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Abréviations 

ADN Acide DésoxyriboNucléique 

AFM Atomic Force Microscopy (Microscopie à force atomique)  

Ba Pression de travail (=pression baratron) 

BSA Bovine Serum Albumin (Albumine de Sérum Bovin) 

CMI Concentration minimale inhibitrice 

CCD (caméra) Récepteurs à transferts de charge (caméra) 

C. albicans Candida albicans 

DLVO Théorie de Derjaguin, Landau, Verwey, and Overbeek 

ECAP Equal Channel Angular Pressing 

EDM Electrical discharge machining (électroérosion) 

EDX Energy Dispersive X-ray (Analyse dispersive en énergie) 

E. coli Escherichia coli 

Fg Fibrinogène 

Fn Fibronectine 

IUT Institut universitaire de technologie 

KOH Hydroxyde de potassium 

MATS Microbial Adhesion To Solvents 

MEB Microscopie électronique à balayage 

NaCl Chlorure de sodium 

P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 

PBS Phosphate-buffered saline (Tampon phosphate salin) 

PEG Polyéthylène glycol 

PET Polyethylene terephthalate 

PMMA Polyméthacrylate de méthyle 

QCM-D Microbalance à quartz avec dissipation 

Ra (rugosité) Rugosité arithmétique 

RMN Résonance magnétique nucléaire 

SAMs Self-assembled monolayers (monocouches auto-assemblées) 
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S. aureus Staphylococcus aureus 

sccm Standard cubic centimeters per minute 

SCIAM Seƌvice coŵŵuŶ d’iŵageƌie et d’aŶalyse ŵicƌoscopiƋue (Université 

d’AŶgeƌs) 

S. epidermidis Staphylococcus epidermidis 

S. mutans Streptococcus mutans 

S. sanguis Streptococcus sanguis 

SWCNHs Single-walled carbon nanohorn 

Ti Titane 

TiO2 Dioxyde de titane 

TG Tube germinatif 

TMS Tétraméthylsilane 

UFC Unité formant colonie 

UV Ultra-violet 

XPS X-ray photoelectron spectrometry (Spectrométrie photoélectronique X) 

2D Deux dimensions 

3D Trois dimensions 

ΔD Variation de la dissipation 

ΔF Variation de la fréquence 
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Introduction générale 

 

Les infections nosocomiales aussi appelées infections liées aux soins sont contractées par les patients 

au seiŶ d’uŶ ĠtaďlisseŵeŶt de saŶtĠ, 48 h ou plus après leur admission et sont liées au 

développement de bactéries et/ou de levures. Ces infections peuvent apparaître au cours ou après 

une hospitalisation et peuvent avoir de graves conséquences pour les patients. L’augŵeŶtatioŶ du 

nombre de ces infections en milieu hospitalier est un problème 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 coŶditioŶs d’hygiğŶe daŶs les ceŶtƌes de saŶtĠ afin de 

prévenir ces infections. NĠaŶŵoiŶs le ƌisƋue ƌeste ŵalheuƌeuseŵeŶt pƌĠseŶt loƌsƋu’il s’agit d’uŶe 

intervention chirurgicale ou loƌs de la pose d’uŶ iŵplaŶt. EŶ effet, dğs loƌs Ƌu’uŶ iŵplaŶt ŵĠdical est 

iŶtƌoduit daŶs le coƌps huŵaiŶ et Ƌu’il est eŶ coŶtact avec des fluides biologiques, des 

ŵicƌooƌgaŶisŵes pathogğŶes, pƌoveŶaŶt de l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt extérieur, peuvent coloniser ces 

iŵplaŶts. La foƌŵatioŶ d’uŶ ďiofilŵ eŶtƌaîŶe la suƌveŶue d’uŶe iŶfectioŶ Ƌu’il est aloƌs plus difficile à 

combattre en raison de la faible sensibilité des microorganismes vis-à-vis des antibiotiques/ 

antifongiques au sein des biofilms. 

Les chambres implantables sont des dispositifs médicaux utilisés lors des traitements de 

chimiothérapie de longue durée. Ils peƌŵetteŶt l’adŵiŶistƌatioŶ de pƌoduits de chimiothérapie et 

parfois de nutrition parentérale. Comme la plupart des dispositifs médicaux implantables, l’iŶtĠƌieuƌ 

de ces boitiers est sujet aux infections, et pouƌ des patieŶts atteiŶts d’uŶ caŶceƌ, l’appaƌitioŶ d’une 

infection représente un danger supplémentaire du fait de l’immunodéficience lié à 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 

revêtements bactéricides ou en élaborant des surfaces anti-adhésives. De nombreuses surfaces anti-

adhésives ont été étudiées ; elles sont généralement élaborées à partir de polymères, de métaux ou 

de couches auto-assemblées. Certaines topographies et rugosités de surface ont parfois montré des 

résultats différents ƋuaŶt à l’efficacitĠ de ces surfaces vis-à-vis des microorganismes. D’autƌes 

travaux ont montré que l’hydƌophoďicitĠ coŶtƌôlĠe des suƌfaces a souvent montré de bons résultats 

pouƌ liŵiteƌ l’adhĠƌeŶce de ŵicƌooƌgaŶisŵes ciďlĠs.  
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L’iŶtĠƌieuƌ des chambres implantables est très souveŶt coŵposĠ d’uŶ ŵatĠƌiau à ďase de titaŶe 

(titane ou ses alliages). Nous nous sommes donc intéressés dans la thèse à modifier les propriétés 

physiƋues et chiŵiƋues de suƌfaces à ďase de titaŶe afiŶ d’Ġtudieƌ l’effet suƌ l’adhĠƌence de 

Staphylococcus aureus et de Candida albicans, deux microorganismes très souvent retrouvés lors 

d’iŶfectioŶs Ŷosocoŵiales. 

Pour cela différents types d’échantillons ont été étudiés :  

 des films minces de TiO2 de faible rugosité déposés sur des wafers de silicium ; 

 des surfaces de TiO2 fonctionnalisées par un greffage moléculaire à l’aide de fonctions 

biphosphonate pour modifier le caractère hydrophile / hydrophobe de la surface ; 

 des surfaces rugueuses réalisées à partir de suƌfaces d’alliages de titane (grade 2 et grade 5).  

Des analyses microbiologiques in vitro ont été réalisées en conditions statiques de manière à étudier 

l’adhĠƌeŶce pƌiŵaiƌe des ďactĠƌies et des levures, avant la formation du biofilm. 

La thèse 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 à base de TiO2 

peƌŵettaŶt uŶe ƌĠductioŶ du ƌisƋue d’adhĠƌeŶce des ŵicƌooƌgaŶisŵes et de coŵpƌeŶdƌe l’iŶflueŶce 

des traitements de chimiothérapie sur la dégradation fonctionnelle des biomatériaux. Pour cela, des 

partenaires ont été associés au projet : Surfactis Technologies (Angers) pour la synthèse de 

molécules, le CTTM (Centre de Transfert et de Technologie du Mans) pour les analyses 

ŵicƌoďiologiƋues avec les ďactĠƌies, le GEIHP (Gƌoupe d’Etude des Interactions Hôte-Pathogène - 

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 ƌisƋues d’infections nosocomiales sur chambres implantables ainsi 

que l’adhĠsioŶ et le développement de bactéries et de levures sur une surface. Il fournira ensuite un 

Ġtat de l’aƌt suƌ diffĠƌeŶtes ŵĠthodes développées pour rendre les surfaces anti-adhésives vis-à-vis 

des microorganismes et présentera certaines études concernant les modifications physiques et 

chimiques de surfaces.  

Dans le deuxième chapitre, nous décrirons les procédures mises au point pour réaliser et modifier la 

surface des échantillons : les surfaces modèles, les structurations de surface et les fonctionnalisations 

de surface par greffage moléculaire. Nous présenterons ensuite les résultats obtenus par microscopie 

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

de ces surfaces. 

Le troisième chapitre présentera les analyses microbiologiques réalisées sur les échantillons décrits 

précédemment. Les analyses ont tout d’aďoƌd été réalisées sur les surfaces structurées (surfaces 

modèles de TiO2 et alliages de titane). L’adhĠƌeŶce de ďactĠƌies 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 paramètres influençant l’adhĠƌeŶce de S. aureus et C. albicans 

sur des surfaces à base de titane. 

Le quatrième chapitre permettra de faire le lien entre les échantillons élaborés et les conditions 

auxquelles l’iŶtĠƌieuƌ des chaŵďƌes iŵplaŶtaďles est souŵis, avec les pƌoduits de chiŵiothĠƌapie et 

la nutrition parentérale. Pour cela, les surfaces lisses et fonctionnalisées seront mises en contact avec 

quatre produits de chimiothérapie couramment utilisés et avec une solution de nutrition parentérale 

(solution nutritive) afiŶ d’Ġtudieƌ l’iŶflueŶce de la présence de traces de ces produits suƌ l’adhĠƌeŶce 

de bactéries.  

Ce travail repose donc sur une approche multidisciplinaire combinant à la fois la mise au point de 

procédures peƌŵettaŶt d’Ġlaďoƌeƌ et modifier les propriétés physiques et chimiques de surfaces, 

l’utilisatioŶ de techniques de caractérisation à différentes échelles permettant de contrôler la qualité 

des surfaces élaborées et l’aŶalyse de tests microbiologiques pouƌ suivƌe l’adhĠƌeŶce de ďactĠƌies et 

levures sur ces surfaces. 
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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’uŶ réservoir de ƋuelƋues dixièmes de millilitres fermé par un 

septum en silicone, qui permet de nombreuses ponctions, et relié à un cathéter central dont 

l’extréŵité est le plus souveŶt plaĐée daŶs la veiŶe Đave (Figure 1) [2]. Il peut être utilisé pour des 

perfusioŶs, des traŶsfusioŶs, des prélğveŵeŶts saŶguiŶs aiŶsi Ƌue pour l’adŵiŶistratioŶ de ŶutritioŶ 

parentérale [3]. 

 

Ce type de dispositif constitue un accès veineux central qui permet de limiter le risque de thrombose 

(oďstruĐtioŶ d’uŶe veiŶe ou d’uŶe artère par un caillot). Pour cela, l’extréŵité du Đathéter est plaĐée 

dans une zone de grande turbulence de flux sanguin. Ce dispositif est particulièrement recommandé 

lors d’uŶe utilisation pour les traitements de chimiothérapie de plus de trois mois pour préserver la 

paroi interne des veines [4]. Son utilisation permet uŶe diŵiŶutioŶ du risƋue d’iŶfeĐtioŶs aiŶsi Ƌu’uŶ 

confort augmenté pour le patient [5]. En l’absence de complication, les chambres implantables 

peuvent être laissées en place et utilisées peŶdaŶt uŶe dizaiŶe d’aŶŶées. Leur utilisation est 

croissante dans les hôpitaux car elles participent aussi à une meilleure gestion économique des soins, 

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

Les injections sont réalisées à l’aide d’uŶe aiguille de Huďer. 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 conçu pour résister à plus de 2000 injections. L’aiguille doit 

 

Septum 

Système de 
verrouillage 

Tube de 
sortie 

Figure 1: SĐhéŵas d’uŶe Đhaŵďre iŵplaŶtaďle et de sa positioŶ daŶs le Đorps  (www.imm.fr) 
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être adaptée à la taille de la chambre implantable et au liquide injecté [4]. Le cathéter est le plus 

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

 

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

L’iŶtérieur de la Đhaŵďre iŵplaŶtaďle est très souvent composé de titane, sous forŵe d’alliage, elle 

peut cependant parfois être en plastique ou en acier. Il existe différeŶts tǇpes d’alliage de 

titane identifiés par des grades. Les alliages de grade 1 à 4 ne comportent que du titane et leurs 

propriétés mécaniques différentes s’expliƋueŶt par la différence de composition de certains 

éléments résiduels présents Đoŵŵe l’oxǇgğŶe, l’azote ou le fer. L’alliage de titaŶe de grade 5 ou 

TiϲAlϰV est Đoŵposé de titaŶe, d’aluŵiŶiuŵ et de vaŶadiuŵ. Dans le domaine biomédical, cet alliage 

est couramment utilisé pour la fabrication de prothèses du fait de son faible module élastique, 

proĐhe de Đelui de l’os, et de ses bonnes propriétés mécaniques notamment pour les sollicitations 

cycliques. 

La très bonne biocompatibilité du titane est l’un des facteurs favorisant son utilisation dans les 

chambres implantables. La ďioĐoŵpatiďilité se défiŶit Đoŵŵe étaŶt la ĐapaĐité d’uŶ ŵatériau à Ŷe 

pas engager de réaction physiologique négative tout en maintenant sa fonctionnalité initiale dans le 

corps [7]. Le titane est très résistant à la corrosion et présente une faible toxicité [8]. De plus, 

l’utilisatioŶ d’uŶ ŵétal au lieu d’uŶ plastiƋue pour le fond de la chambre permet de le rendre plus 

résistant aux éventuels « coups » provoqués par l’aiguille de Huber lors des injections.  

L’utilisatioŶ de Đhaŵďres iŵplaŶtaďles a débuté à 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 

Đathéters tuŶŶélisés (dispositif siŵilaire, saŶs le ďoitier de la Đhaŵďre iŵplaŶtaďle, l’extréŵité du 

Đathéter est à l’extérieur du Đorps, protégé par uŶ paŶseŵeŶtͿ, aveĐ lesƋuels il a été estimé un risque 

d’iŶfeĐtioŶs ϭ2 fois plus iŵportaŶt [10]. Aujourd’hui, le Ŷoŵďre de Đhaŵďres iŵplaŶtées est estiŵé à 

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

Outre la composition chimique Ƌui peut différer d’uŶe Đhaŵďre à uŶe autre, la topographie à 

l’iŶtérieur des Đhaŵďres iŵplaŶtaďles est aussi différeŶte (Tableau 1). Il existe plusieurs marques de 

chambres implantables sur le marché français. Les plus connues sont BBraun, Bard, Perouse et 

Septum 

Pointe biseautée 
de l’aiguille de 

Huber 

Peau 

Cathéter 
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Vygon. La plupart des chambres proposées par ces fabricants sont en titane (alliage ou pur). La 

topographie d’uŶe surfaĐe peut se caractériser par différents paramètres. 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 hmoyen.  

Tableau 1: Présentation de quelques chambres implantables commerciales 

Marque Modèle Composition 
Image de l’iŶtérieur de 

la chambre (MEB) 

 

BBraun Celcite 
Ti 

 

 

 

Bard 
PowerPort

 

Ti grade 5  

(TI6Al4V) 

 

 

 

Perouse 
Polysite Ti grade 5  

(TI6Al4V)  

 

 

 

Vygon 
Minisitimplant 

Ti  

 

 

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

Ƌu’uŶe iŵage MEB de la topographie iŶterŶe des Đhaŵďres iŵplaŶtaďles, toutes Ŷ’oŶt pas la ŵġŵe 

topographie intérieure. CertaiŶes préseŶteŶt des raǇures, d’autres seŵďleŶt plus lisses. Les valeurs 

de rugosités Ra varient de 0,2 µm pour la chambre implantable vendue par BBraun à 2,2 µm pour 

celle vendue par Perouse. Le Đhoix d’uŶe Đhaŵďre iŵplaŶtaďle se fait généralement en fonction de 

sa taille, de son déďit autorisé, … CepeŶdaŶt, comme la topographie de l’iŶtérieur des Đhaŵďres 

implantables varie aussi, il est alors important de choisir celle qui pourrait limiter au maximum les 

infections.  

 

Ra = 0,2 µm 

Ra non renseignée 

Ra = 0,5 µm 

Ra = 2,2 µm 
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2- Infections liées aux soins dans les chambres implantables 

Les infections représentent 0,8 à 7,5% des causes de complication chez les patients porteurs d’uŶe 

chambre implantable [6]. Ces infections peuvent survenir à différents moments : lors de l’aĐte 

chirurgical pour la pose du dispositif ou plus tard pendant l’utilisatioŶ de la Đhaŵďre lors des 

injections ou des changements de raccord. Des études ĐliŶiƋues oŶt été effeĐtuées afiŶ d’évaluer les 

risƋues assoĐiés à l’utilisation de chambres implantables. Ces études ont permis d’ideŶtifier les 

priŶĐipales souĐhes de ďaĐtéries et de levures à l’origiŶe de Đes iŶfeĐtioŶs 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 Française d'Hygiène 

Hospitalière afiŶ d’harmoniser les pratiques hospitalières pour la prévention et le traitement de ces 

infections [14]. 

Ces infections, à caractère nosocomial et iatrogène, aussi appelées infections liées aux soins sont 

devenues de plus en plus fréquentes en milieu hospitalier, ŶotaŵŵeŶt aveĐ l’augŵeŶtatioŶ 

considérable du nombre de prothèses et autres dispositifs médicaux implantables. Une maladie 

nosocomiale se définit comme une maladie contractée par un patient 48 h ou plus après son 

admission dans un hôpital ou un centre de santé. La plupart du temps cette infection est liée au 

développement de bactéries et/ou de levures [15]. L’iŵportaŶĐe de l’iŶfeĐtioŶ dépeŶd d’uŶ graŶd 

nombre de facteurs Đoŵŵe l’état de saŶté du patieŶt, soŶ âge, la fréƋueŶĐe d’utilisatioŶ et le temps 

effeĐtif d’utilisatioŶ du dispositif médical, ou encore l’adŵiŶistratioŶ ou ŶoŶ de ŶutritioŶ pareŶtérale 

[4]. L’iŶfeĐtioŶ est le plus souveŶt provoƋuée par uŶ ŵaŶƋue d’hǇgiğŶe des mains du personnel 

soignant ou de stérilité du matériel médical. 

Le taux d’iŶfeĐtioŶs 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 iŶfeĐtioŶs eŶ deŶsité d’iŶĐideŶĐe dont le dénominateur 

commun est le nombre de jours de maintien en place du cathéter. Cette unité est souvent utilisée 

pour ĐaraĐtériser le risƋue d’iŶfeĐtioŶ d’uŶ Đathéter ou d’uŶe Đhaŵďre iŵplaŶtaďle. EŶ cas 

d’utilisatioŶ du dispositif pour une nutrition parentérale, ce taux augmente pour atteindre 0,33 à 

3,20 jours-cathéter [12]. EŶ effet, l’iŶtroduĐtioŶ de ŶutriŵeŶts daŶs le réservoir favorise le 

développement de microorganismes. Après chaque injection, un nettoyage avec une solution de 

NaCl à Ϭ,9% est réalisé afiŶ d’éliŵiŶer le ŵaxiŵuŵ de résidus proveŶaŶt du produit préalaďleŵeŶt 

iŶjeĐté. CepeŶdaŶt, l’iŵportaŶte visĐosité des produits utilisés perŵet rareŵeŶt uŶ ŶettoǇage total 

même en cas de nettoyage pulsé à l’aide d’uŶe seriŶgue [4].  
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Les microorganismes les plus ĐouraŵŵeŶt retrouvés lors d’iŶfeĐtioŶs ŶosoĐoŵiales liées aux 

dispositifs implantables sont les staphylocoques coagulase négative et le Staphylococcus aureus qui 

est coagulase positive, les bacilles à Gram négatif et la levure Candida albicans [12]. Une vaste étude 

a été ŵeŶée à l’éĐhelle européeŶŶe (151 hôpitaux répartis dans 26 pays) pendant l’aŶŶée 2ϬϬϬ afiŶ 

de déterminer le pourĐeŶtage d’apparitioŶ de microorganismes pathogènes lors de l’utilisatioŶ 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, 

Enterobacter...) 
Bactéries 11,9 

Candida spp. Levure 7,2 

Pseudomonas spp. Bactérie 4,9 

Acinetobacter spp. Bactérie 4,2 

Enterobacter spp. Bactérie 4,2 

Autres 6,6 

 

Les risƋues de ĐoŶtaŵiŶatioŶ par Đes ŵiĐroorgaŶisŵes oŶt lieu priŶĐipaleŵeŶt duraŶt l’iŶsertioŶ des 

aiguilles de Huber au travers de la peau. En effet, de nombreuses colonies de bactéries et de levures 

sont présentes à 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 Đoŵŵe l’alĐool à 7Ϭ%, l’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 entraîner le décès du patient. Une première mesure consiste à retirer le dispositif 

médical (durant une chirurgie) et injecter un traitement antibiotique à l’eŶdroit du dispositif retiré, 

afiŶ d’éliŵiŶer toutes ďaĐtéries restaŶtes. L’ablation du dispositif infecté est en général efficace pour 

éradiquer l’iŶfeĐtioŶ [18]. Cependant, daŶs le Đadre d’uŶ traiteŵeŶt de Đhiŵiothérapie, il est 

préféraďle d’utiliser des antibiotiques spécifiques à un type de microorganisme directement sur le 

cathéter en place afin de stériliser le dispositif et d’éviter soŶ ablation. En cas de contamination de la 

chambre implantable seule, un « verrou antibiotique » peut être mis en plaĐe, il s’agit pour Đela 

d’iŶjeĐter à l’iŶtérieur de la Đhaŵďre iŵplaŶtaďle uŶe solutioŶ d’aŶtiďiotiƋue à uŶe ĐoŶĐeŶtratioŶ 
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100 à 1000 fois supérieure à la CMI1 de l’aŶtiďiotiƋue vis-à-vis du germe responsable [19]. Si 

nécessaire un traitement antibiotique par voie systémique (utilisant la circulation sanguine pour 

atteiŶdre le lieu d’aĐtioŶͿ peut aussi ġtre utilisé seul ou eŶ ĐoŵpléŵeŶt d’uŶ preŵier traitement 

local. Cette deuxième technique a montré des résultats limités dans le cas d’uŶe iŶfeĐtioŶ à 

Staphylococcus aureus pour laƋuelle uŶ taux d’éĐheĐ Đoŵpris eŶtre ϰ5 et ϲϬ% a été relevé [20, 21]. 

 

II. Bactéries, Levures : développement des 

microorganismes sur une surface 

 

1- Bactéries 

Les bactéries sont des microorganismes préseŶts daŶs tous les ŵilieux. Il s’agit de proĐarǇotes, Đ’est-

à-dire Ƌu’elles Ŷe ĐoŵporteŶt pas de ŶoǇau. Elles mesurent au maximum 2 µm de long et peuvent 

prendre différentes formes.  

Les bactéries peuvent être 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 Ŷ’iŶteragisseŶt pas de la même façon avec le milieu ou sur une 

surface.  

Les bactéries peuvent être divisées en deux groupes selon les propriétés de leur membrane. Les 

bactéries à Gram négatif, pour lesquelles la membrane externe est composée de lipides et de 

lipopolysaccharides, et les bactéries à Gram positif, dont la paroi est majoritairement composée de 

peptidoglǇĐaŶes et d’aĐide téiĐhoïƋue [22]. EŶ ĐoŶtaĐt aveĐ uŶe surfaĐe, les ďaĐtéries s’orgaŶiseŶt en 

biofilm pour se développer et résister aux antibiotiques. 

                                                           
1 CMI : CoŶĐeŶtratioŶ ŵiŶiŵale iŶhiďitriĐe. Cette valeur ĐorrespoŶd à la ĐoŶĐeŶtratioŶ ŵiŶiŵale d’uŶe solutioŶ 
antibiotique pour inhiber in vitro la ĐroissaŶĐe d’uŶe souĐhe de ďaĐtérie ou de levure. 
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Figure 3 : Différentes formes des bactéries (Larousse) 

Staphylococcus aureus est l’espğĐe la plus pathogğŶe 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’uŶe ďaĐtérie à Gram positif. Une fois dans le corps humain, elle 

sécrète différentes toxines (entérotoxines, leucocidines, épidermolysines, beta-hénolysines) ainsi 

que des Đoŵposés iŶhiďaŶt les sǇstğŵes de défeŶse de l’hôte. Elles vont ainsi pouvoir se multiplier et 

entraîner des infections.  

 

Figure 4 : Staphylococcus aureus, observation en microscopie électronique à balayage  

(MEB X 5000, SCIAM, UŶiversité d’AŶgers) 

 
Les staphylocoques coagulase négative ont aussi une forme de coque et se regroupent également en 

amas. Ces bactéries sont principalement situées sur le revêtement cutané ou sur les zones les plus 

humides. Il s’agit de ďaĐtéries à Gram positif, mais contrairement à 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’iŶfeĐtioŶs 

nosocomiales. Les staphylocoques coagulase négative sont parfois considérés comme moins virulents 

que Staphylococcus aureus. EŶ effet, Đes ŵiĐroorgaŶisŵes soŶt dits opportuŶistes Đ’est-à-dire Ƌu’ils 

ne deviennent pathogènes que s’il reŶĐoŶtre Đhez l’hôte uŶ terraiŶ favoraďle, par exemple si le 

patient souffre d’uŶ défiĐit iŵŵuŶitaire, 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 à celles des bactéries 

avec une taille de l’ordre de quelques micromètres habituellement, mais pouvant atteindre 50 µm 

pour certaines espèces. Il s’agit d’orgaŶisŵes euĐarǇotes, Đ’est-à-dire que les levures (comme les 

champignons filamenteux) possèdent 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’iŶfeĐtioŶs ŶosoĐoŵiales. 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’uŶe forŵe à l’autre eŶ 

fonction des conditions environnementales (par exemple à 37°C, sous une pression partielle en CO2 

de 5% et en présence de certains acides aminés, la levure passe de la forme blastospore à la forme 

filamenteuse) [25]. Sous sa forme blastopore, elle mesure environ 4 - 5 µm. (Figure 5-A) Les hyphes 

sont obtenus par émission d’uŶ tuďe gerŵiŶatif, pouvant atteindre 15 - 20 µm, à partir de la forme 

blastopore (Figure 5-B). Ces deux formes peuvent entraîner la formation de biofilm, même si la 

forme blastospore est a priori plus retrouvée lors des phases d’attaĐheŵeŶt priŵaire et de 

dissémination et la forme hyphale lors du développement du biofilm [26]. 

 

Figure 5 : A : Candida albicans, forme blastospore (image MEB, X 1000, SCIAM, UŶiversité d’AŶgers) et 

B : Candida albicans, forme filamenteuse (microscope optique X 20) 

A B 
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Dans la plupart des cas, la levure Candida albicans Ŷ’eŶtraîŶe pas d’iŶfeĐtioŶ partiĐuliğre. CepeŶdaŶt, 

pour les patieŶts iŵŵuŶodépriŵés ou soufraŶt d’uŶ ĐaŶĐer, Đette levure représeŶte uŶe Đause de 

mortalité importante (le taux est estimé à 30 à 50% lors d’uŶe septiĐéŵie, Đ’est-à-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). LorsƋu’elles soŶt eŶ préseŶĐe d’uŶe surface, ces microorganismes 

adhèrent au support et s’orgaŶiseŶt eŶ ďiofilŵ. Un biofilm est une communauté structurée de 

microorganismes entourés d’uŶe ŵatriĐe extraĐellulaire Ƌu’ils produiseŶt eux-mêmes [28]. Cette 

matrice est composée de polymères qui protègent les microorganismes des agressions extérieures et 

leur permet ainsi de se développer. Grâce à cette matrice extracellulaire composée de protéines, 

d’ADN et de polǇsaĐĐharides, l’organisation en biofilm permet aux bactéries et aux levures de se 

protéger des antibiotiques qui seraient pourtant à des doses suffisamment puissantes pour éliminer 

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

 

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

 La première étape ĐoŶsiste eŶ l’adhérence du microorganisme sur la surface. Celle-ci se 

déĐoŵpose eŶ uŶe preŵiğre phase d’adhésioŶ phǇsiƋue réversiďle. Des interactions à longue 

portée (forces de van der Waals, interactions électrostatiques, mouvement brownien) 

permettent tout d’aďord aux bactéries de se rapprocher de la surface. Interviennent ensuite 

des interactions à faible portée (liaisons covalentes, liaisons ioniques, interactions 

hydrophobes) Ƌui vieŶŶeŶt reŶforĐer l’adhéreŶĐe. Une deuxième phase correspond à un 

attachement irréversible de la bactérie sur la surface [15, 30]. Ces étapes seront détaillées 

dans la partie suivante. 

 Le biofilm se développe autour des microorganismes qui se sont regroupés. Le contact avec 

uŶe surfaĐe déĐleŶĐhe l’aĐtivatioŶ de ĐertaiŶs gğŶes Đhez les ŵiĐroorganismes (bactéries ou 

levures) avec pour conséquence la sécrétion de polysaccharides qui enrobent les 

ŵiĐroorgaŶisŵes et la forŵatioŶ de Đette ŵatriĐe extraĐellulaire va perŵettre l’iŵplaŶtatioŶ 

du biofilm et la protection des microorganismes. 
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 Enfin, à partir du biofilm, des microcolonies de bactéries (ou de levures) seront libérées afin 

de ĐoloŶiser d’autres espaĐes de la surfaĐe et agraŶdir l’éteŶdue du ďiofilŵ.  

  

Figure 6 : Schéma expliquant la formation du biofilm  

 

Le développement de microorganismes se fait plus faĐileŵeŶt sur uŶe surfaĐe Ƌu’eŶ solutioŶ. 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 à 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’iŶtérieur du ďiofilŵ est trğs orgaŶisé, des ĐaŶaux aƋueux perŵetteŶt la 

traŶsŵissioŶ des ŶutriŵeŶts et de l’oxǇgğŶe sous l’effet de gradieŶts de ĐoŶĐeŶtratioŶ. De plus, 

certaines molécules de signalisation (appelées molécules du ͚’Ƌuorum-sensing’’Ϳ ĐirĐuleŶt au seiŶ du 

biofilm afiŶ d’assurer les ĐoŵŵuŶiĐatioŶs eŶtre ŵiĐroorgaŶisŵes ; 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, ďieŶ Ƌu’elles aieŶt été priŶĐipaleŵeŶt été étudiées Đhez les ďaĐtéries. 

Dans le cas de biofilms ŵixtes, Đ’est-à-dire constitués de plusieurs espèces 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 paramètres extérieurs 

 

1- Mécanismes d’adhésion de bactéries sur une surface 

QuelƋues ŵodğles déĐriveŶt les phéŶoŵğŶes oĐĐurreŶts duraŶt l’adhéreŶĐe d’uŶe ďaĐtérie sur uŶe 

surfaĐe (l’adhéreŶĐe de levure se fait seloŶ uŶ proĐessus similaire [26]). L’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe se 

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

 

a- Première étape réversible  

 
Les bactéries se déplacent en milieu liquide grâce au mouvement brownien et peuvent ainsi se 

rapproĐher d’uŶe surfaĐe de ŵaŶiğre aléatoire. Certaines bactéries possèdent des flagelles sur leur 

membrane qui peuvent les aider à se déplacer en solution et atteindre plus facilement une surface. 

L’adhésioŶ ďaĐtérieŶŶe peut alors être décrite par la théorie DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey et 

Overbeek). Cette théorie, utilisée pour les bactéries du fait de leur taille comparable à celle des 

colloïdes (0,5 - 2 µŵͿ, ĐoŶsidğre Ƌue l’iŶteraĐtioŶ totale agissant sur les bactéries est la somme des 

interactions de van der Waals (forces attractives s’exerçaŶt sur de longues distances ~ 50 nm) et des 

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

A plus faiďle portée, l’approĐhe therŵodǇŶaŵiƋue est favorisée. Ces interactions vont être 

considérées quand la bactérie et la surface soŶt à proxiŵité l’uŶe de l’autre, à moins de 3 nm    

(Figure 7) [35]. Les interactions hydrophobes, entre des composés non polaires, sont 

thermodynamiquement favorisées par une enthalpie libre du système négative. Ceci permet de 

justifier le fait que les bactéries présentant une paroi hydrophobe préfèrent les surfaces 

hydrophobes [33]. 

Un modèle étendu de la théorie DLVO doit cependant être considéré afin de pouvoir caractériser à la 

fois les interactions s’exerçaŶt sur de loŶgues distaŶĐes et celles s’exerçaŶt 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- Deuxième étape irréversible  

Une fois sur la surface, des liaisons s’étaďlisseŶt eŶtre la bactérie et la surface. Les bactéries 

produisent différentes substances (comme la matrice extracellulaire) et synthétisent des protéines 

de surfaĐe au rôle d’adhésiŶe qui lui permettent de s’aĐĐroĐher duraďleŵeŶt sur la surface.  

Certaines bactéries ont des pili (ou fimbriae) et flagelles sur leur paroi. Ce sont des structures 

filamenteuses de 0,2 à 20 µm 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 à Gram négatif [34, 35]. 

La matrice extracellulaire est sécrétée aussi bien par les bactéries à Gram positif et que par les 

bactéries à Gram négatif. Elle est composée principalement de polysaccarides, de protéines et de 

lipides. Cette matrice extracellulaire favorise l’adhésioŶ par sa capacité à lier physiquement les 

microorganismes à la surface. Les interactions entre la surface et la matrice étant des liaisons non 

covalentes (forces électrostatiques, liaisons hydrogène) d’iŶteŶsité relativeŵeŶt faiďle, Đ’est leur 

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

 

2- Facteurs influençant l’adhésion bactérienne 

L’adhésioŶ des ďaĐtéries sur une surface dépend d’uŶ grand nombre de facteurs physiques, 

chimiques et environnementaux [15, 22, 30]. De plus, les caractéristiques intrinsèques des bactéries 

sont à prendre en compte lors de l’étude de l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe. En effet toutes les bactéries ne 

réagissent pas de la même façon sur une même surface. La composition biochimique de la paroi, et 

Bactérie 

Surface 

Interactions hydrophobes, liaisons 
chimiques, ioniques 

Interactions électrostatiques 

Interactions de van der Waals 

Mouvement Brownien 

< 3 nm 

3 - 20 nm 

< 50 nm 

> 50 nm 
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les propriétés physiques de surface qui en découlent, l’hǇdrophoďiĐité de la surface cellulaire et la 

charge électrostatique de surface des bactéries, font partie des critères qui peuvent modifier 

l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe [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 

l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe d’uŶ tǇpe de ďaĐtérie ŵais l’eŶviroŶŶeŵeŶt de la ďaĐtérie doit aussi ġtre 

pris en compte, en raison de son impact possible, direct (modification de la charge ou de 

l’hǇdrophoďiĐitéͿ ou iŶdireĐt (iŶduĐtioŶ ou répressioŶ de ĐertaiŶes voies métaboliques et 

potentiellement la composition de la paroi). 

La topographie de surface impacte l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe. Il a été montré que certains motifs en 

surface favorisaient l’adhéreŶce bactérienne. Les bactéries adhèrent 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 l’iŶduĐtioŶ de l’expressioŶ de 

certains gènes lorsque la ďaĐtérie est au ĐoŶtaĐt 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 être modifiée par greffage d’uŶe ŵoŶoĐouĐhe ŵoléculaire 

(aussi appelé self-assembled monolayers : SAMs) sur une surface métallique [38, 39], par le dépôt 

d’uŶ polǇŵğre [40, 41] ou la présence de ĐertaiŶs éléŵeŶts Đoŵŵe l’argeŶt [42], par exemple sous 

forŵe d’ioŶs eŵprisoŶŶés daŶs uŶe ŵatriĐe polǇŵğre. Ces modifications chimiques de surface 

peuvent se traduire par uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de l’hǇdrophoďiĐité, de la charge de surface, ou de la 

polarité. La présence de groupes fonctionnels particuliers doit également être prise en compte. Il a 

été plusieurs fois ŵoŶtré Ƌu’uŶe ďaĐtérie préseŶtaŶt uŶ caractère hydrophobe préfère 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, ŵodifiaŶt ainsi ses propriétés d’attaĐheŵeŶt sur une surface spécifique. De 

plus, certains processus physiologiques des microorganismes sont dépendants du pH, Đ’est le Đas de 

la synthèse de la matrice extraĐellulaire Ƌui Ŷe peut s’effeĐtuer Ƌu’à pH voisin de la neutralité, pour 

la plupart des bactéries [43]. La forĐe ioŶiƋue d’uŶe solutioŶ ŵodifie la barriğre d’éŶergie Ƌue les 

bactéries, le plus souvent chargées négativement, devront franchir pour adhérer à une surface ayant 

un potentiel zêta négatif, à pH 7. Ainsi, plus la force ionique est élevée, et plus faible est cette 

ďarriğre d’éŶergie [44]. L’adhéreŶĐe augŵeŶte aveĐ le temps de contact des bactéries avec une 

surface jusƋu’à atteindre une valeur de saturation, environ quelques heures pour S. sanguis sur une 

surface de verre par exemple [35]. Cette durée dépeŶd de l’espğĐe ďaĐtérieŶŶe ĐoŶsidérée, mais 

aussi des propriétés de la surface. Sous flux, les forces de cisaillement sont un paramètre important à 

prendre en compte. En effet, plus le flux sera important, plus les forces de cisaillement seront 

importantes et plus les forces favorisant l’attaĐheŵeŶt iŶitial de la ďaĐtérie ou l’adhéreŶĐe du ďiofilŵ 

à la surface seront faibles [30]. 

Les protéines, présentes dans le sang peuvent s’adsorďer sur la surface formant une couche 

intermédiaire nommée film de conditionnement [45] et favoriser ou limiter l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe, 

participant ainsi indirectement à la colonisation de surface [46]. Il a par exemple été montré que la 

préseŶĐe d’alďuŵiŶe sur uŶe surfaĐe diŵiŶue l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe [47-49] alors que la présence 

de fiďriŶogğŶe, fiďroŶeĐtiŶe ou laŵiŶiŶe augŵeŶte l’adhéreŶĐe de ďaĐtéries pathogènes comme 

Staphylococcus aureus [50-52]. La présence de récepteurs pour ces protéines à la surface des 

bactéries est à l’origiŶe de ces adhésions spécifiques [50]. Il en est de même de la levure Candida 

albicans qui présente des récepteurs de surface pour la laminine et le fibrinogène et dont 

l’adhéreŶĐe à uŶ suďstrat est faĐilitée par le ĐoŶditioŶŶeŵeŶt de la surface par ces protéines [53]. 

  

IV. Stratégies antibactériennes 

C’est à partir des aŶŶées ϭ98Ϭ Ƌu’oŶt été réalisées les premières études en odontologie reliant les 

propriétés de surface et l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe [42]. Skjorland et al. [54] ont cherché un éventuel 

lien entre la porosité (ou la rugosité) et le développement de biofilm pour quinze matériaux 

Đoŵposites siŵilaires à l’éŵail des deŶts, sans trouver de lien direct.  

Les principales stratégies [55, 56] pour limiter la surveŶue d’iŶfeĐtioŶs sur les ďioŵatériaux soŶt : 

o élaborer des surfaces bactéricides qui perturbent et causent la mort des bactéries ; 
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o développer des revêtements ayant une activité « anti-biofouling », Đ’est-à-dire des surfaces 

pouvaŶt résister ou préveŶir l’attaĐheŵeŶt 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 pathogènes pour protéger la surface et empêcher les bactéries 

pathogğŶes d’adhérer ; 

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

 

1- Utilisation de revêtements bactéricides 

Les revêtements bactéricides, souvent composés d’uŶ polǇŵğre (ou ĐopolǇŵğreͿ déposé sur uŶe 

surface, peuveŶt réduire de façoŶ ĐoŶsidéraďle l’adhéreŶĐe de ŵiĐroorgaŶisŵes eŶ liďéraŶt par 

exemple des antibiotiques ou des agents antimicrobiens. L’argeŶt préseŶte des propriétés 

bactéricides intéressantes. Cet élément, déjà utilisé par les romains pour limiter les contaminations 

ďaĐtérieŶŶes, peut ġtre iŶséré daŶs des ŵatriĐes hǇdrogels ou au seiŶ de ĐhaîŶes polǇŵğres. L’effet 

ďaĐtériĐide s’expriŵe lorsƋue les ioŶs Ag+ sont libérés : ils endommagent alors la membrane 

cellulaire [42]. CepeŶdaŶt, l’aĐĐuŵulatioŶ possiďle d’argeŶt, ŵétal lourd, daŶs le Đorps représeŶte uŶ 

danger pour la santé du patient compte tenu de la toxicité des ions argents pour les cellules de 

mammifères [57]. 

Caillier et al. [58] ont développé un revêtement actif en mélangeant des tensioactifs composés 

d’aŵŵoŶiuŵs ƋuaterŶaires et de ŵoŶoŵğres d’aĐrǇlates. Ce filŵ a perŵis de liŵiter 

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 polymère permet d’attirer les ŵiĐroorgaŶisŵes, qui ont ayant généralement une 

charge de surface négative. Ensuite, les groupements chimiques en surface perŵetteŶt d’attaƋuer 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 à 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 première fois en 1943 et pour 

laquelle les souches de S. aureus ont montré une résistance dès 1946. La même évolution a aussi été 

remarquée pour la méthiciline (1960  1961), la vancomycine (1956  1988) ou le zyvox (1990  

1999). En moyenne une dizaiŶe d’aŶŶées peuvent suffire à une bactérie pour se montrer résistante à 

un antibiotique particulier [60]. De nouveaux cas de résistance apparaissent aussi pour les bactéries 

de Gram négatif. De nouveaux gènes, présents chez les bactéries à Gram négatif, notamment les 

Enterobacteriaceae comme Echerichia coli, ont été identifiés comme codant des enzymes rendant les 

bactéries résistantes à certains antibiotiques, notamment des bêta-lactamases inactivant les 

antibiotiques de la famille carbapénèmes, souvent utilisés en dernier recours contre les 

entérobactéries multi-résistaŶtes. L’apparitioŶ de Đes Ŷouveaux gğŶes peut ġtre favorisée par la 

surconsommation d’aŶtiďiotiƋues ou par les voyages internationaux [61]. Par exemple, Kumarasamy 

et al. [61] oŶt repéré, Đhez uŶ patieŶt aŶglais, la préseŶĐe d’uŶ gğŶe résistaŶt à uŶ aŶtiďiotiƋue chez 

une Enterobacteriaceae qui était connu jusƋu’alors uŶiƋueŵeŶt eŶ IŶde et au PakistaŶ. Ce gène code 

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

 

Compte tenu du risque de sélection que peut représenter la résistance de souches bactériennes ou 

de levures, l’oďjeĐtif de ce travail de thèse s’est foĐalisé sur l’étude de surfaces « anti-biofouling » en 

utilisant différentes méthodes : physiques, chimiques ou biologiques.  

 

2- Méthodes « physiques » 

Les méthodes dites physiques consistent à modifier la topographie ou la porosité d’uŶ ŵatériau. 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 à la corrosion et de sa 

faible toxicité [62]. Cependant, le titaŶe Ŷe préseŶte pas d’aĐtivité aŶtiŵiĐroďieŶŶe en soi, Đ’est la 

modification de ses propriétés de surface qui permet de réduire l’adhérence des microorganismes. 

D’autres alliages oŶt aussi ŵoŶtré des ĐapaĐités d’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe faiďle par comparaison 

avec le titane, Đ’est notamment le Đas de l’oxiŶiuŵ (uŶ alliage de zirconium-niobium oxydé) ou de 

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

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

 

a- Rugosité 

La rugosité est un paramètre souvent utilisé pour caractériser et étudier les propriétés de surface 

limitant l’adhéreŶĐe de ŵiĐroorgaŶisŵes. CepeŶdaŶt uŶ graŶd Ŷoŵďre d’études préseŶteŶt des 

résultats contradictoires quant à un effet positif, négatif ou neutre de la rugosité [66] (Figure 8). 

L’iŶflueŶĐe de la rugosité sur l’adhéreŶĐe ďaĐtérienne dépend aussi de l’eŶviroŶŶeŵeŶt et des 

conditions de culture [62, 67].  

Giordano et al. [68] oŶt ŵodifié la rugosité d’alliages de titaŶe grade 2 et grade 5 par anodisation, 

diminuant ainsi la rugosité de 0,5 µm à 0,3 µm et augmentant le taux d’aŶatase eŶ surfaĐe. 

L’adhéreŶĐe de Staphylococcus aureus, après 3 h d’iŶĐuďatioŶ, était moins importante sur les 

surfaces ayant une rugosité plus faible. IŶverseŵeŶt, plusieurs études s’eŶteŶdeŶt sur le fait Ƌue 

l’augŵeŶtatioŶ de la rugosité est eŶ lieŶ aveĐ uŶe diŵiŶutioŶ du nombre de microorganismes 

adhérents en surface [62, 69, 70]. A titre d’exeŵple, des topographies de surfaces de titane ont été 

modifiées par sablage et attaque acide [70]. Dans ce cas, les auteurs oŶt ŵoŶtré Ƌue l’adhéreŶĐe de 

bactéries (S. sanguis et S. mutans) était plus faiďle aprğs 2 h d’iŶĐuďatioŶ sur les surfaces ayant une 

rugosité de l’ordre du ŵiĐroŵğtre Ƌue sur les surfaces ayant une rugosité plus faibles                         

(Ra environ 300 nm) [70]. La même 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] l’adhéreŶĐe de 

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

Au ĐoŶtraire, d’autres résultats ŵoŶtreŶt uŶe augŵeŶtatioŶ de l’adhéreŶce bactérienne avec la 

rugosité [28, 71]. L’adhéreŶĐe 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 

espèces bactériennes dont S. sanguis sur des films de titane déposés sur des surfaces lisses               

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

S. aureus et S. epidermidis sont deux bactéries à Gram positif, ayant une forme de coque et se 

regroupant en amas. Leur taille est relativement similaire, proche de 1 µm. Streptococcus sanguis est 

également une bactérie à Gram positif en forme de coques, mais ayant tendance à se regrouper pour 
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former des filaments. Ces trois espèces bactériennes soŶt ĐoŶŶues pour ġtre à l’origiŶe de 

nombreuses infections.  

L’augŵeŶtatioŶ de l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe sur les filŵs ŵiŶĐes de titaŶe est justifiée par la préseŶĐe 

d’uŶe rugosité Ŷanométrique qui permettrait une augmentation des nano points de contact entre la 

bactérie et la surface [69]. Pour les rugosités plus iŵportaŶtes, l’augŵeŶtatioŶ de l’adhéreŶĐe est 

expliƋuée par l’augŵeŶtatioŶ de la surfaĐe spéĐifiƋue et uŶ ĐoŶtaĐt plus iŵportaŶt eŶtre les 

bactéries et la surface [28, 71]. L’aŶalǇse des valeurs de rugosité Ŷe perŵet pas de ĐoŶĐlure sur uŶe 

valeur de rugosité favorable à la diminution du nombre de bactéries adhérentes. Il est à noter que les 

différences peuvent aussi apparaître 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 flèches 

représeŶteŶt l’éteŶdue des valeurs de rugosité pour ĐhaƋue étude. Les ŵiĐroorgaŶisŵes testés soŶt 

renseignés sur la figure. 

 

 

 

Figure 8 : Effet de la rugosité sur l’adhéreŶĐe de ďaĐtéries 
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b- Topographie 

Face au manque de conclusion claire quant à l’iŶflueŶĐe de la rugosité sur l’adhésioŶ de bactéries, la 

topographie de surface est très probablement un paramètre important à prendre en compte. La 

taille ŵoǇeŶŶe et la forŵe des ŵotifs eŶ surfaĐe iŶflueŶĐeŶt l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe eŶ modulant le 

nombre de points de contact entre une bactérie et la surface (Figure 9). L’augŵeŶtatioŶ de ces points 

de contact permet de diminuer la barrière énergétique lorsque les bactéries arrivent sur la surface et 

de favoriser l’expression de gènes impliqués dans la formation du biofilm [67]. 

Sur des surfaces dont la taille caractéristique des ŵotifs eŶ surfaĐe est de l’ordre de graŶdeur de la 

taille des bactéries (environ 1 µm pour les staphylocoques et quelques microns de longueur pour les 

ďaĐillesͿ, l’adhéreŶĐe des ďaĐtéries est favorisée [37]. Dans ce cas, les bactéries ont tendance à se 

placer préférentiellement dans les espaces creux (vallées, trous, rayures, …Ϳ pour augmenter le 

nombre de points de contact avec la surface, ce qui leur permet aussi de se protéger de facteurs 

extérieurs Đoŵŵe des forĐes de ĐisailleŵeŶt d’uŶ liƋuide. Ce résultat a été oďservé 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 plutôt que 

sur le côté ou le haut des bosses (Figure 9). D’autres surfaĐes d’oxǇde de titaŶe oŶt été struĐturées 

de manière à créer des ondulations en surface de différentes tailles : 400 nm et 5 µm de largeur. Il a 

été montré que les bactéries (Escherichia coli) se plaçaient dans les creux lorsque ceux-ci étaient 

assez grands (5 µm de largeur), et restaient au sommet des ondulations quand la distance entre les 

crêtes 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 µm et 2 µm de diamètre) 

(Figure 9). L’adhésioŶ de Staphylococcus aureus augmentait lorsque la taille des trous était d’au 

moins 1 µm et était minimale pour les trous de 500 nm. AveĐ des trous d’uŶ ŵiĐroŵğtre de 

diamètre, les bactéries peuvent entrer dans les trous entraînant une augmentation de la surface sur 

laquelle elles peuvent adhérer. La faible adhésion sur les surfaces présentant des trous de 500 nm de 

diamètre a été expliquée par l’iŶĐapaĐité des ďaĐtéries à eŶtrer daŶs les trous et par des interactions 

défavorables des bactéries sur la superficie des trous, de taille inférieure à 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 µm) que celle des trous : elles 

pouvaient donc adhérer de la même façon sur les différentes surfaces.  

Les motifs de surface ayant une taille caractéristique très inférieure à la dimension des 

microorganismes peuvent aussi influencer l’adhésioŶ ďaĐtérieŶŶe. Dans ce cas, il est admis que Đ’est 

le nombre de points de contact avec la surface sur laquelle la bactérie repose qui favorise l’adhésioŶ. 
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Des plots de taille régulière (environ 250 nm de diamètre et 1 µm de hauteur) et d’espaĐeŵeŶt 

constant (40 nm, 200 nm et 500 nm) en PET (polytéréphtalate d’éthǇlğŶe) ont été créés par plasma à 

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 manière à être inférieurs à la taille d’uŶe ďaĐtérie ; plus l’espaĐeŵeŶt 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 apparaître des nano-pics en 

surface. Les études microbiologiques montrent que plus la taille de grains augmente, Đ’est-à-dire 

moins la surface est lisse et comporte des petits pics, et plus l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe (P. aeruginosa) 

est facilitée [74]. A une échelle plus faible (10 - 40 nm), Lüdecke [69] a montré que la présence de 

« pics » eŶ surfaĐe de filŵs de titaŶe d’épaisseur variable favorisait aussi l’adhéreŶĐe de S. aureus par 

l’augŵeŶtatioŶ des poiŶts de ĐoŶtaĐt eŶtre la surfaĐe et la ďaĐtérie.  

 

Figure 9 : Taille caractéristique des motifs en surface dans les études citées précédemment et son influence sur 

l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe. 
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des ŵotifs ĐoŶvexes de ϭϬ à 2Ϭ µŵ et uŶe struĐturatioŶ seĐoŶdaire de l’ordre de 2ϬϬ Ŷŵ sur Đes 
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atteignant 166°.  
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L’adhéreŶĐe 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 uŶe surfaĐe ĐoŵpreŶaŶt des ŶaŶotuďes d’eŶviroŶ ϭϬϬ Ŷŵ, Kuŵeria et al. [76] Ŷ’oŶt pas 

mis en évidence de différence significative d’adhéreŶĐe. Au contraire, Ercan et al. [77] ont montré 

que la présence de nanotuďes de diaŵğtre supérieur à 8Ϭ Ŷŵ favorisait l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe     

(S. epidermidis et S. aureus) en comparaison à des nanotubes de diamètre inférieur (20 nm, 40 nm    

et 60 nm). 

 Les ŵéthodes d’élaďoratioŶ des éĐhaŶtilloŶs peuveŶt aussi iŶflueŶĐer le Ŷoŵďre de ďaĐtéries 

adhéreŶtes. Par exeŵple, l’utilisatioŶ de produits à ďase de Fluor pour la faďriĐatioŶ de ŶaŶotuďes de 

titaŶe Ŷ’a pas perŵis de ĐoŶĐlure ƋuaŶt à l’iŶflueŶĐe de la préseŶĐe de ŶaŶotuďes sur l’adhéreŶĐe 

bactérienne [78] ĐoŶtraireŵeŶt aux résultats oďteŶus daŶs d’autres études réalisées sur Đe ŵġŵe 

type de topographie [76, 77]. 

Par conséquent, la taille caractéristique des motifs (largeur/hauteur) de surface est un paramètre 

pertinent pour comparer les différentes études. Ainsi, lorsque la taille des motifs de surface est 

comparable à celle des microorganismes, l’adhésioŶ s’effeĐtue plus facilement dans les creux pour un 

nombre de points de contact maximum. Lorsque cette taille caractéristique est beaucoup plus faible, 

l’adhésioŶ des microorganismes est favorisée en augmentant les points de contact entre la surface et 

le microorganisme (Figure 10). Il existe proďaďleŵeŶt uŶ ŵiŶiŵuŵ d’adhéreŶĐe lorsƋue Đes poiŶts 

de contact sont faibles. 

 

Figure 10 : EvolutioŶ de l’adhéreŶĐe eŶ fonction de la taille caractéristique des motifs en surface 
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3- Méthodes « chimiques » 

 
La composition chimique de surface joue un rôle important pour l’adhéreŶĐe de ďaĐtéries et de 

levures puisƋu’elle ĐoŶditioŶŶe l’hǇdrophoďiĐité et la charge électrostatique de surface, de plus la 

présence de groupements chimiques spécifiques peut avoir un impact.  

 

a- Surfaces à base de carbone 

De l’oxǇde de graphğŶe et des SWCNHs (grapheŶe siŶgle-walled carbon nanohorn), éléments de la 

famille des nanotubes de graphène, ont été greffés sur des surfaces de silicium afin de modifier 

l’aĐtivité aŶtiďaĐtérieŶŶe, avec pour conséquence uŶe diŵiŶutioŶ de l’hǇdrophoďiĐité. En 

comparaison au silicium, les surfaces recouvertes d’oxǇde de graphğŶe et, de manière encore plus 

importante sur les surfaces recouvertes de SWCNHs se caractérisent par une réduction de 

l’adhéreŶĐe de S. aureus [47]. Cela a été expliƋué par la diŵiŶutioŶ de l’aŶgle de ĐoŶtaĐt (7ϯ,2° pour 

le silicium non modifié versus, 54,5° pour les surfaces recouvertes d’oxǇde de graphğŶe et 47,5° pour 

celles recouvertes de SWCNHs). 

D’autres ŵatériaux peuveŶt aussi ġtre utilisés Đoŵŵe 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 TiO2 sont insérées dans le film, le rendant plus hydrophile [79, 80]. 

 

b- Surfaces polymériques 

Les polymères sont largement étudiés comme biomatériaux, sous forme brute ou déposés en film 

mince sur une surface (Tableau 3). Certains types de polymères réduisent de manière considérable 

l’adhéreŶĐe de ďaĐtéries et freine ainsi le développement de biofilm. Les polymères hydrophiles sont 

souvent cités pour liŵiter l’adhéreŶĐe de ŵiĐroorgaŶisŵes Đar ils se reĐouvreŶt faĐileŵeŶt d’uŶ filŵ 

d’eau Ƌui reŶd plus diffiĐile l’aĐĐğs à la surfaĐe pour les ŵiĐroorgaŶisŵes [81]. Il s’agit souveŶt de 

polymères à base de poly(éthylène-glycol) (PEG) ou de polymères zwitterioniques (des polymères 

possédant des charges électriques de signes opposés sur des atomes non adjacents). Un polymère 

dérivé du PEG, l’OptiĐheŵ®, a montré de bonnes propriétés anti-adhérentes vis-à-vis de                       

S. epidermidis par rapport au silicone (les deux polymères étant déposés sur une lame de verre) [82]. 

Le dépôt de hyaluronate de sodium, polymère hydrophile, permet une diŵiŶutioŶ de l’adhéreŶĐe de 

S. aureus en comparaison avec une surface de titane brute [66]. En utilisant le format microarray, des 
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centaines de copolymères ont été déposés sur une lame de verre [40]. Il a été observé que les 

polymères 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 à d’autres puďliĐatioŶs, il a été observé que les polymères contenant des 

groupements éthylène glycol ou hydroxyle favorisaient l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe, probablement du 

fait de liaisons hydrogène 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 Ŷe ŵoŶtreŶt ĐepeŶdaŶt auĐuŶe relatioŶ eŶtre l’hǇdrophoďiĐité de surfaĐe et l’adhéreŶĐe 

bactérienne contrairement à ceux reportés antérieurement. Le triméthylsilane, utilisé comme 

monomère et déposé par plasma, a montré une réduction notaďle de l’adhéreŶĐe bactérienne          

(S. epidermidis) par ĐoŵparaisoŶ à uŶe surfaĐe d’alliage de titane grade 5 [83]. Ceci est attribué à la 

présence de groupements hydrophobes en surface.  

L’utilisatioŶ de polǇŵğres ďio-inspirés tel que le chitosan greffé sur du titane peut aussi entraîner 

uŶe diŵiŶutioŶ de l’adhéreŶĐe 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 

altèrent la perméabilité de la membrane empêchant le transport de solutés essentiels à la survie de 

la bactérie [84]. Concernant Candida albicans, la présence de chitosan entraîne une forte diminution 

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

EŶ ĐoŶĐlusioŶ, les surfaĐes reĐouvertes de polǇŵğre diŵiŶueŶt géŶéraleŵeŶt l’adhéreŶĐe 

bactérienne lorsque celles-ci sont hydrophiles. Cependant, certains groupements hydrophobes 

comme les chaînes hydrocarbonées, peuvent aussi avoir une action spécifique pour réduire 

l’adhéreŶĐe de ďaĐtéries. Les paramètres topographiques, après dépôt du polymère sur une surface, 

sont rarement précisés dans ces études, or il a été préĐédeŵŵeŶt ŵoŶtré Ƌu’ils avaieŶt uŶe 

importance particulière.  

Tableau 3 : Description des surfaces polymères testées 

Etudes réalisées 

avec 

Groupements  

chimiques 

Caractéristiques  

de surface 

Résultats 

microbiologiques 
Références 

Optichem® Polymère dérivé du PEG 

 

Polymère en 

« brosse » 

Adhérence de        

S. epidermidis 

divisée par 4 avec 

Optichem®  

 

Saldarriaga 

Fernandez 

2010 [82] 

496 copolymères 

testés à partir de 

22 monomères 

acrylates 

Quelques monomères 

intéressants pour réduire 

l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe 

Copolymérisation par 

UV sur lame de verre 

Diminution 

maximale de           

S. aureus de 67 fois 

avec les 

Hook  

2012 [40] 
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Etudes réalisées 

avec 

Groupements  

chimiques 

Caractéristiques  

de surface 

Résultats 

microbiologiques 
Références 

 

 

 

 
 

(chaque point représente 

un copolymère) 

 

copolymères 

prometteurs en 

comparaison avec 

du silicone 

Triméthyl-silane 

(TMS) 

 

Dépôt par plasma Adhérence de        

S. epidermidis 

réduite de 2 log en 

présence de TMS 

par comparaison à 

une surface de Ti 

 

Ma 

2012 [83] 

Hyaluronate de 

sodium 

 

Revêtement sur une 

surface de titane 

Adhérence de        

S. aureus réduite de  

1 log par 

comparaison à une 

surface de Ti 

 

Harris 

2004 [66] 

Chitosan  Chitosan 

 

Revêtement avec du 

chitosan sur des 

surfaces de titane 

Environ 2 fois 

moins de S. aureus 

sur une surface de 

titane recouverte 

de chitosan 

Shi 

2008 [84] 

 

c- Greffage moléculaire 

Des fonctionnalisations de surface obtenues par greffage moléculaire ont aussi été développées. 

Sous forme de chaînes ou de brosses, formées par des composants organiques, les monocouches 

auto-asseŵďlées (SAMsͿ perŵetteŶt d’oďteŶir uŶe ŵéthode reproduĐtiďle et ĐoŶtrôlée de la 

composition, la densité et l’éŶergie de surfaĐe [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 

perŵettaŶt de liŵiter l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe préseŶteŶt eŶ surface des groupements accepteurs 
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de liaisons hydrogène, ŵais ŶoŶ doŶŶeurs de liaisoŶs hǇdrogğŶes et Ƌu’elles oŶt uŶe Đharge géŶérale 

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 

souveŶt uŶ alkaŶethiol lorsƋue le greffage se fait sur de l’or ou uŶ silaŶe lorsƋue le greffage se fait 

sur un oxyde. Ostuni et al. [39] oŶt testé ϲ SAMs et oŶt Đoŵparé l’adhéreŶĐe de S. aureus et               

S. epidermidis sur ces surfaces fonctionnalisées. Trois de ces SAMs (Tableau 4) ont montré une faible 

adhésioŶ ďaĐtérieŶŶe siŵilaire à uŶe SAM d’éthǇlğŶe glǇĐol, ĐoŶŶue pour liŵiter l’adhéreŶĐe 

bactérienne. Sous flux, Katsikogianni [38] a observé une augmentation de l’adhéreŶĐe de                     

S. epidermidis sur des SAMs se terminant par un groupement CH3 en comparaison à des 

groupements NH2 ou OH. Un résultat similaire a été obtenu par Cunliffe [87], les SAMs terminées par 

un groupement hydrophile éthylène glycol retenaient moins de bactéries (S. aureus) que celles se 

terminant par un groupement CH3. CepeŶdaŶt l’adhéreŶĐe de ďaĐtéries sur les SAMs hydrophobes se 

terminant par un groupement CH3 ou par un groupement perfluorinate CF3 (krytox) est restée 

similaire. De la même façon, Tegoulia [52] a montré une augmentation de l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe 

(S. aureus) sur des surfaces hydrophobes.  

 

Tableau 4 : Description des SAMs 

Etudes 

réalisées avec 

Groupements  

chimiques 

Caractéristiques  

de surface 

Résultats 

microbiologiques 
Références 

6 SAMs  Molécules montrant une 

faible adhérence bactérienne 

 
 

Greffage sur des 

lames de verres 

Pour ces trois 

molécules, 

adhérence de 

S.aureus similaire à 

une surface PEG 

Ostuni 

2001 

[39] 

Monocouches 

d’alkǇlsilaŶe 

Groupements terminaux : 

CH3, NH2 et OH 

Dépôt chimique 

en phase vapeur 

Angles de contact :  

CH3 : 93 ± 3,2° 

NH2 : 49,1 ± 3,3° 

OH : 10 ± 2,1° 

Sous flux, diminution 

d’uŶ faĐteur 2 ou ϯ 
du nombre de           

S. epidermidis 

adhérents sur une 

SAM se terminant 

par NH2 ou OH par 

comparaison avec 

CH3 

Katsikogianni 

2010 

[38] 
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Etudes 

réalisées avec 

Groupements  

chimiques 

Caractéristiques  

de surface 

Résultats 

microbiologiques 
Références 

 

11 molécules 

testées 

 

Greffage sur des 

surfaces de 

silicium 

Adhérence de           

S. aureus très faible 

sur PEO-5000-OCH3 

en comparaison au 

krytox (divisé par 3) 

 

Cunliffe 

1999 

[87] 

4 SAMs Groupes terminaux : 

Méthyle 

Hydroxyle 

Acide carboxilique 

Tri(éthylène oxide) = EG3 

Angles de contact : 

CH3 : 100 ± 2° 

CH2OH : 12 ± 3° 

COOH : 25 ± 9° 

EG3: 34 ± 5° 

Taux d’attaĐheŵeŶt 
de S. aureus sous flux 

5 fois plus faible sur 

EG3 que sur CH3 

Tegoulia 

2002 

[52] 

 

La présence de peptides et/ou de protéines sur la surface peut aussi modifier l’adhéreŶĐe 

bactérienne. L’adsorptioŶ d’alďuŵiŶe ďoviŶe (BSA) permet une réduction de l’adhérence de                

S. aureus contrairement au fibrinogène Ƌui faĐilite l’adhéreŶĐe, car la bactérie S. aureus présente des 

récepteurs de surface pour le fibrinogène [39, 47]. Lorsque le peptide RGD (Arg-Gly-Asp) recouvre du 

chitosan sur une surfaĐe de titaŶe, l’adhésioŶ ďaĐtérieŶŶe diŵiŶue eŶ ĐoŵparaisoŶ à uŶe surfaĐe de 

titane [84].  

 

Les contributions des modifications des propriétés physiques et chimiques de surfaces sur 

l’adhéreŶĐe de ŵiĐroorgaŶisŵes apparaisseŶt trğs variaďles d’uŶe étude à l’autre, donnant parfois 

l’iŵpressioŶ de résultats contradictoires. L’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe ne dépend pas des seules 

propriétés de surface (rugosité, topographie, hydrophobicité, chimie de surface,…Ϳ, ŵais d’uŶ 

ensemble de paramètres. En effet, les conditions utilisées pour les analyses microbiologiques sont 

souvent différentes d’uŶe étude à l’autre (temps de mise en contact, méthode de comptage des 

microorganismes adhérents, …Ϳ mais les microorganismes, ce qui peut modifier les conclusions. 

Pour ce travail de thèse, les mêmes conditions expérimentales pour l’évaluation de l’adhéreŶĐe des 

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

D’autres ŵéĐaŶisŵes dits ďiologiƋues soŶt également envisageables pour lutter contre le 

développeŵeŶt d’uŶ biofilm. Ces techniques visent la désorganisation du biofilm en cours de 

formation. Il s’agit d’iŶfiltrer daŶs le ďiofilŵ des agents non bactéricides qui provoquent des 

dysfonctionnements à l’iŶtérieur du ďiofilŵ. Différentes stratégies ont été testées dans ces 

domaines. 

LorsƋu’uŶ ďiofilŵ se forŵe daŶs uŶ orgaŶisŵe, ĐertaiŶes cellules de l’hôte ŶotaŵŵeŶt les 

polǇŵorphoŶuĐléaires Ŷeutrophiles Ƌui joueŶt uŶ rôle ŵajeur daŶs l’iŵŵuŶité iŶŶée, tentent de 

détruire les ďaĐtéries ĐoŶteŶues daŶs uŶ ďiofilŵ. Ces Đellules soŶt Đapaďles d’eŶtrer dans un biofilm 

composé par S. aureus pour détruire les bactéries par phagocytose. Cependant, les radicaux 

oxygénés, libérés par ces cellules phagocytaires à la suite du contact avec le microorganisme, 

peuvent aussi engendrer des dommages pour les tissus environnants. Au contraire, dans un biofilm 

de S. epidermidis, Đes Đellules Ŷe s’iŶfiltreŶt pas au seiŶ du ďiofilŵ et tueŶt seuleŵeŶt les ďaĐtéries 

libres et à 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 à ajouter une 

souche bactérienne ŶoŶ pathogğŶe, eŶ l’oĐĐurreŶĐe Lactobacillus fermentum pour lutter contre le 

développement de biofilms (déjà formés) par des microorganismes pathogènes. La présence de cette 

souĐhe ďaĐtérieŶŶe perŵet la ĐréatioŶ d’uŶe zoŶe d’iŶhiďitioŶ au seiŶ du ďiofilŵ pathogğŶe 

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

Les composants du quorum-sensing sont des molécules produites et sécrétées par les bactéries 

lorsƋu’elles soŶt eŶ ĐoŵŵuŶauté et Ƌui iŶduiseŶt de Ŷoŵďreuses répoŶses Đellulaires notamment 

pour le développement du biofilm. Il a été proposé d’utiliser des iŶhiďiteurs synthétiques, des 

composants à quorum-sensing pour perturber la communication entre les bactéries. En présence 

d’iŶdole ou d’uŶ dérivé dihalogéŶé du ŶoǇau furaŶoŶe (ϯ,ϰ-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 à balayage (MEB). Ces inhibiteurs permettent de modifier le 

signal ou de dégrader les récepteurs cibles sur les bactéries correspondantes. Deux espèces 

bactériennes ont été étudiées et cette inhibition dépend fortement de la bactérie étudiée ainsi que 

de la dose d’iŶhiďiteur utilisée [89]. 

De Ŷoŵďreux gğŶes et ŵoléĐules iŶtervieŶŶeŶt daŶs la forŵatioŶ d’uŶ ďiofilŵ. Ces gğŶes soŶt 

différeŶts pour ĐhaƋue tǇpe de ŵiĐroorgaŶisŵes ŵais peuveŶt aussi différer au seiŶ d’uŶe ŵġŵe 
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espèce, 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 ĐaraĐtériser l’iŶteraĐtioŶ eŶtre uŶe ou plusieurs ďaĐtérie(sͿ et uŶ 

matériau. Les techniques in vitro permettent de caractériser les effets des propriétés des matériaux 

eŶ préseŶĐe de ŵiĐroorgaŶisŵes et d’effeĐtuer des ŵesures siŵplifiées de l’adhéreŶĐe de 

microorganismes. Pour les analyses in vivo, les substrats à tester sont sous conditions dynamiques de 

fluides biologiques et ŶéĐessiteŶt l’utilisatioŶ d’aŶiŵaux.  

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’uŶ seul 

microorganisme et vont permettre de caractériser de manière plus spécifique la force de 

détachement, après adhésion, d’uŶ microorganisme sur une surface [90].  

 

1- Méthodes in vitro 

a- Méthode statique 

La méthode statiƋue d’évaluatioŶ du Ŷoŵďre de ďaĐtéries adhérentes sur une surface est une 

méthode relativement simple à mettre en place, peu onéreuse et directe. Pour tester les propriétés 

antibactériennes ou antifongiques d’uŶe surfaĐe, les éĐhaŶtilloŶs soŶt mis en contact avec une 

suspension de microorganismes pendant une certaine durée. Les microorganismes non-adhérents en 

surface sont ensuite éliminés par rinçage 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- Méthodes sous flux 

Les méthodes sous flux consistent à mettre la suspension de bactéries ou de levures en mouvement 

au coŶtaĐt de l’éĐhaŶtilloŶ préparé. Dans le cas idéal, les forces de cisaillement produites par le flux 

ne doivent pas déĐroĐher les ďaĐtéries ŵais seuleŵeŶt leur perŵettre de se déplaĐer jusƋu’à Đe 

Ƌu’elles reŶĐoŶtreŶt des ĐoŶditioŶs ŵoiŶs favoraďles et éveŶtuelleŵeŶt se détaĐheŶt [91]. 

L’utilisatioŶ des ŵéthodes sous flux perŵet d’éviter les ƋuestioŶs liées au riŶçage et à la ƋuaŶtité 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 à plaques parallèles 

Le fluide contenant les microorganismes est entraîné au travers de la chambre par une pompe. Un 

des côtés est constitué de l’éĐhaŶtilloŶ à tester et l’autre est souveŶt ĐoŶstitué d’uŶe laŵelle eŶ 

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. 

 

Figure 11 : Photo d'une chambre de flux à plaques parallèles 

 

o Chambre à flux radial 

Dans cette chambre, deux disques plans sont espacés de 200 µm à 300 µm, l’uŶ est fixe et l’autre, 

Đoŵposé de l’éĐhaŶtilloŶ à tester, est ŵis eŶ rotatioŶ le loŶg d’uŶ axe perpeŶdiĐulaire aux disƋues 

[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’uŶe chambre à flux radial [30] 

 

o Disque en rotation 

L’éĐhaŶtilloŶ est plaĐé sur uŶ disƋue Ƌui est mis en rotation selon un axe vertical. Le tout est 

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

 

Figure 13: Schéma d’uŶe chambre avec un disque en rotation (d’aprğs [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 teĐhŶiƋues s’appliƋueŶt après que l’échantillon ait été mis en contact avec une suspension de 

ŵiĐroorgaŶisŵes aveĐ l’uŶe des ŵéthodes préĐédeŶtes (en statique ou sous flux) [30]. 
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o Examen microscopique 

Après avoir été mis en contact avec la suspension de microorganismes, les échantillons peuvent être 

observés en microscopie électronique à balayage (MEB), ŵiĐrosĐopie d’épifluorescence, microscopie 

confocale ou encore microscopie à force atomique (AFM). Ces méthodes permettent de vérifier la 

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

La ŵiĐrosĐopie éleĐtroŶiƋue à ďalaǇage perŵet d’oďteŶir uŶe iŵage de la surfaĐe à graŶde éĐhelle et 

de voir la répartition des microorganismes (vivants ou morts) en surface. Pour cela, une préparation 

des échantillons est nécessaire. Les échantillons sont d’aďord iŵŵergés daŶs 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 ďaiŶs suĐĐessifs de solutioŶs d’éthaŶol de concentration 

croissante (50% à 100%). AvaŶt l’oďservatioŶ, les éĐhaŶtilloŶs soŶt reĐouverts d’uŶ filŵ ŵiŶĐe 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 après préparation des 

échantillons les bactéries vivantes et mortes en surface. Pour cela, le CTC (5-cyano-2,3-ditolyl 

tetrazolium chloride) peut être 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 

loŶgueur d’oŶde d’exĐitatioŶ est Đoŵprise eŶtre ϰ7Ϭ et ϰ9Ϭ Ŷŵ. Par cette méthode, il est possible de 

dénombrer simultanément les bactéries vivantes et mortes sur l’éĐhaŶtilloŶ [94].  

D’autres ďioŵarƋueurs spéĐifiƋues à uŶ tǇpe de ŵiĐroorgaŶisŵes peuveŶt ġtre utilisés afiŶ d’eŶ 

faciliter la détection. Ils peuvent permettre une détection par fluorescence, par bioluminescence, par 

spectrophotoŵğtre, par déteĐtioŶ gaŵŵa… [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’oďtenir une image 

en 3D de la surface [96].  

Lors de ŵesures sous flux, si la Đellule est éƋuipée d’uŶe feŶġtre et Ƌu’uŶe des surfaĐes est 

traŶspareŶte, il est possiďle d’oďserver in situ les microorganismes en utilisant par exemple un 

microscope optique inversé. Ces observatioŶs perŵetteŶt alors d’étudier leur ĐoŵporteŵeŶt au 

contact de la surface en fonction des conditions expérimentales [92]. 
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La ŵiĐrosĐopie à forĐe atoŵiƋue perŵet l’oďservatioŶ de la topographie de surfaĐe à l’éĐhelle 

nanométrique dans un environnement seĐ ou huŵide. Elle perŵet d’oďteŶir les propriétés loĐales de 

surfaĐe aiŶsi Ƌue les forĐes d’iŶteraĐtioŶs eŶtre un microorganisme et une surface. L’AFM Ŷe perŵet 

pas de dénombrer les microorganismes à une grande échelle car les analyses sont limitées par les 

possiďilités des sĐaŶŶers (déplaĐeŵeŶt d’uŶe ĐeŶtaiŶe de ŵiĐroŶsͿ. 

 

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 

œuvre. Les microorganismes présents sur l’échantillon sont décrochés (ou élués) grâce à une solution 

de décrochage (solution SCDLP2). La suspension obtenue, contenant les microorganismes décrochés, 

est ensuite étalée sur gélose nutritive après des dilutions sériées. Après quelques jours de culture, les 

colonies formées sur la gélose sont dénombrées et, en fonction de la dilution ensemencée, le 

Ŷoŵďre d’UFC adhérentes par unité de surface peut être déterminé (Figure 14) [38, 97]. Il s’agit 

d’uŶe ŵéthode de Đoŵptage iŶdireĐte puisƋue Đ’est le Ŷoŵďre de ĐoloŶies forŵées à partir des 

microorganismes déposés qui est déterminé. De plus, si lors de l’eŶseŵeŶĐeŵeŶt de la suspeŶsioŶ 

ou de ses dilutions sur la gélose nutritive quelques microorganismes restent agrégés en amas, 

chaque amas ne formera Ƌu’uŶe seule ĐoloŶie. 

 

Figure 14 : Dénombrement de levures sur gélose nutritive, à partir des dilutions sériées de dixième en dixième 

 
 
                                                           
2 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, Na2HPO4 2,5 g/L, Lécithine 1 g/L, 

Tween 80 7 g/L)  

Sans dilution 

Dilution au 100
ème

 Dilution au 1000
ème

 

Dilution au 10
ème
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o Autre méthode : compteur Coulter 

L’utilisatioŶ d’uŶ Đoŵpteur Coulter permet de compter des microorganismes en fonction de leur 

taille. Une fois décrochées, les bactéries sont mises en solution. Cette suspension est entraînée par 

une pompe à l’iŶtérieur du sǇstğŵe, doté d’une petite ouverture. LorsƋu’uŶe ďaĐtérie passe devaŶt 

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’évaluatioŶ du ďiofilŵ et de l’exopolǇŵğre 

Lorsque les bactéries sont en contact pendant un temps suffisamment long avec une surface, elles 

créent uŶ ďiofilŵ. DifféreŶtes ŵéthodes perŵetteŶt d’étudier Đe ďiofilŵ eŶ terŵes d’épaisseur, de 

composition, de densité ou de morphologie. Ces mesures peuvent se faire par microscopie optique, 

microscopie électronique à balayage ou microscopie confocale. 

Certaines de ces techniques présentent des inconvénients. En effet, les tests dits globaux permettent 

d’oďteŶir 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]. AiŶsi, d’autres ŵéthodes peuveŶt ġtre utilisées pour étudier de ŵaŶière spécifique 

l’adhéreŶĐe d’uŶ microorganisme sur une surface. 

 

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

La ŵiĐrosĐopie à forĐe atoŵiƋue perŵet à l’aide d’uŶe poiŶte de déterŵiŶer la forĐe de 

détachement d’uŶe ďaĐtérie adhérente à une surface. La bactérie peut être fixée sur la pointe ou sur 

la surface. La force est mesurée en fonction de la distaŶĐe de la poiŶte à l’éĐhaŶtilloŶ : la pointe est 

approchée de la surface et ensuite est éloignée. Cette technique permet de mesurer la force 

d’attaĐheŵeŶt de la bactérie à une surface ou entre deux bactéries. Elle permet de mesurer des 

forces de 10 à 104 pN [99]. 

La pince optique (ou optical tweezer) est une technique qui permet à l’aide d’uŶ laser 

monochromatique de piéger de petits objets. Pour étudier la forĐe d’iŶteraĐtioŶ eŶtre uŶe surfaĐe 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 déplaĐée leŶteŵeŶt jusƋu’à roŵpre la liaisoŶ eŶtre la ďille et la ďaĐtérie. Cette forĐe est ŵesurée 

en fonction de la déviation du faisceau. Cette technique permet de mesurer des forces de 0,1             

à 100 pN [99, 100]. 

Ces deux méthodes permettent aussi de déterminer ĐertaiŶes propriétés ŵéĐaŶiƋues d’uŶe ďaĐtérie 

ŵais ŶéĐessite la fixatioŶ de la ďaĐtérie sur uŶ support lors de l’étude. 

L’utilisatioŶ d’uŶe ŵiĐropipette aspiraŶte perŵet de déterŵiŶer ĐertaiŶes propriétés ŵéĐaŶiƋues 

d’uŶe Đellule. Cette technique repose sur l’utilisatioŶ d’uŶe ŵiĐropipette à l’aide de laƋuelle des 

microorganismes en suspension sont aspirés. En fonction de la pression nécessaire pour aspirer une 

bactérie, il est possible d’eŶ déduire les propriétés mécaniques [90, 100]. Cependant, les bactéries 

étant plus petites que les cellules de mammifères (eŶviroŶ dix fois plus petitesͿ, d’autres 

équipements composés de nanotubes ont été mis en place perŵettaŶt l’étude d’orgaŶisŵes de 

petite taille, comme les bactéries [101]. 

Si ces méthodes permettent de déterminer la force de détachement d’uŶe ďaĐtérie sur uŶe surfaĐe 

(pour l’AFM et la piŶĐe optiƋueͿ et/ou les propriétés ŵéĐaŶiƋues des ďaĐtéries (pour les trois 

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

 

2- Méthodes in vivo 

Les tests d’adhéreŶĐe in vivo se foŶt géŶéraleŵeŶt lorsƋu’uŶe surfaĐe ou uŶ revġteŵeŶt s’est 

ŵoŶtré proŵetteur lors des étapes d’aŶalǇses in vitro. Il est ainsi possible de se rapprocher des 

conditions réelles avec la présence de fluides ďiologiƋues au seiŶ de l’aŶiŵal. Pour cela la taille des 

échantillons doit être adaptée à l’espğĐe aŶiŵale choisie. L’animal le plus souvent utilisé, dans un 

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

PeŶdaŶt l’iŵplaŶtatioŶ, les souris soŶt aŶesthésiées. Les disƋues ou iŵplaŶts soŶt iŵplaŶtés au 

niveau du cou, du flanc ou du dos de la souris après un rasage et une désinfection de la zone. Les 

souris sont ensuite laissées au repos pendant quelques heures à quelques jours, puis les bactéries 

sont injectées au niveau de l’iŵplaŶt. Le plus souveŶt il s’agit de ŵiĐroorgaŶisŵes ďioluŵiŶesĐeŶts 

comme la bactérie S. aureus Xen29, très utilisée car ĐoŵŵuŶéŵeŶt à l’origiŶe d’iŶfeĐtioŶs sur 

implants médicaux. Ces microorganismes sont rendus luminescents par intégration dans leur génome 

de gènes rapporteurs, gènes provenant de microorganismes naturellement luminescents comme 

Photorhabdus luminescence, un bacille à Gram négatif de la famille des Entérobactériacecae qui 
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produit une luciférase. En exprimant le gène de la luciférase ainsi introduits dans leur génome, ces 

microorganismes modifiés génèrent un signal bioluminescent, si la cellule est métaboliquement 

active [102]. L’iŶteŶsité du sigŶal éŵis par les ďaĐtéries 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 

l’iŵplaŶt peut aussi ġtre effectuée après euthanasie de la souris. Certains organes et/ou l’iŵplaŶt lui-

même peuvent ainsi être prélevés, homogénéisés en tampon phosphate salin (PBS) stérile ou lavage 

de l’iŵplaŶt eŶ PBS stérile. Le dénombrement des bactéries peut être réalisé en utilisant la méthode 

de dénombrement par UFC ou par fluorescence après marquage des bactéries par un fluorochrome 

[40, 104]. 

Ces ŵéthodes d’aŶalǇses perŵetteŶt 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 l’adhéreŶĐe des bactéries observée in vitro. De même, les réactions de 

défeŶse de l’hôte peuveŶt ŵodifier les résultats. Par ailleurs, daŶs Đes ŵéthodes, plus Ƌue l’étape 

iŶitiale d’adhéreŶĐe, Đ’est la ĐapaĐité de la ďaĐtérie ou de la levure à ĐoloŶiser la surface qui est 

explorée. 

 

Conclusion 

L’adhéreŶĐe de ŵiĐroorgaŶisŵes sur uŶe surfaĐe est uŶ phéŶoŵğŶe Đoŵplexe ŵettaŶt eŶ jeu de 

nombreux paramètres 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 

surveŶue d’uŶe iŶfeĐtioŶ du fait de la grande variété de microorganismes et conditions 

expérimentales utilisées. Ainsi, le plus souvent pour répondre à une problématique dans un contexte 

précis, le choix des matériaux, des microorganismes utilisés et aussi de la techŶiƋue d’aŶalǇse 

microbiologique sont conditionnés. 

Ce travail de thèse se place dans le contexte des chambres implantables et des matériaux à base de 

titane. Lorsque ces dispositifs sont utilisés pour l’adŵiŶistratioŶ de ŶutritioŶ pareŶtérale, il existe un 

nombre important de colonisation par des microorganismes et donc d’iŶfeĐtioŶs. Dans le cadre de ce 

projet régional associant également des oncologues, des microbiologistes et des chimistes 

organiciens, nous avons cherché à mieux comprendre l’adhérence primaire de bactéries (S. aureus) 
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et de levures (C. albicans) afin de proposer des surfaces aux propriétés contrôlées limitant le risque 

d’iŶfeĐtioŶs daŶs les Đhaŵďres iŵplaŶtaďles. 

En prenant en compte les résultats obtenus dans la littérature et le contexte de notre étude, nous 

avons donc proposé d’étudier des supports à 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 

éveŶtuelle de l’état des surfaĐes vis-à-vis de certains produits de chimiothérapie sera aussi étudiée. 

Des éĐhaŶtilloŶs ŵodğles d’oxǇde de titaŶe oŶt daŶs uŶ preŵier teŵps été élaďorés avec différentes 

topographies pour étudier leurs impacts sur l’adhéreŶĐe de ŵiĐroorgaŶisŵes. Le greffage de 

monocouches ŵoléĐulaires a eŶsuite perŵis de foŶĐtioŶŶaliser les surfaĐes pour étudier l’effet de 

certaines fonctions chimiques sur l’adhéreŶĐe de protéiŶes, de ďaĐtéries et de levures. Enfin des 

alliages de titane ont été utilisés pour se rapprocher des matériaux actuellement utilisés en milieu 

hospitalier. L’adhéreŶĐe de deux ŵiĐroorgaŶisŵes très fréƋueŵŵeŶt à l’origiŶe d’infections 

nosocomiales: Staphylococcus aureus et Candida albicans a été évaluée. 

Le deuxième chapitre décrira l’élaďoratioŶ des éĐhantillons à ďase d’oxǇde de titaŶe 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 troisième chapitre développera les 

aŶalǇses ŵiĐroďiologiƋues réalisées sur les différeŶts tǇpes d’éĐhaŶtilloŶs. Les effets de la rugosité et 

de la topographie seront d’aďord étudiés sur des surfaĐes ŵodğle d’oxǇde de titaŶe et des surfaĐes 

d’alliages de titaŶe grade 2 et grade 5. L’iŵpaĐt de la présence de groupements chimiques en surface 

sur l’adhéreŶĐe de ŵiĐroorgaŶisŵes et sur l’aďsorptioŶ de protéiŶes sera ensuite analysé. Enfin, le 

Ƌuatriğŵe Đhapitre ŵoŶtrera l’effet de produits utilisés lors des traiteŵeŶts de Đhiŵiothérapie sur 

les surfaĐes eŶ terŵes de dégradatioŶ éveŶtuelle ou de traĐes laissées eŶ surfaĐe. Il s’iŶtéressera 

aussi à l’effet de la préseŶĐe de Đes produits ou de résidus de nutrition parentérale sur l’adhéreŶĐe 

des microorganismes. 
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L’utilisatioŶ du titaŶe pour l’élaďoratioŶ des éĐhaŶtilloŶs a été privilégiée Đar les boîtiers des 

chambres implantables sont très souvent à base de titane. AfiŶ d’étudier les effets des propriétés 

phǇsiƋues et ĐhiŵiƋues des surfaĐes sur l’adhéreŶĐe de ŵiĐroorganismes, plusieurs types 

d’éĐhaŶtilloŶs oŶt été élaďorés. 

Des échantillons, lisses ou rugueux, ont été élaborés par différentes techniques. Des surfaces ultra-

lisses de TiO2 ont été préparées par dépôt de titane sur une surface de silicium ayant une rugosité 

très faible. Plusieurs types de surfaces rugueuses ont été obtenus : des surfaces de TiO2 structurées 

préseŶtaŶt des pǇraŵides et des surfaĐes d’alliage de titaŶe aveĐ des topographies et des rugosités 

différentes. Ces surfaces rugueuses ont été élaborées de manière à encadrer les valeurs de rugosité 

ŵesurées à l’iŶtérieur de chambres implantables commerciales. 

L’étude de l’iŶflueŶĐe de la Đhiŵie de surfaĐe sur l’adhéreŶĐe de ŵiĐroorgaŶisŵes a été réalisée 

après avoir fonctionnalisé des échantillons d’oxǇde de titaŶe, perŵettaŶt d’oďteŶir des surfaces 

hydrophiles ou hydrophobes. 

 

I. Surfaces ultra-lisses de TiO2 

Des films minces de TiO2 ont été déposés par pulvérisation cathodique sur des wafers de silicium afin 

d’oďteŶir, en surface, un matériau biocompatible et similaire à celui retrouvé dans les chambres 

iŵplaŶtaďles. L’utilisatioŶ de ǁafer de siliĐiuŵ Đoŵŵe suďstrat a été privilégiée pour sa très faible 

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

 

1. Pulvérisation cathodique  

Le dépôt d’uŶ filŵ ŵiŶĐe d’oxyde de titane par pulvérisation cathodique se fait grâce à une cible de 

titane dans un environnement contrôlé, riche en oxygène. 

La pulvérisation cathodique permet de déposer sur un support uŶ ŵatériau sous forŵe d’uŶe espğĐe 

ionisée dans une phase plasma. 

Cette teĐhŶiƋue ŶéĐessite l’utilisatioŶ d’une cible, composée du matériau Ƌue l’oŶ souhaite déposer, 

ici le titane. Après avoir créé un vide dans le bâti, un gaz neutre (argon) est introduit avec, au besoin, 

uŶ gaz réaĐtif (iĐi l’oxǇgğŶeͿ. UŶe différeŶĐe de potentiel est appliquée entre la cible, placée à la 
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Đathode et le suďstrat sur leƋuel oŶ veut déposer le ŵatériau, à l’aŶode. Les ioŶs Ar+, créés lors de la 

déĐharge, soŶt aĐĐélérés et aĐƋuiğreŶt de l’éŶergie. Attirés par la Đharge Ŷégative de la Điďle, 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 dépôt et une atmosphère riche en gaz 

neutre est conservée. Les échantillons sont déposés sur une platine tournante permettant un dépôt 

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

 

Figure 1 : Principe de fonctionnement de la pulvérisation cathodique 

Pour maîtriser les caractéristiques de la couche déposée, il est nécessaire de contrôler différents 

paramètres :  

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

de la surface [1], 

o la tension électrique de l’aliŵeŶtatioŶ qui impacte notamment la vitesse de dépôt, 

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

o la durée du dépôt qui iŶflueŶĐe l’épaisseur et la rugosité de surfaĐe, 

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’oxǇde de titaŶe TiO2 ayant une rugosité inférieure au nanomètre, ces 

paramètres ont dû être optimisés. 
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Avant chaque dépôt, les substrats (wafers de siliĐiuŵ (ϭϬϬͿͿ oŶt été ŶettoǇés aveĐ de l’éthaŶol dans 

un bain à ultrasons pendant 10 min, puis séĐhés à l’air Đoŵpriŵé filtré (filtrage de l’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 à force atomique (AFM) afin de déterminer 

respectivement l’épaisseur, la composition chimique, la rugosité et l’état de surfaĐe. 

 

CoŶtrôle de l’épaisseur du filŵ ŵiŶce et de la rugosité 

Une augmentation de la puissance imposée lors du dépôt augmente la différence de potentiel entre 

la Đathode et l’aŶode. Ceci est à l’origiŶe d’uŶe ŵodifiĐatioŶ de la vitesse de dépôt qui entraîne, tous 

les autres paramètres restant constants, uŶe augŵeŶtatioŶ de l’épaisseur et, dans une moindre 

mesure, de la rugosité (Figure 3). L’épaisseur de la ĐouĐhe ŵiŶĐe d’oxǇde de titaŶe 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 à la surface, l’épaisseur des ĐouĐhes déposées et uŶ ordre 

de grandeur des rugosités aux interfaces. L’aŶalǇse quantitative des courbes de réflectivité ne peut 

se faire que sur des substrats faiblement rugueux (Ra inférieure à la dizaine de nanomètres). Cette 

condition étant satisfaite, Đette teĐhŶiƋue perŵet d’atteiŶdre des préĐisioŶs allaŶt jusƋu’au 

nanomètre. 

La technique de réflectivité des rayons X est basée sur un phéŶoŵğŶe d’iŶterféreŶĐe. Un 

rayonnement de photons X est envoyé sur un échantillon avec un angle θ. Pour des angles θ très 

faibles (eŶ dessous d’uŶ aŶgle ĐritiƋue θc), le rayonnement se réfléchit totalement sur la surface. 

Lorsque cet angle θ augmente et dépasse l’aŶgle ĐritiƋue, des photons pénètrent dans la première 

couche et par différence de densité électronique, ils se réfléchissent au Ŷiveau de l’iŶterfaĐe si la 

rugosité à l’interface est assez faible (Ra < quelques nm) (Figure 2). L’iŶteŶsité du rayonnement 

réfléchi diminue fortement à partir de cet angle critique. Les rayons réfléchis, sur la surface et à 

l’iŶterfaĐe entre deux couches, donnent naissances à des interférences et sur le réflectogramme, à 

des franges de Kiessig. 
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La réflectivité absolue ܴሺ�ሻ est définie comme étant le rapport  
�ሺ�ሻ�0  où ܫሺ�ሻ représeŶte l’iŶteŶsité du 

faisĐeau réfléĐhi eŶ foŶĐtioŶ de l’aŶgle θ et ܫ଴ l’iŶteŶsité du faisĐeau iŶĐideŶt. Pour des raisoŶs 

pratiques, la réflectivité absolue est représentée en fonĐtioŶ de la Ŷorŵe du veĐteur d’oŶde de 

transfert ܳ⃗  [2]. La norme du veĐteur d’oŶde de traŶsfert ܳ⃗  est inversement proportionnelle à 

l’épaisseur de la ĐouĐhe et est reliée à θ par la formule ܳ = 4� sin��  où λ est la loŶgueur d’oŶde du 

faisceau incident. 

 

Figure 2 : Principe de fonctionnement de la réflectivité des rayons X (pour θ > θc) 

 

Figure 3 : Réflectogrammes de deuǆ filŵs d’oǆǇde de titaŶe déposés aveĐ différeŶtes puissaŶĐes :  

P = 100 W en rouge et P = 300 W en bleu 

La valeur de l’épaisseur peut être mesurée graphiquement à partir du réflectogramme en utilisant la 

forŵule liaŶt la variatioŶ de la Ŷorŵe du veĐteur d’oŶde (QͿ et l’épaisseur (eͿ : Δܳ = ଶ�� .  

Ces courbes peuvent être 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’oxǇde de titaŶe déposée. 

L’épaisseur des films déposés à différentes tensions a donc été déterminée par réflectivité des 

rayons X (Figure 4). L’augŵeŶtatioŶ de l’épaisseur de la ĐouĐhe est proportioŶŶelle à la teŶsioŶ pour 

un temps de dépôt constant (30 min). Les différeŶĐes d’épaisseur du TiO2 sur le silicium entraînent 

un changement de couleur visiďle à l’œil Ŷu: marron clair (environ 30 nm) pour les films les plus 

minces à bleu (environ 50 nm) pour les plus épais en passant par une couleur violette                

(environ 40 nm). 

 

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

 

La mesure de la rugosité a été réalisée par microscopie à force atomique (AFM). Ce microscope à 

soŶde loĐale perŵet d’oďteŶir la topographie de surfaĐe à l’échelle nanométrique. L’aŶalǇse des 

mouveŵeŶts d’uŶe poiŶte se déplaçaŶt sur la surfaĐe perŵet de déterŵiŶer la hauteur z pour 

chaque point. Un faisceau laser irradie l’extréŵité 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 à sa fréquence propre de 

résonance. LorsƋue la hauteur sur l’éĐhaŶtilloŶ ĐhaŶge, l’aŵplitude de la poiŶte diŵiŶue (si la 

hauteur de l’éĐhaŶtilloŶ augŵeŶte, siŶoŶ Đe sera l’iŶverseͿ du fait de l’iŶteraĐtioŶ entre la pointe et 

les atomes en surface, entraînant un changement de position du faisceau sur la photodiode. Une 

rétroaĐtioŶ perŵet de garder l’aŵplitude de la poiŶte ĐoŶstaŶte grâĐe au ŵouveŵeŶt d’uŶ sĐaŶŶer 

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

Lorsque le temps de dépôt augŵeŶte, l’épaisseur augŵeŶte aussi. AveĐ l’augŵeŶtatioŶ de 

l’épaisseur, la rugosité de la ĐouĐhe ŵiŶĐe d’oxǇde de titaŶe, ŵesurée par AFM, augŵeŶte 

légèrement (Tableau 1 et Figure 6). 

Tableau 1: Influence du temps de dépôt sur l’épaisseur et la rugosité 

Puissance 

Tension 

P = 300 W 

t = 30 min 

P = 300 W 

t = 60 min 

Epaisseur (nm) 55 ± 1 86 ± 1 

Rugosité Ra (nm) 1,0 ± 0,1 1,3 ± 0,1 

 

 

Figure 6 : Images AFM de deux dépôts de TiO2 pendant A : 30 min et B : 60 min 

 

Lors du dépôt, une diminution de la pression de travail (Ba) entraîne une augmentation de 

l’épaisseur (en gardant les autres paramètres constants) (Figure 7). Lorsque la pression de travail 

diminue, la quantité de gaz diminue à l’iŶtérieur de l’eŶĐeiŶte, ce qui entraîne 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 ŵoiŶs d’éŶergie ĐiŶétiƋue et se concentrent sur la surface 

eŶtraîŶaŶt uŶe augŵeŶtatioŶ de l’épaisseur. Cependant, lorsque la pression en gaz diminue, il y a 

aussi ŵoiŶs d’ioŶs Ar+ qui sont susceptibles de détacher des atomes de titane par collision sur la 

cible, compensant ainsi légèrement le premier effet décrit.  

AveĐ uŶe pressioŶ de travail de Ϭ,Ϭϭ ŵďar, l’épaisseur de la ĐouĐhe de TiO2 obtenue a été de 47 nm 

alors Ƌue lorsƋue la pressioŶ de travail augŵeŶte, l’épaisseur mesurée de la couche a diminué            

à 19 nm (Figure 7).  

 

Figure 7 : RéfleĐtograŵŵes de deuǆ filŵs d’oǆǇde de titaŶe déposés aveĐ différeŶtes pressioŶs de travail :  
Ba = 0,01 mbar (en rouge) et Ba = 0,04 mbar (en bleu) 

 

Contrôle de la composition chimique de la couche déposée 

L’augŵeŶtatioŶ de la proportioŶ d’oxǇgğŶe daŶs le ďâti augŵeŶte la teŶeur eŶ oxǇgğŶe de l’oxǇde 

de titane déposé, jusƋu’à uŶe ĐertaiŶe valeur. La composition chimique de la ĐouĐhe d’oxǇde de 

titane a été évaluée par spectrométrie photo-électronique X (XPS). Deux ratios de gaz ont été testés 

lors des dépôts d’oxǇde de titaŶe : Ar/O2 = 30/15 sccm1 et Ar/O2 = 60/10 sccm.  

La spectroscopie XPS perŵet d’aĐĐéder à la ĐoŵpositioŶ ĐhiŵiƋue d’un matériau sur une épaisseur 

d’eŶviroŶ 10 nm. L’échantillon à analyser, placé dans une chambre sous vide, est irradié par des 

photoŶs X proveŶaŶt d’uŶe sourĐe ŵoŶoĐhroŵatiƋue, par exeŵple par uŶe aŶode d’aluŵiŶiuŵ doŶt 
                                                           
1 sccm : Standard cubic centimeter per minute. Il s’agit d’uŶe uŶité perŵettaŶt de quantifier un débit 
volumique de gaz.  

e
1
 = 47 nm 

e
2
 = 19 nm 
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l’énergie du rayonnement Kα est de 1486,6 eV. La dissipation des photons X dans la matière 

provoƋue l’éjeĐtioŶ d’éleĐtroŶs par effet photoélectrique. Un analyseur hémisphérique permet de 

séparer les photoélectrons émis en fonction de leur énergie cinétique. En utilisant la relation 

décrivaŶt l’effet photoéleĐtriƋue, ℎ� = ���� + �� (où h est la constante de Planck, ν la fréquence du 

rayonnement X, ���� l’éŶergie cinétique d’uŶ électron et ��  l’éŶergie de liaisoŶ d’uŶ électron), il est 

possiďle de déterŵiŶer l’éŶergie de liaison de chaque électron, qui est caractéristique de son orbitale 

(moléculaire ou de valence). AiŶsi, uŶ speĐtre de photoéleĐtroŶs résulte de l’eŶregistreŵeŶt de 

l’iŶteŶsité d’uŶ ĐouraŶt éleĐtriƋue (eŶ Đoups par seĐoŶdeͿ eŶ foŶĐtioŶ des éŶergies de liaison. La 

plage d’éŶergie de liaisoŶ ďalaǇée peut aller de Ϭ eV à des valeurs proĐhes de hν, ce qui constitue le 

spectre général (ou Survey en anglais). Il est aussi possible de se limiter à des énergies de quelques 

dizaines d’eV pour améliorer la qualité du signal, par exemple de 282 à 300 eV pour le carbone 1s 

(électrons ayant une énergie correspoŶdaŶt à l’orďitale ϭs du ĐarďoŶeͿ ou 450 à 470 eV pour le   

titane 2p (éleĐtroŶs aǇaŶt uŶe éŶergie ĐorrespoŶdaŶt à l’orďitale 2p du titaŶeͿ. 

Sur les spectres centrés sur les énergies de liaison du Ti 2p, deux pics à 459,5 eV et 465,2 eV, 

caractéristiques d’uŶ titaŶe IV associé à du TiO2 sont visibles [3]. Malgré le changement des 

proportions d’oxǇgğŶe et d’argoŶ, les deux dépôts sont composés en surface d’uŶe ĐouĐhe de TiO2  

(Figure 8). Dans la suite des travaux, un ratio de gaz Ar/O2 = 30/15 sccm a donc été choisi pour 

s’assurer d’uŶ taux d’oxǇgğŶe assez élevé. 

 

Figure 8 : Spectres centrés sur Ti 2p pour deux dépôts, effectués avec des ratios de gaz différents  

(P = 300 W, Ba = 0,02 mbar et t = 30 min) 

Contrôle de la phase cristallographique 

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

la couche de TiO2 déposée. A teŵpérature aŵďiaŶte, uŶe phase aŵorphe d’oxǇde de titaŶe est 
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obtenue alors que lorsque la température du substrat est maintenue à 400°C pendant le dépôt, une 

phase anatase (une des phases cristallisée de TiO2) est obtenue. Ce résultat a été vérifié par 

spectroscopie Raman aveĐ l’apparitioŶ d’uŶ piĐ iŶteŶse à ϭϰ8 Đŵ-1 caractéristique du mode de 

vibration symétrique O-Ti-O de la phase anatase du TiO2 [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’ideŶtifier localement la ou les structures chimiques d’uŶ éĐhaŶtilloŶ. L’épaisseur 

de la couche de TiO2 étant faible, le pic intense à 520 cm-1 et la bande large vers 900 - 1000 cm-1 

proviennent du substrat de silicium (Figure 9). 

 

Figure 9 : Spectres Raman de deux couches de titane déposées à température ambiante (en noir) et à 400 °C (en rouge) 

 

Choix des paramètres de dépôt 

Les paramètres retenus pour obtenir un film de TiO2, de rugosité inférieure au nanomètre et 

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

Tableau 2 : Paramètres choisis pour les dépôts de TiO2 
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II. Elaboration de surfaces modèles structurées de TiO2 
 

Afin de préparer des surfaces dont la rugosité et la topographie de surface peuvent être contrôlées à 

partir des conditions expérimentales, des substrats de silicium orientés (100) ont été attaqués par 

une solution basique d’hǇdroxǇde de potassiuŵ (KOH). Ce traitement basiƋue perŵet d’attaƋuer 

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). 

 

Figure 10 : Images MEB obtenues après attaque basique de substrats de silicium orientés (100) 

 

1. Attaque basique de silicium (100) 

 

a. Théorie 

Le ŵéĐaŶisŵe d’attaƋue ĐhiŵiƋue du siliĐiuŵ par une solution basique a fait l’oďjet de nombreuses 

études [7-10], ŵais la forŵatioŶ des pǇraŵides Ŷ’est toujours pas totaleŵeŶt expliƋuée. 

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

préseŶĐe ou ŶoŶ d’agitatioŶ, et aveĐ Đhauffage. 

Palik et al. [7] ont étudié la réaction du KOH sur le silicium orienté (100) par spectroscopie Raman in 

situ. Ils oŶt ŵoŶtré Ƌu’uŶ des principaux réactifs lors de la réaction est l’ioŶ SiO2(OH)2- qui a tendance 

à polymériser dans la solution. A partir de ce résultat et de leurs observations, Seidel et al. [8] ont 

proposé uŶ ŵéĐaŶisŵe d’oxǇdo-réduĐtioŶ pour l’attaƋue ĐhiŵiƋue du siliĐiuŵ. 

Avec les deux liaisons laissées libres à la surface du silicium orienté (100), deux ions HO- de la solution 

peuvent se lier au silicium. Cette réaction libère deux électrons dans la bande de conduction du 

silicium (Equation 1). Ces électrons restent localisés à proximité de la surface et la probabilité de 

recombinaison est faible. 
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La force de liaison Si-Si est réduite à Đause de la forte éleĐtroŶégativité des atoŵes d’oxǇgğŶe. Ces 

atoŵes de surfaĐe peuveŶt alors partiĐiper à la forŵatioŶ d’uŶ Đoŵplexe à ďase de silicium, qui est 

soluble (Equation 2). Cette rupture de liaisons Si-Si eŶ surfaĐe est aussi favorisée par l’exĐitatioŶ 

thermique.  

 

Afin de se détacher totalement de la surface, deux ions HO- se lient sur le silicium (Equation 3). Ces 

nouvelles liaisons sont favorisées grâce au pH très élevé de la solution (généralement supérieur à 

ϭ2Ϳ. L’oxǇde de siliĐiuŵ se détache de la surface sous la forme Si(OH)4.  

 

Le composé Si(OH)4 quitte la surface du silicium par diffusion. A cause du pH élevé de la solution, 

Đette espğĐe Ŷeutre Ŷ’est pas staďle daŶs l’éleĐtrolǇte et forŵe le complexe stable SiO2(OH)2- 

(Equation 4), observé en spectroscopie Raman in situ par Palik [7]. 

 

Les quatre électrons libérés dans la bande de conduction au cours de la réaction peuvent ensuite se 

reĐoŵďiŶer aveĐ des ŵoléĐules d’eau loĐalisées à proximité de la surface pour former des ions 

hydroxyde et du dihydrogène, (Equation 5) ce qui explique la présence de bulles observées lors de 

l’expérieŶĐe.  

 

La forĐe priŶĐipale dirigeaŶt la réaĐtioŶ est la différeŶĐe d’éŶergie eŶtre les liaisoŶs Si-O                 

(plus forte : 398 kJ/mol) et Si-Si (plus faible : 222 kJ/mol).  

(Equation 1) 

(Equation 2) 

(Equation 3) 

(Equation 4) 

(Equation 5) 
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Ce ŵéĐaŶisŵe perŵet d’expliƋuer eŶ partie le ĐaraĐtğre aŶisotropiƋue de la réaĐtioŶ. EŶ effet, 

toutes les faces d’uŶ Đristal de silicium ne présentent pas le même nombre de liaisons libres en 

surface, sur lesquelles peuvent se lier les ions hydroxyde. Par exemple, les faces (100) et (110) 

préseŶteŶt deux liaisoŶs liďres alors Ƌue la faĐe (ϭϭϭͿ Ŷ’eŶ préseŶte Ƌu’uŶe seule, ĐeĐi perŵet 

d’expliƋuer la faiďle vitesse d’attaque sur cette dernière face lors de la formation des pyramides dont 

les faces sont formées par des plans (111) [8]. Cependant, pour des temps d’iŵŵersioŶ plus longs 

(quelques heures), une attaque des arrêtes a pu être observée [11]. 

L’isopropanol, utilisé dans la solution, ne perturbe pas le mécanisme de réaction puisque celui-ci ne 

reŶtre pas daŶs l’éƋuatioŶ de la réaĐtioŶ. CepeŶdaŶt, seloŶ sa ĐoŶĐeŶtratioŶ, 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’isopropaŶol, 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 dihydrogène libérées lors de la réaction peuvent elle aussi former de micro-masques. Il 

a aiŶsi été ŵoŶtré Ƌue l’utilisatioŶ d’uŶ ďaiŶ à ultrasoŶs ne permettait pas la formation de pyramides 

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

 

b. Choix du protocole 

Des wafers de siliĐiuŵ (ϭϬϬͿ oŶt été utilisés Đoŵŵe suďstrats pour l’attaƋue Đhimique. Ces derniers 

ont été préalablement lavés avec un bain à ultrasons pendant 10 min dans une solution d’éthaŶol à 

température ambiante. Pour éliminer la couche native d’oxǇde se déposant naturellement sur les 

surfaces de silicium, les substrats ont été iŵŵergés daŶs uŶe solutioŶ d’aĐide fluorhydrique (HF) 1% 

pendant 2 min. Ils ont ensuite été riŶĐés aveĐ de l’eau distillée et séĐhés à l’air Đoŵpriŵé. 

Un montage à reflux a été utilisé afin de conserver les mêmes quantités de réactifs tout au long de la 

réaction. La température a été régulée par uŶ ďaiŶ ŵarie ŵuŶie d’uŶe agitatioŶ ŵagŶétiƋue afiŶ de 

ĐoŶtrôler et hoŵogéŶéiser la teŵpérature à l’iŶtérieur du triĐol (Figure 11). Chaque substrat a été 

immergé, un par un, à l’iŶtérieur du ďalloŶ à l’aide d’uŶe piŶĐe auto-serrante. La solution était 

Đoŵposée d’uŶe solutioŶ aƋueuse d’hǇdroxǇde de potassium (KOH) et d’isopropanol. Pour chaque 

expérience, la ĐoŶĐeŶtratioŶ d’isopropaŶol a été fixée à 5% w/v et le volume d’eau à ϭ5Ϭ ŵl. UŶe fois 

la réaĐtioŶ terŵiŶée, uŶe treŵpe a été réalisée daŶs de l’eau distillée pour stopper la réaĐtioŶ. Le 

suďstrat a eŶsuite été séĐhé à l’air Đoŵpriŵé. 
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Figure 11 : Photo du montage expérimental avec un zoom sur le col non étanche 

DifféreŶtes ĐoŶditioŶs expériŵeŶtales oŶt été testées afiŶ de ĐoŵpreŶdre l’iŶflueŶĐe relative des 

paramètres : concentration en KOH (variant de 5% w/v à 20% w/v) et des teŵps d’attaƋue (ϭ5 ŵiŶ    

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

BieŶ Ƌu’un montage à reflux ait été utilisé lors de l’expérieŶĐe pour garder les mêmes proportions de 

réactifs dans le ballon, il est très probable Ƌu’il Ǉ ait eu des pertes d’isopropanol lors de l’iŶtroduĐtioŶ 

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 teŵpérature d’éďullitioŶ de l’isopropaŶol est 

proche de la température de travail. Afin de garder la même concentration dans la solution de KOH, 

la solution a été renouvelée régulièrement. 

Pour les concentrations de 10% w/v à 20% ǁ/v, l’étude des surfaĐes par MEB a montré que 

l’utilisatioŶ de la ŵġŵe solutioŶ ne garantissait plus la reproductibilité des échantillons. Par 

conséquent, pour des concentrations élevées, la solution a donc été changée après chaque 

échantillon. 

 

2. Etude des surfaces 

a. Techniques d’analyses 

La microscopie à force atomique (AFM), la microscopie électronique à 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 à force atomique perŵet d’oďteŶir des iŵages de quelques centaines de nm²               

à 1000 µm² sur des échantillons présentant des variations de hauteur inférieures à la dizaine de 

micromètres verticalement. Dans notre cas, seules les surfaces ayant de très petites pyramides ont 

pu être imagées à cause des limites de déplacement vertical du scanner piézoélectrique (quelques 

micromètres). 

La profiloŵétrie optiƋue paraissait uŶe ŵéthode proŵetteuse pour l’oďservatioŶ de ŵotifs de tailles 

micrométriques en surface. En effet, cette méthode basée sur uŶ phéŶoŵğŶe d’iŶterféreŶĐe, permet 

pour chaque point (x, y) de la surface de déterminer la valeur de la hauteur z. Pour cela, un faisceau 

luŵiŶeux est divisé eŶ deux, uŶe partie est eŶvoǇée sur l’éĐhaŶtilloŶ et l’autre vers un miroir de 

référeŶĐe. LorsƋue l’éĐhaŶtilloŶ est situé à la distaŶĐe focale, la recombinaison des faisceaux donne 

uŶe figure d’iŶterféreŶĐe perŵettaŶt de déterŵiŶer la hauteur du point. Un balayage vertical est 

effectué pour trouver la meilleure recombinaison des faisceaux. Cependant, la géométrie particulière 

des pyramides avec des faces lisses faisant un angle de 54,7° avec la base Ŷ’a pas perŵis de renvoyer 

correctement le faisceau de lumière sur le récepteur et ainsi d’oďteŶir uŶe iŵage de la surfaĐe. 

L’iŵage en 3D obtenue ne laissait apparaître que les bases carrées des pyramides et les espaces 

entre les pyramides (Figure 12). 

 

Figure 12 : Image obtenue par profilométrie optique d’uŶe surfaĐe aveĐ des pyramides 

 
La microscopie électronique à balayage (MEB) perŵet d’oďteŶir des iŵages de la surfaĐe aveĐ des 

grossissements compris entre X 10 à X 50000 (et plus pour les meilleurs appareils). Les images ont 

généralement une bonne résolution, de plusieurs nanomètres, et une grande profondeur de champ. 

L’eŶĐeiŶte, dans laquelle sont réalisées les observations, est daŶs uŶ vide ordiŶaire (de l’ordre de     

10-6 - 10-7 mbar). Le MEB utilisé est un modèle JSM-6510 de marque JEOL. UŶ faisĐeau d’éleĐtroŶs, 

émis par un filament de tungstène, est envoyé sur la surface, il est focalisé en un spot très fin 

(maximum 200 Å) grâce à des lentilles et des diaphragmes. Ce faisceau est ensuite déplacé point par 

poiŶt et ligŶe par ligŶe sur l’éĐhaŶtilloŶ grâĐe à des ďoďiŶes électromagnétiques. Pour éviter que des 
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éleĐtroŶs parasites s’aĐĐuŵuleŶt sur la surfaĐe, les éĐhaŶtillons doivent être conducteurs où ces 

éleĐtroŶs puisseŶt s’éĐouler vers la ŵasse sur le porte-éĐhaŶtilloŶ. EŶ ĐhaƋue poiŶt, l’iŶteraĐtioŶ 

entre les électrons et la surfaĐe de l’éĐhaŶtilloŶ géŶğre des éleĐtroŶs de ďasses éŶergies (éleĐtroŶs 

secondaires) qui sont ensuite accélérés vers un détecteur, chargé positivement, qui amplifie le signal 

(Figure 13Ϳ. L’iŶteŶsité du sigŶal éleĐtriƋue eŶ ĐhaƋue poiŶt perŵet d’oďteŶir uŶe Đartographie de la 

zone balayée.  

 

 

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

 

Pour nos analyses, la microscopie électronique à balayage est donc apparue comme la technique 

d’oďservatioŶ perŵettaŶt d’oďteŶir uŶe iŵage de la surfaĐe. Cependant, les images obtenues sont 

en deux dimensions et ne permettent pas de déterminer les paramètres topographiques tels que la 

rugosité moyenne de surface. 

L’hoŵogéŶéité de ĐhaƋue échantillon a toutefois été vérifiée par MEB aprğs l’élaďoratioŶ des 

surfaces. En effet, l’attaƋue ĐhiŵiƋue est réalisée de ŵaŶiğre anisotrope et aléatoire sur la surface, 

ŵais les différeŶtes iŵages d’uŶ même échantillon (à différeŶts eŶdroits de l’éĐhaŶtilloŶͿ montrent 

que le nombre et la taille des pyramides restent similaires (Figure 14). 
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Figure 14 : Etude de l'homogénéité de la surface. Images MEB obtenues en plusieurs points de la surface. Les barres 

d’éĐhelle représeŶteŶt ϭ0 µŵ. 

 

La géométrie particulière des pyramides permet de calculer la hauteur des pyramides à partir des 

dimensions de la base (Figure 15). En effet, les faces des pyramides sont formées par les plans (111) 

et le plaŶ de ďase par le plaŶ (ϭϬϬͿ. L’aŶgle eŶtre uŶe des faĐes de la pǇraŵide avec la base est          

de 54,7° [15]. Ces mesures sont facilitées lorsque les pyramides sont isolées, néanmoins il est 

possiďle d’effeĐtuer Đes ŵesures même lorsque les pyramides sont jointes, par la même méthode. 

 

Figure 15 : Géométrie d'une pyramide isolée 

 

54,7° d 

H ܪ = ݀ʹ  × tan ͷͶ,7 ° 
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Pour oďteŶir les paraŵğtres topographiƋues des surfaĐes, il est possiďle d’oďteŶir uŶe iŵage eŶ ϯD à 

partir de la reconstruction stéréoscopique de deux images en 2D. Pour cela, deux iŵages MEB d’uŶe 

même zone sont nécessaires, l’uŶe aveĐ uŶe rotation de -α et l’autre aveĐ uŶ aŶgle de α (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 ĐoordoŶŶées d’iŶdiĐe ϭ ĐorrespoŶdeŶt aux ĐoordoŶŶées d’uŶ poiŶt de l’iŵage tiltée d’un angle -α 

et Đeux d’iŶdiĐe 2, aux ĐoordoŶŶées d’uŶ poiŶt de l’iŵage tiltée d’uŶ aŶgle α. Les coordonnées          

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

Lors d’uŶe rotatioŶ de l’éĐhaŶtilloŶ seloŶ l’axe Ǉ, pour un point donné, les valeurs de y avant et après 

la rotation restent les mêmes, soit y = y1 = y2. Il reste donc à déterminer les valeurs de x et z de la 

reconstruction stéréoscopique. Ils peuvent être déterminés à partir des coordonnées x1 et x2
 

(déterminés à partir des images en 2D), d’uŶ poiŶt ideŶtiƋue sur ĐhaĐuŶe des iŵages tiltées. 

�ଵ = � cos� − � sin � �ଶ = � cos� + � sin� 

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

� = �ଵ + �ଶʹ cos�   ݁�  � = �ଵ − �ଶʹ sin�  

 

Il est ainsi possible de déterminer, pour chaque point de l’iŵage, les coordonnées (x, y, z) et de 

reconstruire une image en trois dimensions. A partir de cette reconstruction, des paramètres 

topographiques tels que la rugosité et la distribution des hauteurs peuvent alors être déterminés 

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

 

b. Contrôle de la topographie : influence des paramètres 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’optiŵiser les paramètres expérimentaux, des concentrations en KOH allant de 5% w/v à      

20% w/v ont été utilisées. De manière qualitative, les images MEB montrent une augmentation de la 

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

 

Figure 18 : Images MEB. Surfaces de silicium structurées par attaque basique avec différentes concentrations de KOH 

pour uŶe ŵġŵe durée d’attaƋue (30 min), A : 5% w/v KOH, B : 10% w/v KOH et C : 15% w/v KOH 

Les barres d’éĐhelle représeŶtent 10 µm. 

En augmentant la concentration de KOH, la proportion d’isopropaŶol diŵiŶue daŶs la solutioŶ Đe Ƌui 

entraîne une diminution du nombre de micro-masques en surface, à l’origiŶe de la forŵatioŶ de 

pǇraŵides. De plus, l’augŵeŶtatioŶ d’ioŶs HO- permet une attaque du silicium plus rapide et de 

manière plus importante, entraînant la formation de pyramides de plus grandes dimensions. 

 

A B C 
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Influence de la durée de la réaction 

En fonction de la durée de l’attaƋue ĐhiŵiƋue, 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 l’évolutioŶ de la topographie de surface pour deux temps de réaction.  

 

Figure 19 : Images MEB. Surfaces de silicium structurées par attaque basique peŶdaŶt des durées d’attaƋue différeŶtes : 

A : 15 min et B : 30 min (5% w/v KOH). Les barres d’éĐhelle représeŶtent 10 µm.   

L’évolutioŶ de la taille des pǇraŵides eŶ foŶĐtioŶ du teŵps d’attaƋue ďasiƋue peut s’expliƋuer à 

l’aide des sĐhéŵas de la Figure 20. En effet, si l’éĐhaŶtilloŶ reste plus longtemps dans la solution, 

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

 

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

augmentation du teŵps d’attaƋue de A vers D. Les barres d’échelle représentent 10 µm. 

 

c. Conditions de réalisation des échantillons 

Lors de l’élaďoratioŶ des éĐhaŶtilloŶs, la solutioŶ alĐaliŶe a été ĐhaŶgée réguliğreŵeŶt (tous les deux 

échantillons pour les solutions à 5% KOH ou pour chaque échantillon pour les solutions les plus 

concentrées) de ŵaŶiğre à s’affraŶĐhir d’éveŶtuels proďlğŵes de ŶoŶ-reproductibilité. Les conditions 

résumées dans le Tableau 3 ont été choisies pour réaliser des surfaces homogènes avec des 

pyramides ayant quatre tailles différentes.   

A B C D 

Si Si Si 

A B 
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La reconstruction 3D à partir de deux images MEB en 2D a perŵis d’oďteŶir les rugosités assoĐiées 

aux surfaces structurées de silicium (Figure 21). 

 

Figure 21 : Reconstructions 3D de surfaces de silicium structurées (Les unités des axes sont en µm).  

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 à partir des reconstructions 3D. 

Tableau 3 : Conditions de réalisation des échantillons et paramètres topographiques 

 Concentration 

en KOH 

Temps de 

réaction 
Température 

Taille des 

pyramides 

Rugosité  

Ra 

Taille 1 5% w/v 15 min 80°C 3,6 ± 1,2 µm 0,6 µm 

Taille 2 5% w/v 30 min 80°C 6,8 ± 1,7 µm 1,1 µm 

Taille 3 10% w/v 30 min 80°C 12,4 ± 3,4 µm 1,8 µm 

Taille 4 15% w/v 30 min 80°C 20,8 ± 6,7 µm 4,3 µm 

Les valeurs des rugosités pour Đes Ƌuatre tǇpes d’éĐhaŶtilloŶs sont proches des valeurs de rugosité 

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

Le siliĐiuŵ Ŷ’est pas Đonsidéré comme un biomatériau. Pour les analyses de microbiologie, un film 

mince d’oxǇde de titane a donc été déposé sur les surfaces structurées dans les conditions décrites 

précédemment (cf. Partie I.2).  

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

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

Le dépôt d’oxǇde de titaŶe Ŷ’étaŶt Ƌue de ƋuelƋues dizaines de nanomètres d’épaisseur, la ĐouĐhe 

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

 

III. Modification de la topographie/rugosité de surfaces 

d’alliage de titane 

L’iŶtérieur des Đhaŵďres iŵplaŶtaďles ĐoŵŵerĐiales est géŶéraleŵeŶt Đoŵposé d’alliage de titaŶe 

grade 2 ou grade 5. 

Afin de comparer les propriétés anti-adhérentes des échantillons élaborés et ceux utilisés dans les 

chambres implantables. Des éĐhaŶtilloŶs d’alliage de titaŶe grade 2 et grade 5 sous forŵe de disƋues 

de diamètre 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 façon différente l’état de surfaĐe des éĐhaŶtilloŶs.  

 

1. Polissage mécanique 

a. Description de la technique et préparation des échantillons 

Le polissage ĐoŶsiste à reŶdre uŶe surfaĐe plus lisse par l’utilisatioŶ de disƋues aďrasifs. Pour Đela, les 

disques abrasifs (souvent composé de SiC) sont mis en rotation à 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 

l’utilisateur exerĐe uŶe forĐe sur l’éĐhantillon. 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 influençant les propriétés topographiques. Le 

polissage s’effeĐtue eŶ ĐoŵŵeŶçaŶt par les papiers les plus aďrasifs aǇaŶt de gros graiŶs (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 à 

quatre échantillons ont été mis dans une même résine, pour appliquer les mêmes conditions 

expérimentales.  

 

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

 

Le polissage mécanique des surfaces a été utilisé dans deux cas :  

o pour rendre la surface suffisamment homogène (pour éliminer des stries de découpe très 

marquées) en limitant les rayures pour que les traitements ultérieurs puissent être 

reproductibles, 

o pour rendre la surface lisse avec une rugosité Ra inférieure à une centaine de nanomètres.  

Dans le premier cas, les éĐhaŶtilloŶs d’alliage de titaŶe eŶroďés oŶt été polis sur uŶ appareil à 

polissage manuel. Plusieurs papiers abrasifs ont été successivement utilisés : SiC 180, SiC 320 et       

SiC 800. Le numéro correspond à 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 homogène. 

DaŶs le seĐoŶd Đas, l’oďjeĐtif a été de ŵettre au poiŶt uŶ protoĐole perŵettaŶt d’oďteŶir de ŵaŶiğre 

répétable une rugosité inférieure à une centaine de nanomètres. Pour cela, un appareil de polissage 

automatique (Struers) a été utilisé afin de maîtriser la force, le nombre de tours par minute et le 

temps. 

 Les paramètres 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 manière automatique 

Papier SiC Force (N) 
Vitesse de rotation 

(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 profiloŵétrie optiƋue. L’AFM Ŷe permet 

d’oďserver Ƌue des surfaĐes de taille réduite (< 40 x 40 µm²). Elle a permis d’oďserver avec une plus 

grande résolution la surface en cas de faible rugosité (hauteurs limitées à quelques micromètres). La 

profilométrie optique a été privilégiée pour les surfaces plus rugueuses, pour observer des zones plus 

graŶdes (de l’ordre de 0,23 x 0,17 mm²) et en déduire la rugosité moyenne de surface.  

Le polissage ŵaŶuel d’uŶ éĐhaŶtilloŶ d’alliage de titaŶe grade 5 perŵet d’aplaŶir la surfaĐe        

(Figure 23). Les rayures présentes sur la surface sont de relativement faible profondeur (inférieure     

à 2 µm) par comparaison avec les différeŶĐes de hauteur sur l’éĐhaŶtilloŶ ďrut (eŶviroŶ 25 µŵͿ. 

Après un polissage manuel, la rugosité Ra était d’eŶviroŶ Ϭ,ϯ µŵ pour l’alliage de titaŶe grade 5 et   

de 0,2 µm pour les alliages de grade 2.  
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Figure 23 : Images obtenues par profilométrie optique d'une surface de Ti grade 5 :  

A : Sans modification de surface (brut) (Ra = 7 ± 0,5 µm), B : Surface polie manuellement (Ra = 0,3 ± 0,1 µm) et 

 C : Profils de hauteurs des segments des images A et B 

 

Après le polissage automatique, une observation AFM a été réalisée du fait de la faible rugosité de 

surface des échantillons. Trois images (10 x 10 µm²) d’uŶe ŵġŵe surfaĐe oŶt été prises afin de 

mesurer la valeur moyenne de la rugosité sur la surface. Les surfaĐes d’alliages de titaŶe grade 2 et 

grade 5 présentent bien une rugosité inférieure à 100 nm (Figure 24). 

 

Figure 24 : Images AFM (10 x 10 µm²) 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 

Ti Grade 2  
Ra = 22,1 ± 6,2 nm 

A B 

Ti Grade 5 

Ti Grade 2 C 

Ti Grade 5 
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Ti Grade 5 poli 
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2. Sablage 

Le sablage a été réalisé à l’IUT Génie Mécanique & Productique du Mans sur un appareil « maison » 

développé par uŶ groupe d’étudiaŶts. 

 

a. Description de la technique et préparation des échantillons 

La ŵéthode de saďlage perŵet de ŵodifier la topographie d’uŶe surface en envoyant à haute 

pression un matériau abrasif. Ce matériau, sous forme de poudre, peut avoir différentes 

compositions et tailles. Ainsi, plusieurs paramètres tels que la pression à laquelle le matériau est 

eŶvoǇé, la distaŶĐe eŶtre le pistolet de saďlage et l’éĐhaŶtilloŶ, le teŵps de saďlage et la Đomposition 

du matériau abrasif modifient les propriétés topographiques de surface. 

Le sablage a été réalisé sur les éĐhaŶtilloŶs d’alliage de titaŶe et grade 5 préalablement polis, de 

manière à éliminer la topographie iŶitiale (les éĐhaŶtilloŶs d’alliage de titaŶe grade 2 ne présentait 

pas une topographie marquée). La pression de l’appareil étant fixe, seule la durée de sablage a été 

optimisée de manière à obtenir des états de surface reproductibles. Les mesures de rugosité ont été 

effectuées avec un rugosimètre mécanique (Mitutoyo, modèle SJ-410). A partir d’uŶe ĐertaiŶe durée 

de sablage, la rugosité de l’éĐhaŶtilloŶ Ŷ’évolue plus (Figure 25). Le temps de sablage par échantillon 

a donc été fixé à 1 min par échantillon de manière à se situer sur ce plateau de rugosité maximum. 

Pour obtenir des valeurs de rugosité différentes pour un même 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. 

 

Figure 25 : Evolution de la rugosité en fonction du temps de sablage (Ti grade 5 - Garnet) 
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b. Analyse des échantillons 

Les surfaĐes d’alliage ŵodifiées par saďlage oŶt été oďservées en microscopie électronique à 

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

surface (Figure 27).  

 

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

 

L’alliage de titaŶe grade 5 a uŶe dureté plus iŵportaŶte Đoŵparé à l’alliage de titane grade 2 

(respectivement 300 VHN contre 200 VHN, dureté VickersͿ. D’aprğs les valeurs de rugosité oďteŶues, 

pour un même matériau abrasif, la rugosité est légèrement 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 µm et ceux avec une rugosité plus importante de 

3,2 ± 0,3 µm. Ces rugosités mesurées soŶt de l’ordre de graŶdeur de Đelles oďteŶues 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, B et C 

 

Les variations de hauteur de la surface polie et de la surface sablée par les billes de silice sont 

similaires (inférieure à 3 µm), 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 manière aléatoire sur la surface. La surface de 

titane sablée avec du garnet montre des différences de hauteur plus importantes (environ 10 µm) 

(Figure 27). La largeur des trous eŶ surfaĐe est de l’ordre de 3 à 5 µm 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 

l’ordre de ϭϬ µŵ. 

Sur une épaisseur moyenne de 1 µm, l’aŶalǇse dispersive d’éŶergie (EDXͿ Đouplée au MEB perŵet de 

procéder à 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’éŶergie des photoŶs est ĐaraĐtéristiƋue d’uŶ Ŷiveau d’éŶergie 
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d’uŶ éléŵeŶt chimique, il est ainsi possible de déterminer les éléments chimiques présents dans le 

volume sondé. 

UŶe aŶalǇse EDX des éĐhaŶtilloŶs d’alliage de titaŶe grade 5 a été réalisée aprğs saďlage par la siliĐe 

et le garŶet afiŶ d’étudier uŶ poteŶtiel ĐhaŶgeŵeŶt de composition chimique. La proportion 

d’oxǇgğŶe préseŶte est relativeŵeŶt faiďle sur la surfaĐe ďrute de titaŶe grade 5 (eŶviroŶ ϰ%Ϳ, elle 

augmente lorsque le sablage est réalisé avec de la silice (21%) et avec le garnet (42%). Dans le même 

temps, la proportioŶ de titaŶe diŵiŶue lorsƋue Đelle d’oxǇgğŶe augŵeŶte. AiŶsi, ƋuaŶd l’éĐhaŶtilloŶ 

est attaƋué par saďlage, alors uŶe ĐouĐhe d’oxǇde de titane de plus en plus épaisse se forme en 

surfaĐe. Cette ĐouĐhe d’oxǇde est d’autaŶt plus iŵportaŶte Ƌue le saďlage est abrasif (proportion 

d’oxǇgğŶe plus iŵportaŶte aprğs uŶ saďlage par garŶet Ƌue par siliĐeͿ. La proportioŶ d’aluŵiŶiuŵ, 

proveŶaŶt de l’alliage, diŵiŶue de ŵoitié aprğs saďlage par du garŶet alors Ƌue la proportioŶ de 

vanadium reste constante.  

 

3. Electroérosion 

Les ŵodifiĐatioŶs de topographie par éleĐtroérosioŶ oŶt été réalisées à l’éĐole des Arts et Métiers 

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

 

a. Principe de la méthode 

L’éleĐtroérosioŶ est uŶ proĐédé d’usiŶage Ƌui perŵet d’eŶlever de la matière d’uŶ éĐhaŶtilloŶ, le 

plus souvent conducteur, par des décharges électriques.  

Pour la réalisation des échantillons, une électrode, un bain contenant un liquide diélectrique et la 

pièce à usiner sont nécessaires. UŶe teŶsioŶ est iŵposée eŶtre l’éleĐtrode et la pièce conductrice à 

usiner ; lorsque cette tension devient supérieure à la tension de claquage, le diélectrique va laisser 

passer le courant, en certains points. Ce courant est transformé en chaleur et le matériau à usiner 

s’éĐhauffe forteŵeŶt eŶ Đes poiŶts. L’apport de ĐouraŶt est eŶsuite arrġté et, eŶ Đes poiŶts, le ŵétal 

eŶ fusioŶ s’évapore, laissaŶt uŶ petit Đratğre de quelques µm² (Figure 28). Ce procédé permet 

d’oďteŶir de ŵaŶiğre préĐise et répétable un état de surface et permet d’éviter toute aĐtioŶ 

mécanique. La ŵodifiĐatioŶ de la teŶsioŶ et du teŵps d’usiŶage perŵet de ŵodifier la rugosité de 

surface obtenue.  
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Pour obtenir une topographie déterminée, il est possiďle d’usiŶer l’éleĐtrode de ŵaŶiğre à Đe Ƌu’elle 

reproduise petit à petit sa forme, en négatif, sur le matériau à usiner. Ce procédé nécessite 

ŶéaŶŵoiŶs d’usiŶer préalaďleŵeŶt l’éleĐtrode, eŶ utilisaŶt des ŵatériaux plus faĐileŵeŶt usiŶaďle. 

L’usiŶage des piğĐes par Đe proĐédé est cependant relativement lent, avec une consommation 

électrique élevée.  

 

 

Figure 28 : Principe de fonctionnement de l'électroérosion 

 
 

b. Analyse des échantillons 

La microscopie électronique à balayage a été utilisée pour oďteŶir des iŵages des surfaĐes. L’aŶalǇse 

topographiƋue des éĐhaŶtilloŶs a été réalisée par profiloŵétrie optiƋue afiŶ d’oďteŶir ĐertaiŶes 

caractéristiques dimensionnelles des surfaces modifiées.  

Les éĐhaŶtilloŶs d’alliage de titane grade 5 ont été classés en cinq groupes en fonction de leur 

rugosité. Les images MEB des différents types d’éĐhaŶtilloŶs oďteŶus par EDM sont présentées en 

Figure 29. Les échantillons ont été obtenus à partir d’éĐhaŶtillons 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 à partir des valeurs obtenues venant de quatre profils de 

hauteurs sur un échantillon de chaque groupe (moyenne de 5 à 12 valeurs). La Figure 30 présente un 

profil de hauteurs pour ĐhaƋue groupe d’éĐhaŶtilloŶs. 
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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 ďarres d’éĐhelle représeŶteŶt ϭ0 µŵ. 

  

Figure 30 : Profils de hauteurs pour uŶe seĐtioŶ d’uŶ des échantillons de chaque groupe  

 
 

Tableau 5 : Paramètres topographiques pour chaque groupe d'échantillons 

Groupe Rugosité (µm) 

Profondeur 

moyenne des 

trous (µm) 

Largeur maximale 

moyenne des trous 

(µm) 

Surface brute 0,54 ± 0,05 - - 

Taille 1 1,3 ± 0,1 4,2 ± 1,2 30,9 ± 12,1 

Taille 2 2,2 ± 0,2  10,7 ± 2,1 96 ± 12 

Taille 3 3,6 ± 0,3 18,9 ± 2,7 96,7 ± 22 

Taille 4 5,1 ± 0,4 25,7 ± 1,7 79 ± 6,5 

Taille 1 

Taille 2 

Taille 3 

Taille 4 

A B C 

D E 
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La mesure des hauteurs et largeurs moyennes des trous présents sur les surfaces électro-érodées a 

été déterminée à partir des images de profilométrie optique. Plus la rugosité augmente et plus la 

profondeur des trous augmente, de 4 µm pour la taille 1 jusƋu’à 26 µm pour la taille 4 (Tableau 5      

et Figure 30). La largeur maximale des trous est relativement faible (environ 31 µm) pour les 

éĐhaŶtilloŶs de plus faiďle rugosité alors Ƌu’elle atteiŶt uŶe valeur plus élevée (presque 100 µm) dès 

que la rugosité augmente.  

 
 

IV. Fonctionnalisation de surfaces de titane 

La fonctionnalisation de surface a permis de modifier le caractère hydrophile/hydrophobe des 

surfaces. Un greffage moléculaire a été réalisé sur des surfaĐes d’oxyde de titane par des fonctions 

biphosphonates. Deux types de molécules ont été utilisées : l’uŶ ayant une extrémité 

perfluo(poly)éther et l’autre se terŵiŶaŶt par uŶe groupeŵeŶt poly(éthylène-glycol) (PEG). 

 

1. Mécanisme de greffage 

La fonction phosphonate a déjà été utilisée pour des fonctionnalisations sur de l’oxǇde de titane et a 

montré un bon greffage, avec une meilleure accroche Ƌue d’autres groupeŵeŶts comme les 

fonctions carboxylique ou éther [17]. 

Plusieurs mécanismes de greffage ont été proposés pour expliƋuer l’aĐĐroĐhe du groupeŵeŶt 

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

 

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’aluŵiŶiuŵ, siŵilaire à 

Monodenté BidentéA Tridenté 
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celui sur du TiO2. 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 être 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 à 400°C pendant 30 min [20], 

o Oxydation par UV-O3 [21, 22], 

o Immersion dans une solution NH3/H2O2 et riŶçage à l’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 teŵpérature ou la ŵéthode d’iŵŵersioŶ (par exemple, retirer l’éĐhaŶtilloŶ de la solutioŶ ou 

laisser la solutioŶ s’évaporerͿ [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 caractère hydrophobe à la surface une 

fois ces molécules greffées et les molécules 11-201 et 11-204 (respectivement BpOH-1 et BpOH) 

comportant des groupements éthylène glycol (Figure 33) qui rendent les surfaces hydrophiles. Des 

essais de cytotoxicité ont été réalisés selon la norme ISO 10993-5:2010 et Ŷ’oŶt ŵoŶtré auĐuŶ effet 

ĐǇtotoxiƋue poteŶtiel de Đes ŵoléĐules daŶs les ĐoŶditioŶs de l’étude (AŶŶexe 2Ϳ. 
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Figure 32 : Formules chimiques des molécules fluorées BpF et BpF-2 

 

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

 

Protocole de greffage 

Le greffage a été effectué sur des substrats de silicium reĐouverts d’une couche mince de TiO2 

déposée par pulvérisation cathodique. 

L’aĐtivatioŶ des surfaĐes a été réalisée par irradiation UV-OzoŶe. Plusieurs teŵps d’irradiatioŶ oŶt 

été testés afin de déterminer la durée optimale pour créer le maximum de liaisons OH en surface     

(la surface devient plus hydrophile). Pour Đela, l’aŶgle de ĐoŶtaĐt a été ŵesuré après chaque temps 

d’irradiatioŶ. Plus le nombre de fonctions OH eŶ surfaĐe est élevé et plus l’aŶgle de ĐoŶtaĐt sera 

faible et la surface plus hydrophile. Un tel traitement est aussi intéressant car il perŵet d’éliŵiŶer les 

espèces organiques physisorbées en surface. [21] 

La valeur de l’aŶgle de ĐoŶtaĐt déĐroit forteŵeŶt aprğs ƋuelƋues ŵiŶutes d’irradiatioŶ UV jusƋu’à 

atteindre un palier en dessous de 10°. Ce résultat ne dépeŶd pas de l’iŶtervalle de teŵps eŶtre deux 

irradiations. Pour aĐtiver les surfaĐes avaŶt foŶĐtioŶŶalisatioŶ, uŶ teŵps d’irradiatioŶ de 10 min a été 

choisi pour obtenir un angle de contact inférieur à 10° (Figure 34). 

BpOH-1 

BpOH 

BpF 

BpF -2 
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Figure 34 : Angle de contact en fonction du temps d'irradiation 

 

UŶe fois les surfaĐes aĐtivées, uŶ protoĐole de greffage perŵettaŶt d’oďteŶir des modifications 

chimiques de surface reproductibles a été mis au point. Des ŵesures d’aŶgle de ĐoŶtaĐt aiŶsi Ƌue 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’uŶe ŵoŶoĐouĐhe ŵoléĐulaire avait été réalisée eŶ 

iŵŵergeaŶt uŶe surfaĐe d’oxǇde de titaŶe daŶs uŶe solutioŶ 10-3 mol/L de cette molécule dans de 

l’éthanol pur. La surface avait ensuite été rincée avec de l’éthaŶol, pour éliŵiŶer d’éventuelles 

molécules adsorďées, puis séĐhée à l’air Đoŵpriŵé. 

Pour optiŵiser les ĐoŶditioŶs de greffage, différeŶts teŵps d’iŵŵersioŶ oŶt 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 moléĐules, à partir d’uŶ teŵps d’immersion de quelques 

secondes pour les molécules hydrophiles et dix minutes pour les molécules hydrophobes, la valeur 

de l’aŶgle de ĐoŶtaĐt atteiŶt uŶ plateau. CeĐi peut s’expliƋuer par la forte réaĐtivité des surfaĐes 

activées par UV-ozone. Pour une durée de 24 h, l’aŶgle de ĐoŶtaĐt est ideŶtiƋue à Đelui obtenu pour 

des teŵps d’iŵŵersioŶ plus Đourts.  

1 mesure toutes les 10 min 

1 mesure toutes les 5 min 
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Figure 35 : Evolution de l'angle de contact des surfaces de TiO2 fonctionnalisées en fonction du temps d'immersion 

 pour les quatre molécules 

L’hǇdrophobie des surfaces est la même quelle que soit la longueur de la molécule fluorée. En 

revanche, le caractère hydrophile des autres molécules est un peu plus marqué pour les molécules 

ayant une longueur de chaîne plus courte. Le greffage des deux molécules fluorées a bien donné une 

surface hydrophobe avec un angle de contact légèrement supérieur à 100°. Le greffage des deux 

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

Compte tenu des résultats, un temps d’iŵŵersioŶ de ϭ5 ŵiŶ, dans une solution à 2 x 10-3 mol/L pour 

les molécules BpOH-1 et BpOH et 10-3 mol/L pour les molécules BpF et BpF-2 daŶs de l’éthaŶol pur a 

donc été Đhoisi. Aprğs greffage, la surfaĐe a été sǇstéŵatiƋueŵeŶt riŶĐée aveĐ de l’éthaŶol pour 

éliŵiŶer d’éveŶtuelles ŵoléĐules ŶoŶ greffées. 

 

3. Analyse topographique et chimique des surfaces 

UŶe fois les surfaĐes d’oxǇde de titaŶe foŶĐtioŶŶalisées, des analyses ont été effectuées par AFM afin 

de déterŵiŶer l’état de surfaĐe et par XPS pour vérifier la composition chimique de surface. 

 

Analyse topographique 

L’aŶalǇse topographique des surfaces a été effectuée par microscopie AFM. Plusieurs images             

(5 x 5 µm²) de la surface ont été enregistrées à différents endroits de l’éĐhaŶtilloŶ pour vérifier que la 

surface ne comportait pas de multicouches moléculaires (Figure 36). Nos analyses ont permis de 
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ĐoŶĐlure à la forŵatioŶ d’uŶe ŵoŶoĐouĐhe ŵoléĐulaire sur l’eŶseŵďle de la surfaĐe des éĐhaŶtilloŶs. 

La rugosité moyenne des surfaces fonctionnalisées (hydrophile et hydrophobe) était similaire à celle 

des surfaces de TiO2 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, 

téŵoigŶaŶt la préseŶĐe d’uŶe ĐouĐhe lisse et homogène. La double oscillation crée par les molécules 

greffées était très large du fait de la faible épaisseur de la couche (2 à 3 nm).  

 
 

Figure 36 : Images AFM de la surface de TiO2 A : avant fonctionnalisation et après 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’aŶalǇse ĐhiŵiƋue des éĐhaŶtilloŶs 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’aŶalǇse du speĐtre général (Survey) permet de vérifier la présence des éléments chimiques 

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

titane provient de la ĐouĐhe d’oxǇde de titaŶe. 

Ra = 0,6 ± 0,1 nm  Ra = 0,6 ± 0,1 nm  Ra = 0,7 ± 0,1 nm 

A B C
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Figure 37 : Spectre général (Survey) pour la molécule BpF greffée sur du TiO2 

L’aŶalǇse 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 à celles attendues pour la molécule greffée (Tableau 6). Les valeurs déterminées 

expérimentalement correspondent bien à celles attendues théoriquement avec un faible 

pourĐeŶtage d’erreur. Les deux pics correspondants au phosphore sont très petits sur le spectre 

SurveǇ Đar la ŵoléĐule Ŷ’eŶ ĐoŶtieŶt que deux (Figure 37). 

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

 

Eléments % atomique 
Composition en 

surface (XPS) 

Composition 

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 

F 1s 

C 1s 

O 1s 

Ti 2p 

N 1s 
P 2p 
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L’oxǇgğŶe préseŶt sur le speĐtre O ϭs provieŶt de la ŵoléĐule ŵais aussi du TiO2 ; l’aŶalǇse fine du 

spectre centré sur O 1s ne permet pas de définir clairement les groupements chimiques incluant cet 

éléŵeŶt. CepeŶdaŶt, l’aŶalǇse du speĐtre 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.  

 
Figure 38 : Spectre XPS centré sur C 1s pour la molécule BpF greffée sur du TiO2 

 

Le spectre centré sur C 1s est composé de cinq contributions (Tableau 7). Les fractions atomiques 

expérimentales correspondent aux valeurs attendues pour la molécule. La différence observée entre 

les compositions théorique et expérimentale peut être expliquée par une légère 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 après 3 h d’irradiatioŶ, la ĐoŶtriďutioŶ des ĐarďoŶes C4 et C5 diminuant de manière très 

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 

Type de carbone 
Energie de  

liaison (eV) 
% atomique 

Composition 

théorique 

Composition de 

surface 

C1 (C-C)  285,0 28,4 4,0 4,8 

C2 (C-P, C-O) [25-27] 286,6 12,8 2,0 2,2 

C3 (amide) [25, 28] 289,1 5,4 1,0 0,9 

C4 (CF) [29] 291,7 17,8 4,0 3,0 

C5 (OCF2, 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’oxǇgğŶe, de phosphore ainsi que le titane provenant de la couche mince.  

 

Figure 39 : Spectre général (Survey) de la molécule BpOH greffée sur du TiO2 

 

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 à celui attendu dans le ratio théorique P/C indiquant la présence de 

contamination carbonée en surface.  

Ti 2p 

O 1s 

C 1s 

P 2p 
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Figure 40 : Spectre XPS centré sur C 1s pour la molécule BpOH greffée sur du TiO2 

L’aŶalǇse 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 

perŵetteŶt d’affirŵer la préseŶĐe de ĐoŶtaŵiŶatioŶ ĐarďoŶée, Đelle-ci se retrouve aussi en moindre 

quantité dans la contribution C2 [3, 31]. 

Tableau 8 : Attribution des pics du C 1s  

Type de carbone 
Energie de 

 liaison (eV) 
% atomique 

C1 (C-C) 285 36,8 

C2 (C-P, O-C-C-O, C-O) 286,7 56,6 

C3 (O-C=O) 288,9 6,6 
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Conclusion 

Des surfaces de matériaux à base de titane présentant des rugosités allant du nanomètre au 

micromètre 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 micromètres. Cette ŵorphologie de surfaĐe perŵet l’étude aveĐ des 

éléments en surface relativement ouvert. La structuration des alliages de titane grade 2 et grade 5 

par sablage et par EDM a perŵis d’oďteŶir 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 modèles lisses de TiO2 à 5 µm 

pour les surfaces les plus rugueuses. Les tailles caractéristiques des motifs de surface sont comprises 

entre quelques micromètres à quelques dizaines de micromètres pour les surfaces structurées. 

L’adhéreŶĐe de ďaĐtéries et de levures sur Đes différeŶtes struĐturations 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 caractère 

hydrophile/hydrophobe de surface de façon à obtenir une surface hydrophobe ou hydrophile. La 

contribution de Đe faĐteur sur l’adhéreŶĐe de ŵiĐroorgaŶisŵes ŵais aussi sur l’adsorptioŶ de 

protéines a été étudiée. 

Le chapitre suivant présente l’eŶseŵďle des analyses microbiologiques réalisées sur ces surfaces 

pour étudier les contributions de la modification de ces paramètres physico-chimiques sur 

l’adhéreŶĐe de ďaĐtéries et de levures.  
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La bactérie Staphylococcus aureus et la levure Candida albicans sont deux microorganismes 

responsables de près 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 à stériliser toutes les surfaces ou par 

l’appaƌitioŶ de souĐhes ƌĠsistaŶtes. Les laboratoires de recherche essayent quant à eux de mettre au 

point de nouveaux matériaux sur lesquels le développement de microorganismes serait limité ou 

impossible. Dans ce cadre, nous avons cherché à modifier les propriétés physiques et chimiques de 

suƌfaĐe de ŵatĠƌiauǆ à ďase de titaŶe daŶs le ďut d’Ġtudieƌ leurs influences de ces facteurs sur 

l’adhĠƌeŶĐe des microorganismes. Des études in vitro en conditions statiques ont été réalisées avec 

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

L͚adhĠƌeŶĐe de ces microorganismes a ĠtĠ testĠe suƌ l’iŶtĠƌieuƌ de Đhaŵďƌes iŵplaŶtaďles de tƌois 

marques commerciales : BBraun, Perouse et Bard. Des études similaires ont été réalisées sur des 

surfaces préparées au laboratoire : surfaces présentant des pyramides en surface, suƌfaĐes d’alliage 

de titaŶe gƌade Ϯ et gƌade ϱ polies et saďlĠes et suƌfaĐes d’alliage de titaŶe gƌade ϱ ĠleĐtƌo-érodées. 

L’adhĠƌeŶĐe de ďaĐtĠƌies et levuƌes a eŶsuite ĠtĠ testĠe suƌ les suƌfaĐes foŶĐtioŶŶalisĠes par greffage 

moléculaire rendant la surface hydrophile ou hydrophobe. L’adsoƌptioŶ de pƌotĠiŶes plasmatiques 

suƌ les iŵplaŶts ŵĠdiĐauǆ peut avoiƌ uŶ iŵpaĐt suƌ l’adhérence de microorganismes. Pour vérifier 

cela, nous avons étudié l’adsoƌptioŶ de tƌois pƌotĠiŶes laƌgeŵeŶt pƌĠseŶtes daŶs le plasŵa sanguin 

sur les surfaces fonctionnalisées. L’adhĠƌeŶĐe de ďaĐtĠƌies et levuƌes a ensuite été évaluée in vitro en 

pƌĠseŶĐe d’un film de conditionnement composé de protéines recouvrant les surfaces 

fonctionnalisées. 

 

I. Protocole pour l’analyse de l’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, pouƌ sa faĐilitĠ de ŵise eŶ œuvƌe. 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 Gƌoupe d’Etude des IŶteractions Hôte-Pathogène (GEIHP) 

à Angers. Un protocole équivalent a été établi pour les analyses microbiologiques avec les bactéries 

et les levures, afiŶ de s’affƌaŶĐhiƌ d’ĠveŶtuels facteurs expérimentaux liés aux laboratoires effectuant 

les analyses. Il Ŷe seŵďle pas eǆisteƌ de Ŷoƌŵe pouƌ l’ĠvaluatioŶ de l’adhĠƌeŶĐe des microorganismes 
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sur une surface. Les protocoles expérimentaux diffèrent pour les études microbiologiques, ce qui 

peut expliquer les différences obtenues. Cependant, plusieurs étapes sont à respecter afin de 

d’oďteŶiƌ des ƌĠsultats ƌeproductibles [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 à paƌtiƌ d’uŶ ĐƌǇotuďe suƌ uŶ ŵilieu de Đultuƌe 

gélosé approprié et est incubée pendant 24 h à 37°C (= suspension R1). 

2. A partir de cette culture de 24 h (suspension R1), une colonie est transférée dans 10 ml de 

milieu nutritif1 et la suspension est incubée pendant 6 à 8 h à 37°C pour les bactéries ou 

pendant 24 h à 37°C pour les levures (= suspension R2). 

3. 1 ml de la suspension R2 est ajouté à 50 ml de milieu de culture et la suspension est incubée 

pendant une nuit à 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 ŵesuƌe de l’aďsoƌďaŶĐe à       

600 nm par spectrophotométrie et pour les levures en utilisant une cellule de Malassez. Une 

suspension à 106 cellules/ml est préparée. 

 

PƌotoĐole d’adhésion 

Les différentes surfaces sont utilisées sans étape de désinfection préalable. 

1. Les échantillons sont disposés daŶs les puits d’uŶe microplaque 12 puits.  

2. Les échantillons sont immergés dans 1 ml ou 2 ml de suspension de bactéries ou de levures   

à 106 éléments/ml. 

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

4. A l’issue de la pĠƌiode d’iŶĐuďatioŶ, les Ġchantillons sont prélevés à l’aide d’uŶe pince stérile, 

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

 

                                                           
1
 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/L à pH 7,4 ± 0,2 
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Protocole de décrochage et de dénombrement 

1. A la fiŶ de l’Ġtape de ƌiŶçage, ĐhaƋue échantillon est transféré dans un tube conique à 

centrifuger de 50 ml contenant 10 ml de milieu SCDLP2 stérile. 

2. Le tube est immergé peŶdaŶt ϱ ŵiŶ daŶs uŶ ďaiŶ d’ultƌasoŶs et est centrifugé au vortex 

pendant 30 s à vitesse maximale. 

3. Des dilutions sériées de raison 10 sont réalisées et les suspensions obtenues sont étalées sur 

milieu gélosé PCA3 en boîtes de Pétri pour les bactéries ou PDYA-Cmp4 pour les levures  

(ensemenceur en spirale ou méthode manuelle). 

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

colonies (UFC) est déterminé. Les résultats sont exprimés en UFC/cm². 

 

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 ŵaŶiğƌe à Ġtudieƌ l’adhĠsioŶ pƌimaire 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 Ƌue le ďiofilŵ Ŷ’ait le teŵps de se foƌŵeƌ et de recouvrir la surface. Le 

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

                                                           
2
 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, Na2HPO4 2,5 g/L, Tween 80 7 g/L. 
3
 Milieu gélosé PCA : tryptone 5 g/L, extrait de levures 2,5 g/L, glucose 1 g/L, agar 15 g/L. 

4
 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. 

Suspension de 

bactéries  
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Incubation :  
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l’ĠĐhaŶtilloŶ 
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l’iŶĐuďatioŶ des échantillons et de se placer à pH constant pour ne pas modifier les propriétés 

physico-chimiques de surface des bactéries ou des levures. 

Pour chaque campagne microbiologique, un même échantillon témoin a été introduit ; nous avons 

choisi une surface lisse de TiO2 (rugosité Ra inférieure à 1 nm). Il a ainsi pu être vérifié la répétabilité 

des ŵesuƌes puisƋue la vaƌiatioŶ de l’adhĠƌeŶĐe 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 Đhoiǆ d’uŶ test ŶoŶ 

paramétrique a été préféré du fait du faible nombre de ƌĠsultats paƌ tǇpe d’ĠĐhaŶtilloŶ (3 ou 4). Cela 

évite par ailleurs de faire l’hypothèse 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, à 

comparaisons multiples, donne une probabilité (limite souvent placée à 0,05), permettant de rejeter 

ou ŶoŶ l’hǇpothğse Ho selon laquelle « tous les échantillons proviennent d’uŶe populatioŶ, de même 

moyenne » est vraie. Dans le cas où la valeur obtenue p (valeur seuil) par ce test est inférieure à 0,05, 

il y a plus de 95% de chance de considérer que certains échantillons appartiennent à une population 

différente. Dans ce cas, ĐhaƋue tǇpe d’ĠĐhaŶtilloŶ peut ġtƌe ĐoŵpaƌĠ deuǆ à deuǆ afiŶ de dĠteƌŵiŶeƌ 

Ƌuelles paiƌes foŶt paƌtie d’uŶe populatioŶ diffĠƌeŶte. Pouƌ Đela, il est possiďle d’utiliseƌ le test de 

Mann and Whitney ou la méthode de Conover-Iman. Pour ce dernier test, la correction de Bonferroni 

peut être appliquée, ce qui permet de réajuster le niveau de significativité dans le cadre de 

comparaisons multiples. 

Sur les prochains graphiques, les ďaƌƌes d’eƌƌeuƌ ĐoƌƌespoŶdeŶt à l’ĠĐaƌt tǇpe des valeuƌs.  

 

II. Etude de l’adhérence de bactéries et de levures sur 

des surfaces structurées  
 

L’adhĠƌeŶĐe de ďaĐtĠƌies Staphylococcus aureus et de levures Candida albicans a été testée sur les 

différentes surfaces structurées doŶt l’ĠlaďoƌatioŶ a ĠtĠ décrite dans le Chapitre 2 ainsi que sur 

l’iŶtĠƌieuƌ du ďoitieƌ des chambres implantables. 
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1. Chambres implantables 

L’aŶalǇse de l’adhĠƌeŶĐe de ďaĐtĠƌies et de levuƌes à l’iŶtĠƌieuƌ des Đhaŵďƌes iŵplaŶtaďles a 

ŶĠĐessitĠ l’adaptatioŶ du pƌotoĐole des analyses microbiologiques pour tenir compte de la géométrie 

particulière des boîtiers. Des chambres implantables de grande taille de marque BBraun (modèle 

Celsite ST201G), Perouse (modèle Polysite 4019) ou Bard (modèle PowerPort 8708000) ont été 

achetées, puis découpées de manière à ne garder que le boîtier interne de la chambre (Figure 2). 

 

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

 

AvaŶt l’aŶalǇse, les Đhaŵďƌes oŶt ĠtĠ stĠƌilisĠes par autoclave de manière à ĠliŵiŶeƌ d’ĠveŶtuels 

ŵiĐƌooƌgaŶisŵes aĐĐƌoĐhĠs à l’eǆtĠƌieuƌ. La suspension de microorganismes a été introduite à 

l’iŶtĠƌieuƌ du ďoîtier de la chambre jusƋu’au ƌeďoƌd marquant la séparation avec le septum (la sortie 

pour le cathéter a été bouchée par soudage). La suite du protocole est similaire à celui utilisé pour les 

autres ĠĐhaŶtilloŶs, eǆĐeptĠ l’adaptatioŶ des voluŵes de liƋuide. La superficie interne de chaque 

Đhaŵďƌe iŵplaŶtaďle a ĠtĠ ŵesuƌĠe de ŵaŶiğƌe à pouvoiƌ Đoŵpaƌeƌ l’adhĠƌeŶĐe de 

microorganismes dans les trois cas. 
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Figure 3 : Adhérence de S. aureus (en bleu) et C. albicans (en rouge) à 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 modèles. La Figure 4 montre les caractéristiques 

de surface des chambres implantables étudiées. 

 

Figure 4 : Images obtenues par MEB (X 1000) (1
ère

 colonne) et par profilométrie optique (2
ème

 colonne) de l’iŶtérieur 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’apƌğs 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 

Đhaŵďƌe iŵplaŶtaďle de ŵaƌƋue Peƌouse. Il s’agit de la chambre implantable présentant la rugosité 

de surface la plus grande et des motifs de surface de l’oƌdƌe de ƋuelƋues ŵiĐƌoŵğtƌes de laƌgeur 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 µm, mesurées par profilométrie optique sur une surface de 0,5 x 0,3 mm²). La valeur 

des aŶgles de ĐoŶtaĐt à l’iŶtĠƌieuƌ des Đhaŵďƌes iŵplaŶtaďles a ĠtĠ ŵesuƌĠe, Đes valeuƌs oďteŶues 

sont respectivement 51 ± 2°, 49 ± 2° et 68 ± 2° pour les chambres BBraun, Perouse et Bard. Ces 

valeuƌs soŶt pƌoĐhes et Ŷe peƌŵetteŶt pas d’eǆpliƋueƌ les vaƌiatioŶs oďseƌvĠes du Ŷoŵďƌe 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-être eǆpliƋueƌ la diffĠƌeŶĐe d’adhĠƌeŶĐe des microorganismes entre ces deux 

chambres. De plus, la chambre implantable Bard a une coloration violette, indiquant un traitement 

de surface (à base de cuivƌe d’apƌğs des premières analyses EDX) pouvaŶt aussi ġtƌe à l’oƌigiŶe de la 

d’uŶ ĐoŵpoƌteŵeŶt aŶtiďaĐtĠƌieŶ.  

 

2. Surfaces structurées avec des pyramides 

L’adhĠƌeŶĐe de ďaĐtĠƌies et de levuƌes augŵeŶte ƋuaŶd la taille des pǇƌaŵides augŵeŶte (Figuƌe ϱͿ, 

ŵais la ƌugositĠ à paƌtiƌ de laƋuelle se fait l’augŵeŶtatioŶ dĠpeŶd de la taille du ŵiĐƌooƌgaŶisŵe 

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

 

Tableau 1 : Caractéristiques topographiques des pyramides 

Pyramide 
Hauteur 

moyenne (µm) 

Rugosité Ra 

(µm) 

Aire moyenne 

d’uŶe faĐe (µŵ²Ϳ 

Taille 1 3,6 ± 1,2 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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Figure 5 : Evolution de l'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’éĐhelle ĐorrespoŶdent à 10 µm. 

Pour S. aureus, d’apƌğs les tests statistiques, seule les nombres de bactéries adhérentes entre la 

surface lisse et la surface la plus rugueuse (Ra = 4,3 µm) sont statistiquement différents. Cependant, 

le faible écart type pour les autres surfaces rugueuses montre tout de même une tendance à 

l’augŵeŶtatioŶ du nombre de bactéries adhérentes aveĐ l’augŵeŶtatioŶ de la ƌugositĠ. 

Les bactéries S. aureus oŶt uŶe taille d’eŶviƌoŶ ϭ µŵ de diaŵğtƌe. Les ďaĐtĠƌies peuvent facilement 

adhérer sur les faces des pyramides, même de petite taille. Ceci a été observé par MEB (Figure 6). Les 

conditions de préparation des surfaces sont décrites en Annexe 3. Les bactéries adhèrent sur les 

faces, et pas nécessairement dans les creux où les poiŶts d’attaĐhe avec la surface seraient plus 

importants. La hauteur des pyramides, de 6,8 µm à 20,8 µm, est très supérieure à la taille des 

bactéries. Celles-ci ne sont donc probablement pas influencées par la rugosité de surface durant la 

phase d’adhĠƌeŶĐe pƌiŵaiƌe mais une augmentation de la superficie de surfaces lisses (sur les faces), 

d’où uŶe augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďƌe de ďaĐtĠƌies adhĠƌeŶtes ƋuaŶd la taille des pǇƌaŵides augmente. 

Pour les plus petites pyramides (Taille 1), les bactéries ont tendance à se placer dans les creux afin 

d’augŵeŶteƌ 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 TiO2, B : une surface de TiO2 avec des petites 

pyramides et C : une surface de TiO2 avec de grandes pyramides. Les barres d’éĐhelle ĐorrespoŶdent à 1 µm. 

Avec C. albicans, le nombre de levures présentes ne varie pas sur les surfaces ayant les plus petites 

pyramides (Taille 1 à taille 3Ϳ. L’adhĠƌeŶĐe de levuƌes Ŷ’augŵeŶte Ƌue pouƌ les suƌfaĐes pƌĠseŶtaŶt 

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 à celle des bactéries comme S. aureus ; elle 

mesure environ 4 µm de long. Sur les plus petites pyramides, les levures ne peuvent pas s’iŶteƌĐaleƌ 

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 être 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 à se placer au pied des 

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

 

Figure 7 : Images MEB (X 700 ou X 1000) de Candida albicans sur A : une surface lisse de TiO2, B : une surface de TiO2 avec 

des petites pyramides et C : une surface de TiO2 avec de grandes pyramides. B : et C : images tiltées avec un angle de 30°. 

Chaque barre d’éĐhelle ĐorrespoŶd à ϭ0 µŵ.  

D’apƌğs Đes aŶalǇses in vitro et les observations MEB, l’adhĠƌeŶĐe de ĐhaƋue ŵiĐƌooƌgaŶisŵe 

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

Ƌue l’espaĐe eŶtƌe les pǇƌaŵides est de taille siŵilaiƌe à Đelle du ŵiĐƌooƌgaŶisŵe. 

 

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 l’adhĠƌeŶĐe de ĐhaƋue ŵiĐƌooƌgaŶisŵe, d’apƌğs 

le test de Kruskal-Wallis (p > 0,05), Ŷ’est oďseƌvĠe eŶ foŶĐtioŶ de l’iŶteŶsitĠ du saďlage Ƌue Đe soit 

avec les alliages de titane grade 2 ou grade 5. 

 

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. 

Suƌ les suƌfaĐes d’alliage de titane grade 2, les bactéries S. aureus adhèrent globalement de la même 

façon sur les trois types de surfaces. Le nombre de S. aureus adhérentes sur les surfaces de titane 

grade 5 est légèrement plus faible sur la surface polie mais est similaire sur les deux surfaces sablées, 

ŵalgƌĠ l’augŵeŶtatioŶ de la ƌugositĠ. 

Des images des surfaces d’alliage de titane ayant été en contact avec les bactéries ont été obtenues 

par microscopie électronique à 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 titaŶe gƌade Ϯ ou les surfaces de titane grade 5. De plus, sur les surfaces structurées, les 

bactéries ont tendance à être 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 à repérer la position des bactéries. 

 

Suƌ la suƌfaĐe polie de titaŶe gƌade ϱ, l’adhĠƌeŶĐe de C. albicans est anormalement élevée. En effet, 

suƌ les suƌfaĐes aveĐ les pǇƌaŵides, il avait ĠtĠ tƌouvĠ Ƌue l’adhĠƌeŶĐe de levuƌes était minimale sur 

la surface lisse. Sur les deux surfaces sablées de titane grade 5, l’iŵpoƌtaŶĐe 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, l’adhĠƌeŶĐe de levuƌes Ŷ’évolue pas de manière significative entre les 

trois surfaces.  

Des images MEB des surfaces d’alliage avec C. albicans ont aussi été réalisées (Figure 10). De la 

même façon que pour les bactéries, peu de différences ont pu être observées entre les alliages de 

titane grade 2 et grade 5. Cependant, sur les surfaces structurées, si certaines levures restent sur les 

zoŶes les plus lisses, la ŵajoƌitĠ d’eŶtƌe elles semble se placer préférentiellement dans les creux. 
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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’éĐhelle représeŶtent 10 µm. Les cercles aident à repérer la position des levures sur la surface. 

La topographie des surfaces d’alliage de titaŶe gƌade Ϯ ou grade 5 sablées par la silice ou le garnet est 

similaire. Les surfaces présentent des zones lisses (à l’ĠĐhelle des ŵiĐƌooƌgaŶisŵesͿ et des creux de 

quelques micromètres 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 ĐhaŶgeŵeŶt de ƌugositĠ Ŷ’eŶtƌaîŶe donc pas de différence significative dans le nombre de 

microorganismes adhérents en surface. Ceci ŵoŶtƌe l’iŵpoƌtaŶĐe de ĐoŶsidĠƌeƌ la topographie de 

surface et non seulement la rugosité lors de l’aŶalǇse de l’adhĠƌeŶĐe de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes suƌ uŶe 

surface. 

 

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

Des suƌfaĐes d’alliage de titaŶe gƌade ϱ oŶt ĠtĠ stƌuĐtuƌĠes paƌ ĠleĐtƌoĠƌosioŶ, ĐƌĠaŶt des tƌous de 

taille croissante sur la surfaĐe des ĠĐhaŶtilloŶs. L’adhĠƌeŶĐe de ďaĐtĠƌies et de levuƌes a ĠtĠ testĠe 

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’éĐhelle ĐorrespoŶdent à 10 µm. 

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

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

de X 500.  

Tableau 2 : Valeurs caractéristiques des surfaces électro-érodées 

Surface Rugosité (µm) 

Profondeur 

moyenne des trous 

(µm) 

Largeur maximale 

moyenne des trous 

(µm) 

% de 

recouvrement des 

trous sur la surface 

Taille 1 1,3 ± 0,1 4,2 ± 1,2 30,9 ± 12,1 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 5,1 ± 0,4 25,7 ± 1,7 79 ± 6,5 22,6% 

 

L’adhĠƌeŶĐe de ďaĐtĠƌies est relativement stable pour les échantillons ayant des trous de taille 1 et 2 

(Ra = 1,3 µm et 2,2 µm). Pour les surfaces ayant des trous beaucoup plus profonds (trous de         

taille 3 et 4), l’adhĠƌeŶĐe ďaĐtĠƌieŶŶe teŶd à diminuer, bien que la surface spécifique augmente du 

fait de la présence de trous de plus en plus profonds, atteignant 20 µm (Figure 11) et recouvrant une 

plus grande partie de la surface (Tableau 2). Cette diminution peut être due au fait que toutes les 

bactéries adhérentes dans les trous les plus profonds ne sont pas décrochées de la surface par la 

S. aureus 

C. albicans 

Taille 1 
Ra = 1,3 µm 

Taille 2 
Ra = 2,2 µm 

Taille 3 
Ra = 3,6 µm 

Taille 4 
Ra = 5,1 µm 
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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 entraînant une diminution apparente du nombre 

de bactéries adhérentes. Dans cette hypothèse, 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’aĐĐƌoĐheƌ suƌ 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 : A et B : taille 1 ; et C et D : taille 3. Les cercles aident à repérer la position de certains 

amas de bactéries.  

 

Sur les surfaces structurées par EDM, l’adhĠƌeŶĐe de levuƌes diŵiŶue ƋuaŶd la taille et la profondeur 

des trous augmentent (Figure 11). Comme pour les bactéries, ceci peut être dû au fait que les levures 

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

D’apƌğs les iŵages MEB des surfaces structurées, les levures se placent préférentiellement dans les 

trous, même 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 

A 

C 

B 

D 

10 µm 
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dans les creux car ils ont une taille comparable. De plus la faible profondeur des trous (environ 4 µm) 

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 à repérer la position des levures. 

 

5. Comparaison des résultats entre les différentes surfaces et les 

chambres implantables 

L’adhĠƌeŶĐe de S. aureus et C. albicans a montré des comportements différents en fonction de la 

topographie des surfaces structurées. Le paramètre de rugosité ne suffit pas à lui seul pour décrire la 

facilité ou non des microorganismes à adhérer sur une surface. En effet, sur les surfaces structurées 

aveĐ des pǇƌaŵides, l’augŵeŶtatioŶ de la ƌugositĠ a induit uŶe augŵeŶtatioŶ de l’adhérence de 

ŵiĐƌooƌgaŶisŵes aloƌs Ƌue suƌ les suƌfaĐes d’alliage de titaŶe structurées par sablage, l’adhĠƌeŶĐe 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 µm), 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 hypothèse est la même que celle 

de Verran à 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 augŵeŶtait aveĐ l’augŵeŶtatioŶ de la taille des pǇƌaŵides, ou du moins elles pouvaient en 

être éluées lors de la phase de décrochage. La forme des pyramides, relativement ouverte au 

A B 

10 µm 10 µm 
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sommet, permet très probablement d’Ġluer plus facilement les microorganismes adhérents en 

surface durant la phase de décrochage. 

 

Un ĠĐhaŶtilloŶ aǇaŶt seƌvi pouƌ l’aŶalǇse ŵiĐƌoďiologiƋue aveĐ les ďaĐtĠƌies, puis dĠsiŶfeĐtĠ, a été 

réutilisé pouƌ l’oďseƌvatioŶ MEB aveĐ 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 

doŶĐ de ŵoŶtƌeƌ Ƌue toutes les ďaĐtĠƌies Ŷ’oŶt pas ĠtĠ dĠĐƌoĐhĠes des trous les plus grands et Ŷ’oŶt 

donc pas été comptées par la méthode de dénombrement par UFC. Il est ainsi possible d’iŶteƌpƌĠteƌ 

la diŵiŶutioŶ appaƌeŶte de l’adhĠƌence de microorganismes comme un problème d’ĠlutioŶ 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 ďarre d’éĐhelle ĐorrespoŶd à ϭ µŵ. 

D’apƌğs les ƌĠsultats oďteŶus, la rugosité de surface Ŷ’Ġtait pas à l’oƌigiŶe de toutes les diffĠƌeŶĐes 

observées de l’adhĠƌeŶĐe de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes. Whitehead [6] et Lüdecke [7] ont montré que 

l’adhĠƌeŶĐe de microorganismes augmente quand la taille des motifs de surface est similaire à celle 

des bactéries ou levures, ou si la surface pƌĠseŶte de ŵultiples poiŶts d’aĐĐƌoĐhage à l’ĠĐhelle du 

nanomètre. 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 pǇƌaŵides, l’adhĠƌeŶĐe des ďaĐtĠƌies augŵeŶtait aveĐ l’augŵeŶtation de la taille des pyramides 

et de la surface spécifique. AveĐ les levuƌes, l’augŵeŶtatioŶ de l’adhĠƌeŶĐe Ġtait visiďle seuleŵeŶt 

ƋuaŶd l’espaĐeŵeŶt eŶtƌe les pǇƌaŵides Ġtait assez gƌaŶd pouƌ leuƌ peƌŵettƌe de s’iŶteƌĐaleƌ et 

d’augŵeŶteƌ leur contact avec la surface. Sur les surfaces électro-érodées, lorsque la taille des trous 

devient de l’oƌdƌe de ϮϬ µŵ, la méthode de dénombrement par UFC montre ses limites quant à 

l’estiŵatioŶ du Ŷoŵďƌe de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes ƌĠelleŵeŶt pƌĠseŶts suƌ la suƌfaĐe. 
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Lors des traitements de surface par sablage ou électroérosion, la composition de surface du matériau 

peut changer. En utilisant l’aŶalǇse EDX, nous avons montré la foƌŵatioŶ d’uŶ oǆǇde eŶ suƌfaĐe 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 gƌâĐe à la ŵiĐƌosĐopie MEB Ŷ’est pas possiďle. En effet, les surfaces 

recouvertes de microorganismes oŶt ďesoiŶ d’ġtƌe pƌĠpaƌĠes 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 après les rinçages et ainsi aident à mieux comprendre les 

résultats obtenus par la méthode de dénombrement par UFC. 

 

III. Etude de l’adhérence de microorganismes et de 

l’adsorption de protéines sur les surfaces lisses 

fonctionnalisées  
 

1. Adhérence de microorganismes sur les surfaces de TiO2 lisses et 

fonctionnalisées 

Des surfaces lisses de TiO2 ont été fonctionnalisées par greffage moléculaire à l’aide de deux 

molécules munies d’un groupement biphosphonate, rendant la surface hydrophile grâce à un 

groupement poly(éthylène glycol) (molécule BpOH) ou hydrophobe grâce à 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 TiO2 fonctionnalisées par les 

molécules BpOH (surface hydrophile) et BpF (surface hydrophobe). AC : angle de contact. 

CoŶtƌaiƌeŵeŶt à d’autƌes Ġtudes pouƌ lesƋuelles l’adhĠƌeŶĐe sous flux de bactéries dépendait de 

l’hǇdƌophoďie de surface [8, 9], l’adhĠƌeŶĐe des ďaĐtĠƌies et des levures dans nos expériences ne 

semble pas être impactée significativement paƌ le ĐhaŶgeŵeŶt d’hydrophobicité de surface       

(Figure 15). Ici, la faible différence obtenue concernant l’adhĠƌeŶĐe des ŵiĐƌooƌgaŶisŵes Ŷ’est pas 

statistiquement significative (p > Ϭ,Ϭϱ d’apƌğs le test de Kruskal-Wallis). Cependant, sur deux 

suƌfaĐes, l’uŶe se teƌŵiŶaŶt paƌ le gƌoupeŵeŶt CH3 et l’autƌe paƌ le gƌoupeŵeŶt CF3 (toutes deux 

hydrophobes), Cunliffe [10] n’avait pas tƌouvĠ de ŵodifiĐatioŶ significative du nombre de S. aureus 

adhérentes après 24 h de mise en culture . 

  

Pouƌ vĠƌifieƌ l’iŶflueŶĐe de la duƌĠe d’iŶĐuďatioŶ et s’assuƌeƌ de la peƌtiŶeŶĐe des faiďles ĠĐaƌts 

oďseƌvĠs suƌ l’adhĠƌeŶĐe des microorganismes, des temps d’iŶĐuďatioŶ plus loŶg de ϭ h, 4 h et 24 h 

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

Sur les trois types de surface, l’adhĠƌeŶĐe de ďaĐtĠƌies après 1 h d’iŶĐuďatioŶ est ƌelativeŵeŶt 

similaire à celle observée pour 30 min, proche de 2,5 x 105 UFC/cm² (Figure 15). Après 4 h 

d’iŶĐuďatioŶ, l’adhĠƌeŶĐe augŵeŶte, probablement du fait de la possibilité des microorganismes de 

se multiplier sur la surface. Après 24 h de mise en culture, l’adhĠƌeŶĐe diŵiŶue et revient au même 

niveau Ƌu’apƌğs ϭ h d’iŶĐuďatioŶ. Cette diminution est très probablement due à l’ĠliŵiŶatioŶ de 

plaques de bactéries (qui ont commencé à former un biofilm) lors de la phase de rinçage. De plus, 

pouƌ les diffĠƌeŶts teŵps d’iŶĐuďatioŶ auĐuŶe diffĠƌeŶĐe sigŶifiĐative Ŷ’est appaƌue entre les trois 

types de surface. AiŶsi, d’apƌğs ces analyses, Đoŵŵe auĐuŶe diffĠƌeŶĐe Ŷ’est appaƌue eŶtƌe la 

surface de TiO2 et les surfaces fonctionnalisées, une duƌĠe d’iŶĐuďatioŶ de ϯϬ ŵiŶ a été choisie pour 

étudier la phase d’adhĠƌeŶĐe primaire des bactéries. 

 

La présence de protéines adsorbées sur les surfaces est un facteur important conditionnant 

l’adhĠƌeŶĐe de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes. EŶ effet, Đes ŵolĠĐules, ďeauĐoup plus petites Ƌue les ďaĐtĠƌies et 

les levures, peuvent s’adsoƌďeƌ ƌapideŵeŶt suƌ une surface, créant un film sur la surface [10]. Les 

propriétés initiales de la surface peuvent ainsi être masquées, expliquant que les microorganismes 

adhèrent de façon similaire sur les trois types de surface. DaŶs le Đoƌps huŵaiŶ, dğs loƌs Ƌu’uŶ 

implant est en contact avec des fluides biologiques, il se recouvre d’uŶ filŵ de ĐoŶditioŶŶeŵeŶt 

composé de protéines et autres petites molécules [11]. En fonction de la composition du film de 

ĐoŶditioŶŶeŵeŶt, l’adhĠƌeŶĐe de microorganismes peut être modifiée [12]. L’adsoƌptioŶ de plusieuƌs 

protéines plasmatiques a donc été étudiée de manière à déterminer la quantité de protéines 

adsorbées sur chacune de ces surfaces lisses et fonctionnalisées et l’iŵpaĐt de l’adsoƌptioŶ sur 

TiO
2
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l’adhĠƌeŶĐe des microorganismes. Les principales protéines étudiées dans la littérature sont 

l’alďuŵiŶe, la fiďƌoŶeĐtiŶe, le fiďƌiŶogğŶe et la laŵiŶiŶe, du fait de leuƌ grande concentration dans le 

plasma humain ou de leurs propriétés adhésives. 

 

2. Analyse de l’adsorption sur l’adhérence de protéines 

a. Rôle des protéines plasmatiques dans l’adhérence des microorganismes 

Comme les protéines jouent un rôle majeur sur l’adhĠƌeŶĐe de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes, l’adsoƌptioŶ de 

l’albumine, de la fibronectine et du fibrinogène a été étudiée sur les surfaces lisses de TiO2 

fonctionnalisées ou non.  

L’alďuŵiŶe est uŶe petite pƌotĠiŶe de ϲϲ kDa tƌğs abondante dans le plasma avec une concentration 

d’environ 35 à 50 g/L. Le fibrinogène est une protéine plus grande, de masse molaire 340 kDa, 

présente dans le plasma humain avec une ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’eŶviƌoŶ ϰ g/L. Elle permet la coagulation 

plasmatique [13]. La fiďƌoŶeĐtiŶe est uŶe pƌotĠiŶe d’eŶviƌoŶ ϰϱϬ kDa pƌĠseŶte daŶs le plasma 

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

La composition chimique de surface iŶflueŶĐe le pƌoĐessus d’adhĠsioŶ des pƌotĠiŶes suƌ la surface. 

Ainsi en modifiant les propriétés de surface, il est possible de ŵodifieƌ l’adhĠƌeŶĐe ďaĐtĠƌieŶŶe et 

fongique. En effet, certaines bactéries ou levures ont des récepteurs spécifiques pour certaines 

protéines [15]. AiŶsi, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue la pƌĠseŶĐe d’alďuŵiŶe suƌ différents types de surface 

liŵitait l’adhĠƌeŶĐe de S. aureus [13, 16, 17]. Cette diminution peut s’eǆpliƋueƌ paƌ la ĐoŶfoƌŵatioŶ 

particulière Ƌue peut pƌeŶdƌe l’alďuŵiŶe suƌ la suƌfaĐe Ƌui Ŷ’iŶteƌagit pas aveĐ la ďaĐtĠƌie. Au 

contraire, la présence de fibrinogène, de fibronectine ou de laminine semble augŵeŶteƌ l’adhĠƌeŶĐe 

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

De nombreuses publications pƌĠseŶteŶt les ƌĠsultats d’Ġtude de l’adsoƌptioŶ de pƌotĠiŶes suƌ uŶe 

surface fonctionnalisée ou métallique, mais les résultats ne montrent pas une tendance claire en 

fonction notamment de l’hǇdƌophoďiĐitĠ de suƌfaĐe [19-22]. 
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b. Mesure de la quantité de protéines adsorbées par QCM 

L’Ġtude de l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes suƌ les suƌfaĐes lisses foŶĐtioŶŶalisĠes, doŶt l’ĠlaďoƌatioŶ est 

décrite dans le chapitre 2, a été réalisée par microbalance à quartz (QCM-D). Cet appareil permet de 

dĠteƌŵiŶeƌ la ƋuaŶtitĠ de pƌotĠiŶes dĠposĠes ou adsoƌďĠes eŶ suƌfaĐe d’uŶ Ƌuaƌtz aveĐ une grande 

précision (au ng/cm²) [23]. L’appaƌeil peƌŵet aussi de dĠteƌŵiŶeƌ la ĐiŶĠtiƋue d’adsoƌptioŶ puisƋue 

la mesure se fait in situ. 

La ŵiĐƌoďalaŶĐe est ĐoŵposĠe d’uŶ disƋue eŶ Ƌuaƌtz suƌ leƋuel deux électrodes sont placées. Un 

courant est appliqué entre ces deux électrodes entraînant l’osĐillatioŶ du quartz à sa fréquence de 

résonaŶĐe. Le ĐouƌaŶt est eŶsuite ĠteiŶt, l’osĐillatioŶ diŵiŶue eǆpoŶeŶtielleŵeŶt. La fƌĠƋueŶĐe 

d’osĐillatioŶ du disƋue et la dissipation du signal sont mesurées. Les harmoniques impaires de la 

fréquence et de la dissipation sont collectées durant la mesure. La 5ème harmonique est 

gĠŶĠƌaleŵeŶt Đhoisie loƌs de l’aŶalǇse des ƌĠsultats. LoƌsƋu’uŶ liƋuide est iŶtƌoduit, si uŶe masse se 

dépose ou au contraire est enlevée de la suƌfaĐe la fƌĠƋueŶĐe d’osĐillation 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 entraîné par une pompe et la cellule contenant le quartz est à température fixe (37°C). 

 

Figure 17 : A : Photo du dispositif de la microbalance à quartz. B : IŵpaĐt d’uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de ŵasse sur la fréƋueŶĐe 
(QSense) C : IŵpaĐt d’uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de rigidité sur la dissipation (QSense). 

L’adsoƌptioŶ de l’alďuŵiŶe (BSA : Bovine serum albumin, alďuŵiŶe d’origine bovine), le fibrinogène 

(Fg, origine humaine) et la fibronectine (Fn, origine humaine) a été étudiée par QCM-D sur les 

surfaces lisses de TiO2 et de TiO2 fonctionnalisées. Ces protéines sont souvent étudiées du fait de leur 

forte concentration dans le plasma ou de leuƌ ƌôle daŶs l’adhĠƌeŶĐe Đellulaiƌe. Les solutions 
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protéiques ont été préparées dans du PBS. La concentration en albumine a été fixée à 1 g/L, et celle 

du fibrinogène et de la fibronectine à 250 mg/L. Les solutions de protéines ont été utilisées dans les 

48 h après leur préparation. Pour chaque mesure, la fréquence du Ƌuaƌtz est d’aďoƌd staďilisĠe daŶs 

de l’eau ultƌa-pure, puis dans du PBS avaŶt l’iŶtƌoduĐtioŶ des pƌotĠiŶes. ChaƋue solutioŶ pƌotĠique a 

été introduite pendant 10 min après 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 dépôts de TiO2 et les fonctionnalisations ont été réalisés sur des quartz, ces supports sont 

nécessaires pouƌ l’Ġtude avec la microbalance, en suivant le même protocole que sur les wafers de 

silicium, dont le protocole est décrit dans le Chapitre 2. Après chaque utilisation, les quartz ont été 

lavés daŶs uŶe solutioŶ d’HellŵaŶeǆ Ϯ% peŶdaŶt ϯϬ ŵiŶ, puis ŵis daŶs uŶ ďaiŶ d’ĠthaŶol auǆ ultƌa-

sons pendant 10 min et enfin irradiés 10 min sous UV-O3 avaŶt ƌiŶçage aveĐ de l’eau ultƌa-pure. Les 

quartz ont pu être réutilisés, cependant, avant chaque réutilisation, un film mince de TiO2 a été 

déposé sur chaque quartz pour avoir de nouveau une surface propre et homogène, sur laquelle 

l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes a pu ġtƌe ĠtudiĠe. 

 

c. Résultats obtenus 

Quand la solution de protéines est injectée dans la cellule, la fréquence diminue quel que soit la 

nature de la protéine, tĠŵoigŶaŶt de l’adsoƌptioŶ de pƌotĠiŶes eŶ suƌfaĐe. DuƌaŶt le ƌiŶçage en PBS, 

la faible augmentation de la fréquence est due à la désorption partielle de protéines. La pente initiale 

loƌs de l’iŶtƌoduĐtioŶ de la solutioŶ de pƌotĠiŶes peƌŵet de dĠteƌŵiŶeƌ la vitesse d’adsoƌptioŶ iŶitiale 

des protéines sur une surface nue, saŶs pƌotĠiŶes. Les ƌĠsultats des ŵesuƌes d’adsoƌptioŶ de 

l’alďuŵiŶe, du fiďrinogène et de la fibronectine sur le TiO2 et les surfaces de TiO2 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                             

(5
ème

 harmonique) sur le TiO2 (en bleu), le TiO2 fonctionnalisé par BpOH (surface hydrophile, en rouge) et le TiO2 

fonctionnalisé par BpF (surface hydrophobe, en vert) avec A : BSA, B : Fibrinogène et C : Fibronectine. 

Pouƌ la BSA et le fiďƌiŶogğŶe, l’adsoƌptioŶ est ŵiŶiŵale suƌ la suƌfaĐe hǇdƌophile et ŵaǆiŵale suƌ le 

TiO2. Inversement, l’adsoƌptioŶ de fiďƌoŶeĐtiŶe est ŵiŶiŵale suƌ la suƌfaĐe hǇdƌophile, et similaire 

sur le TiO2 et la surface hydrophobe.  

Le modèle de Sauerbrey permet de déterminer la masse de protéines adsorbée en surface à partir de 

la variation de la fréquence. Ce calcul utilise comme hypothèse que le film déposé est homogène et 

rigide. Dans ce cas, il est admis que la variation de dissipation (ΔD) doit rester inférieure à 1 x 10-6 

(pour un quartz 5 MHz) [23].  

Avec les trois protéines, ce critère 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 

fréquence à la masse est donnée par : ∆� = −� ∆���  où Δm est la variation de masse, ΔFn la variation 
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de fréquence pour la nième harmonique et C = 17,7 ng.cm-2.Hz-1 [24]. La masse obtenue tient aussi 

compte de la masse du solvant. 

Tableau 3 : Valeurs caractéristiques de l'adsorption de l'albumine, du fibrinogène et de la fibronectine sur les trois types 

de surfaces lisses et fonctionnalisées 

Protéine 
ΔF (HzͿ 

Adsorption 

Masse surfacique 

(ng.cm
-
²) 

Modèle de Sauerbrey 

ΔF (HzͿ 
Désorption 

Taux adsorption 

initial 

(ng.cm
-2

.s
-1

) 

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
2
 -34 ± 2 600 ± 40 0,5 ± 1 14,1 

Fibrinogène (Fg)     

Surface hydrophile -28 ± 2 500 ± 40 4 ± 1 49,6 

Surface hydrophobe -68 ± 2 1200 ± 40 1 ± 1 42,5 

TiO
2
 -105 ± 3 1860 ± 50 10 ± 2 56,7 

Fibronectine (Fn)     

Surface hydrophile -71 ± 2 1260 ± 40 7 ± 2 20,2 

Surface hydrophobe -119 ± 2 2100 ± 40 1 ± 1 22,1 

TiO
2
 -115 ± 2 2040 ± 40 10 ± 2 37,1 

 

Pendant le rinçage en PBS, la BSA ne se désorbe pas de manière significative ou avec une cinétique 

très lente, non visible en 10 min. Ainsi, avec les conditions utilisées, la BSA s’adsorbe de manière 

irréversible sur chacune des trois surfaces. Le fibrinogène se désorbe très légèrement sur les deux 

surfaces fonctionnalisées (moins de 4 Hz), mais cette désorption est plus visible sur le TiO2 (9 Hz), ceci 

peut s’eǆpliƋueƌ paƌ la foƌŵatioŶ de ďiĐouĐhes loƌs de la phase d’adsoƌption qui se décrocheraient 

plus facilement lors du rinçage avec le PBS. Sur la surface hydrophile et sur le TiO2, la fibronectine 

semble pouvoir se désorber plus facilement (ΔF désorption > 7Hz) que sur la surface hydrophobe où 

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’aĐĐƌoĐhe Đe Ƌui ƌeŶd plus diffiĐile la désorption [25]. 

Le tauǆ d’adsoƌptioŶ iŶitial seŵďle Ŷe pas dĠpeŶdƌe du tǇpe de suƌfaĐe et de soŶ hǇdƌophoďiĐitĠ 

mais uniquement de la nature de la protéine. Il est plus important avec le fibrinogène et la 

fiďƌoŶeĐtiŶe Ƌu’aveĐ la BSA eŶ ŵasse suƌfaĐiƋue (Tableau 3). 

La valeur du gradient ΔD/ΔF ĐaƌaĐtĠƌise la visĐoĠlastiĐitĠ de la ĐouĐhe de pƌotĠiŶes dĠposĠe. Plus 

cette valeur sera faible et plus la couche sera rigide [20, 26]. La rigidité de la couche et leur nombre 

sur la suƌfaĐe iŵpaĐte la ĐoŶfoƌŵatioŶ, la deŶsitĠ et l’oƌieŶtation des protéines [26].  
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Pouƌ la BSA, la valeuƌ de ΔD/ΔF est siŵilaiƌe pour les trois types de surface (Figure 19-A). Ainsi, même 

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

Pour le fibrinogène, de très faibles variations de la valeur initiale de ΔD/ΔF soŶt oďseƌvĠes iŶdiƋuaŶt 

un même comportement initial lorsque le fibrinogène arrive sur une surface nue (Figure 19-B). 

CepeŶdaŶt, la Đouƌďe ΔD eŶ foŶĐtioŶ de ΔF de l’adsoƌptioŶ du fiďƌiŶogğŶe suƌ le TiO2 montre trois 

pentes. La conformation des protéines sur la surface de TiO2 dépend aussi du nombre de protéines 

présentes sur la surface, une nouvelle organisatioŶ des pƌotĠiŶes est pƌoďaďleŵeŶt à l’oƌigiŶe de ces 

changements de peŶte. CepeŶdaŶt, la staďilitĠ du fiďƌiŶogğŶe Ŷ’est pƌoďaďleŵeŶt pas iŵpaĐtĠe paƌ 

cette nouvelle organisation puisque la désorption lors du rinçage en PBS est très faible.  

L’adsoƌptioŶ de la fiďƌoŶeĐtiŶe suƌ les tƌois tǇpes de suƌfaĐe se fait tƌğs pƌoďaďleŵeŶt eŶ deuǆ 

étapes, comme chaque tƌaĐĠ de ΔD eŶ foŶĐtioŶ de ΔF pƌĠseŶte deuǆ peŶtes (Figure 19-C). La 

première 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 Ƌue l’adsoƌptioŶ se fait de ŵaŶiğƌe plus ƌigide daŶs un premier 

temps, la valeur ΔD/ΔF étant plus faible dans les trois cas. Une réorientation apparaît donc, 

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

Les valeuƌs de ΔD/ΔF ƌesteŶt ŶĠaŶŵoiŶs ƌelativeŵeŶt faiďles avec chaque protéine et sur chaque 

suƌfaĐe, Đe Ƌui ĐoŶfiƌŵe la possiďilitĠ d’utiliseƌ la ƌelatioŶ de SaueƌďƌeǇ pouƌ le ĐalĐul des ŵasses de 

couches rigides déposées [23]. 



Chapitre 3 : Etude de la réponse biologique des échantillons 

 
134 

 

Figure 19 : La variation de la dissipation (ΔD) en fonction de la variation de la fréquence (ΔFͿ pour les adsorptions de 

 A : BSA, B : Fibrinogène et C : Fibronectine, sur le TiO2 (en bleu), le TiO2 fonctionnalisé par BpOH (surface hydrophile,     

en rouge) et le TiO2 fonctionnalisé par BpF (surface hydrophobe, en vert) 

 

d. Comparaison des capacités d’adsorption des différentes protéines 

D’apƌğs les ƌĠsultats, l’adsoƌptioŶ de fiďƌiŶogğŶe est environ deux fois plus importante, en masse 

surfacique, que celle de la BSA sur la surface hydrophobe et le TiO2 et l’ĠĐaƌt 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 deuǆ autƌes pƌotĠiŶes. CepeŶdaŶt, l’adsoƌptioŶ suƌ 

la surface de TiO2 est similaire entre le fibrinogène et la fibronectine. Cette tendance a déjà été 

observée sur des surfaces fonctionnalisées se terminant par CH3, OH et CF3 [24, 28]. 

Pour les trois protéines, l’adsoƌptioŶ est moins importante sur la surface hydrophile. La BSA et le 

fibƌiŶogğŶe s’adsoƌďeŶt mieux sur la surface hydrophobe et en plus grande quantité sur la surface de 

TiO2 non fonctionnalisée. L’adsoƌptioŶ de la fiďƌoŶeĐtiŶe suƌ la suƌfaĐe hǇdƌophoďe et suƌ le TiO2 est 

similaire. La plus faible adsorption de protéines sur les surfaces hydrophiles, se terminant par OH, en 

comparaison aux surfaces hydrophobes se terminant par CH3 a déjà été rapportée dans la littérature 

[20, 25, 28, 29]. En effet, les surfaces se terminant par du poly(éthylène glycol) sont particulièrement 
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ĐoŶŶues pouƌ liŵiteƌ l’adsoƌptioŶ de pƌotĠiŶes, Đe qui est conforme aux résultats obtenus               

[21, 30, 31]. Vogler [32] a expliqué cette faible adsorption sur les surfaces hydrophiles par le fait 

Ƌu’elles se ƌeĐouvƌeŶt d’uŶ filŵ de ŵolĠĐules d’eau Ƌui dĠfavoƌise l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes.  

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 fibrinogène et de la fibronectine sur les trois surfaces lisses. 

Protéines/cm² BSA Fibrinogène Fibronectine 

TiO2-BpOH 2,6 x 10
12 

8,8 x 10
11

 1,7 x 10
12

 

TiO2-BpF 4,2 x 10
12

 2,1 x 10
12

 2,8 x 10
12

 

TiO2 5,5 x 10
12

 3,3 x 10
12

 2,7 x 10
12

 

EŶ foŶĐtioŶ du pH et du ŵilieu, la BSA Ŷe se pƌĠseŶte pas aveĐ la ŵġŵe ĐoŶfoƌŵatioŶ et l’adsoƌptioŶ 

peut être modifiée [33]. A pH ϳ,ϰ, daŶs du PBS, la BSA eǆiste ƌepliĠe aveĐ uŶe foƌŵe de Đœuƌ, 

appelĠe foƌŵe N. L’alďuŵiŶe a uŶ ƌaǇoŶ hǇdƌodǇŶaŵiƋue de Ϯ,ϲ Ŷm, valeur mesurée par Cannistraro 

[34]. A paƌtiƌ de Đette valeuƌ, l’aiƌe pƌojetĠe d’uŶe ŵolĠĐule de BSA est estimée à 21,2 nm², donnant 

ainsi une densité de surface de 4,7 x 1012 BSA/cm² pour obtenir une monocouche, où les protéines 

seraient en contact les unes des autres, eŶ gaƌdaŶt la ŵġŵe foƌŵe Ƌu’eŶ solutioŶ.  

La foƌŵe eŶ Đœuƌ de la BSA pƌĠseŶte tƌois doŵaiŶes diffĠƌeŶts, chargés positivement et 

négativement, Ƌui peuveŶt ŵodifieƌ l’oƌieŶtatioŶ aveĐ laƋuelle la protéine arrive sur une surface (en 

fonction de la charge de surface) [33]. DaŶs la littĠƌatuƌe, l’adsoƌptioŶ de la BSA suƌ des suƌfaĐes 

hydrophile ou hydrophobe a été observée par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier 

(FTI‘Ϳ daŶs le ďut d’Ġtudieƌ la ĐoŶfoƌŵatioŶ de la pƌotĠiŶe. La ďaŶde aŵiŶe I a ĠtĠ utilisĠe pouƌ 

étudier la structure secondaire de la protéine. Les auteurs ont observé une diminution de la bande 

correspondant à la structure hĠliĐe α liĠe et uŶe augŵeŶtatioŶ de la ďaŶde ĐoƌƌespoŶdaŶt à la 

stƌuĐtuƌe hĠliĐe α liďƌe [35]. Cette conformation a été observée avec la BSA de manière légèrement 

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 à la fois les interactions avec le 

solvant et avec la surface, permettant d’oďteŶiƌ uŶe ĐouĐhe 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. 



Chapitre 3 : Etude de la réponse biologique des échantillons 

 
136 

D’apƌğs les ƌĠsultats QCM donnés dans le Tableau 4, la densité surfacique de la BSA sur la surface 

hǇdƌophoďe Ġtait tƌğs pƌoĐhe de la valeuƌ thĠoƌiƋue, iŶdiƋuaŶt la foƌŵatioŶ d’uŶe ŵoŶoĐouĐhe 

après une légère déformation de la protéine comme cela a pu être montré par Roach [28]. Sur la 

surface de TiO2, 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 hypothèses 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 La formatioŶ d’îlots de pƌotĠiŶes ĐoŵpaĐts loƌs de l’adsoƌptioŶ des protéines en surface peut 

peƌŵettƌe d’oďteŶiƌ uŶe ĐouĐhe paƌtielle ƌigide, comme cela a déjà pu être observé [36-38]. 

La molécule de fibrinogène se présente la foƌŵe d’uŶe ellipsoïde. Elle peut arriver sur la surface sous 

deux formes : une orientation parallèle à la surface pour laquelle la densité surfacique a été estimée 

à 3,0 x 1011 Fg/cm² et une orientation perpendiculaire à la surface avec une densité surfacique de     

2,0 x 1012 Fg/cm² [39]. Le nombre de molécules de fibrinogène adsorbé sur la surface hydrophobe est 

très proche de la valeur donnée dans la littératuƌe, iŶdiƋuaŶt la foƌŵatioŶ d’uŶe ŵoŶoĐouĐhe de 

protéines dans la direction perpendiculaire à la surface. Sur le TiO2, la valeur calculée à 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 fibrinogène, faiblement lié, observée 

sur le TiO2 (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’uŶe ŵoŶoĐouĐhe compacte 

formée avec un certain angle par rapport à 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 Ǉ 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 TiO2 la taille de la molécule de fibronectine a été évaluée par AFM à 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 agƌĠgĠe s’adsoƌďait suƌ la suƌfaĐe. Au ĐoŶtƌaiƌe, suƌ uŶe 

surface polymérique hydrophobe de PMMA, la fibronectine formait un réseau où les protéines se 

liaieŶt les uŶes auǆ autƌes eŶ liŵitaŶt les iŶteƌaĐtioŶs aveĐ la suƌfaĐe. L’Ġpaisseuƌ de Đe ƌĠseau Ġtait 

estimée entre 2 et 5 nm, montrant que les protéines formaient par endroit des multicouches [42].  
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EŶ utilisaŶt les diŵeŶsioŶs doŶŶĠes pouƌ la fiďƌoŶeĐtiŶe pouƌ eŶ dĠduiƌe l’aiƌe pƌojetĠe d’uŶe 

molécule de fibronectine, on obtient une densité surfacique de 6,3 x 1011 Fn/cm². Sur la surface de 

TiO2 et la surface hydrophobe, la densité de protéines en surface (Tableau 4) est supérieure à celle 

attendue si les molécules de fibronectine sont dans la même conformation que sur le TiO2 étudié 

[42]. Cela peut s’eǆpliƋueƌ paƌ la foƌŵatioŶ d’uŶ ƌĠseau de ŵolĠĐules de fiďƌoŶeĐtiŶe liĠes eŶtƌe elles 

et pouvant former des monocouches, comme cela a pu être observé sur la surface hydrophobe de 

PMMA [42]. Sur la surface hydrophile, la valeur de la densité de surface de fibronectine calculée est 

supérieure à la valeur théorique, mais reste néanmoins plus faible que sur les deux autres surfaces 

(Tableau 4). Il est probable Ƌue la fiďƌoŶeĐtiŶe s’adsoƌďe diƌeĐteŵeŶt suƌ la suƌfaĐe eŶ foƌŵaŶt dans 

un premier temps une monocouche, puis des multicouches par endroits. Cette hypothèse est en 

accord avec le changement de valeur de ΔD/ΔF (Figure 19). En effet, le changement de pente 

appaƌaît pouƌ uŶe fƌĠƋueŶĐe d’eŶviƌoŶ ϰϬ Hz, soit une densité surfacique légèrement supérieure à 

celle correspondant à une monocouche. La diminution de la rigidité apparaît donc probablement lors 

de la formation des monocouches en surface. 

L’adsorption de protéines suƌ uŶe suƌfaĐe dĠpeŶd de paƌaŵğtƌes tels Ƌue l’hǇdƌophoďiĐitĠ de suƌfaĐe 

ou encore du potentiel zéta. La surface de TiO2 et les deux surfaces fonctionnalisées ont un potentiel 

zéta négatif à pH = 7,4. Les points isoélectriques sont respectivement 4,3, 4,17 et 3,85 pour la surface 

de TiO2, la surface hydrophile fonctionnalisée par BpOH et la surface hydrophobe fonctionnalisée par 

BpF. Le poiŶt isoĠleĐtƌiƋue est de ϰ,9 pouƌ l’alďuŵiŶe, et de 5,5 pour le fibrinogène et la fibronectine. 

Les tƌois pƌotĠiŶes soŶt doŶĐ ĐhaƌgĠes ŶĠgativeŵeŶt à pH ϳ,ϰ. AiŶsi, l’adsoƌptioŶ des pƌotĠiŶes suƌ 

ces surfaces ne devrait pas être 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 TiO2, la surface hydrophobe et la surface hydrophile. Une étude réalisée par Tamada 

[43] ŵoŶtƌe Ƌue l’adsoƌptioŶ de la fiďƌoŶeĐtiŶe et de l’alďuŵiŶe est ŵaǆiŵale pouƌ uŶe suƌfaĐe 

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 aveĐ l’alďuŵiŶe et la 

fibronectine, mais aussi avec le fibrinogène, d’apƌğs les résultats QCM. Les valeurs obtenues par 

QCM sont du même ordre de grandeur voire un peu plus faibles avec la fibronectine que les valeurs 

présentées par Tamada.  
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Figure 20 : DépeŶdaŶĐe de l’adsorptioŶ de l’alďuŵiŶe (Alb - ᴑ) et la fibronectine (FN- •Ϳ en fonction de  

l’aŶgle de ĐoŶtaĐt de la surfaĐe [43] 

 

Ce ƌĠsultat iŶdiƋue Ƌu’il eǆiste uŶ aŶgle de ĐoŶtaĐt pour leƋuel l’adsoƌptioŶ de pƌotĠiŶes est 

maximale et répond aux résultats obtenus montrant une diŵiŶutioŶ de l’aďsoƌptioŶ de pƌotĠiŶes sur 

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

 

3. Adhérence des microorganismes en présence de protéines sur les 

surfaces lisses 

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

surfaces fonctionnalisées et la surface de TiO2, pré-recouvertes de BSA ou de fibrinogène. 

Protocole de recouvrement des surfaces par les protéines 

La solution de BSA a été préparée comme précédemment indiqué pouƌ les aŶalǇses de l’adsoƌptioŶ 

des protéines avec la QCM. La concentration en BSA a été choisie à 1 g/L (solution en PBS). La 

concentration en fibrinogène a été fixée à 200 mg/L, dans une solution de citrate de sodium          

0,15 mol/L en PBS. La présence de citrate dans la solution peƌŵet d’eŵpġĐheƌ le fiďƌiŶogğŶe de 

coaguler. 

Chaque échantillon de TiO2 ou de TiO2 fonctionnalisé a ensuite été immergé dans 1,5 ml de la 

solution protéique pendant 1 h à 37°C. Des échantillons témoins, Ŷ’aǇaŶt pas ĠtĠ recouverts de 

protéines, ont été immergés pendant 1 h à 37°C dans du PBS, afin de reproduire des conditions 
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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 l’adhérenĐe de ďaĐtéries  

L’adhĠƌeŶĐe de S. aureus a été testée sur les surfaces lisses de TiO2 et de TiO2 fonctionnalisées par les 

molécules BpOH et BpF et pré-recouvertes ou non de BSA ou de fibrinogène. Les résultats sont 

présentés sur la Figure 21. 

 

Figure 21 : Nombre de bactéries adhérentes sur les surfaces lisses et fonctionnalisées  

pré-recouvertes de BSA (en rouge) ou de fibrinogène (en vert) 

L’adhĠƌeŶĐe de S. aureus sur les surfaces non recouvertes de protéines est similaire à celle déjà 

observée, auĐuŶe diffĠƌeŶĐe sigŶifiĐative Ŷ’est oďseƌvĠe. 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 à la 

diminution a déjà été observée dans la littérature [13, 16]. D’apƌğs les ƌĠsultats obtenus par QCM, la 

BSA s’adsoƌďe davantage sur la surface de TiO2 par comparaison avec la surface hydrophile. 

CepeŶdaŶt, iĐi la diffĠƌeŶĐe d’adhĠƌeŶĐe eŶtƌe les suƌfaĐes saŶs protéine et les surfaces pré-

recouvertes de BSA est siŵilaiƌe Ƌu’elles soieŶt hǇdrophile ou hydrophobe, indiquant que même une 

monocouche inĐoŵplğte peut suffiƌe à liŵiteƌ l’adhĠƌeŶĐe. La présence de BSA sur les surfaces 

incubées pendant 30 min avec S. aureus peƌŵet uŶe diŵiŶutioŶ d’eŶviƌoŶ ϯϬ% de l’adhĠƌeŶĐe 

bactérienne.  
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En présence de fiďƌiŶogğŶe suƌ les suƌfaĐes, l’adhĠƌeŶĐe de S. aureus diminue fortement, et de 

ŵaŶiğƌe sigŶifiĐative. Ce ƌĠsultat va à l’eŶĐoŶtƌe de Ŷoŵďƌeuses Ġtudes Ƌui oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue la 

pƌĠseŶĐe de fiďƌiŶogğŶe eŶ suƌfaĐe augŵeŶtait l’adhĠƌeŶĐe de S. aureus car cette bactérie présente 

des récepteurs pour le fibrinogène sur sa membrane [9, 11, 45, 46]. Certaines analyses 

microbiologiques [9] ont été réalisées sous flux, et peuvent, par un protocole d’Ġtude différent, 

expliquer cette différence. Les études de Flemming [45] et de McDevitt [46] présentaient cependant 

des conditions expérimentales similaires aux nôtres eŶ teƌŵes de teŵps d’iŶĐuďatioŶ. Cette foƌte 

diŵiŶutioŶ de l’adhĠƌeŶĐe de S. aureus peut doŶĐ s’eǆpliƋueƌ paƌ la pƌĠseŶĐe de Đitƌate trisodique 

dans la solution dans laquelle est dissout le fibrinogène ou bien par le décrochage partiel de la 

couche de fibrinogène de la surface entraînant le décrochage des bactéries adhérentes lors des 

phases de rinçage.  

L’adhĠƌeŶĐe de S. aureus a été testée sur des surfaces de TiO2 pré-recouvertes de fibrinogène ayant 

été préparées dans une solution contenant ou non du citrate afin de vérifier la première hypothèse. 

Les ƌĠsultats de l’aŶalǇse de l’adhĠƌeŶĐe de S. aureus sur les surfaces de TiO2 sont donnés sur la 

Figure 22. 

 

Figure 22 : Adhérence de S. aureus sur des surfaces lisses de TiO2 pré-recouvertes ou non de Fg 

Le test de Kruskal-Wallis complété par le test de Conover-Iman indique que la diminution de 

l’adhérence entre les surfaces de TiO2 sans protéine et celles recouvertes de fibrinogène est 

significativement différente. Cependant, il Ŷ’Ǉ a pas de différence significative entre les surfaces 

ayant été recouvertes de fibrinogène en solution en PBS ou en PBS-citrate. La présence de citrate 

n’est donc pas à l’oƌigiŶe de la foƌte diŵiŶutioŶ de l’adhĠƌeŶĐe de S. aureus sur les surfaces 

recouvertes de fibrinogène. La deuxième hypothèse eǆpliƋuaŶt la diŵiŶutioŶ de l’adhĠƌeŶĐe 
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bactérienne par le décrochage partiel de plaques de fibrinogène durant la phase de rinçage est donc 

privilégiée. 

Etude de l’adhérenĐe 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’adhĠƌeŶĐe de la levuƌe suƌ les suƌfaĐes lisses fonctionnalisées pré-recouvertes de protéines (BSA ou 

fibrinogène) a été testée avec les deux formes. En effet, les tubes germinatifs présentent des 

récepteurs pour le fibrinogène, la laminine et la fibronectine qui sont absents en surface des 

blastospores [47]. 

La forme hyphe est obtenue à partir des levures sous forme blastospore par culture en milieu 199 

(milieu de culture riche en sels et en protéines) pendant 1 h à 37°C. Dans un premier temps, la    

Figure 23 ƌepƌĠseŶte l’iŶflueŶĐe du stade morphologique (blastospores versus tubes germinatifs) sur 

l’adhérence de la levure sur les surfaces lisses de TiO2 et fonctionnalisées. 

 

Figure 23 : Nombre de levures adhérentes sous forme blastospore (en bleu) ou sous forŵe d’hyphes (en rouge)  

sur les surfaces lisses et fonctionnalisées 

Sur la surface de TiO2 et les surfaces fonctionnalisées, hydrophile ou hydrophobe, les levures 

adhèrent davantage (différence significative d’apƌğs le test de Kƌuskal-Wallis) loƌsƋu’elles sont sous 

forme blastospore (Figure 23). L’adhĠƌeŶĐe des levuƌes aǇaŶt des tuďes geƌŵiŶatifs est siŵilaire sur 

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

recouvertes de protéines : BSA ou fibrinogène. Les résultats sont regroupés sur la Figure 24.  

 

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 fibrinogène (en vert) 

Pour les levures sous forme blastospore, la Figure 24-A montre que le nombre de levures sur les 

surfaces de TiO2 ou fonctionnalisées (hydrophile ou hydrophobe) diminuent lorsque celles-ci sont 

recouvertes de BSA ou de fibrinogène. Le nombre de levures adhérentes sur les surfaces pré-

ƌeĐouveƌtes de l’uŶe ou l’autre des protéines est similaire (diŵiŶutioŶ d’eŶviƌoŶ ϱϬ%Ϳ, la différence 

Ŷ’est pas sigŶifiĐative. 

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 fibrinogène (Figure 24-B). 

Cette diffĠƌeŶĐe est sigŶifiĐative d’apƌğs le test de Kƌuskal-Wallis sur la surface hydrophile. Sur la 

surface de TiO2 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 fibrinogène contrairement aux levures sous forme blastospore 

[47]. GƌâĐe à Đes ƌĠĐepteuƌs, la pƌĠseŶĐe de fiďƌiŶogğŶe suƌ la suƌfaĐe favoƌise l’adhĠƌeŶĐe pƌiŵaiƌe 

des levures, et ce quel que soit la nature de la surface de TiO2. Les résultats obtenus par QCM ont 
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montré que les protéines BSA et fibriŶogğŶe s’adsoƌďaieŶt au moins en monocouche sur la surface 

de TiO2 et les surfaces fonctionnalisées ; l’adhĠƌeŶĐe des levures, qui est similaire sur les trois types 

de surface ŵoŶtƌe Ƌue les levuƌes s’adsoƌďeŶt de la ŵġme façon Ƌu’il s’agisse d’uŶe ŵoŶoĐouche ou 

de multicouches partielles de protéines. 

Les levures ayant des tubes germinatifs sont donc plus sensibles à la présence de protéines sur les 

suƌfaĐes. EŶ effet, saŶs pƌotĠiŶe, l’adhĠƌeŶĐe de C. albicans sous sa forme hyphale est moins 

importante que pour les blastospores, ŵais eŶ pƌĠseŶĐe d’uŶ filŵ de ĐoŶditioŶŶeŵeŶt à base de 

fibrinogène notamment, le nombre de levures adhérentes augmente. 

 

Conclusion 

L’Ġtude de l’adhĠƌeŶĐe de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes suƌ les suƌfaĐes ŵodğles stƌuĐtuƌĠes pƌĠseŶtaŶt 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 à contrôler pour limiter l’adhĠƌeŶĐe des microorganismes. 

La méthode de dénombrement par UFC Ŷ’est pas appaƌue optiŵale loƌs de l’Ġtude aveĐ les suƌfaĐes 

électro-érodées puisque les microorganismes mis en contact avec les surfaces présentant les trous 

les plus profonds en surface Ŷ’ĠtaieŶt pas tous élués. Nos travaux montrent donc que les surfaces 

lisses de TiO2 semblent néanmoins limiter le nombre de microorganismes adhérents en comparaison 

aux surfaces structurées. 

La modification de la chimie de surface par greffage moléculaire Ŷ’a pas eŶtƌaiŶĠ de ŵodifiĐatioŶs 

notables de l’adhĠƌeŶĐe de S. aureus et C. albicans. L’aŶalǇse de l’adsoƌptioŶ de pƌotĠiŶes 

plasmatiques (albumine, fibrinogène et fibronectine) a en revanche montré que les surfaces 

hydrophiles retenaient moins de protéines que les surfaces hydrophobes et que les surfaces de TiO2. 

L’adhĠƌeŶĐe de S. aureus sur ces surfaces pré-recouvertes de protéines était significativement plus 

faible sur les surfaces recouvertes de fibrinogène et était légèrement 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 fibrinogène lorsqu’elle 

était sous forme d’hyphes.  

Apƌğs uŶ teŵps d’iŶĐuďatioŶ de ϯϬ ŵiŶ, Đertaines différences ne soŶt pas sigŶifiĐatives d’apƌğs les 

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

différences observées. 

L’eŶseŵďle des ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt doŶĐ l’iŵpoƌtaŶĐe de ĐoŶsidĠƌeƌ à la fois la rugosité et la 

topogƌaphie de suƌfaĐe loƌs de l’Ġtude de l’adhĠƌeŶĐe de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes sur des surfaces 

structurées. L’adhĠƌeŶĐe de ŵiĐƌooƌgaŶisŵes est ŵiŶiŵale suƌ les suƌfaĐes ultƌa-lisses. Enfin, dans le 

cadre de notre étude, sans utiliser de revêtement bactéricide, le changement de la composition 

ĐhiŵiƋue de suƌfaĐe Ŷ’a pas ŵodifiĠ l’adhĠƌeŶĐe de S. aureus et C. albicans. 

La pƌĠseŶĐe d’uŶ film de conditionnement composé de protéines et autres molécules (présentes 

dans le milieu de culture) a montré son importance loƌs de l’Ġtude de l’adhĠƌeŶĐe de bactéries ou de 

levures. Pour une utilisation de ces surfaces dans le contexte des traitements de chimiothérapie, 

nous nous sommes ensuite intéressés à l’effet de la pƌĠseŶĐe 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 l’adhéreŶĐe de ŵiĐroorgaŶisŵes 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 hospitalière, les surfaces internes des boîtiers 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 modèles de TiO2 et TiO2 fonctionnalisées. 

Quatre produits couramment préconisés pour le traitement des cancers du seiŶ, de l’estoŵaĐ ou du 

pancréas ont été Đhoisis pour l’étude: la farŵoruďiĐiŶe, l’eŶdoxaŶ, l’éloxatiŶe et le taxol. L’iŶflueŶĐe 

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 farŵoruďiĐiŶe, l’eŶdoxaŶ, l’éloxatiŶe et le taxol. La durée 

d’iŶjeĐtioŶ des produits de Đhiŵiothérapie dépeŶd du voluŵe à iŶjeĐter et du déďit. Aprğs ĐhaƋue 

administration, la chambre est ͚’nettoyée’’ par une injection à fort débit de sérum physiologique. 

UŶ protoĐole d’étude a été ŵis au poiŶt aveĐ le personnel soignant de la clinique Victor Hugo, afin de 

se rapprocher au mieux du protocole utilisé avec les chambres implantables, même 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 à des temps équivalents à l’adŵiŶistratioŶ d’uŶe 

dose unique ou à six mois de cure (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Temps de contact équivalents à ceux habituellement utilisés pour quatre produits de chimiothérapie, leur 

formule et leur ĐoŶĐeŶtratioŶ d’utilisatioŶ 

 Farmorubicine 

(épirubicine) 
Endoxan 

(cyclophosphamide) 
Taxol 

(paclitaxel) 
Eloxatine 

(oxaliplatine) 
     

Formule chimique 

 
  

 

Concentration 

utilisée 

Pur 4 g/L dans du sérum 
glucosé 5% 

600 mg/L dans du  
sérum glucosé 5% 

600 mg/L dans du  
sérum glucosé 5% 

Temps de mise en 

contact équivalent 

à l’adŵiŶistratioŶ 
d’uŶe dose unique 

10 min 30 min 1 h 2 h 

Temps de mise en 

contact équivalent 

à 6 mois de cure 

6 x 10 min 6 x 30 min 12 x 1 h 6 x 2 h 

Les échantillons lisses et carrés, de 1 cm2, ont été immergés pendant la durée indiquée dans des 

puits d’uŶe plaƋue ϭ2 puits, puis rincés abondamment par 30 ml de sérum physiologique à l’aide 

d’uŶe seriŶgue. EŶtre deux ͚’doses’’, ils oŶt été stoĐkés daŶs du séruŵ phǇsiologiƋue.  

Bien que les échantillons ne présentent pas la même forme et surtout pas le même environnement 

confiné que les surfaces dans les chambres implantables, le protocole a eu pour but de se rapprocher 

des conditions utilisées par les infirmières lors des injections. Les manipulations des produits de 

chimiothérapie ont été réalisées dans la pièce de préparation à la clinique Victor Hugo sous une 

hotte à flux laminaire. 

 

2. Analyse des surfaces  

Avant chaque analyse, les surfaĐes oŶt été riŶĐées daŶs de l’eau pure par siŵple treŵpage, pour 

éliminer une partie des sels contenus dans le sérum physiologique, et séĐhées à l’air Đoŵpriŵé. 

OptiƋueŵeŶt, les surfaĐes paraissaieŶt propres, saŶs traĐes visiďles à l’œil Ŷu. Pour le vérifier, les 

surfaces ont ensuite été analysées par AFM pour déterminer la topographie de surface à l’éĐhelle du 

nanomètre. 

L’étude a dans un premier temps été réalisée avec les quatre produits de chimiothérapie sur une 

surface lisse de TiO2 et une surface de TiO2 greffée par BpF (surface hydrophobe), pour des temps en 

immersion équivalents à l’adŵiŶistratioŶ d’une dose unique ou à six mois de traitement. Cette étude 
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a ensuite été réalisée sur une surface de TiO2 greffée par BpOH avec les deux produits laissant le plus 

de traces. 

La ŵiĐrosĐopie AFM perŵet d’oďteŶir uŶe iŵage de la surfaĐe à l’éĐhelle du ŶaŶoŵğtre. Trois images 

AFM (5 x 5 µm²) 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. 

 

Figure 1 : Images AFM (5 x 5 µm²) de surfaces de A : TiO2, B : TiO2 greffées par BpF et C : TiO2 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 TiO2 et sur la Figure 3 pour les surfaces hydrophobes. 

 

Figure 2 : Images AFM (5 x 5 µm²) de surfaces de TiO2 après avoir été mises en contact avec les quatre produits de 

chimiothérapie pendant un temps équivalent à l’adŵiŶistratioŶ d'une dose unique ou à six mois de traitement. 

Ra = 0,6 ± 0,1 nm Ra = 0,6 ± 0,1 nm Ra = 0,7 ± 0,1 nm 
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Figure 3 : Images AFM (5 x 5 µm²) de surfaces de TiO2 greffées par BpF (surfaces hydrophobes) après avoir été mises en 

contact avec les quatre produits de chimiothérapie pendant un temps équivalent à l’adŵiŶistratioŶ d'une dose unique  

ou à six mois de traitement. 

Après avoir été mises en contact pendant un temps équivalent à l’adŵiŶistratioŶ 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) Ƌu’uŶe surfaĐe de TiO2 fonctionnalisée ou non (Figure 1). Cependant pour des 

temps de mise en contact équivalent à 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 

l’eŶdoxaŶ sur les surface de TiO2 et hydrophobe (Figure 2 et Figure 3), et ce malgré le rinçage 

abondant effectué après chaque mise en contact. 

Coŵŵe la farŵoruďiĐiŶe et l’eŶdoxaŶ soŶt les produits Ƌui seŵďleŶt laisser le plus de traces sur la 

surface de TiO2 et la surface hydrophobe, une étude similaire a été réalisée avec la surface de TiO2 

greffée par BpOH (surface hydrophile) avec ces produits. La Figure 4 présente les images AFM des 

surfaces lisses hydrophiles après avoir été mises en contact avec les deux produits et rincées avec    

30 ml de sérum physiologique après chaque temps de mise en contact équivalent à l’adŵiŶistration 

d’une dose unique. Il seŵďle Ƌue peu de produit soit préseŶt sur les surfaĐes à l’éĐhelle du 

nanomètre. Pour des temps équivalents à six mois de traitement, les images AFM ne montraient pas 

de traces.  
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Figure 4 : Images AFM (5 x 5 µm²) des surfaces de TiO2 greffées par BpOH (surfaces hydrophiles) ayant été mises en 

contact avec la farmorubicine et l'endoxan pendant des temps équivalents à l’adŵiŶistratioŶ d’une dose unique  

ou à six mois de traitement. 

 

Le rinçage effectué, bien que similaire à celui utilisé par les infirmières avec les chambres 

implantables en termes de volume, est très probablement plus efficace sur nos échantillons. En effet, 

la forme de la chambre implantable et le faible diamètre de la sortie vers le tube cathéter ne 

permettent certainement pas un rinçage optimum contrairement à celui réalisé sur les échantillons, 

qui sont des surfaces lisses de forme carrée. Un rinçage plus léger (simple trempage dans du sérum 

physiologique) sera doŶĐ privilégié lors de l’étude de l’iŶflueŶĐe de traĐes de produits de 

chiŵiothérapie sur l’adhéreŶĐe de ďaĐtéries pour s’assurer de la présence de traces sur les 

échantillons. 

La surface de TiO2 et les surfaces fonctionnalisées (hydrophile et hydrophobe) ont été laissées en 

contact pendant 24 h avec une solution de farŵoruďiĐiŶe et d’eŶdoxaŶ, puis rincées par simple 

trempage dans du sérum physiologique (uŶ rapide riŶçage daŶs de l’eau pure a été effectuée avant 

analyse). Les images AFM de la surface sont présentées en Figure 5. Des petites traces de largeur 

ŵiĐroŵétriƋues et d’épaisseur ŶaŶoŵétriƋues sont observées, montrant la présence des produits en 

faible quantité sur les surfaces. Il est à noter que peu de traces sont visibles optiquement.  
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Figure 5 : Images AFM (5 x 5 µm²) des surfaces lisses et fonctionnalisées après 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 

intrinsèque (sans marquage) ce qui pourrait permettre de développer des ŵéthodes d’aŶalǇse rapide 

par spectroscopie de fluorescence. Pour Đela, l’aďsorďaŶĐe des Ƌuatre produits de chimiothérapie, 

dilués dans du sérum glucosé à 5%, a été mesurée entre 200 et 600 nm (après avoir réalisé le blanc 

dans ce solvant). Les résultats sont présentés sur la Figure 6. 

 

Figure 6 : Absorbance des quatre produits de chimiothérapie entre 200 et 600 nm 
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La farŵoruďiĐiŶe et le taxol aďsorďe tous deux daŶs l’UV à 2ϯ7 nm, l’éloxatine présente aussi un pic 

d’aďsorďaŶĐe autour de 260 nm et l’eŶdoxaŶ autour de 29Ϭ Ŷŵ. Parmi les quatre produits testés, 

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

L’exĐitatioŶ de la farŵoruďiĐiŶe dans cette gamme de longueurs d’oŶde perŵet donc d’eŶvisager des 

imageries par fluoresĐeŶĐe. Pour Đela, uŶ Đuďe de fluoresĐeŶĐe ĐoŶstitué d’uŶ filtre d’exĐitatioŶ 

laissaŶt passer les loŶgueurs d’oŶde de 525 à 55Ϭ Ŷŵ et d’uŶ filtre d’éŵissioŶ laissaŶt passer les 

loŶgueurs d’oŶde supérieures à 57Ϭ Ŷŵ a été ajouté à uŶ ŵiĐrosĐope optiƋue. Ce montage a permis 

d’oďteŶir des iŵages de fluoresĐeŶĐe de la surfaĐe aprğs dépôt de farŵoruďiĐiŶe. 

Tout d’aďord, uŶe goutte de farmorubicine a été déposée sur une surface de TiO2 et a été laissée 

quelques heures pour Ƌu’elle sğĐhe partielleŵeŶt. La Figure 7-A montre une image de la surface 

obtenue par microscopie optique. Il est possiďle d’Ǉ 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 même 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 TiO2 est en noir.  

 

Figure 7 : Images X 20 obtenues A : en microscopie optique et B : en fluoresĐeŶĐe (5 s d’iŶtégratioŶͿ.  
Les ďarres d’éĐhelle représentent 50 µm. 

L’iŵagerie de fluorescence a donc permis de visualiser les traces de farmorubicine laissées lors du 

séchage d’uŶe goutte. Suite à ce résultat, une surface de TiO2 a été laissée dans une solution de 

farmorubicine pendant 10 min et rincée très légèrement (quelques ml au lieu des 30 ml, en rinçage 

pulsé) afiŶ d’oďserver d’éveŶtuelles traĐes (Figure 8).  
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Figure 8 : Images X 50 obtenues en A : microscopie optique et B : à l'aide du cube de fluorescence (8 s d’iŶtégratioŶ).  

Les ďarres d’éĐhelle représeŶteŶt 20 µŵ. 

Sur l’iŵage de microscopie optique, la surface semble relativement propre aveĐ la préseŶĐe d’une 

goutte ou d’un petit cristal (Figure 8-A). Sur l’iŵage de fluorescence, la petite tâche apparaît rouge 

vif, pouvant signifier la présence de farmorubicine (Figure 8-B) mais comme le bord du silicium 

apparaît aussi légèrement rouge, ceci peut aussi signifier Ƌu’uŶe poussiğre de silicium provenant du 

ďord de l’éĐhaŶtilloŶ peut aussi ġtre à l’origiŶe de l’apparitioŶ de la Đouleur rouge sur l’iŵage. Ainsi, il 

semble difficile de détecter optiquement la différence entre la présence de farmorubicine et une 

poussière de silicium.  

Par microscopie AFM, il a été possible de voir des tâches de petites tailles (inférieure à 1 µm) sur les 

surfaces ayant été en contact avec la farmorubicine ou l’eŶdoxaŶ. AveĐ le ŵiĐrosĐope optiƋue Đouplé 

à la fluorescence, des tâches présentes sur la surface obtiennent la même coloration que la 

farŵoruďiĐiŶe. CepeŶdaŶt, d’autres poussiğres seŵďleŶt aussi preŶdre Đette ĐoloratioŶ.  

Afin de vérifier la présence de traces de farmorubicine sur les surfaces, un micro-spectromètre 

Raman T64000 (Horiba, Jobin-Yvon) a été utilisé. La loŶgueur d’oŶde d’exĐitatioŶ du laser ArgoŶ-

Krypton (Coherent) a été choisie à 476 nm pour ġtre daŶs la zoŶe d’aďsorptioŶ ŵaxiŵale du produit. 

Les spectres ont été enregistrés entre 200 et 8000 cm-1, ce qui correspond à des longueurs d’oŶde 

diffusées entre 479 nm et 770 nm. Le spectre de l’éĐhaŶtilloŶ Si/TiO2 (Figure 9) présente un pic 

intense à 520 cm-1 caractéristique du substrat de silicium (la couche nanométrique de TiO2 amorphe 

ne présente pas de bande vibrationnelle caractéristique). Le speĐtre d’uŶe goutte séchée de 

farmorubicine sur la surface de l’éĐhaŶtilloŶ montre la présence de petits pics entre 1200 et          

1600 cm-1, caractéristiques de la farmorubicine [1] et une large bande de luminescence ayant un 

maximum vers 5300 cm-1 (660 nm) (Figure 9). L’iŶteŶsité de Đette ďaŶde est trğs iŵportaŶte en 

raison de la forte concentration de farmorubicine. Le spectre eŶregistré sur l’une des tâches 

retrouvée sur la surface rincée ne montre pas la signature vibrationnelle autour de 1200 cm-1 ; cela 
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peut être dû à la trop faible dose de farmorubicine présente sur la surface. Une bande de 

luminescence est néanmoins observée à partir de 2500 cm-1 témoignant de la présence d’uŶ produit 

luminescent (Đette ďaŶde Ŷ’est pas préseŶte sur le speĐtre de l’éĐhaŶtilloŶ Si/TiO2). Sa forme est 

cependant différente de celle obtenue pour la farmorubicine. Ceci peut être dû à une modification 

chimique de la farmorubicine lors du séchage ou sous irradiatioŶ laser lors de l’aŶalǇse. 

 

Figure 9 : Spectres Raman de la surface de TiO2 (Si/TiO2, en bleu), de la farmorubicine (goutte séchée) (en rouge) et d’uŶe 
tâche sur la surface rincée (en vert) à 476 nm (PuissaŶĐe du laser = 0,5 ŵW, teŵps d’iŶtégratioŶ = 5 sͿ 

Ces résultats préliminaires sont encourageants Đar ils perŵetteŶt d’eŶvisager daŶs le futur l’aŶalǇse 

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 plaçant à une longueur 

d’oŶde ĐorrespoŶdaŶt au ŵaxiŵuŵ d’iŶteŶsité 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 à la clinique Victor Hugo) correspond à 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’adŵiŶistratioŶ de la totalité de la poche de nutrition parentérale nécessite une perfusion lente. 

Pour les patieŶts porteurs d’uŶe Đhaŵďre iŵplaŶtaďle, Đette solutioŶ est direĐteŵeŶt iŶjeĐtée daŶs 

le boitier. L’éĐouleŵeŶt doit être lent et peut durer environ 12 h. Un rinçage pulsé à l’aide d’uŶe 

seringue, est ensuite effectué avec environ 90 ml de sérum physiologique pour éliminer le maximum 

de traĐes du produit à l’iŶtérieur de la Đhaŵďre.  

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

été choisi, suivi d’uŶ riŶçage pulsé aveĐ 9Ϭ ŵl de séruŵ phǇsiologiƋue. 

 

2. Analyse des surfaces 

Sur la surface de TiO2 incubée avec la solution de nutrition parentérale selon le protocole décrit 

précédemment, aucune traĐe Ŷ’était visiďle sur la surface d’aprğs les images AFM (Figure 10). La 

rugosité moyenne de surface, déterminée par AFM, de la surface de TiO2 ayant été mise en contact 

avec la solution de nutrition parentérale, est restée inférieure au nanomètre. Trois images de chaque 

surface ont été réalisées sur différentes zones.  

 

Figure 10 : Images AFM (5 x 5 µm²) de surfaces de TiO2 A : avant et B : après contact avec la solution de nutrition 

parentérale et rinçage. 

Afin d’iŶduire de traces de nutrition parentérale à la surface des échantillons lisses de TiO2 et de TiO2 

fonctionnalisés (surfaces hydrophile et hydrophobe) des rinçages moins efficaces ont été réalisés. 

Pour cela, les surfaces ont été mises en contact avec la solution de nutrition parentérale pendant      

Ra = 0,4 ± 0,1 nm Ra = 0,5 ± 0,1 nm 
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5 jours et rincées légèrement par trois trempages successifs dans du sérum physiologique puis un 

treŵpage daŶs de l’eau pure avaŶt d’ġtre séĐhées aveĐ de l’air Đoŵpriŵé.  

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’aprğs Đes aŶalǇses, il Ŷ’a pas été 

possible de déterŵiŶer si l’uŶe des surfaĐes retieŶt plus de solution de nutrition parentérale que les 

autres. Ces résultats ŵoŶtreŶt ĐlaireŵeŶt l’iŵportaŶĐe du protocole de rinçage sur le maintien de la 

Ƌualité des surfaĐes aprğs l’adŵiŶistratioŶ d’uŶe solutioŶ de nutrition parentérale. 

 

Figure 11 : Images AFM (5 x 5 µm²) des surfaces de TiO2 et TiO2 fonctionnalisées avant (ligne supérieure)  

et après (ligne inférieure) contact avec une solution de nutrition parentérale. 

 

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 TiO2 avec pyramides A : avant et B : après contact avec la 

solution de nutrition parentérale. Les ďarres d’éĐhelle ĐorrespoŶdeŶt à 50 µŵ. 

Sur chacune des images, il est possible de voir les arrêtes 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 rinçage léger ne suffit pas à éliminer 

les traces de solution. Ce résultat montre l’iŵportaŶĐe du riŶçage aprğs l’adŵiŶistratioŶ de ŶutritioŶ 

pareŶtérale et la diffiĐulté oďservée d’éliŵiŶer Đette solutioŶ sur des surfaĐes struĐturées. EŶ effet, 

lors de l’utilisatioŶ d’uŶe Đhaŵďre iŵplaŶtaďle pour l’adŵiŶistratioŶ de ŶutritioŶ pareŶtérale, il a été 

oďservé uŶ plus fort taux d’iŶfeĐtioŶs. 

Pour étudier l’iŶflueŶĐe de la ŶutritioŶ pareŶtérale sur l’adhéreŶĐe 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 l’adhérence de bactéries 
 

1. Influence de la présence de produits de chimiothérapie 

La présence de traces de produits de chimiothérapie sur les surfaces sur l’adhéreŶĐe de S. aureus a 

été testée sur les surfaces lisses de TiO2 et de TiO2 fonctionnalisées (surfaces hydrophile et 

hydrophobe). EŶ effet, l’iŶtroduĐtioŶ répétée de Đes produits dans la chambre implantable peut 

laisser des traces à l’iŶtérieur de la Đhaŵďre et modifier la topographie de surface et/ou la chimie de 

surface. D’aprğs les aŶalǇses effeĐtuées sur les surfaces lisses, la farŵoruďiĐiŶe et l’eŶdoxaŶ soŶt les 

deux produits, parmi les quatre testés, qui ont laissé des traces, même après un rinçage pulsé 

comparable à celui utilisé avec les patients porteurs de chambre implantable. 
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AfiŶ de s’assurer de la préseŶĐe de traĐes iŵportantes sur les surfaces et étudier leur éventuel effet 

sur l’adhéreŶĐe de ďaĐtéries, les éĐhaŶtilloŶs de siliĐiuŵ reĐouverts d’uŶe ĐouĐhe ŵiŶĐe de TiO2 et 

fonctionnalisés ont été mis en contact pendant 24 h avec les produits de chimiothérapie et rincés 

légèrement par trempage dans du sérum physiologique. Les résultats de l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe sur 

ces surfaces sont présentés sur la Figure 13. L’aŶalǇse ŵiĐroďiologiƋue a été réalisée eŶ tripliĐata, les 

ďarres d’erreur sur le graphiƋue ĐorrespoŶdeŶt à l’éĐart tǇpe des valeurs. 

 

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’aprğs le test de Kruskal-Wallis, l’adhéreŶĐe de ďaĐtéries daŶs Đes ĐoŶditioŶs (30 ŵiŶ d’iŶĐuďatioŶ    

à 37°C, puis dénombrement par la méthode des UFC) n’est pas statistiƋueŵeŶt différente sur les 

trois surfaces étudiées (Figure 13). La présence des produits de chimiothérapie sous forme de traces 

submicrométriques sur les surfaces Ŷ’eŶgeŶdre pas de modifications notables sur l’adhéreŶĐe de      

S. aureus puisƋu’auĐuŶe diŵiŶutioŶ sigŶifiĐative du nombre de bactéries Ŷ’est oďservée. La 

farŵoruďiĐiŶe et l’eŶdoxaŶ Ŷe seŵďlent pas non plus favoriser l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe pour un 

teŵps d’iŶĐuďatioŶ de ϯϬ ŵiŶ. La large distribution des valeurs ne permet pas de dégager de 

tendances concernant une augmentation ou une diŵiŶutioŶ de l’adhérence bactérienne, même non 

significative, entre les différentes surfaces. Des études sur des temps plus longs pourraient être 

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 iŶflueŶĐer l’adhéreŶĐe primaire de 

bactéries, des surfaces de TiO2 et TiO2 foŶĐtioŶŶalisées aiŶsi Ƌu’uŶe surfaĐe struĐturée aveĐ des 

pyramides ont été utilisées pour les analyses microbiologiques. De la même façon, 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 

treŵpages daŶs du séruŵ phǇsiologiƋue. AvaŶt l’aŶalǇse (quelques heures), les échantillons ont été 

conservés dans du sérum physiologique. La Figure 14 compare les résultats de l’adhéreŶĐe 

bactérienne sur les échantillons ayant été mis en contact ou non avec la solution de nutrition 

parentérale.  

 

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’aprğs les tests statistiƋues. Une faible 

augŵeŶtatioŶ de la rugosité de surfaĐe est oďservée sur les trois tǇpes de surfaĐes lisses lorsƋu’elles 

ont été en contact avec la solution de nutrition parentérale (Ra passant de 0,6 nm à environ 50 nm). 

CepeŶdaŶt, Đette faiďle augŵeŶtatioŶ de la rugosité de seŵďle pas iŵpaĐter l’adhéreŶĐe 

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 

l’adhéreŶĐe sur la surfaĐe aveĐ les pǇraŵides ayant été en contact avec la solution de nutrition 

parentérale, Ŷ’est pas considérée comme significative avec le test de Kruskal-Wallis. Cependant la 

diminution du nombre de bactéries d’eŶviroŶ 5Ϭ% pourrait être liée directement à une diminution de 

la rugosité. 

La présence, sur la surface, de traces de glucides, nutriment pour les bactéries, ne semble donc pas 

iŵpaĐter l’adhéreŶĐe primaire des bactéries puisque celle-ci reste similaire à celle observée sur les 

surfaĐes lisses. UŶ teŵps d’iŶĐuďatioŶ plus loŶg ou une étude de la formation et du développement 

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

 

Conclusion 

En utilisant des échantillons lisses et des conditions comparables à celles utilisées avec les chambres 

implantables, il est difficile d’oďserver optiquement des traces des produits de chimiothérapie ou de 

nutrition parentérale en surface. La différence de géométrie avec les chambres implantables permet 

un rinçage beaucoup plus efficace avec les échantillons lisses. Cependant, des traces 

submicrométriques ont été observées par AFM sur les surfaces lisses. De plus, les études Ŷ’oŶt 

sûrement pas été réalisées avec un nombre suffisant de répétitions qui permettraient de se 

rapproĐher des ĐoŶditioŶs réelles d’utilisatioŶ.  

Après un temps d’iŶĐuďatioŶ de 30 min avec une suspension de S. aureus, il semble que la présence 

de farŵoruďiĐiŶe, d’eŶdoxaŶ ou de ŶutritioŶ pareŶtérale Ŷ’a pas d’effet significatif sur l’adhéreŶĐe 

primaire de S. aureus quel que soient les propriétés chimiques de surfaces lorsque la rugosité est de 

l’ordre du ŶaŶoŵğtre. Ces trois produits Ŷ’eŶgeŶdreŶt pas d’augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďre de ďaĐtéries 

adhéreŶtes et Ŷ’oŶt pas ŶoŶ plus d’effet iŶhiďiteur sur l’adhéreŶĐe lorsƋu’ils soŶt préseŶts sous 

forme de traces sur la surface. Les caractéristiques différentes des surfaces de TiO2 ou de TiO2 

foŶĐtioŶŶalisées Ŷ’eŶtraîŶeŶt pas de différeŶĐe significative sur l’adhéreŶĐe ďaĐtérieŶŶe eŶ préseŶĐe 

de ces produits. Sur la surface structurée avec des pyramides, la diminution du nombre de bactéries 

adhéreŶtes seŵďle proveŶir d’uŶe diŵiŶution de la rugosité et de la réduction de la surface 

spécifique. 

Pour vérifier le caractère 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 



Chapitre 4 : Application aux chambres implantables 

 
166 

lisses étudiées pour vérifier que la réponse bactérienne est similaire à celle observée sur les surfaces 

ne présentant que quelques traces en surface. 

De plus, il serait iŶtéressaŶt d’étudier le développeŵeŶt de ŵiĐroorgaŶisŵes eŶ préseŶĐe de Đes 

produits aveĐ des teŵps d’iŶĐuďatioŶ plus loŶg (au moins 12 heures) afin de vérifier si l’effet oďservé 

pour des teŵps d’iŶĐuďatioŶ de ϯϬ ŵiŶ, ĐorrespoŶdaŶt à l’étude de l’adhéreŶĐe priŵaire, sont 

amplifiés. EŶ effet, d’aprğs les oďservatioŶs reportées par les centres de santé, la présence de 

ŶutritioŶ pareŶtérale favorise l’augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďre d’iŶfeĐtioŶs ŶosoĐoŵiales [2]. De plus, avec 

sa géométrie particulière, les chambres implantables sont plus enclines à retenir ces produits, 

réaliser les analyses avec des temps plus longs permettrait donc de se rapprocher des conditions 

réelles d’utilisatioŶ et d’oďserver uŶe éveŶtuelle augŵeŶtation du nombre de microorganismes 

présents en surface. 

De plus, l’étude ĐoŵďiŶée de la préseŶĐe de Đes produits aveĐ Đelle de protéiŶes pourrait apporter 

des différeŶĐes, et daŶs ĐertaiŶs Đas favoriser l’adhérence bactérienne. De telles études 

multifactorielles perŵettraieŶt de se rapproĐher des ĐoŶditioŶs réelles d’utilisatioŶ des Đhaŵďres 

iŵplaŶtaďles et de surveŶue d’iŶfeĐtioŶs sur dispositifs iŵplantables, mais l’aŶalǇse des résultats de 

ces études serait très complexe et il serait très difficile de comprendre la contribution de chaque 

paramètre. 
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Conclusion générale 

Conclusion 

L’oďjeĐtif de Đette étude a été d’étudier l’iŶflueŶĐe des propriétés phǇsiĐo-chimiques de surface sur 

l’adhéreŶĐe de deux ŵiĐroorgaŶisŵes souveŶt retrouvés lors d’iŶfeĐtioŶs 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 à étudier l’iŶflueŶĐe des propriétés de 

surface de matériaux utilisés dans les chambres iŵplaŶtaďles sur l’adhéreŶĐe des ŵiĐroorgaŶisŵes et 

le risƋue de surveŶue d’uŶe iŶfeĐtioŶ ŶosoĐoŵiale. DaŶs Đe ĐoŶtexte, nous nous sommes focalisés 

sur l’étude de l’adhéreŶĐe priŵaire de ŵiĐroorgaŶisŵes sur des matériaux à base de titane, 

biocompatibles, et souvent utilisés à l’iŶtérieur des boîtiers des chambres implantables. 

L’aŶalǇse des propriétés phǇsiĐo-chimiques de surface de chambres implantables commerciales a 

d’aďord été effeĐtuée afiŶ de fixer le cadre de notre étude en termes à la fois de rugosité et de 

chimie de surface. 

Des ŵéthodes d’élaďoratioŶ oŶt alors été mises au point permettant de contrôler les propriétés 

topographiques de surface. Des échantillons modèles, ultra-lisses, avec une rugosité inférieure au 

nanomètre, ont été élaborés, de manière répétable, par dépôt d’uŶ filŵ ŵiŶĐe d’oxǇde de titane sur 

des wafers de silicium. Ces surfaces modèles ont ensuite été fonctionnalisées par greffage 

moléculaire à l’aide de foŶĐtioŶs ďiphosphoŶate de manière à obtenir des monocouches et à 

maîtriser le caractère hydrophile / hydrophobe de la surface en fonction de la molécule greffée tout 

en conservant une rugosité inférieure au nanomètre. Ensuite, différentes stratégies ont été 

envisagées afin de modifier de façon homogène la topographie de surfaces à base de titane en 

contrôlant la rugosité. Tout d’aďord, des attaques basiques sur du silicium orienté ont été réalisées 

et, en contrôlant les conditions expérimentales, des surfaces présentant des pyramides, avec une 

taille moyenne contrôlée, ont été obtenues. D’autres topographies de surfaĐe oŶt été élaborées par 

modification des surfaces d’alliage de titaŶe grade 2 et grade 5 : des surfaces structurées par sablage, 

avec des rugosités comprises entre 1 à 3 µm, ou par électroérosion, présentant des surfaces avec des 

trous et des rugosités de 1 à 5 µm. Les valeurs de rugosité ont été choisies de manière à rester 

proche de celles mesurées dans les chambres implantables commerciales.  

Des analyses microbiologiques ont ensuite été réalisées sur les supports préparés pour étudier 

l’adhéreŶĐe priŵaire des bactéries et des levures. Un protocole similaire comprenant plusieurs 

étapes a été ŵis au poiŶt pour l’étude de S. aureus et C. albicans. Les résultats ont permis de 
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ŵoŶtrer Ƌue l’adhéreŶĐe des ŵiĐroorgaŶisŵes Ŷ’était pas systématiquement et simplement reliée à 

la rugosité. En effet, alors que sur les surfaces présentant des pyramides, l’adhéreŶĐe de 

microorganismes a augmenté à partir d’uŶe 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’iŵportaŶĐe du paraŵğtre 

͚topographie de surface’ pour l’élaďoratioŶ de surfaĐes aŶti-adhésives ainsi que certaines 

caractéristiques dimensionnelles. En effet, la présence de creux ou de motifs de taille comparable à 

celle des microorganismes favorise leur adhérence sur les surfaces. Il a donc été montré que 

l’adhéreŶĐe de S. aureus et C. albicans était minimale sur les surfaces lisses de TiO2 dont la rugosité 

était inférieure au nanomètre.  

La ŵodifiĐatioŶ de l’hǇdrophoďiĐité de surfaĐe par greffage moléculaire Ŷ’a pas entraîné de 

modification sigŶifiĐative de l’adhéreŶĐe de S. aureus ou de C. albicans. En revanĐhe, l’adsorptioŶ de 

protéines plasmatiques (albumine, fibrinogène et fibronectine) était différente sur les trois surfaces : 

surfaces de TiO2 et surfaces fonctionnalisées (hydrophile et hydrophobe). Quelle que soit la protéine, 

l’adsorptioŶ était minimale sur la surface hydrophile et maximale sur la surface de TiO2. Les protéines 

forŵaieŶt uŶe ĐouĐhe ĐoŵpaĐte sur ĐhaĐuŶe des surfaĐes lisses. L’adsorptioŶ de l’alďuŵiŶe sur la 

surface hydrophile ne formait pas une monocouche complète. Au contraire, l’adsorptioŶ de 

l’alďuŵiŶe sur la surfaĐe de TiO2 et sur la surfaĐe hǇdrophoďe aiŶsi Ƌue l’adsorptioŶ du fiďriŶogğŶe 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-reĐouvertes d’alďuŵiŶe ou de fiďriŶogğŶe, les 

bactéries et les levures ont présenté un comportement différent en termes de ĐapaĐité d’adhéreŶĐe 

au substrat. L’adhéreŶĐe de S. aureus sur ces surfaces lisses a diminué de manière significative en 

présence de fibrinogène et plus faiblement en présence d’alďuŵiŶe. Sur ces surfaces, l’adhéreŶĐe 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 fibrinogène, grâce à la 

présence de récepteurs pariétaux spécifiques de cette protéine.  

L’iŵportaŶĐe du ŶettoǇage a pu ġtre ŵise eŶ évideŶĐe lors de la ŵise eŶ ĐoŶtaĐt 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) à faible dose sur les surfaces (sous forme de traces) Ŷ’a 

pas engendré d’évolutioŶ de l’adhéreŶĐe priŵaire des bactéries. Des répétitions supplémentaires ou 

des teŵps d’iŵŵersion plus longs dans ces solutions de produits de chimiothérapie pourraient peut-
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être 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 l’iŵportance de la morphologie de surface lors de 

l’élaboration de surfaces anti-adhéreŶtes pour les ŵiĐroorgaŶisŵes aiŶsi Ƌue l’iŶflueŶĐe d’uŶ filŵ de 

conditionnement composé de protéiŶes plasŵatiƋues sur l’adhéreŶĐe de ďaĐtéries et de levures.  

 

Limites et perspectives 

La ŵéthode d’aŶalǇse de l’adhéreŶĐe des microorganismes (méthode par dénombrement des UFC 

après élution des microorganismes adhérents à la surface) a montré quelques limites. En effet, 

lorsque les surfaces présentent une topographie avec des trous, la totalité des microorganismes 

adhérents Ŷ’a pu être éluée. De plus, la ŵiĐrosĐopie éleĐtroŶiƋue à ďalaǇage Ŷ’a pas perŵis 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 à 

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 l’aŶalǇse ŵiĐroďiologiƋue in vitro, la phase de rinçage est 

nécessaire pour éliminer les microorganismes non adhérents en surface et ainsi ne compter que ceux 

qui ont réellement adhérés. Cependant, l’effiĐaĐité de Đette phase dépend fortement de 

l’expériŵeŶtateur, puisƋu’eŶ foŶĐtioŶ de la ŵaŶiğre de laver l’échantillon en PBS, un nombre 

différent de microorganismes peut être éliminé. Pour limiter ce facteur humain, des expériences 

préliminaires oŶt été réalisées aveĐ uŶ ďaŶĐ d’essai d’adhésion bactérienne en conditions 

dynamiques, suivi d’uŶe méthode de dénombrement par UFC. Les analyses ont montré une forte 

réduction de l’éĐart tǇpe, lors des répétitions, lorsque le rinçage a été réalisé in situ. Cependant, le 

nombre de microorganismes adhérents était similaire aux tests en conditions statiques réalisés en 

parallèle, sur les surfaces lisses de TiO2 et fonctionnalisées. D’autres paraŵğtres Đoŵŵe 

l’augŵeŶtatioŶ du flux de la suspension de microorganismes daŶs la Đhaŵďre de flux du ďaŶĐ d’essai 

pourraient éventuellement permettre de faire apparaître certaines différences notamment pour des 

échantillons rugueux. De plus, en adaptant le dispositif, l’étude eŶ ĐoŶditioŶs dǇŶaŵiƋues pourrait 

être couplée à la détection par microscopie à fluorescence. 

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

rugosités étaient similaires à celles mesurées dans des chambres implantables commerciales. Pour 
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cela, différeŶts protoĐoles de ŵodifiĐatioŶ de l’état de surfaĐe oŶt été ŵis au poiŶt. Cependant, la 

topographie de certaines surfaces d’alliage de titaŶe est très hétérogène : certaines surfaces ne 

présentaient pas des motifs de taille régulière à l’éĐhelle du micromètre. Ainsi, de nouvelles surfaces 

modèles à base de titane présentant des motifs réguliers, en termes de largeur ou de profondeur, de 

taille ŵiĐroŵétriƋue (Đoŵparaďle aux ŵiĐroorgaŶisŵesͿ pourraieŶt ġtre iŵagiŶées afiŶ d’étudier 

l’iŶflueŶĐe de la taille et de la répartition des motifs de surface sur l’adhéreŶĐe priŵaire de ďaĐtéries 

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 être complétées avec d'autres espèces de bactéries aussi 

préseŶtes lors d’iŶfeĐtioŶs nosocomiales (qui peuvent réagir différemment sur ces surfaces). De plus, 

des analyses in vivo pourraient être réalisées afin de vérifier la biocompatibilité des échantillons 

réalisés ainsi que la tolérance des animaux vis-à-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’iŶtérieur des boîtiers en titane des 

Đhaŵďres iŵplaŶtaďles. CepeŶdaŶt, l’apparitioŶ d’iŶfeĐtioŶs ŶosoĐoŵiales peut se faire à différeŶts 

eŶdroits du dispositif, Đoŵŵe par exeŵple sur l’extérieur du ďoîtier ou au Ŷiveau du Đathéter.  
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Annexe 1 : Méthode MATS pour évaluer le caractère acide/base de Lewis et l’hydrophobicité de surface des microorganismes 
 

La méthode MATS (Microbial adhesioŶ to solveŶtsͿ perŵet d’étudier les propriétés de la membrane 

de microorganismes. Elle renseigne sur le ĐaraĐtğre aĐide (aĐĐepteur d’éleĐtroŶsͿ ou basique 

(doŶŶeurs d’éleĐtroŶsͿ au sens de Leǁis aiŶsi Ƌue l’hǇdrophoďiĐité. 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 

déterŵiŶer l’affiŶité des ŵiĐroorgaŶisŵes pour ĐhaƋue solvaŶt et avoir des iŶforŵatioŶs sur ses 

propriétés de surface. Les solvaŶts (souveŶt le Đhloroforŵe, l’héxadéĐaŶe, l’aĐétate d’éthǇle et le 

décane) sont choisis de manière à définir les propriétés de la membrane des microorganismes. 

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

1. Les microorganisŵes soŶt d’aďord préparés daŶs ϭ,2 ŵl d’uŶe solutioŶ de PBS stérile. La deŶsité 

optique est mesurée à 400 nm (A0).  

2. 0,2 ml de solvant est ajouté à 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 ml de phase aqueuse est prélevé et la densité optique est mesurée à 400 nm (A). 

5. Le pourĐeŶtage d’affiŶité est eŶsuite déterŵiŶé d’aprğs la forŵule : % �������é = ቀͳ − ��0ቁ �ͳͲͲ 

Les résultats obtenus pour S. aureus sont donnés en Figure 1. 

 

Figure 1 : Pourcentages d'affinité aux solvants 

Ainsi, la bactérie S. aureus présente une surface hydrophobe avec un caractère 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 éthylène glycol (BpOH). La molécule BpF a d’aďord été soluďilisée daŶs ϭ ŵl d’éthaŶol. 

Chacune des molécules a ensuite été solubilisée dans le milieu de culture complet : DMEM 

(DulďeĐĐo’s Modified Eagle’s Mediuŵ), 10% de sérum de veau fœtal 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 à 10 

mM pour BpF et de 0,001 mM à 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 aveĐ uŶe ĐoŶĐeŶtratioŶ d’eŶviroŶ ϭ,5x104 cellules/puits. Les plaques ont ensuite été 

incubées 24 h à 37°C sous 5% de CO2 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 ϭϬϬ μl de solution aux 

différentes concentrations testées. Le tout est incubé pendant 24 h à 37°C sous 5% de CO2. Des 

témoins négatif et positif sont ajoutés pour comparer les résultats obtenus par les trois méthodes 

d’évaluatioŶ préĐoŶisées daŶs la Ŷorŵe. 

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 à 

aďsorďer le ĐoloraŶt. Aprğs riŶçage, le ĐoloraŶt est extrait à l’aide d’uŶe solutioŶ aĐidifiée 

d’éthaŶol. L’aďsorďaŶĐe de cette solution est ensuite mesurée à 540 nm et est 

proportionnelle au nombre de cellules vivantes. 

 
 

3. Un essai de cytotoxicité au MTS1. Pour cela, du MTS est introduit dans les puits. Si les cellules 

sont vivantes alors elles réduisent le MTS eŶ forŵazaŶ. La ŵesure de l’aďsorďaŶĐe, du 

formazan, à 490 nm est proportionnelle au nombre de cellules vivantes. 

                                                           
1 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 l’absence des molécules). 

Les résultats obtenus par ces différentes approches concordent et montrent que, dans les conditions 

de cette étude et selon les critères de la norme, aucun effet cytotoxique potentiel n’a été oďservé 

pour BpF et BpOH pour une concentration inférieure ou égale à 1 mM. 
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Annexe 3 : Préparation des échantillons avec les bactéries et les 

levures pour l’observation MEB 
 
 

L’utilisatioŶ de la microscopie électronique à 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 à la température et à 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 Ƌu’ils conservent leur structure lors de 

l’oďservation MEB, daŶs l’eŶĐeiŶte sous vide [1]. Enfin, une métallisation de la surface à l’aide d’uŶe 

couche nanométrique de platine permet de rendre conducteur les échantillons. 

Le protocole de préparation des échantillons est le suivant :  

1. Les protéiŶes des ŵeŵďraŶes des ďaĐtéries et des levures soŶt d’aďord fixées par uŶe solutioŶ 

de paraformaldéhyde 2,5% et de glutaraldéhyde 2,5% dans un tampon phosphate 0,1 M à     

pH 7,4 à température ambiante pendant une nuit.  

2. Les échantillons sont ensuite rincés dans un tampon phosphate 0,1 M à pH 7,4 

(éventuellement sur plusieurs jours à 4°C). 

3. Un deuxième rinçage est ensuite réalisé dans de l'eau pure. 

4. Les microorganismes sont déshydratés successivement dans trois bains d'éthanol à 100°, et 

l'éthanol du 3ème bain s’évapore à l’air. 

5. Les échantillons sont ensuite fixés sur des plots, de taille adaptée, pour l'observation au MEB. 

6. La surface des échantillons est ensuite métallisée par le dépôt d'une couche de 5 à 10 nm de 

platine. 

Les images ont été réalisées avec un MEB à effet de champ, en électrons secondaires. La tension 

d’aĐĐélératioŶ a été fixée à 2 ou ϯ keV. La pressioŶ de l’eŶĐeiŶte était comprise entre 5 x 10-6 mbar et          

9 x 10-7 mbar. Les observations ont été réalisées sur l’uŶ de Đes deux MEB à effet de champ : un 

modèle JEOL JSM-6301F à Angers ou un modèle 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. 

 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 l’administration de produits de 
chimiothérapie et/ou de nutrition parentérale. Comme la 
plupart des implants médicaux, ces dispositifs peuvent 
être à l’origine d’infections nosocomiales. L’objectif de la 
thèse a été d’étudier la contribution des modifications 
physico-chimiques de surface de matériaux à base de 
titane sur l’adhérence de microorganismes. Des 
surfaces présentant différentes caractéristiques ont été 
élaborées et l’adhérence de la bactérie Staphylococcus 
aureus et de la levure Candida albicans a été testée in 
vitro en conditions statiques. Des surfaces modèles de 
TiO2 présentant des rugosités à l’échelle du nanomètre 
et du micromètre ont été élaborées avec des wafers de 
silicium revêtues 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 TiO2 ont ensuite été 
fonctionnalisées par greffage moléculaire pour modifier 
le caractère hydrophile/hydrophobe de surface. L’étude 
de l’adsorption de protéines du plasma sanguin, par 
QCM, a permis de mieux expliquer l’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 films 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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