université d’Angers)

Les staphylocoques coagulase négative ont aussi une forme de coque et se regroupent également en
amas. Ces bactéries sont principalement situées sur le revétement cutané ou sur les zones les plus
humides. Il s’agit de bactéries a Gram positif, mais contrairement a S. aureus, elles ne produisent pas

de coagulase, une enzyme capable de faire coaguler le plasma. Staphylococcus epidermidis et
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S. haemolyticus sont les staphylocoques coagulase négative les plus fréquents lors d’infections
nosocomiales. Les staphylocoques coagulase négative sont parfois considérés comme moins virulents
que Staphylococcus aureus. En effet, ces microorganismes sont dits opportunistes c’est-a-dire qu’ils
ne deviennent pathogenes que s’il rencontre chez I’h6te un terrain favorable, par exemple si le
patient souffre d’un déficit immunitaire, ce qui est souvent le cas pour les patients atteint de cancer

[24].

2- Levures

Une levure est un champignon de forme sphérique, de dimensions supérieures a celles des bactéries
avec une taille de I'ordre de quelgues micrometres habituellement, mais pouvant atteindre 50 um
pour certaines espéces. Il s’agit d’organismes eucaryotes, c’est-a-dire que les levures (comme les
champignons filamenteux) possédent un véritable noyau refermant entre autre les chromosomes.

Sur une surface, les levures forment aussi un biofilm pour se protéger des agressions externes.

Candida albicans est la levure la plus fréquemment rencontrée lors d’infections nosocomiales. Cette
levure peut se trouver sous deux formes : la forme blastospore, forme levure bourgeonnante, et la
forme hyphale ou forme filamenteuse. In vitro, cette levure peut passer d’une forme a 'autre en
fonction des conditions environnementales (par exemple a 37°C, sous une pression partielle en CO,
de 5% et en présence de certains acides aminés, la levure passe de la forme blastospore a la forme
filamenteuse) [25]. Sous sa forme blastopore, elle mesure environ 4 - 5 um. (Figure 5-A) Les hyphes
sont obtenus par émission d’un tube germinatif, pouvant atteindre 15 - 20 um, a partir de la forme
blastopore (Figure 5-B). Ces deux formes peuvent entrainer la formation de biofilm, méme si la
forme blastospore est a priori plus retrouvée lors des phases d’attachement primaire et de

dissémination et la forme hyphale lors du développement du biofilm [26].
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Figure 5 : A : Candida albicans, forme blastospore (image MEB, X 1000, SCIAM, Université d’Angers) et
B : Candida albicans, forme filamenteuse (microscope optique X 20)
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Dans la plupart des cas, la levure Candida albicans n’entraine pas d’infection particuliere. Cependant,
pour les patients immunodéprimés ou soufrant d’'un cancer, cette levure représente une cause de
mortalité importante (le taux est estimé a 30 a 50% lors d’une septicémie, c’est-a-dire en cas de

dissémination de la levure par voie sanguine) [27].

3- Développement de microorganismes et formation de biofilm

En milieu liquide, les bactéries et les levures sont le plus souvent présentes sous forme planctonique
(microorganismes libres). Lorsqu’elles sont en présence d’une surface, ces microorganismes
adhérent au support et s’organisent en biofilm. Un biofilm est une communauté structurée de
microorganismes entourés d’une matrice extracellulaire qu’ils produisent eux-mémes [28]. Cette
matrice est composée de polymeéres qui protégent les microorganismes des agressions extérieures et
leur permet ainsi de se développer. Grace a cette matrice extracellulaire composée de protéines,
d’ADN et de polysaccharides, I'organisation en biofilm permet aux bactéries et aux levures de se
protéger des antibiotiques qui seraient pourtant a des doses suffisamment puissantes pour éliminer

le méme nombre de bactéries sous forme planctonique [26, 28, 29].

La formation du biofilm se fait en plusieurs étapes (Figure 6).

e La premiere étape consiste en I'adhérence du microorganisme sur la surface. Celle-ci se
décompose en une premiere phase d’adhésion physique réversible. Des interactions a longue
portée (forces de van der Waals, interactions électrostatiques, mouvement brownien)
permettent tout d’abord aux bactéries de se rapprocher de la surface. Interviennent ensuite
des interactions a faible portée (liaisons covalentes, liaisons ioniques, interactions
hydrophobes) qui viennent renforcer I'adhérence. Une deuxiéme phase correspond a un
attachement irréversible de la bactérie sur la surface [15, 30]. Ces étapes seront détaillées
dans la partie suivante.

o Le biofilm se développe autour des microorganismes qui se sont regroupés. Le contact avec
une surface déclenche I'activation de certains genes chez les microorganismes (bactéries ou
levures) avec pour conséquence la sécrétion de polysaccharides qui enrobent les
microorganismes et la formation de cette matrice extracellulaire va permettre I'implantation

du biofilm et la protection des microorganismes.

27



Chapitre 1 : Etat de I'art

e Enfin, a partir du biofilm, des microcolonies de bactéries (ou de levures) seront libérées afin

de coloniser d’autres espaces de la surface et agrandir I'étendue du biofilm.

Détachement d’une
microcolonie

Microorganismes
libres %’ @
8
@
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@ ]
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Phase 1 : Colonisation Phase 2 : Maturation Phase 3 : Dissémination

Figure 6 : Schéma expliquant la formation du biofilm

Le développement de microorganismes se fait plus facilement sur une surface qu’en solution. En
effet, les nutriments se déposant facilement sur les parois leur permettent de survivre. De plus, la
matrice extracellulaire, riche en protéines et en glucides fournit aux microorganismes un
environnement favorable a leur développement. La formation du biofilm va notamment leur
permettre de se protéger des agressions externes en les rendant environ 1000 fois plus résistants aux
antibiotiques [31]. L’intérieur du biofilm est trés organisé, des canaux aqueux permettent la
transmission des nutriments et de I'oxygene sous I'effet de gradients de concentration. De plus,
certaines molécules de signalisation (appelées molécules du “quorum-sensing”) circulent au sein du
biofilm afin d’assurer les communications entre microorganismes ; par ailleurs, la proximité entre les
individus au sein du biofilm facilite les échanges de patrimoine génétique, notamment les échanges
de plasmides de résistance [32]. Les molécules du quorum-sensing existent aussi bien chez les
bactéries que chez les levures, bien qu’elles aient été principalement été étudiées chez les bactéries.
Dans le cas de biofilms mixtes, c’est-a-dire constitués de plusieurs espéces de microorganismes, des

communications inter-microorganismes peuvent exister [25].
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III. Mécanismes d’adhésion de microorganismes sur une

surface et influence des parametres extérieurs

1- Mécanismes d’adhésion de bactéries sur une surface

Quelques modeles décrivent les phénomeénes occurrents durant I'adhérence d’une bactérie sur une
surface (I'adhérence de levure se fait selon un processus similaire [26]). L’adhérence bactérienne se

fait en deux étapes : une premiere étape dite réversible et une seconde irréversible.

a- Premiere étape réversible

Les bactéries se déplacent en milieu liquide grace au mouvement brownien et peuvent ainsi se
rapprocher d’'une surface de maniére aléatoire. Certaines bactéries possédent des flagelles sur leur
membrane qui peuvent les aider a se déplacer en solution et atteindre plus facilement une surface.
L’adhésion bactérienne peut alors étre décrite par la théorie DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey et
Overbeek). Cette théorie, utilisée pour les bactéries du fait de leur taille comparable a celle des
colloides (0,5 - 2 um), considére que l'interaction totale agissant sur les bactéries est la somme des
interactions de van der Waals (forces attractives s’exergant sur de longues distances ~ 50 nm) et des

interactions électrostatiques (relativement plus importantes a plus faible portée) [33, 34].

A plus faible portée, I'approche thermodynamique est favorisée. Ces interactions vont étre
considérées quand la bactérie et la surface sont a proximité I'une de I'autre, a moins de 3 nm
(Figure 7) [35]. Les interactions hydrophobes, entre des composés non polaires, sont
thermodynamiquement favorisées par une enthalpie libre du systéeme négative. Ceci permet de
justifier le fait que les bactéries présentant une paroi hydrophobe préferent les surfaces

hydrophobes [33].

Un modele étendu de la théorie DLVO doit cependant étre considéré afin de pouvoir caractériser a la
fois les interactions s’exercant sur de longues distances et celles s’exercant dans un champ plus

proche relevant des interactions hydrophobes [33].
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Figure 7 : Schéma représentant les principales interactions en fonction de la distance bactérie - surface.

b- Deuxiéme étape irréversible

Une fois sur la surface, des liaisons s’établissent entre la bactérie et la surface. Les bactéries
produisent différentes substances (comme la matrice extracellulaire) et synthétisent des protéines

de surface au réle d’adhésine qui lui permettent de s’accrocher durablement sur la surface.

Certaines bactéries ont des pili (ou fimbriae) et flagelles sur leur paroi. Ce sont des structures
filamenteuses de 0,2 a 20 um de longueur qui facilitent les adhésions spécifiques sur une surface.
Une bactérie en contient généralement entre 100 et 1000 sur sa membrane externe, ces pili sont

plus nombreux chez les bactéries a Gram négatif [34, 35].

La matrice extracellulaire est sécrétée aussi bien par les bactéries a Gram positif et que par les
bactéries a Gram négatif. Elle est composée principalement de polysaccarides, de protéines et de
lipides. Cette matrice extracellulaire favorise I'adhésion par sa capacité a lier physiquement les
microorganismes a la surface. Les interactions entre la surface et la matrice étant des liaisons non
covalentes (forces électrostatiques, liaisons hydrogene) d’intensité relativement faible, c’est leur

nombre important qui permet la force de cohésion [33].

2- Facteurs influen¢ant 'adhésion bactérienne

L'adhésion des bactéries sur une surface dépend d’un grand nombre de facteurs physiques,
chimiques et environnementaux [15, 22, 30]. De plus, les caractéristiques intrinseques des bactéries
sont a prendre en compte lors de I’étude de I'adhérence bactérienne. En effet toutes les bactéries ne

réagissent pas de la méme facon sur une méme surface. La composition biochimique de la paroi, et
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les propriétés physiques de surface qui en découlent, I’'hydrophobicité de la surface cellulaire et la
charge électrostatique de surface des bactéries, font partie des criteres qui peuvent modifier

I'adhérence bactérienne [35].

a- Propriétés de surface

Les propriétés de surface varient en fonction de la topographie, de la rugosité ou encore de la
composition chimique de la surface. Certaines de ces propriétés peuvent réduire fortement
I’adhérence bactérienne d’un type de bactérie mais I'environnement de la bactérie doit aussi étre
pris en compte, en raison de son impact possible, direct (modification de la charge ou de
I’'hydrophobicité) ou indirect (induction ou répression de certaines voies métaboliques et

potentiellement la composition de la paroi).

La topographie de surface impacte I'adhérence bactérienne. Il a été montré que certains motifs en
surface favorisaient I'adhérence bactérienne. Les bactéries adherent préférentiellement dans les
irrégularités de surface (comme par exemple des trous ou des stries) qui augmentent les points de
contact avec la surface [36]. La formation du biofilm est déclenchée par I'induction de I'expression de
certains genes lorsque la bactérie est au contact d’une surface. Ainsi plus le nombre de points de
contact entre une bactérie et la surface est important et plus la formation du biofilm sera favorisée

[37].

La composition chimique de surface peut étre modifiée par greffage d’'une monocouche moléculaire
(aussi appelé self-assembled monolayers : SAMs) sur une surface métallique [38, 39], par le dépot
d’un polymere [40, 41] ou la présence de certains éléments comme |’argent [42], par exemple sous
forme d’ions emprisonnés dans une matrice polymere. Ces modifications chimiques de surface
peuvent se traduire par un changement de I'hydrophobicité, de la charge de surface, ou de la
polarité. La présence de groupes fonctionnels particuliers doit également étre prise en compte. Il a
été plusieurs fois montré qu’une bactérie présentant un caractére hydrophobe préfére adhérer sur

une surface hydrophobe [30, 33].

b- L’environnement

Les caractéristiques de la paroi bactérienne ont un impact sur le développement des

microorganismes sur une surface. Un changement de pH affecte la paroi de la bactérie qui doit
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s’adapter pour survivre, modifiant ainsi ses propriétés d’attachement sur une surface spécifique. De
plus, certains processus physiologiques des microorganismes sont dépendants du pH, c’est le cas de
la synthése de la matrice extracellulaire qui ne peut s’effectuer qu’a pH voisin de la neutralité, pour
la plupart des bactéries [43]. La force ionique d’une solution modifie la barriere d’énergie que les
bactéries, le plus souvent chargées négativement, devront franchir pour adhérer a une surface ayant
un potentiel zéta négatif, a pH 7. Ainsi, plus la force ionique est élevée, et plus faible est cette
barriere d’énergie [44]. L'adhérence augmente avec le temps de contact des bactéries avec une
surface jusqu’a atteindre une valeur de saturation, environ quelques heures pour S. sanguis sur une
surface de verre par exemple [35]. Cette durée dépend de I'espéce bactérienne considérée, mais
aussi des propriétés de la surface. Sous flux, les forces de cisaillement sont un parametre important a
prendre en compte. En effet, plus le flux sera important, plus les forces de cisaillement seront
importantes et plus les forces favorisant I'attachement initial de la bactérie ou I'adhérence du biofilm

a la surface seront faibles [30].

Les protéines, présentes dans le sang peuvent s’adsorber sur la surface formant une couche
intermédiaire nommée film de conditionnement [45] et favoriser ou limiter I'adhérence bactérienne,
participant ainsi indirectement a la colonisation de surface [46]. Il a par exemple été montré que la
présence d’albumine sur une surface diminue I'adhérence bactérienne [47-49] alors que la présence
de fibrinogene, fibronectine ou laminine augmente 'adhérence de bactéries pathogénes comme
Staphylococcus aureus [50-52]. La présence de récepteurs pour ces protéines a la surface des
bactéries est a I'origine de ces adhésions spécifiques [50]. Il en est de méme de la levure Candida
albicans qui présente des récepteurs de surface pour la laminine et le fibrinogene et dont

I’adhérence a un substrat est facilitée par le conditionnement de la surface par ces protéines [53].

IV. Stratégies antibactériennes

C'est a partir des années 1980 qu’ont été réalisées les premieres études en odontologie reliant les
propriétés de surface et I'adhérence bactérienne [42]. Skjorland et al. [54] ont cherché un éventuel
lien entre la porosité (ou la rugosité) et le développement de biofilm pour quinze matériaux

composites similaires a I'émail des dents, sans trouver de lien direct.
Les principales stratégies [55, 56] pour limiter la survenue d’infections sur les biomatériaux sont :

o élaborer des surfaces bactéricides qui perturbent et causent la mort des bactéries ;
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o développer des revétements ayant une activité « anti-biofouling », c’est-a-dire des surfaces
pouvant résister ou prévenir |'attachement des microorganismes par des propriétés
physiques ou chimiques de surfaces non favorables ;

o établir une compétition entre bactéries pour la colonisation de la surface, en utilisant par
exemple des bactéries non pathogénes pour protéger la surface et empécher les bactéries
pathogenes d’adhérer ;

o ou utiliser certaines substances comme des enzymes permettant de détruire un biofilm.

1- Utilisation de revétements bactéricides

Les revétements bactéricides, souvent composés d’un polymére (ou copolymere) déposé sur une
surface, peuvent réduire de facon considérable I'adhérence de microorganismes en libérant par
exemple des antibiotiques ou des agents antimicrobiens. L’argent présente des propriétés
bactéricides intéressantes. Cet élément, déja utilisé par les romains pour limiter les contaminations
bactériennes, peut étre inséré dans des matrices hydrogels ou au sein de chaines polymeres. L'effet
bactéricide s’exprime lorsque les ions Ag" sont libérés: ils endommagent alors la membrane
cellulaire [42]. Cependant, 'accumulation possible d’argent, métal lourd, dans le corps représente un
danger pour la santé du patient compte tenu de la toxicité des ions argents pour les cellules de

mammiféres [57].

Caillier et al. [58] ont développé un revétement actif en mélangeant des tensioactifs composés
d’ammoniums quaternaires et de monomeéres d’acrylates. Ce film a permis de limiter
significativement le nombre de bactéries vivantes en surface montrant ainsi des propriétés
bactéricides. Les bactéries étant souvent chargées négativement en surface, elles sont fortement
attirées par une surface chargée positivement, et se retrouvent piégées en surface avant de mourir

[31].

Des silicones modifiés par des biocides cationiques (polyhexamethylene guanidine
dodecylbenzenesulfonate ou 1-dodecyl-3-methylimidazoliumtetrafluoroborate) ont montré une
réduction de plus de 99% de la croissance de microorganismes [59]. La présence de charges positives
en surface du polymere permet d’attirer les microorganismes, qui ont ayant généralement une
charge de surface négative. Ensuite, les groupements chimiques en surface permettent d’attaquer la
membrane cytoplasmique des microorganismes, en interagissant avec les phospholipides, et ainsi de

déstabiliser leur équilibre osmotique.
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Malgré leur efficacité, ces surfaces bactéricides présentent un important désavantage. En effet, de
nombreuses souches majoritairement des bactéries a Gram positif, peuvent devenir résistantes
rendant par la suite beaucoup plus difficile la décontamination en cas de prolifération. Certains cas
sont connus comme la pénicilline, un antibiotique, utilisée pour la premiere fois en 1943 et pour
laquelle les souches de S. aureus ont montré une résistance dés 1946. La méme évolution a aussi été
remarquée pour la méthiciline (1960 = 1961), la vancomycine (1956 = 1988) ou le zyvox (1990 >
1999). En moyenne une dizaine d’années peuvent suffire a une bactérie pour se montrer résistante a
un antibiotique particulier [60]. De nouveaux cas de résistance apparaissent aussi pour les bactéries
de Gram négatif. De nouveaux génes, présents chez les bactéries a Gram négatif, notamment les
Enterobacteriaceae comme Echerichia coli, ont été identifiés comme codant des enzymes rendant les
bactéries résistantes a certains antibiotiques, notamment des béta-lactamases inactivant les
antibiotiques de la famille carbapénemes, souvent utilisés en dernier recours contre les
entérobactéries multi-résistantes. L’apparition de ces nouveaux génes peut étre favorisée par la
surconsommation d’antibiotiques ou par les voyages internationaux [61]. Par exemple, Kumarasamy
et al. [61] ont repéré, chez un patient anglais, la présence d’un géne résistant a un antibiotique chez
une Enterobacteriaceae qui était connu jusqu’alors uniguement en Inde et au Pakistan. Ce gene code

une enzyme capable d’inactiver certains antibiotiques de la famille des carbapénémes.

Compte tenu du risque de sélection que peut représenter la résistance de souches bactériennes ou
de levures, I'objectif de ce travail de thése s’est focalisé sur I'étude de surfaces « anti-biofouling » en

utilisant différentes méthodes : physiques, chimiques ou biologiques.

2- Méthodes « physiques »

Les méthodes dites physiques consistent a modifier la topographie ou la porosité d’un matériau. De
nombreuses études portent sur le titane comme matériau de choix pour des applications
biomédicales en raison de sa bonne biocompatibilité, de sa forte résistance a la corrosion et de sa
faible toxicité [62]. Cependant, le titane ne présente pas d’activité antimicrobienne en soi, c’est la
modification de ses propriétés de surface qui permet de réduire I'adhérence des microorganismes.
D’autres alliages ont aussi montré des capacités d’adhérence bactérienne faible par comparaison
avec le titane, c’est notamment le cas de I'oxinium (un alliage de zirconium-niobium oxydé) ou de

I'alliage Co-Cr-Mo [63]. Cependant, pour les protheses, ces deux alliages ne sont pas toujours
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recommandés du fait de leur grande rigidité par comparaison avec I'os et de I'existence de réactions

allergiques a des métaux comme le cobalt, le chrome ou le nickel [64, 65].

a- Rugosité

La rugosité est un parametre souvent utilisé pour caractériser et étudier les propriétés de surface
limitant 'adhérence de microorganismes. Cependant un grand nombre d’études présentent des
résultats contradictoires quant a un effet positif, négatif ou neutre de la rugosité [66] (Figure 8).
L'influence de la rugosité sur I'adhérence bactérienne dépend aussi de I'environnement et des

conditions de culture [62, 67].

Giordano et al. [68] ont modifié la rugosité d’alliages de titane grade 2 et grade 5 par anodisation,
diminuant ainsi la rugosité de 0,5 um a 0,3 um et augmentant le taux d’anatase en surface.
L'adhérence de Staphylococcus aureus, aprés 3 h d’incubation, était moins importante sur les
surfaces ayant une rugosité plus faible. Inversement, plusieurs études s’entendent sur le fait que
I"augmentation de la rugosité est en lien avec une diminution du nombre de microorganismes
adhérents en surface [62, 69, 70]. A titre d’exemple, des topographies de surfaces de titane ont été
modifiées par sablage et attaque acide [70]. Dans ce cas, les auteurs ont montré que I'adhérence de
bactéries (S. sanguis et S. mutans) était plus faible aprés 2 h d’incubation sur les surfaces ayant une
rugosité de l'ordre du micrometre que sur les surfaces ayant une rugosité plus faibles
(Ra environ 300 nm) [70]. La méme tendance a été observée avec des films minces de titane ayant
des rugosités comprises entre 0,8 et 1,5 nm avec Staphylococcus aureus, [62] I'adhérence de

bactéries apres 18 h de culture augmentait avec la diminution de la rugosité.

Au contraire, d’autres résultats montrent une augmentation de I'adhérence bactérienne avec la
rugosité [28, 71]. L'adhérence de Staphylococcus epidermidis était plus faible sur les surfaces de
titane grade 5 polies avec une faible rugosité (Ra = 7 nm) en comparaison aux surfaces polies ayant
une plus grande rugosité (Ra = 16 nm) [71]. Des résultats similaires ont été obtenus avec neuf autres
especes bactériennes dont S. sanguis sur des films de titane déposés sur des surfaces lisses

(Ra =30 nm) ou rugueuses (Ra = 1,9 um) [28].

S. aureus et S. epidermidis sont deux bactéries a Gram positif, ayant une forme de coque et se
regroupant en amas. Leur taille est relativement similaire, proche de 1 um. Streptococcus sanguis est

également une bactérie a Gram positif en forme de coques, mais ayant tendance a se regrouper pour
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former des filaments. Ces trois especes bactériennes sont connues pour étre a l'origine de

nombreuses infections.

L'augmentation de I'adhérence bactérienne sur les films minces de titane est justifiée par la présence
d’une rugosité nanométrique qui permettrait une augmentation des nano points de contact entre la
bactérie et la surface [69]. Pour les rugosités plus importantes, I'augmentation de I'adhérence est
expliquée par l'augmentation de la surface spécifique et un contact plus important entre les
bactéries et la surface [28, 71]. L’analyse des valeurs de rugosité ne permet pas de conclure sur une
valeur de rugosité favorable a la diminution du nombre de bactéries adhérentes. Il est a noter que les
différences peuvent aussi apparaitre du fait des modifications des conditions de culture ou des
modifications de la chimie de surface entre les différents échantillons, comme discuté

précédemment.

La Figure 8 présente les conclusions des études citées en fonction des valeurs de rugosité. Les fleches
représentent I'étendue des valeurs de rugosité pour chaque étude. Les microorganismes testés sont

renseignés sur la figure.
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Figure 8 : Effet de la rugosité sur ’adhérence de bactéries
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b- Topographie

Face au manque de conclusion claire quant a I'influence de la rugosité sur I'adhésion de bactéries, la
topographie de surface est trés probablement un paramétre important a prendre en compte. La
taille moyenne et la forme des motifs en surface influencent I'adhérence bactérienne en modulant le
nombre de points de contact entre une bactérie et la surface (Figure 9). L'augmentation de ces points
de contact permet de diminuer la barriére énergétique lorsque les bactéries arrivent sur la surface et

de favoriser I'expression de génes impliqués dans la formation du biofilm [67].

Sur des surfaces dont la taille caractéristique des motifs en surface est de I'ordre de grandeur de la
taille des bactéries (environ 1 um pour les staphylocoques et quelques microns de longueur pour les
bacilles), 'adhérence des bactéries est favorisée [37]. Dans ce cas, les bactéries ont tendance a se
placer préférentiellement dans les espaces creux (vallées, trous, rayures, ..) pour augmenter le
nombre de points de contact avec la surface, ce qui leur permet aussi de se protéger de facteurs
extérieurs comme des forces de cisaillement d’'un liquide. Ce résultat a été observé par
Diaz et al. [36] qui ont préparé des surfaces de titane comportant des vallées et des bosses de tailles
micrométriques. Les bactéries (Pseudomonas fluorescens) se sont placées dans les vallées plutot que
sur le c6té ou le haut des bosses (Figure 9). D’autres surfaces d’oxyde de titane ont été structurées
de maniere a créer des ondulations en surface de différentes tailles : 400 nm et 5 um de largeur. Il a
été montré que les bactéries (Escherichia coli) se plagaient dans les creux lorsque ceux-ci étaient
assez grands (5 um de largeur), et restaient au sommet des ondulations quand la distance entre les
crétes était trop faible (400 nm de largeur) [72]. Whitehead et al. [8] ont élaboré des surfaces de
titane ayant des trous de différentes tailles en surface (200 nm, 500 nm, 1 um et 2 um de diametre)
(Figure 9). L'adhésion de Staphylococcus aureus augmentait lorsque la taille des trous était d’au
moins 1 um et était minimale pour les trous de 500 nm. Avec des trous d’un micrométre de
diametre, les bactéries peuvent entrer dans les trous entrainant une augmentation de la surface sur
laquelle elles peuvent adhérer. La faible adhésion sur les surfaces présentant des trous de 500 nm de
diametre a été expliquée par 'incapacité des bactéries a entrer dans les trous et par des interactions
défavorables des bactéries sur la superficie des trous, de taille inférieure a celle des bactéries. Quant
au nombre de levures adhérentes (Candida albicans), il restait inchangé sur les quatre types de
surface, la taille de la levure étant beaucoup plus grande (environ 4 - 5 um) que celle des trous : elles

pouvaient donc adhérer de la méme facon sur les différentes surfaces.

Les motifs de surface ayant une taille caractéristique trés inférieure a la dimension des
microorganismes peuvent aussi influencer I'adhésion bactérienne. Dans ce cas, il est admis que c’est

le nombre de points de contact avec la surface sur laquelle la bactérie repose qui favorise I'adhésion.
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Des plots de taille réguliére (environ 250 nm de diametre et 1 um de hauteur) et d’espacement
constant (40 nm, 200 nm et 500 nm) en PET (polytéréphtalate d’éthyléne) ont été créés par plasma a
couplage inductif. Il a été observé que la quantité de bactéries adhérentes (S. aureus) était plus
importante sur les surfaces ayant les espacements de plots les plus faibles. Les espacements entre les
plots ont été choisis de maniére a étre inférieurs a la taille d’une bactérie ; plus I'espacement des
plots est faible et plus une bactérie posée sur la surface aura de points de contact avec celle-ci [73].
Des surfaces de titane grade 2 et de titane grade 4 ont été modifiées par ECAP (Equal Channel
Angular Pressing), qui permet de modifier la taille de grains et fait apparaitre des nano-pics en
surface. Les études microbiologiques montrent que plus la taille de grains augmente, c’est-a-dire
moins la surface est lisse et comporte des petits pics, et plus I'adhérence bactérienne (P. aeruginosa)
est facilitée [74]. A une échelle plus faible (10 - 40 nm), Lidecke [69] a montré que la présence de
« pics » en surface de films de titane d’épaisseur variable favorisait aussi I'adhérence de S. aureus par

|"augmentation des points de contact entre la surface et la bactérie.
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Figure 9 : Taille caractéristique des motifs en surface dans les études citées précédemment et son influence sur
I’adhérence bactérienne.

D’autres topographies particulieres ont été élaborées sur des surfaces de titane. Fadeeva et al. [75]
ont élaboré par ablation laser femto seconde des surfaces de titane ayant une double structuration :
des motifs convexes de 10 a 20 um et une structuration secondaire de I'ordre de 200 nm sur ces
premiers motifs. Ces surfaces ont montré des propriétés tres hydrophobes avec un angle de contact

atteignant 166°.
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L'adhérence de S. aureus était plus importante sur les surfaces structurées que sur des surfaces lisses
de titane. Des nanotubes de titane de différentes tailles ont été réalisés par anodisation
électrochimique. En comparant la présence de bactéries (S. epidermidis) vivantes sur une surface de
titane lisse et une surface comprenant des nanotubes d’environ 100 nm, Kumeria et al. [76] n’ont pas
mis en évidence de différence significative d’adhérence. Au contraire, Ercan et al. [77] ont montré
que la présence de nanotubes de diametre supérieur a 80 nm favorisait I'adhérence bactérienne
(S. epidermidis et S. aureus) en comparaison a des nanotubes de diametre inférieur (20 nm, 40 nm

et 60 nm).

Les méthodes d’élaboration des échantillons peuvent aussi influencer le nombre de bactéries
adhérentes. Par exemple, I'utilisation de produits a base de Fluor pour la fabrication de nanotubes de
titane n’a pas permis de conclure quant a 'influence de la présence de nanotubes sur I'adhérence
bactérienne [78] contrairement aux résultats obtenus dans d’autres études réalisées sur ce méme

type de topographie [76, 77].

Par conséquent, la taille caractéristique des motifs (largeur/hauteur) de surface est un paramétre
pertinent pour comparer les différentes études. Ainsi, lorsque la taille des motifs de surface est
comparable a celle des microorganismes, I'adhésion s’effectue plus facilement dans les creux pour un
nombre de points de contact maximum. Lorsque cette taille caractéristique est beaucoup plus faible,
I’adhésion des microorganismes est favorisée en augmentant les points de contact entre la surface et
le microorganisme (Figure 10). Il existe probablement un minimum d’adhérence lorsque ces points

de contact sont faibles.

Nombre de
microorganismes
adhérents

A

Taille caractéristique
du microorganisme

»
Taille caractéristique
des motifs en surface

Figure 10 : Evolution de I’adhérence en fonction de la taille caractéristique des motifs en surface
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3- Méthodes « chimiques »

La composition chimique de surface joue un réle important pour I'adhérence de bactéries et de
levures puisqu’elle conditionne I’hydrophobicité et la charge électrostatique de surface, de plus la

présence de groupements chimiques spécifiques peut avoir un impact.

a- Surfaces a base de carbone

De I'oxyde de graphene et des SWCNHs (graphene single-walled carbon nanohorn), éléments de la
famille des nanotubes de graphéne, ont été greffés sur des surfaces de silicium afin de modifier
I'activité antibactérienne, avec pour conséquence une diminution de [I'hydrophobicité. En
comparaison au silicium, les surfaces recouvertes d’oxyde de graphéne et, de maniére encore plus
importante sur les surfaces recouvertes de SWCNHs se caractérisent par une réduction de
I’'adhérence de S. aureus [47]. Cela a été expliqué par la diminution de I'angle de contact (73,2° pour
le silicium non modifié versus, 54,5° pour les surfaces recouvertes d’oxyde de graphéene et 47,5° pour

celles recouvertes de SWCNHs).

D’autres matériaux peuvent aussi étre utilisés comme le « carbon-like diamond » déposé sous forme
de film. Ce matériau montre de bonnes propriétés antibactériennes et cette propriété est améliorée

lorsque des nanoparticules de TiO, sont insérées dans le film, le rendant plus hydrophile [79, 80].

b- Surfaces polymériques

Les polymeéres sont largement étudiés comme biomatériaux, sous forme brute ou déposés en film
mince sur une surface (Tableau 3). Certains types de polymeéres réduisent de maniére considérable
I"'adhérence de bactéries et freine ainsi le développement de biofilm. Les polyméres hydrophiles sont
souvent cités pour limiter 'adhérence de microorganismes car ils se recouvrent facilement d’un film
d’eau qui rend plus difficile 'accés a la surface pour les microorganismes [81]. Il s’agit souvent de
polymeéres a base de poly(éthyleéne-glycol) (PEG) ou de polyméres zwitterioniques (des polymeres
possédant des charges électriques de signes opposés sur des atomes non adjacents). Un polymeére
dérivé du PEG, I'Optichem® a montré de bonnes propriétés anti-adhérentes vis-a-vis de
S. epidermidis par rapport au silicone (les deux polyméres étant déposés sur une lame de verre) [82].
Le dépot de hyaluronate de sodium, polymere hydrophile, permet une diminution de I'adhérence de

S. aureus en comparaison avec une surface de titane brute [66]. En utilisant le format microarray, des
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centaines de copolymeéres ont été déposés sur une lame de verre [40]. Il a été observé que les
polymeéres ayant des groupements hydrocarbonés cycliques ou des groupements ester faiblement
polaires (Tableau 3) présentaient une meilleure résistance aux bactéries (P. aeruginosa et S. aureus).
Contrairement a d’autres publications, il a été observé que les polymeres contenant des
groupements éthylene glycol ou hydroxyle favorisaient I'adhérence bactérienne, probablement du
fait de liaisons hydrogene entre les groupements en surface et certains lipides en surface de la
bactérie (comme les liposaccharides de la paroi bactérienne ou des exosaccharides). Les résultats
obtenus ne montrent cependant aucune relation entre I’hydrophobicité de surface et I'adhérence
bactérienne contrairement a ceux reportés antérieurement. Le triméthylsilane, utilisé comme
monomere et déposé par plasma, a montré une réduction notable de I'adhérence bactérienne
(S. epidermidis) par comparaison a une surface d’alliage de titane grade 5 [83]. Ceci est attribué a la

présence de groupements hydrophobes en surface.

L'utilisation de polyméres bio-inspirés tel que le chitosan greffé sur du titane peut aussi entrainer
une diminution de I'adhérence de S. aureus et S. epidermidis [76, 84]. Il a alors été proposé que les
interactions entre la charge positive du chitosan et les charges négatives en surface des bactéries
alterent la perméabilité de la membrane empéchant le transport de solutés essentiels a la survie de
la bactérie [84]. Concernant Candida albicans, la présence de chitosan entraine une forte diminution

du nombre de levures planctoniques et une altération du biofilm en formation [85].

En conclusion, les surfaces recouvertes de polymeére diminuent généralement I'adhérence
bactérienne lorsque celles-ci sont hydrophiles. Cependant, certains groupements hydrophobes
comme les chalnes hydrocarbonées, peuvent aussi avoir une action spécifique pour réduire
I'adhérence de bactéries. Les parametres topographiques, apres dépot du polymeére sur une surface,
sont rarement précisés dans ces études, or il a été précédemment montré qu’ils avaient une

importance particuliere.

Tableau 3 : Description des surfaces polymeéres testées

Etudes réalisées Groupements Caractéristiques Résultats L
L . . . Références
avec chimiques de surface microbiologiques
Optichem® Polymére dérivé du PEG Polymére en Adhérence de Saldarriaga
{O\/§|\ H « brosse » S. epidermidis Fernandez
H o~ L,
. divisée par 4 avec 2010 [82]
Optichem®
496 copolymeres Quelques monomeres Copolymérisation par Diminution Hook
testés a partir de  intéressants pour réduire UV sur lame de verre maximale de 2012 [40]
I’'adhérence bactérienne S. aureus de 67 fois

22 monomeres

acrylates avec les
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Etudes réalisées Groupements Caractéristiques Résultats L
L. ] . . Références
avec chimiques de surface microbiologiques
7 copolyméres
g0
[bﬁ prometteurs en
o comparaison avec
o] - o] o
| R du silicone
N
o
4_',1\_ -
[ S
o
"
e
A~
‘:‘1"Jko"“\/ g (chaque point représente
un copolymeére)
Triméthyl-silane T Dépot par plasma Adhérence de Ma
™S , S. epidermidis 2012 [83
( ) /SI\CH3 , . [ ]
H,C \ réduite de 2 log en
CH
: présence de TMS
par comparaison a
une surface de Ti
Hyaluronate de Revétement sur une Adhérence de Harris
sodium / _{o Na OH \ surface de titane S. aureus réduite de 2004 [66]
0 ( \
gL -0 HO—A . 1 log par
[ oo
oH Tf comparaison a une
\ o7 / surface de Ti
Chitosan Chitosan Revétement avec du Environ 2 fois Shi

chitosan sur des moins de S. aureus 2008 [84]

OH
OH OH
OH ~, .
ﬁf\o ? surfaces de titane sur une surface de
o)
/
/N

titane recouverte
de chitosan

c- Greffage moléculaire

Des fonctionnalisations de surface obtenues par greffage moléculaire ont aussi été développées.
Sous forme de chaines ou de brosses, formées par des composants organiques, les monocouches
auto-assemblées (SAMs) permettent d’obtenir une méthode reproductible et controlée de la
composition, la densité et I'énergie de surface [86]. Les molécules greffées sur la surface créent des
liaisons chimiques avec le support et, en fonction, du groupement chimique terminal, il est possible
de modifier les propriétés physico-chimiques de la surface. Il est généralement accepté que les SAMs

permettant de limiter I'adhérence bactérienne présentent en surface des groupements accepteurs
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de liaisons hydrogene, mais non donneurs de liaisons hydrogenes et qu’elles ont une charge générale

neutre tout en étant polaires [39].

De nombreuses fonctionnalisations de surface ont été proposées dans la littérature pour leurs
propriétés antibactériennes. Le groupement chimique permettant la fixation sur la surface est
souvent un alkanethiol lorsque le greffage se fait sur de I'or ou un silane lorsque le greffage se fait
sur un oxyde. Ostuni et al. [39] ont testé 6 SAMs et ont comparé I'adhérence de S. aureus et
S. epidermidis sur ces surfaces fonctionnalisées. Trois de ces SAMs (Tableau 4) ont montré une faible
adhésion bactérienne similaire a une SAM d’éthylene glycol, connue pour limiter I'adhérence
bactérienne. Sous flux, Katsikogianni [38] a observé une augmentation de |'adhérence de
S. epidermidis sur des SAMs se terminant par un groupement CH; en comparaison a des
groupements NH, ou OH. Un résultat similaire a été obtenu par Cunliffe [87], les SAMs terminées par
un groupement hydrophile éthyléne glycol retenaient moins de bactéries (S. aureus) que celles se
terminant par un groupement CH;. Cependant I'adhérence de bactéries sur les SAMs hydrophobes se
terminant par un groupement CH; ou par un groupement perfluorinate CF; (krytox) est restée
similaire. De la méme facon, Tegoulia [52] a montré une augmentation de I'adhérence bactérienne

(S. aureus) sur des surfaces hydrophobes.

Tableau 4 : Description des SAMs

Etudes Groupements Caractéristiques Résultats .
Lo L. ] . . Références
réalisées avec chimiques de surface microbiologiques
6 SAMs Molécules montrant une Greffage sur des Pour ces trois Ostuni
faible adhérence bactérienne lames de verres molécules, 2001
i [ adhérence de [39]
HSiH Tl N\)k o N, Vs [P PP
\l( n I( N S.aureus similaire a
b | ] | une surface PEG
(J_ ;
P
HS(H, L RNV ¥
:)_\_}. f::
_S'IH:C]“'_.-'[\_ \ "5.,-,..*”
Monocouches Groupements terminaux : Dépbt chimique  Sous flux, diminution  Katsikogianni
d’alkylsilane CHs, NH, et OH en phase vapeur d’un facteur 2 ou 3 2010
Angles de contact : du nombre de [38]

CH3:93+3,2°
NH;:49,1+3,3°
OH:10+2,1°

S. epidermidis
adhérents sur une
SAM se terminant
par NH, ou OH par
comparaison avec

CH;
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Etudes Groupements Caractéristiques Résultats L
L. L. ] . . Références
réalisées avec chimiques de surface microbiologiques
4 S$i0]-(CH,);NH, 4 ;
11 molécules St (Gl NI R, Greffage sur des AdherencefdebI Cunliffe
4 $iO]-(CH,);NH-CO-(CH,),CH, S. aureus trés faible
testées SIOL{CH} NHLCO{CH Y i surfaces de nhielive 1999
S10]-(CH,);NH-CO-(CH,)sCH, ilici sur - - 3
SiO]-(CH,);NH-CO-(CH.,),,CH, silicium . [87]
$i0]-(CH,);NH-CO-(CF,),CF; €n comparaison au
Si0]-(CH,);NH-CO-Krytox Gk
$i0]-(CH,);NH-CO-EO-3-OCH, krytox (divise par 3)
Si0]-(CH,);NH-CO-PEO-3000-OCH,
$i0]-(CH,);NH-CO-PNMcAM
4 SAMs Groupes terminaux : Angles de contact:  Taux d’attachement Tegoulia
Méthyle CH;:100 + 2° de S. aureus sous flux 2002
Hydroxyle CH,OH:12 £3° 5 fois plus faible sur [52]
. ere . + 9°
Acide carboxilique COOH:25%9 EG; que sur CH3
EG3:34+5°

Tri(éthyléne oxide) = EG3

La présence de peptides et/ou de protéines sur la surface peut aussi modifier I'adhérence
bactérienne. L’adsorption d’albumine bovine (BSA) permet une réduction de I'adhérence de
S. aureus contrairement au fibrinogene qui facilite I'adhérence, car la bactérie S. aureus présente des
récepteurs de surface pour le fibrinogene [39, 47]. Lorsque le peptide RGD (Arg-Gly-Asp) recouvre du
chitosan sur une surface de titane, I'adhésion bactérienne diminue en comparaison a une surface de

titane [84].

Les contributions des modifications des propriétés physiques et chimiques de surfaces sur
I’adhérence de microorganismes apparaissent trés variables d’une étude a I'autre, donnant parfois
I'impression de résultats contradictoires. L'adhérence bactérienne ne dépend pas des seules
propriétés de surface (rugosité, topographie, hydrophobicité, chimie de surface,..), mais d'un
ensemble de parametres. En effet, les conditions utilisées pour les analyses microbiologiques sont
souvent différentes d’une étude a l'autre (temps de mise en contact, méthode de comptage des

microorganismes adhérents, ...) mais les microorganismes, ce qui peut modifier les conclusions.

Pour ce travail de these, les mémes conditions expérimentales pour I'évaluation de I'adhérence des

bactéries et des levures seront choisies afin de mieux pouvoir comparer les résultats obtenus.
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4- Méthodes « biologiques »

D’autres mécanismes dits biologiques sont également envisageables pour lutter contre le
développement d’un biofilm. Ces techniques visent la désorganisation du biofilm en cours de
formation. Il s’agit d’infiltrer dans le biofilm des agents non bactéricides qui provoquent des
dysfonctionnements a l'intérieur du biofilm. Différentes stratégies ont été testées dans ces

domaines.

Lorsqu’un biofilm se forme dans un organisme, certaines cellules de I’h6te notamment les
polymorphonucléaires neutrophiles qui jouent un réle majeur dans I'immunité innée, tentent de
détruire les bactéries contenues dans un biofilm. Ces cellules sont capables d’entrer dans un biofilm
composé par S. aureus pour détruire les bactéries par phagocytose. Cependant, les radicaux
oxygénés, libérés par ces cellules phagocytaires a la suite du contact avec le microorganisme,
peuvent aussi engendrer des dommages pour les tissus environnants. Au contraire, dans un biofilm
de S. epidermidis, ces cellules ne s’infiltrent pas au sein du biofilm et tuent seulement les bactéries

libres et a proximité du biofilm [32].

Dans le domaine alimentaire, une autre stratégie a été proposée pour lutter contre le
développement de biofilms de staphylocoques ou de Candida albicans. Elle consiste a ajouter une
souche bactérienne non pathogene, en I'occurrence Lactobacillus fermentum pour lutter contre le
développement de biofilms (déja formés) par des microorganismes pathogénes. La présence de cette
souche bactérienne permet la création d’'une zone d’inhibition au sein du biofilm pathogéne

probablement due a la destruction partielle de la membrane cellulaire [88].

Les composants du guorum-sensing sont des molécules produites et sécrétées par les bactéries
lorsqu’elles sont en communauté et qui induisent de nombreuses réponses cellulaires notamment
pour le développement du biofilm. Il a été proposé d’utiliser des inhibiteurs synthétiques, des
composants a quorum-sensing pour perturber la communication entre les bactéries. En présence
d’indole ou d’un dérivé dihalogéné du noyau furanone (3,4-dibromo-2(5)Hfuranone), mais surtout de
4-nitropyridine-N-oxide, une réduction de la masse du biofilm composé de bactéries marines est
observé en microscopie électronique a balayage (MEB). Ces inhibiteurs permettent de modifier le
signal ou de dégrader les récepteurs cibles sur les bactéries correspondantes. Deux espéces
bactériennes ont été étudiées et cette inhibition dépend fortement de la bactérie étudiée ainsi que

de la dose d’inhibiteur utilisée [89].

De nombreux génes et molécules interviennent dans la formation d’un biofilm. Ces genes sont

différents pour chaque type de microorganismes mais peuvent aussi différer au sein d’'une méme
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espece, du fait de mutation par exemple [32]. Ces différentes méthodes nécessitent une bonne
compréhension des interactions entre bactéries et surfaces et des procédés biologiques régissant la

formation du biofilm.

V. Méthodes d’étude des interactions bactéries-matériaux

Plusieurs techniques permettent de caractériser I'interaction entre une ou plusieurs bactérie(s) et un
matériau. Les techniques in vitro permettent de caractériser les effets des propriétés des matériaux
en présence de microorganismes et d’effectuer des mesures simplifiées de I'adhérence de
microorganismes. Pour les analyses in vivo, les substrats a tester sont sous conditions dynamiques de

fluides biologiques et nécessitent |'utilisation d’animaux.

Il existe deux types de tests: certains dits globaux qui permettent de quantifier un nombre de
microorganismes adhérents en surface; les autres concernent la manipulation d'un seul
microorganisme et vont permettre de caractériser de maniere plus spécifique la force de

détachement, apres adhésion, d’un microorganisme sur une surface [90].

1- Méthodes in vitro

a- Méthode statique

La méthode statique d’évaluation du nombre de bactéries adhérentes sur une surface est une
méthode relativement simple a mettre en place, peu onéreuse et directe. Pour tester les propriétés
antibactériennes ou antifongiques d’une surface, les échantillons sont mis en contact avec une
suspension de microorganismes pendant une certaine durée. Les microorganismes non-adhérents en
surface sont ensuite éliminés par ringage et les microorganismes adhérents sont dénombrés.
Plusieurs méthodes existent pour dénombrer les microorganismes, elles seront décrites dans la suite

du chapitre.
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b- Meéthodes sous flux

Les méthodes sous flux consistent a mettre la suspension de bactéries ou de levures en mouvement
au contact de I'échantillon préparé. Dans le cas idéal, les forces de cisaillement produites par le flux
ne doivent pas décrocher les bactéries mais seulement leur permettre de se déplacer jusqu’a ce
gu’elles rencontrent des conditions moins favorables et éventuellement se détachent [91].
L'utilisation des méthodes sous flux permet d’éviter les questions liées au rincage et a la quantité de
microorganismes décrochés. Pour cela plusieurs montages expérimentaux ont été développés

[30, 90]. Les bactéries ou levures adhérentes en surface sont ensuite dénombrées.

o Chambre de flux a plaques paralléles

Le fluide contenant les microorganismes est entrainé au travers de la chambre par une pompe. Un
des cotés est constitué de I'échantillon a tester et l'autre est souvent constitué d’'une lamelle en
verre (Figure 11). Le fluide permet de créer une force de cisaillement sur les parois de la chambre. Le

flux augmente dans le plan médian entre les deux surfaces.

Emplacements
des échantillons

Suspension de
bactériesou de —>
levures

Figure 11 : Photo d'une chambre de flux a plaques paralléles

o Chambre a flux radial

Dans cette chambre, deux disques plans sont espacés de 200 um a 300 um, I'un est fixe et I'autre,
composé de I'échantillon a tester, est mis en rotation le long d’'un axe perpendiculaire aux disques
[52, 92]. Le fluide est inséré au centre et cela crée un gradient de forces de cisaillement qui devient

plus faible en périphérie (Figure 12).
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Figure 12: Schéma d’une chambre a flux radial [30]

o Disque en rotation

L’échantillon est placé sur un disque qui est mis en rotation selon un axe vertical. Le tout est

immergé dans la suspension de microorganismes (Figure 13). La création d’un flux axial est observée.

\._,_____; 4__'__/
\ 4__'__/
Suspension __| . .
de bactéries e | Disque rotatif
|
N

Figure 13: Schéma d’une chambre avec un disque en rotation (d’apres [30])

c- Méthodes de dénombrement des bactéries

Il existe plusieurs méthodes de dénombrement de microorganismes qui permettent une estimation
globale du nombre de bactéries ou levures présentes sur la surface (adhérentes ou peu adhérentes).
Ces techniques s’appliquent apres que I’échantillon ait été mis en contact avec une suspension de

microorganismes avec I'une des méthodes précédentes (en statique ou sous flux) [30].
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o Examen microscopique

Apres avoir été mis en contact avec la suspension de microorganismes, les échantillons peuvent étre
observés en microscopie électronique a balayage (MEB), microscopie d’épifluorescence, microscopie
confocale ou encore microscopie a force atomique (AFM). Ces méthodes permettent de vérifier la

présence de bactéries et de visualiser leur répartition sur la surface a différentes échelles.

La microscopie électronique a balayage permet d’obtenir une image de la surface a grande échelle et
de voir la répartition des microorganismes (vivants ou morts) en surface. Pour cela, une préparation
des échantillons est nécessaire. Les échantillons sont d’abord immergés dans une solution de
glutaraldéhyde (ou un mélange paraformaldéhyde / glutaraldéhyde) qui permet de fixer les protéines
de la membrane des microorganismes afin de conserver leur structure. Les microorganismes sur les
surfaces sont ensuite déshydratés dans des bains successifs de solutions d’éthanol de concentration
croissante (50% a 100%). Avant I'observation, les échantillons sont recouverts d’un film mince d’or
ou de platine pour un meilleur contraste (métallisation). Ces étapes de préparation peuvent
cependant éliminer une partie des microorganismes adhérents et fausser le résultat lors du

dénombrement [15, 93].

La microscopie par fluorescence permet de visualiser et de distinguer aprés préparation des
échantillons les bactéries vivantes et mortes en surface. Pour cela, le CTC (5-cyano-2,3-ditolyl
tetrazolium chloride) peut étre utilisé pour marquer les bactéries présentes sur la surface. Il prend
deux couleurs différentes : rouge si la bactérie respire (donc viable) et verte dans le cas contraire. La
longueur d’onde d’excitation est comprise entre 470 et 490 nm. Par cette méthode, il est possible de

dénombrer simultanément les bactéries vivantes et mortes sur I’échantillon [94].

D’autres biomarqueurs spécifiques a un type de microorganismes peuvent étre utilisés afin d’en
faciliter la détection. Ils peuvent permettre une détection par fluorescence, par bioluminescence, par

spectrophotometre, par détection gamma... [95].

La microscopie confocale est une amélioration en termes de résolution de la microscopie par
fluorescence. Elle permet de visualiser les bactéries et le biofilm en volume ou d’obtenir une image

en 3D de la surface [96].

Lors de mesures sous flux, si la cellule est équipée d'une fenétre et qu’une des surfaces est
transparente, il est possible d’observer in situ les microorganismes en utilisant par exemple un
microscope optique inversé. Ces observations permettent alors d’étudier leur comportement au

contact de la surface en fonction des conditions expérimentales [92].
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La microscopie a force atomique permet I'observation de la topographie de surface a I'échelle
nanométrique dans un environnement sec ou humide. Elle permet d’obtenir les propriétés locales de
surface ainsi que les forces d’interactions entre un microorganisme et une surface. L'AFM ne permet
pas de dénombrer les microorganismes a une grande échelle car les analyses sont limitées par les

possibilités des scanners (déplacement d’une centaine de microns).

o Méthode de dénombrement par unité formant colonie

Cette méthode s’appuie sur le développement des bactéries ou levures vivantes. La méthode de
dénombrement par unité formant colonie (UFC) est relativement courante par sa facilité de mise en
ceuvre. Les microorganismes présents sur I’échantillon sont décrochés (ou élués) grace a une solution
de décrochage (solution SCDLP?). La suspension obtenue, contenant les microorganismes décrochés,
est ensuite étalée sur gélose nutritive apres des dilutions sériées. Aprés quelques jours de culture, les
colonies formées sur la gélose sont dénombrées et, en fonction de la dilution ensemencée, le
nombre d’UFC adhérentes par unité de surface peut étre déterminé (Figure 14) [38, 97]. Il s’agit
d’'une méthode de comptage indirecte puisque c’est le nombre de colonies formées a partir des
microorganismes déposés qui est déterminé. De plus, si lors de I'ensemencement de la suspension
ou de ses dilutions sur la gélose nutritive quelques microorganismes restent agrégés en amas,

chaque amas ne formera qu’une seule colonie.

e

. . em
Sans dilution Dilution au 10

N

V
{

e

v
(.

X X em
Dilution au 100

—2 ._3

Figure 14 : Dénombrement de levures sur gélose nutritive, a partir des dilutions sériées de dixieme en dixieme

> SCDLP : Soybean Casein Digest broth with Lecithin and Polyoxyethylene sorbitan monooleate
(Peptone de caséine 17 g/L, Peptone de soja 3 g/L, NaCl 5 g/L, Glucose 2,5 g/L, Na,HPO, 2,5 g/L, Lécithine 1 g/L,
Tween 80 7 g/L)

eme
Dilution au 1000
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o Autre méthode : compteur Coulter

L'utilisation d’un compteur Coulter permet de compter des microorganismes en fonction de leur
taille. Une fois décrochées, les bactéries sont mises en solution. Cette suspension est entrainée par
une pompe a l'intérieur du systeme, doté d’une petite ouverture. Lorsqu’une bactérie passe devant
cette ouverture, la résistance entre deux électrodes placées de part et d’autre change. Les
impulsions de courant résultantes sont amplifiées et comptées, permettant de retrouver la taille de

la particule et leur nombre [98].

o Méthodes d’évaluation du biofilm et de I'exopolymeére

Lorsque les bactéries sont en contact pendant un temps suffisamment long avec une surface, elles
créent un biofilm. Différentes méthodes permettent d’étudier ce biofilm en termes d’épaisseur, de
composition, de densité ou de morphologie. Ces mesures peuvent se faire par microscopie optique,

microscopie électronique a balayage ou microscopie confocale.

Certaines de ces techniques présentent des inconvénients. En effet, les tests dits globaux permettent
d’obtenir la quantité de microorganismes présents sur la surface, sans différencier les
microorganismes adhérents des microorganismes non adhérents qui auraient été retenus sur la
surface [30]. Ainsi, d’autres méthodes peuvent étre utilisées pour étudier de maniére spécifique

I'adhérence d’un microorganisme sur une surface.

d- Mesure de la force de détachement avec une bactérie unique

La microscopie a force atomique permet a l'aide d'une pointe de déterminer la force de
détachement d’une bactérie adhérente a une surface. La bactérie peut étre fixée sur la pointe ou sur
la surface. La force est mesurée en fonction de la distance de la pointe a I'’échantillon : la pointe est
approchée de la surface et ensuite est éloignée. Cette technique permet de mesurer la force
d’attachement de la bactérie a une surface ou entre deux bactéries. Elle permet de mesurer des

forces de 10 & 10* pN [99].

La pince optique (ou optical tweezer) est une technique qui permet a l'aide d'un laser
monochromatique de piéger de petits objets. Pour étudier la force d’interaction entre une surface et

une bactérie, la surface, en forme de bille, est piégée dans une pince optique. La bactérie est au
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départ attachée entre cette bille et une surface fixe. Par la suite, la pince optique, piégeant la bille,
est déplacée lentement jusqu’a rompre la liaison entre la bille et la bactérie. Cette force est mesurée
en fonction de la déviation du faisceau. Cette technique permet de mesurer des forces de 0,1

a 100 pN [99, 100].

Ces deux méthodes permettent aussi de déterminer certaines propriétés mécaniques d’une bactérie

mais nécessite la fixation de la bactérie sur un support lors de I'étude.

L'utilisation d’une micropipette aspirante permet de déterminer certaines propriétés mécaniques
d’une cellule. Cette technique repose sur l'utilisation d’une micropipette a I'aide de laquelle des
microorganismes en suspension sont aspirés. En fonction de la pression nécessaire pour aspirer une
bactérie, il est possible d’en déduire les propriétés mécaniques [90, 100]. Cependant, les bactéries

étant plus petites que les cellules de mammiféres (environ dix fois plus petites), d’autres

équipements composés de nanotubes ont été mis en place permettant I'étude d’organismes de

petite taille, comme les bactéries [101].

Si ces méthodes permettent de déterminer la force de détachement d’une bactérie sur une surface
(pour 'AFM et la pince optique) et/ou les propriétés mécaniques des bactéries (pour les trois

méthodes présentées), elles ne permettent pas de déterminer le nombre de bactéries en surface.

2- Méthodes in vivo

Les tests d’adhérence in vivo se font généralement lorsqu’une surface ou un revétement s’est
montré prometteur lors des étapes d’analyses in vitro. Il est ainsi possible de se rapprocher des
conditions réelles avec la présence de fluides biologiques au sein de I'animal. Pour cela la taille des
échantillons doit étre adaptée a I'espéce animale choisie. L’animal le plus souvent utilisé, dans un

premier temps, est la souris en raison de sa faible taille et de son co(t plus faible.

Pendant I'implantation, les souris sont anesthésiées. Les disques ou implants sont implantés au
niveau du cou, du flanc ou du dos de la souris apres un rasage et une désinfection de la zone. Les
souris sont ensuite laissées au repos pendant quelques heures a quelques jours, puis les bactéries
sont injectées au niveau de I'implant. Le plus souvent il s’agit de microorganismes bioluminescents
comme la bactérie S. aureus Xen29, trés utilisée car communément a l'origine d’infections sur
implants médicaux. Ces microorganismes sont rendus luminescents par intégration dans leur génome
de genes rapporteurs, génes provenant de microorganismes naturellement luminescents comme

Photorhabdus luminescence, un bacille a Gram négatif de la famille des Entérobactériacecae qui
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produit une luciférase. En exprimant le géne de la luciférase ainsi introduits dans leur génome, ces
microorganismes modifiés générent un signal bioluminescent, si la cellule est métaboliqguement
active [102]. L'intensité du signal émis par les bactéries est suffisante pour que le signal puisse passer
au travers des tissus biologiques. Le signal est détecté par une caméra CCD qui permet une analyse
quantitative [40, 102, 103]. Le suivi se fait sur plusieurs jours. Une étude des tissus environnant
I'implant peut aussi étre effectuée aprés euthanasie de la souris. Certains organes et/ou lI'implant lui-
méme peuvent ainsi étre prélevés, homogénéisés en tampon phosphate salin (PBS) stérile ou lavage
de I'implant en PBS stérile. Le dénombrement des bactéries peut étre réalisé en utilisant la méthode
de dénombrement par UFC ou par fluorescence apres marquage des bactéries par un fluorochrome

[40, 104].

Ces méthodes d’analyses permettent de suivre le développement des bactéries et/ou de déterminer
le nombre de bactéries adhérentes sur certains organes ou implants. La présence de fluides
biologiques peut impacter I'adhérence des bactéries observée in vitro. De méme, les réactions de
défense de I’'hote peuvent modifier les résultats. Par ailleurs, dans ces méthodes, plus que I'étape
initiale d’adhérence, c’est la capacité de la bactérie ou de la levure a coloniser la surface qui est

explorée.

Conclusion

L'adhérence de microorganismes sur une surface est un phénoméne complexe mettant en jeu de
nombreux paramétres physico-chimiques et environnementaux. De nombreuses analyses
microbiologiques ont été réalisées sur des échantillons de différentes topographies, rugosités,
chimies de surface mais peu de conclusions claires ont été retenues pour limiter le risque de
survenue d’une infection du fait de la grande variété de microorganismes et conditions
expérimentales utilisées. Ainsi, le plus souvent pour répondre a une problématique dans un contexte
précis, le choix des matériaux, des microorganismes utilisés et aussi de la technique d’analyse

microbiologique sont conditionnés.

Ce travail de these se place dans le contexte des chambres implantables et des matériaux a base de
titane. Lorsque ces dispositifs sont utilisés pour I'administration de nutrition parentérale, il existe un
nombre important de colonisation par des microorganismes et donc d’infections. Dans le cadre de ce
projet régional associant également des oncologues, des microbiologistes et des chimistes

organiciens, nous avons cherché a mieux comprendre I'adhérence primaire de bactéries (S. aureus)
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et de levures (C. albicans) afin de proposer des surfaces aux propriétés contrdlées limitant le risque

d’infections dans les chambres implantables.

En prenant en compte les résultats obtenus dans la littérature et le contexte de notre étude, nous
avons donc proposé d’étudier des supports a base de titane, ayant des propriétés de surface
différentes, en termes de topographie, de rugosité et de chimie de surface, mais présentant des
propriétés de surface proches de celles mesurées dans les chambres implantables. La dégradation

éventuelle de I'état des surfaces vis-a-vis de certains produits de chimiothérapie sera aussi étudiée.

Des échantillons modeles d’oxyde de titane ont dans un premier temps été élaborés avec différentes
topographies pour étudier leurs impacts sur lI'adhérence de microorganismes. Le greffage de
monocouches moléculaires a ensuite permis de fonctionnaliser les surfaces pour étudier I'effet de
certaines fonctions chimiques sur I'adhérence de protéines, de bactéries et de levures. Enfin des
alliages de titane ont été utilisés pour se rapprocher des matériaux actuellement utilisés en milieu
hospitalier. L’adhérence de deux microorganismes tres fréquemment a l'origine d’infections

nosocomiales: Staphylococcus aureus et Candida albicans a été évaluée.

Le deuxiéme chapitre décrira I’élaboration des échantillons a base d’oxyde de titane ou d’alliage de
titane et les fonctionnalisations de surface réalisées. Les différentes techniques de caractérisation de
surface seront détaillées ainsi que les résultats obtenus. Le troisieme chapitre développera les
analyses microbiologiques réalisées sur les différents types d’échantillons. Les effets de la rugosité et
de la topographie seront d’abord étudiés sur des surfaces modele d’oxyde de titane et des surfaces
d’alliages de titane grade 2 et grade 5. L'impact de la présence de groupements chimiques en surface
sur I'adhérence de microorganismes et sur I'absorption de protéines sera ensuite analysé. Enfin, le
guatrieme chapitre montrera I'effet de produits utilisés lors des traitements de chimiothérapie sur
les surfaces en termes de dégradation éventuelle ou de traces laissées en surface. Il s’intéressera
aussi a l'effet de la présence de ces produits ou de résidus de nutrition parentérale sur I'adhérence

des microorganismes.
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Chapitre 2 : Elaboration des échantillons

L'utilisation du titane pour I'élaboration des échantillons a été privilégiée car les boitiers des
chambres implantables sont trés souvent a base de titane. Afin d’étudier les effets des propriétés
physiques et chimiques des surfaces sur I'adhérence de microorganismes, plusieurs types

d’échantillons ont été élaborés.

Des échantillons, lisses ou rugueux, ont été élaborés par différentes techniques. Des surfaces ultra-
lisses de TiO, ont été préparées par dépdt de titane sur une surface de silicium ayant une rugosité
tres faible. Plusieurs types de surfaces rugueuses ont été obtenus : des surfaces de TiO, structurées
présentant des pyramides et des surfaces d’alliage de titane avec des topographies et des rugosités
différentes. Ces surfaces rugueuses ont été élaborées de maniére a encadrer les valeurs de rugosité

mesurées a I'intérieur de chambres implantables commerciales.

L'étude de l'influence de la chimie de surface sur I'adhérence de microorganismes a été réalisée
aprées avoir fonctionnalisé des échantillons d’oxyde de titane, permettant d’obtenir des surfaces

hydrophiles ou hydrophobes.

L. Surfaces ultra-lisses de TiO:

Des films minces de TiO, ont été déposés par pulvérisation cathodique sur des wafers de silicium afin
d’obtenir, en surface, un matériau biocompatible et similaire a celui retrouvé dans les chambres
implantables. L'utilisation de wafer de silicium comme substrat a été privilégiée pour sa trés faible

rugosité de surface (inférieure a 0,5 nm).

1. Pulvérisation cathodique

Le dépot d’un film mince d’oxyde de titane par pulvérisation cathodique se fait grace a une cible de

titane dans un environnement contrdlé, riche en oxygéne.

La pulvérisation cathodique permet de déposer sur un support un matériau sous forme d’une espéce

ionisée dans une phase plasma.

Cette technique nécessite I'utilisation d’une cible, composée du matériau que I'on souhaite déposer,
ici le titane. Apres avoir créé un vide dans le bati, un gaz neutre (argon) est introduit avec, au besoin,

un gaz réactif (ici 'oxygene). Une différence de potentiel est appliquée entre la cible, placée a la
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cathode et le substrat sur lequel on veut déposer le matériau, a I’anode. Les ions Ar’, créés lors de la
décharge, sont accélérés et acquierent de I'énergie. Attirés par la charge négative de la cible, les ions
Ar* vont décrocher des atomes de la cible. Les atomes pulvérisés se condensent ensuite sur le
substrat. La pression de gaz est maintenue constante durant le dép6t et une atmospheére riche en gaz
neutre est conservée. Les échantillons sont déposés sur une platine tournante permettant un dépét

homogene. Le principe de fonctionnement est schématisé sur la Figure 1.

Cathode

Générateur Bati sous vide

Ciblede Ti ]

Pompage «———

N d
Echantillon Anode

Porte-échantillon  Chauffage
rotatif possible

Figure 1 : Principe de fonctionnement de la pulvérisation cathodique

Pour maitriser les caractéristiques de la couche déposée, il est nécessaire de controler différents
parametres :

o la puissance électrique lors du dépot qui permet de modifier la compacité et la topographie

de la surface [1],

o latension électrique de I'alimentation qui impacte notamment la vitesse de dép6t,

o la pression de travail du gaz utilisé qui influence la qualité du plasma et la vitesse de dép6t,

o ladurée du dépdt qui influence I'épaisseur et la rugosité de surface,

o et la température du substrat qui permet, sous certaines conditions, de modifier la phase

cristallographique du matériau déposé.

Pour obtenir des films minces d’oxyde de titane TiO, ayant une rugosité inférieure au nanometre, ces

parametres ont d{i étre optimisés.
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Avant chaque dépot, les substrats (wafers de silicium (100)) ont été nettoyés avec de I’éthanol dans
un bain a ultrasons pendant 10 min, puis séchés a I'air comprimé filtré (filtrage de I'huile et des

particules).

2. Caractérisation des films déposés

Une fois les films déposés, les échantillons ont été caractérisés par réflectivité des rayons X,
spectroscopie photo électronique X (XPS) et microscopie a force atomique (AFM) afin de déterminer

respectivement I'épaisseur, la composition chimique, la rugosité et I'état de surface.

Contréle de I’épaisseur du film mince et de la rugosité

Une augmentation de la puissance imposée lors du dépot augmente la différence de potentiel entre
la cathode et 'anode. Ceci est a I'origine d’une modification de la vitesse de dépot qui entraine, tous
les autres parametres restant constants, une augmentation de I'épaisseur et, dans une moindre
mesure, de la rugosité (Figure 3). L'épaisseur de la couche mince d’oxyde de titane déposée a été

mesurée par réflectivité des rayons X.

La réflectivité des rayons X est une technique de diffusion permettant de déterminer la variation de
densité électronique perpendiculairement a la surface, I'épaisseur des couches déposées et un ordre
de grandeur des rugosités aux interfaces. L’analyse quantitative des courbes de réflectivité ne peut
se faire que sur des substrats faiblement rugueux (Ra inférieure a la dizaine de nanometres). Cette
condition étant satisfaite, cette technique permet d’atteindre des précisions allant jusqu’au

nanometre.

La technique de réflectivité des rayons X est basée sur un phénomene d’interférence. Un
rayonnement de photons X est envoyé sur un échantillon avec un angle 8. Pour des angles O tres
faibles (en dessous d’un angle critique 8.), le rayonnement se réfléchit totalement sur la surface.
Lorsque cet angle B augmente et dépasse I'angle critique, des photons pénetrent dans la premiére
couche et par différence de densité électronique, ils se réfléchissent au niveau de l'interface si la
rugosité a l'interface est assez faible (Ra < quelques nm) (Figure 2). L'intensité du rayonnement
réfléchi diminue fortement a partir de cet angle critique. Les rayons réfléchis, sur la surface et a
I'interface entre deux couches, donnent naissances a des interférences et sur le réflectogramme, a

des franges de Kiessig.

65



Chapitre 2 : Elaboration des échantillons

. S o . 18) . . ’ o
La réflectivité absolue R(8) est définie comme étant le rapport 5—) ou 1(0) représente I'intensité du
0

faisceau réfléchi en fonction de I'angle 6 et I, I'intensité du faisceau incident. Pour des raisons
pratiques, la réflectivité absolue est représentée en fonction de la norme du vecteur d’onde de

transfert 6 [2]. La norme du vecteur d’onde de transfert 6 est inversement proportionnelle a

;. T 41 sin @
|’épaisseur de la couche et est reliée a 8 par la formule Q =

ou A est la longueur d’onde du

faisceau incident.

0
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Figure 2 : Principe de fonctionnement de la réflectivité des rayons X (pour 6 > 0,)
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Figure 3 : Réflectogrammes de deux films d’oxyde de titane déposés avec différentes puissances :
P =100 W en rouge et P =300 W en bleu

La valeur de I'épaisseur peut étre mesurée graphiquement a partir du réflectogramme en utilisant la

. . L. 2
formule liant la variation de la norme du vecteur d’onde (Q) et I'épaisseur (e) : AQ = ?n

Ces courbes peuvent étre modélisées par la méthode matricielle. Un programme Matlab développé

par A. Gibaud (Le Mans Université) et G. Vignaud (Université Bretagne-Sud) permet de modéliser le
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profil de densité électronique de la surface par une superposition de couches de densité uniforme.

Chacune de ces couches est paramétrée par sa densité électronique, sa rugosité et son épaisseur.

Ici, seule la superposition de deux couches a été prise en compte : la couche de silicium et la couche

d’oxyde de titane déposée.

L'épaisseur des films déposés a différentes tensions a donc été déterminée par réflectivité des
rayons X (Figure 4). L'augmentation de I'épaisseur de la couche est proportionnelle a la tension pour
un temps de dépot constant (30 min). Les différences d’épaisseur du TiO, sur le silicium entrainent
un changement de couleur visible a I'ceil nu: marron clair (environ 30 nm) pour les films les plus
minces a bleu (environ 50 nm) pour les plus épais en passant par une couleur violette

(environ 40 nm).

) B B
Ey (o)} oo
I I I

Epaisseur (nm)

H
N
1

N
o

500 510 520 530 540 550
Tension (V)

Figure 4 : Evolution de I'épaisseur en fonction de la tension appliquée

La mesure de la rugosité a été réalisée par microscopie a force atomique (AFM). Ce microscope a
sonde locale permet d’obtenir la topographie de surface a I'échelle nanométrique. L’analyse des
mouvements d’une pointe se déplagant sur la surface permet de déterminer la hauteur z pour
chaque point. Un faisceau laser irradie I'extrémité du microlevier, le faisceau se réfléchit et le signal
est récupéré sur une photodiode. Le mode dit tapping (oscillations avec contact intermittent) a été
utilisé pour réaliser les images de la surface. Pour cela, la pointe vibre a sa fréquence propre de
résonance. Lorsque la hauteur sur I'échantillon change, I'amplitude de la pointe diminue (si la
hauteur de I’échantillon augmente, sinon ce sera l'inverse) du fait de I'interaction entre la pointe et
les atomes en surface, entrainant un changement de position du faisceau sur la photodiode. Une
rétroaction permet de garder 'amplitude de la pointe constante grace au mouvement d’un scanner

piézoélectrique dans la direction verticale (Figure 5).
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Topographie
Rétroaction l
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Figure 5 : Principe de fonctionnement de I'AFM a pointe balayée (hosting.umons.ac.be)

Lorsque le temps de dépbdt augmente, I'épaisseur augmente aussi. Avec l'augmentation de
I’épaisseur, la rugosité de la couche mince d’oxyde de titane, mesurée par AFM, augmente

|légerement (Tableau 1 et Figure 6).

Tableau 1: Influence du temps de dépoét sur I’épaisseur et la rugosité

Puissance P=300W P=300W
Tension t =30 min t =60 min
Epaisseur (nm) 55+1 86+1
Rugosité Ra (nm) 1,0+£0,1 1,3+0,1

19.1 nm
16.0

22.9 nm

14.0
12.0
10.0
8.0
6.0
4.0
2.0

0.0 0.0

Ra=1,0nm Ra=1,3nm

Figure 6 : Images AFM de deux dépots de TiO, pendant A : 30 min et B : 60 min

Lors du dépét, une diminution de la pression de travail (Ba) entraine une augmentation de
I’épaisseur (en gardant les autres parametres constants) (Figure 7). Lorsque la pression de travail

diminue, la quantité de gaz diminue a l'intérieur de I'enceinte, ce qui entraine une augmentation du
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libre parcours moyen des atomes de titane libérés, dans le plasma. En diminuant le nombre de
collisions, les atomes pulvérisés perdent moins d’énergie cinétique et se concentrent sur la surface
entrainant une augmentation de I'épaisseur. Cependant, lorsque la pression en gaz diminue, il y a
aussi moins d’ions Ar’ qui sont susceptibles de détacher des atomes de titane par collision sur la

cible, compensant ainsi légérement le premier effet décrit.

Avec une pression de travail de 0,01 mbar, I'épaisseur de la couche de TiO, obtenue a été de 47 nm
alors que lorsque la pression de travail augmente, I'épaisseur mesurée de la couche a diminué

a 19 nm (Figure 7).

Reflectivité absolue (R)

= Ba = 0,01 mbar e =47nm

= B3 = 0,04 mbar e,=19nm

Figure 7 : Réflectogrammes de deux films d’oxyde de titane déposés avec différentes pressions de travail :
Ba = 0,01 mbar (en rouge) et Ba = 0,04 mbar (en bleu)

Contréle de la composition chimique de la couche déposée

L'augmentation de la proportion d’oxygene dans le bati augmente la teneur en oxygéne de I'oxyde
de titane déposé, jusqu’a une certaine valeur. La composition chimique de la couche d’oxyde de
titane a été évaluée par spectrométrie photo-électronique X (XPS). Deux ratios de gaz ont été testés

lors des dépdts d’oxyde de titane : Ar/O, = 30/15 sccm® et Ar/O, = 60/10 sccm.

La spectroscopie XPS permet d’accéder a la composition chimique d’un matériau sur une épaisseur
d’environ 10 nm. L’échantillon a analyser, placé dans une chambre sous vide, est irradié par des

photons X provenant d’une source monochromatique, par exemple par une anode d’aluminium dont

! scem: Standard cubic centimeter per minute. Il s’agit d’une unité permettant de quantifier un débit
volumique de gaz.
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I’énergie du rayonnement Ka est de 1486,6 eV. La dissipation des photons X dans la matiéere
provoque |'éjection d’électrons par effet photoélectrique. Un analyseur hémisphérique permet de
séparer les photoélectrons émis en fonction de leur énergie cinétique. En utilisant la relation
décrivant I'effet photoélectrique, hv = E_;;,, + E; (ou h est la constante de Planck, v la fréquence du
rayonnement X, E.;, I"énergie cinétique d’un électron et E; I'énergie de liaison d’un électron), il est
possible de déterminer I'énergie de liaison de chaque électron, qui est caractéristique de son orbitale
(moléculaire ou de valence). Ainsi, un spectre de photoélectrons résulte de I'enregistrement de
I'intensité d’'un courant électrique (en coups par seconde) en fonction des énergies de liaison. La
plage d’énergie de liaison balayée peut aller de 0 eV a des valeurs proches de hv, ce qui constitue le
spectre général (ou Survey en anglais). Il est aussi possible de se limiter a des énergies de quelques
dizaines d’eV pour améliorer la qualité du signal, par exemple de 282 a 300 eV pour le carbone 1s
(électrons ayant une énergie correspondant a I'orbitale 1s du carbone) ou 450 a 470 eV pour le

titane 2p (électrons ayant une énergie correspondant a I'orbitale 2p du titane).

Sur les spectres centrés sur les énergies de liaison du Ti 2p, deux pics a 459,5 eV et 465,2 eV,
caractéristiques d’un titane IV associé a du TiO, sont visibles [3]. Malgré le changement des
proportions d’oxygene et d’argon, les deux dépdts sont composés en surface d’'une couche de TiO,
(Figure 8). Dans la suite des travaux, un ratio de gaz Ar/O, = 30/15 sccm a donc été choisi pour

s’assurer d’un taux d’oxygéne assez élevé.

ofF 5

8 —Ar/oz =
Sl 4 30/15 sccm
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Figure 8 : Spectres centrés sur Ti 2p pour deux dépots, effectués avec des ratios de gaz différents
(P =300 W, Ba =0,02 mbar et t =30 min)

Contréle de la phase cristallographique

Lors du dép6t, la modification de la température des substrats permet de modifier la cristallinité de

la couche de TiO, déposée. A température ambiante, une phase amorphe d’oxyde de titane est
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obtenue alors que lorsque la température du substrat est maintenue a 400°C pendant le dépot, une
phase anatase (une des phases cristallisée de TiO,) est obtenue. Ce résultat a été vérifié par
spectroscopie Raman avec I'apparition d’un pic intense & 148 cm™ caractéristique du mode de
vibration symétrique O-Ti-O de la phase anatase du TiO, [4-6]. En effet, la spectroscopie Raman
permet de mettre en évidence des vibrations moléculaires de groupements chimiques présents dans
la zone sondée et d’identifier localement la ou les structures chimiques d’un échantillon. L’épaisseur
de la couche de TiO, étant faible, le pic intense a 520 cm™ et la bande large vers 900 - 1000 cm™

proviennent du substrat de silicium (Figure 9).
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Figure 9 : Spectres Raman de deux couches de titane déposées a température ambiante (en noir) et a 400 °C (en rouge)

Choix des parametres de dépot

Les parametres retenus pour obtenir un film de TiO,, de rugosité inférieure au nanométre et

d’épaisseur 45 nm environ sont donnés dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Parameétres choisis pour les dépots de TiO,

Pression de Composition Temps de

Puissance travail des gaz dépét Température
Température
300 W 0,01 mbar Ar/0, 30 min ambiante
30/15 sccm (pour obtenir une

phase amorphe)
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II. Elaboration de surfaces modeles structurées de TiO:

Afin de préparer des surfaces dont la rugosité et la topographie de surface peuvent étre controlées a
partir des conditions expérimentales, des substrats de silicium orientés (100) ont été attaqués par
une solution basique d’hydroxyde de potassium (KOH). Ce traitement basique permet d’attaquer
sélectivement certains plans cristallographiques et permet la formation de pyramides en surface

dont la taille et le nombre sont déterminés par les conditions expérimentales (Figure 10).
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Figure 10 : Images MEB obtenues aprés attaque basique de substrats de silicium orientés (100)

1. Attaque basique de silicium (100)

a. Théorie

Le mécanisme d’attaque chimique du silicium par une solution basique a fait I'objet de nombreuses

études [7-10], mais la formation des pyramides n’est toujours pas totalement expliquée.

Cette attaque chimique est généralement effectuée dans un récipient en « boucle fermée », en

présence ou non d’agitation, et avec chauffage.

Palik et al. [7] ont étudié la réaction du KOH sur le silicium orienté (100) par spectroscopie Raman in
situ. lls ont montré qu’un des principaux réactifs lors de la réaction est I'ion SiO,(OH)* qui a tendance
a polymériser dans la solution. A partir de ce résultat et de leurs observations, Seidel et al. [8] ont

proposé un mécanisme d’oxydo-réduction pour I'attaque chimique du silicium.

Avec les deux liaisons laissées libres a la surface du silicium orienté (100), deux ions HO™ de la solution
peuvent se lier au silicium. Cette réaction libere deux électrons dans la bande de conduction du
silicium (Equation 1). Ces électrons restent localisés a proximité de la surface et la probabilité de

recombinaison est faible.
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S .
Si OH

i

S 4+ 2HO — o Si + 2e cond
/ VAR (Equation 1)
si Si OH

La force de liaison Si-Si est réduite a cause de la forte électronégativité des atomes d’oxygéne. Ces
atomes de surface peuvent alors participer a la formation d’'un complexe a base de silicium, qui est
soluble (Equation 2). Cette rupture de liaisons Si-Si en surface est aussi favorisée par |'excitation

thermique.

. 2+
Si OH Si OH

Si —_— Si + 2e cond (Equation 2)

Si OH Si OH

Afin de se détacher totalement de la surface, deux ions HO" se lient sur le silicium (Equation 3). Ces
nouvelles liaisons sont favorisées grace au pH tres élevé de la solution (généralement supérieur a

12). 'oxyde de silicium se détache de la surface sous la forme Si(OH),.

Si OH HO OH

Si + 2HO —— Si *  Sicie
\ (Equation 3)
Si OH HO OH

Le composé Si(OH), quitte la surface du silicium par diffusion. A cause du pH élevé de la solution,
cette espéce neutre n’est pas stable dans I'électrolyte et forme le complexe stable SiO,(OH)*

(Equation 4), observé en spectroscopie Raman in situ par Palik [7].
. _ 2-
Si(OH)y ——  SiO(OH), + on' (Equation 4)

Les quatre électrons libérés dans la bande de conduction au cours de la réaction peuvent ensuite se
recombiner avec des molécules d’eau localisées a proximité de la surface pour former des ions
hydroxyde et du dihydrogene, (Equation 5) ce qui explique la présence de bulles observées lors de

I’'expérience.

4H,0 + 4econd —— 4HO + 2H, (Equation 5)

La force principale dirigeant la réaction est la différence d’énergie entre les liaisons Si-O

(plus forte : 398 kJ/mol) et Si-Si (plus faible : 222 kJ/mol).
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Ce mécanisme permet d’expliquer en partie le caractére anisotropique de la réaction. En effet,
toutes les faces d’un cristal de silicium ne présentent pas le méme nombre de liaisons libres en
surface, sur lesquelles peuvent se lier les ions hydroxyde. Par exemple, les faces (100) et (110)
présentent deux liaisons libres alors que la face (111) n’en présente qu’une seule, ceci permet
d’expliquer la faible vitesse d’attaque sur cette derniéere face lors de la formation des pyramides dont
les faces sont formées par des plans (111) [8]. Cependant, pour des temps d’immersion plus longs

(quelques heures), une attaque des arrétes a pu étre observée [11].

L'isopropanol, utilisé dans la solution, ne perturbe pas le mécanisme de réaction puisque celui-ci ne
rentre pas dans I'’équation de la réaction. Cependant, selon sa concentration, il peut se comporter
comme un masque sur la surface de silicium et ainsi favoriser la création de pyramides. Zubel [12] a
ainsi montré que pour de faibles concentrations d’isopropanol, des agrégats micellaires formaient
des micro-masques en surface, facilitant la formation de pyramides. Au contraire, pour des

concentrations plus élevées, la surface restait lisse car elle était attaquée uniformément.

Les bulles de dihydrogene libérées lors de la réaction peuvent elle aussi former de micro-masques. |l
a ainsi été montré que l'utilisation d’un bain a ultrasons ne permettait pas la formation de pyramides

a cause du décrochage des bulles de la surface [13, 14].

b. Choix du protocole

Des wafers de silicium (100) ont été utilisés comme substrats pour I'attaque chimique. Ces derniers
ont été préalablement lavés avec un bain a ultrasons pendant 10 min dans une solution d’éthanol a
température ambiante. Pour éliminer la couche native d’oxyde se déposant naturellement sur les
surfaces de silicium, les substrats ont été immergés dans une solution d’acide fluorhydrique (HF) 1%

pendant 2 min. Ils ont ensuite été rincés avec de I'eau distillée et séchés a I'air comprimé.

Un montage a reflux a été utilisé afin de conserver les mémes quantités de réactifs tout au long de la
réaction. La température a été régulée par un bain marie munie d’une agitation magnétique afin de
contréler et homogénéiser la température a l'intérieur du tricol (Figure 11). Chaque substrat a été
immergé, un par un, a l'intérieur du ballon a I'aide d’'une pince auto-serrante. La solution était
composée d’une solution aqueuse d’hydroxyde de potassium (KOH) et d’isopropanol. Pour chaque
expérience, la concentration d’isopropanol a été fixée a 5% w/v et le volume d’eau a 150 ml. Une fois
la réaction terminée, une trempe a été réalisée dans de |'eau distillée pour stopper la réaction. Le

substrat a ensuite été séché a I'air comprimé.
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Figure 11 : Photo du montage expérimental avec un zoom sur le col non étanche

Différentes conditions expérimentales ont été testées afin de comprendre l'influence relative des
paramétres : concentration en KOH (variant de 5% w/v a 20% w/v) et des temps d’attaque (15 min

et 30 min) avec une température de 80°C.

Bien qu’un montage a reflux ait été utilisé lors de I'expérience pour garder les mémes proportions de
réactifs dans le ballon, il est trés probable qu’il y ait eu des pertes d’isopropanol lors de I'introduction
des échantillons dans le ballon et durant la réaction par le col non étanche contenant la pince (fermé
par du papier aluminium) (Figure 11). En effet, la température d’ébullition de I'isopropanol est
proche de la température de travail. Afin de garder la méme concentration dans la solution de KOH,

la solution a été renouvelée régulierement.

Pour les concentrations de 10% w/v a 20% w/v, I'étude des surfaces par MEB a montré que
I'utilisation de la méme solution ne garantissait plus la reproductibilité des échantillons. Par
conséquent, pour des concentrations élevées, la solution a donc été changée aprés chaque

échantillon.

2. Etude des surfaces

a. Techniques d’analyses

La microscopie a force atomique (AFM), la microscopie électronique a balayage et la profilométrie
optique ont été utilisées pour caractériser les surfaces obtenues. Certaines de ces techniques ont

montré des limites dans leur utilisation avec ce type particulier de surface.
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La microscopie a force atomique permet d’obtenir des images de quelques centaines de nm?
a 1000 um? sur des échantillons présentant des variations de hauteur inférieures a la dizaine de
micrometres verticalement. Dans notre cas, seules les surfaces ayant de trés petites pyramides ont
pu étre imagées a cause des limites de déplacement vertical du scanner piézoélectrique (quelques

micromeétres).

La profilométrie optique paraissait une méthode prometteuse pour I'observation de motifs de tailles
micrométriques en surface. En effet, cette méthode basée sur un phénomeéne d’interférence, permet
pour chaque point (x, y) de la surface de déterminer la valeur de la hauteur z. Pour cela, un faisceau
lumineux est divisé en deux, une partie est envoyée sur |'échantillon et I'autre vers un miroir de
référence. Lorsque I'échantillon est situé a la distance focale, la recombinaison des faisceaux donne
une figure d’interférence permettant de déterminer la hauteur du point. Un balayage vertical est
effectué pour trouver la meilleure recombinaison des faisceaux. Cependant, la gé¢ométrie particuliere
des pyramides avec des faces lisses faisant un angle de 54,7° avec la base n’a pas permis de renvoyer
correctement le faisceau de lumiére sur le récepteur et ainsi d’obtenir une image de la surface.
L'image en 3D obtenue ne laissait apparaitre que les bases carrées des pyramides et les espaces

entre les pyramides (Figure 12).

Figure 12 : Image obtenue par profilométrie optique d’une surface avec des pyramides

La microscopie électronique a balayage (MEB) permet d’obtenir des images de la surface avec des
grossissements compris entre X 10 a X 50000 (et plus pour les meilleurs appareils). Les images ont
généralement une bonne résolution, de plusieurs nanometres, et une grande profondeur de champ.
L’enceinte, dans laquelle sont réalisées les observations, est dans un vide ordinaire (de I'ordre de
10° - 10”7 mbar). Le MEB utilisé est un modéle JSM-6510 de marque JEOL. Un faisceau d’électrons,
émis par un filament de tungsténe, est envoyé sur la surface, il est focalisé en un spot tres fin
(maximum 200 A) grace a des lentilles et des diaphragmes. Ce faisceau est ensuite déplacé point par

point et ligne par ligne sur I’échantillon grace a des bobines électromagnétiques. Pour éviter que des
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électrons parasites s’accumulent sur la surface, les échantillons doivent étre conducteurs ol ces
électrons puissent s’écouler vers la masse sur le porte-échantillon. En chaque point, I'interaction
entre les électrons et la surface de I’échantillon génére des électrons de basses énergies (électrons
secondaires) qui sont ensuite accélérés vers un détecteur, chargé positivement, qui amplifie le signal
(Figure 13). L'intensité du signal électrique en chaque point permet d’obtenir une cartographie de la

zone balayée.

Canon a
électrons

Détecteur a Electrons
électrons Rétrodiffusés

secondaires

Faisceau

d’électrons
Electrons incidents

Secondaires

Figure 13 : Principe de fonctionnement de I'imagerie MEB en électrons secondaires

Pour nos analyses, la microscopie électronique a balayage est donc apparue comme la technique
d’observation permettant d’obtenir une image de la surface. Cependant, les images obtenues sont
en deux dimensions et ne permettent pas de déterminer les parametres topographiques tels que la

rugosité moyenne de surface.

L’homogénéité de chaque échantillon a toutefois été vérifiée par MEB apres I'élaboration des
surfaces. En effet, I'attaque chimique est réalisée de maniére anisotrope et aléatoire sur la surface,
mais les différentes images d’'un méme échantillon (a différents endroits de I’échantillon) montrent

que le nombre et la taille des pyramides restent similaires (Figure 14).
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Figure 14 : Etude de I'nomogénéité de la surface. Images MEB obtenues en plusieurs points de la surface. Les barres
d’échelle représentent 10 um.

La géométrie particuliere des pyramides permet de calculer la hauteur des pyramides a partir des
dimensions de la base (Figure 15). En effet, les faces des pyramides sont formées par les plans (111)
et le plan de base par le plan (100). L'angle entre une des faces de la pyramide avec la base est
de 54,7° [15]. Ces mesures sont facilitées lorsque les pyramides sont isolées, néanmoins il est

possible d’effectuer ces mesures méme lorsque les pyramides sont jointes, par la méme méthode.

d
H =§ X tan 54,7 °

Figure 15 : Géométrie d'une pyramide isolée
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Pour obtenir les parametres topographiques des surfaces, il est possible d’obtenir une image en 3D a
partir de la reconstruction stéréoscopique de deux images en 2D. Pour cela, deux images MEB d’une
méme zone sont nécessaires, I'une avec une rotation de -a et I'autre avec un angle de a (Figure 16).
Plusieurs logiciels proposent des algorithmes de reconstruction, ils sont aussi décrits dans la

littérature [16].

Figure 16 : Projection dans le plan x0z de 2 images MEB en 2D pour effectuer la reconstruction 3D

Les coordonnées d’indice 1 correspondent aux coordonnées d’un point de I'image tiltée d’un angle -a
et ceux d’indice 2, aux coordonnées d’un point de I'image tiltée d’un angle a. Les coordonnées

(x,y, z) sont les coordonnées du point correspondant de la reconstruction.

Lors d’une rotation de I'échantillon selon I'axe y, pour un point donné, les valeurs de y avant et aprés
la rotation restent les mémes, soit y = y; = y,. |l reste donc a déterminer les valeurs de x et z de la
reconstruction stéréoscopique. lls peuvent étre déterminés a partir des coordonnées x; et X,

(déterminés a partir des images en 2D), d’un point identique sur chacune des images tiltées.

Xy =xcosa—zsina

X, =xcosa +zsina

Les valeurs de x et z sont donc données par les relations suivantes :

X1+ x, X1 — Xy

X=——— et z= -
2cosa 2sina

Il est ainsi possible de déterminer, pour chaque point de I'image, les coordonnées (x, y, z) et de
reconstruire une image en trois dimensions. A partir de cette reconstruction, des parameétres
topographiques tels que la rugosité et la distribution des hauteurs peuvent alors étre déterminés

(Figure 17).
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Figure 17 : Image en 3D obtenue apreés reconstruction stéréoscopique de deux images MEB

b. Controéle de la topographie : influence des parameétres expérimentaux

La concentration en KOH et le temps de réaction ont un impact important sur la taille, le nombre ou

la densité de pyramides sur les surfaces de silicium.

Influence de la concentration en KOH

Afin d’optimiser les paramétres expérimentaux, des concentrations en KOH allant de 5% w/v a
20% w/v ont été utilisées. De maniére qualitative, les images MEB montrent une augmentation de la

taille des pyramides avec la concentration en KOH (Figure 18).

- o
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Figure 18 : Images MEB. Surfaces de silicium structurées par attaque basique avec différentes concentrations de KOH
pour une méme durée d’attaque (30 min), A : 5% w/v KOH, B : 10% w/v KOH et C : 15% w/v KOH
Les barres d’échelle représentent 10 um.

En augmentant la concentration de KOH, la proportion d’isopropanol diminue dans la solution ce qui
entraine une diminution du nombre de micro-masques en surface, a I'origine de la formation de
pyramides. De plus, 'augmentation d’ions HO™ permet une attaque du silicium plus rapide et de

maniere plus importante, entrainant la formation de pyramides de plus grandes dimensions.
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Influence de la durée de la réaction

En fonction de la durée de I'attaque chimique, des différences topographiques sont aussi observables
par MEB. En effet, la formation des pyramides se fait progressivement. Pour des temps courts, de
petites pyramides sont majoritairement observées en surface contrairement aux temps plus longs. La

Figure 19 montre I’évolution de la topographie de surface pour deux temps de réaction.

-_— v
22 $n 2015.

Figure 19 : Images MEB. Surfaces de silicium structurées par attaque basique pendant des durées d’attaque différentes :
A : 15 min et B : 30 min (5% w/v KOH). Les barres d’échelle représentent 10 um.

L’évolution de la taille des pyramides en fonction du temps d’attaque basique peut s’expliquer a
I'aide des schémas de la Figure 20. En effet, si I’échantillon reste plus longtemps dans la solution,

alors les ions HO™ ont plus de temps pour attaquer la surface de silicium.

Figure 20 : Hypothése pour le mécanisme de formation de pyramides en fonction de la durée de la réaction :

augmentation du temps d’attaque de A vers D. Les barres d’échelle représentent 10 pm.

c. Conditions de réalisation des échantillons

Lors de I'élaboration des échantillons, la solution alcaline a été changée régulierement (tous les deux
échantillons pour les solutions a 5% KOH ou pour chaque échantillon pour les solutions les plus
concentrées) de maniére a s’affranchir d’éventuels problemes de non-reproductibilité. Les conditions
résumées dans le Tableau 3 ont été choisies pour réaliser des surfaces homogenes avec des

pyramides ayant quatre tailles différentes.
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La reconstruction 3D a partir de deux images MEB en 2D a permis d’obtenir les rugosités associées

aux surfaces structurées de silicium (Figure 21).

Figure 21 : Reconstructions 3D de surfaces de silicium structurées (Les unités des axes sont en um).
A :Taille 1, B : Taille 2, C : Taille 3 et D : Taille 4

La hauteur des pyramides reportée dans le Tableau 3 est une moyenne de dix mesures par image,
sachant que huit images ont été prises sur un échantillon, soit 80 valeurs par échantillon. Seules les
dix plus grandes pyramides de chaque image ont été prises en compte. Les valeurs de rugosités ont

été obtenues a partir des reconstructions 3D.

Tableau 3 : Conditions de réalisation des échantillons et parameétres topographiques

Concentration Temps de i Taille des Rugosité
L. Température .
en KOH réaction pyramides Ra
Taille 1 5% w/v 15 min 80°C 3,6x1,2um 0,6 um
Taille 2 5% w/v 30 min 80°C 6,8+ 1,7 um 1,1 um
Taille 3 10% w/v 30 min 80°C 12,4 +3,4 um 1,8 um
Taille 4 15% w/v 30 min 80°C 20,8 £ 6,7 um 4,3 um

Les valeurs des rugosités pour ces quatre types d’échantillons sont proches des valeurs de rugosité

des chambres implantables commerciales (Ra entre 0,2 et 2,2 um, cf. Chapitre 1).
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3. Dépot d’oxyde de titane sur les échantillons structurés

Le silicium n’est pas considéré comme un biomatériau. Pour les analyses de microbiologie, un film
mince d’oxyde de titane a donc été déposé sur les surfaces structurées dans les conditions décrites

précédemment (cf. Partie 1.2).

Pour chaque dép6t réalisé sur un échantillon structuré, un échantillon lisse de silicium a aussi été

intégré dans le bati pour vérifier la qualité du dépbt en termes d’épaisseur et de chimie de surface.

Le dépot d’oxyde de titane n’étant que de quelques dizaines de nanometres d’épaisseur, la couche

déposée ne modifiait pas la topographie ni la hauteur des pyramides précédemment mesurées.

Ill. Modification de la topographie/rugosité de surfaces

d’alliage de titane

L'intérieur des chambres implantables commerciales est généralement composé d’alliage de titane

grade 2 ou grade 5.

Afin de comparer les propriétés anti-adhérentes des échantillons élaborés et ceux utilisés dans les
chambres implantables. Des échantillons d’alliage de titane grade 2 et grade 5 sous forme de disques
de diameétre 1 cm et de hauteur 2 mm (ou 5 mm) ont été fournis par la société Eukamed (Allemagne)
et leurs surfaces ont été modifiés par plusieurs méthodes : par polissage mécanique, par sablage et
par électroérosion (Electrical discharge machining : EDM, en anglais). Chacune de ces techniques

permet de modifier de fagon différente I'état de surface des échantillons.

1. Polissage mécanique

a. Description de la technique et préparation des échantillons

Le polissage consiste a rendre une surface plus lisse par 'utilisation de disques abrasifs. Pour cela, les
disques abrasifs (souvent composé de SiC) sont mis en rotation a vitesse constante et les échantillons
sont mis en contact avec ces disques avec une certaine force. Deux types de polissage existent :
manuel ou automatique. Pour le polissage manuel, les disques abrasifs sont mis en rotation et

I'utilisateur exerce une force sur I’échantillon. Pour le polissage automatique, un porte-échantillon
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maintient les échantillons avec une force connue pendant que les disques abrasifs sont mis en
rotation. La pression exercée sur les échantillons, le temps de polissage, la vitesse de rotation des
disques abrasifs et leur matériau sont des facteurs influengant les propriétés topographiques. Le
polissage s’effectue en commencant par les papiers les plus abrasifs ayant de gros grains (papier SiC
avec un numéro faible) vers des papiers abrasifs ayant des grains de plus petite taille (papier SiC avec

un numéro élevé).

Avant le polissage, les échantillons ont été enrobés dans une résine acrylique (Figure 22). Trois a
quatre échantillons ont été mis dans une méme résine, pour appliquer les mémes conditions

expérimentales.

Figure 22 : Schéma des échantillons dans la résine (vue de coté et vue de haut)

Le polissage mécanique des surfaces a été utilisé dans deux cas :
o pour rendre la surface suffisamment homogene (pour éliminer des stries de découpe tres
marquées) en limitant les rayures pour que les traitements ultérieurs puissent étre
reproductibles,

o pour rendre la surface lisse avec une rugosité Ra inférieure a une centaine de nanométres.

Dans le premier cas, les échantillons d’alliage de titane enrobés ont été polis sur un appareil a
polissage manuel. Plusieurs papiers abrasifs ont été successivement utilisés : SiC 180, SiC 320 et
SiC 800. Le numéro correspond a la densité de grain par unité de surface. Ce mode de polissage ne

permet pas un polissage parfait, mais il permet de rendre la surface homogeéne.

Dans le second cas, I'objectif a été de mettre au point un protocole permettant d’obtenir de maniere
répétable une rugosité inférieure a une centaine de nanometres. Pour cela, un appareil de polissage
automatique (Struers) a été utilisé afin de maitriser la force, le nombre de tours par minute et le

temps.

Les parametres indiqués dans le Tableau 4 ont été choisis pour cette méthode de polissage.
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Tableau 4 : Protocole utilisé pour polir les échantillons de maniére automatique

Vitesse de rotation

Papier SiC Force (N) (tours/min) Temps (s)
320 20 300 120
800 20 300 120

1200 20 300 120
4000 20 300 120

b. Analyse des surfaces

Les surfaces élaborées ont été observées par AFM et par profilométrie optique. L'AFM ne permet
d’observer que des surfaces de taille réduite (< 40 x 40 um?). Elle a permis d’observer avec une plus
grande résolution la surface en cas de faible rugosité (hauteurs limitées a quelques micrometres). La
profilométrie optique a été privilégiée pour les surfaces plus rugueuses, pour observer des zones plus

grandes (de I'ordre de 0,23 x 0,17 mm?) et en déduire la rugosité moyenne de surface.

Le polissage manuel d’'un échantillon d’alliage de titane grade 5 permet d’aplanir la surface
(Figure 23). Les rayures présentes sur la surface sont de relativement faible profondeur (inférieure
a 2 um) par comparaison avec les différences de hauteur sur I’échantillon brut (environ 25 um).
Apres un polissage manuel, la rugosité Ra était d’environ 0,3 um pour l'alliage de titane grade 5 et

de 0,2 um pour les alliages de grade 2.
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Figure 23 : Images obtenues par profilométrie optique d'une surface de Tigrade 5 :
A : Sans modification de surface (brut) (Ra =7 + 0,5 um), B : Surface polie manuellement (Ra =0,3 £ 0,1 um) et
C : Profils de hauteurs des segments des images A et B

Apres le polissage automatique, une observation AFM a été réalisée du fait de la faible rugosité de
surface des échantillons. Trois images (10 x 10 um?) d’une méme surface ont été prises afin de
mesurer la valeur moyenne de la rugosité sur la surface. Les surfaces d’alliages de titane grade 2 et

grade 5 présentent bien une rugosité inférieure a 100 nm (Figure 24).
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Figure 24 : Images AFM (10 x 10 um?) des surfaces polies d'alliages de titane A : grade 2 et B : grade 5 et
C : Profils de hauteurs pour les segments des images A et B
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2. Sablage

Le sablage a été réalisé a I'lUT Génie Mécanique & Productique du Mans sur un appareil « maison »

développé par un groupe d’'étudiants.

a. Description de la technique et préparation des échantillons

La méthode de sablage permet de modifier la topographie d’une surface en envoyant a haute
pression un matériau abrasif. Ce matériau, sous forme de poudre, peut avoir différentes
compositions et tailles. Ainsi, plusieurs parameétres tels que la pression a laquelle le matériau est
envoyé, la distance entre le pistolet de sablage et I’échantillon, le temps de sablage et la composition

du matériau abrasif modifient les propriétés topographiques de surface.

Le sablage a été réalisé sur les échantillons d’alliage de titane et grade 5 préalablement polis, de
maniéere a éliminer la topographie initiale (les échantillons d’alliage de titane grade 2 ne présentait
pas une topographie marquée). La pression de |'appareil étant fixe, seule la durée de sablage a été
optimisée de maniéere a obtenir des états de surface reproductibles. Les mesures de rugosité ont été
effectuées avec un rugosimetre mécanique (Mitutoyo, modéle SJ-410). A partir d’'une certaine durée
de sablage, la rugosité de I'échantillon n’évolue plus (Figure 25). Le temps de sablage par échantillon
a donc été fixé a 1 min par échantillon de maniéere a se situer sur ce plateau de rugosité maximum.
Pour obtenir des valeurs de rugosité différentes pour un méme alliage, deux matériaux abrasifs ont
été utilisés : des billes de silice et des billes de garnet (30/60 Mesh, 600-200). Ce dernier est un

minéral présentant des propriétés abrasives plus importantes que la silice.

3 ¢
25 1 _& ¢

1,5 -

Rugosité Ra (um)

0,5

20 40 60 80 100 120
Temps de sablage (s)

Figure 25 : Evolution de la rugosité en fonction du temps de sablage (Ti grade 5 - Garnet)

87



Chapitre 2 : Elaboration des échantillons

b. Analyse des échantillons

Les surfaces d’alliage modifiées par sablage ont été observées en microscopie électronique a

balayage (Figure 26) et par profilométrie optique pour obtenir les paramétres topographiques de

surface (Figure 27).

Sablage par silice Sablage par garnet

Ti grade 2

15V | Wotamm _ s850
M- Lo Mans - France

Tigrade 5

v T
& \ -
SR by wm.«{j Ags

Ra=1,1um

0
MMM LaMans - France ™ )7

Figure 26 : Images MEB des surfaces d’alliage de titane sablées : Ti grade 2 (A et B) et Ti grade 5 (C et D)

L'alliage de titane grade 5 a une dureté plus importante comparé a l'alliage de titane grade 2
(respectivement 300 VHN contre 200 VHN, dureté Vickers). D’apres les valeurs de rugosité obtenues,
pour un méme matériau abrasif, la rugosité est légerement plus faible sur les échantillons de titane

grade 5, du fait de sa plus grande résistance face aux matériaux abrasifs.

Les échantillons de titane grade 5 et grade 2 ont été répartis en deux groupes en fonction de leur
rugosité : ceux avec une rugosité faible de 1,2 £ 0,3 um et ceux avec une rugosité plus importante de
3,2 £ 0,3 um. Ces rugosités mesurées sont de I'ordre de grandeur de celles obtenues avec les

échantillons ayant des pyramides en surface.

Les images enregistrées par profilométrie optique permettent de comparer les topographies de
surface et les variations de hauteur pour les surfaces polies et les surfaces sablées avec les billes de

silice et avec les billes de garnet (Figure 27).
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Figure 27 : Images obtenues par profilométrie optique pour des surfaces de titane grade 5. A : surface polie,
B : surface sablée par silice, C : surface sablée par garnet et D : profils de hauteurs des segments des images A, Bet C

Les variations de hauteur de la surface polie et de la surface sablée par les billes de silice sont
similaires (inférieure a 3 um), bien que leur rugosité et leur topographie soient différentes. Sur la
surface polie, le maximum de profondeur est obtenu pour une seule rayure, alors que sur la surface
sablée, les trous de cette profondeur sont répartis de maniere aléatoire sur la surface. La surface de
titane sablée avec du garnet montre des différences de hauteur plus importantes (environ 10 pum)
(Figure 27). La largeur des trous en surface est de I'ordre de 3 a 5 um pour la surface polie et la
surface sablée par la silice. Elle est plus importante sur la surface sablée avec des billes de garnet, de

I'ordre de 10 um.

Sur une épaisseur moyenne de 1 um, I’analyse dispersive d’énergie (EDX) couplée au MEB permet de
procéder a une analyse chimique. Lorsque les électrons émis interagissent avec la surface, des
photons X sont aussi générés. Le détecteur EDX permet de trier les photons en fonction de leur

énergie et comme chaque valeur d’énergie des photons est caractéristique d’un niveau d’énergie

45.8 pm
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d’un élément chimique, il est ainsi possible de déterminer les éléments chimiques présents dans le

volume sondé.

Une analyse EDX des échantillons d’alliage de titane grade 5 a été réalisée aprés sablage par la silice
et le garnet afin d’étudier un potentiel changement de composition chimique. La proportion
d’oxygene présente est relativement faible sur la surface brute de titane grade 5 (environ 4%), elle
augmente lorsque le sablage est réalisé avec de la silice (21%) et avec le garnet (42%). Dans le méme
temps, la proportion de titane diminue lorsque celle d’oxygéne augmente. Ainsi, quand |’échantillon
est attaqué par sablage, alors une couche d’oxyde de titane de plus en plus épaisse se forme en
surface. Cette couche d’oxyde est d’autant plus importante que le sablage est abrasif (proportion
d’oxygeéne plus importante aprés un sablage par garnet que par silice). La proportion d’aluminium,
provenant de l'alliage, diminue de moitié apres sablage par du garnet alors que la proportion de

vanadium reste constante.

3. Electroérosion

Les modifications de topographie par électroérosion ont été réalisées a I'école des Arts et Métiers

d’Angers (ENSAM) en collaboration avec Etienne Pessard.

a. Principe de la méthode

L’électroérosion est un procédé d’usinage qui permet d’enlever de la matiere d’un échantillon, le

plus souvent conducteur, par des décharges électriques.

Pour la réalisation des échantillons, une électrode, un bain contenant un liquide diélectrique et la
piece a usiner sont nécessaires. Une tension est imposée entre I'électrode et la piéce conductrice a
usiner ; lorsque cette tension devient supérieure a la tension de claquage, le diélectrique va laisser
passer le courant, en certains points. Ce courant est transformé en chaleur et le matériau a usiner
s’échauffe fortement en ces points. L'apport de courant est ensuite arrété et, en ces points, le métal
en fusion s’évapore, laissant un petit cratére de quelques um? (Figure 28). Ce procédé permet
d’obtenir de maniére précise et répétable un état de surface et permet d’éviter toute action
mécanique. La modification de la tension et du temps d’usinage permet de modifier la rugosité de

surface obtenue.
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Pour obtenir une topographie déterminée, il est possible d’usiner I'électrode de maniéere a ce qu’elle
reproduise petit a petit sa forme, en négatif, sur le matériau a usiner. Ce procédé nécessite
néanmoins d’usiner préalablement I'électrode, en utilisant des matériaux plus facilement usinable.
L'usinage des piéces par ce procédé est cependant relativement lent, avec une consommation

électrique élevée.

— '%Electrode
Liquide
.z . >
diélectrique & i
< Décharge
électrique
Piéce a S
usiner

Figure 28 : Principe de fonctionnement de I'électroérosion

b. Analyse des échantillons

La microscopie électronique a balayage a été utilisée pour obtenir des images des surfaces. L'analyse
topographique des échantillons a été réalisée par profilométrie optique afin d’obtenir certaines

caractéristiques dimensionnelles des surfaces modifiées.

Les échantillons d’alliage de titane grade 5 ont été classés en cing groupes en fonction de leur
rugosité. Les images MEB des différents types d’échantillons obtenus par EDM sont présentées en

Figure 29. Les échantillons ont été obtenus a partir d’échantillons de titane grade 5 bruts.

La rugosité de chaque groupe est donnée dans le Tableau 5. Les profondeurs et les largeurs
maximales moyennes ont été calculées a partir des valeurs obtenues venant de quatre profils de
hauteurs sur un échantillon de chaque groupe (moyenne de 5 a 12 valeurs). La Figure 30 présente un

profil de hauteurs pour chaque groupe d’échantillons.
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Figure 29 : Images MEB des surfaces électro-érodées. A : Surface brute, B : Taille 1, C : Taille 2, D : Taille 3 et E : Taille 4.
Les barres d’échelle représentent 10 um.
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Figure 30 : Profils de hauteurs pour une section d’un des échantillons de chaque groupe

Tableau 5 : Paramétres topographiques pour chaque groupe d'échantillons

Profondeur Largeur maximale
Groupe Rugosité (um) moyenne des  moyenne des trous
trous (um) (um)
Surface brute 0,54 £ 0,05 - -
Taille 1 1,3+0,1 4,2+1,2 309+12,1
Taille 2 2,210,2 10,7+ 2,1 96+ 12
Taille 3 3,6+0,3 18,9+2,7 96,7 £ 22

Taille 4 51+04 25,7+1,7 79%6,5
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La mesure des hauteurs et largeurs moyennes des trous présents sur les surfaces électro-érodées a
été déterminée a partir des images de profilométrie optique. Plus la rugosité augmente et plus la
profondeur des trous augmente, de 4 um pour la taille 1 jusqu’a 26 um pour la taille 4 (Tableau 5
et Figure 30). La largeur maximale des trous est relativement faible (environ 31 um) pour les
échantillons de plus faible rugosité alors qu’elle atteint une valeur plus élevée (presque 100 um) des

gue la rugosité augmente.

IV. Fonctionnalisation de surfaces de titane

La fonctionnalisation de surface a permis de modifier le caractére hydrophile/hydrophobe des
surfaces. Un greffage moléculaire a été réalisé sur des surfaces d’oxyde de titane par des fonctions
biphosphonates. Deux types de molécules ont été utilisées: l'un ayant une extrémité

perfluo(poly)éther et I'autre se terminant par une groupement poly(éthyléne-glycol) (PEG).

1. Mécanisme de greffage

La fonction phosphonate a déja été utilisée pour des fonctionnalisations sur de I'oxyde de titane et a
montré un bon greffage, avec une meilleure accroche que d’autres groupements comme les

fonctions carboxylique ou éther [17].

usieu dcani 5té e ur expliqu u u
Plusieurs mécanismes de greffage ont été proposés pour expliquer I'accroche d roupement

phosphate sur des surfaces d’oxyde : monodenté, bidenté ou tridenté [18, 19] (Figure 31).

T
P
/|\\ }]:{ ||q
PAP P=0 ©p
HER HEH  Ho -H,0 /1 Ho SN
3 o oo 2 2 O OOHOH 2 o ooo@
Monodenté Bidenté Tridenté

Figure 31 : Schéma du mécanisme de greffage du groupement phosphonate sur un oxyde métallique [18]

Selon ce mécanisme, les groupements phosphonate sont dans un premiers temps adsorbés en
surface avant que des liaisons covalentes se forment entre les fonctions hydroxyle de la surface et les

groupements phosphonate. La Figure 31 résume ce mécanisme sur un oxyde d’aluminium, similaire a
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celui sur du TiO,. Le mode de greffage a été mis en évidence par RMN du phosphore et par
spectroscopie infra-rouge [18, 19]. Ainsi selon les molécules et les substrats, les trois différents types

de greffage ont pu étre observés.

Une préparation des substrats est nécessaire pour augmenter la quantité de fonctions hydroxyle
(M-OH) en surface et ainsi activer la surface. Différents protocoles ont été proposés dans la
littérature pour oxyder la surface :

o Oxydation par chauffage a 400°C pendant 30 min [20],

o Oxydation par UV-0; [21, 22],

o Immersion dans une solution NH3/H,0, et ringage a I'eau [23].

La fonctionnalisation des échantillons se fait ensuite par immersion dans la solution contenant la
molécule dissoute. Plusieurs protocoles existent dans la littérature qui se différencient par la durée,
la température ou la méthode d’immersion (par exemple, retirer I'échantillon de la solution ou

laisser la solution s’évaporer) [20, 21, 23, 24].

2. Choix des molécules et protocole de greffage
Choix des molécules

Les molécules utilisées ont été synthétisées par la société Surfactis Technologies (Angers). Deux types
de molécules ont été utilisés : les molécules 08-201 et 08-202 (respectivement BpF et BpF-2)
comportant un groupement perfluoré (Figure 32), donnant un caractére hydrophobe a la surface une
fois ces molécules greffées et les molécules 11-201 et 11-204 (respectivement BpOH-1 et BpOH)
comportant des groupements éthyléne glycol (Figure 33) qui rendent les surfaces hydrophiles. Des
essais de cytotoxicité ont été réalisés selon la norme I1SO 10993-5:2010 et n’ont montré aucun effet

cytotoxique potentiel de ces molécules dans les conditions de I’étude (Annexe 2).
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Figure 32 : Formules chimiques des molécules fluorées BpF et BpF-2

HO o)
BpOH-1 07> ~""0H
H,04P
PO5H,
BpOH . OH(F? O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/OH
2¥3" POsH,

Figure 33 : Formules chimiques des molécules portant les groupements éthyléne glycol BpOH-1 et BpOH

Protocole de greffage

Le greffage a été effectué sur des substrats de silicium recouverts d’une couche mince de TiO,

déposée par pulvérisation cathodique.

L'activation des surfaces a été réalisée par irradiation UV-Ozone. Plusieurs temps d’irradiation ont
été testés afin de déterminer la durée optimale pour créer le maximum de liaisons OH en surface
(la surface devient plus hydrophile). Pour cela, I'angle de contact a été mesuré aprés chaque temps
d’irradiation. Plus le nombre de fonctions OH en surface est élevé et plus I'angle de contact sera
faible et la surface plus hydrophile. Un tel traitement est aussi intéressant car il permet d’éliminer les

especes organiques physisorbées en surface. [21]

La valeur de I'angle de contact décroit fortement apres quelques minutes d’irradiation UV jusqu’a
atteindre un palier en dessous de 10°. Ce résultat ne dépend pas de l'intervalle de temps entre deux
irradiations. Pour activer les surfaces avant fonctionnalisation, un temps d’irradiation de 10 min a été

choisi pour obtenir un angle de contact inférieur a 10° (Figure 34).
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Figure 34 : Angle de contact en fonction du temps d'irradiation

Une fois les surfaces activées, un protocole de greffage permettant d’obtenir des modifications
chimiques de surface reproductibles a été mis au point. Des mesures d’angle de contact ainsi que des

analyses de topographie de surface par AFM ont permis de valider le protocole.

Dans une étude réalisée avec des molécules ayant un groupement biphosphonate et similaires aux
molécules BpOH et BpF [22], le greffage d’une monocouche moléculaire avait été réalisée en
immergeant une surface d’oxyde de titane dans une solution 10 mol/L de cette molécule dans de
I’éthanol pur. La surface avait ensuite été rincée avec de I’éthanol, pour éliminer d’éventuelles

molécules adsorbées, puis séchée a I'air comprimé.

Pour optimiser les conditions de greffage, différents temps d’'immersion ont été testés : quelques
secondes (instantané), 5 min, 10 min, 15 min, 20 min et 24 h. Les valeurs des angles de contact sont
reportées sur la Figure 35. Pour chacune des molécules, a partir d’un temps d’immersion de quelques
secondes pour les molécules hydrophiles et dix minutes pour les molécules hydrophobes, la valeur
de I'angle de contact atteint un plateau. Ceci peut s’expliquer par la forte réactivité des surfaces
activées par UV-ozone. Pour une durée de 24 h, I'angle de contact est identique a celui obtenu pour

des temps d’immersion plus courts.
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Figure 35 : Evolution de I'angle de contact des surfaces de TiO, fonctionnalisées en fonction du temps d'immersion
pour les quatre molécules

L'hydrophobie des surfaces est la méme quelle que soit la longueur de la molécule fluorée. En
revanche, le caractére hydrophile des autres molécules est un peu plus marqué pour les molécules
ayant une longueur de chaine plus courte. Le greffage des deux molécules fluorées a bien donné une
surface hydrophobe avec un angle de contact légerement supérieur a 100°. Le greffage des deux

autres molécules a permis de rendre la surface hydrophile avec un angle de contact inférieur a 35°.

Compte tenu des résultats, un temps d’'immersion de 15 min, dans une solution a 2 x 10 mol/L pour
les molécules BpOH-1 et BpOH et 10° mol/L pour les molécules BpF et BpF-2 dans de I’éthanol pur a
donc été choisi. Apres greffage, la surface a été systématiquement rincée avec de I'éthanol pour

éliminer d’éventuelles molécules non greffées.

3. Analyse topographique et chimique des surfaces

Une fois les surfaces d’oxyde de titane fonctionnalisées, des analyses ont été effectuées par AFM afin

de déterminer I'état de surface et par XPS pour vérifier la composition chimique de surface.

Analyse topographique

L'analyse topographique des surfaces a été effectuée par microscopie AFM. Plusieurs images
(5 x 5 um?) de la surface ont été enregistrées a différents endroits de I’échantillon pour vérifier que la

surface ne comportait pas de multicouches moléculaires (Figure 36). Nos analyses ont permis de
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conclure a la formation d’'une monocouche moléculaire sur I’'ensemble de la surface des échantillons.
La rugosité moyenne des surfaces fonctionnalisées (hydrophile et hydrophobe) était similaire a celle
des surfaces de TiO, non fonctionnalisées. Par ailleurs, une mesure de réflectivité des rayons X a été
réalisée sur les types de deux surfaces hydrophobes. Des franges de Kiessig ont été obtenues,
témoignant la présence d’une couche lisse et homogene. La double oscillation crée par les molécules

greffées était trés large du fait de la faible épaisseur de la couche (2 a 3 nm).
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Figure 36 : Images AFM de la surface de TiO, A : avant fonctionnalisation et aprés fonctionnalisation par B : la
molécule BpF et C : la molécule BpOH pour un temps de 15 min

Dans la suite de notre étude, comme les propriétés de surface pour chaque type de molécules

étaient similaires, seules les molécules BpF et BpOH ont été utilisées.

Analyse chimique

L’analyse chimique des échantillons a été réalisée en utilisant la spectroscopie XPS. Cette technique

permet de vérifier la présence des éléments chimiques attendus en surface des matériaux

fonctionnalisés.

o Etude de la molécule fluorée BpF

L'analyse du spectre général (Survey) permet de vérifier la présence des éléments chimiques

constituant la molécule (Figure 37) : carbone, azote, oxygene, fluor et phosphore. La présence de

titane provient de la couche d’oxyde de titane.

98



Chapitre 2 : Elaboration des échantillons

(]

(]

8

a7 40 01s

-

F s Ti2p
v - 30
=}
=
Q
(&)
3
g
2 420 l/
(=1
=
8 Cls
N 1s
110 P2p
0 T T T T T -
1200 1100 900 700 500 300 100

Energie de liaison (eV)

Figure 37 : Spectre général (Survey) pour la molécule BpF greffée sur du TiO,

L’analyse fine des spectres centrés sur les éléments C 1s, N 1s, O 1s, F 1s, P 2p et Ti 2p a permis de
vérifier le pourcentage atomique des différents éléments présents sur la surface et de comparer les
fractions atomiques a celles attendues pour la molécule greffée (Tableau 6). Les valeurs déterminées
expérimentalement correspondent bien a celles attendues théoriquement avec un faible
pourcentage d’erreur. Les deux pics correspondants au phosphore sont trés petits sur le spectre

Survey car la molécule n’en contient que deux (Figure 37).

Tableau 6 : Comparaison des fractions atomiques obtenues par XPS et théoriquement pour la molécule BpF

, . Composition en Composition
Eléments % atomique L
surface (XPS) théorique
(o) 15,8 10,2 12
C 31,2 20,3 21
P 3,0 2 2
N 2,0 1,3 1
F 48,0 31,2 29
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L'oxygeéne présent sur le spectre O 1s provient de la molécule mais aussi du TiO,; I'analyse fine du
spectre centré sur O 1s ne permet pas de définir clairement les groupements chimiques incluant cet
élément. Cependant, I'analyse du spectre centré sur les énergies de liaison liées au C 1s (Figure 38),
permet de vérifer la présence des différents groupements incluant le carbone et de calculer les

proportions relatives pour les différents types de carbone.
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Figure 38 : Spectre XPS centré sur C 1s pour la molécule BpF greffée sur du TiO,

Le spectre centré sur C 1s est composé de cing contributions (Tableau 7). Les fractions atomiques
expérimentales correspondent aux valeurs attendues pour la molécule. La différence observée entre
les compositions théorique et expérimentale peut étre expliquée par une légére contamination
organique (plus grande quantité expérimentale de C1 et C2) et la dégradation de la molécule sous
rayonnement X (diminution expérimentale de C4). Cette dégradation sous rayonnement X est encore
plus visible apres 3 h d’irradiation, la contribution des carbones C4 et C5 diminuant de maniére tres

importante alors que la quantité des autres types de carbone reste similaire.

Tableau 7 : Attribution des pics du C 1s et comparaison entre la composition théorique et expérimentale

fedecabons Rl atomiue  Conbosten  Comporion
C1(c-Q) 285,0 28,4 4,0 4,8
C2 (C-P, C-0) [25-27] 286,6 12,8 2,0 2,2
C3 (amide) [25, 28] 289,1 54 1,0 0,9
C4 (CF) [29] 291,7 17,8 4,0 3,0
C5 (OCF,, CF3) [30] 293,8 35,6 6,0 6,0
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o Etude de la molécule BpOH

Une surface fonctionnalisée par la molécule BpOH (Figure 39) a aussi été analysée par XPS afin de
vérifier la composition de surface. Le spectre général (Survey) a montré la présence de carbone,

d’oxygene, de phosphore ainsi que le titane provenant de la couche mince.
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Figure 39 : Spectre général (Survey) de la molécule BpOH greffée sur du TiO,

La molécule BpOH contient deux atomes de phosphore et douze atomes de carbone. Le ratio
théorique P/C est donc de 0,166. Expérimentalement, en utilisant les spectres centrés sur les
énergies de liaisons P 2p et C 1s, le ratio P/C obtenu est de 0,103. Ce résultat indique un nombre de
carbone supérieur a celui attendu dans le ratio théorique P/C indiquant la présence de

contamination carbonée en surface.
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Figure 40 : Spectre XPS centré sur C 1s pour la molécule BpOH greffée sur du TiO,

L'analyse fine du spectre centré sur les énergies de liaison C 1s permet de vérifier la présence des
groupements présents dans la molécule (Figure 40) ainsi que la présence de contamination. Le
Tableau 8 présente les attributions des trois contributions du C 1s. Dans la molécule, Il existe les
groupements O-C-C-O et C-P regroupé dans la contribution C2 [31]. Les contributions C1 et C3
permettent d’affirmer la présence de contamination carbonée, celle-ci se retrouve aussi en moindre

guantité dans la contribution C2 [3, 31].

Tableau 8 : Attribution des pics du C 1s

Energie de o .

Type de carbone liaison (V) % atomique
C1(c-q) 285 36,8
C2 (C-P, O-C-C-0O, C-0) 286,7 56,6
C3 (0-C=0) 288,9 6,6
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Conclusion

Des surfaces de matériaux a base de titane présentant des rugosités allant du nanometre au
micrometre ont été élaborées par plusieurs méthodes. Les surfaces structurées avec des pyramides
présentent différentes tailles dont les plus petites ont une taille proche de celle des
microorganismes, de quelques micrometres. Cette morphologie de surface permet I'étude avec des
éléments en surface relativement ouvert. La structuration des alliages de titane grade 2 et grade 5
par sablage et par EDM a permis d’obtenir d’autres morphologies de surface avec par exemple des
rayures pour les surfaces polies ou des trous avec les surfaces électro-érodées. Les surfaces
élaborées avaient des rugosités comprises entre 1 nm pour les surfaces modeles lisses de TiO, a 5 um
pour les surfaces les plus rugueuses. Les tailles caractéristiques des motifs de surface sont comprises
entre quelques micromeétres a quelques dizaines de micromeétres pour les surfaces structurées.
L'adhérence de bactéries et de levures sur ces différentes structurations de surface a été étudiée et

sera détaillée dans le chapitre suivant.

Le greffage moléculaire sur les surfaces lisses de dioxyde de titane a permis de modifier le caractére
hydrophile/hydrophobe de surface de facon a obtenir une surface hydrophobe ou hydrophile. La
contribution de ce facteur sur I'adhérence de microorganismes mais aussi sur I'adsorption de

protéines a été étudiée.

Le chapitre suivant présente I'ensemble des analyses microbiologiques réalisées sur ces surfaces
pour étudier les contributions de la modification de ces parametres physico-chimiques sur

I’adhérence de bactéries et de levures.
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La bactérie Staphylococcus aureus et la levure Candida albicans sont deux microorganismes
responsables de prés de 20% des infections nosocomiales [1]. Les établissements de santé
développent des procédures afin de limiter le risque de contamination, cependant ces infections
persistent en milieu hospitalier en raison de la difficulté a stériliser toutes les surfaces ou par
|"apparition de souches résistantes. Les laboratoires de recherche essayent quant a eux de mettre au
point de nouveaux matériaux sur lesquels le développement de microorganismes serait limité ou
impossible. Dans ce cadre, nous avons cherché a modifier les propriétés physiques et chimiques de
surface de matériaux a base de titane dans le but d’étudier leurs influences de ces facteurs sur
I’adhérence des microorganismes. Des études in vitro en conditions statiques ont été réalisées avec

S. aureus (ATCC 6538 P) et C. albicans (ATCC MYA2876).

L‘adhérence de ces microorganismes a été testée sur I'intérieur de chambres implantables de trois
margues commerciales : BBraun, Perouse et Bard. Des études similaires ont été réalisées sur des
surfaces préparées au laboratoire : surfaces présentant des pyramides en surface, surfaces d’alliage

de titane grade 2 et grade 5 polies et sablées et surfaces d’alliage de titane grade 5 électro-érodées.

L'adhérence de bactéries et levures a ensuite été testée sur les surfaces fonctionnalisées par greffage
moléculaire rendant la surface hydrophile ou hydrophobe. L’adsorption de protéines plasmatiques
sur les implants médicaux peut avoir un impact sur I'adhérence de microorganismes. Pour vérifier
cela, nous avons étudié I'adsorption de trois protéines largement présentes dans le plasma sanguin
sur les surfaces fonctionnalisées. L'adhérence de bactéries et levures a ensuite été évaluée in vitro en
présence d’'un film de conditionnement composé de protéines recouvrant les surfaces

fonctionnalisées.

I. Protocole pour I'analyse de I'adhérence de bactéries
et de levures

Les tests in vitro ont été réalisés en conditions statiques et la méthode de dénombrement par unités
formant colonies (UFC) a été utilisée, pour sa facilité de mise en oeuvre. Les analyses
microbiologiques avec les bactéries ont été réalisées au Centre de Transfert de Technologie du Mans
(CTTM) et celles avec les levures au sein du Groupe d’Etude des Interactions Hote-Pathogéne (GEIHP)
a Angers. Un protocole équivalent a été établi pour les analyses microbiologiques avec les bactéries
et les levures, afin de s’affranchir d’éventuels facteurs expérimentaux liés aux laboratoires effectuant

les analyses. Il ne semble pas exister de norme pour |'évaluation de I'adhérence des microorganismes
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sur une surface. Les protocoles expérimentaux different pour les études microbiologiques, ce qui
peut expliquer les différences obtenues. Cependant, plusieurs étapes sont a respecter afin de

d’obtenir des résultats reproductibles [2].

Le protocole utilisé est décrit ci-dessous et schématisé en Figure 1.

Préparation des suspensions de microorganismes

1. La culture du microorganisme est initiée a partir d’un cryotube sur un milieu de culture
gélosé approprié et est incubée pendant 24 h a 37°C (= suspension R1).

2. A partir de cette culture de 24 h (suspension R1), une colonie est transférée dans 10 ml de
milieu nutritif' et la suspension est incubée pendant 6 & 8 h a 37°C pour les bactéries ou
pendant 24 h a 37°C pour les levures (= suspension R2).

3. 1 mlde la suspension R2 est ajouté a 50 ml de milieu de culture et la suspension est incubée
pendant une nuit a 37°C (= suspension R3). Les bactéries sont alors en début de phase
stationnaire de croissance et les levures sont alors en phase exponentielle de croissance.

4. La suspension R3 est centrifugée pendant 10 min, le surnageant est éliminé et le culot est
repris dans 25 ml de PBS (tampon phosphate salin 0,15 M, pH 7,2) stérile. Cette étape est
répétée deux fois.

5. La concentration cellulaire est évaluée pour les bactéries par mesure de I'absorbance a
600 nm par spectrophotométrie et pour les levures en utilisant une cellule de Malassez. Une

suspension a 10° cellules/ml est préparée.

Protocole d’adhésion

Les différentes surfaces sont utilisées sans étape de désinfection préalable.

1. Les échantillons sont disposés dans les puits d’'une microplaque 12 puits.

2. Les échantillons sont immergés dans 1 ml ou 2 ml de suspension de bactéries ou de levures
3 10° éléments/ml.

3. Les échantillons sont incubés pendant 30 min a 37°C sans agitation.

4. Alissue de la période d’incubation, les échantillons sont prélevés a I'aide d’une pince stérile,

rincés trois fois par immersion dans trois puits différents contenant du PBS stérile.

! Milieu nutritif : bouillon trypticase soja (Hydrolysat trypsique de caséine 17,0 g/L, Peptone de soja 3,0 g/L,
Chlorure de sodium 5,0 g/L, Phosphate dipotassique 2,5 g/L, Glucose 2,5 g/LapH 7,4+0,2
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Protocole de décrochage et de dénombrement

1. A la fin de I'étape de rincage, chaque échantillon est transféré dans un tube conique a
centrifuger de 50 ml contenant 10 ml de milieu SCDLP? stérile.

2. Le tube est immergé pendant 5 min dans un bain d’ultrasons et est centrifugé au vortex
pendant 30 s a vitesse maximale.

3. Des dilutions sériées de raison 10 sont réalisées et les suspensions obtenues sont étalées sur
milieu gélosé PCA® en boites de Pétri pour les bactéries ou PDYA-Cmp* pour les levures
(ensemenceur en spirale ou méthode manuelle).

4. Les géloses sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 a 48 h, et le nombre d’unités formant

colonies (UFC) est déterminé. Les résultats sont exprimés en UFC/cm?.

p - = - HE - U —

Suspension de Incubation : Rincage de Décrochage des
bactéries 30 mina 37°C I’échantillon microorganismes
(ou levures) dans du PBS adhérents en surface

dans la solution SCDLP
avec ultra-sons et vortex

Doy

4 < B < | | E
Dénombrement Incubation Etalement des Dilution au
des colonies 24ha48ha suspensions diluées dixieme des
37°C sur milieu nutritif suspensions

Figure 1 : Schéma du protocole d'adhésion, de décrochage et de dénombrement des éléments adhérents
pour les bactéries et les levures

Ce protocole a été établi de maniere a étudier I'adhésion primaire des microorganismes sur les
surfaces. Le temps de 30 min a été choisi afin de laisser le temps aux bactéries et aux levures
d’adhérer sur la surface sans que le biofilm n’ait le temps de se former et de recouvrir la surface. Le

choix de travailler en PBS a permis de ne pas offrir aux microorganismes un milieu nutritif lors de

> SCDLP : Soybean Casein Digest broth with Lecithin and Polyoxyethylene sorbitan monooleate : Peptone de
caséine 17 g/L, Peptone de soja 3 g/L, NaCl 5 g/L, Glucose 2,5 g/L, Na,HPO, 2,5 g/L, Tween 80 7 g/L.

* Milieu gélosé PCA : tryptone 5 g/L, extrait de levures 2,5 g/L, glucose 1 g/L, agar 15 g/L.

* Milieu gélose PDYA-Cmp : peptone 10 g/L, glucose 20 g/L, extrait de levures 5 g/L, chloramphénicol 0,5 g/L,
agar 20 g/L.
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I'incubation des échantillons et de se placer a pH constant pour ne pas modifier les propriétés

physico-chimiques de surface des bactéries ou des levures.

Pour chaque campagne microbiologique, un méme échantillon témoin a été introduit ; nous avons
choisi une surface lisse de TiO, (rugosité Ra inférieure a 1 nm). Il a ainsi pu étre vérifié la répétabilité
des mesures puisque la variation de I'adhérence des microorganismes sur cette surface évoluait dans
une fourchette maximale de 0,2 log. Les analyses ont été réalisées au minimum en triplicata (parfois

avec quatre échantillons) afin de pouvoir réaliser des tests statistiques.

Le test de Kruskal-Wallis a été utilisé pour les analyses statistiques. Le choix d'un test non
paramétrique a été préféré du fait du faible nombre de résultats par type d’échantillon (3 ou 4). Cela
évite par ailleurs de faire I’hypothése sur la distribution des valeurs (par exemple une distribution
normale des valeurs est nécessaire pour le test de Student ou la méthode ANOVA). Ce test, a
comparaisons multiples, donne une probabilité (limite souvent placée a 0,05), permettant de rejeter
ou non I’hypothéese Ho selon laquelle « tous les échantillons proviennent d’une population, de méme
moyenne » est vraie. Dans le cas ou la valeur obtenue p (valeur seuil) par ce test est inférieure a 0,05,
il y a plus de 95% de chance de considérer que certains échantillons appartiennent a une population
différente. Dans ce cas, chaque type d’échantillon peut étre comparé deux a deux afin de déterminer
quelles paires font partie d’une population différente. Pour cela, il est possible d’utiliser le test de
Mann and Whitney ou la méthode de Conover-Iman. Pour ce dernier test, la correction de Bonferroni
peut étre appliquée, ce qui permet de réajuster le niveau de significativité dans le cadre de

comparaisons multiples.

Sur les prochains graphiques, les barres d’erreur correspondent a |I’écart type des valeurs.

II. Etude de I'adhérence de bactéries et de levures sur
des surfaces structurées

L'adhérence de bactéries Staphylococcus aureus et de levures Candida albicans a été testée sur les
différentes surfaces structurées dont I'élaboration a été décrite dans le Chapitre 2 ainsi que sur

I'intérieur du boitier des chambres implantables.
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1. Chambres implantables

L'analyse de l'adhérence de bactéries et de levures a l'intérieur des chambres implantables a
nécessité |'adaptation du protocole des analyses microbiologiques pour tenir compte de la géométrie
particuliere des boitiers. Des chambres implantables de grande taille de marque BBraun (modele
Celsite ST201G), Perouse (modele Polysite 4019) ou Bard (modele PowerPort 8708000) ont été

achetées, puis découpées de maniére a ne garder que le boitier interne de la chambre (Figure 2).

Chambre Chambre Chambre
implantable implantable implantable
BBraun Perouse Bard
] -
c g
Z$
o

Apres
découpe

Figure 2 : Photo des chambres implantables des trois marques avant et aprés découpe

Avant I'analyse, les chambres ont été stérilisées par autoclave de maniere a éliminer d’éventuels
microorganismes accrochés a I'extérieur. La suspension de microorganismes a été introduite a
I'intérieur du boitier de la chambre jusqu’au rebord marquant la séparation avec le septum (la sortie
pour le cathéter a été bouchée par soudage). La suite du protocole est similaire a celui utilisé pour les
autres échantillons, excepté I'adaptation des volumes de liquide. La superficie interne de chaque
chambre implantable a été mesurée de maniere a pouvoir comparer |'adhérence de

microorganismes dans les trois cas.
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Figure 3 : Adhérence de S. aureus (en bleu) et C. albicans (en rouge) a l'intérieur des chambres implantables

Comme cela a été montré dans le Chapitre 1, la topographie intérieure des chambres implantables
est différente selon les marques et parfois selon les modeles. La Figure 4 montre les caractéristiques

de surface des chambres implantables étudiées.

D
6 - BBraun
5 -
Perouse
4 -
E
=2
N3
2 -
Bard
1 _./-'—\/\/A—M—\/\
0 T T
0 10 20 30

X (um)

ére

éme

Figure 4 : Images obtenues par MEB (X 1000) (1™ colonne) et par profilométrie optique (2~ colonne) de I'intérieur des
chambres implantables des marques : A : BBraun, B : Perouse et C : Bard.
D : Profils des hauteurs des segments représentés sur les images de profilométrie optique.
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D’apres les tests de Kruskal-Wallis et de Conover-Iman, les résultats obtenus pour chacune des
chambres implantables avec les bactéries comme avec les levures montrent des différences
significatives (Figure 3). Le nombre de microorganismes adhérents est plus important pour la
chambre implantable de marque Perouse. Il s’agit de la chambre implantable présentant la rugosité
de surface la plus grande et des motifs de surface de I'ordre de quelques micrometres de largeur et
de hauteur. Ces motifs peuvent permettre aux microorganismes de multiplier leurs points de contact
avec la surface. Les chambres implantables BBraun et Bard présentent des rugosités de surface plus
faibles que les chambres de la marque Perouse (les valeurs de rugosité Ra sont respectivement
0,2, 0,5 et 2,2 um, mesurées par profilométrie optique sur une surface de 0,5 x 0,3 mm?). La valeur
des angles de contact a I'intérieur des chambres implantables a été mesurée, ces valeurs obtenues
sont respectivement 51 + 2°, 49 + 2° et 68 + 2° pour les chambres BBraun, Perouse et Bard. Ces
valeurs sont proches et ne permettent pas d’expliquer les variations observées du nombre de
microorganismes adhérents. La chambre implantable BBraun est composée de titane alors que la
chambre implantable Bard est composée de l'alliage de titane grade 5. Cette différence de
composition peut peut-étre expliquer la différence d’adhérence des microorganismes entre ces deux
chambres. De plus, la chambre implantable Bard a une coloration violette, indiquant un traitement
de surface (a base de cuivre d’apres des premiéres analyses EDX) pouvant aussi étre a I'origine de la

d’un comportement antibactérien.

2. Surfaces structurées avec des pyramides

L’adhérence de bactéries et de levures augmente quand la taille des pyramides augmente (Figure 5),
mais la rugosité a partir de laquelle se fait I'augmentation dépend de la taille du microorganisme

étudié. Les caractéristiques topographiques des pyramides sont rappelées dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Caractéristiques topographiques des pyramides

. Hauteur Rugosité Ra Aire moyenne
Pyramide
moyenne (ium) (um) d’une face (um?)
Taille 1 3,612 0,6 7,3
Taille 2 6,8+1,7 1,1 25,9
Taille 3 12,4+3,4 1,8 86,1
Taille 4 20,8+6,7 4,3 242,2
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AEss | W S aureus
B (. albicans
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Nombre de microorganismes
adhérents en surface (UFC/cm?)
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Figure 5 : Evolution de I'adhérence de S. aureus (en bleu) et de C. albicans (en rouge) en fonction de la taille des
pyramides et images MEB des surfaces correspondantes (X 1000). Les barres d’échelle correspondent a 10 um.
Pour S. aureus, d’'aprés les tests statistiques, seule les nombres de bactéries adhérentes entre la
surface lisse et la surface la plus rugueuse (Ra = 4,3 um) sont statistiquement différents. Cependant,
le faible écart type pour les autres surfaces rugueuses montre tout de méme une tendance a

I"augmentation du nombre de bactéries adhérentes avec I'augmentation de la rugosité.

Les bactéries S. aureus ont une taille d’environ 1 um de diameétre. Les bactéries peuvent facilement
adhérer sur les faces des pyramides, méme de petite taille. Ceci a été observé par MEB (Figure 6). Les
conditions de préparation des surfaces sont décrites en Annexe 3. Les bactéries adherent sur les
faces, et pas nécessairement dans les creux ou les points d’attache avec la surface seraient plus
importants. La hauteur des pyramides, de 6,8 um a 20,8 um, est trés supérieure a la taille des
bactéries. Celles-ci ne sont donc probablement pas influencées par la rugosité de surface durant la
phase d’adhérence primaire mais une augmentation de la superficie de surfaces lisses (sur les faces),
d’ol une augmentation du nombre de bactéries adhérentes quand la taille des pyramides augmente.
Pour les plus petites pyramides (Taille 1), les bactéries ont tendance a se placer dans les creux afin

d’augmenter les points de contact avec la surface.
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Figure 6 : Images MEB (X 5000) de S. aureus sur A : une surface lisse de TiO,, B : une surface de TiO, avec des petites
pyramides et C : une surface de TiO, avec de grandes pyramides. Les barres d’échelle correspondent a 1 um.

Avec C. albicans, le nombre de levures présentes ne varie pas sur les surfaces ayant les plus petites
pyramides (Taille 1 a taille 3). L’adhérence de levures n’augmente que pour les surfaces présentant
les plus grandes pyramides (Taille 4). Le test de Kruskal-Wallis donne significative la différence entre

la surface lisse et celle avec les pyramides les plus grandes (Taille 4).

La levure C. albicans présente une taille supérieure a celle des bactéries comme S. aureus ; elle
mesure environ 4 um de long. Sur les plus petites pyramides, les levures ne peuvent pas s’intercaler
entre les pyramides pour adhérer entre celles-ci et restent sur les sommets comme cela a été
observé par MEB (Figure 7). Ceci explique donc que le nombre de levures adhérentes reste similaire
au nombre observé sur une surface lisse, puisque la superficie de la surface sur laquelle elles peuvent
reposer reste identique. Le nombre de pyramides sur lesquelles les levures peuvent reposer ne
semble donc pas influencer leur nombre sur la surface comme cela avait pu étre montré avec des
bactéries sur des surfaces présentant des pics plus petits, de taille nanométrique [3, 4]. En revanche,
sur les surfaces avec de grandes pyramides, les levures ont tendance a se placer au pied des

pyramides ou dans des zones ol elles peuvent avoir un nombre de points de contact plus important.

13mw EHT= 2000 k¥
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Figure 7 : Images MEB (X 700 ou X 1000) de Candida albicans sur A : une surface lisse de TiO,, B : une surface de TiO, avec
des petites pyramides et C : une surface de TiO, avec de grandes pyramides. B : et C : images tiltées avec un angle de 30°.
Chaque barre d’échelle correspond a 10 um.

D’aprés ces analyses in vitro et les observations MEB, I'adhérence de chaque microorganisme

commence a augmenter de maniere plus importante lorsque la rugosité moyenne de surface se
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rapproche de la taille du microorganisme (environ 1 um pour S. aureus et 4 um pour C. albicans) ou

que I'espace entre les pyramides est de taille similaire a celle du microorganisme.

3. Surfaces d’alliage de titane structurées par sablage

Le nombre de microorganismes adhérents sur des surfaces sablées, de rugosités comparables aux
surfaces précédemment étudiées, est relativement similaire que ce soit pour les bactéries ou les
levures (Figure 8). Aucune différence significative de I'adhérence de chaque microorganisme, d’aprés
le test de Kruskal-Wallis (p > 0,05), n’est observée en fonction de I'intensité du sablage que ce soit

avec les alliages de titane grade 2 ou grade 5.

m S.aureus
2,5E+05

m C albicans

2,0E+05 -

1,5E405 -~

1,0E405 -

5,0E+04 -

Nombre de microorganismes adhérents en
surface (UFC/cm?)

Ti grade 2 Ti grade 2 Ti grade 2 Tigrade 5 Tigrade 5 Tigrade 5
brut Sablage Sablage poli Sablage silice Sablage
Ra=0,7 um silice garnet Ra=0,2 um Ra=1,2 um garnet
Ra=1,2 um Ra=3,2 um Ra=3,2 um

Figure 8 : Adhérence de S. aureus (en bleu) et C. albicans (en rouge) sur les surfaces structurées par sablage (silice ou
garnet) d'alliage de titane grade 2 ou de titane grade 5.

Sur les surfaces d’alliage de titane grade 2, les bactéries S. aureus adhérent globalement de la méme
facon sur les trois types de surfaces. Le nombre de S. aureus adhérentes sur les surfaces de titane
grade 5 est légérement plus faible sur la surface polie mais est similaire sur les deux surfaces sablées,

malgré I'augmentation de la rugosité.

Des images des surfaces d’alliage de titane ayant été en contact avec les bactéries ont été obtenues
par microscopie électronique a balayage. Les images ont confirmé les analyses in vitro puisque peu
de différences ont été observées dans le nombre de bactéries visibles en surface, entre les surfaces
d’alliage de titane grade 2 ou les surfaces de titane grade 5. De plus, sur les surfaces structurées, les

bactéries ont tendance a étre aussi bien dans les creux que sur des zones plus lisses (Figure 9).
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Figure 9 : Images MEB (X 5000) de S. aureus sur les surfaces polies ou sablées d'alliage de titane grade 2 ou grade 5. Les
cercles aident a repérer la position des bactéries.

Sur la surface polie de titane grade 5, 'adhérence de C. albicans est anormalement élevée. En effet,
sur les surfaces avec les pyramides, il avait été trouvé que I'adhérence de levures était minimale sur
la surface lisse. Sur les deux surfaces sablées de titane grade 5, I'importance des écarts type ne
permet pas de classer les deux surfaces en fonction du nombre de levures adhérentes. Sur les
surfaces de titane grade 2, I'adhérence de levures n’évolue pas de maniere significative entre les

trois surfaces.

Des images MEB des surfaces d’alliage avec C. albicans ont aussi été réalisées (Figure 10). De la
méme fagon que pour les bactéries, peu de différences ont pu étre observées entre les alliages de
titane grade 2 et grade 5. Cependant, sur les surfaces structurées, si certaines levures restent sur les

zones les plus lisses, la majorité d’entre elles semble se placer préférentiellement dans les creux.
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Surfaces polies Surfaces sablées par silice  Surfaces sablées par garnet

Ti grade 2
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Figure 10 : Images MEB (X 1000) de C. albicans sur les surfaces polies ou sablées d'alliage de titane grade 2 ou de titane
grade 5. Les barres d’échelle représentent 10 um. Les cercles aident a repérer la position des levures sur la surface.

La topographie des surfaces d’alliage de titane grade 2 ou grade 5 sablées par la silice ou le garnet est
similaire. Les surfaces présentent des zones lisses (a I'échelle des microorganismes) et des creux de
guelques micromeétres ou plus grands. Les bactéries semblent adhérer sur la surface aussi bien dans
les creux que sur les zones lisses alors que les levures sont observées préférentiellement dans les

parties creuses.

Le changement de rugosité n’entraine donc pas de différence significative dans le nombre de
microorganismes adhérents en surface. Ceci montre I'importance de considérer la topographie de
surface et non seulement la rugosité lors de I'analyse de I'adhérence de microorganismes sur une

surface.

4. Surfaces d’alliage de titane structurées par électroérosion (EDM)

Des surfaces d’alliage de titane grade 5 ont été structurées par électroérosion, créant des trous de
taille croissante sur la surface des échantillons. L’adhérence de bactéries et de levures a été testée

sur ces surfaces. Les résultats sont présentés sur la Figure 11.
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Figure 11 : Adhérence de S. aureus (en bleu) et C. albicans (en rouge) sur les surfaces électro-érodées en fonction de la
rugosité et images MEB des surfaces correspondantes (X 1000). Les barres d’échelle correspondent a 10 um.

Les valeurs caractéristiques de ces surfaces structurées sont rappelées dans le Tableau 2. Le

pourcentage de recouvrement des trous a été calculé a partir des images MEB pour un grossissement

de X 500.
Tableau 2 : Valeurs caractéristiques des surfaces électro-érodées
Profondeur Largeur maximale % de
Surface Rugosité (um) moyenne des trous moyenne des trous recouvrement des
(m) (um) trous sur la surface
Taille 1 1,3+0,1 42+1,2 309121 6,8%
Taille 2 2,2+0,2 10,7+2,1 96 +£12 9,7%
Taille 3 3,6+0,3 18,9+2,7 96,7 + 22 16,6%
Taille 4 51104 25,7+1,7 7916,5 22,6%

L'adhérence de bactéries est relativement stable pour les échantillons ayant des trous de taille 1 et 2
(Ra = 1,3 um et 2,2 um). Pour les surfaces ayant des trous beaucoup plus profonds (trous de
taille 3 et 4), I'adhérence bactérienne tend a diminuer, bien que la surface spécifique augmente du
fait de la présence de trous de plus en plus profonds, atteignant 20 um (Figure 11) et recouvrant une
plus grande partie de la surface (Tableau 2). Cette diminution peut étre due au fait que toutes les

bactéries adhérentes dans les trous les plus profonds ne sont pas décrochées de la surface par la
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solution de décrochage. Elles resteraient coincées au fond des trous et ne seraient donc pas prises en
compte par la méthode de dénombrement par UFC entrainant une diminution apparente du nombre
de bactéries adhérentes. Dans cette hypothése, seules les bactéries se situant sur les zones lisses et

sur les parois des trous le plus grands seraient décrochées.

Par observation MEB, les bactéries ne semblent pas choisir préférentiellement de s’accrocher sur les

parties lisses ou au fond des trous, elles sont visibles sur toute la surface (Figure 12).

Figure 12 : Images MEB des surfaces d’alliage électro-érodées de titane grade 5 permettant de visualiser la position des
bactéries S. aureus sur les surfaces : Aet B : taille 1 ; et C et D : taille 3. Les cercles aident a repérer la position de certains
amas de bactéries.

Sur les surfaces structurées par EDM, I'adhérence de levures diminue quand la taille et la profondeur
des trous augmentent (Figure 11). Comme pour les bactéries, ceci peut étre di au fait que les levures

se retrouvent piégées au fond des trous et ne sont pas éluées lors de la phase de décrochage.

D’apres les images MEB des surfaces structurées, les levures se placent préférentiellement dans les
trous, méme si quelques levures isolées restent sur les zones plus lisses (Figure 13). La surface avec

les trous de taille 1 présente de nombreux motifs de surface qui permettent aux levures de se placer
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dans les creux car ils ont une taille comparable. De plus la faible profondeur des trous (environ 4 um)

permet de les décrocher plus facilement et de les dénombrer.

Figure 13 : Images MEB de surfaces électro-érodées de titane grade 5 permettant de visualiser la position des levures
C. albicans sur les surfaces. A : Taille 1 ; et B : Taille 4. Les cercles aident a repérer la position des levures.

5. Comparaison des résultats entre les différentes surfaces et les

chambres implantables

L'adhérence de S. aureus et C. albicans a montré des comportements différents en fonction de la
topographie des surfaces structurées. Le paramétre de rugosité ne suffit pas a lui seul pour décrire la
facilité ou non des microorganismes a adhérer sur une surface. En effet, sur les surfaces structurées
avec des pyramides, I'augmentation de la rugosité a induit une augmentation de I'adhérence de
microorganismes alors que sur les surfaces d’alliage de titane structurées par sablage, I'adhérence de

microorganismes restait similaire pour les différentes rugosités.

Verran et al. [5] ont montré que sur des surfaces polymériques de poly (méthyl méthacrylate)
(PMMA) plus ou moins rugueuses (rugosités de 7,3 ou 12,8 um), la rétention de C. albicans
augmentait fortement lorsque la rugosité augmentait, puisque les levures se retrouvaient coincées
dans les motifs de surface. Pour les surfaces électro-érodées, notre hypothese est la méme que celle
de Verran a savoir que plus la taille des trous augmente, plus les microorganismes pourront pénétrer

dans les trous et y rester piégés, notamment dans les trous les plus grands et les plus profonds.

Dans le cas des surfaces structurées avec des pyramides, les bactéries et les levures ne semblaient
pas avoir été piégées dans les recoins entre deux pyramides puisque le nombre de microorganismes
adhérents augmentait avec I'augmentation de la taille des pyramides, ou du moins elles pouvaient en

étre éluées lors de la phase de décrochage. La forme des pyramides, relativement ouverte au
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sommet, permet trés probablement d’éluer plus facilement les microorganismes adhérents en

surface durant la phase de décrochage.

Un échantillon ayant servi pour I'analyse microbiologique avec les bactéries, puis désinfecté, a été
réutilisé pour I'observation MEB avec des levures. Quelques images ont montré la présence de
bactéries dans certains trous, en plus des levures ayant été ajoutées. Cette image (Figure 14) permet
donc de montrer que toutes les bactéries n’ont pas été décrochées des trous les plus grands et n’ont
donc pas été comptées par la méthode de dénombrement par UFC. Il est ainsi possible d’interpréter
la diminution apparente de I'adhérence de microorganismes comme un probleme d’élution et non

une diminution du nombre de microorganismes adhérents.

Figure 14 : Image MEB (X 5000) d'une surface de titane grade 5 électro-érodées 'taille 4' sur laquelle des levures
(cercle rouge) et des bactéries (cercle bleu) sont visibles. La barre d’échelle correspond a 1 um.

D’apres les résultats obtenus, la rugosité de surface n’était pas a l'origine de toutes les différences
observées de I'adhérence de microorganismes. Whitehead [6] et Liidecke [7] ont montré que
I'adhérence de microorganismes augmente quand la taille des motifs de surface est similaire a celle
des bactéries ou levures, ou si la surface présente de multiples points d’accrochage a I'échelle du
nanomeétre. Dans nos études, la taille caractéristique des motifs de surface est généralement plus
grande que celle des microorganismes étudiés. Un effet est cependant visible sur les surfaces avec
les pyramides, I'adhérence des bactéries augmentait avec I'augmentation de la taille des pyramides
et de la surface spécifique. Avec les levures, 'augmentation de I'adhérence était visible seulement
qguand I'espacement entre les pyramides était assez grand pour leur permettre de s’intercaler et
d’augmenter leur contact avec la surface. Sur les surfaces électro-érodées, lorsque la taille des trous
devient de I'ordre de 20 um, la méthode de dénombrement par UFC montre ses limites quant a

I’estimation du nombre de microorganismes réellement présents sur la surface.
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Lors des traitements de surface par sablage ou électroérosion, la composition de surface du matériau
peut changer. En utilisant I'analyse EDX, nous avons montré la formation d’un oxyde en surface des
échantillons structurés par ces deux méthodes. Néanmoins, ce changement de composition chimique

ne semble pas influencer le nombre de microorganismes adhérents sur les surfaces structurées.

La vérification du dénombrement grace a la microscopie MEB n’est pas possible. En effet, les surfaces
recouvertes de microorganismes ont besoin d’étre préparées pour améliorer la qualité des images.
Cette préparation nécessite de nombreux bains, susceptibles de déplacer ou de décrocher certains
microorganismes (Annexe 3). Les images MEB permettent néanmoins de voir la répartition des
microorganismes restés sur la surface aprés les ringcages et ainsi aident a mieux comprendre les

résultats obtenus par la méthode de dénombrement par UFC.

III. Etude de l'adhérence de microorganismes et de
I'adsorption de protéines sur les surfaces lisses
fonctionnalisées

1. Adhérence de microorganismes sur les surfaces de TiO: lisses et

fonctionnalisées

Des surfaces lisses de TiO, ont été fonctionnalisées par greffage moléculaire a I'aide de deux
molécules munies d’un groupement biphosphonate, rendant la surface hydrophile grace a un
groupement poly(éthyléene glycol) (molécule BpOH) ou hydrophobe gridce a un groupement

perfluorate (molécule BpF).

L’adhérence de S. aureus et C. albicans a été testée sur ces surfaces lisses et fonctionnalisées. Les

résultats sont présentés en Figure 15.
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Figure 15 : Adhérence de S. aureus (en bleu) et C. albicans (en rouge) sur les surfaces de TiO, fonctionnalisées par les
molécules BpOH (surface hydrophile) et BpF (surface hydrophobe). AC : angle de contact.

Contrairement a d’autres études pour lesquelles I'adhérence sous flux de bactéries dépendait de
I’hydrophobie de surface [8, 9], 'adhérence des bactéries et des levures dans nos expériences ne
semble pas étre impactée significativement par le changement d’hydrophobicité de surface
(Figure 15). Ici, la faible différence obtenue concernant I'adhérence des microorganismes n’est pas
statistiquement significative (p > 0,05 d’apres le test de Kruskal-Wallis). Cependant, sur deux
surfaces, I'une se terminant par le groupement CH; et I'autre par le groupement CF; (toutes deux
hydrophobes), Cunliffe [10] n’avait pas trouvé de modification significative du nombre de S. aureus

adhérentes apres 24 h de mise en culture .

Pour vérifier I'influence de la durée d’incubation et s’assurer de la pertinence des faibles écarts
observés sur I'adhérence des microorganismes, des temps d’incubation plus longde 1 h, 4 het 24 h

ont été testés avec S. aureus (Figure 16).
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Figure 16 : Evolution de I'adhérence de S. aureus en fonction du temps d'incubation des échantillons

Sur les trois types de surface, I'adhérence de bactéries aprés 1 h d’incubation est relativement
similaire a celle observée pour 30 min, proche de 2,5 x 10°> UFC/cm? (Figure 15). Aprés 4 h
d’incubation, I'adhérence augmente, probablement du fait de la possibilité des microorganismes de
se multiplier sur la surface. Aprés 24 h de mise en culture, I'adhérence diminue et revient au méme
niveau qu’aprés 1 h d’incubation. Cette diminution est tres probablement due a I'élimination de
plaques de bactéries (qui ont commencé a former un biofilm) lors de la phase de ringage. De plus,
pour les différents temps d’incubation aucune différence significative n’est apparue entre les trois
types de surface. Ainsi, d’apres ces analyses, comme aucune différence n’est apparue entre la
surface de TiO, et les surfaces fonctionnalisées, une durée d’incubation de 30 min a été choisie pour

étudier la phase d’adhérence primaire des bactéries.

La présence de protéines adsorbées sur les surfaces est un facteur important conditionnant
I'adhérence de microorganismes. En effet, ces molécules, beaucoup plus petites que les bactéries et
les levures, peuvent s’adsorber rapidement sur une surface, créant un film sur la surface [10]. Les
propriétés initiales de la surface peuvent ainsi étre masquées, expliquant que les microorganismes
adherent de fagon similaire sur les trois types de surface. Dans le corps humain, des lors qu’un
implant est en contact avec des fluides biologiques, il se recouvre d’un film de conditionnement
composé de protéines et autres petites molécules [11]. En fonction de la composition du film de
conditionnement, I'adhérence de microorganismes peut étre modifiée [12]. L'adsorption de plusieurs
protéines plasmatiques a donc été étudiée de maniére a déterminer la quantité de protéines

adsorbées sur chacune de ces surfaces lisses et fonctionnalisées et I'impact de I'adsorption sur
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I'adhérence des microorganismes. Les principales protéines étudiées dans la littérature sont
I"albumine, la fibronectine, le fibrinogéne et la laminine, du fait de leur grande concentration dans le

plasma humain ou de leurs propriétés adhésives.

2. Analyse de I’adsorption sur I'adhérence de protéines
a. Role des protéines plasmatiques dans 'adhérence des microorganismes

Comme les protéines jouent un role majeur sur I'adhérence de microorganismes, I’adsorption de
I'albumine, de la fibronectine et du fibrinogéne a été étudiée sur les surfaces lisses de TiO,

fonctionnalisées ou non.

L'albumine est une petite protéine de 66 kDa trés abondante dans le plasma avec une concentration
d’environ 35 a 50 g/L. Le fibrinogéne est une protéine plus grande, de masse molaire 340 kDa,
présente dans le plasma humain avec une concentration d’environ 4 g/L. Elle permet la coagulation
plasmatique [13]. La fibronectine est une protéine d’environ 450 kDa présente dans le plasma

humain avec une concentration de 300 a 500 mg/L [14].

La composition chimique de surface influence le processus d’adhésion des protéines sur la surface.
Ainsi en modifiant les propriétés de surface, il est possible de modifier 'adhérence bactérienne et
fongique. En effet, certaines bactéries ou levures ont des récepteurs spécifiques pour certaines
protéines [15]. Ainsi, il a été montré que la présence d’albumine sur différents types de surface
limitait 'adhérence de S. aureus [13, 16, 17]. Cette diminution peut s’expliquer par la conformation
particuliere que peut prendre I'albumine sur la surface qui n’interagit pas avec la bactérie. Au
contraire, la présence de fibrinogéne, de fibronectine ou de laminine semble augmenter I'adhérence

de bactéries pathogenes comme S. aureus [9, 11, 18].

De nombreuses publications présentent les résultats d’étude de I'adsorption de protéines sur une
surface fonctionnalisée ou métallique, mais les résultats ne montrent pas une tendance claire en

fonction notamment de I’hydrophobicité de surface [19-22].
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b. Mesure de la quantité de protéines adsorbées par QCM

L'étude de I'adsorption des protéines sur les surfaces lisses fonctionnalisées, dont I'élaboration est
décrite dans le chapitre 2, a été réalisée par microbalance a quartz (QCM-D). Cet appareil permet de
déterminer la quantité de protéines déposées ou adsorbées en surface d’'un quartz avec une grande
précision (au ng/cm?) [23]. L'appareil permet aussi de déterminer la cinétique d’adsorption puisque

la mesure se fait in situ.

La microbalance est composée d’un disque en quartz sur lequel deux électrodes sont placées. Un
courant est appliqué entre ces deux électrodes entrainant |'oscillation du quartz a sa fréquence de
résonance. Le courant est ensuite éteint, I'oscillation diminue exponentiellement. La fréquence
d’oscillation du disque et la dissipation du signal sont mesurées. Les harmoniques impaires de la
fréquence et de la dissipation sont collectées durant la mesure. La geme harmonique est
généralement choisie lors de I'analyse des résultats. Lorsqu’un liquide est introduit, si une masse se
dépose ou au contraire est enlevée de la surface la fréquence d’oscillation du disque est modifiée
(Figure 17-B). En fonction de la rigidité de la couche déposée, la dissipation du signal est plus ou
moins importante (Figure 17-C). Ces deux informations (fréquence et dissipation) permettent de

retrouver certaines caractéristiques de la couche déposée. Le fluide contenant la solution de

protéines est entrainé par une pompe et la cellule contenant le quartz est a température fixe (37°C).
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Figure 17 : A : Photo du dispositif de la microbalance a quartz. B : Impact d’'un changement de masse sur la fréquence
(QSense) C : Impact d’un changement de rigidité sur la dissipation (QSense).

L’adsorption de I’albumine (BSA : Bovine serum albumin, albumine d’origine bovine), le fibrinogéne
(Fg, origine humaine) et la fibronectine (Fn, origine humaine) a été étudiée par QCM-D sur les
surfaces lisses de TiO, et de TiO, fonctionnalisées. Ces protéines sont souvent étudiées du fait de leur

forte concentration dans le plasma ou de leur role dans I'adhérence cellulaire. Les solutions

129



Chapitre 3 : Etude de la réponse biologique des échantillons

protéiques ont été préparées dans du PBS. La concentration en albumine a été fixée a 1 g/L, et celle
du fibrinogéne et de la fibronectine a 250 mg/L. Les solutions de protéines ont été utilisées dans les
48 h apres leur préparation. Pour chaque mesure, la fréquence du quartz est d’abord stabilisée dans
de I'eau ultra-pure, puis dans du PBS avant I'introduction des protéines. Chaque solution protéique a
été introduite pendant 10 min apres que la stabilisation soit réalisée, puis une solution de PBS a été

injectée pendant 10 min pour rincer le quartz et étudier une éventuelle désorption.

Les dépbts de TiO, et les fonctionnalisations ont été réalisés sur des quartz, ces supports sont
nécessaires pour I'étude avec la microbalance, en suivant le méme protocole que sur les wafers de
silicium, dont le protocole est décrit dans le Chapitre 2. Aprés chaque utilisation, les quartz ont été
lavés dans une solution d’Hellmanex 2% pendant 30 min, puis mis dans un bain d’éthanol aux ultra-
sons pendant 10 min et enfin irradiés 10 min sous UV-O; avant rincage avec de |'eau ultra-pure. Les
quartz ont pu étre réutilisés, cependant, avant chaque réutilisation, un film mince de TiO, a été
déposé sur chaque quartz pour avoir de nouveau une surface propre et homogéne, sur laquelle

I’adsorption des protéines a pu étre étudiée.

c. Résultats obtenus

Quand la solution de protéines est injectée dans la cellule, la fréquence diminue quel que soit la
nature de la protéine, témoignant de I'adsorption de protéines en surface. Durant le rincage en PBS,
la faible augmentation de la fréquence est due a la désorption partielle de protéines. La pente initiale
lors de I'introduction de la solution de protéines permet de déterminer la vitesse d’adsorption initiale
des protéines sur une surface nue, sans protéines. Les résultats des mesures d’adsorption de
I"albumine, du fibrinogéne et de la fibronectine sur le TiO, et les surfaces de TiO, fonctionnalisées

sont donnés en Figure 18.
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Figure 18 : Evolution de la variation de fréquence et de la variation de la dissipation en fonction du temps
(5éme harmonique) sur le TiO, (en bleu), le TiO, fonctionnalisé par BpOH (surface hydrophile, en rouge) et le TiO,
fonctionnalisé par BpF (surface hydrophobe, en vert) avec A : BSA, B : Fibrinogéne et C : Fibronectine.

Pour la BSA et le fibrinogéne, I'adsorption est minimale sur la surface hydrophile et maximale sur le
TiO,. Inversement, I'adsorption de fibronectine est minimale sur la surface hydrophile, et similaire

sur le TiO, et la surface hydrophobe.

Le modele de Sauerbrey permet de déterminer la masse de protéines adsorbée en surface a partir de
la variation de la fréquence. Ce calcul utilise comme hypothése que le film déposé est homogene et
rigide. Dans ce cas, il est admis que la variation de dissipation (AD) doit rester inférieure 3 1 x 10®

(pour un quartz 5 MHz) [23].

Avec les trois protéines, ce critére sur la variation de la dissipation a été vérifié, il a donc été possible

de calculer la masse de protéines adsorbée sur chaque surface (Tableau 3). La formule reliant la

, . , AF, _ L
fréquence a la masse est donnée par: Am = —CT" ou Am est la variation de masse, AF, la variation

AD (x10 )
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de fréquence pour la n'éme harmonique et C = 17,7 ng.cm.Hz" [24]. La masse obtenue tient aussi

compte de la masse du solvant.

Tableau 3 : Valeurs caractéristiques de I'adsorption de I'albumine, du fibrinogéne et de la fibronectine sur les trois types
de surfaces lisses et fonctionnalisées

protéine s MRS ap TR
Adsorption Modale de Sauerbrey Désorption (ng.cm-z.s-l)
Bovine serum albumin (BSA)
Surface hydrophile -16+3 280+ 50 2+1 14,1
Surface hydrophobe -26+2 460 + 40 0,3%1 10,6
TiO, -34+2 600 + 40 05+1 14,1
Fibrinogéne (Fg)
Surface hydrophile -28+2 500 £ 40 4+1 49,6
Surface hydrophobe -68 +2 1200 £ 40 1+1 42,5
TiO, -105+3 1860 + 50 102 56,7
Fibronectine (Fn)
Surface hydrophile 712 1260 + 40 72 20,2
Surface hydrophobe -119+2 2100 + 40 1+1 22,1
TiO, -115+2 2040+ 40 10+2 37,1

Pendant le rincage en PBS, la BSA ne se désorbe pas de maniére significative ou avec une cinétique
trés lente, non visible en 10 min. Ainsi, avec les conditions utilisées, la BSA s’adsorbe de maniére
irréversible sur chacune des trois surfaces. Le fibrinogene se désorbe tres légérement sur les deux
surfaces fonctionnalisées (moins de 4 Hz), mais cette désorption est plus visible sur le TiO, (9 Hz), ceci
peut s’expliquer par la formation de bicouches lors de la phase d’adsorption qui se décrocheraient
plus facilement lors du ringcage avec le PBS. Sur la surface hydrophile et sur le TiO,, la fibronectine
semble pouvoir se désorber plus facilement (AF désorption > 7Hz) que sur la surface hydrophobe ou
la désorption est quasiment nulle. La désorption de cette protéine est relativement faible du fait de

sa taille, en effet, elle a de nombreux points d’accroche ce qui rend plus difficile la désorption [25].

Le taux d’adsorption initial semble ne pas dépendre du type de surface et de son hydrophobicité
mais uniquement de la nature de la protéine. Il est plus important avec le fibrinogéne et la

fibronectine qu’avec la BSA en masse surfacique (Tableau 3).

La valeur du gradient AD/AF caractérise la viscoélasticité de la couche de protéines déposée. Plus
cette valeur sera faible et plus la couche sera rigide [20, 26]. La rigidité de la couche et leur nombre

sur la surface impacte la conformation, la densité et I'orientation des protéines [26].
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Pour la BSA, la valeur de AD/AF est similaire pour les trois types de surface (Figure 19-A). Ainsi, méme

si plus de protéines sont présentes en surface, la compacité de la couche reste similaire.

Pour le fibrinogéne, de trés faibles variations de la valeur initiale de AD/AF sont observées indiquant
un méme comportement initial lorsque le fibrinogéne arrive sur une surface nue (Figure 19-B).
Cependant, la courbe AD en fonction de AF de I'adsorption du fibrinogéne sur le TiO, montre trois
pentes. La conformation des protéines sur la surface de TiO, dépend aussi du nombre de protéines
présentes sur la surface, une nouvelle organisation des protéines est probablement a I'origine de ces
changements de pente. Cependant, la stabilité du fibrinogéne n’est probablement pas impactée par

cette nouvelle organisation puisque la désorption lors du rincage en PBS est tres faible.

L'adsorption de la fibronectine sur les trois types de surface se fait tres probablement en deux
étapes, comme chaque tracé de AD en fonction de AF présente deux pentes (Figure 19-C). La
premiere pente correspond aux valeurs de fréquences les plus faibles (avec moins de protéines en
surface) alors que la seconde pente correspond aux fréquences plus grandes (avec plus de protéines
en surface). Les valeurs montrent que I'adsorption se fait de maniére plus rigide dans un premier
temps, la valeur AD/AF étant plus faible dans les trois cas. Une réorientation apparait donc,

conduisant a une couche moins rigide ou les protéines ont plusieurs degrés de dépliement [27].

Les valeurs de AD/AF restent néanmoins relativement faibles avec chaque protéine et sur chaque
surface, ce qui confirme la possibilité d’utiliser la relation de Sauerbrey pour le calcul des masses de

couches rigides déposées [23].
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Figure 19 : La variation de la dissipation (AD) en fonction de la variation de la fréquence (AF) pour les adsorptions de
A : BSA, B : Fibrinogéne et C : Fibronectine, sur le TiO, (en bleu), le TiO, fonctionnalisé par BpOH (surface hydrophile,
en rouge) et le TiO, fonctionnalisé par BpF (surface hydrophobe, en vert)

d. Comparaison des capacités d’adsorption des différentes protéines

D’apres les résultats, I'adsorption de fibrinogene est environ deux fois plus importante, en masse
surfacique, que celle de la BSA sur la surface hydrophobe et le TiO, et I'écart est plus faible sur la
surface hydrophile. La masse surfacique de protéine adsorbée sur les surfaces fonctionnalisées est
plus importante pour la fibronectine que pour les deux autres protéines. Cependant, I'adsorption sur
la surface de TiO, est similaire entre le fibrinogene et la fibronectine. Cette tendance a déja été

observée sur des surfaces fonctionnalisées se terminant par CH;, OH et CF; [24, 28].

Pour les trois protéines, I'adsorption est moins importante sur la surface hydrophile. La BSA et le
fibrinogéne s’adsorbent mieux sur la surface hydrophobe et en plus grande quantité sur la surface de
TiO, non fonctionnalisée. L'adsorption de la fibronectine sur la surface hydrophobe et sur le TiO, est
similaire. La plus faible adsorption de protéines sur les surfaces hydrophiles, se terminant par OH, en
comparaison aux surfaces hydrophobes se terminant par CH; a déja été rapportée dans la littérature

[20, 25, 28, 29]. En effet, les surfaces se terminant par du poly(éthyléne glycol) sont particulierement
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connues pour limiter lI'adsorption de protéines, ce qui est conforme aux résultats obtenus
[21, 30, 31]. Vogler [32] a expliqué cette faible adsorption sur les surfaces hydrophiles par le fait

gu’elles se recouvrent d’un film de molécules d’eau qui défavorise I'adsorption des protéines.

A partir de la masse de protéine adsorbée, il est possible de déterminer la densité surfacique de

protéines déposées (Tableau 4).

Tableau 4 : Densités surfaciques de la BSA, du fibrinogéne et de la fibronectine sur les trois surfaces lisses.

Protéines/cm? BSA Fibrinogéne Fibronectine
TiO,-BpOH 2,6 x 10" 8,8x 10" 1,7 x 10™
TiO,-BpF 4,2 x 10" 2,1x 10" 2,8 x 10
TiO, 5,5 x 10" 3,3x 10" 2,7 x 10"

En fonction du pH et du milieu, la BSA ne se présente pas avec la méme conformation et I'adsorption
peut étre modifiée [33]. A pH 7,4, dans du PBS, la BSA existe repliée avec une forme de coeur,
appelée forme N. L’albumine a un rayon hydrodynamique de 2,6 nm, valeur mesurée par Cannistraro
[34]. A partir de cette valeur, 'aire projetée d’'une molécule de BSA est estimée a 21,2 nm?, donnant
ainsi une densité de surface de 4,7 x 10" BSA/cm? pour obtenir une monocouche, ol les protéines

seraient en contact les unes des autres, en gardant la méme forme qu’en solution.

La forme en coeur de la BSA présente trois domaines différents, chargés positivement et
négativement, qui peuvent modifier I'orientation avec laquelle la protéine arrive sur une surface (en
fonction de la charge de surface) [33]. Dans la littérature, I'adsorption de la BSA sur des surfaces
hydrophile ou hydrophobe a été observée par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
(FTIR) dans le but d’étudier la conformation de la protéine. La bande amine | a été utilisée pour
étudier la structure secondaire de la protéine. Les auteurs ont observé une diminution de la bande
correspondant a la structure hélice a liée et une augmentation de la bande correspondant a la
structure hélice a libre [35]. Cette conformation a été observée avec la BSA de maniéere légérement
plus importante sur des surfaces hydrophobes indiquant un degré de dénaturation de la protéine
plus important dans la direction longitudinale [28]. Les ions phosphate présents dans la solution de
PBS peuvent aussi stabiliser les protéines par la formation de complexes [35]. Ainsi, la déformation
de la BSA dans une direction longitudinale permet de maximiser a la fois les interactions avec le
solvant et avec la surface, permettant d’obtenir une couche plus stable et plus rigide [33]. La
déformation de la BSA peut en partie expliquer la plus faible densité surfacique que celle calculée ci-

dessus.
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D’apres les résultats QCM donnés dans le Tableau 4, la densité surfacique de la BSA sur la surface
hydrophobe était tres proche de la valeur théorique, indiquant la formation d’'une monocouche
apres une légére déformation de la protéine comme cela a pu étre montré par Roach [28]. Sur Ila
surface de TiO,, la densité surfacique calculée est un peu plus importante que la valeur théorique, les
protéines forment probablement des multicouches par endroit sur la surface. Enfin, les protéines sur
la surface hydrophile ne semblent pas former une monocouche. Pour cela, deux hypothéses ont été

formulées pour expliquer la forte rigidité de la couche :

o La déformation de la BSA peut permettre de former une monocouche, en fonction du degré
de dénaturation [28, 35] ;
o Laformation d’llots de protéines compacts lors de I'adsorption des protéines en surface peut

permettre d’obtenir une couche partielle rigide, comme cela a déja pu étre observé [36-38].

La molécule de fibrinogene se présente la forme d’une ellipsoide. Elle peut arriver sur la surface sous
deux formes : une orientation paralléle a la surface pour laquelle la densité surfacique a été estimée
a 3,0 x 10" Fg/cm? et une orientation perpendiculaire a la surface avec une densité surfacique de
2,0 x 10" Fg/cm? [39]. Le nombre de molécules de fibrinogéne adsorbé sur la surface hydrophobe est
trés proche de la valeur donnée dans la littérature, indiquant la formation d’'une monocouche de
protéines dans la direction perpendiculaire a la surface. Sur le TiO,, la valeur calculée a partir de la
variation de fréquence est plus importante, suggérant la formation de multicouches. La formation de
multicouches peut expliquer la désorption plus importante du fibrinogéne, faiblement lié, observée
sur le TiO, (Tableau 3). Sur la surface hydrophile, la densité surfacique obtenue est comprise entre les
deux valeurs données dans la littérature, compatible avec la formation d’une monocouche compacte

formée avec un certain angle par rapport a la surface, ou d’'une couche hydratée [39].

La molécule de fibronectine prend différentes formes en fonction du pH et de la force ionique de la
solution. Aux conditions physiologiques (37°C et pH 7,4), la fibronectine se présente sous forme
compacte alors que lorsque la température et la force ionique augmentent, elle se trouve dans une
forme dépliée du fait de sa flexibilité, sans qu’il y a ait dénaturation [40, 41]. Sur une surface, la
protéine peut aussi changer de conformation en fonction des propriétés de la surface [42]. Sur une
surface de TiO, la taille de la molécule de fibronectine a été évaluée par AFM a 16,5 £+ 1 nm de
longueur, 9,6 £ 1,2 nm de largeur et 2,5 £ 0,5 nm de hauteur [40]. Il a été montré que sur une surface
de mica, hydrophile, la fibronectine seule ou agrégée s’adsorbait sur la surface. Au contraire, sur une
surface polymérique hydrophobe de PMMA, la fibronectine formait un réseau ou les protéines se
liaient les unes aux autres en limitant les interactions avec la surface. L'épaisseur de ce réseau était

estimée entre 2 et 5 nm, montrant que les protéines formaient par endroit des multicouches [42].
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En utilisant les dimensions données pour la fibronectine pour en déduire I'aire projetée d’une
molécule de fibronectine, on obtient une densité surfacique de 6,3 x 10" Fn/cm?. Sur la surface de
TiO, et la surface hydrophobe, la densité de protéines en surface (Tableau 4) est supérieure a celle
attendue si les molécules de fibronectine sont dans la méme conformation que sur le TiO, étudié
[42]. Cela peut s’expliquer par la formation d’un réseau de molécules de fibronectine liées entre elles
et pouvant former des monocouches, comme cela a pu étre observé sur la surface hydrophobe de
PMMA [42]. Sur la surface hydrophile, la valeur de la densité de surface de fibronectine calculée est
supérieure a la valeur théorique, mais reste néanmoins plus faible que sur les deux autres surfaces
(Tableau 4). Il est probable que la fibronectine s’adsorbe directement sur la surface en formant dans
un premier temps une monocouche, puis des multicouches par endroits. Cette hypothese est en
accord avec le changement de valeur de AD/AF (Figure 19). En effet, le changement de pente
apparait pour une fréquence d’environ 40 Hz, soit une densité surfacique légérement supérieure a
celle correspondant a une monocouche. La diminution de la rigidité apparait donc probablement lors

de la formation des monocouches en surface.

L’adsorption de protéines sur une surface dépend de paramétres tels que I’hydrophobicité de surface
ou encore du potentiel zéta. La surface de TiO, et les deux surfaces fonctionnalisées ont un potentiel
zéta négatif a pH = 7,4. Les points isoélectriques sont respectivement 4,3, 4,17 et 3,85 pour la surface
de TiO,, la surface hydrophile fonctionnalisée par BpOH et la surface hydrophobe fonctionnalisée par
BpF. Le point isoélectrique est de 4,9 pour I'albumine, et de 5,5 pour le fibrinogéne et la fibronectine.
Les trois protéines sont donc chargées négativement a pH 7,4. Ainsi, 'adsorption des protéines sur
ces surfaces ne devrait pas étre favorisée, cependant les structures des protéines présentent
différents domaines positifs et négatifs permettant de favoriser une adsorption sur certaines

surfaces [33, 42].

Pour rappel, les angles de contact des trois surfaces sont respectivement de 78 + 2°, 106 + 3° et
35 + 2° pour le TiO,, la surface hydrophobe et la surface hydrophile. Une étude réalisée par Tamada
[43] montre que I'adsorption de la fibronectine et de I'albumine est maximale pour une surface
polymérique ayant un angle de contact compris entre 70 et 80° et diminue pour les surfaces plus
hydrophiles et plus hydrophobes (Figure 20). Cette tendance a été retrouvée avec I'albumine et la
fibronectine, mais aussi avec le fibrinogéne, d’apres les résultats QCM. Les valeurs obtenues par
QCM sont du méme ordre de grandeur voire un peu plus faibles avec la fibronectine que les valeurs

présentées par Tamada.
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Figure 20 : Dépendance de ’adsorption de I'albumine (Alb - o) et la fibronectine (FN- ¢) en fonction de
I’'angle de contact de la surface [43]

Ce résultat indique qu’il existe un angle de contact pour lequel I'adsorption de protéines est
maximale et répond aux résultats obtenus montrant une diminution de I'absorption de protéines sur

une surface hydrophile [21, 25, 31] ou hydrophobe [22, 44].

3. Adhérence des microorganismes en présence de protéines sur les

surfaces lisses

L'adhérence des microorganismes a ensuite été testée sur les trois types de surfaces lisses : les deux

surfaces fonctionnalisées et la surface de TiO,, pré-recouvertes de BSA ou de fibrinogene.
Protocole de recouvrement des surfaces par les protéines

La solution de BSA a été préparée comme précédemment indiqué pour les analyses de I'adsorption
des protéines avec la QCM. La concentration en BSA a été choisie a 1 g/L (solution en PBS). La
concentration en fibrinogéne a été fixée a 200 mg/L, dans une solution de citrate de sodium
0,15 mol/L en PBS. La présence de citrate dans la solution permet d’empécher le fibrinogéne de

coaguler.

Chaque échantillon de TiO, ou de TiO, fonctionnalisé a ensuite été immergé dans 1,5 ml de la
solution protéique pendant 1 h a 37°C. Des échantillons témoins, n’ayant pas été recouverts de

protéines, ont été immergés pendant 1 h a 37°C dans du PBS, afin de reproduire des conditions

138



Chapitre 3 : Etude de la réponse biologique des échantillons

expérimentales similaires. Les échantillons ont ensuite été mis en contact avec la suspension de

microorganismes pendant 30 min en suivant le protocole décrit précédemment.

Etude de I'adhérence de bactéries

L'adhérence de S. aureus a été testée sur les surfaces lisses de TiO, et de TiO, fonctionnalisées par les
molécules BpOH et BpF et pré-recouvertes ou non de BSA ou de fibrinogene. Les résultats sont

présentés sur la Figure 21.
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Figure 21 : Nombre de bactéries adhérentes sur les surfaces lisses et fonctionnalisées
pré-recouvertes de BSA (en rouge) ou de fibrinogéne (en vert)

L'adhérence de S. aureus sur les surfaces non recouvertes de protéines est similaire a celle déja
observée, aucune différence significative n’est observée. La présence de BSA sur les surfaces
engendre une faible diminution du nombre de bactéries adhérentes. Cette diminution est non
significative, mais la tendance est observée sur les trois types de surface. Cette tendance a la
diminution a déja été observée dans la littérature [13, 16]. D’apres les résultats obtenus par QCM, la
BSA s’adsorbe davantage sur la surface de TiO, par comparaison avec la surface hydrophile.
Cependant, ici la différence d’adhérence entre les surfaces sans protéine et les surfaces pré-
recouvertes de BSA est similaire qu’elles soient hydrophile ou hydrophobe, indiquant que méme une
monocouche incompléte peut suffire a limiter I'adhérence. La présence de BSA sur les surfaces
incubées pendant 30 min avec S. aureus permet une diminution d’environ 30% de |'adhérence

bactérienne.
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En présence de fibrinogene sur les surfaces, I'adhérence de S. aureus diminue fortement, et de
maniére significative. Ce résultat va a I'encontre de nombreuses études qui ont montré que la
présence de fibrinogéne en surface augmentait I'adhérence de S. aureus car cette bactérie présente
des récepteurs pour le fibrinogéne sur sa membrane [9, 11, 45, 46]. Certaines analyses
microbiologiques [9] ont été réalisées sous flux, et peuvent, par un protocole d’étude différent,
expliquer cette différence. Les études de Flemming [45] et de McDevitt [46] présentaient cependant
des conditions expérimentales similaires aux notres en termes de temps d’incubation. Cette forte
diminution de I'adhérence de S. aureus peut donc s’expliquer par la présence de citrate trisodique
dans la solution dans laquelle est dissout le fibrinogéne ou bien par le décrochage partiel de la
couche de fibrinogene de la surface entrainant le décrochage des bactéries adhérentes lors des

phases de ringcage.

L'adhérence de S. aureus a été testée sur des surfaces de TiO, pré-recouvertes de fibrinogéne ayant
été préparées dans une solution contenant ou non du citrate afin de vérifier la premiere hypothése.
Les résultats de I'analyse de I'adhérence de S. aureus sur les surfaces de TiO, sont donnés sur la

Figure 22.
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Figure 22 : Adhérence de S. aureus sur des surfaces lisses de TiO, pré-recouvertes ou non de Fg

Le test de Kruskal-Wallis complété par le test de Conover-Iman indique que la diminution de
I'adhérence entre les surfaces de TiO, sans protéine et celles recouvertes de fibrinogene est
significativement différente. Cependant, il n’y a pas de différence significative entre les surfaces
ayant été recouvertes de fibrinogéne en solution en PBS ou en PBS-citrate. La présence de citrate
n'est donc pas a l'origine de la forte diminution de I'adhérence de S. aureus sur les surfaces

recouvertes de fibrinogene. La deuxiéme hypothése expliquant la diminution de I'adhérence
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bactérienne par le décrochage partiel de plagues de fibrinogéne durant la phase de ringage est donc

privilégiée.

Etude de I'adhérence de levures

Comme cela a été expliqué dans le Chapitre 1, la levure Candida albicans peut se présenter sous deux
formes: la forme blastospore et la forme filamenteuse (hyphes issus des tubes germinatifs).
L’adhérence de la levure sur les surfaces lisses fonctionnalisées pré-recouvertes de protéines (BSA ou
fibrinogéne) a été testée avec les deux formes. En effet, les tubes germinatifs présentent des
récepteurs pour le fibrinogéne, la laminine et la fibronectine qui sont absents en surface des

blastospores [47].

La forme hyphe est obtenue a partir des levures sous forme blastospore par culture en milieu 199
(milieu de culture riche en sels et en protéines) pendant 1 h a 37°C. Dans un premier temps, la
Figure 23 représente I'influence du stade morphologique (blastospores versus tubes germinatifs) sur

I’adhérence de la levure sur les surfaces lisses de TiO, et fonctionnalisées.

m Forme blastospore

30E+5 1 o Forme hyphe

2,5E+5 -
2,0E+5 -
1,5E45 -
1,0E+45 -

5,0E+4 -

Nombre de levures adhérentes en
surface (UFC/cm?)

Tio, lisse Tio, fonctionnalisé Tio, fonctionnalisé
par BpOH : surface par BpF: surface
hydrophile hydrophobe

Figure 23 : Nombre de levures adhérentes sous forme blastospore (en bleu) ou sous forme d’hyphes (en rouge)
sur les surfaces lisses et fonctionnalisées

Sur la surface de TiO, et les surfaces fonctionnalisées, hydrophile ou hydrophobe, les levures
adhérent davantage (différence significative d’apres le test de Kruskal-Wallis) lorsqu’elles sont sous
forme blastospore (Figure 23). L'adhérence des levures ayant des tubes germinatifs est similaire sur

les trois types de surface.
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L’adhérence de levures sous forme blastospore ou hyphale a ensuite été étudiée sur les surfaces pré-

recouvertes de protéines : BSA ou fibrinogéne. Les résultats sont regroupés sur la Figure 24.
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Figure 24 : Nombre de levures adhérentes (A : forme blastospore et B : forme hyphe)
sur les surfaces lisses fonctionnalisées pré-recouvertes ou non (en bleu) de BSA (en rouge) ou de fibrinogéne (en vert)

Pour les levures sous forme blastospore, la Figure 24-A montre que le nombre de levures sur les
surfaces de TiO, ou fonctionnalisées (hydrophile ou hydrophobe) diminuent lorsque celles-ci sont
recouvertes de BSA ou de fibrinogene. Le nombre de levures adhérentes sur les surfaces pré-
recouvertes de I'une ou I'autre des protéines est similaire (diminution d’environ 50%), la différence

n’est pas significative.

Avec les levures sous forme de tubes germinatifs, le nombre de levures adhérentes est plus élevé sur
les surfaces fonctionnalisées pré-recouvertes de BSA, mais surtout de fibrinogene (Figure 24-B).
Cette différence est significative d’apres le test de Kruskal-Wallis sur la surface hydrophile. Sur la
surface de TiO, et sur la surface hydrophobe, une tendance est observée, bien que les écarts types
soient relativement importants. Il a été montré que les tubes germinatifs de Candida albicans
comportaient des récepteurs pour le fibrinogéne contrairement aux levures sous forme blastospore
[47]. Grace a ces récepteurs, la présence de fibrinogéne sur la surface favorise I'adhérence primaire

des levures, et ce quel que soit la nature de la surface de TiO,. Les résultats obtenus par QCM ont
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montré que les protéines BSA et fibrinogéne s’adsorbaient au moins en monocouche sur la surface
de TiO, et les surfaces fonctionnalisées ; 'adhérence des levures, qui est similaire sur les trois types
de surface montre que les levures s’adsorbent de la méme facon qu’il s’agisse d’'une monocouche ou

de multicouches partielles de protéines.

Les levures ayant des tubes germinatifs sont donc plus sensibles a la présence de protéines sur les
surfaces. En effet, sans protéine, I'adhérence de C. albicans sous sa forme hyphale est moins
importante que pour les blastospores, mais en présence d’un film de conditionnement a base de

fibrinogéne notamment, le nombre de levures adhérentes augmente.

Conclusion

L'étude de I'adhérence de microorganismes sur les surfaces modeéles structurées présentant des
pyramides en surface a montré une augmentation du nombre de microorganismes adhérents avec la
rugosité. Sur les surfaces structurées par sablage, la rugosité, semblable aux surfaces précédentes, ne
semblait pas influencer le nombre de microorganismes adhérents. Ceci montre que la topographie
de surface constitue un facteur important a controler pour limiter I'adhérence des microorganismes.
La méthode de dénombrement par UFC n’est pas apparue optimale lors de I'étude avec les surfaces
électro-érodées puisque les microorganismes mis en contact avec les surfaces présentant les trous
les plus profonds en surface n’étaient pas tous élués. Nos travaux montrent donc que les surfaces
lisses de TiO, semblent néanmoins limiter le nombre de microorganismes adhérents en comparaison

aux surfaces structurées.

La modification de la chimie de surface par greffage moléculaire n’a pas entrainé de modifications
notables de l'adhérence de S. aureus et C. albicans. L'analyse de l'adsorption de protéines
plasmatiques (albumine, fibrinogéne et fibronectine) a en revanche montré que les surfaces
hydrophiles retenaient moins de protéines que les surfaces hydrophobes et que les surfaces de TiO,.

L'adhérence de S. aureus sur ces surfaces pré-recouvertes de protéines était significativement plus

faible sur les surfaces recouvertes de fibrinogéne et était légerement diminuée sur les surfaces
recouvertes de BSA, C. albicans adhérait en plus grand nombre sur les surfaces sans protéine lorsque
la levure était sous sa forme blastospore, et sur les surfaces recouvertes de fibrinogéne lorsqu’elle

était sous forme d’hyphes.

Aprés un temps d’incubation de 30 min, certaines différences ne sont pas significatives d’apres les

analyses statistiques effectuées. Cependant une incubation prolongée en permettrait la
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multiplication des microorganismes ayant adhéré en surface permettrait peut-étre d’amplifier les

différences observées.

L'ensemble des résultats montrent donc I'importance de considérer a la fois la rugosité et Ila
topographie de surface lors de I'étude de I'adhérence de microorganismes sur des surfaces
structurées. L’adhérence de microorganismes est minimale sur les surfaces ultra-lisses. Enfin, dans le
cadre de notre étude, sans utiliser de revétement bactéricide, le changement de la composition

chimique de surface n’a pas modifié I'adhérence de S. aureus et C. albicans.

La présence d’'un film de conditionnement composé de protéines et autres molécules (présentes

dans le milieu de culture) a montré son importance lors de I'étude de I'adhérence de bactéries ou de
levures. Pour une utilisation de ces surfaces dans le contexte des traitements de chimiothérapie,
nous nous sommes ensuite intéressés a I'effet de la présence de produits de chimiothérapie et de

nutrition parentérale sur les surfaces lisses et fonctionnalisées.
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Nous avons présenté dans le chapitre 3 la contribution des propriétés physico-chimiques de surface
sur 'adhérence de microorganismes sur des surfaces structurées ou lisses et fonctionnalisées. Ces
analyses in vitro ont été réalisées dans des conditions dites “classiques”, en présence ou non de
protéines plasmatiques. Dans la pratique hospitaliére, les surfaces internes des boitiers des chambres
implantables sont en contact avec des produits de chimiothérapie et/ou de nutrition parentérale.
Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés aux effets que pourraient avoir ces produits sur les

surfaces modeles de TiO, et TiO, fonctionnalisées.

Quatre produits couramment préconisés pour le traitement des cancers du sein, de I'estomac ou du
pancréas ont été choisis pour I'étude: la farmorubicine, I'endoxan, I'éloxatine et le taxol. L'influence

de la nutrition parentérale sur des surfaces lisses et structurées a aussi été testée.

I. Mise en contact de produits de chimiothérapie sur les
surfaces lisses fonctionnalisées

1. Description du protocole

Quatre produits ont été étudiés : la farmorubicine, I'endoxan, I’éloxatine et le taxol. La durée
d’injection des produits de chimiothérapie dépend du volume a injecter et du débit. Apres chaque

administration, la chambre est “nettoyée” par une injection a fort débit de sérum physiologique.

Un protocole d’étude a été mis au point avec le personnel soignant de la clinique Victor Hugo, afin de
se rapprocher au mieux du protocole utilisé avec les chambres implantables, méme si la géométrie
des échantillons est différente. Ainsi des temps de mise en contact entre les échantillons et chacune
des solutions ont été définis pour correspondre a des temps équivalents a I'administration d’une

dose unique ou a six mois de cure (Tableau 1).
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Tableau 1 : Temps de contact équivalents a ceux habituellement utilisés pour quatre produits de chimiothérapie, leur
formule et leur concentration d’utilisation

Farmorubicine Endoxan Taxol Eloxatine
(épirubicine) (cyclophosphamide) (paclitaxel) (oxaliplatine)
Formule chimique i 7 w " ol 9
© Q O oH H,
e 2 e
CHO O OH O | - o PR
2 NH \— g T N2 o} o
HDHQN %y OH ©_<D O% H.
Concentration Pur 4 g/L dans du sérum 600 mg/L dans du 600 mg/L dans du
utilisée glucosé 5% sérum glucosé 5% sérum glucosé 5%
Temps de mise en
contact équivalent 10 min 30 min 1h 2h
a 'administration
d’une dose unique
Temps de mise en
6 x 10 min 6 x 30 min 12x1h 6x2h

contact équivalent
a 6 mois de cure

Les échantillons lisses et carrés, de 1 cm?, ont été immergés pendant la durée indiquée dans des
puits d’'une plaque 12 puits, puis rincés abondamment par 30 ml de sérum physiologique a I'aide

d’une seringue. Entre deux “doses”, ils ont été stockés dans du sérum physiologique.

Bien que les échantillons ne présentent pas la méme forme et surtout pas le méme environnement
confiné que les surfaces dans les chambres implantables, le protocole a eu pour but de se rapprocher
des conditions utilisées par les infirmieres lors des injections. Les manipulations des produits de
chimiothérapie ont été réalisées dans la piece de préparation a la clinique Victor Hugo sous une

hotte a flux laminaire.

2. Analyse des surfaces

Avant chaque analyse, les surfaces ont été rincées dans de I'eau pure par simple trempage, pour
éliminer une partie des sels contenus dans le sérum physiologique, et séchées a I'air comprimé.
Optiquement, les surfaces paraissaient propres, sans traces visibles a I'ceil nu. Pour le vérifier, les
surfaces ont ensuite été analysées par AFM pour déterminer la topographie de surface a I'échelle du

nanometre.

L'étude a dans un premier temps été réalisée avec les quatre produits de chimiothérapie sur une
surface lisse de TiO, et une surface de TiO, greffée par BpF (surface hydrophobe), pour des temps en

immersion équivalents a I'administration d’une dose unique ou a six mois de traitement. Cette étude
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a ensuite été réalisée sur une surface de TiO, greffée par BpOH avec les deux produits laissant le plus

de traces.

La microscopie AFM permet d’obtenir une image de la surface a I’échelle du nanometre. Trois images
AFM (5 x 5 um?) ont été réalisées sur chaque échantillon, permettant de déterminer la rugosité
moyenne Ra. Afin de comparer les échantillons, les images AFM des surfaces lisses et

fonctionnalisées sont présentées en Figure 1.

14.6 nm 15.0 nm 16.5 nm
12:0 12.0
12.0
10.0 10.0
10.0
8.0 8.0
8.0
6.0 6.0 6.0
40 4.0 4.0
2.0 2.0 2.0
2 ym 0.0 2 ym 0.0 0.0
Ra=0,6+0,1nm Ra=0,6+0,1nm Ra=0,7+0,1nm

Figure 1 : Images AFM (5 x 5 um?) de surfaces de A : TiO,, B : TiO, greffées par BpF et C : TiO, greffées par BpOH

Les images AFM des surfaces ayant été en contact avec les produits de chimiothérapie sont

présentées sur la Figure 2 pour les surfaces de TiO, et sur la Figure 3 pour les surfaces hydrophobes.

Farmorubicine Endoxan Taxol Eloxatine
6.9 nm
5.0
4.0

3.0

Equivalent
a ldose

2.0

0.0
126.9 nr

100.0

Equivalent
a 6 mois

2 ym 2 pym 2 ym

Figure 2 : Images AFM (5 x 5 um?) de surfaces de TiO, aprés avoir été mises en contact avec les quatre produits de
chimiothérapie pendant un temps équivalent a ’administration d'une dose unique ou a six mois de traitement.

6.5 nm

5.0

4.0

3.0
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Farmorubicine Endoxan Taxol Eloxatine

9.1 nm 8.9 nm
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a ldose

60.3 nm
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Figure 3 : Images AFM (5 x 5 um?) de surfaces de TiO, greffées par BpF (surfaces hydrophobes) aprés avoir été mises en
contact avec les quatre produits de chimiothérapie pendant un temps équivalent a ’administration d'une dose unique
ou a six mois de traitement.

Apres avoir été mises en contact pendant un temps équivalent a I'administration d’'une dose unique,
les images AFM ne montrent pas de traces de produit sur les surfaces qui sont aussi lisses (rugosité
Ra inférieure au nm) qu’une surface de TiO, fonctionnalisée ou non (Figure 1). Cependant pour des
temps de mise en contact équivalent a six mois de traitement, certaines traces apparaissent sur les
surfaces ayant été en contact avec la farmorubicine sur la surface hydrophobe (Figure 3) et avec
I’endoxan sur les surface de TiO, et hydrophobe (Figure 2 et Figure 3), et ce malgré le rincage

abondant effectué aprés chaque mise en contact.

Comme la farmorubicine et I'endoxan sont les produits qui semblent laisser le plus de traces sur la
surface de TiO, et la surface hydrophobe, une étude similaire a été réalisée avec la surface de TiO,
greffée par BpOH (surface hydrophile) avec ces produits. La Figure 4 présente les images AFM des
surfaces lisses hydrophiles aprés avoir été mises en contact avec les deux produits et rincées avec
30 ml de sérum physiologique aprés chaque temps de mise en contact équivalent a I'administration
d’une dose unique. Il semble que peu de produit soit présent sur les surfaces a I'échelle du
nanometre. Pour des temps équivalents a six mois de traitement, les images AFM ne montraient pas

de traces.
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Figure 4 : Images AFM (5 x 5 um?) des surfaces de TiO, greffées par BpOH (surfaces hydrophiles) ayant été mises en
contact avec la farmorubicine et I'endoxan pendant des temps équivalents a ’administration d’'une dose unique
ou a six mois de traitement.

Le rincage effectué, bien que similaire a celui utilisé par les infirmieres avec les chambres
implantables en termes de volume, est trés probablement plus efficace sur nos échantillons. En effet,
la forme de la chambre implantable et le faible diamétre de la sortie vers le tube cathéter ne
permettent certainement pas un ringage optimum contrairement a celui réalisé sur les échantillons,
qui sont des surfaces lisses de forme carrée. Un ringage plus léger (simple trempage dans du sérum
physiologique) sera donc privilégié lors de I'étude de linfluence de traces de produits de
chimiothérapie sur I'adhérence de bactéries pour s’assurer de la présence de traces sur les

échantillons.

La surface de TiO, et les surfaces fonctionnalisées (hydrophile et hydrophobe) ont été laissées en
contact pendant 24 h avec une solution de farmorubicine et d’endoxan, puis rincées par simple
trempage dans du sérum physiologique (un rapide ringage dans de I'eau pure a été effectuée avant
analyse). Les images AFM de la surface sont présentées en Figure 5. Des petites traces de largeur
micrométriques et d’épaisseur nanométriques sont observées, montrant la présence des produits en

faible quantité sur les surfaces. Il est a noter que peu de traces sont visibles optiquement.
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Figure 5 : Images AFM (5 x 5 um?) des surfaces lisses et fonctionnalisées aprés avoir été mises en contact pendant 24 h
et rincées par simple trempage dans du sérum physiologique.

Nous avons ensuite voulu vérifier si certains des produits de chimiothérapie avait une luminescence
intrinséque (sans marquage) ce qui pourrait permettre de développer des méthodes d’analyse rapide
par spectroscopie de fluorescence. Pour cela, I'absorbance des quatre produits de chimiothérapie,
dilués dans du sérum glucosé a 5%, a été mesurée entre 200 et 600 nm (aprés avoir réalisé le blanc

dans ce solvant). Les résultats sont présentés sur la Figure 6.
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Figure 6 : Absorbance des quatre produits de chimiothérapie entre 200 et 600 nm
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La farmorubicine et le taxol absorbe tous deux dans I'UV a 237 nm, I’éloxatine présente aussi un pic
d’absorbance autour de 260 nm et I'endoxan autour de 290 nm. Parmi les quatre produits testés,

seule la farmorubicine, de couleur rouge, absorbe entre 470 et 510 nm.

L’excitation de la farmorubicine dans cette gamme de longueurs d’onde permet donc d’envisager des
imageries par fluorescence. Pour cela, un cube de fluorescence constitué d’un filtre d’excitation
laissant passer les longueurs d’onde de 525 a 550 nm et d’un filtre d’émission laissant passer les
longueurs d’onde supérieures a 570 nm a été ajouté a un microscope optique. Ce montage a permis

d’obtenir des images de fluorescence de la surface aprés dépot de farmorubicine.

Tout d’abord, une goutte de farmorubicine a été déposée sur une surface de TiO, et a été laissée
guelques heures pour qu’elle seche partiellement. La Figure 7-A montre une image de la surface
obtenue par microscopie optique. Il est possible d’'y observer la goutte de farmorubicine en rouge,
les traces laissées par le produit en séchant et la surface de dioxyde de titane. La Figure 7-B présente
la méme zone, obtenue en fluorescence. La goutte fluoresce fortement, les traces laissées par le
produit en séchant sont aussi visibles en rouge, témoignant de la présence du produit sur la surface,

et le TiO, est en noir.

Traces de Traces de
farmorubicine Tio farmorubicine TiO
séchées 2 séchées

Goutte de Goutte de
farmorubicine farmorubicine

Figure 7 : Images X 20 obtenues A : en microscopie optique et B : en fluorescence (5 s d’intégration).
Les barres d’échelle représentent 50 um.

L'imagerie de fluorescence a donc permis de visualiser les traces de farmorubicine laissées lors du
séchage d’une goutte. Suite a ce résultat, une surface de TiO, a été laissée dans une solution de
farmorubicine pendant 10 min et rincée tres légerement (quelques ml au lieu des 30 ml, en rincage

pulsé) afin d’observer d’éventuelles traces (Figure 8).
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Figure 8 : Images X 50 obtenues en A : microscopie optique et B : a I'aide du cube de fluorescence (8 s d’intégration).
Les barres d’échelle représentent 20 um.

Sur I'image de microscopie optique, la surface semble relativement propre avec la présence d’une
goutte ou d’un petit cristal (Figure 8-A). Sur I'image de fluorescence, la petite tache apparait rouge
vif, pouvant signifier la présence de farmorubicine (Figure 8-B) mais comme le bord du silicium
apparait aussi légerement rouge, ceci peut aussi signifier qu’une poussiére de silicium provenant du
bord de I'’échantillon peut aussi étre a 'origine de I"apparition de la couleur rouge sur I'image. Ainsi, il
semble difficile de détecter optiquement la différence entre la présence de farmorubicine et une

poussiere de silicium.

Par microscopie AFM, il a été possible de voir des taches de petites tailles (inférieure a 1 um) sur les
surfaces ayant été en contact avec la farmorubicine ou I'endoxan. Avec le microscope optique couplé
a la fluorescence, des taches présentes sur la surface obtiennent la méme coloration que la

farmorubicine. Cependant, d’autres poussiéres semblent aussi prendre cette coloration.

Afin de vérifier la présence de traces de farmorubicine sur les surfaces, un micro-spectromeétre
Raman T64000 (Horiba, Jobin-Yvon) a été utilisé. La longueur d’onde d’excitation du laser Argon-
Krypton (Coherent) a été choisie a 476 nm pour étre dans la zone d’absorption maximale du produit.
Les spectres ont été enregistrés entre 200 et 8000 cm™, ce qui correspond a des longueurs d’onde
diffusées entre 479 nm et 770 nm. Le spectre de I’échantillon Si/TiO, (Figure 9) présente un pic
intense a 520 cm™ caractéristique du substrat de silicium (la couche nanométrique de TiO, amorphe
ne présente pas de bande vibrationnelle caractéristique). Le spectre d’une goutte séchée de
farmorubicine sur la surface de I’échantillon montre la présence de petits pics entre 1200 et
1600 cm™, caractéristiques de la farmorubicine [1] et une large bande de luminescence ayant un
maximum vers 5300 cm™ (660 nm) (Figure 9). L'intensité de cette bande est trés importante en
raison de la forte concentration de farmorubicine. Le spectre enregistré sur I'une des taches

retrouvée sur la surface rincée ne montre pas la signature vibrationnelle autour de 1200 cm™; cela
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peut étre d0 a la trop faible dose de farmorubicine présente sur la surface. Une bande de
luminescence est néanmoins observée a partir de 2500 cm™ témoignant de la présence d’un produit
luminescent (cette bande n’est pas présente sur le spectre de I"échantillon Si/TiO,). Sa forme est
cependant différente de celle obtenue pour la farmorubicine. Ceci peut étre di a une modification

chimique de la farmorubicine lors du séchage ou sous irradiation laser lors de I’analyse.
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Figure 9 : Spectres Raman de la surface de TiO, (Si/TiO,, en bleu), de la farmorubicine (goutte séchée) (en rouge) et d’'une
tache sur la surface rincée (en vert) a 476 nm (Puissance du laser = 0,5 mW, temps d’intégration = 5 s)

Ces résultats préliminaires sont encourageants car ils permettent d’envisager dans le futur I'analyse
des surfaces par imagerie Raman pour détecter la présence de farmorubicine. Les cartographies
Raman obtenue permettront ainsi de la répartition de la farmorubicine en se placant a une longueur

d’onde correspondant au maximum d’intensité de luminescence de ces bandes.

II. Mise en contact avec la nutrition parentérale

La nutrition parentérale est un mélange nutritif injecté par voie intraveineuse permettant de
remplacer une alimentation par voie orale ou entérale. Une poche de solution (2053 ml) de la

marque Kabiven (utilisée a la clinique Victor Hugo) correspond a 1900 kcal et contient du glucose
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(220 g), des acides aminés (68 g), des minéraux (sodium, potassium, magnésium, calcium,

phosphates, chlorures et acétates) et des lipides (80 g).

1. Mise en place du protocole

L'administration de la totalité de la poche de nutrition parentérale nécessite une perfusion lente.
Pour les patients porteurs d’'une chambre implantable, cette solution est directement injectée dans
le boitier. L'écoulement doit étre lent et peut durer environ 12 h. Un ringage pulsé a 'aide d’une
seringue, est ensuite effectué avec environ 90 ml de sérum physiologique pour éliminer le maximum

de traces du produit a l'intérieur de la chambre.

Sur nos échantillons, un temps de mise en contact de 15 h avec la solution de nutrition parentérale a

été choisi, suivi d’un ringage pulsé avec 90 ml de sérum physiologique.

2. Analyse des surfaces

Sur la surface de TiO, incubée avec la solution de nutrition parentérale selon le protocole décrit
précédemment, aucune trace n’était visible sur la surface d’apres les images AFM (Figure 10). La
rugosité moyenne de surface, déterminée par AFM, de la surface de TiO, ayant été mise en contact
avec la solution de nutrition parentérale, est restée inférieure au nanometre. Trois images de chaque

surface ont été réalisées sur différentes zones.
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Figure 10 : Images AFM (5 x 5 um?) de surfaces de TiO, A : avant et B : aprés contact avec la solution de nutrition
parentérale et ringage.

Afin d’induire de traces de nutrition parentérale a la surface des échantillons lisses de TiO, et de TiO,
fonctionnalisés (surfaces hydrophile et hydrophobe) des ringages moins efficaces ont été réalisés.

Pour cela, les surfaces ont été mises en contact avec la solution de nutrition parentérale pendant
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5 jours et rincées légérement par trois trempages successifs dans du sérum physiologique puis un

trempage dans de I'eau pure avant d’étre séchées avec de I'air comprimé.

Les surfaces ont ensuite été analysées par AFM (Figure 11). Des gouttes de taille micrométrique et
nanométrique sont observées cette fois-ci sur toutes les surfaces. D’aprés ces analyses, il n’a pas été
possible de déterminer si 'une des surfaces retient plus de solution de nutrition parentérale que les
autres. Ces résultats montrent clairement I'importance du protocole de ringage sur le maintien de la

qualité des surfaces apres I'administration d’une solution de nutrition parentérale.
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Figure 11 : Images AFM (5 x 5 um?2) des surfaces de TiO, et TiO, fonctionnalisées avant (ligne supérieure)
et apres (ligne inférieure) contact avec une solution de nutrition parentérale.

0.0

Une étude similaire a été réalisée avec des surfaces présentant des pyramides. Ces surfaces ont été
mises en contact pendant 15 h avec une solution de nutrition parentérale et rincées par simple
trempage dans du sérum physiologique. Les surfaces ont ensuite été observées en microscopie

optique. Les images sont présentées sur la Figure 12.
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Figure 12 : Images optiques (objectif X 20) de surfaces de TiO, avec pyramides A : avant et B : aprés contact avec la
solution de nutrition parentérale. Les barres d’échelle correspondent a 50 pm.

Sur chacune des images, il est possible de voir les arrétes des pyramides vues de haut. Avec un faible
nettoyage, il reste de la solution de nutrition parentérale dans les creux entre les pyramides comme
le montre la Figure 12-B. Ainsi, avec ce type de topographie, un rincage léger ne suffit pas a éliminer
les traces de solution. Ce résultat montre I'importance du ringage aprés I'administration de nutrition
parentérale et la difficulté observée d’éliminer cette solution sur des surfaces structurées. En effet,
lors de I'utilisation d’une chambre implantable pour I'administration de nutrition parentérale, il a été

observé un plus fort taux d’infections.

Pour étudier I'influence de la nutrition parentérale sur 'adhérence de bactéries, les surfaces lisses et
structurées avec des pyramides ont donc été faiblement rincées afin que des traces de nutrition

parentérale soient présentes sur la surface.

III. Influence de traces de produits de chimiothérapie ou
de nutrition parentérale sur 'adhérence de bactéries

1. Influence de la présence de produits de chimiothérapie

La présence de traces de produits de chimiothérapie sur les surfaces sur I'adhérence de S. aureus a
été testée sur les surfaces lisses de TiO, et de TiO, fonctionnalisées (surfaces hydrophile et
hydrophobe). En effet, I'introduction répétée de ces produits dans la chambre implantable peut
laisser des traces a l'intérieur de la chambre et modifier la topographie de surface et/ou la chimie de
surface. D’apreés les analyses effectuées sur les surfaces lisses, la farmorubicine et I'endoxan sont les
deux produits, parmi les quatre testés, qui ont laissé des traces, méme apreés un ringage pulsé

comparable a celui utilisé avec les patients porteurs de chambre implantable.
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Afin de s’assurer de la présence de traces importantes sur les surfaces et étudier leur éventuel effet
sur I'adhérence de bactéries, les échantillons de silicium recouverts d’une couche mince de TiO, et
fonctionnalisés ont été mis en contact pendant 24 h avec les produits de chimiothérapie et rincés
légerement par trempage dans du sérum physiologique. Les résultats de I'adhérence bactérienne sur
ces surfaces sont présentés sur la Figure 13. L’analyse microbiologique a été réalisée en triplicata, les

barres d’erreur sur le graphique correspondent a |'écart type des valeurs.
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Figure 13 : Nombre de bactéries adhérentes (S. aureus) sur des surfaces lisses ayant été mises en contact avec des
produits de chimiothérapie (farmorubicine et endoxan).

D’apres le test de Kruskal-Wallis, I'adhérence de bactéries dans ces conditions (30 min d’incubation
a 37°C, puis dénombrement par la méthode des UFC) n’est pas statistiquement différente sur les
trois surfaces étudiées (Figure 13). La présence des produits de chimiothérapie sous forme de traces
submicrométriques sur les surfaces n’engendre pas de modifications notables sur I'adhérence de
S. aureus puisqu’aucune diminution significative du nombre de bactéries n’est observée. La
farmorubicine et I'’endoxan ne semblent pas non plus favoriser I'adhérence bactérienne pour un
temps d’incubation de 30 min. La large distribution des valeurs ne permet pas de dégager de
tendances concernant une augmentation ou une diminution de I'adhérence bactérienne, méme non
significative, entre les différentes surfaces. Des études sur des temps plus longs pourraient étre

envisagées pour dégager une tendance.
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2. Influence de la présence de nutrition parentérale

Pour vérifier si la présence de traces de nutrition parentérale peut influencer I'adhérence primaire de
bactéries, des surfaces de TiO, et TiO, fonctionnalisées ainsi qu’une surface structurée avec des
pyramides ont été utilisées pour les analyses microbiologiques. De la méme fagon, les échantillons

ont été analysés en triplicata.

Afin de s’assurer de la présence de traces sur chacune des surfaces, celles-ci ont été laissées en
contact avec la solution de nutrition parentérale pendant 5 jours, puis rincées simplement par trois
trempages dans du sérum physiologique. Avant I'analyse (quelques heures), les échantillons ont été
conservés dans du sérum physiologique. La Figure 14 compare les résultats de I'adhérence
bactérienne sur les échantillons ayant été mis en contact ou non avec la solution de nutrition

parentérale.

B Sans nutrition parentérale

B Avec nutrition parentérale
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(Surface (Surface pyramides
hvdrophile) hyvdrophobe)

Figure 14 : Concentration de bactéries adhérentes (S. aureus) sur des surfaces lisses et structurées avec des pyramides
avec (en rouge) ou sans (en bleu) avoir été mis en contact avec la solution de nutrition parentérale
L'adhérence de bactéries sur les surfaces lisses ayant été en contact avec la nutrition parentérale ou
non ne montre pas de différences significatives d’aprés les tests statistiques. Une faible
augmentation de la rugosité de surface est observée sur les trois types de surfaces lisses lorsqu’elles
ont été en contact avec la solution de nutrition parentérale (Ra passant de 0,6 nm a environ 50 nm).
Cependant, cette faible augmentation de la rugosité de semble pas impacter I'adhérence

bactérienne.
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Sur la surface avec des pyramides, les analyses ont montré la présence de nutrition parentérale dans
les creux entre les pyramides, réduisant ainsi les différences de hauteurs. La diminution de
I'adhérence sur la surface avec les pyramides ayant été en contact avec la solution de nutrition
parentérale, n’est pas considérée comme significative avec le test de Kruskal-Wallis. Cependant la
diminution du nombre de bactéries d’environ 50% pourrait étre liée directement a une diminution de

la rugosité.

La présence, sur la surface, de traces de glucides, nutriment pour les bactéries, ne semble donc pas
impacter I'adhérence primaire des bactéries puisque celle-ci reste similaire a celle observée sur les
surfaces lisses. Un temps d’incubation plus long ou une étude de la formation et du développement

du biofilm permettraient peut-étre de mettre en évidence des différences entre ces surfaces.

Conclusion

En utilisant des échantillons lisses et des conditions comparables a celles utilisées avec les chambres
implantables, il est difficile d’observer optiquement des traces des produits de chimiothérapie ou de
nutrition parentérale en surface. La différence de géométrie avec les chambres implantables permet
un rincage beaucoup plus efficace avec les échantillons lisses. Cependant, des traces
submicrométriques ont été observées par AFM sur les surfaces lisses. De plus, les études n’ont
sirement pas été réalisées avec un nombre suffisant de répétitions qui permettraient de se

rapprocher des conditions réelles d’utilisation.

Aprés un temps d’incubation de 30 min avec une suspension de S. aureus, il semble que la présence
de farmorubicine, d’endoxan ou de nutrition parentérale n’a pas d’effet significatif sur 'adhérence
primaire de S. aureus quel que soient les propriétés chimiques de surfaces lorsque la rugosité est de
I’ordre du nanométre. Ces trois produits n’engendrent pas d’augmentation du nombre de bactéries
adhérentes et n‘ont pas non plus d’effet inhibiteur sur I'adhérence lorsqu’ils sont présents sous
forme de traces sur la surface. Les caractéristiques différentes des surfaces de TiO, ou de TiO,
fonctionnalisées n’entrainent pas de différence significative sur I'adhérence bactérienne en présence
de ces produits. Sur la surface structurée avec des pyramides, la diminution du nombre de bactéries
adhérentes semble provenir d’une diminution de la rugosité et de la réduction de la surface

spécifique.

Pour vérifier le caractére non inhibiteur et non promoteur du développement de S. aureus, il serait

intéressant de déposer une goutte, et la laisser sécher, de chacun de ces produits sur les surfaces
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lisses étudiées pour vérifier que la réponse bactérienne est similaire a celle observée sur les surfaces

ne présentant que quelques traces en surface.

De plus, il serait intéressant d’étudier le développement de microorganismes en présence de ces
produits avec des temps d’incubation plus long (au moins 12 heures) afin de vérifier si I’effet observé
pour des temps d’incubation de 30 min, correspondant a I'étude de I'adhérence primaire, sont
amplifiés. En effet, d’aprés les observations reportées par les centres de santé, la présence de
nutrition parentérale favorise I'augmentation du nombre d’infections nosocomiales [2]. De plus, avec
sa géométrie particuliére, les chambres implantables sont plus enclines a retenir ces produits,
réaliser les analyses avec des temps plus longs permettrait donc de se rapprocher des conditions
réelles d’utilisation et d’observer une éventuelle augmentation du nombre de microorganismes

présents en surface.

De plus, I'’étude combinée de la présence de ces produits avec celle de protéines pourrait apporter
des différences, et dans certains cas favoriser |'adhérence bactérienne. De telles études
multifactorielles permettraient de se rapprocher des conditions réelles d’utilisation des chambres
implantables et de survenue d’infections sur dispositifs implantables, mais I'analyse des résultats de
ces études serait trés complexe et il serait trés difficile de comprendre la contribution de chaque

paramétre.
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Conclusion

L'objectif de cette étude a été d’étudier I'influence des propriétés physico-chimiques de surface sur
I'adhérence de deux microorganismes souvent retrouvés lors d’infections nosocomiales :
Staphylococcus aureus et Candida albicans. Cette étude a été réalisée dans le cadre du projet
MATINNO, financé par la région Pays de la Loire, qui visait a étudier I'influence des propriétés de
surface de matériaux utilisés dans les chambres implantables sur 'adhérence des microorganismes et
le risque de survenue d’une infection nosocomiale. Dans ce contexte, nous nous sommes focalisés
sur I'étude de I'adhérence primaire de microorganismes sur des matériaux a base de titane,

biocompatibles, et souvent utilisés a I'intérieur des boitiers des chambres implantables.

L'analyse des propriétés physico-chimiques de surface de chambres implantables commerciales a
d’abord été effectuée afin de fixer le cadre de notre étude en termes a la fois de rugosité et de

chimie de surface.

Des méthodes d’élaboration ont alors été mises au point permettant de contrbler les propriétés
topographiques de surface. Des échantillons modeéles, ultra-lisses, avec une rugosité inférieure au
nanometre, ont été élaborés, de maniere répétable, par dépot d’un film mince d’oxyde de titane sur
des wafers de silicium. Ces surfaces modeéles ont ensuite été fonctionnalisées par greffage
moléculaire a I'aide de fonctions biphosphonate de maniere a obtenir des monocouches et a
maitriser le caractere hydrophile / hydrophobe de la surface en fonction de la molécule greffée tout
en conservant une rugosité inférieure au nanomeétre. Ensuite, différentes stratégies ont été
envisagées afin de modifier de fagcon homogéne la topographie de surfaces a base de titane en
controlant la rugosité. Tout d’abord, des attaques basiques sur du silicium orienté ont été réalisées
et, en contrblant les conditions expérimentales, des surfaces présentant des pyramides, avec une
taille moyenne controlée, ont été obtenues. D’autres topographies de surface ont été élaborées par
modification des surfaces d’alliage de titane grade 2 et grade 5 : des surfaces structurées par sablage,
avec des rugosités comprises entre 1 a 3 um, ou par électroérosion, présentant des surfaces avec des
trous et des rugosités de 1 a 5 um. Les valeurs de rugosité ont été choisies de maniere a rester

proche de celles mesurées dans les chambres implantables commerciales.

Des analyses microbiologiques ont ensuite été réalisées sur les supports préparés pour étudier
I’adhérence primaire des bactéries et des levures. Un protocole similaire comprenant plusieurs

étapes a été mis au point pour I'étude de S. aureus et C. albicans. Les résultats ont permis de
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montrer que I'adhérence des microorganismes n’était pas systématiquement et simplement reliée a
la rugosité. En effet, alors que sur les surfaces présentant des pyramides, I'adhérence de
microorganismes a augmenté a partir d’'une rugosité proche de la taille du microorganisme
considéré, les tendances observées sur les autres surfaces rugueuses (sablage et électroérosion) ont
été différentes. Ces travaux ont permis de mettre en évidence l'importance du parametre
‘topographie de surface’ pour ['élaboration de surfaces anti-adhésives ainsi que certaines
caractéristiques dimensionnelles. En effet, la présence de creux ou de motifs de taille comparable a
celle des microorganismes favorise leur adhérence sur les surfaces. Il a donc été montré que
I’adhérence de S. aureus et C. albicans était minimale sur les surfaces lisses de TiO, dont la rugosité

était inférieure au nanomeétre.

La modification de I’hydrophobicité de surface par greffage moléculaire n’a pas entrainé de
modification significative de I'adhérence de S. aureus ou de C. albicans. En revanche, I'adsorption de
protéines plasmatiques (albumine, fibrinogene et fibronectine) était différente sur les trois surfaces :
surfaces de TiO, et surfaces fonctionnalisées (hydrophile et hydrophobe). Quelle que soit la protéine,
I’adsorption était minimale sur la surface hydrophile et maximale sur la surface de TiO,. Les protéines
formaient une couche compacte sur chacune des surfaces lisses. L’adsorption de I'albumine sur la
surface hydrophile ne formait pas une monocouche compléte. Au contraire, I'adsorption de
I"albumine sur la surface de TiO, et sur la surface hydrophobe ainsi que I’'adsorption du fibrinogéene et
de la fibronectine sur les trois types de surface se faisait au moins sous forme de monocouche, avec

parfois la présence de multicouches.

Lorsque les surfaces fonctionnalisées étaient pré-recouvertes d’albumine ou de fibrinogéne, les
bactéries et les levures ont présenté un comportement différent en termes de capacité d’adhérence
au substrat. L'adhérence de S. aureus sur ces surfaces lisses a diminué de maniére significative en
présence de fibrinogéne et plus faiblement en présence d’albumine. Sur ces surfaces, I’adhérence de
C. albicans sous forme blastospore a diminué en présence de ces deux protéines alors que sous sa
forme hyphale, la levure a adhéré fortement aux surfaces recouvertes de fibrinogéne, grace a la

présence de récepteurs pariétaux spécifiques de cette protéine.

L'importance du nettoyage a pu étre mise en évidence lors de la mise en contact des produits de
chimiothérapie ou de nutrition parentérale avec les échantillons. En effet, pour des nettoyages
rapides, des traces submicrométriques étaient observées sur les surfaces. La présence de produits de
chimiothérapie (farmorubicine et endoxan) a faible dose sur les surfaces (sous forme de traces) n'a
pas engendré d’évolution de I'adhérence primaire des bactéries. Des répétitions supplémentaires ou

des temps d’'immersion plus longs dans ces solutions de produits de chimiothérapie pourraient peut-
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étre permettre de montrer des effets inhibiteurs ou promoteurs de la colonisation des surfaces et du

développement microbien.

Pour conclure, cette étude a permis de montrer I'importance de la morphologie de surface lors de
I’élaboration de surfaces anti-adhérentes pour les microorganismes ainsi que I'influence d’un film de

conditionnement composé de protéines plasmatiques sur I'adhérence de bactéries et de levures.

Limites et perspectives

La méthode d’analyse de I'adhérence des microorganismes (méthode par dénombrement des UFC
apres élution des microorganismes adhérents a la surface) a montré quelques limites. En effet,
lorsque les surfaces présentent une topographie avec des trous, la totalité des microorganismes
adhérents n’a pu étre éluée. De plus, la microscopie électronique a balayage n’a pas permis le
dénombrement exact des microorganismes. En effet, la préparation des surfaces peut décrocher
certaines bactéries et levures. Une méthode de dénombrement in situ par microscopie a
fluorescence pourrait permettre de compter plus efficacement les microorganismes présents sur les

surfaces, en utilisant des microorganismes bioluminescents ou un marquage préalable.

De plus, dans le protocole utilisé pour I'analyse microbiologique in vitro, la phase de rincage est
nécessaire pour éliminer les microorganismes non adhérents en surface et ainsi ne compter que ceux
qui ont réellement adhérés. Cependant, I'efficacité de cette phase dépend fortement de
I’expérimentateur, puisqu’en fonction de la maniére de laver I'échantillon en PBS, un nombre
différent de microorganismes peut étre éliminé. Pour limiter ce facteur humain, des expériences
préliminaires ont été réalisées avec un banc d’essai d’adhésion bactérienne en conditions
dynamiques, suivi d’'une méthode de dénombrement par UFC. Les analyses ont montré une forte
réduction de I'écart type, lors des répétitions, lorsque le rincage a été réalisé in situ. Cependant, le
nombre de microorganismes adhérents était similaire aux tests en conditions statiques réalisés en
parallele, sur les surfaces lisses de TiO, et fonctionnalisées. D’autres parameétres comme
|"augmentation du flux de la suspension de microorganismes dans la chambre de flux du banc d’essai
pourraient éventuellement permettre de faire apparaitre certaines différences notamment pour des
échantillons rugueux. De plus, en adaptant le dispositif, I'étude en conditions dynamiques pourrait

étre couplée a la détection par microscopie a fluorescence.

Dans le cadre du projet régional, les travaux se sont centrés sur des surfaces a base de titane dont les

rugosités étaient similaires a celles mesurées dans des chambres implantables commerciales. Pour
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cela, différents protocoles de modification de I'état de surface ont été mis au point. Cependant, la
topographie de certaines surfaces d’alliage de titane est trés hétérogene : certaines surfaces ne
présentaient pas des motifs de taille réguliere a I'échelle du micromeétre. Ainsi, de nouvelles surfaces
modeles a base de titane présentant des motifs réguliers, en termes de largeur ou de profondeur, de
taille micrométrique (comparable aux microorganismes) pourraient étre imaginées afin d’étudier
I'influence de la taille et de la répartition des motifs de surface sur I'adhérence primaire de bactéries

et de levures.

Les analyses microbiologiques ont été réalisées avec S. aureus et C. albicans qui représentent
environ 20% des microorganismes responsables des infections nosocomiales. Des études
microbiologiques in vitro pourraient étre complétées avec d'autres especes de bactéries aussi
présentes lors d’infections nosocomiales (qui peuvent réagir différemment sur ces surfaces). De plus,
des analyses in vivo pourraient étre réalisées afin de vérifier la biocompatibilité des échantillons
réalisés ainsi que la tolérance des animaux vis-a-vis des traitements de surface, avec ou sans

présence de bactéries et de levures.

Enfin, dans le cadre de ce projet, les études se sont focalisées sur l'intérieur des boitiers en titane des
chambres implantables. Cependant, I'apparition d’infections nosocomiales peut se faire a différents

endroits du dispositif, comme par exemple sur I'extérieur du boitier ou au niveau du cathéter.
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Annexe 1: Méthode MATS pour évaluer le caractere acide/base
de Lewis et I'hydrophobicité de surface des microorganismes

La méthode MATS (Microbial adhesion to solvents) permet d’étudier les propriétés de la membrane
de microorganismes. Elle renseigne sur le caractere acide (accepteur d’électrons) ou basique
(donneurs d’électrons) au sens de Lewis ainsi que I’hydrophobicité. Les microorganismes sont mis en
suspension dans du PBS puis un solvant est ajouté. En fonction de la répartition des microorganismes
entre la phase aqueuse (PBS) et la phase organique (solvant ajouté) alors il est possible de
déterminer I'affinité des microorganismes pour chaque solvant et avoir des informations sur ses
propriétés de surface. Les solvants (souvent le chloroforme, I'héxadécane, 'acétate d’éthyle et le

décane) sont choisis de maniere a définir les propriétés de la membrane des microorganismes.

Le protocole décrit dans la littérature [1] est le suivant :

1. Les microorganismes sont d’abord préparés dans 1,2 ml d’une solution de PBS stérile. La densité
optique est mesurée a 400 nm (A).

2. 0,2 ml de solvant est ajouté a la suspension préparée et le tout est vortexé pendant 90 s.

3. Le mélange est ensuite laissé 15 min au repos, pour permettre aux phases de se séparer.

4. 1 mlde phase aqueuse est prélevé et la densité optique est mesurée a 400 nm (A).

5. Le pourcentage d’affinité est ensuite déterminé d’aprés la formule : % af finité = (1 — Ai) x100
0

Les résultats obtenus pour S. aureus sont donnés en Figure 1.
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Figure 1 : Pourcentages d'affinité aux solvants

Ainsi, la bactérie S. aureus présente une surface hydrophobe avec un caractere basique.

[1] M.N. BellonFontaine, J. Rault, C.J. vanOss, Microbial adhesion to solvents: A novel method to
determine the electron-donor/electron-acceptor or Lewis acid-base properties of microbial cells, Colloid
Surface B, 7 (1996) 47-53.
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Annexe 2 : Essais de cytotoxicité in vitro des molécules BpOH et
BpF selon la norme ISO 10993-5 (2010)

Les essais de cytotoxicité ont été réalisé pour les molécules fluorées (BpF) et celle ayant le
groupement éthyléne glycol (BpOH). La molécule BpF a d’abord été solubilisée dans 1 ml d’éthanol.
Chacune des molécules a ensuite été solubilisée dans le milieu de culture complet: DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), 10% de sérum de veau feetal et et 1% de
Pénicilline/Streptomycine pour atteindre une concentration de 10 mM pour BpF et 100 mM pour
BpOH. Des dilutions ont été réalisées pour tester différentes concentrations : de 0,0001 mM a 10

mM pour BpF et de 0,001 mM a 100 mM pour BpOH.
Les essais ont été réalisés avec des cellules L929 de souris (C3H/an) selon les indications de la norme.

Les essais de cytotoxicité in vitro ont été réalisés en plaque 96 puits. Chaque puit a été ensemencé
avec les cellules avec une concentration d’environ 1,5x10* cellules/puits. Les plaques ont ensuite été
incubées 24 h a 37°C sous 5% de CO, avant de débuter les essais de cytotoxicité. Le milieu avec les
cellules est ensuite enlevé des puits et est remplacé dans chacun des puits par 100 pl de solution aux
différentes concentrations testées. Le tout est incubé pendant 24 h a 37°C sous 5% de CO,. Des
témoins négatif et positif sont ajoutés pour comparer les résultats obtenus par les trois méthodes

d’évaluation préconisées dans la norme.

1. Une observation par microscopie optique inversée avec un grossissement X 100 afin de

comparer le nombre et la forme des cellules par rapport aux témoins.

2. Un essai de cytotoxicité au rouge neutre. Ce test repose sur la capacité des cellules a
absorber le colorant. Aprés ringage, le colorant est extrait a I'aide d’une solution acidifiée
d’éthanol. L’absorbance de cette solution est ensuite mesurée a 540 nm et est

proportionnelle au nombre de cellules vivantes.

3. Un essai de cytotoxicité au MTS". Pour cela, du MTS est introduit dans les puits. Si les cellules
sont vivantes alors elles réduisent le MTS en formazan. La mesure de I'absorbance, du

formazan, a 490 nm est proportionnelle au nombre de cellules vivantes.

L MTS : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, innersalt
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Pour ces deux derniers tests, le résultat est exprimé en pourcentage de viabilité cellulaire par rapport

aux témoins négatifs (cellules cultivées en I'absence des molécules).

Les résultats obtenus par ces différentes approches concordent et montrent que, dans les conditions
de cette étude et selon les critéres de la norme, aucun effet cytotoxique potentiel n’a été observé

pour BpF et BpOH pour une concentration inférieure ou égale a 1 mM.
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Annexe 3: Préparation des échantillons avec les bactéries et les
levures pour I'observation MEB

L'utilisation de la microscopie électronique a balayage a permis de visualiser la topographie des
surfaces ainsi que la répartition des microorganismes sur ces surfaces. Les microorganismes sont des
composés fragiles, sensibles a la température et a la pression et non conducteurs. Pour permettre
une observation optimale des bactéries et des levures sur les surfaces, il est donc nécessaire de
préparer chimiquement les échantillons avant observation. Une fixation des protéines de surfaces et
une déshydratation des microorganismes est nécessaire afin qu’ils conservent leur structure lors de
I’observation MEB, dans I’enceinte sous vide [1]. Enfin, une métallisation de la surface a I'aide d’une

couche nanométrique de platine permet de rendre conducteur les échantillons.

Le protocole de préparation des échantillons est le suivant :

1. Les protéines des membranes des bactéries et des levures sont d’abord fixées par une solution
de paraformaldéhyde 2,5% et de glutaraldéhyde 2,5% dans un tampon phosphate 0,1 M a
pH 7,4 a température ambiante pendant une nuit.

2. Les échantillons sont ensuite rincés dans un tampon phosphate 0,1 M a pH 7,4
(éventuellement sur plusieurs jours a 4°C).

3. Un deuxieme ringage est ensuite réalisé dans de I'eau pure.

4. Les microorganismes sont déshydratés successivement dans trois bains d'éthanol a 100°, et
I'éthanol du 3°™ bain s’évapore a I'air.

5. Les échantillons sont ensuite fixés sur des plots, de taille adaptée, pour I'observation au MEB.

6. La surface des échantillons est ensuite métallisée par le dép6t d'une couche de 5 a 10 nm de

platine.

Les images ont été réalisées avec un MEB a effet de champ, en électrons secondaires. La tension
d’accélération a été fixée a 2 ou 3 keV. La pression de I'enceinte était comprise entre 5 x 10° mbar et
9 x 107 mbar. Les observations ont été réalisées sur I'un de ces deux MEB a effet de champ : un

modele JEOL JSM-6301F a Angers ou un modeéle Zeiss Ultra Plus (Tours).

[1] E.R. Fischer, B.T. Hansen, V. Nair, F.H. Hoyt, D.W. Dorward, Scanning Electron Microscopy, Current
Protocols in Microbiology, CHAPTER (2012) Unit2B.2.
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Contributions of physico-chemical properties of titanium based surfaces on the
adherence of microorganisms: Application to totally implantable venous-access ports

Résumé

Les chambres implantables sont des dispositifs
médicaux utilisés pour I'administration de produits de
chimiothérapie et/ou de nutrition parentérale. Comme la
plupart des implants médicaux, ces dispositifs peuvent
étre a l'origine d’infections nosocomiales. L'objectif de la
thése a été d’étudier la contribution des modifications
physico-chimiques de surface de matériaux a base de
titane sur l'adhérence de microorganismes. Des
surfaces présentant différentes caractéristiques ont été
élaborées et 'adhérence de la bactérie Staphylococcus
aureus et de la levure Candida albicans a été testée in
vitro en conditions statiques. Des surfaces modéles de
TiO2 présentant des rugosités a I'échelle du nanomeétre
et du micrometre ont été élaborées avec des wafers de
silicium revétues d’'un film mince d'oxyde de titane
déposé par pulvérisation cathodique. Des surfaces
d’alliages de titane grade 2 et grade 5 ont été modifiées
par polissage, sablage ou électroérosion, créant
différentes morphologies. Il est apparu que le nombre
de microorganismes adhérents changeait certes avec la
rugosité, mais était fonction de la morphologie de
surface des matériaux et de la taille du microorganisme.
Des surfaces lisses de TiO, ont ensuite été
fonctionnalisées par greffage moléculaire pour modifier
le caractére hydrophile/hydrophobe de surface. L'étude
de l'adsorption de protéines du plasma sanguin, par
QCM, a permis de mieux expliquer I'adhérence de
bactéries et de levures sur ces surfaces. L'influence de
la nutrition parentérale et des produits de chimiothérapie
sur les surfaces a aussi été étudiée afin de se
rapprocher des conditions d’utilisation des chambres
implantables.
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Abstract

Totally implantable venous-access ports are medical
devices used for the administration of chemotherapy
drugs and/or parenteral nutrition. Infections can occur
and it is indispensable in modern-day medical practice
to prevent and reduce the rare infectious complications.
In this context, the goal of this work was to study the
contribution of the modification of physico-chemical
properties of titanium based surfaces on the adherence
of microorganisms. Surfaces with different
characteristics were produced and the adherence of the
bacterium Staphylococcus aureus and the yeast
Candida albicans was studied in vitro in static
conditions. Model surfaces made of titanium dioxide
with roughness from nanometer to micrometer were
elaborated using silicon wafers recovered with a thin
film of titanium dioxide deposited by plasma vapor
deposition. Titanium alloy surfaces (Ti grade 2 and Ti
grade 5) were modified by polishing, grit-blasting or wire
erosion, to create different surface morphologies. In
vitro studies were performed and it was found that the
number of adhering microorganisms changed with
roughness, but more importantly with the surface
morphology of the biomaterials and microorganism’s
size. Flat titanium dioxide thin fiims were then
functionalized by molecular grafting to modify the
hydrophobicity of the surface. Study of plasma protein
adsorption, by QCM, allowed to better explain the
adherence of bacteria and yeast onto these surfaces.
The influence of parenteral nutrition and chemotherapy
drugs was also studied in order to better approach the
real conditions of totally implantable venous-access
ports.
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