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Introduction générale

C’est au cours du XIXe siècle, notamment grâce à Louis Pasteur et Robert Koch, que la bactériologie

est apparue. Si le premier a notamment introduit la fameuse théorie des germes qui a mis fin à la croyance

en la génération spontanée, c’est surtout au second que la bactériologie clinique doit ses débuts. Les

postulats que Koch a énoncés, dans la continuité des travaux de Henle, ont longtemps été considérés

comme les principes fondamentaux du diagnostic des maladies infectieuses. Ces postulats reposent sur la

nécessité de pouvoir isoler et cultiver un micro-organisme lors d’une maladie afin de pouvoir déterminer

le lien de cause à effet entre la présence du pathogène et l’état du patient. Certaines techniques de

culture des micro-organismes alors introduites par Koch et son équipe, dont la fameuse boîte de Petri

servant à obtenir des isolats bactériens, sont encore au cœur des méthodes actuelles de la microbiologie

clinique. L’introduction des antibiotiques au milieu du XXe siècle aurait pu laisser présager une fin des

maladies infectieuses. L’apparition systématique de souches résistantes à chaque introduction de nouveaux

antibiotiques a toutefois éloigné cet espoir. Les infections bactériennes du sang (les bactériémies), et

notamment leurs complications dans le cadre de sepsis et de chocs septiques représentent ainsi encore

aujourd’hui une cause de mortalité importante. Une détection et une identification rapide des pathogènes

sont nécessaires pour pouvoir ajuster de la façon la plus rapide et efficace possible le traitement antibiotique

de ces infections.

La faible concentration bactérienne contenue dans le sang impose une étape d’enrichissement afin de

pouvoir détecter la présence des pathogènes. Cette étape, appelée hémoculture, est basée sur la croissance

de la population bactérienne dans l’échantillon sanguin prélevé, elle impose de ce fait un délai long

avant que les bactéries ne soient détectées. De plus, les étapes subséquentes d’identification et de tests de

sensibilité aux antibiotiques nécessitent à leur tour également des temps longs d’incubation, retardant

l’adaptation du traitement antibiotique. Pour diminuer la durée avant l’ajustement de l’antibiothérapie,

de nombreuses méthodes alternatives de diagnostic sont à l’étude. Parmi elles, l’introduction de la

spectrométrie de masse par MALDI-TOF ainsi que l’arrivée de méthodes moléculaires ont drastiquement

amélioré le diagnostic clinique d’infections bactériennes. Cependant, une marge de progression existe

encore, par exemple grâce aux développements des biocapteurs.

C’est cet axe de recherche qui est exploré depuis quelques années au sein de l’équipe de Chimie pour

la Reconnaissance et l’Étude d’Assemblages Biologiques (CREAB), de l’unité mixte de recherche sur

les Systèmes Moléculaires et nanoMatériaux pour l’Énergie et la Santé (SyMMES). Un capteur basé

sur la détection de bactéries en croissance grâce à l’imagerie par résonance de plasmons de surface y a

été développé. Il permet notamment la reconnaissance spécifique de pathogènes en matrice complexe

(alimentaire, sang) grâce à des biopuces à anticorps. Le besoin de mettre en place une capacité de

détection de large spectre a conduit à explorer l’utilisation de peptides antimicrobiens pour la détection.

Ces travaux de thèse, financés par le Laboratoire d’Excellence ARCANE, marquent ainsi le début d’une

collaboration avec l’équipe d’Ingénierie et Interactions BioMoléculaires (I2BM) du Département de

Chimie Moléculaire (DCM), afin d’étudier et développer ces nouvelles sondes peptidiques. Enfin, le
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Centre Hospitalier Universitaire de Grenoble est le dernier partenaire de ce projet, notamment afin de

développer le capteur en adéquation avec les exigences des laboratoires d’analyse médicale.

Ce manuscrit se propose dans un premier chapitre de dresser un état des lieux plus détaillé du contexte

lié aux bactériémies : depuis leur impact clinique jusqu’aux avancées actuelles dans le domaine de

leur diagnostic. Les perspectives liées à l’utilisation de biocapteurs pour cette application seront alors

introduites, ce qui amènera à fixer un cadre aux travaux effectués au cours de cette thèse.

Le deuxième chapitre viendra présenter les peptides antimicrobiens (PAM) comme potentiels substituts

aux sondes habituelles des biocapteurs ciblant les pathogènes. Une présentation générale des PAM sera

donnée avant de s’attarder sur les occurrences préexistantes de l’utilisation de ces molécules comme

éléments de capture dans des biocapteurs. Des résultats préliminaires démontrant l’emploi de ces peptides

dans un milieu de culture simple seront alors exposés, ainsi que les critères de sélection de nouvelles

sondes. La stratégie de synthèse et d’immobilisation de ces ligands à la surface du capteur est alors

présentée.

Le troisième chapitre présentera l’emploi des nouvelles sondes synthétisées pour la détection de

bactérie en milieu de culture simple. Des éléments caractérisant l’immobilisation des PAM sur la surface

des capteurs seront également exposés.

L’adaptation du système ainsi développé aux milieux complexes, comme le plasma ou le sang, sera

présentée en première partie du chapitre 4. Ces améliorations comprennent notamment le changement de

la méthode de passivation avec l’introduction de molécules thiolées en lieu et place de la BSA traditionnel-

lement utilisée sur ce type de biocapteur. Ensuite, la démonstration de la détection de pathogènes à faible

concentration en milieu complexe est démontrée, avec dans un premier temps l’emploi du plasma puis du

sang dilué au milieu d’hémoculture tel qu’employé en clinique. Ces expériences serviront de support à

l’évaluation du potentiel d’identification du système, grâce à la mise en œuvre de méthodes d’analyse

exploratoire de données.

Enfin, le chapitre de conclusions et perspectives viendra éclairer les axes de développement ouverts

par ces travaux, ainsi que les futures applications et implications qu’ils pourront avoir.



Liste des abréviations

ACP : Analyse en composantes principales (PCA en anglais)

ATCC : American Type Culture Collection

BSA : Albumine sérique du bovin (Bovine Serum Albumin)

CHCP : Classification Hiérarchique sur Composantes Principales (HCPC en anglais)

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

CP : Composante Principale

D15G15 : Solvant de dépôt lors des fonctionnalisation :

15% de DMF; 15% de glycérol ; 70% d’eau ultra-pure.

DMF : N,N-diméthylformamide

DMSO : diméthylsulfoxyde

ESI-MS : spectrométrie de masse via ionisation par électronébuliseur

(electrospray ionisation – mass spectrometry)

FISH : Fluorescence in-situ hybridization

MALDI–TOF : spectrométrie de masse via désorption et ionisation par source d’ionisation laser assistée

par une matrice , couplée à un analyseur à temps de vol

(Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization – Time of Flight)

MPA : acide mercaptopropionique (Mercapto-Propionic Acid)

NHS : N-Hydroxysuccinimide

PAM : Peptide antimicrobien (ou AMP – antimicrobial peptide)

PBS : tampon de phosphate salin (Phosphate Buffer Saline)

PCR : Réaction en chaîne par polymérase (polymerase chain reaction)

PEG : Polyéthylène glycol

QCM : Microbalance à quartz (quartz crystal microbalance)

ROI : région d’intérêt sur une image (Region of interest)

SAM : monocouches auto-assemblées (self-assembled monolayers)

SAPE : Streptavidine Phycoérythrine

SARM : S. aureus résistant à la méticilline (MRSA en anglais)

SASM : S. aureus sensible à la méticilline (MSSA en anglais)

SCN : Staphylocoque à coagulase négative

SPPS : Synthèse peptidique sur phase solide

SPR : Résonance de plasmons de surface (Surface Plasmon Resonance)

SPRI : Imagerie par résonance de plasmons de surface (Surface Plasmon Resonance Imaging)

SPS : polyanétholsulfonate de sodium (Sodium Polyanthole Sulfonate) : anticoagulant

TSB : bouillon digéré de soja-caséine (Tryptic Soy Broth) : tampon

UFC : Unité formant colonie

XPS : Spectrométrie photoélectronique X (X-ray photoelectron spectroscopy)
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Chapitre 1

Bactéries, infections et détection

1.1 Infections bactériennes : risques et bactéries concernées

1.1.1 Infections bactériennes

Des nuages1 à la fosse des Mariannes,2 les bactéries ont colonisé la majeure partie des niches

écologiques accessibles. Elles sont donc également constamment au contact avec l’être humain. Colonisant

le tractus intestinal, la peau et la salive entre autres, les bactéries sont au moins aussi nombreuses que

les cellules eucaryotes du soi.3 Ce microbiote représente de 500 à 1000 espèces différentes, avec une

large déclinaison de souches pour chacune d’entre elles.4 Cette diversité provient de l’évolution et de

l’adaptation des bactéries à leur environnement. La majorité de ces micro-organismes vivent en symbiose

avec l’humain, jouant par exemple un rôle clef dans la digestion. On parle alors de mutualisme ou de

commensalisme dans le dernier cas. Les bactéries commensales, présentes dans les intestins, participent

ainsi au bon déroulement de la digestion. De plus, la présence de ces bactéries, a priori inoffensives, dans

l’organisme permet également d’empêcher l’installation d’une flore qui serait, elle, pathogène.

Toutefois, lorsque certaines de ces bactéries commensales traversent les barrières naturelles de

l’organisme, elles peuvent devenir pathogènes. C’est notamment le cas lorsqu’elles sont présentes dans

des milieux théoriquement stériles, tels que l’urine ou le sang. On parle alors d’infection bactérienne.

D’autres souches, intrinsèquement pathogènes, occasionnent une infection, quel que soit le foyer où

elles sont présentes. Ces infections peuvent également survenir à la suite de plaies ou des épisodes

d’affaiblissement du système immunitaire. De nombreux facteurs augmentent ainsi le risque de développer

des infections : VIH, diabète, cancer5 en font entre autres partie. Les patients initialement hospitalisés

pour une autre cause présentent une part croissante de ces infections alors dites nosocomiales.6-9

1.1.1.1 Bactériémie & sepsis : occurrences et incidences

Le sang est un milieu biologique normalement stérile. Lorsqu’il est infecté par des bactéries circulantes,

on parle alors de bactériémie. Ces infections bactériennes se montrent souvent transitoires, car elles sont

rapidement éliminées grâce à une réponse adaptée du système immunitaire. Ces contaminations passagères

du sang, aussi appelées bactériémies physiologiques sont effectivement très fréquentes à l’occasion de

la digestion ou bien de coupures qui ouvrent l’accès à la circulation sanguine. Le brossage de dents en

est une cause récurrente par exemple.10 Cependant, il existe des cas où l’infection n’est pas passagère.

La décharge des bactéries depuis un foyer infectieux établi vers le sang va entraîner ce que l’on appelle

une bactériémie symptomatique. Des dispositifs médicaux invasifs ou des cathéters peuvent également

constituer des foyers primaires d’infection. Lorsque celle-ci évolue jusqu’à induire la défaillance de

certains organes, on parle alors de sepsis.

Avant de présenter la dernière définition consensuelle en date du sepsis, il convient de préciser sous

quelle forme se déclare une bactériémie. Cette dernière est la condition nécessaire à tout diagnostic
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de sepsis, quelle que soit sa sévérité. Les bactéries présentes dans la circulation sanguine lors d’une

bactériémie peuvent prendre plusieurs formes : planctoniques, encapsulées, de forme L , ou encore comme

des fragments de biofilms.11

Les bactéries sous forme planctonique sont généralement rapidement éliminées, notamment par

oxydation au contact des érythrocytes.12 Les souches de bactéries pathogènes causant des sepsis ont

évolué pour résister à ce mécanisme. Elles forment par exemple souvent des pores à la surface des globules

rouges grâce aux hémolysines.11,13,14 Cela permet à ces bactéries de coloniser l’intérieur des érythrocytes,

formant ainsi un réservoir infectieux pouvant se disséminer dans la circulation sanguine.

Les bactéries de forme L ont été isolées en 1935 pour la première fois par KLIENEBERGER15,16 du

Lister Institute, ainsi nommées d’après son laboratoire. Elles sont caractérisées par une paroi cellulaire

absente ou quasi inexistante.17 Dans le cas de bactéries à Gram positif, elles peuvent aussi être appelées

protoplastes, tandis qu’elles seront nommées parfois sphéroplastes pour les bactéries à Gram négatif.

Cependant, quel que soit le Gram d’origine de la bactérie, sa coloration sera toujours négative sous cette

forme. Leur formation peut dériver par exemple d’une atteinte au mécanisme de synthèse des parois

cellulaires à cause d’antibiotiques. Sous cette forme, les bactéries ne provoquent pas de réaction du

système immunitaire,18 et peuvent persister longtemps dans l’organisme.19 La forme encapsulée des

bactéries, souvent caractérisée par la présence d’une épaisse paroi polysaccharidique, leur confère une

grande résistance aux antibiotiques et aux attaques du système immunitaire.20 Cette forme est avant tout

un moyen de dissémination depuis un foyer d’infection primaire. Bien que sous cette forme les bactéries

ne contribuent généralement pas directement à la virulence bactérienne, elles y participent tout de même

indirectement.21

Figure 1.1 – Processus d’établissement et de vieillissement d’un biofilm. 1 – Adhésion initiale réversible
de bactéries planctoniques ; 2 – Adhésion irréversible en amas ; 3 – Apparition de microcolonies ; 4 –

Maturation ; 5 – Détachement partiel pour former de nouveaux biofilms. Chaque étape est illustrée par
une microphotographie d’un biofilm de P. aeruginosa. D’après MONROE.22

Toutefois les bactéries sous ces formes ne peuvent que difficilement se multiplier au sein du sang

circulant.12 La présence de foyers d’infection est donc primordiale pour provoquer une bactériémie

symptomatique. Les biofilms jouent un rôle prépondérant en tant que source de bactéries circulantes dans
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le sang, que ce soit des cellules uniques ou des fragments de biofilm.23 Si les définitions sont multiples dans

la littérature, une définition générale peut être donnée en caractérisant les biofilms comme un assemblage

de micro-organismes localisé à une interface (liquide/air, liquide/solide ou solide/air).24 L’assemblage

s’effectue le plus souvent sous la forme d’une matrice extracellulaire polymérique. Ce mode de croissance

est le plus fréquent dans la nature.25 Il constitue pour les bactéries un moyen de défense et de survie très

efficace dans des milieux hostiles,26-28 diminuant notamment l’effet des antibiotiques sur les matrices ainsi

formées.29 La figure 1.1 donne les étapes principales du développement d’un biofilm. L’établissement de

ces colonies dans des tissus de l’organisme ou au sein de dispositifs médicaux est donc une des sources

principales d’infection.30 D’après les National Institutes of Health, 80% des infections microbiennes

chroniques et 65% des infections bactériennes au total sont liées à la présence de biofilms.31,32

Ce qu’il convient de retirer de ces constats, c’est avant tout la diversité des formes que peuvent prendre

les bactéries circulant dans le sang lors d’une bactériémie.

1.1.1.2 Définition et épidémiologie du sepsis

Le consensus autour d’une première définition du sepsis en 199133 a permis de mener des études

épidémiologiques rigoureuses autour de cette affection connue depuis l’antiquité.34 Le sepsis a ainsi pu

être reconnu comme une cause majeure de décès, notamment lors de séjours hospitaliers.35,36 De façon

plus large, ce serait la septième cause de décès en Europe et en Amérique du Nord.37 En fonction des

sources et des estimations, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que les cas annuels reportés

iraient de 15 à 55 millions,38 dont environ 5 à 6 millions mèneraient à la mort.39 D’après une méta-analyse

de FLEISCHMANN et al., dans les pays à haut revenu (Amérique du Nord, Europe et Australie), il y a eu

en moyenne 436 cas annuels pour 100 000 personnes sur les quarante dernières années.40 En prenant

en compte uniquement la dernière décennie, cette moyenne monte à 707 cas par an. De telles études à

l’échelle de la population n’existent pas pour les pays à moyen ou bas revenu, toutefois il faut estimer que

les incidences du sepsis y sont supérieures à celles évoquées ici.41 La mortalité varie elle aussi grandement

en fonction de la zone géographique. Elle est aujourd’hui évaluée entre 15 et 35% dans les pays à haut

revenu.41 Cependant, dans les pays aux ressources limitées, celle-ci est encore de l’ordre de 80%.42

En plus des facteurs de comorbidité déjà évoqués (cancer, VIH), d’autres rentrent en jeu. L’âge est un

des principaux facteurs de risque d’infection bactérienne et donc du sepsis. En effet, les nouveau-nés

présentent un système immunitaire encore fragile,43 tandis que le vieillissement entraîne l’affaiblissement

de ce dernier, par le processus appelé immunosénescence.44 Notamment dans les pays industrialisés, l’âge

marque une différence importante dans les populations touchées par le sepsis : l’incidence y est de 95

cas pour 100 000 personnes en dessous de 65 ans, contre 1220 cas pour les plus de 65 ans.45 À noter par

ailleurs qu’il existe une légère dissemblance entre les sexes, les hommes étant plus prompts à contracter

un sepsis.46

La compréhension du sepsis est en progression constante sur les dernières décennies.47 Sa dernière

définition consensuelle, dénommée « Sepsis–3 », a été adoptée en 2016 par un groupe de travail inter-

national de 19 experts en soins intensifs issus de l’European Society of Intensive Care Medicine et de

la Society of Critical Care Medicine.48 Le « pré-requis » à tout épisode de sepsis reste la bactériémie.

Le sepsis est déclaré lorsque l’infection bactérienne entraîne le dysfonctionnement d’un organe jusqu’à
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menacer le pronostic vital d’un patient, tout en étant lié à une réponse dysrégulée du système immunitaire

de l’hôte.48 Le dysfonctionnement d’un organe est alors évalué selon le score SOFA (Sepsis-related Organ

Failure Assessment), qui fournit une échelle de 0 à 4 avec des critères différant en fonction des organes.49

Les systèmes respiratoire, cardiovasculaire, hépatique, rénal, neurologique et coagulant sont tous pris

en compte dans ce score. Un organe présentant un score supérieur ou égal à 2 est considéré comme

défaillant. L’introduction de l’utilisation de ce score vient remplacer la notion de syndrome de réponse

inflammatoire systémique (SRIS). Les signes liés au SRIS (température anormale, fréquences cardiaque

et respiratoire élevées, etc.) sont toujours retrouvés dans le cadre de sepsis, mais peuvent persister une

fois l’infection soignée, d’où l’abandon de leur utilisation pour déclencher un diagnostic de sepsis. À

noter qu’en cas d’impossibilité d’évaluer le score SOFA, il existe un test appelé quickSOFA, utilisable en

urgence.48 Celui-ci est basé sur trois constats cliniques chez le patient suspecté d’infection : l’hypotension

artérielle, une respiration à fréquence élevée et une altération de la conscience. La présence de ces critères

est suffisante pour déclencher la recherche de pathogènes dans le sang du patient.

Les cas graves de sepsis correspondent à la notion de choc septique. Cela se traduit alors soit par des

anomalies métaboliques soit avec le dysfonctionnement du système circulatoire. Le choc septique est ainsi

déclaré lorsque plusieurs symptômes sont réunis chez le patient. Tout d’abord, la concentration de lactate

dans le sang est alors supérieure à 2 mmol.l−1. Ensuite, le patient doit présenter une hypotension artérielle

telle qu’il est nécessaire de prescrire des vasopresseurs pour la maintenir supérieure à 65 mmHg. Enfin,

ces constats doivent être réalisés alors que le volume sanguin du patient n’a pas varié. Le choc septique est

alors déclaré. Il entraîne généralement une mortalité plus élevée que celle du sepsis, supérieure à 40%.48

Par ailleurs, il faut noter que la notion de sepsis sévère, quoique théoriquement évacuée par la définition

de 2016, se retrouve toujours dans certains articles. Les définitions consensuelles précédentes à celle de

2016 définissaient le sepsis sévère comme un intermédiaire entre sepsis et choc septique. Son utilisation

dans la littérature rend ce terme parfois substituable au terme de choc septique.

Le tableau 1.1 résume les définitions des bactériémies, sepsis et chocs septiques.

Diagnostic Définition et symptômes

Bactériémie Présence continue ou transitoire de bactéries dans le sang.

Sepsis Infection (bactériémie par exemple) entraînant un dysfonctionnement d’un ou
plusieurs organes, à cause de la réponse dérégulée du système immunitaire
(peut être identifié par un score SOFA49 supérieur ou égal à 2)

Choc septique Sepsis accompagné d’anomalies métaboliques. Se caractérise notamment par le
besoin de prescrire des vasopresseurs pour maintenir la pression sanguine, ainsi
qu’une lactatémie supérieure à 2 mmol.l−1

Tableau 1.1 – Définition de bactériémie d’après le référentiel en microbiologie médicale français.50

Définitions consensuelles « Sepsis–3 », d’après SINGER et al..48

L’augmentation de la taille des populations à risque, notamment grâce aux progrès de la médecine

qui prolongent la durée de vie, fait du sepsis un risque de plus en plus marqué.51 Par ailleurs, l’incidence

toujours plus grande des bactéries résistantes aux antibiotiques vient également augmenter la mortalité de
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ces épisodes.52-54 Certaines projections estiment que l’augmentation des décès liés à l’antibiorésistance

mènera à 10 millions de décès par an en 2050.55 Il reste toutefois délicat de réellement estimer l’évolution

de la mortalité liée à ce phénomène, les projections étant soumises à nombre d’aléas.56

Au-delà de la mortalité immédiatement liée au sepsis, les conséquences à long terme sur les survivants

sont par ailleurs très lourdes.57-59 Six mois après un épisode de sepsis sévère, 41,6% des patients ne

peuvent plus vivre sans aide à la personne.59 La mortalité sur ce groupe s’élève à plus de 45% un an

après l’infection.59 Les épisodes de sepsis sont également souvent liés à l’apparition de troubles cognitifs

persistants chez les survivants.57 La conséquence principale est donc une augmentation de la mortalité

de 22% par rapport aux populations d’âge similaire non hospitalisées.58 De plus, économiquement les

conséquences sont lourdes : en France en 2005, le traitement du sepsis coûtait en moyenne 22800e par

patient.60 En l’an 2000 au Canada ou en Europe, le coût d’une journée d’hospitalisation d’un patient

atteint de sepsis représentait entre 710e et 1033e.38 En 2007, à l’échelle de l’Union Européenne, le coût

total des infections liées aux bactéries multi résistantes seules est estimé à plus d’1,5 milliard d’euros.61

Le diagnostic et l’administration rapides d’un traitement adapté permettent de réduire ces couts.62

En réaction à ces constats, l’Organisation Mondiale de la Santé a adopté en 2017 une résolution

reconnaissant le sepsis comme une priorité pour la santé à l’échelle mondiale.38,63 Cette initiative rejoint

des mouvements préexistants, initiés par les professionnels de la santé, telle que la campagne « Sur-

viving Sepsis ».64,65 Bien que les recommandations à suivre notamment concernant l’application de

l’antibiothérapie soient sujettes à débat,66-68 l’intérêt d’un diagnostic rapide et fiable est reconnu comme

indispensable.62,69-71

1.1.2 Bactéries pathogènes : quelle flore est impliquée dans le cadre des sepsis?

1.1.2.1 Les espèces pathogènes liées aux infections bactériennes

Quelle que soit la définition ou la sévérité d’un épisode de sepsis, les prémices passent nécessairement

par une infection du patient par des micro-organismes. Mener à bien le diagnostic nécessite d’identifier

les pathogènes causant la bactériémie. Dans le cadre de cette thèse, nous nous concentrerons uniquement

sur la détection des sepsis liés aux bactériémies et éliminons donc les incidences liées à des levures

(Candida généralement) ou des parasites. Avant toute chose, il faut rappeler que les façons de rapporter

les infections et les particularités locales entraînent des différences marquées d’une région à l’autre.56,61,69

Deux études sont donc présentées ici pour témoigner de la variété de la flore bactérienne rencontrée dans

les bactériémies en général ou lors de sepsis plus précisément.

Le tableau 1.2 présente les épisodes de bactériémie rapportés en Angleterre sur deux années (2004

et 2008) . Ces résultats, basés sur des méthodes identifiant un spectre large de pathogènes, permettent

de constater les espèces couramment rencontrées. À noter que les staphylocoques à coagulase négative,

bactéries commensales présentes sur la peau sont généralement des contaminants et donc des faux-positifs

lors des hémocultures.

Toutefois, nous l’avons vu, une bactériémie n’entraîne pas nécessairement un sepsis. Le tableau 1.3

présente l’évolution de l’incidence des sepsis bactériens pour 5 pathogènes majeurs à l’échelle européenne.

Par ailleurs, les incidences d’E. coli et S. aureus sont en proportions très supérieures à celles des autres

pathogènes rencontrés. Elles représentent ici respectivement 47% et 28% des sepsis causés par les cinq
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2004 2008

Pathogène Nombre de cas % Nombre de cas %

E. coli 12 579 18,8 16 663 23,3

SCN* 9086 13,5 10 165 14,2

S. aureus 11 370 17,0 8660 12,1

Enterococcus spp. 4980 8,1 4531 6,3

Klebsiella spp. 3739 5,6 4274 6,0

Streptococcus pneumoniae 3616 5,4 3415 4,8

Pseudomonas spp. 2290 3,4 2829 4,0

Proteus 1859 2,7 2101 2,4

Enterobacter spp. 1812 2,4 1653 2,3

Streptococcus groupe B 879 1,3 1135 1,6

Bacteroides spp. 909 1,4 978 1,4

Streptococcus (groupe mitis) 864 1,4 818 1,1

Sous-total 53 983 80,9 57 222 80,1

Autres pathogènes 12 704 19,1 14 246 19,9

Total 66 687 100 71 468 100

*. SCN = staphylocoques à coagulase négative

Tableau 1.2 – Nombre de cas et proportions des pathogènes rencontrés lors de bactériémies en Angleterre
en 2004 et 2008. Les données proviennent de 137 laboratoires différents.72

pathogènes majeurs. Il convient évidemment de rappeler que chacune de ces espèces peut recouvrir un

nombre très large de souches et phénotypes. En outre, certaines espèces telles que Pseudomonas ou

Klebsiella sont absentes de ces données, car bien que présentes lors de bactériémies (tab. 1.2), l’infection

due à ces pathogènes est généralement localisée dans le système respiratoire et ne provoque ainsi pas

nécessairement un sepsis.

Pathogène 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

E. coli 20 151 22 620 24 371 27 328 29 543 30 931 32 194

S. aureus 15 422 17 325 17 550 18 003 18 210 18 665 18 894

S. pneumoniæ 5725 6674 6721 7458 7041 7421 7555

E. faecalis 3679 4309 4625 5201 5837 6012 6105

E. faecium 1118 1374 1563 2091 2541 2938 3128

Tableau 1.3 – Nombre total d’infections rapportées par le système européen de surveillance de la
résistance antimicrobienne entre 2002 et 2008. Données collectées auprès de 136 laboratoires européens,

issus de 12 pays différents.73

De plus, il faut noter qu’environ 10% des bactériémies sont liées à la présence simultanée de plusieurs

souches.74 Ces dernières entraînent une mortalité environ deux à trois fois plus élevée.75,76 La présence



1.1 Infections bactériennes : risques et bactéries concernées 23

concomitante de plusieurs espèces rend leur identification plus complexe, notamment pour les automates.77

Les différentes données présentées dans ces tableaux confirment ce qui a déjà été évoqué : l’incidence

du sepsis augmente au court du temps. Un des facteurs majeurs de cette évolution est la résistance aux

antibiotiques.73 Celle-ci complique grandement le traitement des infections bactériennes.73,78,79 Cette

résistance est partiellement liée à la mise en place d’une antibiothérapie inadaptée, car à large spectre,

notamment en début de traitement.69 Dans le cadre du réseau EUROBACT, les résultats montrent par

exemple qu’une moitié des souches isolées étaient multi résistantes et 22% extrêmement résistantes (sur

un total de 1156 isolats).69 Si le constat que seules 5 souches étaient pan résistantes, soit 0,43% des

patients touchés, peut être rassurant, il reste que les antibiotiques de seconde ligne alors utilisés sont

généralement plus chers ou difficiles d’accès.80

La situation telle que décrite peut ainsi faire craindre un retour à un monde dépourvu d’antibiotiques

efficaces.55 Toutefois, il faut souligner que d’une part de nombreuses alternatives aux antibiotiques sont

en développement81 et d’autre part, le constat est possiblement faussement alarmiste.56 Néanmoins, tout

effort orienté vers la diminution de la pression de sélection exercée par les antibiotiques sera bénéfique

pour conserver leur efficacité et limiter la progression de l’antibiorésistance. Un processus rapide de

détection des bactéries dans le sang, lié à une identification des souches et des résistances afin de confirmer

l’antibiothérapie appliquée, est ainsi une voie intéressante.

1.1.2.2 E. coli et S. aureus : pathogènes les plus récurrents

Escherichia coli et Staphylococcus aureus sont, comme on l’a vu auparavant, les deux pathogènes les

plus souvent rencontrés lors des épisodes de sepsis.36,82,83 Ils seront pris comme cas d’étude dans le cadre

de cette thèse.

Escherichia coli

Figure 1.2 – A – Micrographie d’E. coli sous forme de microcolonie, magnifiée 10 000 fois, on remarque
la forme de bacille caractéristique et l’absence de flagelles dans cet état. B – Micrographie électronique
colorisée d’une bactérie d’E. coli O157:H7, obtenue par la technique de pseudo-réplique, les flagelles
sont clairement visibles sur cette bactérie planctonique. C – Micrographie électronique d’une cellule

d’E. coli accrochée en surface par ses fimbriae (ou pili).*

∗. A – Image par E. Erbe et C. Pooley (USDA, ARS, EMU) : accessible sur commons.wikimedia.org/wiki/File:
E_coli_at_10000x,_original.jpg. B – Image par E. H. White, fournie par P. S. Hayes : accessible sur phil.cdc.gov/
details.aspx?pid=9995. C – Image par M. Forero : accessible sur doi.org/10.1371/journal.pbio.0040314.g001 ;
dernière consultation le 19 août 2019

commons.wikimedia.org/wiki/File:E_coli_at_10000x,_original.jpg
commons.wikimedia.org/wiki/File:E_coli_at_10000x,_original.jpg
phil.cdc.gov/details.aspx?pid=9995
phil.cdc.gov/details.aspx?pid=9995
doi.org/10.1371/journal.pbio.0040314.g001
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Découverte en 1885 par Theodor Escherich,84 Escherichia coli est avant tout la bactérie qui constitue

la majeure partie de la flore intestinale humaine (80 % environ sur la flore aérobie). Il s’agit d’un

bacille à Gram négatif anaérobie facultative, d’une dimension de 0,5 à 3 micromètres de long. Elle est

motile grâce à la présence d’un ou plusieurs flagelles et sa surface est couverte de fimbriae ou pili. Des

microphotographies représentant ces éléments sont données en figure 1.2. Classiquement on décrit E. coli

selon son sérotype qui comprend 3 antigènes surfaciques : O, H et K. L’antigène O, dont on dénombre

plus de 180 variants,85 est un motif qui forme une partie des lipopolysaccharides membranaires. Ceux-ci

sont composés du lipide A qui s’ancre dans la membrane d’une part tout en étant lié à un oligosaccharide

composé de sous-unités antigéniques O d’autre part. Ce motif O, qui définit également le sérogroupe,

est le plus souvent ciblé dans le développement de vaccins contre E. coli.86 L’antigène H correspond

au flagelle qu’exprimera la bactérie, on en connaît plus d’une cinquantaine de types différents.87 Enfin,

l’antigène K correspond à la composition de l’éventuelle capsule polysaccharidique que peut exprimer

la souche. Plus de 80 variantes ont pu être décrites.88 Les variants de ces trois antigènes peuvent être

présents dans n’importe quelle combinaison, ce qui entraîne plusieurs centaines de milliers de possibilités.

En plus d’être la bactérie commensale la plus abondante, Escherichia coli est également le pathogène

humain le plus fréquent.89 Elle est aussi bien rencontrée lors de bactériémies communautaires ou noso-

comiales, et présente une mortalité plus élevée dans ce dernier contexte.90 Les pathologies infectieuses

associées à E. coli sont très variées (figure 1.3) et touchent toutes les classes d’âge. Au-delà des infections

extra-intestinales, E. coli est également un pathogène alimentaire récurrent.91 Par ailleurs, la résistance

d’E. coli aux antibiotiques est en augmentation au cours du temps.92,93

Figure 1.3 – Isolats issus de 80 089 admissions dans 19 hôpitaux aux USA entre 2007 et 2010. Données
d’après EDELSBERG et al.,94 graphique d’après POOLMAN et WACKER89

Dans le cadre des travaux menés dans mon projet de recherche, deux souches seront utilisées :
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E. coli O1:K1:H7 et E. coli O157:H7. Cette dernière est une des souches les plus virulentes dans le cadre

d’infections alimentaires.95 Il s’agit d’une souche dite entérohémorragique, produisant des shigatoxines

responsables notamment de colites hémorragiques et de très fortes douleurs abdominales. E. coli O1:K1:H7

est considérée en tant que souche type, prise comme référence pour la description de nouveaux isolats.

Initialement isolée depuis l’urine, elle est depuis octobre 2016 classée par l’ATCC en tant que pathogène

de classe 2.96

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est un coque à Gram positif, dont le diamètre est généralement compris entre

0,7 et 1,2 micromètre. Il se présente sous la forme d’amas de plusieurs cellules en grappes de raisin (voir

figure 1.4–A). S. aureus n’est ainsi pas une bactérie motile, ses déplacements seront donc dépendants du

mouvement brownien et de la diffusion en milieu statique. Le staphylocoque doré se retrouve fréquemment

dans la population : environ la moitié est colonisée de façon transitoire ou permanente.97 Le site préférentiel

d’établissement pour S. aureus est la cavité nasale. Il se retrouve également parfois sur la peau ou d’autres

muqueuses.98 Sa persistance se fait alors en symbiose de manière asymptomatique.

Toutefois, il s’agit d’un pathogène opportuniste redoutable. Comme le montre la figure 1.3, en plus

de son implication lors de bactériémies, il s’agit aussi de la bactérie la plus fréquemment isolée lors

des infections de la peau et du système respiratoire. Les bactériémies dues à S. aureus culminent le

plus souvent dans la formation d’abcès.99 La présence d’agglutinines en surface de S. aureus lui permet

effectivement de se fixer à la fibrine (voir figure 1.4–B) qui aura polymérisé suite à la coagulation, menant

ainsi aux abcès. De plus, S. aureus sécrète des coagulases qui vont également entraîner la cascade de

coagulation du plasma sanguin. Ces deux mécanismes sont parmi les principaux facteurs de virulence

expliquant la pathogénicité élevée du staphylocoque doré.

Figure 1.4 – A – Image colorisée obtenue au microscopie électronique à balayage de grappes de S. aureus
résistant à la méticilline, magnifiée 9560 fois. B – Image au microscope électronique en transmission de
deux cellules de S. aureus partiellement encapsulées dans la fibrine suite à leur accroche sur une surface,

magnifiée 50 000 fois, obtenue par cryofracture.*

∗. A – Image par J. H. Carr (CDC) : accessible sur commons.wikimedia.org/wiki/File:CDC-10046-MRSA.jpg.
B – Image par E. Erbe et C. Pooley (USDA, ARS, EMU) : accessible sur commons.wikimedia.org/wiki/File:

Staphylococcus_aureus,_50,000x,_USDA,_ARS,_EMU.jpg. ; dernière consultation le 19 août 2019.

commons.wikimedia.org/wiki/File:CDC-10046-MRSA.jpg
commons.wikimedia.org/wiki/File:Staphylococcus_aureus,_50,000x,_USDA,_ARS,_EMU.jpg
commons.wikimedia.org/wiki/File:Staphylococcus_aureus,_50,000x,_USDA,_ARS,_EMU.jpg
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Cliniquement, deux sous-familles principales sont distinguées, en fonction de la résistance ou non

des souches à la méticilline. On parle donc de S. aureus sensible ou résistant à la méticilline, soit SASM

et SARM. Cette résistance se retrouve dans environ 10 à 30 % des cas rapportés.100-102 Il faut toutefois

signaler qu’il existe des différences régionales très marquées dans la répartition de cette souche résistante,

qui peut alternativement remplacer partiellement voire totalement le SASM.100 Enfin, grâce aux contrôles

systématiques effectués sur les patients entrant dans les établissements hospitaliers,103 la présence du

SARM est en diminution.92,104 Cependant, le coût de ce dépistage pose question,105 tout comme le fait

qu’il ne permette pas de diminuer l’incidence globale des bactériémies à S. aureus. Toutefois, il ne faut

pas sous-estimer la mortalité du SASM.106 Pour ces raisons, deux souches seront inclues dans les travaux

à venir : une sensible à la méticilline et l’autre résistante.

1.2 Les méthodes de diagnostic des bactériémies

1.2.1 L’hémoculture comme étape d’enrichissement

1.2.1.1 Les contraintes de la détection d’une bactériémie

Quel que soit le pathogène en cause lors d’une bactériémie, la concentration de bactéries cultivables

dans le sang reste toujours très faible, notamment chez les adultes. Celle-ci dépasse en effet rarement

quelques bactéries par millilitre de sang et peut descendre à moins d’une bactérie viable pour dix

millilitres.107 Dans le cadre de bactériémies survenant lors des premiers mois de la vie, cette concentration

peut alors s’avérer plus élevée, atteignant quelques centaines voire milliers d’UFC.ml-1. Ceci permet

de réduire le volume de sang prélevé chez les nourrissons, des préconisations concernant le volume

optimal en fonction du poids de l’enfant existent à cette fin.50 Le sang est en effet un milieu par essence

antibiotique12 et cette résistance du système immunitaire passe aussi par l’acquisition de nouvelles défenses

au cours du développement. Cela explique pourquoi les bactériémies infantiles montrent généralement

des concentrations plus élevées.

Nous allons le voir, cette faible concentration, liée à la complexité du milieu sanguin, explique en

grande partie pourquoi la détection des bactéries dans le sang pose problème. En effet, dans le cadre

clinique, aucune méthode à l’heure actuelle ne permet de diagnostiquer en quelques heures une bactériémie

à partir d’un échantillon sanguin. Une étape d’enrichissement bactérien est inévitable pour parvenir à

obtenir un nombre de bactéries permettant la détection. Ce étape d’enrichissement est assurée par la mise

en culture du sang, plus couramment nommée hémoculture. La stratégie optimale de mise en place d’un

tel procédé est sensible à de nombreux facteurs. D’une part le volume prélevé doit être suffisamment

élevé pour contenir au moins une bactérie unique viable. Or, la concentration bactérienne dans le sang du

patient varie au cours du temps.107 Le volume prélevé doit donc être suffisamment élevé pour maximiser

la probabilité de présence d’au moins une unité formant colonie dans l’échantillon, afin d’éviter d’aboutir

à un faux-positif à l’issue de l’enrichissement – c’est-à-dire l’absence de bactéries alors qu’il y en a à

concentration faible dans le sang du patient.

Au-delà du volume prélevé, les conditions de prélèvement et de culture vont également importer. Tout

d’abord, des recommandations existent sur le moment optimal auquel prélever le sang, afin de maximiser

la concentration bactérienne obtenue. Une poussée de fièvre, de la tachycardie ou des frissons peuvent
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ainsi être des marqueurs. En plus du volume, le nombre de prélèvements effectués a son importance. Les

recommandations se tournent vers le prélèvement de quatre fois 20 millilitres, répartis dans deux bouteilles

différentes, afin de mener parallèlement des cultures aérobie et anaérobies.108,109 Par ailleurs, le nombre

de prélèvements effectués sur une période de 24 heures permet aussi d’augmenter la probabilité d’un

diagnostic correct.50 Cependant ces prélèvements peuvent être simultanés, afin de diminuer l’inconfort

du patient. Enfin, la composition du milieu de culture, ainsi que le ratio entre le volume de celui-ci et le

volume de sang prélevé, ont évidemment une grande importance. La partie 4.1.2 permettra d’aborder plus

en détail ce point. Il faut souligner qu’à l’heure actuelle, il n’existe pas au niveau international de protocole

standardisé concernant les prélèvements sanguins et l’hémoculture qui s’en suit. Chaque solution de

diagnostic proposée par un industriel va ainsi suivre une méthodologie différente de ses concurrents, que

ce soit dans la composition du milieu, la méthode de détection ou encore le volume prélevé sur le patient.

La suite de ce chapitre va permettre de présenter les solutions actuellement employées en routine.

1.2.1.2 Détection automatisée de la présence de pathogènes dans l’hémoculture

La mise en place d’une hémoculture adéquate peut permettre de détecter la présence anormale de

pathogènes dans le sang et ainsi confirmer la bactériémie. En ce sens, le diagnostic microbiologique

moderne reste en cohérence avec les premiers postulats établis par Robert Koch en 1890 : un pathogène doit

pouvoir être isolé afin de traiter efficacement la maladie qu’il cause. Bien évidemment, la compréhension

du vivant et les méthodes ont depuis évolué,110,111 mais dans le cadre des bactériémies, l’hémoculture

conduisant à un ou plusieurs isolats reste la méthode étalon.

Une fois les échantillons prélevés dans différents flacons, l’incubation de ces derniers est réalisée dans

des automates spécialisés. Ils maintiennent la culture à 35˚C et dans les conditions d’agitation optimales.

Trois types d’automates commerciaux occupent la majorité du marché à l’heure actuelle : les systèmes

BACT/ALERT (bioMérieux, Marcy l’Étoile, France), VersaTREK (TREK diagnotics systems, Thermo

Fisher Scientific, Waltham, États-Unis d’Amérique) et BD BACTEC (Becton Dickinson, le Pont de Claix,

France).83 Ce sont ces automates qui permettent de détecter de façon indirecte la présence de bactéries

en surveillant l’activité respiratoire liée à leur croissance lors de l’hémoculture. En effet, du dioxyde de

carbone est rejeté par les pathogènes en croissance, ce qui va provoquer une acidification du milieu.112

Ainsi, deux voies principales sont utilisées pour la détection : soit un capteur de pH soit un capteur qui

détecte des changements de pression. Les flacons d’hémoculture BACTEC et BACT/ALERT sont tous

deux basés sur la variation de pH, par le biais d’un capteur colorimétrique en fond de bouteille, qui sera lu

toutes les 10 minutes. Le système VersaTREK est lui basé sur les variations des différents gaz liés à la

respiration – notamment la consommation du O2 et la production du CO2.

Le fait que la présence des pathogènes soit détectée grâce au suivi des variations de différents

paramètres physico-chimiques explique pourquoi il est n’est pas recommandé de pré-incuber à 35˚C les

flacons dès le prélèvement.50 En effet, les automates sont encombrants et de fait seuls les laboratoires de

microbiologie clinique en sont équipés. Lors de prélèvements sanguins réalisés dans des centres médicaux

dépourvus de telles installations, il faut acheminer les flacons jusqu’à un automate. Pré-incuber les

échantillons peut donc potentiellement faire saturer les capteurs, qui n’observeront alors aucune variation

de signal, causant ainsi un faux-négatif.
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Pour les pathogènes les plus courants, la détection est réalisée en moins de deux jours dans la majorité

des cas (figure 1.5). Les hémoculture sont toutefois poursuivies pour 5 jours a minima, afin de détecter des

levures comme Candida, voire plus si le clinicien suspecte la présence d’un micro-organisme à croissance

lente comme des champignons par exemple.50 Quoi qu’il en soit, pour les pathogènes les plus courants, la

détection est réalisée en moins de deux jours dans une majorité des cas (figure 1.5).

Figure 1.5 – Temps moyens avant positivité de l’hémoculture pour des pathogènes communs. Les temps
sont pris pour chaque patient sur la culture la plus précoce entre l’aérobie et l’anaérobie. Les barres

d’erreur représentent deux fois l’écart-type. Le nombre de cas recensés pour chaque micro-organisme est
précisée entre parenthèses. SCN+ et SCN++ correspondent aux staphylocoques à coagulase négative

respectivement simple ou multiple. Données d’après NING et al..113

L’étape d’hémoculture permet donc d’enrichir l’échantillon sanguin, pour confirmer ou non la présence

de pathogènes. En cas de positivité, la concentration bactérienne atteinte lors de la détection est de l’ordre

de 107 à 108 UFC.ml-1.114 Cependant, d’autres étapes seront nécessaires pour ajuster le traitement fourni

au patient et parvenir à son rétablissement. Ces principales étapes sont l’identification du pathogène

en cause, ainsi que la réalisation d’un antibiogramme. Les techniques majeures d’identification seront

présentées ultérieurement. L’antibiogramme sert à déterminer la sensibilité du pathogène incriminé aux

antibiotiques disponibles afin d’adapter au mieux le traitement du patient.

1.2.2 Méthodes cliniques conventionnelles d’identification des bactéries

L’arrivée ces dernières années de techniques moléculaires ainsi que de la spectrométrie de masse a

changé la donne dans le diagnostic en microbiologie. Toutefois, les méthodes classiques, basées sur la

culture, les colorations ou l’identification biochimique sont encore largement utilisées. Tout comme on l’a

vu pour la détection de la croissance lors de l’hémoculture, la mise en œuvre de ces techniques classiques

est également facilité grâce à l’automatisation.
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1.2.2.1 Confirmation par microscopie optique et coloration de Gram

Après avoir eu un signal positif des automates d’hémoculture, l’étape suivante consiste à extraire

une partie de l’échantillon sanguin enrichi, pour confirmer la présence de bactéries par microscopie.

L’observation de la morphologie des bactéries, ainsi qu’une coloration de Gram permettent donc de

progresser dans l’identification du pathogène présent. La coloration de Gram consiste à fixer l’échantillon

sur une lame, puis à colorer les cytoplasmes à l’aide du violet de gentiane, autrement appelé colorant de

Gram. C’est la différence de composition des membranes qui permet une différenciation dans la coloration

(voir figure 1.6). Le rinçage des lames à l’alcool vient ensuite décolorer les membranes des bactéries à

Gram négatif, dont la paroi majoritairement lipidique est perméable à l’alcool. Les bactéries à Gram positif,

au contraire, retiennent le colorant à cause de leur composition membranaire riche en peptidoglycane.

Afin de pouvoir observer les bactéries à Gram négatif plus aisément, il est possible de procéder à une

autre coloration, par exemple à la safranine, afin de les faire apparaître en rose au microscope.

Figure 1.6 – Composition schématique des membranes bactériennes en fonction de leur coloration de
Gram.

Cette coloration, en plus de l’observation la morphologie des bactéries (coques, bacilles ou hélicoï-

dales) vient donc confirmer le diagnostic positif d’une bactériémie et évite des faux-positifs. De plus, il

s’agit d’un premier pas vers l’identification permettant de préciser le type d’antibiotiques à utiliser. Si

le test de Gram est relativement rapide à effectuer, en quelques dizaines de minutes, il requiert d’être

effectué par un opérateur qualifié ou bien par un automate dédié. Ces automates ne sont toutefois pas

répandus, bien qu’ils pourraient permettre de réaliser les colorations de Gram en dehors des heures de

routine de laboratoire.115 De plus, dans la moitié des cas environ, la coloration de Gram permet de corriger

l’antibiothérapie empirique avant de réaliser les tests de sensibilité aux antibiotiques.115 Toutefois, une

identification plus précise du pathogène reste nécessaire, la coloration de Gram n’étant qu’intermédiaire

avant une identification complète.
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1.2.2.2 Méthodes basées sur la culture : isolement, milieux sélectifs et caractères biochimiques

En plus de la microscopie optique et de la coloration de Gram, une autre aliquote du flacon d’hémocul-

ture positive est étalée sur gélose solide pour procéder à l’isolement. D’une part, cela permet de déterminer

si la bactériémie est mono ou polymicrobienne. En effet, dans les 10% des hémocultures qui contiennent

plusieurs type de micro-organismes, les isoler permet donc de les caractériser individuellement. D’autre

part, l’emploi de milieux solides sélectifs permet une identification plus précise des caractéristiques des

pathogènes en cause. Cette étape requiert cependant à nouveau un temps d’attente lié à la croissance des

bactéries, nécessaire pour obtenir des colonies sur gélose. Ceci peut prendre 12 à 24 heures supplémen-

taires d’incubation à 35˚C pour des pathogènes à croissance rapide et plus de 72 heures dans les cas moins

favorables.

Plusieurs compositions de milieux sont employables en fonction de la première identification qui a

pu être faite.116 Tout d’abord, il s’agit souvent de milieux enrichis, par exemple avec du sang de mouton

à 5%. Une première sélectivité peut être introduite par la variation de la composition du milieu : par

exemple l’inclusion de sels à forte concentration va permettre uniquement aux coques à Gram positif

de se développer. Cela peut être une première manière d’isoler les pathogènes, ce qui est notamment

utile en cas d’infection polymicrobienne. La résistance aux antibiotiques courants peut également être

décelée en les incorporant dans les géloses de culture ou en utilisant des indicateurs colorés. Ensuite, les

milieux peuvent montrer une sélectivité envers certaines activités métaboliques. Dans ce cas, ce sont des

substrats enzymatiques colorés spécifiques de certaines activités qui sont intégrés dans le milieu, on parle

alors de milieu chromogènes. La digestion de ces substrats entraînera alors une coloration des colonies

isolées. Commercialement, plusieurs gammes de géloses permettent l’identification de pathogènes courant

directement par ce biais : chromID (bioMérieux) ou CHROMagar (Becton Dickinson) peuvent notamment

être cités. Cependant, leur emploi n’est pas encore validé pour toutes les souches ciblées. Ces milieux

chromogènes restent cependant intéressants pour procéder à l’isolement après une hémoculture positive,

tout en obtenant des renseignements supplémentaires. Ils ne sont donc pas suffisants, mais restent des

outils précieux à l’usage.117

Après ces étapes de croissance sur milieu solide, même chromogène, l’identification n’est pas encore

totale. Il faut ensuite procéder à une mise en évidence de caractéristiques biochimiques précises pour

connaître le genre et l’espèce des différents isolats obtenus. Cela passe notamment par la vérification de

différentes activités enzymatiques mais également par le suivi de leur capacité à pousser sur une gamme

précise de substrats. Longtemps effectués manuellement, ces tests sont apparus de façon automatisée au

cours des années 70 avec le développement par bioMérieux des galeries API (pour analytical profile index).

Celles-ci ont rendu ces tests miniatures mais surtout automatisés à la fois dans la préparation et la lecture

des résultats. Le marché est occupé par trois principaux automates : Vitek 2 (bioMérieux), BD Phoenix

(Becton Dickinson) et Micro-Scan WalkAway (Beckham Coulter). Ces automates fonctionnent à l’aide

de cartes d’identification qui contiennent plusieurs dizaines de puits réactionnels, à l’intérieur desquels

sont présents des substrats séchés (voir exemple en figure 1.7–C). Différentes cartes sont employables en

∗. Les images A et B sont disponibles sur www.chromagar.com/products-chromagar-stec-focus-on-stec-e-coli-51.
html. L’image C provient de http://academic.uprm.edu/~lrios/3725/Ejercicio%209_2017.pdf. Dernières consulta-
tions le 19 août 2019.

www.chromagar.com/products-chromagar-stec-focus-on-stec-e-coli-51.html
www.chromagar.com/products-chromagar-stec-focus-on-stec-e-coli-51.html
http://academic.uprm.edu/~lrios/3725/Ejercicio%209_2017.pdf
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Figure 1.7 – Techniques d’identification basées sur la culture. A – Exemple d’un milieu chromogène : le
CHROMagar STEC qui distingue les entérobactéries classiques des E. coli productrices de shigatoxines.
B – Détail de la coloration obtenue sur le milieu CHROMagar STEC. C – Résultats obtenus sur la galerie

API 20E pour quatre entérobactéries différentes.*

fonction des observations qui auront déjà été menées sur les isolats. L’introduction des isolats resuspendus

dans une solution saline (généralement à une concentration de 0,5 McFarland, soit environ 1,5 · 108

UFC.ml-1) vient resolubiliser ces substrats. L’automate lit ensuite optiquement la carte pour observer des

changements de couleur ou de turbidité. Les performances de ces différents automates ont été largement

comparées et commentées cliniquement et quelques heures suffisent alors à totalement identifier les

pathogènes les plus courants. Cependant des pathogènes plus rares conduisent à une identification plus

incertaine.118

1.2.2.3 Spectrométrie de masse

L’arrivée de la spectrométrie de masse depuis deux décennies a marqué un tournant dans la ma-

nière d’aborder le diagnostic microbiologique en laboratoire. L’emploi des spectromètres MALDI-TOF

(« Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization–Time-Of-Flight »), dont l’utilisation en microbiologie est

représentée en figure 1.8, a en effet drastiquement facilité l’identification des souches de pathogènes à

partir d’hémocultures positives.

L’analyse en spectrométrie de masse requiert d’avoir isolé une colonie, soit par culture solide soit par

centrifugation d’une partie de l’hémoculture par exemple. Cet isolat est alors lysé, soit par contact avec la

matrice soit avant d’être déposée sur la cible. L’analyse en MALDI-TOF donne alors une identification

de l’échantillon, avec un niveau de confiance associé. Un score élevé signifie que l’identification est à la

fois plus précise (à l’espèce) et plus probable. Des scores intermédiaires peuvent permettre d’identifier le

pathogène au niveau de son genre par exemple, mais avec une probabilité plus faible. Enfin un score faible

peut signifier soit qu’il s’agit d’une bactérie inconnue, soit que la lyse ne s’est pas produite, ce qui n’a pas

libéré les éléments utiles à l’identification. Dans ce dernier cas, l’utilisateur en est informé et l’analyse

peut être répétée ou bien d’autres méthodes sont alors employées. Ainsi, un protocole d’extraction, bien

qu’il rallonge la durée de l’analyse, permet tout de même d’augmenter la probabilité d’une identification
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Figure 1.8 – Principe de l’identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF en microbiologie.
L’échantillon est obtenu à partir d’isolats de la culture solide, qui sont lysés pour en extraire les protéines.
Ces lysats sont déposés sur la cible MALDI en présence de matrice. Le laser vient bombarder cette cible

afin de désorber les éléments que renferme la matrice co-cristallisée avec l’échantillon. Les éléments
désorbés sont alors chargés du fait de la matrice d’acides organiques utilisée. Le champ électrique qui
entraîne les différents ions ainsi formé vers le récepteur au travers d’un vide. Le temps mis pour atteindre
la cible dépend de la masse des éléments, les plus légers arrivant en premier. Le récepteur fournit alors

un spectre de masse en ratio de masse sur charge (m/z), avec une intensité de pic variable selon
l’abondance des éléments. L’identification se fait alors soit par lecture de la masse, soit par similarité

avec une base de données pré-existante. Schéma traduit d’après BUSZEWSKI et al.119

fiable. L’utilisation de cette méthode en milieu clinique depuis maintenant une vingtaine d’années alimente

une base de données de plus en plus large, ce qui vient réduire les erreurs d’identification, même sur les

souches les plus rares. Deux principaux appareils se partagent le marché : le Vitek MS (bioMérieux) et le

MicroFlex LT (Brukers Daltonics).

La méthode d’extraction des éléments constitutifs des bactéries, soit à partir de l’hémoculture, soit

après culture solide, est l’élément clef pour améliorer la technique. La durée associée à ces cultures

est le principal facteur limitant dans la mise en œuvre de l’analyse MALDI–TOF, qui se déroule en

seulement quelques minutes. Il est communément admis que 105 à 106 UFC sont requises pour obtenir

des spectres de qualité suffisante.120,121 Nous l’avons vu, un flacon d’hémoculture positive contient

généralement 108 UFC.ml-1, ce qui est donc suffisant pour éviter une culture sur gélose. Il est ainsi

possible de prélever une partie de l’hémoculture positive afin qu’elle soit lysée et ensuite centrifugée ou

filtrée pour récupérer les éléments nécessaires à l’analyse. Cette méthode fournit un résultat similaire à

ceux obtenus en utilisant un colonie sur gélose dans environ 90% des cas.121,122 Au-delà de ça, la présence

d’infections polymicrobiennes est de nouveau un problème. L’emploi de cultures solides reste donc pour

le moment un moyen sûr d’obtenir un résultat fiable. De plus, cette phase de culture solide reste aussi

nécessaire pour procéder par la suite aux antibiogrammes automatisés qui nécessitent une resuspension en
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milieu salin des colonies. De façon intéressante, des systèmes ont été développés pour détecter sur gélose

l’apparition des micro-colonies afin de pouvoir les prélever dès que possible et donc réduire le temps

entre la fin de l’hémoculture, l’analyse MALDI–TOF et les tests d’antibiosensibilité. Par ailleurs, des

approches pour évaluer la résistance aux antibiotiques grâce aux profils MALDI–TOF sont à l’étude.123,124

Cependant, dans un contexte clinique réel il n’est pas possible, à ce jour, d’identifier avec certitude des

marqueurs de résistance par spectrométrie de masse.

L’emploi des spectromètres MALDI–TOF a donc diminué largement le temps entre la fin de l’hémocul-

ture et l’identification des pathogènes, tout en accélérant le recours à une antibiothérapie adaptée.125 Sans

compter les économies qu’elle engendre, que ce soit par la diminution des consommables ou encore le

coût faible de chaque analyse (moins de 1e). Ce sont autant de critères qui expliquent l’adoption massive

de la spectrométrie de masse dans les laboratoires d’analyse clinique.126 La connaissance croissante du

protéome bactérien va également permettre un typage plus précis, peut-être jusqu’à la souche près.127

Le domaine reste donc en développement constant.128,129 Toutefois, les spectromètres MALDI-TOF ne

permettent pas d’obtenir une identification sans passer par une phase initiale d’enrichissement, le plus

souvent en deux temps avec une hémoculture suivie d’un isolement sur gélose.

1.2.2.4 Méthodes moléculaires

La seconde « révolution » dans l’analyse microbiologique est arrivée avec l’émergence des méthodes

de test basées sur l’analyse moléculaire. Leur émergence, parallèle à celle de la génomique, a donc mené

à un nouveau paradigme dans l’identification de micro-organismes.110 Deux méthodes majeures existent,

en fonction de leur emploi ou non de l’amplification de l’ADN bactérien présent dans l’hémoculture.

Hybridation in situ en fluorescence (FISH) et puces à ADN

Ces techniques peuvent s’utiliser directement à partir d’une hémoculture positive et nécessitent

un volume réduit d’échantillon, de l’ordre de quelques centaines de microlitres. Elles sont basées sur

l’emploi de sondes qui vont se fixer spécifiquement sur des séquences particulières d’acides nucléiques.

Le choix des sondes dépendra donc des informations dont le clinicien est déjà en possession, afin d’obtenir

l’identification la plus précise possible. Selon les cas, il s’agit donc de déterminer par exemple l’espèce ou

bien la présence d’un gène lié à un facteur de virulence ou de résistance aux antibiotiques.

Dans le cadre des tests FISH, les sondes fluorescentes employées vont cibler des séquences de 18 à

25 paires de base sur l’ARN ribosomal. L’échantillon issu de l’hémoculture est donc fixé sur une lame

de microscopie conventionnelle, après quoi l’hybridation avec les cibles se fait avant de rincer l’excès.

L’observation est alors menée au microscope de fluorescence. Cette méthode est généralement utilisée

après avoir eu confirmation de la positivité de l’hémoculture. L’avantage de l’observation au microscope est

qu’elle permet d’analyser un échantillon polymicrobien sans nécessairement requérir d’isolats. Une revue

récente reprend les principales applications de la technique FISH,130 nous n’entrerons pas plus dans les

détails. Le principal avantage est de pouvoir l’employer directement à partir de l’hémoculture, sans temps

d’enrichissement supplémentaire. Dans d’autres applications, comme la détection des foyers d’infection,

elle permet également de facilement localiser la présence de pathogènes dans les tissus. Au niveau des

systèmes commerciaux, deux entreprises occupent ce secteur : Miacom Diagnostics (Allemagne) avec

hemoFISH et AdvanDx (Danemark) avec QuickFISH et XpressFISH. Ce dernier test est intéressant du
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fait qu’il cible spécifiquement le gène mecA, responsable de la résistance à la pénicilline et méticilline,

notamment chez S. aureus.

Le test Verigene, produit par Luminex Corporations est lui basé sur le principe des puces à ADN. Un

micro-réseau d’oligonucléotides immobilisés va être exposé à l’échantillon sanguin issu de l’hémoculture

positive. La réponse du système est alors obtenue en quelques heures seulement avec à la fois des

informations sur le genre et l’espèce mais également la résistance (gène mecA à nouveau par exemple131).

L’identification est alors obtenue généralement en quelques heures, ce qui procure un gain temps de

31 à 42 heures par rapport aux techniques phénotypiques classiques. Pour ce qui est de déterminer la

sensibilité aux antibiotiques, ce gain est estimé être de 41 à 50 heures. D’autres tests basés sur des puces à

ADN existent, comme le Prove-it sepsis de Mobidiag ou FilmArray de BioFire Diagnostics (bioMérieux).

Cependant ceux-ci nécessitent une amplification préalable par PCR.

Réaction en chaîne par polymérase (PCR)

La PCR est un procédé permettant d’amplifier certaines séquences d’acides nucléiques présents

dans un échantillon. Brièvement dans une séquence d’analyse, on trouvera les étapes suivantes : lyse

des cellules de l’échantillon, puis purification et extraction des acides nucléiques constituent les étapes

préparatoires. Ensuite, l’amplification des séquences d’intérêt reconnues par les amorces spécifiques et la

détection des amplicons ainsi obtenus sont les étapes proprement liées à la PCR. La détection est basée

sur le suivi des courbes de fusion liée à la séquence ciblée. Cela implique donc des cycles de variation de

température.

Partant du constat que les tests PCR sont de nature spécifiques aux séquences nucléotidiques ciblées,

la conception des amorces permet de faire varier les caractéristiques identifiables. Il est ainsi possible

que ces systèmes ne reconnaissent qu’un seul pathogène ou bien plusieurs dizaines. Dans le cadre de

l’identification d’un pathogène inconnu, ce sont ces derniers tests qui seront employés. Ils peuvent être

appliqués à deux moments différents dans le processus de diagnostic : soit directement sur l’échantillon

sanguin, soit à partir d’une hémoculture positive. Dans le premier cas, les technologies dominantes sont le

LightCycler SeptiFast (Roche Diagnostics), le SepsiTest (Molzym), VYOO (SIRS Lab), le MagicPlex

sepsis real-time (Seegene) et l’IRDICA (Abbott Molecular). Dans le cas d’une détection après hémoculture,

on peut citer des systèmes tels que FilmArray (bioMérieux), Verigene ou Prove-it Sepsis déjà cités. Ces

différents systèmes ont été comparés dans une revue par GUIDO et al..132

Généralement, les tests effectués directement depuis l’échantillon sanguin sont plus longs : de 6 à

12 heures contre moins de 3 heures lorsque réalisés après l’hémoculture. Par contre, le fait de travailler

directement depuis l’échantillon sanguin implique de forts risques de faux-positifs, à cause de signaux

provenant par exemple de fragments d’ADN issus de bactéries déjà lysées dans le sang. A l’inverse,

plusieurs facteurs peuvent engendrer des faux-négatifs, tels que la présence en trop faible quantité de

l’ADN ciblé, ou bien des molécules qui vont inhiber la réaction de PCR, comme les immunoglobulines

ou les ions Fer.83 Par exemple, il a été démontré que pour des concentrations de l’ordre de 1 UFC.ml-1,

ce qui est proche des cas cliniques, la détection directe sur le sang échoue dans 25 à 50 % des cas.133

Les nombreux résultats contradictoires, lorsque la PCR est comparée aux autres méthodes, soulèvent

toutefois la question de la pertinence de cette méthode. Le recours à cette technique peut rester intéressant,
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notamment dans le cadre de bactériémies où les micro-organismes en cause sont à croissance lente, voire

sont non cultivables. Toutefois, il existe un risque élevé de faux-positifs, notamment à cause de la présence

d’acides nucléiques résiduels dans le sang. Ces derniers, issus de la lyse bactérienne suite à l’activité

bactéricide du sang, sont tout de même amplifiées, bien que les bactéries aient disparu de la circulation

sanguine.

Ces systèmes restent toutefois assez encombrants tout en nécessitant souvent plusieurs étapes ainsi

qu’un contrôle précis de la température des réactions. La question de leur coût est également non négli-

geable. C’est pour ces raisons que des méthodes alternatives sont développées dernièrement pour procéder

à des réactions d’amplification de l’ADN dans des contextes plus limités en ressources. L’utilisation de

méthodes isothermes d’amplification pourra amener une solution à ce souci. D’autant plus que les brevets

protégeant les diverses techniques de ce type (LAMP, NASBA, HDA ou RPA) ont expiré ou le feront d’ici

2023.134

Cependant, comme toute méthode utilisant des sondes spécifiques, le développement du FISH comme

de la PCR reste limité à l’heure actuelle aux pathogènes les plus communs. Dans le futur, ce constat

pourrait notamment changer grâce à la connaissance accrue à la fois du génome mais aussi du protéome

des bactéries, ce qui permettra de mieux cibler les séquences spécifiques d’intérêt pour les sondes ou

les amorces. De plus, concernant la sensibilité aux antibiotiques, posséder un gène de résistance ou non

n’informe pas sur la concentration minimale inhibitrice qui sera liée au pathogène. Toutefois, les méthodes

d’amplification restent un complément très intéressant à la méthode culturale, d’autant plus qu’elles

peuvent aisément être miniaturisées pour être intégrées dans d’autres dispositifs, voire même être mises

en œuvre au chevet du patient.

1.2.2.5 Conclusions sur les méthodes conventionnelles de diagnostic

Figure 1.9 – Étapes et temps associés pour un diagnostic de bactériémie, par la voie classique, basée sur
le trio hémoculture / isolement / identification ou bien par les nouvelles techniques arrivant en routine

dans les laboratoires cliniques, basées sur les acides nucléiques ou la spectrométrie de masse. Nota bene :
les temps indiqués correspondent à des conditions de croissance optimales pour les pathogènes en cause.

Inspiré notamment de IDELEVICH et al.135
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L’arrivée dans les dernières décennies des méthodes moléculaires et de la spectrométrie de masse a

été un grand bond en avant dans le diagnostic microbiologique. L’identification des pathogènes est ainsi

devenue plus rapide, accélérant l’adaptation du traitement antibiotique des patients. L’antibiothérapie

empirique, qui pouvait auparavant durer plusieurs jours, peut aujourd’hui être adaptée après moins de

48 heures dans les cas les plus favorables. Cependant, l’hémoculture reste un préalable incontournable

pour la majorité des techniques présentées ici. Les techniques moléculaires directement applicables

au sang total non enrichi restent encore soumises à un risque élevé d’identification faussée du fait des

contaminations.136

Concernant les tests de sensibilité aux antibiotiques, ceux-ci ne sont pas encore remplaçables par les

méthodes moléculaires. La présence ou non d’un gène de résistance ne renseigne en effet pas sur la dose

nécessaire à l’inhibition de la croissance des bactéries (CMI ou Concentration Minimale Inhibitrice). Or,

les automates qui permettent d’évaluer ces CMI nécessitent d’avoir une culture enrichie en pathogènes,

afin de les re-suspendre ou ré-étaler. L’adaptation accélérée de l’antibiothérapie grâce aux techniques

moléculaires ou à la spectrométrie de masse ne marque donc pas la dernière étape du processus de

diagnostic.

Ces constats font de l’hémoculture une étape toujours inévitable dans le diagnostic d’une bactériémie.

Certaines des alternatives à l’étude vont donc chercher à tirer profit de ce cadre préexistant (présenté en

figure 1.9) pour y intégrer des techniques fournissant les informations d’identification ou de sensibilité

plus rapidement. D’autres vont être des extensions des alternatives déjà présentées ici, en cherchant à

réduire leurs désavantages.

1.2.3 Évolutions futures et méthodes émergentes

Les méthodes à disposition du clinicien pour établir un diagnostic dans le cadre d’une suspicion

de bactériémie sont donc multiples. Au-delà des critères de spécificité, sensibilité ou encore de temps

pour obtenir le diagnostic, d’autres aspects entrent en ligne de compte. Le prix de l’équipement, des

consommables pour chaque test, le besoin ou non de former des opérateurs et autres critères pratiques sont

tout autant de choses à considérer.137-139 Le développement de nouvelles méthodes de diagnostic passe

donc par l’amélioration de ces différents paramètres. La recherche se divise donc entre le développement

d’améliorations des méthodes existantes d’une part, et la recherche de nouvelles technologies de rupture

d’autre part. De plus, comme on l’a vu, les différentes solutions déjà évoquées sont très largement

employées en complément les unes des autres. Au-delà des temps d’identification améliorés, cela amène

également une robustesse supérieure au diagnostic.

Nous allons donc présenter dans un premier quelques pistes d’évolution des techniques actuelles,

avant d’introduire des méthodes émergentes complémentaires.

1.2.3.1 Développements des méthodes existantes

Au-delà du développement de nouvelles méthodes pour utiliser la spectrométrie de masse directement

depuis l’échantillon issu de l’hémoculture, qui a déjà été évoqué, le couplage à la PCR est une autre

piste prometteuse.140,141 Dans ce cas-là, une PCR à large spectre est effectuée, l’ADN répliqué issu de

cette amplification est alors digéré enzymatiquement puis analysé par ESI-MS (electron-spray ionization
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mass spectrometry). Les données de spectrométrie de masse issues de cette analyse sont utilisées pour

déterminer la composition en bases nucléiques de chaque amplicon obtenu. L’identification se fait alors

au regard d’une base de données contenant des séquences représentatives des pathogènes. L’avantage

principal de cette technique est son application directe sur l’échantillon sanguin, sans besoin de culture.

Cette technique donne un résultat en 6 à 8 heures, pour une concordance avec l’hémoculture de 77140 à

86%.141 En plus de la réponse rapide obtenue, l’intérêt réside également dans la possibilité de détecter des

pathogènes difficilement cultivables, dans environ 7 à 8% des cas.140

Une telle technique se rapproche d’une identification par séquençage total de l’échantillon. L’iden-

tification ainsi menée pourrait se faire directement à partir de l’échantillon sanguin. Le principe repose

sur la recherche soit de motifs ou bien de gènes complets associés à certains pathogènes.142-145 L’ac-

croissement de la vitesse de séquençage, en parallèle de l’automatisation et de la miniaturisation des

séquenceurs rend cette solution particulièrement attrayante à terme. Toutefois, les obstacles déjà rencontrés

par la PCR restent valables, notamment concernant les multiples sources possibles de contamination

pouvant fausser les résultats.136 En réaction à ce défaut, la PCR en « vase clos » est développée, avec une

technique telle que la résonance magnétique T2, mise en œuvre dans le système T2Dx, développé par

T2Biotechnologies.146,147 Brièvement, cette technologie, totalement automatisée, suit les étapes suivantes :

lyse de l’échantillon sanguin, amplification dans le lysat des séquences ciblées, puis hybridation des

amplicons avec les acides nucléiques sondes, immobilisés sur des nanoparticules superparamagnétiques.

Ces dernières s’agrègent en cas d’hybridation, ce qui vient modifier le temps de relaxation transversale

T2, propriété magnétique qui peut être mesurée par un capteur.148 Principalement explorée pour les

candidémies (équivalent des bactériémies pour Candida spp.), cette méthode permet d’obtenir un résultat

directement à partir du sang en approximativement trois heures, comparé aux plusieurs jours nécessaires

à une détection par automate.149 De façon intéressante, elle permet surtout un temps très faible avant

diagnostic négatif, de l’ordre de 6 heures.150 Une telle performance peut permettre d’arrêter rapidement un

traitement antibiotique empirique inadéquat. Cependant, il existe peu de commentaires dans la littérature

sur les temps nécessaires aux autres systèmes pour parvenir à une confirmation d’absence d’infection.

Dans une même idée que le séquençage, des approches basées sur le profilage (fingerprinting), que ce

soit génétique ou protéomique sont également développées, se basant sur la PCR tout autant que sur la

spectrométrie de masse.127,151-153

Des changements de méthodologie sont également à l’étude. Ainsi, IDELEVICH et al. ont proposé à

plusieurs reprises des preuves de concept de mise en culture directe après centrifugation du sang.123,154

Brièvement, leur idée repose sur le fait d’étaler le culot de l’échantillon sanguin centrifugé directement sur

l’agar. Ils obtiennent ainsi des colonies isolées permettant l’identification en MALDI–TOF avant même

la fin de l’hémoculture.154 Dans un autre registre, PUTTASWAMY et al. ont également pu proposer par

exemple de changer le paramètre surveillé lors de l’hémoculture, en remplaçant la mesure indirecte du

dioxyde de carbone par celle de la conductivité de l’échantillon.155 Ils obtiennent alors une limite de

détection de l’ordre de 104 UFC.ml-1au lieu de 108. Cependant, ces approches restent à l’heure actuelle

uniquement étudiées sur des échantillons inoculés artificiellement et non en milieu clinique.

Il reste que le foisonnement de techniques alternatives empêche d’établir des critères de comparaisons

précis, notamment du fait de l’absence de données suffisamment robustes pour chaque technique.135,143
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En effet, la comparaison se fait systématiqement au regard des performances de l’hémoculture, dont on a

pu voir la variabilité en fonction des conditions de réalisation. Toutefois, en plus des développements des

techniques actuellement employées, il existe tout un pan de recherche encore fondamentale autour de la

détection de bactériémies. Quelques exemples vont être évoqués par la suite, notamment pour appréhender

les stratégies explorées pour surmonter les obstacles évoqués.

1.2.3.2 Méthodes recourant à la microfluidique pour la séparation des bactéries

Dans le cadre des techniques d’identification basées sur les séquences génétiques, on a vu que la

préparation de l’échantillon était cruciale pour éviter les contaminants. C’est en grande partie pour cette

raison que nombre de solutions ont vu le jour pour intégrer une étape de filtration mécanique ou de

préparation des échantillons par voie microfluidique. Quelle que soit la méthode mise en place, l’objectif

à atteindre est le même : parvenir à isoler et concentrer les composants biochimiques provenant des

bactéries.156 L’intégration de ces étapes sous forme de cartes microfluidiques peut permettre d’avoir un

système « tout-en-un » avec à la fois la concentration, la détection et l’identification. Ces deux dernières

étapes peuvent être réalisées par des techniques moléculaires, comme la PCR157,158 ou des équivalents du

FISH.159

Concernant la technologie de concentration en elle-même, plusieurs approches existent. On distingue

d’une part des méthodes basées sur des propriétés microfluidiques (séparation inertielle, tri par la taille

moléculaire, fractionnement en micro-gouttelettes, etc.) et d’autre part des méthodes basées sur l’affinité

(migration par diélectrophorèse, acoustophorèse, ou piégeage avec des sondes spécifiques telles que

des anticorps). La revue de BURKLUND et ZHANG156 présente dans le détail le fonctionnement de la

plupart de ces méthodes. Certains articles rapportent des performances idéales concernant le seuil de

détection et le temps obtenu pour avoir la réponse. Par exemple, KANG et al. introduisent un système

permettant de détecter 1 UFC.ml-1 d’E. coli directement à partir d’un échantillon sanguin en moins de

4 heures. Cependant, le volume d’échantillon analysable par ces méthodes microfluidiques est souvent

limitant. Dans le dernier cas évoqué, le débit maximal est de 10 µl.min−1, ce qui implique 1 heure 40

pour faire passer 1 ml d’échantillon sanguin. Dans un contexte clinique, un tel délai n’est pas envisageable

pour un test ne proposant à l’heure actuelle l’identification spécifique d’une seule séquence génétique.

Pour réellement être une alternative aux systèmes actuels, il sera nécessaire que ces technologies de

concentration permettent d’opérer à haut-débit avec une forte efficacité de séparation. Il convient en effet

de rappeler ici que le volume de prélèvement sanguin recommandé est de l’ordre de 40 à 60 millilitres.

L’utilisation en routine de ces méthodes microfluidiques est donc encore plus que délicate pour la détection

de bactériémies.

Ces méthodes microfluidiques sont également fréquemment couplées à différents types de biocapteurs

pour la détection ou l’identification. La partie 1.3 qui suit introduira ce concept, ainsi que quelques

exemples d’applications pour la détection de bactériémies.
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1.3 Les biocapteurs pour la détection de bactéries

1.3.1 Principes généraux des biocapteurs

1.3.1.1 Définition conceptuelle

Introduits dans le courant des années 60 par le professeur Leland Clark Jr, les premiers biocapteurs

servaient au dosage d’oxygène dans le sang grâce à des électrodes.161 Le domaine n’a pas cessé d’évoluer

depuis ses premiers développements et est toujours en progression. Les applications sont sorties du

simple secteur de la santé et vont maintenant du contrôle alimentaire à la sécurité intérieure en passant

par l’agroalimentaire ou la surveillance de l’environnement. Ces changements rapides n’aident pas à la

définition exacte de ce qu’est un biocapteur.162 Cependant, une définition conceptuelle fondamentale

émerge.

Un biocapteur est un système intégré qui contient un élément récepteur servant à la reconnaissance

d’une cible biologique, et transmettant un signal par le biais d’un mécanisme de transduction physico-

chimique. La figure 1.10 résume ce principe, tout en donnant des exemples pour chaque élément. Présenté

autrement, ce fonctionnement implique qu’au contact d’un échantillon biologique contenant une cible,

le biocapteur va fournir un signal de sortie relatif aux interactions se produisant à sa surface. Au-delà

des différents mécanismes de transduction possibles, qui vont notamment avoir une importance dans les

caractéristiques du capteur, le choix de l’élément capteur est fondamental pour la spécificité.

Figure 1.10 – Principe de fonctionnement d’un biocapteur et éléments constitutifs.

Pour caractériser un biocapteur, plusieurs grandeurs ou notions sont régulièrement utilisées : sensibilité,

spécificité, régime de réponse linéaire, saturation et limite de détection. Sensibilité et spécificité vont

généralement de pair. La première notion correspond à l’ampleur de la réponse positive pour le capteur

lorsqu’il est exposé à sa cible. Elle peut être définie comme un rapport entre le signal d’entrée et celui de

sortie. Plus ce rapport est élevé, plus le capteur est considéré comme sensible. La spécificité, au contraire,

consiste pour le capteur à ne donner un signal que lorsque la cible est présente. En d’autres termes, cela

signifie qu’un biocapteur spécifique ne doit pas être sensible aux interférences de la part d’éléments non

ciblés, provenant de la matrice d’analyse par exemple. Un biocapteur sensible et spécifique sera parfois
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appelé sélectif. On peut également associer à ces grandeurs la notion de dérive du capteur, qui correspond

à la variation de signal observée à cause d’interactions non-spécifiques. Régime de réponse linéaire, dérive,

saturation et limite de détection sont représentées sur la figure 1.11. Ils correspondent respectivement : à

l’intervalle sur lequel la réponse est proportionnelle entre la concentration de l’analyte et l’intensité du

signal de sortie, la concentration maximale détectable et enfin la minimale. À noter qu’en fonction du

type d’application, la concentration de la cible peut être directement liée au temps. C’est notamment le

cas dans le cadre d’une hémoculture, où la concentration des bactéries varie au cours du temps. Il peut

alors être utile d’associer au seuil de détection (plus petite concentration détectable) le temps de détection

nécessaire au système pour atteindre le seuil. Cette dernière notion est particulièrement importante dans le

cadre de la détection de bactériémies, le temps étant un critère crucial pour la survie du patient.

Figure 1.11 – Caractéristiques principales du signal d’un biocapteur multiplexe en fonction du temps – en
supposant la concentration d’analyte comme proportionnelle à ce dernier. La sonde A est spécifique à

l’analyte ciblé, tandis que la sonde B est non spécifique. Le signal obtenu sur la sonde A permet donc de
mettre en évidence la limite de détection, la zone de linéarité et le plateau de saturation. Le signal obtenu
sur la sonde B représente lui la dérive du capteur au cours du temps, à cause d’interférents par exemple.

1.3.1.2 Principaux types de transducteurs pour les biocapteurs

Différents types de transducteurs existent en fonction de la variation de signal physique qu’ils

permettent d’observer. Les trois grandes classes que l’on distingue sont les transducteurs optiques,

électriques et mécaniques.

Les microbalances à quartz (QCM) et les micro-leviers résonants sont des exemples de capteurs

basés sur un signal mécanique suite aux variations de masse adsorbée à leur surface. La transduction est

alors piézoélectrique. Dans le cas de la QCM, le seuil de détection peut descendre jusqu’à 10 UFC.ml-1,

même en matrice alimentaire.163 Les micro-leviers, quant à eux possèdent encore peu d’applications

sur échantillons réels notamment à cause de leur besoin d’opérer à l’air.164 D’autres systèmes, basées

sur des propriétés magnétoélastiques, permettent de détecter des variations de masse à distance, en

mesurant des changements de champ magnétique. Une limite de détection de l’ordre de 102 UFC.ml-1

est alors atteinte.165 Ces systèmes ne sont à l’heure actuelle que peu représentés dans les dispositifs de

diagnostic.164,166
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La transduction électrique recouvre une grande variété de capteurs différents, allant des capteurs

électrochimiques aux capteurs électroniques en passant par des capteurs exploitant des propriétés électro-

magnétiques. Lorsque la mesure est électrochimique, trois grandeurs distinctes peuvent être sondées :

ampérométrique, impédimétrique ou potentiométrique.167 Dans le cadre de la détection de bactéries, ce

sont les capteurs impédimétriques qui sont les plus courants. Ils présentent une large gamme linéaire dans

laquelle le signal obtenu est proportionnel à la quantité d’analyte fixée en surface du capteur. De plus, ils

peuvent être utilisés dans des milieux complexes sans marquage des cibles. Les capteurs potentiométriques

présentent eux le désavantage d’une très grande sensibilité à la composition ionique du milieu sondé.

Concernant les biocapteurs basés sur l’ampérométrie, ils nécessitent que l’élément de reconnaissance soit

électro-actif, ce qui restreint leur utilisation, notamment dans le développement de nouvelles cibles. Leur

intégration au sein d’autre systèmes – microfluidique ou électronique – est également très favorable.168

Les limites de détection annoncées dans les dispositifs fondamentaux sont très basses, de l’ordre de

quelques pathogènes par millilitre, voire moins.169 A l’heure actuelle, malgré tous les efforts de recherche

et développement, il n’existe pas de système commercial basé sur la détection électrochimique directe de

bactéries non lysées.169 Une autre grande famille de biocapteurs électriques est formée par les transistors

à effet de champ fonctionnalisés pour la détection.170,171 Si leur développement pour la détection de

bactéries est encore récent, ces dispositifs micro-électroniques présentent toutefois une limite de détection

basse, aux alentours de 102 UFC.ml-1.172,173 Il est possible de les adapter sur des substrats souples,173,174

ce qui les rend moins contraignants à intégrer dans un contexte clinique.

Les biocapteurs optiques recouvrent plusieurs approches de détection.166,175 Les techniques comme la

résonance plasmonique de surface, la spectroscopie Raman ou l’interférométrie constituent la première

grande classe de capteurs optiques, basée sur les propriétés optiques. L’autre groupe de techniques qu’il

est possible de distinguer est celui basé sur la colorimétrie, la luminescence ou la fluorescence. Tous

ces capteurs optiques opèrent avec un signal lumineux, ce qui rend leur intégration aisée à la fois à

des systèmes électroniques, grâce à des détecteurs ou des caméras, mais également pour une utilisation

directe à l’œil nu dans certains cas. Les tests de grossesse sur bandelettes (lateral flow assays) sont

un exemple typique de la facilité d’usage de ces capteurs colorimétriques.176 La limite de détection de

ce type de test pour cibler des bactéries reste toutefois élevée, de l’ordre de 103 UFC.ml-1,177 ce qui

implique un enrichissement au préalable. Cette méthode, bien que très pratique pour une utilisation au

chevet du patient,134 ne semble donc pas adaptée pour la détection à partir du sang total. Si l’usage de

sondes marquées par des fluorophores ou des nanoparticules est de très grand intérêt pour l’imagerie,

il reste toutefois limité dans une application en matrice complexe et turbide comme le sang, d’autant

plus lorsque l’échantillon doit être réutilisé.178 Les capteurs basés sur des propriétés optiques sont

donc a priori les plus adaptés dans cette catégorie pour une détection en milieu complexe. La SPR est

notamment une technique largement employée. Lorsqu’elle est utilisée en mode imagerie, elle permet de

suivre les interactions sur une surface entière, d’environ 1 cm2, ce qui permet d’intégrer plusieurs zones

indépendantes fonctionnalisées avec des sondes différentes. Cette propriété est appelée multiplexage. Bien

que la limite de détection, de l’ordre de 103 UFC.ml-1pour les systèmes SPR les plus sensibles,179 soit

élevée par rapport aux concentrations bactériennes rencontrées dans des échantillons, son potentiel de

miniaturisation180 permet par exemple de l’adapter à un téléphone.181 Cette technique, qui sera utilisée au
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cours de cette thèse, sera traitée en détail en partie 1.3.2.

Quel que soit le transducteur choisi, un biocapteur reste toutefois intrinsèquement limité par le besoin

d’une rencontre entre sa surface fonctionnalisée et l’analyte.182 Si certaines bactéries comme E. coli sont

motiles et vont ainsi augmenter leur probabilité de rencontre avec la surface, d’autres, comme S. aureus

sont moins mobiles. Il peut ainsi être tentant d’imposer un flux ou une agitation pour augmenter les chances

de rencontre entre la cible et le capteur. Cependant de telles solutions peuvent être contre-productives pour

la détection. En effet un fort débit peut par exemple entraîner des forces cisaillement qui empêcheraient

l’établissement d’interaction avec la sonde, voire sectionneraient les bactéries.183 De façon similaire, des

ondes acoustiques184,185 ou un champ électrique186 peuvent être employés pour concentrer des cellules

vers une surface. Bien que cela permette effectivement d’abaisser la limite de détection des capteurs,

l’opérabilité d’une telle technique dans un milieu complexe n’a pas été démontrée à ce jour. Pour le cas

du sang, cela comporte en effet également le risque d’augmenter l’adsorption non-spécifique en surface.

Dans le cadre de ce travail, les conditions seront sans agitation.

1.3.1.3 Importance du choix des sondes selon le type de détection

Au-delà du type de transduction choisi, qui influe surtout sur la sensibilité d’un système, c’est le

choix de l’élément de reconnaissance (aussi appelé ligand) qui va amener au biocapteur sa spécificité.

Pour la détection de bactéries, plusieurs niveaux de spécificité peuvent être atteints. La distinction peut

se faire au sérotype, ou bien à une espèce, voire à l’ensemble d’une coloration de Gram. Par ailleurs,

il est également possible de cibler des marqueurs membranaires particuliers, partagés par plusieurs

pathogènes n’appartenant pas nécessairement à la même espèce. Les sondes par excellence dans les tests

immunologiques sont les anticorps. Cependant ces protéines sont loin d’être les seules sondes utilisées

pour la détection de bactéries187(voir figure 1.12).

Figure 1.12 – Principaux éléments de reconnaissance employables pour la détection de bactéries entières
avec des biocapteurs. D’après TEMPLIER et al.187

Les aptamères sont des oligonucléotides sélectionnés à partir de bibliothèques aléatoires pour être

affins d’une cible biologique choisie.188 Ils atteignent ainsi souvent une haute spécificité,189,190 mais

peuvent cependant aussi être développés comme ligands à large spectre, en ciblant par exemple les
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peptidoglycanes,191 composant la paroi de nombreuses bactéries. Selon un principe de sélection similaire,

le phage display permet, grâce à un processus d’évolution dirigée, d’obtenir des peptides spécifiques à

une cible choisie. Les bactériophages peuvent également être isolés naturellement pour servir de ligands

spécifiques.192 Au rang des molécules naturelles utilisables, on peut également citer les sucres qui vont

fixer avec les lectines membranaires des bactéries.193 Inversement, ces protéines fixant spécifiquement les

sucres peuvent être employées pour reconnaître les pathogènes. D’autres protéines, comme des adhésines

bactériennes sont également parfois employées comme ligands. L’inspiration puisée dans la nature a mené

jusqu’à utiliser des cellules entières en tant que ligand.194 Toutefois, si ces éléments de reconnaissance

sont souvent directement empruntés à la nature, les contraintes industrielles et les besoins particuliers

ont mené au développement de plusieurs types de ligands non naturels (synthétiques). On peut alors citer

les polymères à empreinte moléculaire (ou MIP pour Molecularly Imprinted Polymer), qui consistent à

« mouler » une matrice d’un copolymère autour de la cible, avant de « démouler » cette dernière pour

libérer la cavité ainsi créée. Dans le cadre de la détection de cellules entières, l’opérabilité a été démontrée

par COHEN et al., qui a utilisé les MIP pour piéger des bactéries entières avant de les étudier via diverses

techniques de microscopie.195 Enfin, les peptides forment une famille de molécules intermédiaires : ils

peuvent être ingéniérés, dérivés du phage display ou bien naturellement capables d’interagir avec les

bactéries pour les peptides dits antimicrobiens. Cela leur permet d’être utilisés pour des cibles de natures

variées.196

Enfin, au-delà du critère de la spécificité, certes fondamental dans la conception d’un biocapteur,

d’autres paramètres entrent en ligne de compte. Premièrement, les conditions environnementales (tempé-

rature, séchage, pH, milieu, etc.) auquel le capteur sera soumis sont à considérer. Pour une utilisation sur

le terrain, un capteur qui peut être conservé sec à température ambiante sera préférable à une conservation

réfrigérée en milieu liquide par exemple. Ensuite, concernant la facilité de production, le prix et la

simplicité de mise en œuvre sont à prendre en compte. C’est notamment un des avantages de l’utilisation

d’acides nucléiques ou de peptides, qui peuvent être synthétisés chimiquement en grande quantité et à bas

coût. Enfin, il est nécessaire que la sonde puisse être immobilisée sans perdre son activité. Différentes

techniques de greffage en surface d’un biocapteur seront abordées dans le chapitre suivant.

Pour l’application visée, soit la détection de pathogènes entiers dans le sang avec une possible

identification, le choix des sondes sera particulièrement crucial. Idéalement, elles devraient être capables

d’interagir avec tous les pathogènes possibles. De plus, dans l’optique d’une application clinique, les

ligands choisis devraient être à la fois robustes et peu coûteux. Parmi les sondes évoquées jusqu’ici, les

peptides antimicrobiens, naturellement à large spectre d’interaction semblent être des candidats idéaux.

Ce sont ces molécules qui seront utilisées dans le cadre de ces travaux de thèse. Une présentation plus

détaillée en sera donnée au chapitre suivant.

1.3.1.4 Applications de biocapteurs à la détection de bactériémies

De ce que l’on sait, il n’existe pas à l’heure actuelle de système commercialisé à grande échelle qui

emploie des biocapteurs pour détecter de bactéries. Au stade fondamental, la littérature des biocapteurs

pour le diagnostic de bactériémies se développe dans plusieurs perspectives.

Le domaine le plus florissant est celui de l’intégration de tests PCR (ou équivalents) dans des puces
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microfluidiques permettant d’aller de l’échantillon sanguin à la réponse. Cependant, ces systèmes souffrent

des mêmes désavantages que ceux auparavant évoqués pour la PCR. La minimisation du nombre d’étapes

permet toutefois de réduire les risques de contamination. Par ailleurs, la miniaturisation de tels systèmes

permet d’imaginer à l’avenir de procéder en parallèle à plusieurs dizaines d’amplifications simultanées,

permettant potentiellement une détection voire une identification rapide à large spectre.

La capacité des biocapteurs à être adaptés pour reconnaître tout type de cible biologique en fait

également des outils idéaux pour la détection de biomarqueurs.197 On l’a vu, les bactériémies sont

effectivement liées à des anomalies dans la concentration de certains solutés dans le sang (le lactate par

exemple en cas de sepsis). Certains systèmes sont ainsi développés pour mesurer directement au chevet

du patient ces biomarqueurs, comme l’interleukine 3, une cytokine associée aux défaillances d’organe.198

Ce sous-domaine des biocapteurs pour la détection des marqueurs du sepsis a récemment été couvert

par une revue de KUMAR et al..199 Dans une démarche similaire, la détection de molécules liées à la

croissance des pathogènes est une voie envisagée par certaines équipes de recherche. Une fois de plus la

nature de la cible imposera la spécificité. La détection de micelles d’acide lipotéichoïque (Gram+) ou des

lipopolysaccharides (Gram–) permet ainsi une détection universelle avec identification du Gram.200 Cibler

une molécule comme la pyocyanine, spécifique de la croissance des souches pathogènes PAO1 et PA14 de

Pseudomonas aeruginosa a permis à WEBSTER et al. de détecter spécifiquement leur présence à forte

concentration.201 Le capteur électrochimique qu’ils ont développé pourrait par exemple être intégré dans

une bouteille d’hémoculture, afin d’identifier spécifiquement ce pathogène plus rapidement. Une autre

voie de détection indirecte est également de cibler des métabolites volatils. Introduire un nez électronique

au-dessus d’une hémoculture ou bien d’un isolement en culture solide peut effectivement permettre

l’identification des espèces en croissance. Si ce concept a été introduit auparavant pour contrôler la

contamination bactérienne dans des lignes de production agroalimentaires,202 elle est depuis une dizaine

d’années adaptée aux hémocultures.203-207 L’intérêt d’une telle approche est manifeste : inclure le capteur

au système de routine préexistant. Intégré au flacon d’hémoculture, le nez électronique détecte alors la

croissance en 2,8 heures de moins que l’automate conventionnel. De plus, 2 heures après la détection de

croissance, l’information sur l’identification est fiable dans 91,9% des cas.205 La discrimination se fait

alors jusqu’à distinguer des souches différentes de SARM. Un tel système semble donc intéressant si

son développement futur confirme ses performances. Il reste cependant une zone d’ombre concernant la

réponse que fourniront les nez électroniques face aux mélanges de métabolites dans le cadre d’infections

polymicrobiennes.

La dernière perspective dans laquelle les biocapteurs ont pu être employés est celle de la détection

de cellules entières directement dans l’échantillon sanguin.208-211 SHI et al. ont proposé un capteur

piézoélectrique basé sur le relargage d’un peptide antimicrobien dans le sang lorsque celui-ci contient

des bactéries.208 Ils atteignent une limite de détection de l’ordre de 102UFC.ml-1en sang de mouton,

pour un délai d’exécution de seulement 15 minutes. Malgré le fait que cette approche ne permette pas

d’identification, elle pourrait permettre une confirmation de la présence de bactéries bien plus rapide

qu’une hémoculture classique. Toutefois la preuve de concept reste éloignée du contexte clinique et

des adaptations de la méthodologie sont sans nul doute nécessaires. Enfin, le système développé au

laboratoire CREAB, employé dans des conditions similaires à une hémoculture clinique, a permis de
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détecter Salmonella enterica en moins de 12 heures, à une concentration initiale inférieure à une UFC par

millilitre.211 Cela a été réalisé grâce à une puce à anticorps utilisée dans un imageur SPR.

1.3.2 L’imagerie SPR pour la détection de bactéries en milieu complexe

1.3.2.1 La résonance de plasmons de surface (SPR) pour la détection

Observée pour la première fois R.W. Wood en 1902,212 théorisée en 1941 par Fano213 et confirmée

en 1968 indépendamment par Otto d’une part214 ainsi que Kretschmann et Haether d’autre part,215 la

résonance plasmonique est un phénomène optique se produisant à la surface de métaux. Le phénomène

consiste en une réduction de l’intensité réfléchie par une surface métallique lorsqu’elle est éclairée par

une lumière incidente respectant des conditions particulières. L’exploitation de ce phénomène a permis

à Nylander et Liedberg de d’abord développer un capteur à gaz anesthésiant216 en 1982, ainsi que le

premier biocapteur à anticorps en milieu liquide,217 en 1983. Sept ans plus tard était commercialisé le

premier modèle de SPR pour l’étude d’interactions biomoléculaires par la société Pharmacia (aujourd’hui

Biacore).218 Le phénomène physique sur lequel se basent les capteurs SPR va être présenté, avant

d’introduire les spécificités liées à son utilisation en mode imagerie.

Le phénomène de résonance des plasmons de surface apparaît typiquement à l’interface entre un

métal et un milieu diélectrique, comme l’air ou l’eau (voir figure 1.13). La théorie électromagnétique

sous-jacente à la SPR peut être trouvée dans la littérature.219 De façon générale, on peut la décrire

comme un couplage entre la lumière incidente, avec la composante du champ magnétique polarisée

orthogonalement à la surface – aussi appelée polarisation transverse magnétique (ou TM) – et les électrons

libres du métal. La lumière incidente se propage dans le métal sous forme d’onde évanescente, c’est pour

cela que l’épaisseur déposée est généralement de l’ordre de quelques dizaines de nanomètres.

Figure 1.13 – Principe de la résonance des plasmons de surface. La lumière incidente vient faire osciller
les charges à l’interface entre le métal et le diélectrique, ce qui crée l’onde plasmonique. Celle-ci se

propage alors à la surface du métal, tout en pénétrant sous forme d’onde évanescente dans le diélectrique.
C’est la variation de l’indice optique local à ce niveau qui vient modifier l’intensité de la lumière

réfléchie.

Les deux configurations les plus courantes (dites d’Otto et de Kretschmann) diffèrent quant au

positionnement du diélectrique. Dans le cas d’Otto, il se trouve entre le métal et le prisme en verre, ce
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qui rend son emploi pour la détection délicat, car cela impose la contrainte de travailler avec un système

microfluidique. La configuration de Kretschmann au contraire place le métal directement sur le prisme

pour ensuite mettre la surface métallisée en contact avec le milieu diélectrique. Cette configuration se

prête ainsi particulièrement à fonctionnaliser les surfaces pour les rendre spécifiques et les utiliser en

tant que biocapteur. En effet, en utilisant alors une lumière polarisée en TM, dans des conditions dites de

réflexion interne totale, l’intégralité de la lumière est théoriquement réfléchie. Cependant, en fonction à

la fois de l’angle d’incidence, ainsi que de l’indice optique local à l’interface métal/diélectrique, il peut

arriver que les photons incidents entrent en résonance avec les électrons surfaciques du métal, créant ainsi

une onde plasmonique. L’onde ainsi créée se propage de façon évanescente à la surface, dont l’amplitude

décroit dans le diélectrique jusqu’à une longueur de pénétration de l’ordre de 100 à 200nm.183 Lorsque ce

phénomène de couplage est à son maximum, cela signifie que l’on se trouve à l’angle de résonance. Toute

variation d’indice optique local en surface du métal vient alors décaler cette résonance et augmenter la

quantité de lumière réfléchie. L’interaction d’un analyte avec un ligand est typiquement le type de signal

biochimique que le dispositif SPR vient transduire en signal physique. C’est le suivi de ces variations de

réflectivité qui permet donc l’usage en tant que biocapteur.

Parmi les différents métaux utilisables, l’or s’est largement imposé. Il présente notamment l’avantage

d’une résistance à l’oxydation, ainsi qu’une grande polyvalence concernant les techniques d’immobilisa-

tion de ligands.220 Cependant, tel que présenté en figure 1.13, un capteur SPR ne permet pas de suivre

la variation du signal que macroscopiquement sur l’ensemble de la surface, ce qui implique qu’un seul

ligand peut être utilisé. Si une première manière de multiplexer la mesure consiste à utiliser des canaux

parallèles, comme sur un appareil BIAcore par exemple, une autre approche est celle de l’utilisation de la

SPR en mode imagerie (SPRI).

1.3.2.2 Mise en œuvre de la SPR en mode imagerie (SPRI)

La figure 1.14 présente un dispositif SPR couplé par prisme, selon la configuration de Kretschmann,

adapté pour l’imagerie. La principale différence est l’intégration d’une caméra en lieu et place d’un

photodétecteur. L’image ainsi obtenue de la surface du prisme permet de suivre simultanément les

variations de réflectivité sur plusieurs régions d’intérêt (ou ROI pour Region Of Interest). Celles-ci sont

définies comme un ensemble de pixels décrivant un seul type de ligand. Réaliser une fonctionnalisation

différenciée avec des ligands variés sur des régions isolées les unes des autres permet donc d’avoir accès à

plusieurs interactions parallèlement. Le signal obtenu à l’intérieur de chaque ROI sera ainsi moyenné, ce

qui permet également de limiter le bruit de mesure lié aux pixels individuels de la caméra.

Concernant le suivi des variations de signal liées aux changements d’indice optique en surface,

plusieurs modalités sont possibles (figure 1.15). Les courbes donnant la réflectivité en fonction du

paramètre balayé (angle ou longueur d’onde) sont appelées courbes plasmons. Les interrogations spectrale

et angulaire consistent à balayer toutes les valeurs possibles au cours du temps. Le système est alors

plus lent et complexe à mettre en œuvre qu’un système à angle ou longueur d’onde fixe, mais peut

permettre d’obtenir une sensibilité plus élevée, notamment dans le cas de l’interrogation spectrale.221

Toutefois une source permettant une variation de longueur d’onde maîtrisée de façon monochromatique

est extrêmement coûteuse et peu concurrentielle par rapport aux quelques centaines d’euros que coûte un
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Figure 1.14 – Principe d’un imageur SPR en configuration de Kretschmann. Le miroir pivotant (motorisé
ou manuel) permet de modifier l’angle incident sur la surface.

miroir motorisé. Au-delà des techniques d’interrogation par balayage, il est possible d’utiliser les appareils

à angle et longueur d’onde fixes, en suivant uniquement la variation de réflectivité. Cette technique met

à profit l’allure des courbes plasmons, en choisissant un angle de travail dans la zone linéaire. Cela

permet d’obtenir une sensibilité maximale aux variations se produisant à la surface du capteur, sans perdre

en fréquence d’acquisition. Toutefois un fort changement d’indice optique local impliquera alors une

saturation du capteur. De plus des sondes aux propriétés différentes (d’épaisseur de dépôt ou d’indice

optique) posent alors problème, car elles ne permettent pas de définir un angle de travail optimum pour

chacune.

1.3.2.3 La méthode « Culture–Capture–Mesure » pour la détection de pathogènes

Les biocapteurs, comme toute technique d’analyse, présentent une limite de détection. La SPR pour la

détection ne déroge pas à cette règle. Dans le cadre de la détection de bactéries, la littérature donne une

limite généralement située entre 105 et 106 UFC.ml-1, lorsque la détection est réalisée sans marquage.179

Pour le diagnostic de bactériémies, cela implique par exemple d’utiliser un échantillon sanguin enrichi

par l’hémoculture. Le fait de découpler cette phase d’analyse de celle de l’enrichissement provoque un

potentiel délai entre la positivité de l’hémoculture et l’identification par le biocapteur.

C’est dans l’idée de supprimer ce délai que la méthode « Culture–Capture–Mesure » a été développée

(figure 1.16). Elle consiste à coupler hémoculture et identification des pathogènes. Cela passe par le fait

d’exposer une biopuce SPRI fonctionnalisée avec différents anticorps à un échantillon sanguin comportant

des bactéries en croissance. Les plots d’anticorps comportant une réponse positive mettent ainsi en

évidence à la fois la présence de bactéries, mais surtout la reconnaissance spécifique en fonction de

l’anticorps qui a donné le signal. Dans un premier temps, l’emploi de cette méthode a permis de détecter

quelques UFC.ml-1 en une dizaine d’heures pour Salmonella Enteritidis et E. coli O157:H7 au sein d’une

matrice alimentaire.222,223 L’utilisation en sang dilué par un milieu d’hémoculture a permis de démontrer

la faisabilité de détecter Salmonella Enteritidis à moins d’une UFC.ml-1 dans un échantillon d’environ

40 ml,211 soit un volume correspondant à ceux prélevés en milieu clinique. De plus, le capteur SPRI

permet d’obtenir la détection sans effet négatif sur l’échantillon. Ainsi, le sang enrichi en bactéries issu de

l’hémoculture est toujours utilisable pour réaliser des tests d’antibiosensibilité par exemple. La réunion de
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Figure 1.15 – Différents types d’interrogation possibles pour un capteur SPR. Les courbes en pointillés
correspondent au résultat théorique suite à la capture de cibles en surface. À – Interrogation spectrale

avec suivi du décalage de longueur d’onde de résonance. B – Interrogation angulaire avec suivi du
changement d’angle de résonance. C – Suivi du changement de réflectivité à angle de travail fixe.

Figure 1.16 – Principe de la méthode « Culture–Capture–Mesure ». Les bactéries sont initialement
injectées à forte concentration pour une première phase de culture enrichissant l’échantillon. Les

premières captures de bactéries en surface des sondes viennent permettre de confirmer la présence de
bactéries dans l’échantillon. Enfin la mesure des profils d’affinité peut avoir lieu une fois les sauts de

détection effectués. Nota bene : le dispositif SPRI est ici représenté de façon simplifiée.

ces caractéristiques fait du système SPRI, couplé à la méthode « Culture–Capture–Mesure », une solution

technique parfaitement adaptée aux enjeux de la détection de bactériémies en milieu clinique.

Comme dans le cadre d’une hémoculture classique, le temps de détection de ce système va donc

dépendre de la concentration bactérienne initiale, ainsi que du taux de croissance des pathogènes. Cepen-

dant, la méthode à l’heure actuelle n’a été démontrée que de façon spécifique en utilisant des anticorps.

De plus, certains pathogènes tels que S. aureus se révèlent pour le moment difficilement identifiables

spécifiquement.224 Un nouveau développement peut donc être apporté à cette technique en intégrant des

sondes possédant un spectre d’affinité plus large. D’une part ils permettraient au capteur SPRI d’avoir une
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réponse positive, quel que soit le pathogène présent. D’autre part, la combinaison des réponses de ces

sondes pourrait également permettre une identification par affinité croisée, chaque bactérie provoquant

un profil de réponse particulier. Ce concept sera développé en partie 4.3.4. C’est la capacité des peptides

antimicrobiens à jouer ces rôles que nous allons évaluer au cours de ces travaux.

1.4 Objectifs de la thèse

La présence de bactéries dans le sang, normalement stérile, n’est jamais dénuée de conséquences.

Une bactériémie avérée peut évoluer en sepsis voire en choc septique et alors engager le pronostic vital

d’un patient. Il est donc nécessaire de rapidement confirmer la présence de pathogènes pour ensuite les

identifier et administrer au patient les antibiotiques les plus adaptés. L’obstacle majeur au diagnostic d’une

bactériémie est la concentration très faible des bactéries dans le sang, de l’ordre d’une unité par millilitre.

De plus la complexité du sang et les risques de contaminants extérieurs sont autant de risques d’aboutir à

un diagnostic faussé. Le temps est un facteur majeur dans le déroulement d’un diagnostic. Un délai réduit

avant l’adaptation de l’antibiothérapie augmente significativement les chances de survie du patient.

Classiquement, l’identification passe par une hémoculture qui vient confirmer la présence de bactéries

et enrichir l’échantillon sanguin. Cette première étape fondamentale est donc nécessaire pour savoir

s’il faut poursuivre ou non une antibiothérapie. Ensuite viennent les étapes d’identification et de tests

de sensibilité aux antibiotiques. Au-delà des traditionnelles caractérisations biochimiques, kyrielle de

techniques co-existent à l’heure actuelle pour parvenir à l’identification des pathogènes en cause. Il

revient au clinicien de choisir quelle combinaison utiliser en fonction des symptômes observés et des

moyens à disposition. Il existe par ailleurs des méthodes permettant l’identification directe à partir du

sang, notamment en utilisant des techniques de préconcentration. Le plus souvent basées sur les acides

nucléiques, ces techniques permettent de se passer de culture. Ces méthodes sont donc particulièrement

adaptées pour les pathogènes peu ou pas cultivables, ou bien ceux à croissance lente. Le risque de

faux-négatif reste cependant présent et ne permet pas encore d’envisager de se passer de culture. Pour la

majorité des cas, l’hémoculture reste donc incontournable avant de pouvoir identifier les agents infectieux.

Les biocapteurs ont un potentiel intéressant pour être intégrés dans la chaîne de diagnostic. La

possibilité de les miniaturiser tout en les faisant communiquer avec le reste du système peut permettre

d’imaginer un suivi en temps réel d’une culture. Cependant si de tels systèmes existent dans des matrices

simples ou bien dans l’agroalimentaire, il n’existe pas encore d’exemple de biocapteur utilisable au contact

du sang. L’adaptation de nez électroniques à l’étape d’identification sur les cultures solides est un exemple

prometteur du gain d’information que les biocapteurs peuvent donner. Une telle démarche d’identification

à large spectre au sein des flacons d’hémoculture n’a jamais été éprouvée. Elle représenterait pourtant un

gain de temps non négligeable, en couplant détection et identification, ce qui permettrait d’adapter plus

rapidement l’antibiothérapie empirique.

L’emploi de la SPRI en milieu sanguin a déjà été démontré et permet de suivre la croissance de

pathogènes en temps réel, une fois le seuil de détection franchi. Toutefois sa mise en œuvre pour l’heure

n’a été effectuée qu’en employant des sondes spécifiques. L’objet de ces travaux de thèse sera d’évaluer

l’emploi de peptides antimicrobiens en tant que sondes à large spectre pour la détection de pathogènes
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bactériens, quels qu’ils soient et sans prérequis. Cette approche sera dans un premier temps validée en

milieu de culture simple avant d’être transférée en plasma puis en sang total, dilués dans des conditions

similaires aux hémocultures réalisées en laboratoire d’analyses médicales. De plus, si des différences

d’affinité sont constatées, le potentiel d’identification sera testé, notamment par le biais d’analyses

statistiques des données obtenues. Enfin, si de telles sondes sont validées, elles pourraient à terme être

intégrées en parallèle de sondes spécifiques sur des capteurs SPRI. Le capteur ainsi obtenu pourrait

proposer d’une part une détection à large spectre, et d’autre part une identification précise des souches les

plus pertinentes. L’autre avantage de la SPRI est d’être une méthode qui permet de sonder l’échantillon

sans le modifier. Cela permettrait de procéder, après l’hémoculture ainsi instrumentée, aux autres analyses

conventionnelles à partir du même échantillon sanguin.
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Chapitre 2

Sélection et synthèse de peptides an-

timicrobiens pour la détection bacté-

rienne

2.1 Peptides antimicrobiens : propriétés et applications

2.1.1 Caractéristiques des peptides antimicrobiens (PAM)

Les peptides antimicrobiens (PAM) sont une composante des défenses immunitaires de nombreux

organismes, des bactéries aux mammifères225 en passant par les plantes226 ou encore les insectes.227 Ils se

définissent par leur capacité d’interaction avec les bactéries, en inhibant leur croissance ou en les lysant,

et sont souvent considérés comme l’une des premières barrières de l’immunité. Cependant, cela ne suffit

pas à totalement décrire les PAM, qui possèdent à la fois une grande variété de structures et d’interactions

possibles avec les bactéries. Ce sont ces propriétés que nous allons introduire, avant de présenter plus en

détail les applications des PAM en tant que ligands dans la littérature des biocapteurs.

2.1.1.1 Structures chimiques et classification des PAM

La très grande variété des séquences connues de PAM a conduit à les rassembler dans diverses bases

de données, en fonction de leurs propriétés. Si le regroupement basé sur leur origine ou leur activité contre

une cible particulière s’avère intéressant dans la compréhension de leurs mécanismes d’action, il reste

intéressant d’avoir des bases de données généralistes, aux critères de recensement plus larges. Parmi ces

bases de données, l’Antimicrobial Peptide Database 3 ∗ (APD3), regroupe les informations sur la majorité

des peptides naturels antimicrobiens publiés à ce jour.228 Sa mise à jour de mai 2019 a porté son nombre

de références à 3112 peptides, dont seuls 4 % sont synthétiques. Bien qu’ils possèdent une grande variété

de structures, une tendance émerge dans les peptides recensés, en effet 87,9 % sont cationiques, pour 5,9

% neutres et 6,2 % anioniques. Cependant, il s’agit là de données uniquement pour des peptides surtout

naturels, qui en réalité ne sont qu’une fraction des séquences peptidiques antimicrobiennes découvertes.

La mise à jour de juillet 2019 du Data Repository of AntiMicrobial Peptides † (DRAMP) a par exemple

porté à 19 899 le nombre d’entrées différentes, en prenant en compte tous les peptides synthétiques, dépôts

de brevets et essais cliniques de PAM.229 Toutefois, bien que la base DRAMP contienne 6,4 fois plus de

séquences que l’APD3, cette dernière possède tout de même 797 séquences non redondantes vis-à-vis

de DRAMP. Il convient ainsi d’insister sur le fait que chaque base de données possède ses particularités,

comme des séquences ou des données qui ne se retrouvent pas dans les autres.230 Il n’existe donc pas à

∗. Accessible sur http://aps.unmc.edu/AP/ – dernier accès le 19 août 2019
†. Accessible sur dramp.cpu-bioinfor.org/ – dernier accès le 19 août 2019

http://aps.unmc.edu/AP/
dramp.cpu-bioinfor.org/
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l’heure actuelle de base de données consensuelle pour les PAM.

Au-delà de cette charge positive en commun, les PAM présentent également une proportion non

négligeable d’acides aminés hydrophobes. Cependant, utiliser les propriétés physico-chimiques n’est

pas suffisant pour regrouper les peptides. Leur structure secondaire est généralement privilégiée comme

critère de classement. FJELL et al. ont par exemple classé par similarité les peptides dont les structures

sont connues, afin de représenter leur variété (figure 2.1). Cela met en avant que tous les PAM décrits

dans la littérature possèdent au moins une région en hélice α ou en feuillet β , ce qui traduit leur caractère

partiellement amphiphile.

Figure 2.1 – Classification de 135 peptides antimicrobiens à la structure décrite dans la Protein Data
Bank. Les données utilisées sont extraites à partir des angles de torsion du squelette peptidique. Les PAM

avec une structure similaire sont classés ensemble. D’après FJELL et al..231

Trois grandes catégories liées à la structure sont généralement distinguées parmi les PAM. Tout

d’abord, les PAM linéaires en hélice α , probablement parmi les plus fréquemment décrits dans la

littérature.232,233 Il s’agit d’une classe de peptides qui regroupe de nombreuses sous-familles, dont on peut

par exemple citer les magainines, les cécropines ou les mélittines. Ensuite, on distingue les peptides riches

d’un (ou plusieurs) acide(s) aminé(s) particulier(s). On peut citer ainsi les peptides riches en arginine et

tryptophane,234 comme l’indolicidine, ou encore ceux riches en proline,235 fréquemment retrouvés chez

les abeilles par exemple.236 Enfin, ceux riches en cystéine forment une famille à part, la présence de cet

acide aminé engendrant la formation de ponts disulfures qui stabilisent la structure tridimensionnelle des

peptides. Parfois une distinction au sein de cette famille se fait entre les peptides présentant un seul pont

disulfure et ceux en présentant plusieurs. Cette nuance vient notamment de la structuration plus forte

apportée par plusieurs ponts, là où un seul vient généralement seulement cycliser le peptide.

Ce premier critère basé sur la structure est ainsi à l’heure actuelle celui le plus aisément employable
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dans la classification des PAM. Il reste cependant encore délicat237 de considérer cette classification

comme définitive, étant donné le nombre conséquent de peptides aux structures encore non résolues.

De plus, l’étude des PAM présentant des modifications post-traductionnelles vient encore enrichir cette

variété.237 Une autre distinction parmi les PAM naturels peut en effet se faire par ailleurs en fonction

de leur voie de synthèse, ribosomique ou non.238 Les peptides non ribosomiques sont produits par des

complexes enzymatiques le plus souvent au sein de bactéries ou de levures, et présentent fréquemment

des acides aminés non protéinogènes. A contrario, les PAM ribosomiques vont contenir majoritairement

des acides aminés naturels, bien qu’ils puissent subir des modifications post-traductionnelles.

Au-delà de la simple considération de la structure, il reste par ailleurs utile pour des applications

particulières de continuer à regrouper dans des bases de données spécifiques des peptides possédant des

caractéristiques ou des mécanismes communs, pour faciliter leur étude.230Au-delà de la nécessité de

classification, l’étude de leurs mécanismes d’action est primordiale à la compréhension des peptides

antimicrobiens.

2.1.1.2 Interactions des PAM avec les bactéries

Avant d’entrer plus précisément dans les mécanismes d’interaction, il faut préciser que trois principaux

types d’actions des PAM sur les bactéries sont possibles. L’action d’inhibition des PAM sur les micro-

organismes peut ainsi être soit localisée au niveau membranaire, soit sur une cible intracellulaire. Enfin

le troisième grand mécanisme intervient lorsque le PAM induit un mécanisme de résistance. Cette thèse

portant sur la détection de bactéries, seuls les mécanismes d’interaction avec ces micro-organismes seront

introduits.

Les modes d’action membranaires sont les mieux décrits à l’heure actuelle. La membrane bactérienne

étant anionique, ce sont majoritairement les PAM cationiques qui présentent une action inhibitrice ou

lytique par le biais d’une interaction membranaire. Les interactions électrostatiques leur permettent

effectivement de s’adsorber préférentiellement sur ces membranes. Dans un second temps, la présence de

résidus hydrophobes va favoriser leur insertion dans la membrane. Cependant, si la présence de résidus

cationiques et hydrophobes est souvent considérée comme nécessaire afin que ces mécanismes puissent

avoir lieu, elle n’est toutefois pas suffisante. La distribution des charges positives le long de l’hélice α

vient par exemple moduler l’activité antimicrobienne des peptides.239 La figure 2.2 présente de façon

schématique la plupart des mécanismes pouvant arriver suite à l’interaction initiale des peptides avec la

membrane cytoplasmique des bactéries. La disruption des membranes suite à cette insertion initiale passe

alors a priori majoritairement par la formation de pores ou bien de micelles. Toutefois, plusieurs autres

mécanismes permettent de mener à une inhibition de l’activité des bactéries.

De prime abord, il est intéressant de souligner que pour parvenir à l’inhibition ou bien à la lyse

des bactéries, la plupart de ces mécanismes nécessitent une synergie entre peptides. Dans le cadre

de la formation de micelles par exemple, il a en effet été démontré qu’une quantité seuil de peptides

était nécessaire pour solubiliser les membranes,241 parfois équivalente à les recouvrir entièrement.242

L’accumulation de peptides au niveau de la membrane peut également entraîner son amincissement,

jusqu’à provoquer la fuite de métabolites depuis l’intérieur du cytoplasme bactérien. Du point de vue

évolutif, cette tendance à la synergie entre PAM pourrait découler de mutations de peptides au caractère
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Figure 2.2 – Principaux modes d’action des PAM sur les membranes bactériennes après interaction
initiale. Traduit depuis NGUYEN et al.240

amyloïde vers un caractère antimicrobien, du fait de l’apparition de charges positives.243 Malgré tout, la

majorité des études portant sur ces mécanismes sont réalisées in vitro, il reste encore une zone d’ombre

sur les mécanismes précis conduisant à l’action des PAM in vivo.244

Un autre grand pan des interactions membranaires des PAM repose sur leur capacité à cibler des

éléments spécifiques à la surface des bactéries. Cela va être le cas par exemple du lipide II, un précurseur

de la synthèse du peptidoglycane.245 Certains PAM, comme la nisine, vont isoler ce lipide du septum,

empêchant ainsi la division cellulaire pour les bactéries et de ce fait leur prolifération. D’autres molé-

cules impliquées dans la division bactérienne, généralement des lipides anioniques, peuvent également

être ciblées.246 Cela entraîne généralement des cellules bactériennes anormalement grandes, ou à la

morphologie atypique.247

Ainsi, l’interaction des PAM avec les membranes va principalement entraîner soit la lyse de la bactérie

ciblée, soit un dysfonctionnement de sa machinerie moléculaire interne, inhibant alors sa croissance.

Toutefois, il convient de souligner que si la capacité d’interaction avec les membranes est un facteur

important dans la description des PAM, il ne reste pas suffisant à qualifier un peptide d’antimicrobien.248

L’autre grand type d’action antimicrobienne des PAM nécessite d’atteindre des cibles intracellulaires.249

Cela implique donc également une interaction initiale avec les membranes bactériennes, bien qu’elle
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soit alors transitoire avant que le peptide ne se transloque. À noter que ce mécanisme de traversée de la

membrane bactérienne peut être accompli avec l’aide de transporteurs spécifiques, comme des protéines

membranaires des bactéries.250 L’action que le PAM aura à l’intérieur du cytoplasme peut alors prendre

diverses formes. En se liant aux ribosomes, certains PAM entraînent l’inhibition du mécanisme de tra-

duction génétique. La déstabilisation du cycle de division bactérien est l’autre grande voie d’action des

peptides à cible intracellulaire. Cela peut se faire par exemple en interférant avec les précurseurs de la

synthèse membranaire, ou bien en induisant des protéines qui auront un effet similaire. Le résultat obtenu

sera alors à nouveau des cellules déformées, qui perdent leur capacité de multiplication.251,252

Enfin, la présence de PAM peut également induire des mécanismes de résistance de la part des

bactéries. Ces mécanismes de survie peuvent survenir soit après l’activation de récepteurs spécifiques, soit

de façon plus générique suite aux dégradations subies par la membrane.253 Plusieurs types de stratégies

peuvent alors être adoptées par les bactéries.254 Une modification de la membrane peut advenir par

exemple, via sa neutralisation ou bien la création « d’îlots anioniques » pour y piéger les PAM et ainsi les

détourner du septum de la division cellulaire. Ce mécanisme de piégeage peut également avoir lieu suite à

la sécrétion de protéines ou de polysaccharides extracellulaires. La sécrétion de protéases est également

possible afin de dégrader les PAM. Enfin, des mécanismes d’efflux ou bien d’incorporation peuvent se

mettre en place, afin d’en débarrasser la membrane bactérienne des peptides.

Bien que ces mécanismes de résistance soient problématiques dans le cadre de pathogènes, ils peuvent

au contraire être nécessaires pour les bactéries symbiotiques. Par exemple, la présence majoritaire de

Staphylococcus epidermidis sur notre épiderme provient en partie de la résistance qu’il peut développer

face aux PAM.255 De plus, il peut réguler le développement d’autres flores bactériennes en envoyant des

signaux faisant produire aux kératinocytes une concentration plus importante de PAM. De tels méca-

nismes se retrouvent dans les autres niches écologiques du corps humain (muqueuses, intestins, système

respiratoire, etc.). Une revue de MERGAERT présente l’implication des PAM dans divers mécanismes de

symbiose entre hôtes et bactéries.244

2.1.1.3 Recherche et développement dans le domaine des antibiotiques

Les peptides antimicrobiens présentent donc pléthore d’interactions possibles avec les bactéries. La

majorité d’entre elles conduit à l’inhibition de la croissance bactérienne, voire à la lyse. L’émergence

croissante de bactéries multi résistantes, insensibles parfois aux antibiotiques de deuxième ou troisième

ligne, se fait parallèlement à une baisse drastique dans la découverte de nouveaux antibiotiques.256 Les

caractéristiques des PAM en font des modèles prometteurs pour le développement de nouveaux agents

antibactériens afin de faire face à cette tendance.257 Cet enthousiasme provient également du fait que

les PAM s’inscrivent dans la logique d’utiliser la nature pour isoler des antibiotiques, ce qui est le

schéma historique du développement de ces molécules.258 Le développement de nouveaux antibiotiques

consiste à majoritairement travailler sur la structure du peptide, avec la découverte de nouvelles séquences

ou l’amélioration de celles déjà connues. Au-delà des logiques d’isolation de PAM à partir du vivant,

l’exploration des bases de données connues est une autre façon de parvenir à identifier de nouvelles

séquences actives.248 Cela peut être par exemple réalisé en appliquant des algorithmes linguistiques,

qui vont rechercher des motifs récurrents dans les PAM déjà identifiés.259-261 La recherche de nouvelles
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séquences peut également être effectuée en partant de principes physico-chimiques. La revue de TORRES

et al. aborde les principales approches actuelles dans la conception de nouveaux peptides.262

Par la suite, l’amélioration de PAM identifiés comme prometteurs peut se faire suivant différentes

méthodes.263 L’approche la plus intuitive se base sur des mutations empiriques, afin de conserver les mêmes

propriétés physico-chimiques, tout en augmentant potentiellement l’activité antibactérienne grâce à une

structure tridimensionnelle plus favorable. Ceci peut être réalisé en synthétisant des séquences aléatoires

du peptide initial par exemple.264 L’identification des acides aminés les plus importants peut également

être réalisée en substituant un à un les résidus par des alanines,265 les acides aminés alors « inutiles »

peuvent être alors substitués par d’autres, potentiellement plus propices à l’activité antibactérienne.

D’autres méthodes, basées sur la modélisation informatique ou la dynamique moléculaire sont également

développées. La revue de LI et al.263 revient sur les principales avancées de ces méthodes.

Figure 2.3 – Principes généraux d’amélioration de l’activité d’un peptide antimicrobien. (a) Identification
de séquences d’intérêt, soit de peptides naturellement antimicrobiens, soit à partir de fragments de

protéines. (b) Exploration de changements de structure et d’amphipathicité. (c) Substitutions d’acides
aminés pour augmenter la charge ou l’hydrophobicité du peptide. Tous ces changements peuvent

potentiellement faire perdre la structure du peptide et ainsi diminuer son activité. D’après TORRES

et al.262

Le développement de PAM en tant que nouveaux antibiotiques ne se fait tout de même pas sans

encombre. Depuis l’introduction des premiers antibiotiques, l’histoire du développement de nouvelles so-

lutions thérapeutiques est effectivement marquée par l’apparition systématique de bactéries résistantes.266

Les craintes sont élevées qu’il en soit de même avec les PAM, d’autant plus pour ceux ribosomiques qui
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possèdent pour certains un mécanisme d’action identique aux PAM humains.267,268 Le développement

d’une résistance croisée des pathogènes face à ces PAM d’une part, et face au système immunitaire

inné d’autre part est en effet supposé peu probable, en raison du mécanisme lytique d’élimination des

bactéries.269 Toutefois, si les premiers doutes concernant ce risque de résistance croisée ont été émis dès

le début des années 2000, à l’heure actuelle, peu d’études ont cherché à l’évaluer.270 La seule certitude

acquise entre-temps est la capacité des bactéries à effectivement développer des mécanismes de résistance

face aux PAM.254,271 Concernant la résistance croisée, des études s’en font écho,270,272 mais leur nombre

est encore trop restreint pour aboutir à une conclusion définitive. Ceci est en partie dû à la difficulté

de mener de telles études in vivo.273 L’apparition de résistance face aux PAM seuls semble cependant

effectivement moins probable que dans le cas des antibiotiques classiques.274 Cela proviendrait notamment

de leur pharmacocinétique favorable, qui permet d’atteindre rapidement la dose inhibitrice. De plus, les

PAM à action membranaire n’enclenchent pas les mécanismes de réparation de l’ADN des pathogènes, ce

qui vient réduire leur capacité à développer une résistance.275 Certaines approches proposent également

de contourner le risque de faire apparaître une résistance à un peptide donné en utilisant des « cocktails »

de PAM.276 Il est alors supposé que les bactéries ne développeraient pas de résistance particulière à cet

ensemble de peptides, contrairement à ce qu’elle peut faire lorsqu’elle est exposée à une seule molécule

spécifique.

Le risque de voir les pathogènes être moins sensibles aux PAM n’est pas le seul obstacle à leur

développement en tant qu’antibiotiques. On peut en effet évoquer un coût de synthèse élevé, le risque

d’une toxicité pour l’humain ou encore le manque de stabilité in vivo, en raison des protéases par

exemple. Toutefois, ces divers obstacles peuvent être contournés. La biosynthèse semble être une méthode

prometteuse pour arriver à une synthèse à bas coût.277 Les séquences peuvent être conçues pour limiter

les interactions avec les cellules non ciblées.278 Concernant la stabilité, inclure les PAM dans des vecteurs

pour aboutir à une délivrance ciblée est une approche permettant d’éviter la dégradation du médicament

avant d’atteindre le pathogène.279,280 Toutefois, malgré ce potentiel prometteur, début 2018, seuls 11

peptides étaient autorisés en tant que médicaments par l’agence américaine des produits alimentaires et

médicamenteux (FDA).281 Tous à part l’enfurvitide – un inhibiteur de fusion du VIH-1 – sont des peptides

nécessitant des modifications post-traductionnelles. Une petite vingtaine d’autres sont actuellement en

cours d’essais cliniques.282

2.1.1.4 Au-delà des néo-antibiotiques : autres applications des PAMs

La recherche pharmaceutique sur les PAM ne se limite pas uniquement aux antibiotiques. En

effet, en plus des propriétés antimicrobiennes, certains peptides peuvent avoir d’autres applications

thérapeutiques.283 En lien direct avec le traitement d’infections, certains PAM peuvent agir lors d’in-

flammations, voire stimuler l’activité du système immunitaire. LL-37, de la famille des cathélicidines,

est un exemple chez l’humain de peptide qui présente ces propriétés supplémentaires.284 Les peptides

antimicrobiens pourraient donc trouver des applications dans plusieurs maladies inflammatoires, grâce

au rôle ubiquitaire qu’ils peuvent tenir, tour à tour pro- ou anti-inflammatoire.285 Ces caractéristiques

incluent également une propension à faciliter la cicatrisation.286 Ces divers avantages conduisent à étudier

l’application de peptides dans différents cadres, comme pour le traitement d’infections buccales,287 du
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sepsis,288 où leur utilisation pourrait se faire en complément d’antibiotiques classiques.289 Des PAM

naturels ou modifiés sont également à l’étude pour développer des molécules anticancéreuses.290 Par

ailleurs, bien qu’ils ne soient pas l’objet principal d’étude ici, certains PAM permettent d’éliminer d’autres

micro-organismes que les bactéries, comme les virus,291 les champignons292 ou encore les parasites.293,294

Ces propriétés biocides à large spectre permettent également de faire de certains PAM des candidats

intéressants pour une application ailleurs que chez l’humain. Ainsi, ils pourraient remplacer dans l’agri-

culture les produits phytosanitaires de synthèse actuels.295 La conservation des aliments296 est enfin un

des premiers domaines d’application à grande échelle pour les PAM avec la nisine, intronisée additif

alimentaire (E234) dans les années 1960 et utilisée pour la conservation de viandes, fromages ou boissons.

Figure 2.4 – Principe d’intégration d’un peptide antimicrobien sur une surface fonctionnalisée
multifonctionnelle. Le PAM immobilisé procure un caractère biocide à la surface, le polyéthylène glycol

(PEG) réduit l’adhésion, tandis que le motif RGD favorise l’intégration de l’implant. À noter qu’une
stratégie classique consiste au relargage progressif d’un antibiotique vers le milieu, ce qui présente

l’inconvénient d’une efficacité limitée dans le temps. D’après HOYOS-NOGUÉS et al.297

Toutes les applications des peptides antimicrobiens abordées jusqu’ici possèdent un point commun : les

peptides y sont utilisés en solution. Or, leurs propriétés biocides en font également des molécules d’intérêt

pour les immobiliser sur des surfaces qui doivent rester stériles. Les PAM sont donc au premier rang des

approches bio-inspirées pour le développement de surfaces antibactériennes,298 qui peuvent se retrouver
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dans plusieurs contextes d’application. Comme précédemment évoqué (partie 1.1.1.1), les infections

bactériennes sont régulièrement liées aux biofilms qui s’établissent dans les dispositifs médicaux.30

C’est donc naturellement que des surfaces comme les cathéters sont des objets d’étude fréquents pour

l’immobilisation de PAM.299,300 La surface des implants médicaux, source majeure de foyers infectieux,

est également un terrain propice pour être fonctionnalisé avec des PAM.297,301-304 Leurs propriétés

antibactériennes peuvent alors être intégrées dans des couches mixtes, fonctionnalisées avec d’autres

biomolécules, pour éviter les rejets des implants (voir figure 2.4) Dans la même tendance, la stratégie de

dépôt sur des gants en latex, pour la chirurgie par exemple, comme démontré par JEONG et al.305 laisse

augurer le potentiel d’une utilisation à large échelle de surfaces antibactériennes fonctionnalisées avec des

PAM.

2.1.2 La détection de bactéries avec les PAM

La majorité des applications des PAM mettent à profit leur caractéristique fondamentale, à savoir leur

fort potentiel bactéricide. Nonobstant l’intérêt de ce dernier, il se traduit également par une capacité des

PAM à interagir préférentiellement avec les membranes bactériennes. Cet atout peut être mis à profit non

pas pour éradiquer des pathogènes, mais au contraire pour les détecter.

Historiquement cet emploi des PAM a été initié dans le domaine de l’imagerie médicale, avec l’utilisa-

tion de domaines antimicrobiens de l’ubiquitine, couplés au technétium 99m, un traceur isotopique.306

L’avantage de l’emploi des peptides spécifiques aux parois bactériennes est alors de pouvoir distinguer

une infection bactérienne d’une inflammation.307 Toutefois, l’utilisation de tels traceurs est à l’heure

actuelle encore au stade de la recherche fondamentale,308 malgré le potentiel qu’ils montrent.

L’application des PAM comme traceurs d’infections ne s’est faite pour le moment que pour détecter

des bactéries dans des tissus biologiques et non pas des fluides comme le sang. La suite de cette partie va

donc plutôt s’attarder sur l’utilisation des PAM immobilisés en tant qu’éléments de reconnaissance pour

des biocapteurs. Seront dans un premier temps succinctement présentées quelques applications pour la

détection spécifique, avant de détailler la littérature pour la reconnaissance de pathogènes à large spectre.

Cette revue de la littérature permettra de fournir un référentiel des performances atteintes par des peptides

antimicrobiens en tant que sondes pour des biocapteurs.

Plusieurs revues196,309-311 ont déjà pu aborder l’emploi de peptides antimicrobiens dans les biocapteurs.

Par ailleurs, on écarte de cet état de l’art les applications de peptides dérivés d’anticorps ou de phages,

qui sont généralement spécifiques.312 On se propose ici de présenter les publications majeures des PAM

dans les biocapteurs spécifiques, avant de compléter les revues en couvrant l’intégralité des publications

sur les applications à large spectre publiées jusqu’au printemps 2019. Large spectre est entendu comme

la capacité à reconnaître la présence de bactéries dans un échantillon, quelle que soit leur souche. On

distinguera cette notion de l’identification, qui correspond à la capacité du capteur à renseigner ou non sur

la nature de ces bactéries.

2.1.2.1 Les PAM comme sondes dans les biocapteurs : une histoire récente

Les premières études qui ont intégré les PAM comme éléments de capture dans un biocapteur sont

issues de laboratoires de recherche de l’armée américaine.313,314 Les PAM sont alors immobilisés soit
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dans des puits pour une révélation colorimétrique avec la peroxydase du raifort,313 soit sur des lames

pour une mesure à l’aide d’un capteur de fluorescence.314 E. coli O157:H7 est une souche commune aux

deux études, tandis que Salmonella est également détectée dans le cas de KULAGINA et al. Le système

par fluorescence de KULAGINA et al. a par la suite été étendu à d’autres cibles, virus comme bactéries,

en intégrant de nouveaux peptides.315,316 Les limites de détection les plus basses alors obtenues sont

de l’ordre de 104 UFC.ml-1 dans le cas de la détection d’E. coli avec la magainine.316 Le capteur ainsi

développé, tel que présenté en figure 2.5–A, a fait l’objet d’un brevet par la suite.317 Dans les deux cas,

ces méthodes nécessitaient toutefois l’emploi d’anticorps ou de cellules bactériennes marquées par un

fluorophore pour aboutir à la révélation du résultat. L’étude d’ARCIDIACONO et al. est le premier exemple

d’une détection directe avec des peptides marqués par le marqueur fluorescent Cy5 (cyanine 5), alors avec

une spécificité pour E. coli O157:H7.

La détection par voltammétrie cyclique du parasite Leishmania, démontrée en 2009 par ZAMPA

et al.321 à une concentration de 103 cellules.ml-1, est le premier exemple d’une détection sans marquage

d’un micro-organisme avec un PAM, la dermaseptine 01. Dans le cas des bactéries, la première publication

advient en 2010 par MANNOOR et al..319 Il s’agit alors d’une preuve de concept de la reconnaissance

spécifique de pathogènes à Gram négatif, comme E. coli O157:H7 ou Salmonella typhimurium, grâce à la

magainine 1 immobilisée sur un réseau de microélectrodes interdigitées (voir figure 2.5–B). La limite

de détection atteinte est alors de l’ordre de 103 UFC.ml-1 en solution saline. Ces premières preuves de

concept mettant en œuvre biocapteurs électrochimiques sont donc les précurseurs de nombre d’articles à

leur suite utilisant le même type de transduction avec des peptides.322-334 La revue de HOYOS-NOGUÉS

et al.311 revient plus en détail sur ces biocapteurs électrochimiques utilisant des PAM.

Les peptides antimicrobiens ont été utilisés avec d’autres méthodes de transduction. Leur intégration a

ainsi pu se faire sur des capteurs électroniques,173,335 adaptables sur des substrats souples. Cela a ainsi

permis à MANNOOR et al. de mettre au point le premier capteur implantable sur des poches d’intraveineuse

par exemple, afin de surveiller l’apparition d’une éventuelle contamination.173 Ce capteur, présenté en

figure 2.5–C, est basé sur les variations de résistivité lorsque des bactéries s’accrochent sur une surface

de graphène fonctionnalisée avec un PAM, l’odoranine-HP. Ce dernier est couplé à un peptide affin du

graphène, afin d’assurer son greffage sur la surface. Le lien avec une bobine qui sert d’antenne de lecture

de la résistivité permet au capteur d’être implanté sans prévoir de connexions particulières. Le capteur

peut ainsi également être appliqué directement sur des tissus dont on soupçonne l’infection par exemple.

Cette application, particulièrement intéressante dans le milieu médical, a mené à une protection par brevet

en 2015.336

YONEKITA et al. ont intégré différents PAM, dont notamment la cécropine P1, la magainine 2 et la

cératotoxine A en tant que marqueurs pour la détection de différentes souches pathogènes d’E. coli sur

bandelettes en papier. Le système, présenté en figure 2.5–D, consiste à coupler le PAM à une biotine, avant

de l’exposer à des nanoparticules d’or couplées à la streptavidine, afin d’obtenir un résultat coloré. La

bandelette, fonctionnalisée avec trois anticorps spécifiques différents permet de détecter la contamination à

des souches courantes des toxi-infections alimentaires : E. coli O157, O26 et O111. Le système, possédant

une limite de détection annoncée de 104 UFC.ml-1, a permis de détecter la contamination de bœuf haché

aux E. coli productrices de shigatoxines en 18 heures, avec une contamination de l’ordre de quelques UFC
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pour 25 grammes de viande. Dans un cadre comme l’alimentaire, les pathogènes ciblés sont clairement

identifiés par des cahiers des charges, de telles solutions mettant en œuvre des sondes spécifiques sont

intéressantes. Elles reposent néanmoins sur la nécessité de produire des anticorps parfois coûteux, ce qui

limite encore leur développement.

Des applications dans le lait,327 voire même dans le sang208 viennent confirmer la capacité des PAM à

conserver leurs performances de reconnaissance des bactéries, même en matrices complexes. Le principe

du premier capteur appliqué en sang, par SHI et al., est présenté en figure 2.5–E. Basé sur le relargage

de la pleurocidine en solution en présence de bactéries, il est basé sur des différences d’affinités, il

permet d’atteindre une limite de détection de l’ordre de 103 UFC.ml-1 dans le sang de mouton, ce qui se

rapproche des concentrations retrouvées dans un cadre médical. La détection universelle proposée est

alors intéressante pour accélérer le diagnostic de positivité d’une hémoculture et ainsi confirmer qu’une

antibiothérapie est effectivement nécessaire. Toutefois, cette technologie ne permet pas à l’heure actuelle

d’obtenir une quelconque identification du pathogène en présence.

Bien que la première application des PAM pour la détection de bactéries soit récente, ils ont su s’adapter

à des contextes variés, notamment grâce à leur facilité d’intégration aux technologies préexistantes. Nous

nous proposons pour la partie suivante de dresser un état de l’art de leurs applications de détection sans

intégration d’autres marqueurs.
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Figure 2.5 – Exemples historiques de biocapteurs employant des peptides antimicrobiens comme sondes.
A – Une des premières applications en tant qu’élément de capture pour la détection. Les bactéries sont
capturées sur une surface présentant des PAM, puis détectées par fluorescence, soit grâce à un anticorps
marqué, soit par marquage direct des cellules. La détection d’E. coli et Salmonella est alors spécifique.

D’après KULAGINA et al.315,316

B – Immobilisation de la magainine 1 sur des microélectrodes, pour réaliser ensuite la détection de
pathogènes à Gram négatif. Première utilisation d’un PAM dans un biocapteur sans marquage pour

détecter des bactéries entières. D’après MANNOOR et al.319

C – Première application d’un capteur à peptide antimicrobien en milieu clinique. Il s’agit d’un capteur
flexible et biotransférable. Le substrat en soie se dissout au contact du support biologique et le capteur
sans fil est composé d’une surface en graphène dont la résistivité change au contact des bactéries, ainsi
que d’une bobine pour la lecture du signal sans fil. Le peptide employé est un hybride entre un peptide

affin du graphène et l’odoranine-HP, un PAM actif contre E. coli, S. aureus et Helicobacter pylori.
D’après MANNOOR et al.173

D – Première application en matrice alimentaire en l’intégrant à un capteur applicable dans un contexte
aux ressources limitées. Les PAM sont utilisés en tant que marqueurs à large spectre de souches d’E. coli,

avant d’avoir une reconnaissance par des anticorps spécifiques. D’après YONEKITA et al..320

E – Premier capteur dont l’utilisation est démontrée en matrice biologique complexe – en l’occurrence le
sang de mouton. La pleurocidine est adsorbée sur un capteur piézoélectrique déjà fonctionnalisé avec des
nanotubes de carbone. Le relargage dans le milieu en présence de bactéries contre lesquelles le PAM est

actif sert de signal positif au capteur. D’après SHI et al.208
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2.1.2.2 Utilisations des PAM comme sondes pour la détection de pathogènes par des biocapteurs

Nous allons ici présenter l’état de l’art des peptides antimicrobien en tant qu’élément de reconnaissance

pour la détection de bactéries par des biocapteurs. Les caractéristiques principales de ces capteurs sont

présentées dans le tableau 2.1. Cet état de l’art se veut à jour jusqu’au premier semestre 2019.

Méthodologie de la sélection

Les utilisations où les peptides jouent un rôle annexe à la détection, comme la capture avant de détecter

les pathogènes par spectroscopie337-339 ou avec une PCR340 ont été écartées. Seuls les biocapteurs où toute

la chaîne d’analyse est intégrée sont considérés, ce qui élimine les applications basées sur l’utilisation de

différentes microscopies.341-347 En d’autres termes, cela signifie que le résultat doit être interprétable par

l’opérateur sans autre étape supplémentaire que celle de mise en contact entre l’échantillon et le biocapteur.

Toutefois, certaines applications peuvent demander une préparation de l’échantillon, par exemple par

concentration avec des billes magnétiques.333 L’élément de reconnaissance reste alors toutefois le PAM.

De plus ne sont considérées que les applications visant des bactéries entières, ce qui correspond aux

conditions de détection ciblées lors d’une hémoculture. Il est à noter cependant que nombre de ces

publications utilisent des bactéries inactivées, que ce soit chimiquement, par radiation ou par la chaleur.

Les informations concernant les temps pour obtenir le résultat, ainsi que les volumes ou les débits

d’analyse sont renseignés, afin de les confronter à une application réelle.

Conclusions sur cet état de l’art

Les travaux les plus proches d’un biocapteur adapté à la détection de pathogènes lors d’une hémo-

culture sont ainsi ceux de SHI et al.,208 auparavant évoqués. Leur principe de détection qui repose sur la

désorption de la pleurocidine lorsque le milieu contient au moins 102 UFC.ml-1 de bactéries pourrait aisé-

ment s’adapter dans une bouteille d’hémoculture. Toutefois, comme ils le soulignent eux-mêmes dans leur

étude, la pleurocidine démontre en solution une capacité rapide à lyser les bactéries. Dans le cadre d’une

hémoculture, cette activité antibiotique pourrait empêcher un recouvrement des pathogènes pour effectuer

des tests de susceptibilité aux antibiotiques. Leurs travaux ne permettent pas d’évaluer la concentration

des peptides relargués en solution, ni la viabilité des cellules bactériennes suite à l’interaction avec les

PAM. Cela reste cependant la démonstration d’une technique de détection qui aboutirait à une positivité

de l’hémoculture dès 102 UFC.ml-1, soit bien en dessous des techniques actuelles (environ 108 UFC.ml-1),

ou encore de la méthode basée sur la conductivité de PUTTASWAMY et al.155 (104 UFC.ml-1).

Concernant les capacités d’identification, seuls les capteurs employant des peptides spécifiques la

permettent. Il faut toutefois souligner que certains exemples comme MANNOOR et al.319 et ETAYASH

et al.327 présentent des capteurs qui peuvent distinguer un groupe large, comme un Gram. Cependant,

ils ne sont pas sensibles aux autres pathogènes et ainsi provoqueraient des faux-négatifs dans le cadre

d’hémocultures. Les méthodes électrochimiques, notamment de ANDRADE et al.,328 de MIRANDA et al.331

ou JUNIOR et al.332 permettent une discrimination au Gram, mais à condition d’opérer à une concentration

connue, ce qui peut être problématique en application réelle. Les travaux de WILSON et al.333 sur un

capteur similaire démontrent par ailleurs que l’identification dépend fortement de la concentration. Enfin

ces capteurs électrochimiques, bien que présentant des limites de sensibilités basses, de 10 voire 1

UFC.ml-1, questionnent tout de même par leur sensibilité à la composition du milieu. Par exemple, la
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détection annoncée par de MIRANDA et al.331 à 10 UFC.ml-1 dans un volume de 2 µl correspond à la

présence théorique de 0,02 UFC dans l’échantillon. La compatibilité d’une telle sensibilité avec un milieu

à la composition aussi variable est sujette à caution. Tout comme la nécessité d’utiliser des volumes

d’analyse supérieurs aux quelques microlitres récurrents dans les applications électrochimiques.

Il reste encore à démontrer l’employabilité des PAM dans un système qui serait adapté à l’hémoculture,

en permettant une détection, ainsi que potentiellement une identification rapide des pathogènes en présence.

La méthode «Culture-Capture-Mesure», dont l’application avec des peptides antimicrobiens est présentée

par la suite est une voie intéressante pour répondre à ce cahier des charges.
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Tableau 2.1 – Biocapteurs utilisant uniquement des peptides antimicrobiens pour la détection de bactéries.

Peptide Cible Seuil Temps du test Volume / Débit Milieu Méthode Référence

Magainine 1
E. coli O157:H7 103

20 min 5 µl.min-1 PBS
Microcapacitif,

à électrodes interdigitées
MANNOOR et al.319

S. Typhimurium 104

Odorranin-HP

E. Coli
103 30 min 1 µl PBS

Capteur résistif en graphène.

Biotransférable et

communiquant sans fil

MANNOOR et al.173S. aureus

H. pylori 105 10 min 1 µl Salive

Magainine 1 E. coli O157:H7 103 90 min – PBS
Mesure d’impédance :

groupe ferrocène

sur la magainine

LI et al.322

Leucocine A

L. monocytogenes

103 20 min 20 µl

PBS;

Lait/PBS

(1:9)

(pour Listeria)

Microcapacitif,

à électrodes interdigitées
ETAYASH et al.327S. aureus

E. faecalis

L. innocua

G10KHc P. aeruginosa
105 25 min Quelques µl Tampon salin

Puce microfluidique couplée

à une mesure par impédance
LILLEHOJ et al.326

C16G2cys S. mutans

MSal 020417

(peptide de phage)
Salmonella spp. 106 <10 min 25,2µl.min-1 PBS Microleviers WANG et al.348

Indolicidine E. coli O416

105

2 min 15 µl.min-1

PBS
Les peptides fluorescents sont piégés

par une onde acoustique.

Le passage de bactéries les marque

pour être détectées par UV en aval.

SCHWARTZ et BERCOVICI349

108 Eau du robinet

Magainine 1 E. coli O157:H7 803 60 min 50 µl.min-1 PBS
Conductimétrie

sur transistror

en graphène oxydé réduit

CHEN et al.335

Clavanine A

E. faecalis

102 10 min 1 µl PBS

Capteur impédimétrique

structuré avec des

nanotubes de carbone,

sur électrode d’or

ANDRADE et al.328E. coli

B. subtilis

K. pneumoniae

Magainine 1 E. coli O157:H7
4 ·102 10 min – PBS QCM

DONG et ZHAO334

1,5 ·103 10 min – PBS Mesure d’impédance

Suite à la page suivante
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Peptide Cible Seuil Temps du test Volume / Débit Milieu Méthode Référence
Leucocine A

L. monocytogenes 105 60 min 5 ml.h-1 PBS Micro-leviers AZMI et al.350

Leu10

(fragment Leuc. A)

Ped3

(fragment Pédiocine)

Colicin V E. coli O6 102 Quelques min Quelques µl PBS Mesure d’impédance JIANG et al.323

Magainine 1 E. coli O157:H7 1,2 ·102 30 min 100 µl PBS
Électrochimiluminescence amplifiée

par un complexe magainine 1 – Ruthénium
LI et al.351

WK3(QL)6K2G3C

E. coli

102 30 min 100 µl Tris-Hcl Électrochimique LIU et al.330S. aureus

P. æruginosa

S. epidermidis

Pleurocidine

E. coli 10

< 15 min 2 ml

Sang de

mouton 50%

SPS 0,01%

Capteur piézolélectrique SHI et al.208

E. faecalis

102

S. pyogenes

S. aureus

P. aeruginosa

K. pneumoniae

E. cloacae

C. albicans

Lactoferrine humaine

(résidus 1 à 11)
S. sanguinis

3,5 ·101

30 min 100 ml
KCl Électrochimique avec

électrodes interdigités 3D
HOYOS-NOGUES et al.329

102 Salive artificielle

Clavanine A

E. coli

10 70 min 2 µl PBS Mesure d’impédance de MIRANDA et al.331S. Typhimurium

E. faecalis

S. aureus

Magainine 1 E. coli O157:H7 5 ·102 10 min 200 µl
Eau

Jus de fruit

Jus de légume

Résonance plasmonique de surface

sur fibre optique,

amplifiée par des nanocomposites

de graphène oxydé réduit

et de nanoparticules d’argent

ZHOU et al.352

Suite à la page suivante
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Suite de la page précédente

Peptide Cible Seuil Temps du test Volume / Débit Milieu Méthode Référence

Clavanine A

E. coli

10 – 2 µl PBS Mesure d’impédance JUNIOR et al.332

S. Typhimurium

E. faecalis

S. aureus

K. pneumoniae

B. subtilis

Paire de fragments

de Leucocine A
L. monocytogenes 10 60 min 2 ml Eau de mer

Un fragment est conjugué à

une particule magnétique pour l’isolement.

L’autre est conjugué à HRP,

pour la détection potentiométrique

LV et al.324

Mélittine

E. coli O146
1 (ou 3,5)

(jus de pomme)
25 min

250 µl

(20 pour la mesure)

PBS;

Eau potable

Jus de pomme

(E. coli seulement)

Mesure d’impédance

après capture par

des nanoparticules magnétiques

couvertes du peptide

WILSON et al.333

S. aureus

S. Typhimurium
10

Jeu de 6 PAM,

détaillé dans le

tableau 2.2

S. Typhimurium 6 9 h

1 ml TSB

Imagerie SPR

avec la méthode

Culture–Capture–Mesure

PARDOUX et al.353

S. aureus 16 7 h

E. coli O1:K1:H7 51 11 h

S. epidermidis 2,5 ·103 6 h

L. monocytogenes 2,6 ·103 19 h

Acronymes : HRP, peroxydase du raifort (Horse-Radish Peroxidase) ; TSB, bouillon digéré de soja-caséine (Tryptic Soy Broth) ; PBS, tampon de phosphate

salin (Phosphate Buffer Saline) ; QCM, microbalance à quartz ; SPR, résonance plasmonique de surface
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2.2 Choix de peptides références depuis l’état de l’art

2.2.1 Travaux préliminaires à la thèse : évaluation de PAM extraits de la littérature des bio-

capteurs

Historiquement au sein du laboratoire CREAB, l’activité de détection bactérienne à large spectre à

l’aide de peptides antimicrobiens a débuté en 2015 avec les travaux post-doctoraux d’Agnès Roux. Les

premières études portèrent sur la preuve de faisabilité de la détection par « Culture–Capture–Mesure »

de pathogènes à partir de peptides dont l’usage comme sondes pour la détection de bactéries avait déjà

été démontré. Les principales nouveautés introduites étaient alors la mise en œuvre de façon multiplexe,

ainsi que le couplage à la méthode « Culture–Capture–Mesure ». Cela permet à la fois de comparer

les performances des peptides, mais également d’évaluer le potentiel d’identification de bactéries par

affinité croisée, en obtenant un profil différent pour chaque souche. Un jeu de six peptides avait ainsi été

évalué, afin de prouver le concept de détection par SPRI avec la méthode « Culture–Capture–Mesure »

et de choisir des références parmi eux. Ce jeu de peptides est représenté dans le tableau 2.2, avec leurs

séquences ainsi que quelques informations concernant leur contexte d’utilisation dans l’état de l’art. La

partie 2.2.1.1 revient plus en détail sur ces peptides et les articles les utilisant comme sondes. Ce jeu de

peptides a été testé sur un groupe varié de bactéries pathogènes, représentant des menaces à la fois au

niveau de la santé, mais également concernant les toxi-infections alimentaires. Les résultats de cette étude

sont présentés en partie 2.2.1.2.

2.2.1.1 Littérature de référence pour les sondes évaluées

Nom Séquence Bactéries ciblées dans la littérature Technique
Clavanine A VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF–espaceur–C–NH2 E. coli, S. aureus & S. Typhimurium Impédance électrochimique328

Magainine 1 GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS-espaceur–C–NH2 E. coli & S. Typhimurium Fluorescence314

E. coli & Salmonella Capacitance électrochimique319

E. coli Fluorescence344

Listeria spp. & E. coli Transistor à effet de champ335

Pédiocine Ped3 GKATTCIINNGAMA–espaceur–C–NH2 Listeria monocytogenes Micro-leviers350

PGQ GVLSNVIGYLKKLGTGALNAVLKQ–espaceur–C–NH2 E. coli Fluorescence318

Leucocine A 24 C–espaceur–SVNWGEAFSAGVHRLANGGNGFW–OH Listeria monocytogenes & E. coli Impédance électrochimique354,355

Peptide contrôle C–espaceur–RGEWFWGNLVVSAASFGNHNAGG–OH Version aléatoire de la Leuc. A 24 (nouvellement introduit)

Tableau 2.2 – Premier jeu de peptides évalués pour la détection bactérienne en SPRI. Présentés avec les
références de la littérature des biocapteurs dont ils sont extraits, ainsi que les techniques utilisées et les
bactéries ciblées en commun avec l’étude préliminaire réalisée au CREAB. L’espaceur correspond au

motif acide [2-(2-(amino)éthoxy)éthoxy] acétique (voir figure 2.11).

Clavanine A

Figure 2.6 – Représentation de la clavanine A (ClavA).

La clavanine A (ClavA) fait partie d’une famille de quatre peptides antimicrobiens de 23 acides
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aminés isolés depuis Styela clava, ou tunicier solitaire, un invertébré sous-marin.356 Dotée d’un spectre

d’activité très large,357 la ClavA présente des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de l’ordre

du µg.ml−1 contre des pathogènes courants (E. coli, L. monocytogenes). La concentration minimale

inhibitrice correspond à la concentration de peptide nécessaire pour éviter la croissance de bactéries.

La capacité antibiotique de ClavA passerait majoritairement par des interactions avec la membrane des

bactéries et plus particulièrement leur bicouche lipidique.358 Cela en fait donc un candidat intéressant

pour la conception d’un biocapteur pour la détection bactérienne à large spectre, car il ne vise pas un

marqueur spécifique dans les membranes.

C’est ainsi qu’il a été mis en œuvre dès 2015 par ANDRADE et al.,328 grâce à son immobilisation

sur des nanotubes de carbone pour parvenir à une détection électrochimique. Cette technique a permis

d’atteindre une limite de détection très basse, de l’ordre de 102 UFC.ml-1, dans un échantillon de 1 µl, soit

0,1 UFC.µl-1. Une telle limite signifie que la détection se base non seulement sur l’interaction directe de

bactéries viables avec la surface du capteur, mais également sur la détection de débris bactériens ou bien

de changements de composition du milieu de culture suite à la croissance bactérienne. Ces recherches ont

été poursuivies par la suite,331,332 abaissant le seuil de détection à 0,01 UFC.µl-1 sur un jeu de 6 souches

différentes : E. coli, S. aureus, S. Typhimurium, E. fæcalis, K. pneumoniæ et B. subtilis.

Magainine 1

Figure 2.7 – Représentation de la magainine 1.

Isolées d’une grenouille africaine (Xenopus lævis), les magainines ont été découvertes par ZASLOFF

dans les années 1980.359 Elles constituent un couple de peptides de 23 acides aminés de long, différent l’un

de l’autre par seulement deux substitutions. Peptide parmi les plus répandus quelles que soient les applica-

tions, la magainine 1 est de loin le plus utilisé dans la littérature des biocapteurs (voir tableau 2.1). Dans

un cadre plus large, son immobilisation sur surface a donné d’intéressantes propriétés antibactériennes et

antifouling.360,361 Par ailleurs, son mécanisme d’action se base majoritairement sur l’interaction avec les

membranes et leur lyse par perméabilisation via la formation de pores.362 La toxicité préférentielle de

la magainine 1 pour les bactéries à Gram négatif viendrait ainsi de son affinité pour les phospholipides

anioniques de la paroi externe de ces dernières. Par ses antécédents et ses propriétés, choisir la magainine

1 était particulièrement à propos lors de la première sélection de sondes candidates pour la détection de

bactéries par SPRI.

PGQ

Le peptide PGQ (pour Peptide à Glycine en N-terminal et Glutamine (abréviation Q) en C-terminal)

a été également découvert chez Xenopus lævis, cette fois-ci dans l’estomac,363 faisant ainsi suite à la

découverte des magainines sur sa peau. L’exploitation de ce peptide n’a par la suite pas connu le succès de
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Figure 2.8 – Représentation de PGQ.

ces dernières. Son mécanisme précis d’action est donc à l’heure actuelle encore inconnu. Il reste à noter

un emploi intéressant parmi les premiers articles de la littérature des biocapteurs utilisant des peptides

antimicrobiens. ARCIDIACONO et al. ont ainsi testé PGQ en tant qu’agent de fluorescence en parallèle

d’autres peptides, avec pour objectif de les substituer à des anticorps.318 Les peptides étaient préparés

en intégrant une cystéine terminale puis en les couplant par chimie maléimide à la cyanine 5 (Cy5). La

détection d’E. coli O157:H7 est ensuite réalisée à l’aide d’un fluorimètre sur fibre optique. Le seuil de

détection n’a toutefois pas été amélioré via l’utilisation de PGQ par rapport aux anticorps. Cependant

le peptide ainsi couplé à un marqueur fluorescent a tout de même permis de détecter le pathogène à la

concentration de 105 UFC.ml-1. Cette limite est équivalente aux seuils de détection usuels en SPRI pour

détecter des pathogènes avec des anticorps.222 Il avait donc été intéressant d’intégrer cette sonde à l’étude

initiale pour avoir un peptide de référence pour la détection d’E. coli.

Pédiocine PA-1 – fragment Ped3

Figure 2.9 – Représentation du fragment Ped3 de la pédiocine PA-1.

Les bactériocines, des protéines et peptides antimicrobiens émis par les bactéries lactiques, représentent

une grande famille, de plus de 200 peptides.364 La sous-classe IIa de cette famille est constituée des

pediocin-like peptides, à l’activité anti-Listeria, qui présentent tous un motif similaire en N-terminal

(-YGNGV-), ainsi qu’un C-terminal variable, mais le plus souvent hydrophobe ou amphiphile.365,366

La pédiocine PA-1 est l’emblématique représentante de cette sous-classe et a été isolée depuis la souche

PAC-1.0 de Pediococcus acidilactici.367 Son mécanisme d’action s’est révélé passer par une action de

dissipation du potentiel électrique transmembranaire, inhibant ainsi l’assimilation d’acides aminés par la

bactérie ciblée.368 De façon intéressante, il a aussi été montré que la spécificité des bactériocines provenait

en partie de la composition de la région C-terminale.369 C’est probablement cette dernière qui se lie

donc à un récepteur spécifique de la membrane. Des fragments du C-terminal de ce peptide ont ainsi été

testés par AZMI et al. pour la reconnaissance des bactéries fluorescentes, ainsi que pour la détection via

micro leviers. Le fragment Ped3 a ainsi montré une capacité d’interaction faible avec toutes les souches

de Listeria testées, mais également avec celles de staphylocoque doré ou d’E. faecalis.350 Ce plus large

spectre d’interaction possible avec ce peptide est ainsi très intéressant pour une application de détection
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universelle.

Leucocine A 24 – naturelle et randomisée

(a) Leucocine A 24 – fragment du peptide naturel.

(b) Leucocine A 24 – fragment aléatoire.

Figure 2.10 – Représentations des leucocines.

La leucocine A (ou LeuA) est une autre bactériocine de la sous-classe IIa. Isolée depuis la bactérie

lactique Leuconostoc gelidum (souche UAL 187),370 elle présente elle aussi le motif -YGNGV- dans sa

région N-terminale. Il est à noter qu’elle intègre également deux cystéines, structurant ainsi le peptide par

la formation d’un pont disulfure. Son spectre d’activité est similaire aux autres bactériocines, à savoir

principalement dirigé contre les Listeria. LeuA entière ou ses fragments ont été assez largement étudiés

pour une application en détection.327,350,354,355 Que ce soit par le biais de capteurs à impédance, de micro

leviers ou d’une détection par fluorescence, LeuA a ainsi démontré une capacité de reconnaissance élevée,

notamment pour des bactéries à Gram positif telles que Listeria monocytogenes ou E. fæcalis.

Cependant afin de conserver des peptides de longueur similaire, et ainsi faciliter la mise en œuvre

du choix de l’angle de travail, il est intéressant de travailler avec un fragment de LeuA. Ainsi, l’étude

de ETAYASH et al. a permis de montrer qu’un fragment de 24 acides aminés de la région C-terminale

présentait des capacités d’adhésion aux bactéries avec un effet biocide réduit.355 Ce dernier point est

intéressant pour une application en détection à faible concentration telle que la méthode «Culture-Capture-

Mesure ». En effet, un effet biocide réduit limite le risque d’éradiquer la population bactérienne d’un

échantillon avant qu’elle atteigne le seuil de détection du système. C’est donc ce fragment LeuA 24 qui

avait été choisi.

Par ailleurs, LeuA 24 présente l’intérêt d’être un peptide sans charge nette à pH neutre. Cette propriété

en avait fait un candidat intéressant pour générer une version randomisée, présentant de facto une structure

différente, et sans les propriétés cationiques servant usuellement pour l’interaction électrostatique initiale

entre les PAM et les bactéries.

2.2.1.2 Première mise en œuvre de biopuces à PAM pour la SPRI

Le jeu de peptide ainsi sélectionné avait donc été soumis à une série d’expériences de détection en

croissance, tel que décrit en partie 1.3.2.3. Les peptides avaient été alors synthétisés par Smart Biosciences

(Saint-Égrève, Frace) après intégration d’un espaceur acide [2-(2-(amino)éthoxy)éthoxy] acétique (figure
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2.11) et d’une cystéine en N-ter ou C-ter.

Figure 2.11 – Structure de l’espaceur acide [2-(2-(amino)éthoxy)éthoxy] acétique.
Le radical marque l’emplacement du groupe Fmoc présent sur le synthon.

Les biopuces alors préparées par Agnès Roux comportaient deux réplicats de chacun de ces peptides,

immobilisés par chimie thiol-or avec assemblage sur la nuit après dépôt par automate sans contact. La

solution de dépôt alors utilisée était constituée d’eau ultra-pure, avec 5% de glycérol, afin d’en augmenter

la viscosité et de limiter l’évaporation complète des gouttes après dépôt. Le prisme était placé de façon à

obtenir une surface verticale, tel que proposé par V. TEMPLIER au cours de sa thèse, afin de limiter la

sédimentation des bactéries en surface et donc l’apparition de signaux non-spécifiques.211,224 Le fond

de puce, c’est-à-dire l’espace entre les plots, était alors bloqué à l’aide d’une solution de BSA 1% en

PBS pour 20 minutes, avant de rincer la surface au PBS puis d’introduire 900 µlde TSB. L’inoculation

était alors réalisée en injectant 100 µl d’une dilution de la suspension bactérienne obtenue à partir d’une

pré-culture sur la nuit avant le suivi.

Les suivis selon ce procédé ont été réalisés sur 5 souches de pathogènes représentant une assez large

variété microbiologique (voir tableau 2.3). Par ailleurs, ces souches sont retrouvées dans des contextes

variés : sécurité alimentaire (Listeria ou Salmonella), infections urinaires (E. coli) ou sanguines (S. aureus).

Espèce Souche Collection Origine Classe
Salmonella enterica,
sous-espèce enterica

Sérotype Typhimurium
(S. Typhimirium)

CIP 104474 souche type 2

Listeria monocytogenes Sérotype moléculaire IVc ISHA Viande de poulet 2
Staphylococcus aureus

sous-espèce aureus
Souche résistante
à la méthicilline

ATCC43300 – 2

Staphylococcus epidermidis – ATCC12228 Souche-type 1

Escherichia coli Sérotype O1:K1:H7 ATCC11775 Urine 2

Tableau 2.3 – Caractéristiques des souches bactériennes utilisées lors de l’étude préliminaire. ATCC :
American Type Culture Collection (Manassas, Virgine, États-Unis d’Amérique). CIP : Collection de

l’Institut Pasteur (Paris). ISHA : Institut Scientifique d’Hygiène et d’Analyse (Massy, France).

La détection de ces pathogènes avait donc été réalisée en croissance sur une période d’au moins 14

heures, et jusqu’à observer le saut de signal lié à la détection.

2.2.2 Sélection de références parmi les PAM évalués

2.2.2.1 Résultats des suivis cinétiques

En repartant de ce jeu de données SPRI brutes, une nouvelle analyse a pu être menée pour mieux

évaluer la performance du système et déterminer quels peptides conserver pour la suite. Dans cette

nouvelle voie de traitement, une moyenne de 3 zones de référence sur le fond de puce, couvert de BSA,



2.2 Choix de peptides références depuis l’état de l’art 75

est soustraite aux autres signaux.

E. coli
51 CFU.mL-1

S. Typhimurium
6 CFU.mL-1

S. aureus
16 CFU.mL-1

A

S. epidermidis
2.5·103 CFU.mL-1

L. monocytogenes
2.6·103 CFU.mL-1

Clavanin A

Leucocin A 24
Magainin I

PGQ
Pediocin Ped3

Control peptide

B

C D

E

Figure 2.12 – Données cinétiques des suivis de croissance bactérienne par SPRI obtenus sur cinq
pathogènes différents à 37˚C en TSB. Chaque courbe représente la moyenne sur deux plots pour une

séquence peptidique, avec soustraction de la référence prise sur la BSA.

Les résultats obtenus, représentés en figure 2.12, sont ainsi conformes aux attentes : chaque bactérie a

été positivement reconnue par a minima un peptide. Les amplitudes des réponses varient d’un peptide à

l’autre et d’une bactérie à l’autre, confirmant la variété des affinités entre les surfaces ainsi fonctionnalisées

et la croissance des bactéries. Depuis ces courbes de suivis, il est possible d’extraire des temps de détection

pour chaque peptide (voir table 2.4).

On constate ainsi que la détection est effective, au plus en 19 h, voire moins de 6 ou 7 heures pour

S. aureus et S. epidermidis, présents initialement à respectivement 16 et 2,5·103 UFC.ml-1. D’autre part,

concernant les performances de détection, la leucocine A 24 montre les performances les plus intéressantes,

avec une grande variété de souches détectées et un saut de détection parmi les plus précoces dans chaque

cas.

Brièvement, il est possible de mettre en regard ces résultats par rapport à la littérature dont ces PAM
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Concentration initiale Plus petit Peptide
Souche ciblée (UFC.ml-1) temps de détection (min / h) correspondant
S. aureus 16 433 / 7h13 Leucocine A 24
ATCC43300
S. Typhimurium 6 537 / 8h57 Magainine I
CIP104474
S. epidermidis 2,5·103 374 / 6h14 Leucocine A 24
ATCC12228
E. coli 51 677 / 11h17 Clavanine A
ATCC11775
L. monocytogenes 2,6·103 1160 /19h20 Leucocine A 24
sérotype IVc

Tableau 2.4 – Temps de détection obtenus en présence de différentes souches pathogènes. Les temps sont
la moyenne pour les deux duplicats, déterminés à partir de la valeur maximale de dérivée première. Cette

valeur correspond en effet à la pente maximale, soit le milieu du saut de détection. Seuls les peptides
donnant un fort signal positif étaient considérés pour déterminer les temps.

étaient tirés. Ainsi, la leucocine avait été décrite comme possédant une affinité particulière pour les

bactéries à Gram positif.355 Or, dans le cas du système utilisé ici, on obtient la détection des bactéries

quelle que soit leur coloration Gram. Cette différence peut cependant venir du protocole mis en place

qui, dans le cas d’une détection en croissance sur le long terme, est plus favorable à l’établissement

d’interactions faibles entre les bactéries et les peptides immobilisés. En effet, ETAYASH et al. procédaient

à un rinçage de leur surface avant observation des bactéries liées aux peptides, ce qui pourrait avoir comme

conséquence de rompre ces interactions faibles. De façon intéressante, on remarquera que la version

randomisée de LeuA 24 ne présente que peu ou pas d’interactions avec les souches testées. Cela suggère

que les seules propriétés physico-chimiques de ce peptide ne suffisent à évaluer son potentiel d’interaction,

mais que sa structure est également primordiale. De tels résultats sont cohérents avec la littérature à ce sujet

pour les peptides antimicrobiens.231 Dans le cas de la Clavanine A, les bactéries à Gram positif ont montré

une affinité d’apparence plus élevée, avec une variation de réflectivité de 10 % pour les staphylocoques

contre environ 5 et 8 % pour Salmonella et E. coli. Cela apparaît être en contradiction avec les résultats

obtenus précédemment par JUNIOR et al.,332 qui donnaient une intensité de réponse plus forte pour les

Gram négatifs. Toutefois cela est à pondérer par le fait que la technique de détection électrochimique

peut induire des biais dans la reconnaissance des affinités, notamment du fait de la charge des membranes

bactériennes, différente d’une souche à l’autre. Concernant la magainine 1, les résultats obtenus sont en

accord avec ceux déjà observés. Néanmoins, elle n’a pas permis d’obtenir de reconnaissance forte avec

S. aureus, une espèce qui a pourtant déjà été détectée avec succès par fluorescence.343 L’immobilisation

avec un espaceur plus court dans notre cas plutôt qu’en tant que sonde fluorescente en solution pourrait

expliquer cette différence de réactivité et donc la perte de la capacité de reconnaissance.

Enfin, concernant Ped3 et PGQ, les résultats obtenus furent conformes à la littérature. Le premier ne

montrant effectivement que des interactions faibles avec L. monocytogenes, tel que décrit auparavant.350 À

noter que Ped3 a toutefois montré un assez fort potentiel d’interaction avec S. aureus. Dans le cas de PGQ,

il a seulement montré une très faible affinité pour E. coli, ainsi qu’une réponse moyenne pour S. aureus.

Étonnamment, il n’y a pas eu de réponse franche auprès de S. Typhimurium, autre Gram négatif présentant
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aussi des lipopolysaccharides habituellement reconnus par ces peptides.

Par la suite, une seconde phase d’analyse de ces résultats, basée sur la statistique multidimensionnelle

cette fois-ci, a également permis de démontrer l’intérêt d’utiliser la réponse combinée différentes sondes

pour obtenir une signature spécifique par bactérie.353 L’analyse exploratoire de données ainsi menée

permet de mettre en évidence des tendances qui ne sont pas directement apparentes dans les résultats

obtenus en SPRI.

2.2.2.2 Choix des peptides étalons dans le premier jeu étudié

Développer un nouveau jeu de peptides comme sondes implique de déterminer des étalons auxquels

comparer les performances des PAM qui seront nouvellement introduits. Le choix de peptides étalons

parmi les sondes évaluées en première intention s’est porté sur trois de ces peptides : la leucocine A 24, sa

version randomisée, ainsi que la magainine 1. La première a été conservée en tant que « contrôle positif »

suite aux premières expériences. Il s’agit en effet du seul peptide qui ait donné une réponse forte quelle

que soit la bactérie ciblée. Sa version aléatoire a été utilisée pour permettre de conserver la comparaison de

performances pour deux peptides ayant les mêmes propriétés physico-chimiques, mais une structuration a

priori différente en surface. De plus, ce peptide étant de charge nette nulle, il aura potentiellement moins

d’interactions avec les composants présents dans le sang. La magainine 1 a elle été conservée surtout

comme standard par rapport au reste de la littérature des biocapteurs. Elle constitue de loin le peptide

le plus utilisé pour la détection de bactéries jusqu’ici (cf. tableau 2.1). De fait, il était intéressant de le

conserver pour pouvoir par la suite comparer notre système au reste de l’état de l’art.

Par souci de comparabilité avec les expériences qui avaient été menées par Agnès Roux, ces peptides

ont été conservés sans aucune modification. Par ailleurs, certains aspects de ces travaux préliminaires

pourront être améliorés, tels que le blocage, pour trouver une molécule de substitution à la BSA, ou encore

le nombre de duplicats de chaque peptide, pour obtenir une plus grande pertinence statistique.

2.3 Critères de conception des sondes supplémentaires

Ces résultats préliminaires ont constitué l’occasion de vérifier la faisabilité de la détection de patho-

gènes avec des PAM grâce à la SPRI. L’intérêt est donc maintenant de faire émerger de nouvelles sondes

qui présenteraient des propriétés de détection universelle comparables ou supérieures à celles entrevues

avec la leucocine A 24, afin d’augmenter la robustesse du biocapteur.

Pour ce faire, il faut établir des critères de choix pour faire émerger des séquences pertinentes parmi les

plus de 3000 peptides antimicrobiens naturels répertoriés jusqu’ici.228 Ces critères découlent naturellement

de contraintes liées aux techniques mises en œuvre, que ce soit la détection par SPRI ou la synthèse

peptidique. Ils proviennent également du cahier des charges établi pour obtenir une détection à large

spectre.

2.3.1 Critères de choix des séquences

Longueur des séquences

D’une première part, en considérant la synthèse peptidique, qui s’effectue par couplages successifs des

acides aminés sur un support solide (voir partie 2.4.1.1), il vient naturellement à l’esprit que les peptides
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courts présenteront des rendements plus élevés. De plus, un nombre limité d’acides aminés présente

l’avantage de simplifier la rationalisation des séquences et l’interprétation des interactions du peptide avec

les bactéries pour de futures améliorations. En effet, comme nous l’avons vu dans le cas des cécropines et

mélittines auparavant, des peptides de plus de 30 acides aminés, ces peptides longs présentent plusieurs

domaines qui ne sont pas tous liés à la reconnaissance des membranes bactériennes. L’idée ici est donc

d’utiliser à terme les séquences les plus courtes possible, contribuant uniquement à l’affinité des sondes

avec les parois externes des pathogènes ciblés.

Par ailleurs, lors de la mise en œuvre de l’imagerie SPR, l’utilisation de sondes ayant des masses

moléculaires similaires permet de limiter la dispersion des angles de résonance des différentes surfaces

fonctionnalisées. La figure 2.13 illustre l’allure que peuvent prendre les courbes plasmons lorsque les

masses moléculaires des sondes sont hétérogènes. Le choix d’un angle de travail optimal pour tous les

plots est alors complexe. Ainsi, les peptides de référence faisant 23 acides aminés de long, c’est cette

limite supérieure qui a constitué le premier critère appliqué à la base de données, afin d’éviter ce problème.

Figure 2.13 – Réflectivité en fonction de l’angle d’incidence sur la surface pour un jeu de sondes de
masses moléculaires différentes. Les sondes représentées en bleu représentent un groupe dont la masse

moléculaire moyenne est plus faible que celle des sondes représentées en orange.

Le fait de sélectionner des peptides de poids similaire devrait également faciliter le blocage par des

molécules thiolées, dont la longueur pourra ainsi être choisie en fonction de celle des peptides.

Composition en acides aminés

Concernant les séquences peptidiques en tant que telles, il existe également des contraintes qui ont

permis de guider nos choix. Tout d’abord, l’utilisation de la SPRI comme technique de détection implique

l’emploi de prisme à surface d’or sur laquelle l’immobilisation devra se faire par monocouches auto-

assemblées (SAM, pour self-assembled monolayers). Afin de maîtriser régiosélectivement l’ancrage sur la

surface d’or il est donc nécessaire, pour les peptides, de présenter un seul groupe thiol. Les séquences

présentant une ou plusieurs cystéines non terminales sont ainsi mises de côté. Cependant ce critère ne

restreint pas l’utilisation de séquences linéarisées, dans lesquelles les cystéines formant un pont disulfure

auraient été substituées par d’autres acides aminés.
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Par ailleurs, seules des séquences ne présentant pas de modifications post-traductionnelles seront

choisies. Cela reste dans l’idée de conserver des synthèses simples avec des acides aminés naturels, à bas

coût et haut rendement.

Propriétés physico-chimiques de la séquence

Au-delà des acides aminés à employer dans les séquences à sélectionner, il est essentiel de fixer

également des propriétés physico-chimiques idéales à atteindre. Ceci a déjà été évoqué, la foisonnante

littérature pharmaceutique regorge de modèles pour tenter de prédire l’ « efficacité antibiotique » des

peptides à partir de leur séquence et des propriétés qui en découlent.262,371-374 Deux approches principales

coexistent : d’une part la recherche de séquences consensus dans les bases de données de peptides

connus,243,259 d’autre part l’identification de nouveaux PAM en visant des propriétés physico-chimiques

particulières, le plus souvent la cationicité ou l’hydrophobicité.231,248,375,376

Dans ce cadre nous suivrons une approche se basant principalement sur la réutilisation de peptides

déjà décrits, en abordant donc la sélection avec une stratégie mixte. Nous utiliserons ainsi des peptides

avec des propriétés physico-chimiques censées favoriser l’interaction avec les membranes. Les propriétés

généralement considérées comme propices à celle-ci sont principalement une charge nette très positive du

peptide,376 ainsi qu’une amphiphilicité élevée.377

Revue des utilisations précédentes des peptides

En plus de ces critères basés sur la séquence d’acides aminés et ses propriétés, un dernier paramètre

de sélection émerge. Il s’agit de choisir des peptides qui proviennent d’horizons applicatifs divers, tout

en conservant une efficacité antimicrobienne à large spectre avérée. Ce dernier point est toutefois sujet

à caution et peut comporter des risques. En effet, immobiliser en surface des capteurs un peptide à fort

pouvoir biocide peut être contreproductif pour obtenir une capture de pathogènes sans détérioration de la

capacité de se multiplier. Cette dernière est nécessaire à la détection rapide des bactéries dans la méthode

« Culture Capture Mesure ». Dans le cadre des peptides antimicrobiens pour la détection, cela reste

à contrebalancer par le fait que l’immobilisation en surface viendra a fortiori réduire les possibilités

d’interaction peptide à peptide. Ces dernières sont souvent corrélées à une forte activité biocide sur les

membranes bactériennes.378 La capacité des peptides à se mouvoir dans les membranes est également un

facteur qui leur permet en solution de s’orienter de façon à atteindre une des configurations lytiques vues

auparavant (pore, tapis, etc.). De plus ces interactions passent par la nécessité d’une forte saturation en

PAM, allant parfois jusqu’à la couverture totale de la membrane.241,242 De telles conditions ne devraient

donc pas survenir avec des peptides immobilisés en surface des capteurs. Toutefois, comme nous l’avons

auparavant vu (cf. partie 2.1.1.2), l’action inhibitrice et biocide des PAM sur les bactéries passe dans un

premier temps nécessairement par une interaction avec la membrane. Une CMI faible devrait donc être

garante d’une capacité d’interaction élevée. En conséquence, les peptides immobilisés, s’ils perdent leur

caractère biocide, peuvent toujours rester affins pour les membranes bactériennes.

Il reste cependant nécessaire de souligner que ce critère de diversité des origines des PAM, comme les

autres posés jusqu’ici, reste évidemment en grande partie subjectif et n’assure en rien une diversité des

résultats. Toutefois, cet ensemble de contraintes nous permet de choisir des peptides issus d’une même

famille – les peptides courts, cationiques, à hélice α amphiphile – mais présentant tout de même une
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variété de compositions en acides aminés et d’origines.

2.3.2 Jeu de peptides choisis

Cet ensemble de considérations a donc servi de cahier des charges pour le choix des peptides à

essayer et tester. Il reste toutefois évident que l’étude bibliographique menée et la sélection des séquences

pourraient avoir été conduites avec d’autres critères, en conservant un potentiel résultat satisfaisant pour

la détection. À noter également que les principales propriétés des peptides utilisés sont récapitulées en

tableau 6.1.

2.3.2.1 Bacténécine bovine

La bacténécine bovine est un dodécapeptide cyclique cationique isolé depuis les granulocytes neutro-

philes du bœuf.379 Il s’agit d’un des plus courts peptides parmi les PAM naturels à large spectre découverts

jusqu’à présent.380 Toutefois, sa structure cyclique induite par la présence de deux cystéines le rend

peu idéal pour une immobilisation contrôlée sur une surface d’or. Néanmoins, sa singularité a fait de la

bacténécine et ses dérivés des peptides très largement étudiés pour le design de peptides courts, servant

régulièrement de référence ou de contrôle positif.264,380-382

Ainsi, les premières propositions d’amélioration de la bacténécine proviennent de WU et HANCOCK,

avec l’introduction de plusieurs dérivés cycliques ou linéaires.383 Les modifications apportées ont per-

mis d’améliorer l’activité du peptide, tout en élargissant le spectre des bactéries sensibles, jusqu’alors

principalement limitées aux pathogènes à Gram négatif. Un candidat en particulier, Bac2A, dans lequel

les deux cystéines sont substituées par des alanines, a montré des propriétés antimicrobiennes contre

des bactéries à Gram positif comme négatif. Ces nouvelles propriétés s’accompagnent également d’une

disparition de l’agglutination des érythrocytes, observée pour la bacténécine naturelle. Ce dernier point est

intéressant dans le cadre d’études d’interaction avec les bactéries dans le sang. En effet, les interactions

non spécifiques avec les cellules sanguines seront ainsi probablement réduites par rapport à des peptides

présentant une agrégation plus forte.

Il a donc servi de base pour le développement de nouveaux peptides alternatifs, notamment par la

mise en œuvre de la méthode de synthèse SPOT.384 Dans ce cadre HILPERT et al. ont étudié l’activité

inhibitrice de l’intégralité des substitutions possibles à Bac2A.381 Il en ressort un nouveau peptide linéaire

prometteur, Bac2A-Sub3, qui présente des capacités d’inhibition légèrement supérieures à Bac2A, sur un

spectre aussi large.

Ainsi, Bac2A et Bac2A-sub3 seront deux des nouveaux peptides linéaires et cationiques que nous

évaluerons (voir formules en figure 2.14).

Concernant le mode d’action de ces dérivés, il est encore soumis à controverse. En effet, le fait

qu’ils présentent une activité forte, même immobilisés sur cellulose, tendrait à favoriser un mécanisme

membranaire, basé sur la dépolarisation de celles-ci.385 Cependant, l’activité de Bac2A semble plus

grande lorsqu’il est libre de pénétrer le cytoplasme des micro-organismes inhibés,386 visant alors des

cibles intracellulaires. Un effet biocide dans le cadre d’une application SPRI reste toutefois peu probable,

les densités greffées mises en jeu étant très différentes : de 50 à 280 nmol.cm−3 pour la technique

SPOT,381,385 contre environ quelques nmol.cm−2 en monocouche sur surface d’or (voir partie 3.3.2).
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(a) Bac2A.

(b) Bac2Asub3.

Figure 2.14 – Représentations des bacténécines bovines modifiées.

Il est enfin à noter que, si les dérivés linéaires n’ont jamais été exploités en tant que sondes dans des

biocapteurs, c’est le cas de la bacténécine naturelle cyclique.316,317,387 Dans ces premiers travaux, elle

a montré de bonnes performances de détection d’agents pathogènes (notamment de virus), sans pour

autant arriver aux performances de puces à anticorps équivalents. Elle a également été utilisée comme

contrôle négatif dans un test colorimétrique basé sur le changement de conformation des porphyrines,337

sa structure contrainte par le pont disulfure diminuant ces changements structuraux.

2.3.2.2 Cécropine-mélittine 15 (CM15)

La cécropine A est l’un des deux premiers peptides antimicrobiens isolés depuis un insecte, en

l’occurrence le papillon géant Hyalophora cecropia.388 Présentant un spectre d’activité plus large et à

des concentrations plus faibles que la magainine, il aurait pu être un candidat médicament idéal comme

antibiotique. Cependant sa taille – 37 acides aminés – a empêché ce développement, en raison des

difficultés de synthèse engendrées. Ainsi des initiatives sont nées pour l’hybrider à un autre peptide,389,390

la mélittine, issue du venin d’abeille.391 Ces hybridations, basées sur la combinaison de domaines des

deux peptides, ont mené à l’obtention de PAM longs de 15 acides aminés à l’activité antibactérienne et

antimalarique, tout en ayant des effets hémolytiques réduits.392

Figure 2.15 – Représentation de la cécropine-mélittine 15.

Parmi ces nouveaux peptides chimériques, l’hybride CM15 (figure 2.15), obtenu par combinaison

des résidus 1 à 7 de la cécropine A avec les 2 à 9 de la mélittine, a particulièrement éveillé les intérêts

par la suite. L’étude de son mécanisme par différentes équipes a montré que ces hybrides opéraient
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principalement par interaction ionique avec les phosphates anioniques puis provoquaient la lyse par

perméabilisation des membranes.393-395

Toutefois, pour une application antibiotique contre un large spectre de souches cliniques de bactéries,

l’efficacité est moindre que des antibiotiques traditionnels.396 C’est pour cela que des solutions alternatives

ont pu être développées, telles que l’immobilisation sur des nanoparticules d’or.397 Une telle solution

technique a permis à la fois d’augmenter l’activité antibactérienne, tout en obtenant une cytotoxicité et

une stabilité supérieures au peptide CM15 seul.

Enfin, si ce dernier n’a jamais été utilisé après immobilisation pour la capture ou la détection, d’autres

dérivés de la cécropine ou de la mélittine ont pu l’être. On notera l’un des premiers exemples connus

d’utilisation d’un peptide antimicrobien immobilisé pour la capture de cellules bactériennes par GREGORY

et MELLO.398 Cette publication se base déjà sur le principe qu’un peptide immobilisé perdra sa capacité

antibiotique, tout en conservant ses propriétés de capture des bactéries. En effet, la cécropine P1 alors

utilisée n’est lytique qu’en cas de couverture complète de la surface de la bactérie.399

Pour ce qui est d’une mise en œuvre dans des biocapteurs, plusieurs dérivés ou analogues de cécropine

ou de mélittine ont également été testés.313,316,333,337,387 Cela a même abouti au dépôt d’un brevet pour

des capteurs à affinité croisée.317

Il était donc intéressant d’inclure CM15, peptide hybride présentant de fortes propriétés antibacté-

riennes et regroupant les critères établis de charge et d’hélicité en solution.

2.3.2.3 Pénétratine

Figure 2.16 – Représentation de la pénétratine.

Contrairement aux exemples précédents, la pénétratine n’est pas définie comme un peptide antimicro-

bien, mais un peptide pénétrant dans les cellules eucaryotes (ou Cell-Penetrating Peptide). Dérivée de

la troisième hélice d’un homéodomaine du gène Antennapedia de la drosophile, la pénétratine présente

une courte séquence de 16 acides aminés, riche en résidus cationiques, ainsi qu’avec deux tryptophanes

facilitant la translocation.400 Un tel peptide a ainsi rapidement été utilisé comme molécule cargo pour

l’administration de médicaments.401

Toutefois ses propriétés physico-chimiques et sa séquence en font un peptide très similaire aux PAM

cationiques à hélice α , bien qu’ils appartiennent à deux familles différentes de peptides actifs sur les

membranes.402 Par ailleurs, sa richesse en arginine le rapproche de certains PAM, eux aussi riches de cet

acide aminé.234

Cela a mené à l’étudier pour des applications antibactériennes.403-405 Au plus faible, les CMI obtenues,

sont de l’ordre de 8 à 16 µM pour E. coli et 32 µM pour S. aureus.405 À titre de comparaison, le
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céfotaxime, un antibiotique de référence pour ces deux pathogènes, présente une CMI de l’ordre de 0,5

µM. Il y a ainsi entre un et deux ordres de grandeur de plus pour la pénétratine. Toutefois cela les CMI

obtenues signifient tout de même que ce peptide présente un effet biocide sur les bactéries, impliquant

ainsi qu’il y a interaction avec les membranes de ces dernières.

La pénétratine a donc été inclue dans le jeu de peptides synthétisés, car elle possédait les caractéris-

tiques physico-chimiques adéquates, sans toutefois présenter de très fortes propriétés d’inhibition de la

croissance des bactéries. En ce sens, elle permet d’inclure un indicateur sur l’influence de la séquence sur

la reconnaissance au-delà des seules propriétés antibactériennes.

2.3.2.4 Peptide à Caractère Hélicoïdal et Amphipathique : PàCHA – conçu de novo

Une dernière séquence additionnelle a été conçue de novo, en se basant sur les critères précédem-

ment posés. Celle-ci possède un caractère amphiphile et hélicoïdal. Il faut toutefois souligner que cette

séquence n’a donc pas été vérifiée pour son activité antibiotique ni sa conformation. Pour des raisons de

confidentialité, les caractéristiques précises (séquence, longueur et propriétés) ne seront pas divulguées

dans ce manuscrit.

2.3.3 Technique d’immobilisation des peptides sur l’or

2.3.3.1 Intérêt de l’immobilisation par chimie thiol

La fonctionnalisation de surfaces à l’aide de biomolécules peut se faire par plusieurs approches

différentes (voir figure 2.17). D’abord, il s’agit de déterminer si nous désirons un greffage physique – par

adsorption ou assemblage multicouches – ou bien chimique – via liaison (quasi)covalente avec la surface

ou un procédé d’électropolymérisation par exemple. Les techniques physiques reposent majoritairement

sur des interactions faibles avec la surface et peuvent ainsi être inadaptées lorsque le substrat sera exposé

longtemps à l’échantillon, du fait du risque de relargage. Plusieurs méthodes permettent d’aboutir à une

immobilisation chimique covalente ou quasi covalente – comme la chimie thiol ou l’électropolymérisation.

Toutefois, la technique d’ancrage employée pour une molécule est tributaire de l’utilisation finale de la

surface fonctionnalisée. Cet usage peut en effet imposer un type de substrat et une méthode particulière

associée.

Figure 2.17 – Principales approches pour l’immobilisation de peptides sur surface.

Concernant l’emploi de biocapteurs SPR, nous avons vu que l’usage de l’or était quasi obligatoire. Ce

dernier ne permet pas d’employer de techniques de greffage chimique covalent. Cependant, l’or présente

l’avantage d’avoir une affinité très forte avec les groupements thiols.406 Un contrôle important des

surfaces ainsi modifiées est donc rendu possible.407 Ceci a permis le développement d’une large gamme

d’applications des molécules thiolées pour l’immobilisation sur l’or, selon le principe des monocouches
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auto-assemblées408 (SAM pour self-assembled monolayers).

Par ailleurs, cette technique d’immobilisation par greffage chimique présente d’autres avantages.

Premièrement, il permet de contrôler régiosélectivement l’orientation de la molécule en surface, à condition

de positionner à façon le groupe thiol dans la sonde. Une telle approche n’est pas possible avec une

immobilisation physique, par adsorption, plus aléatoire.409 Deuxièmement, le greffage permet d’inclure

aisément des espaceurs entre la sonde et la surface, dont on contrôlera longueur et flexibilité. Ceci peut

permettre de moduler l’activité de la sonde, selon que l’objectif soit de mimer le comportement en solution

(espaceur long et flexible) ou au contraire de contraindre l’orientation de la molécule (espaceur court et

rigide). Comme on le verra par la suite (2.3.3.2), cette modulation peut aller jusqu’à permettre de faire

disparaître l’activité antibactérienne, sans atténuer celle de capture.

Enfin, entre les différentes techniques d’immobilisation de sondes moléculaires disponibles pour l’or,

la chimie thiol présente l’avantage de la simplicité de sa mise en œuvre. Elle est en effet réalisable en

une seule étape : le dépôt sur la surface d’une solution contenant la sonde avec ou sans contact. De plus,

l’inclusion sélective d’un résidu thiol, typiquement via une cystéine, limite les modifications à apporter

aux sondes à immobiliser.

Concernant l’élaboration des biopuces, l’utilisation de la chimie thiol permettra également d’aisément

recourir à des solutions alternatives aux protéines bloquantes. On pourra les substituer avec des molécules

thiolées, telles que les polyéthylènes glycols (PEG), généralement plus efficaces que les traditionnelles

albumine et caséine.410-412 L’introduction de ces agents bloquants se fera donc au détriment de la BSA

qui avait été auparavant utilisée. Par ailleurs elle ouvre aussi sur la possibilité de créer des surfaces mixtes

présentant à la fois des peptides comme sondes et des PEG comme agents à la fois antiadhésifs et de

dilution en surface.360

2.3.3.2 Influence de l’espaceur et de l’orientation de l’ancrage

De nombreuses études sont consacrées aux différences de comportement découlant de l’immobilisation

en surface des PAM.298,342,409,413-419 De prime abord, il est intéressant de noter que la réduction de l’activité

antibactérienne se fait dans certains cas sans perte des propriétés d’interaction avec les membranes.342,420

Parmi les principaux critères régissant ces changements d’activité, on compte la longueur de l’espaceur,

sa flexibilité et l’orientation de la sonde. Concernant ce dernier point, il a été démontré que le sens de

l’immobilisation peut faire totalement perdre le caractère biocide d’un peptide, pour des conditions

similaires d’accroche.301,421-423 Il sera donc nécessaire pour chaque peptide de tester les deux orientations

d’ancrage (N-ter ou C-ter) pour évaluer un éventuel effet de ce type. Chaque séquence sera donc synthétisée

deux fois, dans un cas avec un acide mercaptopropionique à l’extrémité N-terminale et dans l’autre une

cystéine en position C-terminale.

D’autre part, l’inclusion ou non d’un espaceur, sa longueur et sa flexibilité sont cruciaux pour l’activité

du peptide immobilisé.424-427 De façon générale, l’espaceur idéal pour une application antimicrobienne

n’est pas trop court ou rigide, car cela limite la possibilité d’orientation du peptide en surface.426 Inverse-

ment, un espaceur trop long et flexible diminue les possibilités de synergie entre les peptides pour arriver

à une activité antibactérienne.427 Enfin il faut aussi noter que l’immobilisation peut entraîner une variation

du mode d’action antimicrobien des peptides en surface. Par exemple il a été démontré que la cécropine
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P1, dont l’action biocide découle de son insertion dans les membranes, reste active par le biais d’interac-

tions électrostatiques lorsqu’immobilisée avec un espaceur court.428 Ce résultat nous rapproche d’études

précédentes selon lesquelles, une charge surfacique positive au-delà d’un seuil variant entre 1012 et 1016

charges par cm2, permet d’atteindre des propriétés antibactériennes, sans structuration particulière.429 La

cécropine P1 ainsi immobilisée sans espaceur conserverait donc ses propriétés antimicrobiennes, car elle

dépasserait ce seuil.

(a) Dans le cadre d’une immobilisation en N-terminal :
ancrage avec l’acide mercaptopropionique, espaceur triple

β–alanine.

(b) Dans le cadre d’une immobilisation en C-terminal :
ancrage avec une cystéine amidée, espaceur triple

β–alanine.

Figure 2.18 – Espaceurs utilisés pour les peptides nouvellement synthétisés.

La conclusion à tirer reste que la technique d’immobilisation à employer est intimement liée au

contexte applicatif visé. Substrat, espaceur et voie de fonctionnalisation seront à déterminer en fonction

des peptides utilisés, ainsi que de l’utilisation ciblée.427 Toutefois, dans le cadre d’une application mettant

en œuvre plusieurs peptides en parallèle, il sera intéressant de développer une solution de fonctionnalisation

générique permettant leur comparaison. Notre objectif est de conserver l’affinité en limitant l’effet biocide,

qui serait contreproductif pour une détection en croissance. Nous avons donc choisi d’inclure trois β–

alanines en tant qu’espaceur, ainsi qu’une cystéine pour l’immobilisation en C-terminal ou bien l’acide

mercaptopropionique pour l’ancrage en N-terminal (voir figure 2.18). Ce choix devrait permettre aux

peptides la possibilité de changer de conformation pour interagir avec les membranes bactériennes sans

pour autant avoir une flexibilité suffisamment importante pour un effet biocide.

2.4 Synthèse des peptides antimicrobiens sélectionnés

2.4.1 Stratégie de synthèse

2.4.1.1 Synthèse peptidique Fmoc supportée sur résine

Les peptides nouvellement introduits au cours de cette thèse (présentés en partie 2.3.2) ont tous été

synthétisés par automate sur support solide ou SPPS (pour Synthèse Peptidique en Phase Solide). Cette

méthode est classique parmi les différentes voies de synthèse possibles de peptides ou de protéines.430

Proposée pour la première fois en 1963,431 elle consiste en un greffage séquentiel sur support des acides

aminés du C-terminal au N-terminal du peptide (figure 2.19). Le support solide est une résine polymère

décorée de bras espaceurs porteurs d’une fonction permettant de recevoir le premier acide aminé. La
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synthèse se fait ensuite par étapes successives de couplage et déprotection, jusqu’à obtenir le peptide

complet. L’un des avantages de cette technique de synthèse sur billes solides est la simplicité d’isolation

du peptide entre deux étapes de couplage. Celle-ci peut en effet se faire simplement par rinçage et filtration

des billes entre chaque étape.

Figure 2.19 – Exemple de synthèse peptidique sur support solide.

Plusieurs stratégies de SPPS existent. Les deux plus notables sont les chimies Boc et Fmoc. Ces

fonctions sont les groupements protecteurs du N-terminal, présents au cours des étapes de rinçage. Dans

le cadre de la stratégie Fmoc (fluorénylméthyloxycarbonyle), ce dernier est déprotégé en présence de

pipéridine. Il est également important de noter que certaines chaines latérales des acides aminés constituant

le peptide doivent être protégées par des groupes dont les réactions de déprotection sont orthogonales au

groupe protecteur du N-terminal. Cette protection permet d’éviter des interférences dans les réactions de

couplage. L’utilisation du Fmoc permet donc d’utiliser des groupements orthogonaux éliminés en condi-

tions acides tels que les groupes Pbf, Boc, Trt, etc. Ces conditions acides sont les mêmes qui permettront le

clivage du peptide de sa résine en fin de synthèse, économisant ainsi une étape supplémentaire. Il est enfin

intéressant de noter que cette synthèse étape par étape permet aisément d’intégrer des acides aminés non

naturels ou bien des espaceurs dans les peptides produits. Les dérivés commerciaux Fmoc étant produits à

très large échelle, cette voie de synthèse est ainsi également intéressante pour une éventuelle application

industrielle.

2.4.1.2 Voie de synthèse effectuée

Tel qu’évoqué en partie 2.3.3, la chimie thiol est particulièrement favorable à l’élaboration simple de

monocouches auto-assemblées sur l’or. En ce sens, un résidu thiolé (cystéine ou acide mercaptopropionique

(MPA)) sera systématiquement inclus à l’une des extrémités des peptides synthétisés pour mettre à profit

le groupement thiol présent sur sa chaîne latérale. La synthèse se faisant du C-terminal au N-terminal, le

MPA ne sera intégré que pour l’immobilisation depuis le N-terminal. Cette ancre thiolée sera séparée du
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reste de la séquence par un groupe de trois β -alanines.

Au-delà de l’immobilisation des peptides en surface, qui a déjà longuement été abordée, il est

important d’anticiper une éventuelle dégradation qu’ils pourraient subir des exopeptidases présentes dans

les échantillons sanguins. Ainsi, le C-terminal des peptides sera systématiquement amidé pour réduire

l’action des carboxypeptidases. Cette amidation est effectuée grâce à l’emploi d’une résine Rink amide,

qui libère le C-ter directement amidé lors du clivage des peptides depuis la résine.

Chaque séquence sera synthétisée deux fois, avec un greffage prévu en N-ter ou en C-ter. La présence

de la cystéine et de l’espaceur à une extrémité ou à une autre permettra ainsi d’évaluer l’influence du sens

de l’immobilisation du peptide sur sa capacité d’interaction une fois greffé. Tout comme il peut réduire

l’accès à certains acides aminés cruciaux dans les interactions avec les membranes bactériennes.

2.4.1.3 Résultats de synthèse

La voie de synthèse suivie, basée sur la SPPS est décrite en détail en annexe 6.2.1.1.

Brièvement, une fois le peptide synthétisé, il est déprotégé et clivé de sa résine support, en présence

de molécules pour capturer les groupes de protection (appelées scavengers en anglais). L’acide trifluoroa-

cétique (TFA) permet de séparer le peptide de la résine RINK. Les scavengers sont le triisopropylsilane

(TIS), qui permet de capturer les carbocations, le 3,6-dioxa-1,8-octane-dithiol (DODT), capturant les thiols

et trityles (groupes protecteurs des cystéines notamment) et enfin le 1,4-dimethoxybenzene, scavenger

des phénols. L’eau, nucléophile, agit également en tant que scavenger. Le clivage se fait ainsi en mélange

85 % TFA ; 2,5 % TIS ; 3,75 % DODT ; 3,75 % DMB et 5 % d’eau ultra-pure. Le peptide clivé est ensuite

précipité à l’éther diéthylique avant d’être purifié par chromatographie en phase liquide (HPLC). Les

méthodes de caractérisation (ESI-MS et HPLC analytique) et les résultats obtenus pour les peptides

synthétisés sont aussi décrits en annexe 6.2.1.2.
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3.1 Méthodologie de fonctionnalisation

3.1.1 Principes de fonctionnalisation des biopuces

3.1.1.1 Préparation des surfaces : plasma–O2 et automate de dépôt

Comme déjà évoqué, l’utilisation de surfaces d’or ouvre différentes perspectives pour la fonctionnali-

sation (voir partie 2.3.3). Dans le cadre de l’élaboration de biopuces pour la détection en imagerie SPR,

les objectifs à suivre sont multiples. Idéalement, pour une utilisation à grande échelle, le capteur préparé

devrait être simple dans son procédé de fonctionnalisation, tout en restant robuste face aux conditions

de stockage. La mise en œuvre d’un procédé de fabrication simple pour le capteur permet d’aisément

envisager un développement industriel ultérieur, tout en réduisant son coût. Il est donc intéressant d’avoir

recours à une chimie de fonctionnalisation covalente plutôt que des procédés d’adsorption, moins contrô-

lables que la formation d’une monocouche auto-assemblée par exemple. Par ailleurs, au-delà du choix de

la technique de greffage des sondes, celle de passivation du reste de la surface est également d’importance.

En effet, l’or étant très réactif de façon non spécifique, il est primordial de minimiser les interactions qu’il

pourrait avoir, notamment l’accroche non spécifique de bactéries qui produiraient alors un biofilm hors

des plots.

Les anticorps, bien que très spécifiques, sont généralement peu stables face au séchage ou à des

conditions chimiques éloignées de celles biologiques. Ils peuvent en effet perdre leur conformation

en milieu peu salin, ou encore en étant exposés à un pH acide ou basique ou un solvant organique.

La conception de capteurs utilisant des anticorps est donc peu favorable. En effet, de telles biopuces

doivent alors être conservées en tampon aqueux, à température contrôlée – généralement + 4˚C. Le même

problème survient lors de l’utilisation de protéines bloquantes telles que la BSA. En effet, cette dernière

nécessite également une conservation en milieu liquide.

Pour ces raisons, l’utilisation de peptides, couplée à l’intégration de groupes thiol pour une immo-

bilisation covalente est prometteuse. D’une part, les peptides sont très stables face au séchage et aux

changements de solvants. Par ailleurs, cela va permettre de mettre en œuvre un dépôt par automate sans

contact, ce qui autorisera d’avoir un grand nombre de plots en surface. En comparaison avec l’électrodépôt

de polypyrrole, cela permet aussi d’obtenir des sondes immobilisées en monocouches, avec des effets

de bord moins importants, du fait de l’épaisseur moindre des plots. En effet, lorsqu’il y a présence d’un

fort contraste d’épaisseur entre les plots et le fond de puce, il arrive que les bactéries s’établissent en
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périphérie des plots, formant une auréole non spécifique.432 Enfin, concernant la passivation du fond de

puce, l’emploi de molécules thiolées pour obtenir la formation d’une monocouche auto-assemblée entre

les plots remplacera la BSA immobilisée par adsorption. Cette dernière présente en effet également le

désavantage d’une taille très importante (66,4 kDa) en comparaison de la taille des sondes peptidiques

utilisées (de 1,7 à 2,7 kDa). L’introduction de PEG thiolés de masse moléculaire similaire aux peptides

sera donc également un moyen d’augmenter le potentiel d’interaction des sondes avec les bactéries, en

minimisant leur recouvrement par la BSA.

La surface d’or utilisée lors du dépôt est préparée en amont de l’expérience par un traitement par

plasma–O2. Celui-ci est réalisé au minimum 24 heures en amont d’une fonctionnalisation, afin d’une

part de nettoyer la surface, ainsi que d’assurer une oxydation homogène de la surface. La mise au point

de conditions de préparation optimales a été réalisée auparavant au sein du laboratoire CREAB. Les

conditions utilisées en routine sont donc les suivantes : le plasma est généré à 0,6 mbar, par un générateur

pulsé à 13,56 MHz pour une puissance de 40 watts. Le mélange de gaz utilisé est constitué à 75% d’O2 et

25% d’Ar. Le premier sert à oxyder à la fois la pollution présente et la surface, tandis que le deuxième

sert majoritairement à stabiliser le plasma ainsi qu’à une action de « nettoyage mécanique » de la surface.

Le substrat à fonctionnaliser est ainsi exposé pour 3 minutes à ce plasma.

Échantillons
à déposer

Aiguille pilotée par l'automate 
SciFlex Arrayer S3A B

C
Lavage entre

chaque échantillon

Figure 3.1 – A - Principe du dépôt par automate à jet d’encre. B - Prisme après dépôt d’un champ de
peptides. C - Observation d’un champ de dépôt à l’aide d’un imageur SPR en début de suivi.

Les dépôts de peptides réalisés avec un automate de précision permettent de faire varier la surface

du dépôt réalisé en fonction du nombre de gouttes déposées et de la mouillabilité du substrat. La taille

de goutte dépend de l’automate et de la nature de l’échantillon. Dans le cas présent, ces gouttes ont un

volume compris entre 280 et 360 pl, grandeur variable en fonction de la nature de l’échantillon et des

paramètres d’éjection. Ce robot permet le dépôt séquentiel d’un grand nombre d’échantillons différents,

avec une précision de l’ordre du micromètre sur le champ de dépôt (voir figure 3.1). Cette technique

demande toutefois une attention particulière aux solvants utilisés pour le dépôt sur une surface donnée. Il

faut effectivement s’assurer à la fois que la sonde déposée ne va pas s’agréger, mais également que la
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goutte la contenant ne s’évapore pas totalement durant le processus d’auto-assemblage. Pour atteindre

ces objectifs, on peut ajouter à la solution de dépôt des solvants organiques, pour augmenter la solubilité

des peptides, ainsi que des composés hygroscopiques, qui éviteront le séchage trop rapide du dépôt. Ces

conditions ont fait l’objet d’optimisations qui seront notamment abordées en partie 3.1.2.

Ces conditions ont mené à des plots d’un diamètre moyen de l’ordre de 300 à 350 µm, principalement

influencé par la viscosité des différentes solutions de dépôt. Les volumes déposés correspondaient alors à

6 gouttes, soit 1,7 à 2,2 nl. L’auto-assemblage se produit sur la nuit, pour une durée de 18 heures, à 25˚C,

au sein d’une chambre humide au nitrate de potassium, afin de maintenir l’humidité à 92%.

Pour éviter toute coalescence des plots – et donc les éventuels mélanges de sondes – un espacement

de 750 µm entre les centres de plots est systématiquement inclus.

3.1.1.2 Méthodologie de révélation des spots par biotinylation post-fonctionnalisation

Avant de procéder à l’optimisation du procédé de dépôt, il est essentiel d’établir une méthodologie

d’évaluation de la qualité des surfaces. Pour ce faire, bien que l’utilisation de l’imageur SPR permette

d’avoir une image globale de la surface, la microscopie de fluorescence a été préférée pour révéler les

éventuels agrégats surfaciques. En effet, la résolution spatiale de la SPRI est inférieure à celle accessible

en microscopie de fluorescence. Le principe de ce procédé est présenté en figure 3.2. Une fois les

surfaces fonctionnalisées avec les peptides, ils seront biotinylés en employant des biotines-NHS (N-

hydroxysuccinimide). Ce couplage est réalisé en conditions basiques à pH 8,5, pour 2 heures, à 25˚C,

avec la biotine-NHS à 250 µM. La passivation puis l’exposition à la streptavidine-phycoérythrine (SAPE)

permettront la révélation des plots par fluorescence de cette dernière. Un protocole plus détaillé est

présenté en annexe 6.2.2.2.

Figure 3.2 – Principe du protocole de révélation des plots de peptide par fluorescence. Le couplage des
biotines (représentées en bleu ici) se fait sur les amines primaires.

3.1.2 Optimisation du procédé de dépôt des peptides

3.1.2.1 Influence de la composition de la solution de dépôt sur le spotting

Comme déjà introduit (3.1.1.1), la composition de la solution de dépôt est cruciale pour une bonne

fonctionnalisation des surfaces, notamment concernant la solubilité des sondes et l’hygroscopie de la

solution. Pour améliorer ces paramètres, des gammes croisées de solvant et de glycérol ont été testées.

Le solvant organique de prédilection pour les peptides est généralement le diméthylsulfoxyde (DMSO).

Toutefois, sa température de fusion haute (18,5 ˚C) peut rendre son emploi parfois complexe, d’autant plus

qu’il aura une viscosité très dépendante de la température. Ainsi, le choix s’est porté sur l’usage du N,N-

diméthylformamide (DMF), qui présente des propriétés de solvant et d’hygroscopie similaires au DMSO,
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pour un point de fusion à –61˚C. Le glycérol, quant à lui, est utilisé principalement pour sa capacité à

retenir des molécules d’eau par liaisons hydrogène via ses trois groupes alcool. Sa viscosité élevée permet

également de limiter l’étalement des gouttes en surface, amenant une protection supplémentaire face au

risque de coalescence entre plots voisins.

Enfin, au-delà du comportement que la goutte déposée adoptera en surface, une bonne fonctionna-

lisation passe également par une éjection propre des gouttes depuis la buse de l’automate. C’est-à-dire

que le solvant utilisé ne doit pas être trop mouillant vis-à-vis de la surface de la buse, pour éviter la

rétention de gouttes sur celle-ci. Le revêtement de cette dernière n’étant pas divulgué par le fabricant, il

est difficile d’optimiser cet aspect du processus de fonctionnalisation autrement qu’empiriquement. De

plus, les conditions atmosphériques – température et humidité – au sein de l’enceinte de l’automate ont

également une forte influence. Des défauts dans le contrôle de cette étape peuvent par exemple entraîner

une éjection en spray ou encore la coalescence de plots voisins si l’éjection se fait en biais par rapport à la

normale (figure 3.3).

Figure 3.3 – Exemples de soucis engendrés par une mauvaise éjection de goutte. A – éjection de goutte
provoquant des satellites. B – déviation de la goutte par rapport à la buse. C – observation en SPRI d’un

dépôt troublé par une mauvaise éjection des gouttes de peptide.

L’optimisation des conditions de dépôt s’est faite en deux étapes. D’abord en travaillant sur un seul

peptide pour isoler les compositions de solvant menant à des plots répétables sans soucis d’éjection.

Ce critère sera jugé sur le spotting et l’allure en fluorescence des plots déposés et révélés. Ensuite

en généralisant le dépôt sur tous les peptides à tester pour vérifier les bonnes conditions d’éjection et

l’homogénéité, quel que soit le peptide. Ce critère sera jugé sur les paramètres de goutte mesurés par

l’automate et à nouveau sur la fluorescence.

Exploration d’une gamme croisée DMF/glycérol

Le dépôt de BNC, peptide présentant une unique amine primaire en N-terminal, avec différentes

compositions de solvant a été réalisé dans 10 cas différents. Des mélanges à 15 ou 30 % de DMF et à 0,

5, 10, 15 et 20% (volume par volume) de glycérol ont été utilisés. Le dépôt est effectué avec 6 gouttes

de chaque solution. Le volume de chaque goutte dépendait de la nature de sa composition, mais variait

généralement entre 280 et 360 pl, soit un volume global de l’ordre de 1,7 à 2,2 nl. Les compositions à

D15G15 (15 % DMF et 15 % glycérol), ainsi que D30G10 ont donné les résultats les plus satisfaisants,

sans souci d’éjection ni disparités dans les plots formés. Les diamètres moyens des plots ainsi déposés

étaient respectivement de 316±6µm et 311±3µm, sur un échantillon de 4 plots.

Ces deux compositions de solvants sont donc conservées pour expérimenter le dépôt des 13 peptides
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étudiés.

Application à la bibliothèque entière de peptides

Dans cette étape, les 13 peptides sont testés pour un dépôt à 100µM, avec les deux différents solvants

précédemment identifiés, D15G15 et D30G10.

De prime abord, on constate lors du processus de dépôt que la composition D30G10 donne des

gouttes de volume moins régulier (voir figure 3.4). Cette diminution après dépôt est dommageable, car

elle entraîne une incertitude sur le volume exact de solution déposée, qui peut ainsi diminuer jusqu’à 20%

entre le premier et le dernier dépôt. Pour cette raison, nous écarterons l’utilisation de D30G10.

Figure 3.4 – Ratio des volumes de goutte à l’éjection de la buse, avant et après dépôt sur le substrat pour
chaque peptide (Vpost/Vpre).

Par ailleurs, il faut noter qu’en amont de cette série de dépôts, une optimisation des conditions

atmosphériques de dépôt a été faite et a abouti à la sélection d’une humidité relative de 60%. La température

de la pièce, contrôlée, varie de 19 à 26˚C. Cela permet de limiter l’évaporation des gouttes avant leur

mise en chambre humide, tout en évitant la présence résiduelle d’humidité sur la buse après rinçage de

l’échantillon, qui peut engendrer des satellites (voir figure 3.3–B par exemple).

Des données en microscopie de fluorescence obtenues après cette expérience, il ressort que l’utilisation

de D15G15 amène un processus de dépôt plus stable, tout en produisant des plots globalement homogènes

(figure 3.5.A). On observe alors l’allure classique de plots qui ont partiellement séché au cours de

l’assemblage, ce qui entraîne une auréole extérieure à l’intensité moins forte. D’autre part, on vérifie

également que les peptides ne présentant pas d’amines primaires (bacténécines immobilisées en N-ter)

n’engendrent pas de fluorescence notable (données non montrées). On note toutefois que certaines espèces

présentent des agrégats sur les images (voir figure 3.5.B)). Par ailleurs, la présence de « queues de

comète », dues au rinçage des substrats après auto-assemblage, vient renforcer l’intérêt d’utiliser un

espacement inter plots suffisamment grand pour éviter toute contamination croisée. La présence de ces

défauts n’est pas observée sur l’intégralité des plots, ce qui tendrait à montrer qu’il y a un effet lié à la

séquence pour l’immobilisation d’un peptide à l’autre. Ce sont effectivement les peptides à la masse

moléculaire la plus élevée (magainine et leucocines) qui présentent ces « queues de comète ». Des



96 Chapitre 3. Détection en milieu modèle et caractérisations de surfaces

optimisations dans le processus de rinçage et lavage des échantillons viendront par la suite minimiser ces

effets de coulure.

Figure 3.5 – Allure en microscopie de fluorescence de plots obtenus avec l’utilisation du solvant D15G15
(zoom 4x – exposition 40 ms – gain 4). A – Bacténécine naturelle immobilisée en C-ter. B – Leucocine

aléatoire.

Pour limiter la formation d’agrégats en surface, une ultime piste a été explorée : l’ajout de chaotropes

dans les solutions de dépôt.

Évaluation de l’effet des chaotropes sur le dépôt de peptides

Les chaotropes sont des petites molécules couramment utilisées pour interférer avec les biomolécules

ayant une forte tendance à former des agrégats.433 Ils agissent en s’opposant aux interactions non

covalentes, facilitant ainsi la solubilisation des molécules. L’urée et le chlorure de guanidinium seront ainsi

utilisés à une concentration de 3,3 M dans le solvant D15G15 pour s’assurer une complète dénaturation.

La comparaison sera effectuée sur la leucocine aléatoire, qui présentait quelques agrégats avec l’utilisation

de D15G15 seul (voir figure 3.5).

Figure 3.6 – Effets de l’ajout de chaotropes dans la solution de dépôt. A – Image obtenue par microscopie
de fluorescence (zoom 4x – exposition 40 ms – gain 4). B – Niveaux de gris moyens obtenus, mesurés avec

IMAGEJ sur 4 réplicats. Les barres d’erreur représentent les moyennes des écarts-types.

Il ressort de cette série de dépôts plusieurs éléments (figure 3.6). D’une part l’ajout de chaotropes

diminue l’intensité globale de la fluorescence des plots, ce qui signifie une densité de greffage des
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molécules inférieure. Par ailleurs, dans le cas du chlorure de guanidinium, les plots présentent un aspect

quasi « pelés », suggérant qu’il empêche l’accroche des peptides en surface jusqu’au moment du rinçage

des plots. Ainsi, dans les conditions expérimentées, l’apport de ces agents chaotropiques ne semble pas

apporter de plus-value suffisante pour conserver leur usage systématiquement.

La suite des expériences de fonctionnalisations se déroulera donc avec le solvant D15G15, dans les

conditions décrites par le protocole présent en annexe 6.2.2.

3.2 Mise en œuvre des biopuces à PAM pour la détection en milieu simple

La première vérification de la bonne fonctionnalisation des prismes par les peptides est l’imagerie

SPR. En effet, si la microscopie de fluorescence permet de s’assurer qu’il y a effectivement présence de

peptides en surface, l’élément prépondérant reste la capacité d’interaction avec les bactéries. La mise

en œuvre de la détection de bactéries via SPRI est donc le meilleur moyen de s’assurer de la bonne

fonctionnalité des peptides une fois les plots déposés.

Dans un premier temps, nous avons effectué des suivis comparatifs avec les quatre souches de

pathogènes ciblées, en regard d’un suivi sur cuve stérile (3.2.1). Les objectifs étaient d’une part de

s’assurer que la détection est possible et d’autre part d’évaluer la variété des signaux obtenus en fonction

des bactéries en présence. Ensuite nous avons évalué des stratégies de fonctionnalisation alternatives

(3.2.2). Dans un premier temps, les prismes utilisés présentaient uniquement des plots composés à 100 %

de peptides, et déposés avec une solution à 100 µM. Cette concentration avait été définie comme optimale

pour l’auto-assemblage des peptides en surface lors des travaux préliminaires réalisés par Agnès Roux. Le

fond de ces puces était bloqué à l’aide d’un PEG thiolé de masse moléculaire moyenne de 2kDa (à 2 mM,

25˚C et 92% d’humidité relative, pour deux heures)

3.2.1 Comparaison de cinétiques d’interaction en milieu simple

La vérification de la présence d’interactions entre les sondes nouvellement synthétisées et les bactéries

est primordiale avant de procéder à toute tentative de détection en milieu complexe. Pour ce faire, le

milieu de culture de référence choisi est à nouveau le TSB, avec un protocole mis en place similaire

à ce qui avait été réalisé au laboratoire auparavant (voir partie 2.2.1.2). Brièvement, cela consiste à re

suspendre une colonie en TSB pour pré-culture la veille d’un suivi, avant d’effectuer des dilutions en

cascade jusqu’à la concentration voulue, de l’ordre de 1 à 102 UFC.ml-1, en fonction du pathogène. Un

inoculum est alors injecté dans la chambre SPR, tout en effectuant plusieurs étalements pour quantifier la

concentration initiale des suivis. Cette façon de procéder implique que chaque expérience est réalisée sans

avoir de connaissance précise de la concentration initiale des bactéries dans la cuve de l’imageur SPR.

C’est notamment la standardisation du protocole de pré-culture qui permet d’assurer que l’inoculum se

situe dans la plage de concentration souhaitée. Le fait d’observer des bactéries vivantes – et non tuées

par la chaleur ou des radiations comme c’est souvent le cas dans la littérature – nous rapproche ainsi les

expériences du cas réel en hémoculture. Cela implique toutefois une part aléatoire dans les expériences,

notamment à faible concentration, où le risque d’un inoculum sans bactéries est présent.

Cette méthodologie a été appliquée sur les quatre souches pathogènes différentes, ainsi qu’avec une

injection blanche – en absence de bactéries (figure 3.7).
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Figure 3.7 – Variations cinétiques de la réflectivité en SPRI pour le nouveau jeu de peptides. Les courbes
sont la moyenne de 6 plots. Les concentrations sont celles dans la cuve en début de suivi, après injection

d’un inoculum de 100 µl dans 1900 µl de bouillon digéré de soja-caséine (TSB). Les bactéries sont
cultivées pour 18 heures en TSB à 37˚C et sous agitation à 200 tours par minute. A – Staphylococcus

aureus résistant à la méticilline (SARM), concentration initiale de 23±6 UFC.ml-1. B – Escherichia coli
sérotype O157:H7, concentration initiale de 72±12 UFC.ml-1. C – Staphylococcus aureus sensible à la

méticilline (SASM), concentration initiale de 2,6±0,4 UFC.ml-1. D – Escherichia coli sérotype
O1:K1:H7, concentration initiale de 97±8 UFC.ml-1. E – Injection blanche d’un inoculum sans

bactéries.

D’une première part, l’intégralité des souches testées a effectivement été détectée avec succès. Le saut

de détection caractéristique qui intervient après une faible phase de dérive initiale de plusieurs heures

est ainsi visible sur la majorité des peptides. Par ailleurs, les amplitudes des sauts sont différentes d’un

peptide à l’autre. Cela semble confirmer que chaque souche possède un profil d’affinité qui lui est propre.

Réciproquement, chaque peptide présente des affinités différentes en fonction du pathogène ciblé. Il est
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également intéressant de noter qu’il n’y a pas eu de faux-négatif, impliquant donc la perte probable de

l’activité antimicrobienne des peptides, sans perte de celle de reconnaissance. Des expériences précédentes

au laboratoire avaient en effet montré que l’immobilisation de molécules antibiotiques – la vancomycine –

à haute concentration empêchait la détection des bactéries, à cause de leur action biocide très rapide sur

les bactéries ciblées.224

La leucocine A 24 présente les performances de détection les plus précoces dans trois cas sur quatre

parmi les différents peptides – seul le suivi sur SASM fait exception. Concernant E. coli et S. aureus, cette

observation est conforme aux expériences préliminaires, qui avaient été réalisées avec des concentrations

initiales similaires (voir partie 2.2.1.2). Par exemple, la détection d’E. coli O157:H7, à initialement (72 ±
12) UFC.ml-1, par la leucocine est réalisée en environ 8 h 30. Ceci est équivalent aux temps de détection

auparavant obtenus par détection via anticorps en sérum dilué par la technique Culture-Capture-Mesure.211

Il faut toutefois souligner que la détection en TSB est a fortiori plus favorable qu’en sérum dilué.

Figure 3.8 – Valeurs finales de variation de réflectivité en SPRI lors de suivis cinétiques ciblant
Staphylococcus aureus résistant à la méticilline (SARM), Staphylococcus aureus sensible à la méticilline
(SASM), Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli O1:K1:H7. Les valeurs sont la moyenne de 6 plots,
l’écart-type est pris sur la même population. Ces expériences sont les mêmes que celles présentées en

figure 3.7
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L’interprétation des variations finales d’amplitude des signaux (figure 3.8) permet de tirer plusieurs

observations. Il faut toutefois souligner qu’elle n’est pas directe : les différents plots de peptides peuvent

présenter des sensibilités et des dérives initiales différentes, il faut donc interpréter ces données tout en

s’appuyant sur l’allure des courbes cinétiques (figure 3.7). En dehors du suivi sur E. coli O1:K1:H7, on

remarque que les peptides nouvellement introduits fournissent des performances relativement homogènes.

Les suivis de détection sur S. aureus donnent une réponse de l’ordre de 25 à 35 % de variation de

réflectivité, tandis que l’amplitude sur E. coli est moindre : environ 10%. Il n’est cependant pas possible

de mettre en évidence un ou plusieurs peptides avec un comportement particulier sur les deux souches

de S. aureus et E. coli O157:H7. Ceci est en cohérence avec leur nature similaire. Les leucocines et la

magainine, peptides gardés comme référence par rapport aux expériences préliminaires, montrent eux des

allures singulières. Il s’agit notamment de réponses de faible amplitude pour la leucocine aléatoire (sur

tous les suivis) et la magainine (sur E. coli O157:H7). Les peptides nouvellement introduits sont donc

généralement plus affins aux bactéries testées que ces deux sondes. De plus, la leucocine aléatoire répond

toujours de façon moindre à l’originale. L’enchaînement des acides aminés de la version aléatoire est donc

moins favorable à l’interaction avec les membranes bactériennes. Cela vient confirmer une fois de plus le

constat déjà réalisé concernant l’importance de la structuration indispensable des peptides afin d’interagir

avec les pathogènes.

Par ailleurs, on note qu’il y a peu de différences notables dans les réponses en fonction de l’orientation

en N-ter ou C-ter de l’immobilisation, excepté pour la cécropine-mélittine avec E. coli O1:K1:H7. Ce suivi

de détection d’E. coli O1:K1:H7 est le seul à montrer une forte dispersion dans les réponses, ce qui vient

nuancer une influence réelle de l’immobilisation sur la reconnaissance des bactéries. Toutefois la détection

de tous les pathogènes testés est bien obtenue en milieu simple, les peptides antimicrobiens nouvellement

introduits conservent leur capacité d’interaction avec les bactéries une fois immobilisés. Cela valide le

transfert de ces sondes vers des milieux plus complexes comme le plasma, puis éventuellement le sang,

afin de se rapprocher des conditions finales d’application du système.

Enfin, les résultats présentés sont ici issus de surfaces fonctionnalisées avec une séquence peptidique

par plot. L’utilisation de surfaces mixtes pourrait permettre d’élargir les capacités d’interaction des puces

avec les bactéries. Cette piste est explorée dans la partie suivante.

3.2.2 Approche alternative de fonctionnalisation : co-mélanges surfaciques entre peptides

et PEG

Figure 3.9 – Principe de la co-dilution surfacique : les PEG augmentent l’espacement entre peptides.

Une solution pour augmenter l’affinité d’une surface peut être de co-diluer les sondes avec des

molécules inertes qui vont jouer le rôle de « diluants surfaciques ». Cela peut notamment augmenter la

surface spécifique des sondes ou encore limiter l’encombrement stérique autour des sondes en réduisant

leur densité de greffage. Plusieurs méthodes permettent d’arriver à ce résultat, les principales étant
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l’utilisation de monocouches autoassemblées mixtes suivi d’un greffage des sondes360 ou la préparation

d’un co-mélange avec des molécules inertes dans les solutions de dépôt.434 Le désavantage de la première

méthode dans le cadre de l’élaboration de biopuces est le caractère hydrophile des couches mixtes, qui

complique le dépôt matriciel des sondes. En effet dans ce contexte, les gouttes déposées s’étalent plus en

surface, ce qui augmente le risque de coalescence des plots. C’est pour cela que la deuxième option a été

explorée, avec l’inclusion de PEG thiolés dans les solutions de dépôt. Ces derniers jouent ainsi le rôle

d’espaceurs en surface des plots, en supposant qu’il n’y a pas d’auto agrégation des peptides (voir figure

3.9).

Dans cette idée, on peut évaluer par exemple des co-mélanges à concentration constante de molécules

thiolées, mais en variant les proportions entre peptides et PEG. Cela a été réalisé dans les proportions

suivantes : 100, 75, 50, 25, 10 et 0 % de peptide – le complément (soit respectivement 0, 25, 50, 75, 90

et 100 %) provenant du PEG thiolé 2000 Da. En première intention, un suivi a été réalisé avec SASM,

qui donnait les réponses avec le plus d’amplitude dans les suivis à 100% (figure 3.7). Cela devrait donc

permettre d’observer plus aisément les potentielles variations d’amplitude introduites par les surfaces

co-mélangées. Les valeurs de variation de réflectivité utilisées ont été prises au moment moyen du saut de

détection, pour comparer tous les peptides au même temps de suivi. Pour s’affranchir des effets de dérive, la

valeur référence est prise relativement à celle trois heures avant ce saut, soit ∆R =∆Rsaut−∆R3 h avant .

Enfin, pour une interprétation plus simple, ces valeurs sont représentées en écart relatif entre les plots à

100% de peptide et ceux à 100% de PEG (figure 3.10). Cela permet de mettre en évidence l’apport du

peptide dans la réponse.

Figure 3.10 – Écart relatif de réflectivité lors du saut de détection pour différents co-mélanges de peptides
et PEG lors de la détection de SASM. L’écart relatif est calculé par rapport au signal à 100% pour

chaque peptide ainsi qu’à 0%, soit le signal du PEG thiolé. Cela correspond à calculer
∆Ri−∆R100%PEG

∆R100%peptide−∆R100%PEG
·100. La référence pour la variation de réflectivité ∆R est prise 3 heures

avant le saut. Par souci de lisibilité, l’intégralité des peptides n’est pas représentée, mais uniquement
certains qui permettent de montrer la diversité des réponses obtenues.
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La détection à l’aide de ces surfaces mixtes permet de mettre en avant les différences de comportement

d’un peptide à l’autre. La pénétratine N-ter, lorsqu’elle est présente à 75% et 50% de ratio peptide:PEG,

présente une réponse proche d’un résultat linéaire, avec 64% et 44% de signal supplémentaire par rapport

au PEG seul. Cela n’est pas le cas pour CMN qui présente un signal à 75% qui est en moyenne supérieur

à celui du 100%. Il pourrait s’agir ici d’une co-dilution qui permettrait au peptide de plus librement

interagir avec les bactéries, en présentant par exemple un encombrement minime ou bien une plus grande

surface spécifique. Toutefois, ces plots de CMN à 75% montrent également une grande dispersion, ce qui

peut impliquer que la fonctionnalisation de surface de ce mélange n’est pas répétable. Enfin, les ratios à

moins de 50% présentent le plus souvent (en dehors de CM15 en N-ter à 10%) une réponse inférieure à

celle de leur ratio. Une explication pourrait venir de l’existence d’une densité seuil de peptide en surface

afin d’obtenir une interaction avec les bactéries. Une autre interprétation pourrait être que le PEG2000,

structuré en pelote, recouvre les peptides lorsqu’il est présent en majorité. L’emploi de PEG plus courts,

qui adopteraient une structure en brosse sur la surface, pourrait permettre d’atteindre un réel effet de

dilution sans risque de masquer les peptides. Il reste que la relation de linéarité que l’on aurait pu supposer

entre les ratios de peptide et l’augmentation de réponse en SPRI n’est pas observée.

Il faut cependant nuancer ces résultats par le fait que les ratios présentés ici sont ceux préparés en

solution, ce qui peut introduire un biais. En effet, une dernière explication concernant les différences de

réponse des co-mélanges pourrait simplement être une quantité de peptide en surface qui ne correspondrait

pas à celle en solution. Pour remédier à cela, il est donc important de caractériser les surfaces mixtes,

concernant leur densité, mais également les ratios des mélanges. Deux techniques vont principalement

être employées pour cela : la mesure d’angle de contact, ainsi que la spectrométrie photoélectronique X

(XPS).

3.3 Caractérisation de la fonctionnalisation des puces par les peptides

3.3.1 Mesures d’angle de contact

Une des hypothèses expliquant l’attachement préférentiel de bactéries sur une surface est la dimi-

nution de l’énergie surfacique.435,436 Une surface permettant la réduction de la tension superficielle des

membranes bactériennes favoriserait alors le passage de l’état planctonique à l’établissement en biofilm.

Pour vérifier cela, il est intéressant de mesurer l’angle de contact des monocouches peptidiques. Cette

mesure permet d’accéder à une estimation de l’énergie superficielle et donc du caractère hydrophile plus

ou moins élevé de la surface. Ceci est réalisé sur 3 peptides qui présentent des similarités en taille, mais

des comportements différents face aux bactéries : la leucocine, sa version aléatoire et la magainine. Des

lames d’or ont été entièrement recouvertes de couches sans co-mélange de ces peptides, ainsi que de

couches mixtes entre séquences peptidiques et PEG800 thiolé. Enfin, des couches à 100% de PEG800 ont

aussi été utilisées comme référence. Trois séries de mesures ont été effectuées sur ces échantillons (figure

3.11).

De ces résultats ressortent deux informations principales. D’une part, on voit que la leucocine présente

des propriétés différentes selon qu’elle soit naturelle ou rendue aléatoire. En effet, Leuc. A 24 forme une

surface moins hydrophile que la version aléatoire (55˚ contre 48˚), ce qui est en accord avec la théorie
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Figure 3.11 – Angles de contact absolus et relatifs au PEG800–SH, obtenus pour différents types de
couches (à 100% ou mixtes). Les données sont obtenues sur un ensemble de 3 réplicats.

A – Valeurs absolues d’angle de contact obtenues.
B – Valeurs relatives (obtenues grâce à anglepep−angle0%

angle100%−angle0%
).

présentée précédemment exposée. Cependant, en comparaison avec la Magainine 1, qui présente une

surface encore moins hydrophile (62˚), n’a pas pour autant de meilleures performances en détection

SPRI. Cela indique que l’affinité préférentielle des bactéries pour les surfaces fonctionnalisées n’est pas

uniquement favorisée par la diminution de l’énergie superficielle. Si cela est sans doute un prérequis, la

structuration adéquate et la présence de résidus favorablement orientés en surface semble donc tout autant

nécessaire.

Par ailleurs, on voit (en figure 3.11.b) que les mélanges à 50 % en PEG ne donnent pas des résultats

purement intermédiaires entre la surface de peptide à 100% et celle de PEG à 100%. La version aléatoire

de la leucocine présente même un ratio supérieur à 100%, ce qui, en considérant l’incertitude élevée,

correspondrait à une absence de différence entre le 50 et le 100%. Le peptide aurait alors une cinétique de

greffage en surface plus rapide que les PEG800-SH. Ces résultats suggèrent à nouveau que les surfaces

mixtes ont des proportions surfaciques très différentes des ratios présents en solution, notamment en

fonction de la nature de la séquence du peptide.

3.3.2 Caractérisation de la densité de greffage par analyses XPS

La caractérisation des densités de greffage des molécules est particulièrement intéressante pour

trancher entre les différents types d’interaction qui peuvent avoir lieu avec les bactéries. En effet, une forte

densité implique également une capacité de changement de conformation potentiellement faible et des

interactions alors gouvernées par les propriétés physico-chimiques. La densité surfacique d’immobilisation

des molécules alors déterminée permet d’estimer si les sondes sont espacées ou non et donc d’en déduire

le type d’interaction potentiellement à l’œuvre.

Ces expériences d’analyse en spectrométrie photoélectronique X (XPS) ont été menées par Vincent

Humblot (Laboratoire de réactivité de surface, Sorbonne Université, Paris). Les échantillons suivants

furent analysés en triplicats :

— Surfaces à 100 % pour la leucocine, sa version aléatoire, la magainine et le PEG800 ;

— Surfaces mixtes pour ces trois peptides à 50 % (ratio molaire en solution) avec le PEG800.

Nous aborderons dans un premier temps la caractérisation de la densité de greffage des surfaces
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élaborées à partir d’une seule espèce (3.3.2.1). Ensuite, le cas des couches mixtes sera étudié, avec une

approche différente, permettant principalement de’accéder à une estimation des ratios de greffage en

surface (3.3.2.2).

Succinctement, les analyses XPS se basent sur la mesure du spectre d’émission photoélectronique

obtenu lorsqu’un échantillon est bombardé par des rayons X. Ce spectre va présenter des photoélectrons

avec des énergies dont la valeur dépend de la composition élémentaire de l’échantillon et du type de

liaisons mises en jeu.

3.3.2.1 Le cas des surfaces à 100% de peptide ou PEG

Pour les surfaces non mixtes, la démarche consiste tout d’abord à évaluer l’épaisseur équivalente de

la couche déposée, en supposant que celle-ci soit homogène. L’hypothèse retenue est que les peptides

utilisés présentent des hélices α , tandis que les PEG devraient présenter une couche dense en pelote. Un

premier modèle permet d’évaluer cette épaisseur de couche en fonction des signaux reçus pour l’or et le

soufre (respectivement les électrons Au4 f et S2p). L’utilisation de ces signaux implique l’hypothèse que le

soufre est absent d’une éventuelle pollution de l’échantillon.

Il est ensuite possible d’utiliser l’épaisseur ainsi déterminée pour déduire le nombre de molécules en

surface, en utilisant la masse volumique théorique de celles-ci :

nmol =
ρmol ·dmol ·NA

Mmol
(3.1)

Avec n, densité surfacique molécules.nm−2, ρ la densité volumique théorique, d l’épaisseur équiva-

lente de la couche déposée, NA le nombre d’Avogadro et Mmol la masse moléculaire.

Molécule immobilisée Épaisseur équivalente (Å) Densité de greffage (molécules par nm2)

Leucocine A 24 67,5±3,2 2,0±0,1

Leuc. aléatoire 72,6±1,7 2,1±0,1

Magainine 1 50,7±2,3 1,5±0,1

PEG800-SH 31,6±0,3 3,0±0,1

Tableau 3.1 – Épaisseurs équivalentes et densités surfaciques pour les surfaces de peptides ou PEG800 à
100 %. Les écarts-types sont calculés sur 3 séries de réplicats.

L’application de ce modèle aux analyses menées par V. Humblot nous a permis de remonter à des

densités de greffage de l’ordre de quelques molécules par nm2 (tableau 3.1). Les valeurs ainsi obtenues

sont en cohérence avec d’autres exemples de la littérature pour des peptides,424 tout comme pour des

monocouches de polymères408 ou encore des molécules d’ADN.434

En supposant les molécules uniformément réparties sur la surface, on obtient une formule qui permet

d’estimer la distance moyenne entre elles :

dinter−molecules =
√

Sgre f f age (3.2)

Avec Sgre f f age, la surface en nm2 occupée par une molécule. Les distances moyennes théoriques ainsi
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calculées sont données dans le tableau 3.2.

Molécule immobilisée Distance inter- ondes (Å)

Leucocine A 24 7,1±0,2

Leuc. aléatoire 6,9±0,2

Magainine 1 8,1±0,2

PEG800-SH 5,8±0,1

Tableau 3.2 – Distances théoriques entre les sondes en supposant une répartition uniforme.

En considérant que le diamètre moyen d’une hélice α est de 12 Å, on obtient ainsi des valeurs

proches d’une couverture totale de la surface par les peptides. Cela va dans le sens d’une surface où les

peptides seraient si densément greffés qu’il n’y aura que peu de place pour une structuration au contact

des membranes bactériennes. Les interactions seraient donc principalement gouvernées par les propriétés

macroscopiques des surfaces plutôt que via des interactions individuelles peptides–bactéries.

3.3.2.2 Surfaces mixtes peptides–PEG

Dans le cadre de couches mixtes, l’utilisation du modèle précédent pour des dépôts homogènes n’est

plus possible. Il faut mettre en jeu les signaux d’autres électrons qu’uniquement ceux de l’or et du soufre.

Un système d’équations est donc défini pour discerner la contribution aux signaux de trois composés : le

peptide, le PEG800 et une pollution externe inévitable supposée majoritairement carbonée.

Ntot

Ctot
= αpep

Cpep

Ctot
(3.3)

C286,3

Ctot
= γpep

Cpep

Ctot
+

CPEG

Ctot
(3.4)

Cpep

Ctot
+

CPEG

Ctot
+

Cpollution

Ctot
= 1 (3.5)

Les coefficients αpep et γpep sont déterminés à partir de la composition de chaque peptide. Respecti-

vement ils représentent le ratio d’atomes d’azote par rapport aux atomes de carbone, ainsi que le ratio

d’atomes de carbone pris dans une liaison avec un atome d’oxygène (−C−O−), par rapport au total des

atomes de carbone. En effet, les photoélectrons à 286,3 eV sont caractéristiques des carbones impliqués

dans cette liaison, typique du motif éthylène glycol. L’équation 3.3 permet d’utiliser ce coefficient pour

remonter à la part de peptide dans le signal du carbone obtenu. L’équation 3.4 permet elle d’utiliser le

signal des photoélectrons du Carbone à 286,3 eV pour déterminer la portion due au PEG800-SH. Enfin,

l’équation 3.5 vient estimer la part résiduelle du signal, due à la pollution externe, de nature non identifiée.

De façon intéressante, ce système d’analyse nous permet non seulement d’évaluer les ratios surfaciques

entre peptides et PEG (tableau 3.3), mais également d’évaluer la part de pollution présente sur les surfaces

à 100% (tableau 3.4). Il faut noter cependant que les parts de pollution ainsi exprimées sont estimées

sans connaître leur nature exacte, on ne peut donc pas les considérer comme un pourcentage molaire de

molécules carbonées polluantes. Il s’agit d’un ratio basé sur la présence relative d’atomes de carbone
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Peptide immobilisé (co-dilué au PEG800-SH) Leucocine A 24 Leuc. aléatoire Magainine 1

Ratio peptide / PEG800-SH (%) 70,9±1,8 89,2±2,5 37,0±0,7

Tableau 3.3 – Ratios surfaciques en pourcentage molaire pour des couches mixtes fonctionnalisées à
concentration égale de PEG et peptide en solution. Les écart-s-ypes sont calculés sur 3 séries de

réplicats.

n’appartenant ni aux peptides,ni aux PEG. Le ratio molaire équivalent serait donc a priori plus faible,

cette pollution se présentant probablement sous la forme de chaînes hydrocarbonées.

Molécule immobilisée Leucocine A 24 Leuc. aléatoire Magainine 1 PEG800-SH

Part estimée de pollution (%) 89,6±3,2 91,2±0,1 91,2±0,5 86,4±3,2

Tableau 3.4 – Estimations des parts de pollution observées pour des couches de molécules sans
co-mélange. Les écart-s-ypes sont calculés sur 3 séries.

De ces résultats transparaissent plusieurs conclusions. Tout d’abord, le rapport de concentration en

solution ne se retrouve absolument pas en surface lorsque l’on met en jeu des molécules différentes (masse

molaire et longueur). Cela vient renforcer les résultats déjà observés à l’aide de mesures de l’angle de

contact, où les surfaces mixtes présentaient des angles différents de la moyenne des deux surfaces sans

co-mélange.

De plus, l’analyse en XPS a permis de révéler qu’il existait une part importante de pollution de nos

surfaces, due à la technique de fonctionnalisation choisie. En effet, l’immobilisation des molécules en

surface se faisant à l’air libre, de nombreuses molécules carbonées peuvent venir se déposer sur nos

surfaces.

Pour la suite, nous conserverons donc uniquement les plots non co-dilués, afin de s’assurer le contrôle

de la composition de la surface. Ceci est également en cohérence avec les résultats présentés en partie

3.2.2, où nous avions vu que les surfaces mixtes présentaient généralement un saut de détection plus faible

que les surfaces avec peptides non co-dilués.

3.4 Conclusions du chapitre

Les peptides nouvellement introduits au cours de cette thèse ont permis de détecter avec succès

les quatre pathogènes ciblés en milieu de culture simple. La détection des bactéries a été réalisée sans

observer d’activité biocide qui empêcherait la croissance de ces dernières. La voie de fonctionnalisation

choisie pour les peptides, avec un espaceur composé de trois β–alanines leur permet ainsi de reconnaître

les membranes bactériennes, sans pour autant les détériorer. Il y a donc probablement une perte de

l’activité bactéricide des PAM, du fait de l’immobilisation ainsi obtenue, très dense en surface. L’activité

de reconnaissance est elle cependant conservée, ce qui est essentiel pour la suite des travaux. Par ailleurs,

les réponses obtenues, bien que présentant des affinités différentes en fonction des couples peptide/bactérie

considérés, sont relativement homogènes. Identifier une bactérie en fonction de ces réponses va amener à

remettre en cause l’approche classique clef-serrure, où une seule sonde reconnaît une seule cible, au profit

d’une interprétation plus globale de la réponse du capteur. Ceci sera abordé au chapitre suivant, par la
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mise en place d’analyses exploratoires de données.

Sur un autre pan, si la technique d’immobilisation suivie a montré de bons résultats pour la détection,

elle a montré ses limites concernant le contrôle fin des états de surface. En effet, si les surfaces non

co-mélangées ont donné une densité de fonctionnalisation élevée et proche des résultats auparavant

observés, les surfaces mixtes se sont révélées plus complexes à mettre en œuvre. D’une part les ratios en

solution ne se retrouvent pas en surface ce qui impliquerait une caractérisation fine dès qu’un nouveau

type de surface est produite. D’autre part, ces ratios mixtes n’ont pas montré de façon répétable des

performances améliorées par rapport aux surfaces de peptide à 100%. Cela a toutefois permis de souligner

la possible existence d’un « effet seuil », d’une concentration surfacique en peptide en deçà de laquelle la

détection n’est plus réalisée. Il n’a cependant pas été déterminé si ce seuil provenait d’une perte d’affinité

du peptide à faible concentration surfacique ou bien d’un recouvrement des sondes par le PEG2000,

dont l’immobilisation en pelote pourrait recouvrir les peptides. La mise en place d’approches faisant

varier les longueurs et natures d’espaceur ainsi que d’agent co-diluant pourraie permettre d’affiner la

compréhension à un niveau plus fondamental de ces mécanismes d’interaction. Il reste cependant que

l’emploi des surfaces élaborées uniquement à partir des peptides permet d’obtenir la plus grande intensité

d’interaction avec les pathogènes. Ceci justifie de conserver cette voie de fonctionnalisation par la suite.

Les sondes pré-électionnées, directement immobilisées sans co-mélange sur puces, sont prometteuses

pour une utilisation en matrice complexe – sérum ou sang. L’introduction de ce nouveau paramètre

présente le risque d’augmenter sensiblement les interférences entre la matrice et les PAM. Ces derniers,

de nature cationique et amphiphile, possèdent effectivement un potentiel d’interaction très élevé avec les

composants du sang – cellules et surtout protéines.437 Les peptides sélectionnés,aux propriétés a priori

similaires (cationiques, amphiphiles et à hélice α) ont montré des résultats variés. Avec des séquences et

notamment des compositions en acides aminés variées, il en sera donc probablement de même avec les

interférences depuis le milieu sanguin.

Le passage d’un milieu simple tel que le TSB à un milieu plus complexe risque également de remettre

en cause la méthodologie employée jusqu’à alors. Que ce soit au niveau de la chimie de surface, des

opérations en SPRI ou encore du traitement de données, des ajustements seront probables. Le chapitre

suivant sera l’objet de ces ajustements, ainsi que des performances que le jeu de peptides aura montré

esen milieu complexe. Il se clora par l’évaluation de méthodes d’analyse exploratoire de données à partir

des résultats ainsi obtenus.
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Chapitre 4

Détection de pathogènes à faible concen-

tration en milieu complexe

4.1 Adaptation de la stratégie de détection aux milieux complexes

4.1.1 Le milieu sanguin : composition et fonctions

Au-delà de son rôle prépondérant dans le développement récent de tests de diagnostic rapides au

chevet du patient,438 le sang est avant tout un liquide biologique indispensable.439,440 Il constitue en effet

une matrice complexe réalisant un grand nombre de fonctions majeures pour l’organisme, étant ainsi un

organe à part entière. Chaque individu possède en moyenne 4 à 6 litres de sang – soit 7 à 8 % de la masse

totale de l’organisme. Ce volume est constitué d’une fraction cellulaire de généralement 45 %, la fraction

restante étant le plasma (voir figure 4.1 pour le détail de la composition sanguine).

Figure 4.1 – Composition relative du sang. (a) Image tridimensionnelle d’un érythrocyte (rouge), d’une
plaquette (jaune) et d’un lymphocyte-T (bleu) – source : Electron Microscopy Facility at The National

Cancer Institute at Frederick (NCI-Frederick). (b) Neutrophile attaquant une bactérie de genre Bacillus –
microscopie électronique à balayage ×8000, source : JOHNSON.440

Le rôle essentiel du sang est d’approvisionner en éléments nutritifs et gaz les autres organes, tout

en servant également à l’évacuation d’une partie des métabolites produits par ces derniers. Ceci est

majoritairement réalisé par le biais des érythrocytes (communément appelés globules rouges), qui fixent

le dioxygène grâce à l’hémoglobine pour l’apporter aux organes. Ils évacuent également le dioxyde de

carbone vers les poumons. Les autres déchets issus de l’activité cellulaire (sels, eaux, métabolites, etc.)
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sont eux transférés vers le système urinaire via les reins ou le foie. Le sang assure en parallèle le transfert

de nutriments depuis le système digestif. Enfin, il est aussi vecteur d’informations entre cellules, en

permettant la circulation d’hormones.

Toutefois, le sang ne constitue pas seulement un organe transporteur, mais il est également une

partie essentielle du système immunitaire. La présence à la fois des leucocytes et des immunoglobulines

(anticorps et autres protéines du complément ou de l’histocompatibilité) vient assurer la reconnaissance

du soi et la défense des organismes contre les pathogènes exogènes. Les leucocytes (ou globules blancs)

sont produits à partir des cellules souches, tout comme les érythrocytes. Cependant, contrairement à ces

derniers, ils possèdent un noyau cellulaire et se déclinent avec une plus grande diversité, en fonction de

leur rôle précis dans le système immunitaire. Les trois grandes classes que l’on peut distinguer sont les

monocytes, les lymphocytes et les granulocytes. Concernant les modes d’action de ces cellules, on peut

simplifier ceux-ci à deux grands mécanismes. D’une part, certains leucocytes peuvent phagocyter des

corps étrangers solides pour les éliminer de l’organisme : c’est le cas notamment des neutrophiles (les plus

fréquents des leucocytes), des éosinophiles et des macrophages. D’autre part, les leucocytes participent

également à l’immunité en émettant plusieurs classes de composés jouant des rôles importants dans les

mécanismes d’allergies (éosinophiles), d’inflammation (l’histamine, libérée par les basophiles) ou encore

de production des anticorps (lymphocytes qui comptent pour environ 30 % des leucocytes). Les anticorps

sont une part importante des protéines retrouvées dans le plasma, de même que l’albumine, composant

majoritaire avec 39 à 50 g.L−1 et le fibrinogène, une protéine notamment impliquée dans la coagulation.

Dans ce dernier mécanisme sont également impliquées les plaquettes (ou thrombocytes), petites cellules

de 2 à 4 µm de diamètre. La coagulation rapide est vitale pour à la fois limiter l’entrée dans l’organisme

de pathogènes exogènes, mais également pour contenir le sang au sein des vaisseaux sanguins et éviter les

hémorragies. À noter enfin, bien que présentes en quantité moindre, les protéines du complément jouent

un rôle important dans la réponse immune, modulant les réactions inflammatoires et pouvant éliminer

directement les pathogènes par lyse.

Pour finir, en plus de ces rôles de transport et de défense immunitaire, le sang est également un acteur

majeur du maintien de l’homéostasie. Il sert à la fois de régulateur pour la température, le maintien

d’un pH constant autour de 7,4 ou encore l’apport des solutés nécessaires aux réactions à l’œuvre dans

l’organisme.

L’ensemble de ces caractéristiques fait du sang un milieu complexe par excellence. Que ce soit sa

nature intrinsèquement antibiotique, sa composition très variée ou sa tendance à coaguler, cette complexité

va impliquer nombre de contraintes lors de l’analyse d’échantillons sanguins. Notamment l’activité du

système immunitaire sera à contourner pour pouvoir faire du sang un milieu propice à la croissance et

donc à la détection de pathogènes bactériens.

4.1.2 Procédés de préparation et de culture des échantillons sanguins

Comme introduit en partie 1.2.1, une hémoculture en milieu clinique se déroule généralement sur

plusieurs prélèvements en parallèle.109 Ceci est réalisé afin de cultiver les pathogènes à la fois en conditions

anaérobies et aérobies. En effet, certaines bactéries, comme les Clostridium ou les Bacteroides par exemple,

sont anaérobies strictes et nécessitent ces conditions de culture pour être détectées. Par ailleurs, d’autres
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souches, anaérobies facultatives telles que S. aureus ou E. coli, ne sont parfois détectées que par les

cultures anaérobies.441 Il reste cependant que 86 % des cas de bactériémie détectés ont pu l’être par

culture aérobie.441 Pour ces raisons, les études menées dans le cadre de cette thèse l’ont toutes été en

conditions aérobies, les pathogènes ciblés étant adaptés à ces paramètres. Il faut cependant souligner que

dans le cadre d’une application clinique stricte, d’autres conditions de culture – anaérobies notamment –

devraient être développées.

4.1.2.1 Importance de l’anticoagulant dans les milieux d’hémoculture

L’analyse d’échantillons sanguins nécessite d’additionner au milieu d’hémoculture des composants

pour neutraliser d’une part la coagulation et d’autre part l’activité biocide naturelle du sang. En effet, tel

qu’on l’a vu (4.1.1), le sang est partie prenante du système immunitaire et il est donc nécessaire d’inhiber

ces propriétés pour éviter de dégrader les pathogènes présents dans l’hémoculture.442 Par ailleurs, les

patients sur lesquels sont prélevés les échantillons sanguins sont souvent déjà soumis à une antibiothérapie.

L’ajout de charbon actif ou de résines est donc courant pour neutraliser les antibiotiques en circulation

et le système immunitaire.107 C’est le cas du milieu commercial modèle choisi, les bouteilles BACTEC

Plus Aerobic/F de Becton Dickinson (voir figure 4.2.a). Celles-ci, dont la composition est précisée dans le

tableau 4.1, contiennent à la fois des résines adsorbantes visant à neutraliser les antibiotiques et également

des résines échangeuses de cations. L’ajout de ces dernières permet de capturer et réduire l’activité des

antibiotiques par piégeage ionique ou hydrophobe.443,444 Par ailleurs, il s’avère également plus performant

d’utiliser ces résines plutôt qu’une dilution au dixième, tel que pratiqué dans le système VersaTREK

(de Thermo Fisher Scientific) par exemple.445 Le prélèvement clinique pour un adulte dans les flacons

BACTEC est donc réalisé avec 10 ml de sang pour 30 ml de milieu pour chaque bouteille. Comme évoqué

en introduction (partie 1.2.1.1), un volume seuil est nécessaire pour assurer les chances de réussite du

diagnostic. Les 40 à 60 millilitres de prélèvement recommandé sont donc répartis dans 4 à 6 flacons

différents. Ce ratio de 10 pour 30 ml est conservé dans les commandes d’échantillons sanguins passées

auprès de l’Établissement Français du Sang de Grenoble.

TSB (ou bouillon digéré de soja-caséine) BD BACTEC Plus Aerobic/F

Ingrédients g.L−1 Ingrédients % (w/v)

Digestion pancréatique de caséine 17,0 TSB 3,0
Peptone de soja 3 Extrait de levure 0,25
Glucose 2,5 Acides aminés 0,05
Chlorure de sodium 5 Polyanétholsulfonate de sodium (SPS) 0,05
Hydrogénophosphate de dipotassium 2,5 Vitamines 0,025

Antioxydants/réducteurs 0,005
Résine adsorbante non ionique 13,4
Résine échangeuse de cations 0,9

pH final à 25˚C identique : 7,3±0,2

Tableau 4.1 – Compositions des deux principaux milieux de culture utilisés : le TSB pour les études
préliminaires et le milieu d’hémoculture aérobie BACTEC, qui sert à la dilution du sang.
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Au-delà de la neutralisation de ces effets antibiotiques, deux autres propriétés essentielles du sang

déjà évoquées sont à prendre en compte : la coagulation et l’équilibre physiologique de l’échantillon.

Concernant la coagulation, celle-ci peut être très rapidement néfaste si elle advient après prélèvement

de l’échantillon. En effet, les caillots alors formés pourraient par exemple emprisonner les bactéries

contaminant l’échantillon ou bien recouvrir les sondes. Ainsi, la présence d’un agent anticoagulant dans

le milieu d’hémoculture est nécessaire.

L’anticoagulant en usage dans les bouteilles BACTEC est le polyanétholsulfonate de sodium (SPS)

(voir figure 4.2.b). Il s’agit d’un des plus courants50 et du seul autorisé aux USA.446 Au-delà de l’effet

anticoagulant, le SPS présente l’intérêt d’accélérer le diagnostic sur certains pathogènes.447 Cependant, il

peut aussi avoir des effets inhibiteurs sur la croissance de certaines espèces, comme Neisseria meningitidis.

Toutefois ces pathogènes sont rares et il n’existe pas à l’heure actuelle d’autre anticoagulant aux perfor-

mances similaires à celles du SPS. L’utilisation de ce dernier est donc préférable grâce aux principaux

avantages qu’il amène.

(a) Flacon d’hémoculture BACTEC aérobie. (b) Formule chimique du polyanétholsulfonate de sodium (SPS).

Figure 4.2 – (a) Flacon d’hémoculture présentant les résines adsorbantes et échangeuses de cations au
fond. (b) Représentation du SPS, anticoagulant présent dans le milieu BACTEC.

Brièvement, l’action du SPS passe par un mécanisme similaire à celui de l’héparine un autre anti-

coagulant polyanionique. Il agit en inhibant l’activité de l’antithrombine III qui vient en temps normal

elle-même inhiber la cascade de coagulation.448 L’action du SPS induirait également une précipitation du

fibrinogène, précurseur de la fibrine, la protéine filamenteuse formant les caillots sanguins.449

Au-delà de l’inhibition de la coagulation, le SPS présente de même des effets d’inhibition de l’activité

immunitaire du sang. Une partie des immunoglobulines sont ainsi précipitées en présence du SPS,449 de

même la croissance des pathogènes se retrouve favorisée.450,451 Enfin, concernant l’inhibition, il a été

démontré que les effets néfastes observés sur N. meningitidis sont réduits sur certaines souches lorsqu’il est

présent à 0,05 %,452 tout en conservant une activité inhibitrice de la coagulation et de l’activité bactéricide

du milieu sanguin.

Par ailleurs le SPS peut également inhiber l’activité d’antibiotiques, comme les aminosides par

exemple.453 Ces effets inhibiteurs passent par l’interaction du SPS polyanionique avec les amines primaires

de cette classe d’antibiotiques. De tels effets risquent donc fortement de se produire en interaction avec

les PAM cationiques immobilisés en surface, augmentant donc le signal non-spécifique sur ces plots. Cela

s’ajoutera donc aux contributions des autres molécules et cellules négativement chargées déjà présentes
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dans le sang. Le risque est alors la formation de plusieurs couches successives d’électrolytes, tour à tour

cationiques ou anioniques.

4.1.2.2 Adaptation de la méthodologie aux besoins de la détection SPRI

Comme on le voit par sa composition (tableau 4.1), le milieu BACTEC n’est que peu tamponné. En

effet, c’est en partie cela qui permet de détecter la présence de bactéries par l’acidification du milieu, suite

à la production de CO2 par la respiration. Ce phénomène n’est cependant pas favorable aux biopuces car

le changement de pH du milieu peut entraîner une déstructuration des sondes en surface. Au cours des

travaux de thèse de Vincent Templier, il avait été démontré l’intérêt de surtamponner le milieu de suivi.224

Cela permet d’une part de grandement diminuer les interférences entre milieu d’hémoculture et anticorps

immobilisés sur biopuces (objet de la thèse de V. Templier). D’un autre côté cela maintient aussi le milieu

d’hémoculture à un pH proche de celui physiologique pour une durée plus longue, permettant de mieux

conserver la structure des anticorps.

Dans le cadre des études sur les PAM, il était donc nécessaire d’évaluer l’intérêt de conserver ce

surtampon pour la détection.

Cela a été fait en première intention sur deux prismes préparés similairement, avec des peptides à

100 µM. Les temps de culture des bactéries étaient identiques, soit 18 heures, dans les mêmes conditions

d’incubation (25˚C et 200 tours.min-1), et elles ont été injectées à une dilution forte (10−8 de la préculture).

Lorsqu’il est surtamponné, le milieu est constitué de concentrations effectives de 50 mM en Na2HPO4

et 22 mM en KH2PO4. Pour l’expérience contrôle sans tampon supplémentaire, de l’eau distillée a été

ajoutée à 10 % (v/v). Les données obtenues (figure 4.3), prises sur le peptide qui a répondu en premier

dans les deux cas, montrent que la présence de tampon supplémentaire amène une détection bien plus

précoce.

La présence de surtampon permet de détecter le pathogène dès 22 heures de suivi contre 33 heures en

milieu BACTEC non modifié. La différence de concentration bactérienne entre les deux suivis, avec une

valeur deux fois plus faible pour celui sans surtampon, n’est pas suffisante pour expliquer la différence

dans le délai de détection. En effet, si les bactéries présentaient exactement le même comportement, ce

facteur 2 entraînerait une différence de seulement un temps de doublement, soit environ 40 minutes pour

SARM en sang. Ce retard peut donc soit venir d’une conformation plus favorable des sondes lorsque

le milieu n’est pas soumis à l’acidification, soit, de façon fort probable, le maintien du pH proche de 7

permet aux bactéries de croître de façon plus favorable.

L’intérêt d’ajouter des sels pour surtamponner le milieu est donc manifeste. La méthodologie pro-

posée par Vincent Templier sera donc conservée, avec l’ajout systématique à 10 % (v/v) dans le milieu

d’hémoculture d’une solution 10x de sels Na2HPO4 et KH2PO4 à pH 7, pour des concentrations finales

de respectivement 50 mM en 22 mM.

Ainsi, les conditions de culture pour la suite sont fixées telles que suit : le sang est récupéré auprès

de l’Établissement Français du Sang (EFS), qui réalise directement le prélèvement de 10 ml dans les

flacons BACTEC contenant 30 ml de milieu BACTEC. Cet échantillon n’est délivré qu’après deux jours

d’analyses pour s’assurer de son innocuité. La solution de tampon 10x est alors ajoutée à 10 % (v/v) à ce

mélange 25 % sang total, 75 % BACTEC. 1900 µlde cette préparation sont alors utilisées pour un suivi,
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Figure 4.3 – Comparaison de deux cinétiques de croissance en sang total pour S. aureus résistant à la
méticilline, avec ou sans ajout de tampon au milieu BACTEC. Les inocula initiaux étaient respectivement
de 1,6±0,2 UFC.ml-1 pour le suivi avec tampon (bleu) et 0,8±0,2 UFC.ml-1 pour celui sans tampon
(gris). Les valeurs sont prises pour PàCHA immobilisé par le C-ter qui a répondu dans chaque cas avec
l’amplitude la plus élevée, en normalisant à la valeur finale. L’acquisition des données pour le suivi avec

tampon a été stoppée après 25h de suivi.

auxquels seront ajoutés 100 µlde suspension bactérienne en milieu salin.

Il faut enfin préciser que ces paramètres qui seront utilisés pour la suite ne sont bien sûr pas totalement

représentatifs des conditions de culture idéales en laboratoire d’analyse. En effet, le système ne présente

pas d’agitation et seules les conditions de culture aérobies sont mises en œuvre. Toutefois, cela reste

satisfaisant dans un but de preuve de faisabilité de la détection de pathogènes en milieu sanguin.

4.1.3 Détection SPRI en milieu sanguin : la question de la passivation du biocapteur

4.1.3.1 La passivation en milieu complexe

La réalisation en première intention de suivis de croissance bactérienne en milieu sanguin a mis en

avant plusieurs limites du système. En premier lieu, les courbes plasmons, utilisées pour la détermination

de l’angle de travail avant un suivi, sont moins définies que sur une biopuce à anticorps (figure 4.4). En

effet, pour un même peptide elles sont beaucoup plus dispersées dans le sang que dans le milieu BACTEC

par exemple. Choisir un seul angle implique alors de devoir travailler avec des sensibilités très différentes

d’un plot à l’autre. De plus, la forme des courbes pour certains peptides (dont celui représenté) est très loin

de celle qui était jusqu’ici obtenue en milieu de culture simple. En effet, l’amplitude entre le minimum et

le maximum de réflectivité est réduite, passant d’environ 60 à 70 % à moins de 30%. De plus, la largeur

de la zone linéaire augmente, ce qui implique une sensibilité (∆R/˚) inférieure lorsque le suivi est réalisé

à angle fixe. Le peptide étudié en figure 4.4 représente les allures typiques de ces courbes plasmons. On

peut aussi voir sur cette figure qu’un long temps d’incubation en sang, correspondant par exemple à

hémoculture prolongée (24 heures), entraîne un élargissement supplémentaire des courbes plasmons, en

plus d’un décalage de la résonance de plus de 1˚ par rapport au début de l’incubation.
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Figure 4.4 – Comparaison des courbes plasmons entre le milieu BACTEC seul (noir) et le sang dilué au
milieu d’hémoculture – en début (orange) et en fin de suivi (bleu) – le tout en l’absence de contamination,
pour une puce bloquée au PEG2000 thiolé. Pour la simplicité de lecture, un seul peptide – PàCHA N-ter –
est présenté à titre d’exemple. Les données proviennent du même prisme, avec un simple changement du

contenu de la cuve pour passer de BACTEC seul au sang dilué au milieu d’hémoculture.

De tels types de courbes plasmons entraînent donc une perte de sensibilité des mesures SPR par

rapport aux suivis dans un milieu simple tel que le TSB ou le milieu BACTEC (figure 4.4).

Le signal observé sur le fond de puce, bien que non pris en compte dans le cadre des interprétations

des suivis est aussi problématique. En effet, comme on le voit sur une image différentielle (figure 4.5), la

zone entre les plots présente une variation de signal SPR durant la mesure. Comme précisé auparavant,

la surface de la biopuce est située sur une des parois de la cuve, afin d’éviter la sédimentation non

spécifique des bactéries. Le bas de la puce, soit le fond de la cuve, comporte un signal positif (rouge),

correspondant à l’accumulation de cellules sanguines en surface du capteur. Cette accumulation provient

de la sédimentation de ces cellules, qui devient visible en SPRI après quelques heures de suivi (un tel

dégradé n’apparaît pas en suivi en plasma). C’est pour cette raison que le haut de la surface du capteur

présente au contraire un signal négatif (bleu). Si ce phénomène de décantation n’est pas néfaste pour le

suivi, il faut toutefois souligner qu’il met en évidence la nature antiadhésive du PEG2000 thiolé utilisé

jusqu’ici. Cela entraîne de fortes dérives négatives sur le signal de la zone inter plots, qui empêche donc

de la considérer comme une zone de référence pour les données SPR. Par ailleurs, cela montre aussi que

l’absence d’agitation implique que la détection se déroule en fin de suivi e, l’absence de cellules sanguines,

c’est-à-dire dans un milieu plus proche en composition du plasma que du sang.

Un changement de la nature du passivant, pourrait entraîner une diminution de ces interactions non

spécifiques. Si les plots de peptides sont effectivement fonctionnalisés avant le blocage de fond de puce

avec le PEG, ce dernier peut toutefois s’immiscer au sein des plots de peptides. En effet, des lacunes

peuvent être présentes à la surface des plots, permettant l’insertion de l’agent passivant lors du blocage

de la surface par le PEG thiolé, qui a lieu après dépôt des peptides. Pour cette raison, des molécules

passivantes de substitution seront évaluées. L’objectif sera d’une part d’obtenir des courbes plasmons

satisfaisantes, se rapprochant de celles obtenues auparavant en milieu simple. D’autre part, il s’agira de

réduire la dérive du signal SPR en présence de sang.
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Figure 4.5 – Influence de la décantation du sang sur le signal de fond de puce lors d’un suivi stérile. A –
Image différentielle après 25 heures d’exposition au sang en milieu d’hémoculture pour un prisme bloqué
au PEG2000 thiolé. La variation différentielle est obtenue à partir des niveaux de gris de l’image SPRI
directe entre le début et la fin du suivi. Le haut de l’image correspond au haut de cuve. B – Tube de sang

en milieu d’hémoculture après 25 heures sans agitation. La décantation des cellules sanguines est
clairement observée.

4.1.3.2 Étude de solutions alternatives au PEG2000

L’évaluation des performances d’alternatives se fera en exposant différentes puces avec des blocages

différents face au milieu sanguin. Les courbes plasmons, qui permettent d’évaluer l’état de l’intégralité de

la puce, seront mesurées en début et en fin de suivi. Cela permettra d’évaluer le décalage de l’angle de

résonance et de s’affranchir des problèmes de saturation de signal parfois observée en suivi cinétique. Le

tableau 4.2 présente les molécules qui seront testées en alternative au PEG2000 thiolé. D’une part sont les

molécules thiolées sont immobilisées de façon contrôlée en formant des monocouches auto-assemblées

après le dépôt des peptides. La BSA, dont l’adsorption est non spécifique, est la seule de ces alternatives

qui nécessite une fonctionnalisation de dernière minute, directement au sein de l’imageur SPR, pour éviter

un éventuel séchage de celle-ci.

Elle a été néanmoins incluse ici car elle reste une protéine très largement utilisée dans les tests

immunologiques.

Les peptides sont déposés tel que décrit précédemment, à 100 µM à l’aide de l’automate, avant

incubation pour 18 heures. Concernant le blocage, celui-ci est toujours effectué à 2 mM de molécules

thiolées dans l’eau ultra-pure pour 3 heures. La BSA, elle, sera déposée à l’aide d’une solution à 1 % en

PBS, pour 20 minutes, directement dans la SPRI.

Concernant la BSA, sans considérer les performances pour limiter le décalage de résonance, un

premier souci apparaît : l’inhomogénéité du blocage de fond de puce (voir figure 4.6). Les côtés de la

surface présentent une réflectivité plus élevée que le centre, ce qui signifie qu’il y a eu un dépôt de BSA

préférentiel dans ces zones. Cela souligne la nature hasardeuse du blocage par adsorption non spécifique,

d’autant plus qu’un tel procédé in situ est plus complexe à envisager dans le cadre d’une application à

grande échelle. En effet, dans ce cadre-là il faudrait soit conditionner en milieu liquide salin les puces
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Nom Formule Poids (Da)

PEG2000 thiolé (n≈ 43) 2000 (moyenne)

PEG800 thiolé (n≈ 16) 800 (moyenne)

O-(2-Mercaptoéthyl)-O’-méthyl-
hexa(éthylène glycol) (PEG350)

356,48

(11-Mercaptoundécyl)hexa(éthylène gly-
col) (PEG-OH)

468,69

Albumine bovine sérique (BSA) – 66430

Tableau 4.2 – Molécules testées en alternative au PEG2000 thiolé en tant que passivant de fond de puce
pour les expériences en milieu sanguin.

bloquées au préalable, soit laisser la charge à l’opérateur de réaliser ce blocage extemporanément. Au-delà

des performances qui seront obtenues sur le décalage de l’angle de résonance, cela écarte a priori le

blocage BSA. Les 4 autres blocages testés ne présentaient pas de telles inhomogénéités.

(a) Fond de puce au PEG2000 thiolé. (b) Fond de puce BSA.

Figure 4.6 – Images directes obtenues dans l’imageur SPR pour différents prismes, à l’angle de travail.
(a) PEG2000 : prisme au blocage homogène. (b) BSA : inhomogénéités présentes sur le fond de puce. Le

contraste des deux images a été corrigé de façon identique pour une meilleure lecture.

Les résultats des suivis de dérive du signal SPR, obtenus après 24 heures d’incubation dans le sang

en milieu BACTEC surtamponné sont présentés en tableau 4.3. Les valeurs sont sous la forme d’une

mesure du décalage d’angle de résonance des plots de peptides. La mesure de cette différence d’angle de

résonance permet d’évaluer l’amplitude de la dérive en s’affranchissant d’une éventuelle saturation des

plots qui pourrait arriver lors d’un suivi cinétique à angle fixe. Dans la graduation de référence choisie,

une variation négative de l’angle implique alors une addition de matière en surface. Enfin, à titre indicatif,

la fenêtre de linéarité sur les courbes plasmons est généralement d’une largeur comprise entre 0,75 et
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1 ˚. L’angle de travail est habituellement choisi dans la partie basse de cette fenêtre, mais jamais à un

extrême, afin d’avoir la plus grande plage de linéarité possible tout en conservant la possibilité d’observer

des dérives négatives.

Blocage PEG2000 PEG800 PEG350 PEG-OH BSA

Décalage de
résonance (˚)

−0,45±0,34 −0,17±0,05 −0,78±0,45 −0,77±0,61 −0,28±0,14

Tableau 4.3 – Valeurs moyennes de décalage de l’angle de résonance en fonction du blocage pour des
plots de peptides déposés à 100 µM sans co-diluants. Le décalage est mesuré après 24 heures

d’exposition au sang en milieu d’hémoculture surtamponné. Les prismes sont verticaux pour éviter la
sédimentation sur la surface. Il y a pour chaque peptide 3 réplicats et 13 peptides différents, soit 39

réponses pour chaque mesure.

Les résultats sont favorables pour le PEG800 thiolé, qui présente à la fois le décalage moyen le plus

faible et avec le moins de variance. Les deux PEG courts (PEG350 et PEG-OH), quelle que soit leur

terminaison, présentent des résultats plus intéressants que ceux du PEG2000 thiolé, avec un décalage

d’angle moins élevé. Ceci avait déjà été reporté auparavant.454 Enfin, les résultats de la BSA sont dans

un entre-deux entre ceux du PEG2000 et du PEG800. La longueur de chaîne optimale est donc celle du

PEG800, intermédiaire entre les PEG courts et le PEG2000. Ces données sont confortées par d’autres

résultats décrits dans la littérature.455 Une longue chaîne PEG entraîne effectivement une structure en

pelote, parfois inadéquate pour réduire l’adsorption des protéines. Ici, dans le cadre du recouvrement

de surfaces déjà occupées en partie par des peptides, les PEG courts ne sont probablement pas assez

longs pour réduire l’adsorption. C’est donc le PEG800, qui permet de créer les surfaces les plus denses, a

priori en brosse, ce qui réduit l’adhésion. La nature flexible du PEG devrait toujours permettre aux PAM

d’interagir avec les bactéries.

La minimisation du décalage de l’angle de résonance n’est cependant pas suffisante, il faut également

vérifier qu’elle s’accompagne de courbes plasmon dont l’allure est satisfaisante. C’est-à-dire avec une

amplitude d’au moins 50 % et une zone linéaire de moins d’1˚. C’est effectivement le cas, comme en

témoigne la figure 4.7.

Cette étude simple de l’impact de la passivation de fond de puce sur la dérive observée en SPRI nous

mène donc à conclure que l’utilisation du PEG800 thiolé est à conserver pour la suite, en lieu et place du

PEG2000 thiolé, utilisé jusqu’ici.

4.2 Compatibilité de la méthode « Culture-Capture-Mesure » en milieu complexe :
application au plasma

Avant de procéder à la détection des pathogènes en sang total, il est intéressant de passer par une

étape d’évaluation des performances du système en plasma. D’une part, cela permettra de s’assurer que la

détection est effectivement faisable dans un milieu plus complexe en composition que le TSB. D’autre part,

cela confirmera également que le changement de molécule pour bloquer le fond de puce n’entrave pas les

capacités de détection. Enfin, on obtiendra ainsi une référence utile par la suite pour estimer l’influence de
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Figure 4.7 – Amélioration des courbes plasmons par le blocage au PEG800 thiolé. Comparaison des
courbes plasmons entre le milieu BACTEC seul (noir) et le sang dilué au milieu d’hémoculture – en début
(orange) et en fin de suivi (bleu) – le tout en l’absence de contamination. Pour comparaison avec la figure

4.4 on représente à nouveau PàCHA N-ter. Les données ont été acquises de la même façon que
précédemment.

la présence des cellules sanguines dans les interférences. Négativement chargées, ces cellules risqueront

en effet de susciter des interactions électrostatiques fortes avec les PAM cationiques du capteur.

En centrifugeant le milieu sanguin non coagulé, les composants du sang les plus denses (érythrocytes,

leucocytes, plaquettes et une fraction des protéines de masse élevée) seront culottés. La récupération du

surnageant fournit donc le plasma qui sera le milieu d’analyse pour cette partie. Le détail du protocole de

préparation est décrit en annexe 6.1.6.

À noter que l’intérêt n’est pas ici d’évaluer le potentiel d’identification des bactéries, mais uniquement

celui de détecter la présence d’un pathogène. Pour cette raison, seuls deux pathogènes seront ciblés :

S. aureus résistant à la méticilline et E. coli O157:H7. Ces deux bactéries sont d’une part les plus virulentes

des quatre ciblées dans cette thèse. D’autre part, elles représentent les deux colorations de Gram, ce qui

permet à cette confirmation d’être pertinente par rapport à une détection à large spectre.

4.2.1 Détection de S. aureus résistant à la méticilline et E. coli O157:H7

Concernant le panel de peptides, les puces mises en œuvre dans cette partie seront similaires à celles

qui ont permis la détection en milieu de culture simple. Les peptides sont donc déposés en réseaux de

triplicats à 100 µM, incubés pour 18 heures. Puis les prismes sont rincés et lavés avant blocage du fond

avec le PEG thiolé à 2 mM en eau ultra-pure pour 3 heures. La seule nuance par rapport aux expériences

présentées dans le chapitre précédent vient donc de l’introduction du PEG800 au lieu du PEG2000.

L’expérience de détection en tant que telle est aussi réalisée de façon comparable, soit en utilisant 1900 µl

de milieu et 100 µl d’une suspension bactérienne diluée en tampon salin. Les concentrations sont à

nouveau obtenues à partir de comptages issus des étalements réalisés en début de suivi, sur la dilution

utilisée ou bien sur une pré-dilution plus concentrée. Les pré-cultures bactériennes sont réalisées sur la nuit
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avant le suivi, comme précédemment. Garder ces conditions similaires permet d’assurer une comparaison

des performances en fonction du milieu. Enfin, un suivi avec une injection contrôle – sans bactéries – est

réalisée à titre de référence.

Figure 4.8 – Suivis cinétiques en plasma pour S. aureus résistant à la méticilline (SARM – C et D) et
E. coli O157:H7(E et F), ainsi qu’un contrôle stérile avec injection blanche (A et B). Les données sont

représentées à partir des moyennes sur 3 duplicats. Les plots de peptides sont fonctionnalisés à 100 µM,
en l’absence de co-diluant. L’inoculum est réalisé juste avant de lancer les suivis. Pour les

représentations cinétiques linéaires (A, C et E), l’échelle des ordonnées est identique à des fins de
comparaison. Pour les représentations en tuiles nuancées (B, D et F), l’échelle est propre à chaque

graphe et les couches sont triées par valeur finale de réflectivité (décroissante de haut en bas). Chaque
expérience est réalisée à partir d’un échantillon sanguin différent, afin de garantir la fraîcheur de la

préparation du plasma.

Les résultats de ces expériences, présentés en figure 4.8, viennent confirmer la possibilité de détection.
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Le changement de milieu de culture pour le plasma introduit d’ores et déjà des nuances notables. Premiè-

rement apparaît une dérive initiale importante sur le signal. Celle-ci, évidente sur le suivi stérile (figure

4.8.a/b), varie toutefois d’un peptide à l’autre. Ainsi, si les leucocines ou les PàCHA présentent une dérive

quasi nulle après 24 heures de suivi, à l’opposé des peptides tels que les bacténécines qui présentent près

de 20 % de variation positive en réflectivité absolue. Un tel changement n’empêche cependant pas la

détection, comme on peut le voir sur les deux autres suivis présentés. Cependant, ces interactions non

spécifiques avec les composants plasmatiques viennent réduire l’intensité du saut de détection, en décalant

l’angle de résonance. Cela confirme toutefois l’intérêt de choisir un angle de travail qui se situe au pied

de la zone linéaire des courbes plasmons. Effectivement, le décalage induit par l’adsorption de protéines

plasmatiques fera revenir la courbe plasmon dans la zone linéaire.

Concernant l’affinité des peptides pour les bactéries testées, on note d’ores et déjà des différences

par rapport aux suivis effectués en TSB (figure 3.7). Tout d’abord, la leucocine A24, qui répondait

positivement pour tous les pathogènes qui avaient été testés, donne le signal le plus faible en plasma. La

version aléatoire de la leucocine présente un signal plus fort que l’originale que ce soit pour la dérive

initiale ou après les sauts de détection. Cette différence en fin de suivi est particulièrement marquée lors

de la détection de SARM, où la variation de la leucocine aléatoire est de près de 25 % contre seulement

quelques % pour la leucocine A 24. Cela dénote une fois de plus que dans le cadre de biopuces à peptides,

la conformation et la structure secondaire influent sur le comportement en tant que sonde. Une explication

qui peut être avancée sur l’absence de signal de la leucocine est une saturation très rapide des plots avant

même le début des suivis cinétiques. En effet, dans le déroulé d’une expérience, il est nécessaire de définir

les régions d’intérêt de l’image (ROI) sur lesquelles les valeurs de réflectivité sont mesurées. La définition

de ces ROI se fait après avoir capturé les images nécessaires au calcul des courbes plasmons. Ainsi se

déroulent plusieurs dizaines de minutes en aveugle sur l’évolution cinétique de l’état de surface avant un

suivi cinétique. La durée de ces étapes (capture des courbes, définition des ROI, calcul des courbes et

paramétrage du suivi cinétique) est aussi un temps au cours duquel s’adsorbent des composés sanguins en

surface. Ce sont ces derniers qui pourraient interférer dans l’interaction des peptides avec les pathogènes

testés. On peut toutefois évaluer l’impact de cette dérive avant suivi en prenant la variation des niveaux

de gris de l’image de la surface entre les courbes plasmons et au début du suivi. Pour la leucocine, cela

donne ainsi une variation de 2,3±0,7 % de réflectivité. Une valeur si faible ne peut à elle seule justifier

l’absence d’interactions observée pour la détection des bactéries. La perte d’affinité de la leucocine A 24

vient donc plus probablement d’interactions avec des molécules interférentes présentes dans le milieu

d’hémoculture ou le plasma.

Au-delà de ces considérations sur l’allure des cinétiques obtenues, on peut également extraire des

temps de détection (voir tableau 4.4). Ces temps sont déterminés sur les moyennes des signaux par peptide.

Le temps de détection est donc le temps pour lequel la dérivée première est maximale.

Il ressort de cela que la détection se fait plus lentement en plasma qu’en TSB. Cela peut être expliqué

par la présence d’interférents en plus grand nombre, qui viennent ralentir l’établissement des bactéries en

surface. Le fait que la croissance bactérienne soit moins rapide en plasma qu’en milieu de culture comme

le TSB est un autre facteur d’influence possible. Cette dernière hypothèse sera testée par la suite en milieu

d’hémoculture (partie 4.3.1).
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Souche ciblée Temps (min) Peptide Concentration initiale Milieu

SARM 975 Leuc. A 24 2,6±0,4 UFC.ml-1 TSB

1260 Bac. Nat. N-ter 1,0±0,5 UFC.ml-1 Plasma

E. coli O157:H7 541 Leuc. A 24 72±12 UFC.ml-1 TSB

730 CM15 N-ter 31±7 UFC.ml-1 Plasma

Tableau 4.4 – Comparaison des temps de détection obtenus entre le plasma et le TSB. Les temps sont
calculés à partir du temps auquel est obtenue la valeur maximale de dérivée première. Sont exclus les

peptides ne présentant pas de saut de détection.

4.2.2 Vérification de la détection directe des cellules bactériennes par le capteur

L’utilisation du plasma comme milieu de validation intermédiaire entre le TSB et le sang est inté-

ressante pour procéder à des contrôles supplémentaires. Le plasma est en effet chargé en protéines, qui,

soumises à l’activité enzymatique de croissance des bactéries, vont se retrouver dégradées en fragments

protéiques. Le développement de la population bactérienne va aussi engendrer des modifications chi-

miques du milieu, qui peuvent affecter les PAM (changements de pH ou de concentrations en ions). Il est

donc intéressant d’utiliser le plasma comme milieu modèle pour estimer l’impact de ces modifications sur

les PAM immobilisés.

Par ailleurs, cette vérification avec un milieu conditionné par la croissance bactérienne permettra

également de déterminer si les sauts de détection sont dus ou non à la présence de bactéries pendant la

mesure.

4.2.2.1 Interactions des PAM avec un milieu conditionné par la croissance bactérienne

Le même échantillon sanguin sera utilisé pour les deux parties de cette expérience. Avant tout, un

suivi (données non présentées) est effectué en plasma sur SARM jusqu’à obtenir un saut de détection.

SARM a été choisi car il fournit en plasma des sauts de détection de forte amplitude, notamment pour

PàCHA. Le milieu contenu dans la cuve de l’imageur SPR est alors prélevé puis centrifugé pour éliminer

les bactéries. Un autre prisme est entre temps mis en place dans l’imageur. On effectue alors d’abord un

suivi de dérive avec l’échantillon de plasma non modifié par SARM. Après 390 minutes de suivi, cet

échantillon est retiré pour être remplacé par celui conditionné et centrifugé. On laisse alors le suivi se

poursuivre sur la nuit (figure 4.9).

Premièrement, on constate l’absence du saut de détection marqué habituellement observé jusqu’ici.

Cela indique donc que ces derniers sont liés à la présence directe des bactéries dans la chambre et non à la

nature complexe du plasma.

Par ailleurs, l’injection du milieu conditionné provoque un changement dans la cinétique linéaire

d’adsorption, ce qui est en cohérence avec la plupart des modèles existants.456 La dérive observée

s’accentue fortement avec le milieu modifié, qui contient a priori des protéines plus petites, suite à la

dégradation par SARM. Cela reste en accord avec ce qui est décrit dans la littérature, où les protéines de

dimension réduite ont un taux cinétique d’adsorption plus élevé que des plus grosses, à charge égale.457

Toutefois, tous les peptides ne présentent pas les mêmes amplitudes face à ces variations dans la pente de
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Figure 4.9 – Influence du conditionnement du plasma par la croissance de SARM. Au début du suivi le
prisme est exposé à un plasma complémenté en l’absence de bactéries. Ce milieu a été remplacé par un
plasma dans lequel SARM a été mis en culture SPR jusqu’à observation d’un plateau après le saut de

détection. C’est l’échantillon centrifugé pour éliminer les bactéries qui est alors injecté à 390 minutes. A –
Représentation cinétique linéaire. B – Représentation en tuiles nuancées.

la cinétique d’adsorption (voir figure 4.10).

Figure 4.10 – Taux de variation entre la pente issue de la régression linéaire sur chaque courbe de la
figure 4.9. Les régressions sont faites avant (de 240 à 340 min) ou après (de 440 à 540 min) le

changement de milieu, réalisé à 390 min.

La leucocine aléatoire ainsi que PàCHA en C-ter et N-ter présentent des taux de variation respectifs

de 1796, 1850 et 2759 %. Le reste va de 75 % (PN) à 425 % (CMN), pour une variation moyenne de

227±62 %. Toutefois cette observation reste à nuancer par le fait que PàCHA et la leucocine aléatoire

étaient avant le changement du plasma les peptides présentant la pente la plus faible. De plus ces deux

peptides ne présentent pas de caractéristiques communes évidentes. En effet, la leucocine aléatoire n’est

pas chargée et ne présente pas de structure amphiphile a priori. Au contraire, PàCHA est amphiphile et

présente une charge positive.

Cette expérience vient d’une part souligner que le saut de détection n’est pas seulement lié à la

modification du milieu par la croissance bactérienne. Toutefois, celle-ci engendre des différences dans les
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cinétiques d’interactions non spécifiques avec la surface. Au cours d’un suivi de détection de bactéries en

croissance, l’adsorption des protéines et la modification du milieu se font simultanément et décorréler

l’une de l’autre peut être complexe. De plus, pour chaque peptide la sensibilité sur la courbe plasmon

sera différente. Il est difficile d’assurer qu’une variation linéaire de signal correspond à un ajout linéaire

de matière en surface. Enfin, si cet effet de variation de pente est clair en plasma, la présence de cellules

sanguines dans le milieu d’hémoculture viendra augmenter encore le nombre d’événements à prendre en

compte. Ainsi, bien que cette variation soit effectivement liée à la modification du milieu par la croissance

bactérienne, elle n’est pas un phénomène utilisable de façon certaine pour confirmer la présence de

bactéries. Elle n’est effectivement pas systématiquement présente lors d’un suivi en croissance. Il reste

important de constater d’une part que la dérive initiale n’est donc pas nécessairement linéaire, en raison

du changement de composition du milieu provoqué par la croissance. D’autre part, cela confirme que tous

les peptides ne présentent pas la même sensibilité aux transformations du milieu.

4.2.2.2 Détermination de la concentration bactérienne seuil pour obtenir la détection en plasma

Après avoir déterminé que le saut de détection n’apparaît pas en absence de bactéries, nous allons

déterminer la concentration à laquelle celui-ci advient lorsque les bactéries sont présentes. Pour ce

faire, nous suivrons une dérive en plasma pour vérifier l’absence de saut, avant d’injecter 100 µl d’une

suspension bactérienne à forte concentration dans les 1900 µl de plasma initial. SARM est à nouveau

employé pour cette expérience (figure 4.11).

Figure 4.11 – Vérification du lien entre le saut de détection et la présence de cellules bactériennes. Le
capteur est d’abord exposé à un plasma en l’absence d’inoculum, puis à 1023 minutes, 100 µlsont

prélevés pour injecter une suspension de SARM pour obtenir 2,5 ·106 UFC.ml-1 dans la SPR. Un autre
prélèvement est réalisé à 1432 minutes en début de plateau après le saut de détection. La concentration

était alors de 2,8 ·108 UFC.ml-1. A – Représentation cinétique linéaire. B – Représentation en tuiles
nuancées.

Le résultat obtenu est conforme à ce que l’on attendait. D’une part la dérive initiale en plasma seul

est linéaire et varie d’un peptide à l’autre, sans obtenir de saut. Les bacténécines sont les peptides à la

plus forte dérive, comme précédemment observé. PàCHA et les leucocines produisent les dérives les plus

faibles (moins de 5% après 1000 minutes). L’injection de la suspension bactérienne de SARM vient diluer

au vingtième le milieu, ce qui explique la légère baisse de réflectivité vue dans la cinétique d’adsorption



4.2 Compatibilité de la méthode « Culture-Capture-Mesure » en plasma 127

avant d’obtenir le saut de détection. Enfin lorsque le saut est obtenu, une partie du milieu est prélevée

pour étalement et détermination de la concentration en début de plateau.

Le fait de connaître les concentrations bactériennes avant et après saut, ainsi que d’avoir accès aux

temps correspondants va permettre de déduire la concentration en milieu de saut, à l’aide de la formule

suivante :

nsaut = ninoculum ·2
log2

( nplateau

ninoculum

)
·

tsaut − tinoculum

tplateau− tinoculum (4.1)

L’équation 4.1 est obtenue en supposant la croissance par doublements successifs de la population

bactérienne, sans délai d’adaptation au changement de milieu.

On a ninoculum, nsaut et nplateau les concentrations bactériennes dans la SPRI respectivement à l’injection,

au milieu du saut et au prélèvement en début de plateau.

Similairement, tinoculum, tsaut et tplateau sont les temps correspondant à ces différents événements. Avec

tsaut évalué à 1300 minutes. tinoculum correspond à 1023 minutes et tsaut à 1432 minutes.

On obtient une concentration de 6,1 · 107 UFC.ml-1. Celle-ci est supérieure aux concentrations

seuil obtenues par SPRI en méthode « culture-capture-mesure » avec des anticorps. Cette concentration

seuil est en effet classiquement de 105 à 106 UFC.ml-1.179,222 Il convient à ce stade de rappeler que

l’objectif du système développé ici reste d’obtenir in fine la détection universelle, au contraire des

concentrations initiales de référence évoquées ici qui sont obtenues avec des sondes spécifiques. La

capacité de reconnaissance à large spectre passe généralement par une affinité moindre comparée à celle

des sondes spécifiques, augmentant donc le temps de détection. Ce déficit d’affinité vient donc augmenter

le seuil de détection par rapport aux capteurs SPR équivalents basés sur des puces à anticorps spécifiques

d’un panel restreint de pathogènes.211,222,223

4.2.3 Conclusions intermédiaires sur la détection en milieu complexe

Le passage du TSB au plasma a permis de mettre en lumière plusieurs aspects contraignants des milieux

complexes pour la détection SPRI. D’une part, les dynamiques de croissance bactérienne ralentissent, ce

qui implique des temps de détection plus longs. D’autre part, les peptides subissent des interférences de la

part des composants du plasma, qui amènent une dérive positive du signal. Cette dérive reste cependant

limitée, notamment grâce à l’ajustement de la méthode de blocage de fond de puce, dans laquelle le

PEG2000 thiolé a été remplacé par le PEG800 thiolé.

La composition du milieu a par ailleurs son importance. On a pu voir que celle-ci pouvait être modifiée

par l’activité de croissance bactérienne. Ainsi les cinétiques d’adsorption du milieu sont par la suite

modifiées également. Si cette observation est confirmée en sang, elle pourrait être mise à profit pour

obtenir un critère supplémentaire de la détection de croissance et donc de présence de pathogènes. Par

ailleurs, ces interférences du plasma ont provoqué la diminution de l’intensité de réponse sur la leucocine.

Cette dernière était pourtant en milieu simple parmi les plus intenses et la plus précoce sur les pathogènes

testés en plasma.

Il faut souligner cependant que la détection a été possible en plasma, en conservant une majorité de

peptides en capacité d’interagir avec les bactéries. Par ailleurs, des intensités de réponse variées d’un
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peptide à l’autre sont toujours observées, ce qui permet encore d’envisager un potentiel d’identification

grâce au profil des réponses obtenues.

La partie suivante va permettre de confirmer ou infirmer ces observations en sang total dilué en milieu

d’hémoculture, dans lequel les interactions de la biopuce à peptides antimicrobiens avec les cellules

sanguines restent la principale inconnue.

4.3 Détection de pathogènes en sang total dilué

4.3.1 Influence du milieu sanguin sur la cinétique de croissance des pathogènes

Avant de procéder aux expériences de détection en sang, nous allons confirmer les observations faites

sur le délai de croissance mesuré en plasma (tableau 4.4). Pour ce faire, des étalements seront effectués

à intervalles réguliers (0, 60, 120 et 240 minutes) lors de la croissance en parallèle dans le TSB et le

sang en milieu d’hémoculture complémenté. Ceci sera réalisé sur S. aureus résistant à la méticilline et

E. coli O157:H7 (voir figure 4.12). Les conditions sont ici similaires à celles d’un suivi SPRI, à savoir

une culture aérobie à 37˚C, en l’absence d’agitation. Cinq étalements sont réalisés pour chaque point de

mesure.

(a) S. aureus résistant à la méticilline – ATCC43300 (b) E. coli O157:H7 – CIP105917

Figure 4.12 – Comparaison des cinétiques de croissance bactérienne entre le milieu d’hémoculture
complémenté et le TSB pour E. coli O157:H7 et S. aureus résistant à la méticilline. Dans les deux cas, le
repiquage dans le milieu de suivi de croissance a lieu après une pré-culture en deux temps, de 18 heures
puis 4 heures. L’échelle est semi-logarithmique et les barres d’erreur verticales représentent l’écart-type
sur une série de 5 étalements. Les barres d’erreur horizontales représentent le temps mis pour effectuer

les étalements.

Cette expérience vient confirmer ce qui avait déjà été observé : la croissance est plus lente en sang

dilué au milieu d’hémoculture qu’en TSB. Cependant, cette vérification n’est que qualitative, en effet,

l’expérience n’a été menée que sur un seul échantillon sanguin. La très forte variabilité rencontrée dans

ce type d’échantillon biologique nécessiterait une population très large avant d’extraire avec certitude

un temps de doublement en milieu d’hémoculture pour chaque pathogène. De plus, les conditions de

culture en chambre SPRI, sans agitation et en l’absence de renouvellement de milieu, ne permettent pas de

garantir une conservation du régime de croissance exponentielle sur la durée d’un suivi. Pour ces raisons,
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nous ne chercherons pas à extrapoler ces mesures pour obtenir une estimation du délai de détection en

sang. D’autre part, concernant le temps de croissance, nous avions observé dans le plasma une détection

plus précoce pour E. coli O157:H7 comparé au SARM. C’est ici en partie expliqué par la croissance plus

lente de ce dernier.

Par ailleurs, on constate l’absence de latence dans la reprise de croissance après changement de milieu

pour les deux pathogènes lorsqu’ils sont repiqués suite à la pré-culture en deux temps. Cela vient confirmer

que la méthode de pré-culture utilisée permet effectivement d’inoculer dans la SPRI des bactéries viables

qui reprennent directement leur croissance. Il faut également garder à l’esprit que de telles conditions

ne sont pas toujours réunies lors d’une hémoculture en milieu clinique. L’action biocide intrinsèque du

sang, ainsi que l’éventuelle antibiothérapie, sont effectivement deux facteurs pouvant retarder la reprise

de croissance des pathogènes une fois le sang du patient prélevé dans le milieu d’hémoculture. Les temps

de détection présentés par la suite en sang seront donc atteints dans des conditions optimales pour l’état

métabolique des bactéries et doivent être considérés comme des limites inférieures atteignables. Toutefois,

l’introduction ultérieure d’améliorations dans la culture en SPRI devrait permettre d’améliorer encore

ces délais de détection, même pour des bactéries initialement en dehors de la phase exponentielle de

croissance.

4.3.2 Stabilité des peptides en milieu sanguin

Avant de passer aux expériences de détection en milieu d’hémoculture complémenté, il est utile de

confirmer l’intégrité des peptides face à l’activité de dégradation que pourrait avoir le sang. Par ailleurs,

au-delà d’une dégradation partielle suite à l’activité enzymatique sanguine, il pourrait également survenir

un phénomène de leaching ou lessivage des peptides, qui entraînerait leur décrochage de la surface.

Pour étudier ces phénomènes, plusieurs techniques d’analyse de surface peuvent être mises à contribu-

tion, allant de la QCM424 à des solutions d’analyse en électrochimie458 en passant par la SPRI elle-même.

L’objectif poursuivi étant de s’assurer de la stabilité en effectuant le moins de modifications possible sur les

PAM déjà synthétisés, deux techniques vont être privilégiées : la spectrométrie de masse (MALDI-TOF)

et la microscopie de fluorescence.

L’avantage de la première méthode est de pouvoir fournir un spectre d’analyse qui donne la masse

des molécules présentes dans l’échantillon sans nécessité de marquage. De plus, elle possède une grande

capacité de traitement, qui autorise d’étudier en parallèle l’intégralité des PAM utilisés. Si ceux-ci sont

présents en quantité suffisante, cela permettrait donc d’une part d’estimer le greffage effectif après

exposition et d’autre part s’il y a dégradation, d’estimer quels sont les sites préférentiels de clivage. Cette

technique est explorée en première intention en partie 4.3.2.1.

L’utilisation de la microscopie de fluorescence, déjà mise en œuvre au cours de ces travaux (partie

3.1.1.2), permet une vérification qualitative de la présence des peptides après exposition au sang. Seule

une étape de biotinylation des peptides après immobilisation est nécessaire pour cette expérience. Cela ne

donnera toutefois pas d’informations précises sur des phénomènes partiels de dégradation ou de lessivage.

Cette technique sera mise à profit en partie 4.3.2.2.
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4.3.2.1 Étude par MALDI-TOF

La technique de MALDI-TOF a déjà été présentée en partie 1.2.2.3. Dans le cadre de l’analyse

menée ici, la cible utilisée initialement en acier inoxydable non poli a été métallisée avec une couche

d’or d’une épaisseur de 50 nm. Cette métallisation permettra de l’utiliser comme un substrat classique

pour l’assemblage de monocouches de PAM thiolés. Similairement aux prismes, les peptides sont donc

déposés en D15G15 à 100 µM, 48 heures après traitement au plasma–O2. Les analyses MALDI-TOF

présentées ici ont été réalisées avec le soutien technique de Christine Saint Pierre (UMR SyMMES 5819,

équipe CREAB). Les spectres MALDI-TOF sont obtenus en mode réflectron positif grâce à un appareil

BRUKER de type Microflex, équipé d’un réflecteur et d’un laser Azote (longueur d’onde à 337 nm). La

matrice utilisée est l’acide α-cyano-4-hydroxy-cinnamique, dont 0,75 µl (à saturation dans un mélange

50 % acétonitrile / 50 % eau avec 0,1% d’acide trifluoroacétique (TFA)). Celle-ci est déposée sur la cible

suivant la méthode de la goutte séchée, au-dessus des surfaces préalablement fonctionnalisées.

La figure 4.13.a donne l’allure d’un spectre ainsi en obtenu pour le peptide BNC, après traitement

du signal à l’aide du paquet MALDIquant du logiciel R. On obtient une valeur m/z de 1733,66 contre

1736,2 théoriquement attendus. On observe également la forme dimérisée du peptide BNC à une valeur

de 3472,2 suite à la formation d’un pont disulfure entre les thiols terminaux. Cette valeur correspond à

celle attendue pour un tel dimère. Le décalage, qui aura pu ensuite être corrigé par une calibration grâce

à des peptides références, reste acceptable et témoigne de la présence effective du peptide immobilisé

en surface. Il est possible de vérifier la biotinylation des surfaces par cette technique (figure 4.13.b). On

observe alors deux pics principaux : un à 1737,9 qui correspond au peptide non modifié et un autre pic

à une valeur de 1965. La différence constatée (228) correspond au couplage avec la biotine-NHS. Par

ailleurs on remarque l’absence de dimères après biotinylation. La biotinylation est donc bien confirmée

pour les peptides immobilisés en surface.

(a) Bacténécine naturelle C-ter non modifiée. (b) Bacténécine naturelle C-ter biotinylée.

Figure 4.13 – Spectres obtenus en MALDI-TOF pour la bacténécine naturelle C-ter immobilisée sans
modifications (a) et après biotinylation (b). Les données ont été corrigées comme suit : stabilisation de la
variance, lissage de Savitzky-Golay sur 21 points et soustraction de la ligne de base. Les observations

sont en mode réflectron positif, les rapports masse sur charge correspondent donc à [M + H]+.

Les cibles fonctionnalisées sans biotinylation ont pu être ensuite exposées au sang en milieu d’hémo-

culture surtamponné pour 24 heures à 37˚C. Durant cette phase, en dehors des éventuelles dégradations de

la surface, un dépôt de matériel sanguin aura lieu, comme déjà observé sur un suivi SPRI en plasma. De
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plus, les cellules sanguines sédimenteront en surface, en interaction directe avec les peptides. Ce sont donc

ces éléments qu’il faut éviter afin de pouvoir réaliser une observation propre du signal en MALDI-TOF,

sans interférence de la part d’éléments sanguins.

Dans cet objectif, plusieurs protocoles de lavage et rinçage différents ont pu être expérimentés : rinçage

sous flot d’eau ultra-pure, passage pour 15 minutes à 3 heures dans des bains d’ultrasons, lavage avec

surfactant (SDS 2%). Cependant le résultat est le même quel que soit le lavage employé, le signal obtenu

après exposition au sang ne présente jamais trace de peptides, et est toujours masqué par des produits de

grande masse moléculaire. De plus, il est possible que l’on soit partiellement soumis à un lessivage, qui

diminue la quantité de peptides présents en surface. Or, les échantillons déposés sur une cible MALDI

pour un usage standard le sont habituellement en solution afin de co-cristalliser avec la matrice. Ceci

aboutit à une quantité d’analyte largement supérieure à celle obtenue lorsque les peptides sont immobilisés

en monocouches. La quantité utilisée est alors déjà en limite de résolution pour l’appareil MALDI-TOF

utilisé. L’exposition au sang, ainsi que les lavages qui s’en suivent viennent donc probablement faire

passer la quantité de peptide désorbée par le laser en dessous de cette limite.

Face à ces résultats non concluants, la vérification par biotinylation puis microscopie de fluorescence

s’avère nécessaire avant d’éventuellement passer aux suivis de détection en sang.

4.3.2.2 Approche ON/OFF par fluorescence

Si l’approche par analyse MALDI-TOF a montré qu’il était délicat de s’affranchir totalement de

l’adsorption spontanée des protéines du sang sur la surface du biocapteur, l’utilisation du marquage

préalable avec des biotines pourrait permettre de contourner ce souci. En effet, l’affinité élevée de la

streptavidine avec la biotine (Kd ≈ 10−14mol.L−1) pourrait lui permettre de se substituer en surface des

lames fonctionnalisées aux protéines du sang. Le principe de cette expérience, présenté en figure 4.14,

consiste donc à biotinyler les peptides avant de les exposer au sang, afin de pouvoir ensuite les observer

par microscopie de fluorescence. La comparaison des échantillons ainsi traités avec des références non

exposées au sang permet d’évaluer si les peptides sont toujours visibles, et donc présents, après exposition

au sang.

Figure 4.14 – Principe de l’évaluation par microscopie de fluorescence de la stabilité des peptides face au
sang. Les biotines sont représentées en bleu, la SAPE en rouge.

Le protocole de révélation utilisé est similaire à celui déjà mis en œuvre (partie 3.1.1.2), avec la

streptavidine-phycoérythrine (SAPE) comme agent de fluorescence. Pour aboutir à une vérification par

microscopie de fluorescence avec la SAPE de la présence de peptides après exposition face au sang, il est

nécessaire d’étiqueter les peptides pour pouvoir les révéler. Ceux-ci seront donc immobilisés avant d’être

biotinylés. Un contrôle par MALDI-TOF de la biotinylation effective a pu être mené (voir figure 4.13.b).
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On observe alors que le pic du peptide non biotinylé est toujours présent. Le réaction de biotinylation

des PAM immobilisés n’est donc pas totale. Cependant, le but étant ici une révélation en fluorescence

pour une vérification qualitative de la présence des PAM après exposition au sang, ce n’est pas un souci.

De plus, certains peptides comme la pénétratine ou la magainine présentent des amines sur les chaînes

latérales et pourraient fluorescer même en étant partiellement clivées. D’autres peptides comme BNC ou

BSC possèdent uniquement l’amine du N-terminal, n’importe quel clivage viendrait donc supprimer toute

fluorescence. Effectivement, de par l’encombrement stérique du fluorophore utilisé – le conjugué SAPE

pèse 293 kDa – l’intégralité des biotines présentes ne seront pas couplées à ce dernier.

Les étapes sont donc les suivantes pour cette expérience : dépôt des peptides avec l’automate, ensuite

biotinylation des peptides, exposition au sang dilué en milieu d’hémoculture, lavage et enfin révélation en

microscopie de fluorescence. L’expérience en MALDI-TOF nous a montré qu’il était complexe d’éliminer

totalement les protéines sanguines adsorbées en surface. C’est pour cette raison que la biotinylation a lieu

avant exposition face au sang. Ceci permettra d’éviter de faux-positifs qui proviendraient de protéines

plasmatiques biotinylées.

Dans cette expérience les lames de verre dorées et fonctionnalisées seront incubées en position

verticale, sans agitation et à 37 ˚C, pour se rapprocher des conditions rencontrées lors d’un suivi SPRI. Le

lavage des lames se fera dans les mêmes conditions que les tentatives les plus poussées qui avaient été

faites pour le nettoyage des cibles MALDI. Il s’agit d’abord de rincer sous flot d’eau ultra-pure pour 30

secondes les échantillons, puis ensuite de l’exposer pour 2 heures aux ultrasons dans un bain de SDS 2%

(masse par volume en eau ultra-pure). Ensuite un rinçage sous flot d’eau ultra-pure à nouveau et enfin 15

minutes aux ultrasons en bain d’eau ultra-pure.

La révélation à la SAPE se fait ensuite à 5% en PBS 1x pendant 10 minutes, avant rinçage au PBS 1x

et observation avec le filtre adapté à la phycoérythrine. Le résultat de ces observations est visible en figure

4.15.

(a) Plan de dépôt (b) Lame non exposée au sang. (c) Lame exposée au sang pour 24
heures.

Figure 4.15 – Allure obtenue en microscopie de fluorescence pour un champ de dépôt des peptides sur
lame d’or (dépôt à 100 µM en solution). (a) Disposition des peptides au sein du champ de dépôt. (b)
Lame de contrôle, non exposée au sang dilué en milieu d’hémoculture. (c) Lame plongée 24h en sang

dilué au milieu d’hémoculture. Paramètres d’acquisition : zoom 4x - exposition 200 ms - gain 4. Les deux
lames ont subi le même lavage pendant 2 heures aux ultrasons en SDS 2%.

Contrairement aux résultats issus des analyses MALDI-TOF, on obtient ici bel et bien une présence

des peptides après exposition au sang. Sans considérer les intensités de fluorescence, tous les peptides

qui donnaient de la fluorescence sur le contrôle le font après exposition au sang. Bac2A et Bac2Asub3,

lorsqu’elles sont immobilisées en N-ter, ne présentent pas d’amines primaires, il est donc normal qu’elles
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ne donnent pas de fluorescence. Toutefois, certains peptides comme la pénétratine ou la magainine

présentent des amines sur les chaînes latérales et pourraient fluorescer même en étant partiellement clivées.

D’autres comme BNC ou BSC possèdent uniquement l’amine du N-terminal, un clivage en n’importe

quelle position viendrait donc supprimer toute fluorescence. Le fait que ces peptides présentent de la

fluorescence après exposition au sang signifie qu’ils restent entiers en surface – tout du moins pour une

partie d’entre eux. Si les intensités sont globalement comparables, la leucocine aléatoire donne toutefois

une fluorescence plus forte après exposition au sang. Cela peut s’expliquer par une accessibilité facilité à

la biotine présente en N-terminal après exposition au sang. Ce phénomène pourrait être expliqué par un

lessivage partiel du plot par exemple. En effet, comme précisé auparavant, la fluorescence n’implique pas

que l’intégralité des peptides soit conservée en surface. Il reste aussi possible que certains d’entre eux

soient partiellement clivés.

Ces résultats permettent de passer aux tentatives de détection en sang dilué en milieu d’hémoculture

en sachant que les PAM sont suffisamment stables en surface des puces sur des durées d’exposition

compatibles avec un suivi de croissance bactérienne par SPRI.

4.3.3 Expériences de détection à faible concentration en sang

Les expériences suivantes sont réalisées selon le même protocole que les précédentes en plasma

concernant le suivi SPRI. Il y a cependant quelques modifications mineures concernant la puce et le

protocole de culture. D’une part, les puces présentent ici sept duplicats de chaque peptide. Ensuite,

contrairement à précédemment, les étapes de définition des ROI et de calibration du système SPRI seront

réalisées en milieu BACTEC sans sang. Ceci afin de limiter à ce moment la dérive causée par l’adsorption

non-spécifique. Enfin, les pré-cultures bactériennes sont désormais réalisées en deux temps, d’abord sur la

nuit, puis renouvelées quatre heures avant injection dans la SPRI – toujours à 37˚C et 200 tours.min-1.

Ceci a permis d’une part d’avoir une garantie supplémentaire que la croissance bactérienne reprendra

dans l’imageur SPR avec un délai minimal. D’autre part, il s’agissait d’un moyen d’uniformiser la durée

de la seconde pré-culture, qui précède l’injection. En effet, l’heure à laquelle les échantillons sanguins

étaient disponibles n’était pas fixe, mais communiquée le jour même par l’EFS Grenoble. Procéder à

la pré-culture en deux étapes permettait donc de moduler l’heure de début de la seconde incubation en

fonction de la contrainte temporelle liée à la récupération de l’échantillon sanguin. Cela évite ainsi des

variations dans les temps d’incubation pour la dernière pré-culture avant injection de l’inoculum.

4.3.3.1 Contrôle en l’absence de bactéries : effets de la matrice sanguine

En amont des expériences de détection en tant que telles, il est important de procéder à une étape de

vérification de l’amplitude des interactions non-spécifiques en conditions stériles. Il faut en effet s’assurer

de l’absence de faux signal positif en procédant à un suivi en l’absence de bactéries. Pour ce faire, on

remplace l’injection de la suspension bactérienne par une injection de milieu stérile. Les résultats sont

présentés en figure 4.16. A noter que la saturation du signal du signal SPR étant atteinte en moins d’une

heure, une calibration a été répétée au bout de trois heures, afin de redéfinir un angle de travail dans la

zone de linéarité des courbes plasmons.

De façon surprenante, après redéfinition de l’angle de travail, certains peptides présentent une forte



134 Chapitre 4. Détection de pathogènes à faible concentration en milieu complexe

Figure 4.16 – Courbes cinétiques pour un suivi avec injection blanche (milieu de dilution en absence de
bactéries) en sang dilué en milieu d’hémoculture BACTEC aérobie. Les signaux sont moyennés sur 7 plots
différents. Il y a eu redéfinition de l’angle de travail après 3 heures de suivi. A – Suivi avant redéfinition
de l’angle de travail, de 0 à 3 heures. B – Suivi après redéfinition de l’angle de travail, de 3 à 40 heures.

dérive négative. C’est notamment le cas de la leucocine A 24 et de PàCHA. L’apparition d’un tel

comportement lors du passage du plasma au sang total peut s’expliquer par l’interaction avec les cellules

sanguines. Celles-ci pourraient en effet se fixer initialement sur les plots de ces peptides par des interactions

faibles, avant de finir par sédimenter et donc diminuer la réflectivité des plots de ces peptides. Cette

fixation initiale semble pouvoir être observée sur le peptide PàCHA lors des trois premières heures de

suivi. Ce serait donc les cellules sanguines qui satureraient alors la surface.

Concernant le reste des peptides, on distingue trois différentes allures principales. PàCHA, on l’a vu,

qui marque une dérive initiale très forte, suivie d’une dérive négative. Les leucocines (A 24 et aléatoire)

présentent une dérive initiale faible (moins de 5% après 24 heures). Le changement de pente qui a lieu

après 25 heures de suivi peut être dû à une augmentation de sensibilité pour ces plots, lié à un décalage

de l’angle de résonance sur les courbes plasmons. Enfin le reste des peptides présentent de très grandes

similarités : dérive initiale de l’ordre de 10% puis dérive linéaire après réajustement de l’angle de travail.

Le décalage final ne dépasse pas 30%, ce qui devrait permettre d’observer un saut de détection en présence

de bactéries. Pour rappel, l’amplitude de la sensibilité aux plasmons est effectivement de 50% minimum.

Enfin, dans une lecture globale de ces courbes cinétiques, on constate l’absence de sauts de détection,

caractéristiques jusqu’ici de la présence de bactéries. On peut ainsi a priori procéder aux suivis de

détection en sang dilué en milieu d’hémoculture.

4.3.3.2 Détection d’E. coli et S. aureus en sang dilué au milieu d’hémoculture

La réalisation dans un premier temps d’un suivi pour chacun des quatre pathogènes ciblés au cours de

cette thèse permettra d’évaluer la faisabilité de détection dans le sang. De plus, les profils alors obtenus

nous renseigneront sur la faisabilité d’établir une identification à partir du jeu de sondes utilisé.

La méthodologie est donc celle précédemment décrite. Les comptages sont à nouveau réalisés sur les

dilutions de la pré-culture, avec cinq réplicats pour obtenir l’erreur-type. Les concentrations visées sont de

l’ordre de quelques unités à quelques dizaines d’UFC.ml-1 au maximum. Ceci afin de rester au plus près

des concentrations trouvées dans des échantillons réels.
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L’observation des données cinétiques (figure 4.17) permet de conclure qu’il y a effectivement détection

des pathogènes. Plusieurs groupes de réponses sont remarquables. D’une part, une majorité des PAM

présente une dérive positive linéaire assez forte initialement, de l’ordre de 5 à 20 % au bout de 10 heures

de suivi, en fonction de l’échantillon de sang utilisé. Ces peptides sont les mêmes que ceux identifiés sur

le suivi sans bactéries. Cette forte dérive vient amoindrir l’intensité du saut de détection par rapport à

ce qui avait auparavant été observé en milieux plus simples. L’autre groupe, les leucocines et PàCHA,

présente une dérive initiale réduite, voire négative. Par la suite, les leucocines ne montrent pas un saut de

détection clair, mais uniquement une inflexion du signal. Une seule exception à ce constat : la leucocine

aléatoire pour SASM présente un saut de détection d’une amplitude d’environ 23%. Celui-ci a toutefois

lieu plus de 3 heures après la détection la plus rapide par PàCHA. Les souches testées de S. aureus sont

reconnus par ce peptide avec des sauts de détection d’une amplitude de près de 50 % de réflectivité. Cette

amplitude se trouve réduite dans le cas des souches testées pour Escherichia coli, avec environ 15 % pour

E. coli O157:H7 et 40 % pour E. coli O1:K1:H7. De prime abord, en dehors des réponses de PàCHA,

il n’y a pas de différence forte qui apparaisse sur les courbes de suivis cinétiques pour distinguer les

différentes souches.

La présentation des données sous forme de couches tuilées nuancées (figure 4.18) permet de plus

facilement apprécier les signaux obtenus. Les trois groupes précédemment déterminés se retrouvent sur

cette représentation : PàCHA, les leucocines et le reste des peptides. PàCHA montre un comportement

inédit jusqu’à présent lors des détections de pathogènes : en début de suivi il y a un pic de signal qui

s’accompagne ensuite d’une dérive négative. Cela avait déjà été entrevu sur le suivi en absence de conta-

mination (figure 4.16), avec la dérive négative observée à partir de 3 heures et de la redéfinition de l’angle

de travail. L’observation de ce pic vient corroborer l’hypothèse qu’il est dû à l’attachement transitoire

des cellules sanguines en surface. La dérive négative qui s’en suit correspondrait donc effectivement à la

sédimentation de ces cellules. Ce saut initial est également observé pour la leucocine aléatoire en présence

du SASM. L’absence de ce pic pour la leucocine A24 marque une différence entre les deux séquences

peptidiques.

Enfin, la réponse du reste des peptides ne va différer principalement que par la dérive initiale variant

d’une séquence à l’autre, sans différence marquée d’amplitude. Il ne semble pas y avoir de différence

marquée dans les sauts de détection non plus. Cela se retrouve par des plateaux finaux très proches en

intensité. Ceci pourrait signifier qu’il y a saturation du signal SPRI pour ces plots en fin de suivi.

Excepté pour PàCHA sur le suivi de détection de SARM, qui présente une dérive négative plus forte

en N-ter qu’en C-ter, il n’est pas observé de différence majeure en fonction de l’orientation des peptides.

De plus, en considérant uniquement l’amplitude du saut de détection et non l’allure du suivi, on trouve en

réalité pour PàCHA N-ter une valeur d’environ 40%, qui se rapproche de celle du C-ter (plateau à 45 %).

L’immobilisation en N-ter ou C-ter ne semble donc pas être un facteur d’influence fort sur la capacité

d’interaction des peptides avec les bactéries.

Les temps correspondant aux sauts de détection peuvent à nouveau être extraits grâce à la valeur

maximale de dérivée. Les temps obtenus pour les détections les plus précoces sont présentés en tableau

4.5. Seuls les peptides présentant un saut de détection d’une amplitude supérieure à 5 % sont considérés.

On remarque ainsi que l’augmentation en complexité du milieu dans lequel on vient réaliser la
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Figure 4.17 – Suivis cinétiques en représentation linéaire pour la détection de 4 pathogènes bactériens
différents en sang dilué au milieu d’hémoculture BACTEC surtamponné. Les courbes sont la moyenne sur
7 plots. L’ensemencement en bactéries se fait juste avant le début de suivi. Les courbes sont représentées

après lissage. Les échantillons sanguins sont différents à chaque suivi. A – S. aureus résistant à la
méticilline – 2,7±0,4 UFC.ml-1. B – S. aureus sensible à la méticilline – 3,4±0,1 UFC.ml-1. C –

E. coli O157:H7 – 2,6±0,2 UFC.ml-1. D – E. coli O1:K1:H7 – 33±2 UFC.ml-1.

Souche ciblée Temps (min) Peptide Concentration initiale

SARM 1343 Bac2Asub3 N-ter 2,7±0,4 UFC.ml-1

SASM 1020 PàCHA C-ter 3,4±0,1 UFC.ml-1

E. coli O157:H7 593 Magainine 1 2,6±0,2 UFC.ml-1

E. coli O1:K1:H7 498 CM15 N-ter 33±2 UFC.ml-1

Tableau 4.5 – Comparaison des temps de détection obtenus entre le plasma et le TSB. Les temps sont
calculés à partir du temps auquel est obtenue la valeur maximale de dérivée première. Sont exclus les

peptides ne présentant pas de saut de détection.

détection s’accompagne d’une détection plus tardive. Cela reste en cohérence avec les études précédentes

lors du transfert d’un capteur développé en milieu simple vers le sang.224

La détection de bactéries en croissance dans le sang est donc possible grâce au jeu de PAM choisi. Les

peptides sélectionnés présentent un comportement similaire, à deux exceptions près (PàCHA et leucocine).
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Figure 4.18 – Suivis cinétiques représentés en tuiles nuancées pour S. aureus résistant à la méticilline (A),
S. aureus sensible à la méticilline (B), E. coli O157:H7 (C) et E. coli O1:K1:H7 (D). Les courbes sont la
moyenne sur 7 plots. L’ensemencement en bactéries se fait juste avant le début de suivi. Les courbes sont

représentées après lissage. Les suivis sont les mêmes qu’en figure 4.17.

Les peptides fortement cationiques semblent corrélés à une dérive initiale forte, comme déjà entrevu en

plasma. Cette dérive vient limiter l’amplitude des sauts de détection mesurables par SPRI, ce qui explique

potentiellement la difficulté de faire émerger des différences en fonction des bactéries ciblées. Malgré tout,

les profils de détection restent marqués par quelques dissemblances, notamment de la part de PàCHA.

Une identification partielle des types de bactéries présentes dans un échantillon reste donc possible.

4.3.3.3 Influence du positionnement des sondes sur la surface de la puce

Comme évoqué en partie 4.1.2.2, l’analyse SPRI est menée sans agitation. Cela pourrait impliquer

un manque d’homogénéisation de la population bactérienne dans la chambre de culture SPRI. Une telle

inhomogénéité pourrait alors entraîner des biais dans la détection en fonction de la position des plots à

la surface de la puce. Typiquement cela pourrait poser souci lors de tentatives de détection de bactéries

aérobies strictes, qui se développeraient en surface du milieu de culture, sans entrer en contact avec les

sondes. Dans le cadre de cette thèse, les bactéries étudiées sont aéro-anaérobies facultatives, ce souci ne

devrait donc pas se poser.

Toutefois, du fait des ensemencements initiaux faibles, à seulement quelques bactéries dans la chambre

SPRI, il peut y avoir des différences dans les premières zones qui seront exposées aux bactéries en surface

du prisme. Cela a pu être observé au cours de certains suivis (figure 4.19.a). Il est intéressant alors

d’observer qu’il y a non seulement une arrivée asynchrone des bactéries en surface, mais également que
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sur les images obtenues de la surface, elles se répandent progressivement au sein même d’un plot (voir

figure 4.19.b/c/d). Cela fournit une confirmation supplémentaire que la prise de signal est due à la présence

de bactéries en surface et non à un changement global du milieu de culture utilisé pour le suivi.

Figure 4.19 – Détection asynchrone entre réplicats d’une même espèce lors d’un suivi en sang sur SARM.
(a) courbes cinétiques lors de la détection de SARM en milieu sanguin. (b,c,d) Images différentielles

(soustraction de l’image initiale) pour le plot qui donne le saut de détection le plus précoce. Les barres
d’échelle représentent 500 µm.

Cependant, si une homogénéisation de la chambre de culture par agitation pouvait favoriser la rencontre

des bactéries avec la surface, elle pourrait également défavoriser des interactions faibles nécessaires à

la formation de biofilms. Un projet entre les différents partenaires de cette thèse, ainsi que le Centre

Hospitalier Universitaire de Grenoble, a été financé auprès de l’Agence Nationale de la Recherche afin

d’explorer les alternatives possibles pour améliorer le système de détection sur ce point. L’augmentation

du volume de la cuve, la mise en place d’un dispositif d’homogénéisation ou encore l’adaptation du

prisme aux flacons d’hémoculture sont autant de perspectives de développement envisagées.

Par ailleurs, comme on l’a vu en partie 4.3.3.1, il peut y avoir un effet de la sédimentation sur le signal

de fond de puce. La question se pose donc également pour les peptides en interaction avec les bactéries.

L’influence du positionnement vertical sur les performances de détection est à vérifier.

Pour cela, les données de l’expérience présentée en figures 4.17 et 4.18 sont reprises sous une forme

différente en figure 4.20. Dans cette représentation, pour chaque peptide, ainsi que pour les surfaces

contrôle de PEG800, la moyenne et l’écart-type des variations de réflectivité en fin de suivi ont été calculées

pour les réplicats de chaque peptide. Pour comparer la dispersion des réponses entre les différentes sondes,

les valeurs pour chaque plot ont ensuite été centrées et réduites. Cela revient à calculer pour chaque plot la

valeur suivante : ∆Rplot−µpeptide
σpeptide

, avec ∆Rplot , la valeur brute de variation de réflectivité du plot, µpeptide et

σpeptide respectivement la moyenne et l’écart-type pour les réplicats. Ainsi, les différents jeux de réplicats

sont rendus comparables. Les données obtenues de cette façon sont représentées en fonction de leur

positionnement sur la puce – à noter que la forme carrée ici représentée ne sert que la lisibilité, les ROI

originales sont circulaires.

Aucune position verticale préférentielle commune à tous les suivis ne se dégage – excepté pour SASM

pour lequel le haut de puce semble généralement plus élevé (plusieurs plots en haut de puce avec une
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(a) SARM – 2,7±0,4 UFC.ml-1. (b) SASM – 3,4±0,1 UFC.ml-1.

(c) E. coli O157:H7 – 2,6±0,2 UFC.ml-1. (d) E. coli O1:K1:H7 – 33±2 UFC.ml-1.

Figure 4.20 – Réponse en fin de suivi pour 4 suivis différents. Les valeurs sont centrées et réduites pour
chaque peptide, afin de pouvoir comparer les réponses indépendamment de leur intensité. Les tuiles sont
représentées en fonction de la position sur la puce de chaque ROI. Le haut de chaque graphe correspond

au haut de la puce.

variation supérieure à 1). Cela pourrait s’expliquer par une croissance préférentielle de cette souche à

proximité de la surface du milieu d’hémoculture. Toutefois, une tendance commune se dégage concernant

la position latérale : les plots situés du côté droit présentent des signaux plus intenses. L’absence de

rationnel pouvant expliquer ce point par la croissance des bactéries pousse à formuler une autre hypothèse :

celle d’une inhomogénéité du réglage optique. Une collimation imparfaite de l’imageur pourrait par

exemple entraîner un tel défaut dans les images collectées.

Globalement, l’effet de ces variations en fonction de la position reste négligeable, notamment par

rapport à l’intensité des dérives non-spécifiques liées au sang. La correction des dérives initiales afin

d’extraire des grandeurs caractéristiques des signaux de détection sera donc traitée prioritairement.
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4.3.4 Vers une possibilité d’identification par affinité croisée?

Jusqu’ici, si la capacité de détection a été démontrée, notamment par l’intermédiaire des sauts de

détection avec les maxima de dérivée associés, il reste à évaluer les capacités d’identification. Or, les

suivis impliquent une grande quantité de données, difficilement assimilables par l’observation directe des

résultats. Pour tirer une description rigoureuse et non biaisée des cinétiques obtenues, il va être nécessaire

de procéder à une analyse exploratoire permettant de comparer les suivis réalisés. Néanmoins, afin de

mener une étude statistique plus rigoureuse, la réalisation de plusieurs répétitions des suivis présentés

dans la partie précédente a été nécessaire.

Lors du développement de capteurs destinés à identifier un nombre élevé de cibles différentes, la

difficulté liée au développement d’un récepteur spécifique pour chaque cible implique d’exploiter le

principe d’affinité croisée459 (préféré ici au terme « réactivité croisée » parfois employé). Celui-ci repose

sur la capacité de chaque récepteur à interagir plus ou moins intensément avec plusieurs des cibles visées.

La variété d’intensité de ces interactions dénote d’affinités différentes d’une cible à l’autre. L’utilisation

simultanée de plusieurs récepteurs de ce type permet donc de faire émerger un profil de reconnaissance

potentiellement spécifique à chaque cible à partir de la réponse de l’ensemble des sondes. Un tel principe

peut par exemple se retrouver dans la nature avec le fonctionnement de l’olfaction humaine, où un

jeu d’environ 400 récepteurs peut permettre de reconnaître plusieurs milliers d’odeurs différentes. Ce

fonctionnement a ainsi été mis à profit au CREAB pour le développement d’un nez électronique basé sur

un capteur SPRI adapté à la détection en gaz. La présence de 18 récepteurs variés – molécules organiques

ou peptides – en surface de ce capteur permet de discriminer les molécules odorantes à l’atome de carbone

prêt.460

Ainsi, tel qu’on a pu le constater, le jeu de peptides utilisé présente un potentiel pour mettre en place

une identification par affinité croisée. Dans un premier temps, il s’agira donc ici de rappeler quels sont les

objectifs et grands principes qui sous-tendent l’analyse exploratoire de données. Ensuite nous verrons

de quelle façon ils pourront s’appliquer aux données obtenues lors des répétitions des expériences de

détection en sang.

4.3.4.1 Objectifs et théorie de l’analyse exploratoire de données

Les jeux de données de volume important, dits à grande dimensionnalité, sont complexes à analyser

sans recours à des méthodes statistiques multivariées. Le recours à l’analyse exploratoire de données

permet de faire ressortir de façon descriptive des relations entre les diverses observations réalisées. Il

devient alors possible de réduire le nombre de dimensions sur lesquelles représenter graphiquement les

données. Pour illustrer ce principe, on peut considérer l’arrivée d’une course cycliste (figure 4.21) : il

s’agit alors d’un objet multidimensionnel (espace à 3 dimensions et temps). Pour décrire le résultat, la

projection dans un sous-espace à deux dimensions est possible. Il s’agit alors de choisir la perspective

fournissant l’information la plus utile. Dans l’exemple présenté, cela revient à positionner une caméra de

côté sur la ligne d’arrivée qui permet de représenter en 2 dimensions le résultat de la course, mieux que ne

le fait la caméra frontale.

Le même principe se retrouve dans les analyses exploratoires de données, L’avantage des méthodes

statistiques alors employées est qu’elles sont descriptives. Ceci signifie que la représentation graphique
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Figure 4.21 – Représentations d’une arrivée de course cycliste en deux dimensions selon des perspectives
différentes.

obtenue est estimée sans avoir de modèle présupposé. Cela minimise les biais d’observation et permet

également de potentiellement faire ressortir des relations non soupçonnées entre les variables observées.461

L’objectif, dans le cadre d’un capteur à affinité croisée, est de classifier les points de données dans

différents groupes ou classes (aussi appelées clusters). On distingue alors deux grands types d’analyses,

selon qu’elles soient supervisées ou non. La supervision des données, avec des méthodes comme l’Analyse

Discriminante Linéaire (ADL), consiste à prendre en compte leur étiquetage lors du classement. Cet

étiquetage correspond à la nature de l’échantillon observé – ici il s’agit de la souche bactérienne. C’est-à-

dire que l’on fournit alors pour chaque observation la classe à laquelle elle doit appartenir. Les variables

sont donc réduites en dimension afin de faire alors ressortir au mieux les classes prédéfinies. Toutefois, si

de telles analyses sont intéressantes pour étudier les relations entre variables – ici il s’agit de nos peptides

– elles restent intrinsèquement biaisées. Leur tendance à discriminer les classes prédéfinies peut engendrer

une projection des observations sur des dimensions qui ne seront pas répétables avec l’accumulation des

expériences. Les tentatives de classification d’échantillons inconnus sont alors peu concluantes.462

Pour cette raison, dans notre étude nous utiliserons des méthodes non supervisées, qui passent

uniquement par l’analyse des valeurs intrinsèques liées aux données. Il convient de marquer une dernière

nuance parmi les méthodes de classifications disponibles : les partitionnements binaire et probabiliste. La

première, aussi appelée hard clustering consiste à assigner une seule classe à chaque individu. La seconde

correspond à évaluer la probabilité d’appartenance à toutes les classes possibles – de 0 à 1, qui correspond

du moins au plus probable.

Dans l’étude menée ici nous exploiterons une méthode d’analyse pour chaque approche : l’Analyse en

Composantes Principales (ACP) couplée à une Classification Hiérarchique sur Composantes Principales

(CHCP) d’une part et la classification floue d’autre part. Les deux premières méthodes seront appliquées

avec le paquet FactoMineR,463 la classification floue est inclue dans le paquet cluster.464

L’utilisation de ces méthodes, après avoir extrait des données des grandeurs pertinentes appelées

descripteurs (partie 4.3.4.3), nous permettra d’évaluer quelles sont les capacités de discrimination du

système décrit dans cette thèse. Dans le cadre de l’ACP, cela mettra également en avant l’apport des

différents PAM aux composantes permettant de discriminer les différentes classes identifiables. L’annexe

6.3 vient par ailleurs introduire les notions nécessaires à la compréhension des trois principales méthodes

d’analyse utilisées : l’Analyse en Composantes Principales (ACP), la Classification Hiérarchique sur

Composantes Principales (CHCP) et enfin la classification floue.
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4.3.4.2 Principes de l’analyse de données pour l’identification dans les biocapteurs

L’analyse exploratoire de données permet d’extraire une classification depuis des observations. Cepen-

dant, pour aboutir à des résultats satisfaisants, il est préférable de préparer les données en extrayant de

celles-ci des grandeurs caractéristiques. Ces dernières sont également appelées descripteurs. Le choix

de ces descripteurs va s’appuyer sur deux grands principes. D’une part ils doivent être représentatifs du

phénomène que l’on souhaite décrire. D’autre part ils devront être observables à chaque répétition de

l’expérience.

Typiquement dans le cadre des données obtenues en SPRI sur les échantillons sanguins, on a de

manière brute 13 peptides, répliqués 7 fois chacun, avec un point de mesure toutes les 3 secondes. Pour un

suivi de 24 heures, cela représente plus de 2,6 millions d’observations. Il est possible de réduire le nombre

de ces dimensions avant de procéder à une analyse exploratoire, sans pour autant réduire l’information

apportée. Cette préparation des données peut prendre plusieurs aspects. D’une part, il y a généralement un

lissage temporel, et ensuite le calcul d’une moyenne par peptide. De plus, tous les points du suivi temporel

n’apportent pas autant d’informations. Par exemple, la dérive initiale lors d’un suivi ne contribue pas à

identifier les bactéries contaminantes.

Au-delà des données cinétiques directes, il est possible d’extraire d’autres grandeurs caractéristiques.

Comme on l’a vu en introduction, les biocapteurs présentent généralement des constantes d’affinité

correspondantes à des phases d’association ou de dissociation avec leurs cibles. De telles grandeurs, ou

leurs profils cinétiques associés peuvent ainsi être utilisés comme données de l’analyse exploratoire.460

L’utilisation des méthodes statistiques multidimensionnelles permet alors une description objective de la

réponse du capteur en accordant la même importance à tous les récepteurs utilisés. L’analyse de la réponse

globale d’un capteur à affinité croisée fournit alors plus d’informations que l’ensemble de ses récepteurs

considérés individuellement.

Le concept de routine d’analyse est important, d’autant plus pour une application future en milieu

clinique. Si l’approche par essai/erreur peut s’appliquer pour déterminer les combinaisons de descripteurs

pertinentes, elle n’est qu’intermédiaire. En effet, une fois la combinaison optimale déterminée, un suivi

additionnel ne devrait pas impliquer une modification de ces descripteurs. Il faut donc toujours appliquer à

un capteur donné le même traitement statistique, sans quoi les différentes répétitions d’une expérience ne

pourront pas être comparables entre elles. Si le besoin de changer ces descripteurs survenait, il faut ainsi

l’appliquer rétroactivement à l’ensemble de la base de données et non seulement aux nouveaux suivis.

Nous allons donc maintenant aborder le choix des descripteurs d’intérêt pour l’identification par

affinité croisée dans la méthode « Culture-Capture-Mesure » en conservant ces principes directeurs.

4.3.4.3 Descripteurs pertinents pour la détection « Culture-Capture-Mesure » large spectre

Les données issues des travaux préliminaires à la thèse (figure 2.12) ont été prétextes à la définition

des descripteurs qui seront utiles pour les analyses exploratoires.

Dans le cadre d’un diagnostic de sepsis, la durée d’analyse est un facteur crucial, il est donc nécessaire

d’utiliser des descripteurs accessibles dès que le saut de détection est atteint. Dans cette idée, toute mesure

prise sur le plateau est donc à proscrire. Une autre caractéristique observée sur les suivis SPRI est le

fait que les sauts de détection arrivent de manière asynchrone : les peptides les plus affins répondent en
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premier. Certains plots peuvent ainsi saturer avant que d’autres n’aient effectué leur saut de détection (voir

figure 4.19). Considérer un unique temps pour extraire les valeurs des descripteurs n’est donc pas possible,

il est nécessaire d’utiliser un paramètre qui assure que chaque plot fournira l’information la plus pertinente.

Un tel critère a déjà été introduit auparavant : le temps correspondant au maximum de la dérivée première.

Celui-ci correspond en effet au point d’inflexion maximale de la courbe de variation de réflectivité. Le

calcul de la dérivée et l’extraction de son maximum peuvent ainsi constituer un premier descripteur. Le

temps correspondant à ce maximum de dérivée peut être considéré comme un temps de détection objectif.

Le fait d’appliquer une description purement statistique permet d’éviter un biais de sélection des données.

En effet, le maximum de dérivée est non équivoque, contrairement à ce que pourrait donner une lecture

graphique par un observateur. Le temps de détection obtenu par le maximum de dérivée première peut

être utilisé également pour récupérer la variation de réflectivité correspondante. Lors des expériences

préliminaires menées en TSB, la dérive initiale est quasi nulle, la variation de réflectivité récupérée de

cette façon est donc celle entre le saut et la ligne de base. Les deux descripteurs ainsi déterminés sont

schématisés en figure 4.22.

Figure 4.22 – Schématisation des deux descripteurs déterminés pour les analyses multidimensionnelles.

A noter par ailleurs que la méthode de détermination du temps de détection employée ici engendre des

temps comparativement plus tardifs que la technique utilisée auparavant en « Culture-Capture-Mesure »

par V. Templier.224 Celui-ci se basait sur un seuillage correspondant à la moyenne des dérivées secondes de

plots de contrôle négatif, à laquelle on ajoutait 5 fois l’écart-type de ces plots. Dès qu’un plot d’anticorps

dépassait ce seuil, la détection spécifique est déclenchée et le temps déterminé ainsi. Cependant, une

détection plus précoce implique également une amplitude de réponse moindre, ce qui peut faire perdre de

la variance aux profils alors obtenus.

Dans le cadre des données de détection préliminaires à la thèse, une observation possédait 6 peptides,

avec pour chacun deux descripteurs : la dérivée maximale et l’amplitude correspondante. Les duplicats

de chacun des peptides peuvent être mis à profit pour générer des combinaisons de réponses. Chaque

suivi donne donc 64 combinaisons différentes (26), ce qui permet d’assurer que toutes les combinaisons

possibles de duplicats sont représentées. Un possible biais de sélection des données est ainsi évité. De plus,

on représente alors la dispersion des données, au contraire de l’utilisation de la moyenne, qui pourrait

masquer la variance. De plus, l’utilisation de l’intégralité des combinaisons possibles permet également

d’éviter un biais de sélection de jeux d’observations permettant une meilleure discrimination.
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L’analyse en composantes principales et la classification hiérarchique qui en découle sont présentées

en figure 4.23.

Figure 4.23 – Classification « dure » obtenue pour la détection des pathogènes issus des résultats
préliminaires en TSB (figure 2.12). A – Graphe des individus pour les deux premières composantes

principales. Les ellipses représentent un intervalle de confiance à 95 %. B – Dendrogramme obtenu sur
les cinq premières composantes principales de l’analyse précédente. Les distances considérées sont

euclidiennes.

D’une part l’ACP obtenue permet effectivement de discriminer les cinq pathogènes différents en

grappes distinctes. Les deux premières dimensions des composantes principales représentent 70,3 % de

la variance totale. Cela signifie que les données étaient effectivement de haute dimensionnalité, ce qui

permet une bonne discrimination. De plus, cela signifie également qu’une grande partie de l’information

est portée sur les composantes suivantes, justifiant donc l’emploi de la classification hiérarchique sur les

composantes principales. Cette observation vient renforcer le constat d’une bonne discrimination selon

cette méthode.

Les descripteurs choisis sont donc a priori pertinents pour la détection de bactéries en croissance

par SPRI. De plus, cela vient confirmer que la variété des affinités proposées par des peptides peut

effectivement permettre de fournir des profils de reconnaissance des pathogènes. Cette approche est donc

a priori validée pour la détection SPRI.

4.3.4.4 Effets de la matrice sur l’extraction de descripteurs et lissage des données

Contrairement aux suivis en TSB, la détection en milieu complexe engendre des signaux moins

simples dans l’analyse directe. Ainsi, des problèmes de bruit, dérive et saturation (figure 4.24) sont

fréquents et viennent perturber l’extraction des descripteurs.

Cependant, il reste possible de préparer les données cinétiques ainsi obtenues pour arriver à extraire des

descripteurs pertinents. Certains des défauts présentés en figure 4.24 peuvent être corrigés ou contournés.

La figure 4.25.a montre un peptide problématique. Les interactions non-spécifiques de début de suivi

peuvent être simplement ignorées par l’algorithme d’extraction des descripteurs en fixant un seuil temporel

minimal avant de considérer la dérivée. Par exemple ici, on peut définir ce seuil à 1250 minutes et donc

ignorer l’intégralité du suivi avant le saut de détection.



4.3 Détection de pathogènes en sang total dilué 145

Figure 4.24 – Représentation schématique des types principaux de profils cinétiques rencontrés en sang.
(a) Suivi idéal, présentant une dérive initiale faible et un saut de détection clair. (b) Suivi avec dérive

initiale linéaire. (c) Suivi avec un saut de début de suivi, lié à l’accrochage puis décrochage de cellules
sanguines. (d) Suivi avec dérive positive jusqu’à saturation : saut invisible.

Les dérives, positives comme négatives peuvent être corrigées du moment qu’il existe une fenêtre

temporelle permettant de définir la pente et l’origine de cette dérive. Cette démarche de correction est

présentée en figure 4.25. La droite affine rouge représente la régression linéaire effectuée sur une fenêtre

allant de 900 à 1050 minutes. Après correction par cette droite, on observe qu’elle correspond à une ligne

de base pertinente (pente et origine nulles). La valeur de réflectivité obtenue lors du saut pour ce peptide

passe alors de -4 % à 21 %, ce qui devient en cohérence avec l’amplitude initialement visible. Le défaut de

cette méthode reste la nécessité de définir manuellement une fenêtre temporelle adéquate pour définir la

correction linéaire. Cependant, elle permet d’extraire efficacement un descripteur d’amplitude de réponse

depuis un signal à forte dérive.

Enfin, la saturation d’un récepteur ou l’absence de saut de détection n’est évidemment pas corrigible

et générera alors des descripteurs de valeur négligeable. Cela marque donc une des limites du système de

suivi SPRI à angle de travail fixe.

Il faut souligner que la méthode de correction du signal choisie ici découle de la nature des descripteurs

que l’on a prédéterminés en fonction de notre système. D’autres capteurs, par exemple sensibles à la

concentration de l’analyte, peuvent nécessiter une étape supplémentaire de normalisation pour obtenir des

profils répétables. Toutefois, ici ce n’est pas le cas, car au moment de la détection par notre système la

concentration bactérienne est toujours similaire. C’est la charge initiale en pathogènes qui change. Le

fait d’avoir toujours travaillé avec une concentration initiale inférieure à 100 UFC.ml-1 nous permet de

minimiser l’effet de la variation du temps de détection d’un suivi à l’autre. Cette variation, si elle était

d’importance, aurait pu avoir un impact négatif sur les amplitudes de détection observées, du fait que l’on

se rapproche de la saturation en cas d’une dérive initiale positive très longue.

Pour résumer, le traitement d’un suivi passe par les étapes suivantes avant les analyses statistiques :

1. Lissage des données initiales, à l’aide d’un filtre passe-bas sur une fenêtre temporelle donnée ;
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Figure 4.25 – Exemple d’un suivi cinétique SPRI avant et après correction linéaire de la dérive précédant
le saut de détection. A – Données originales, uniquement lissées. B – Après correction par la dérive.

2. Moyenne par peptides ;

3. Correction de la dérive avant saut de détection ;

4. Extraction de la valeur de variation de réflectivité correspondant au temps de maximum de la

première dérivée.

Ce traitement sera appliqué à toutes les répétitions des suivis qui montrent un saut de détection afin

d’obtenir la base de données à analyser.

4.3.4.5 Résultats des analyses multidimensionnelles

Les expériences de détection en sang auront été répétées 13 fois en tout avec succès dans la détection

des quatre pathogènes ciblés. Ce sont ces expériences qui constituent la base de données utilisée ici.

Pour déterminer quels descripteurs utiliser dans les analyses sur les suivis en sang, nous repartons des

descripteurs précédemment utilisés : valeur de dérivée maximale et variation de réflectivité correspondante

(figure 4.22). Des analyses multivariées ont été réalisées avec les trois combinaisons possibles des

descripteurs précédemment présentés. De ces analyses, il ressort que l’utilisation de la variation de

réflectivité seule permet la meilleure discrimination en ACP. Les résultats de cette analyse, ainsi que la

CHCP correspondante sont en figure 4.26.

D’une part, on constate que les quatre souches différentes ciblées ne sont pas totalement discriminées.

Deux grappes distinctes se forment : une pour les deux souches de S. aureus, l’autre pour celles d’E. coli.

Les deux premières composantes principales représentent 86,81 % de la variance totale. La première

représente à elle seule 76,30 %, ce qui signifie qu’elle porte la majeure partie de l’information. Le graphe

des variables montre que cette première composante est avant tout fortement corrélée avec les réponses des

plots de PàCHA. De manière plus anecdotique, les deux versions de la leucocine contribuent également à

cette première CP. De plus, par rapport aux deux grappes identifiées sur le graphe des individus, cette

première composante suffirait à distinguer les deux espèces.

L’application de la CHCP permet d’évaluer l’information contenue dans les cinq premières compo-
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Figure 4.26 – Analyse en Composantes Principales sur les résultats cinétiques corrigés. A – Projection
sur les deux premières composantes principales pour le graphe des individus. Les ellipses représentent un

intervalle de confiance à 95 %. B – Corrélation des variables sur chacune des deux premières
composantes principales. Seules les 6 variables les plus contributives sont étiquetées.

santes principales (figure 4.27). Ces CP portent 98 % de la variance totale.

Les deux branches principales de la CHCP correspondent aux deux groupes qui se distinguaient lors

de l’ACP. Elles rassemblent d’une part les suivis ciblant E. coli et d’autre part ceux ciblant S. aureus.

Toutefois, un suivi de détection de SARM est mal classé, ce qui n’était pas le cas dans le graphe présentant

les deux premières CP. Cela résulte d’une similarité forte sur les autres dimensions entre ce suivi et ceux

d’E. coli. Un tel résultat provient directement d’une similarité trop élevée entre les réponses des peptides

d’une bactérie à l’autre lorsque l’on considère les composantes principales suivantes.

Figure 4.27 – Classification Hiérarchique sur Composantes Principales à partir de l’ACP menée
précédemment (figure 4.26). Les distances sont euclidiennes. Les étiquettes sont données avec le nom de
la cible, ainsi que le numéro de référence du suivi. L’encadré rouge en pointillé met en avant le même

suivi que sur la figure 4.28.

Le résultat du graphe de cette ACP confirme toutefois les observations déjà faites sur les suivis

cinétiques. Concernant les sondes, il existe effectivement trois groupes principaux. D’une part PàCHA, qui

contribue de façon significative à la variance des données sur la première CP. D’autre part, les leucocines,

qui contribuent à la même composante, mais de façon moindre. Enfin, le reste des peptides contribue

avant tout à la deuxième CP, qui ne permet pas de distinguer les espèces ciblées. Toutefois si les deux
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premières CP donnent un résultat satisfaisant, la classification hiérarchique sur les premières dimensions

amène un doute sur la fiabilité du classement. L’analyse CHCP a amené confirmation qu’il n’est a priori

pas possible de distinguer les bactéries à la souche près. Cependant, une différence entre S. aureus et

E. coli a été mise en évidence.

L’emploi de la classification floue va permettre d’assigner à chaque suivi des coefficients d’apparte-

nance, qui mettront en évidence les suivis incertains. Comme l’ACP a montré qu’une séparation en 4

groupes différents était incertaine, la classification floue sera effectuée en cherchant à séparer les données

en 2 classes seulement. Les résultats de cette classification sont représentés en figure 4.28.

Figure 4.28 – Classification floue réalisée sur la base de données corrigée des variations de réflectivité au
saut de détection. A – Partitionnement obtenu à partir des détections en sang dilué en milieu

d’hémoculture. B – Coefficients de silhouette du jeu de données – S. aureus en bleu, E. coli en jaune.
L’encadré rouge en pointillé met en avant le même suivi que sur la figure 4.27.

Le partitionnement ainsi obtenu classe à nouveau les suivis correctement entre les deux clusters.

Toutefois, un recouvrement est constaté entre les groupes. L’analyse des coefficients de silhouette souligne

ce fait. En effet, bien que la valeur globale soit positive (0,41), certains individus ont des coefficients

proches de zéro, voire négatifs. Ce dernier correspond au suivi 5679 sur SARM, déjà incertain entre l’ACP

et la CHCP. Toutefois la classification floue indique une appartenance plus probable au cluster regroupant

les S. aureus (0,58).

La classification floue produit donc un partitionnement des données qui correspond à celui attendu,

tout en indiquant les observations problématiques. L’interprétation est donc facilitée par rapport au couple

ACP/CHCP. Cependant, contrairement à l’ACP, il n’est pas possible d’extraire les variables portant le plus

d’information, car la représentation est ici basée sur les distances entre points. L’emploi de ces méthodes

est donc complémentaire, notamment pour déterminer le nombre de clusters utilisés dans la classification

floue.

4.3.4.6 Discussion sur l’apport des analyses multivariées

Les bactéries ciblées dans le cadre de ce travail ne permettent pas de définir précisément la nature de

la discrimination qui a été réalisée. Celle-ci pourrait ainsi être résolue au niveau de l’espèce ou bien plus

largement de la coloration de Gram ou de la morphologie (coque ou bacille). L’ACP a montré qu’il n’y

avait pas une variété suffisante dans les réponses des peptides pour permettre une réelle discrimination à
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la souche près. En effet, l’approche adoptée d’utiliser des peptides similaires (hélicoïdaux et cationiques)

touche ici potentiellement ses limites. D’une part, les réponses obtenues ne sont pas suffisamment

différentes d’un peptide à l’autre, comme on le pressentait dans les résultats cinétiques. D’autre part, une

part significative des réponses est potentiellement masquée par les interférences du sang.

Néanmoins, l’analyse ACP a permis de mettre en avant que la première composante principale, portée

par PàCHA et la leucocine, permet une discrimination entre les deux classes. Si d’une part cela veut dire

que l’emploi des statistiques multivariées n’était pas suffisant pour l’identification, cela souligne d’autre

part qu’un nombre restreint de sondes peut permettre une différenciation, même en milieu sanguin. Cela

encourage à développer le système en incluant des sondes peptidiques de nature différente. Par ailleurs, si

la correction des signaux par la dérive a permis de rendre plus exploitables les données cinétiques, elle ne

permet pas de récupérer les signaux des peptides qui ont saturé du fait de leur exposition au sang.

Enfin, il faut souligner les limites de la base de données présentée ici. Le nombre de répétitions reste

négligeable par rapport à la taille d’une base pertinente cliniquement (a minima plusieurs milliers de

répétitions206). De plus, la variété des souches est elle aussi négligeable par rapport à celles rencontrées

dans une application réelle. Il faudrait donc avoir une variété supérieure de bactéries ciblées, mais aussi

de peptides utilisés. C’est en possession d’une telle base de données qu’il sera alors possible d’estimer

l’apport de la statistique multivariée et notamment la capacité de discrimination qui en découlera. La

poursuite de ces travaux de thèse, par le biais d’un projet financé par l’ANR, a pour objectif d’explorer

de nouveaux peptides comme sondes. L’objectif sera également de tester le système présentant ce panel

élargi de sondes en évaluant sa capacité de reconnaissance des pathogènes d’espèces différentes de celles

détectées jusqu’alors.
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4.4 Conclusions du chapitre

Il a été démontré dans ce chapitre que les peptides antimicrobiens employés sont adaptés à la détection

en milieu sanguin. La composition complexe de ce dernier est venue imposer l’emploi d’un milieu

d’hémoculture surtamponné. La présence d’une grande diversité de protéines dans le plasma engendre de

fortes dérives sur le signal de détection SPR. Cette dérive a pu être réduite grâce à l’ajustement du blocage

des biopuces, en substituant le PEG2000 thiolé par le PEG800. La stabilité des peptides immobilisés

sur l’or a ensuite été confirmée par fluorescence. Bien que la fluorescence ne donne qu’une information

partielle sur la présence des peptides, les expériences de détection des bactéries confirment que l’activité

des peptides est a fortiori conservée.

La capacité de reconnaissance des quatre souches ciblées a été démontrée, bien qu’il reste encore à

tester un panel bien plus large de cibles avant de considérer le capteur comme universel. Par ailleurs, la

mise en œuvre de méthodes d’analyse multidimensionnelles a permis de mettre en évidence la possibilité

d’une capacité de discrimination et donc potentiellement d’identification des pathogènes. Cependant,

cette dernière caractéristique reste encore sujette à caution quant au niveau de discrimination qu’elle

permettra d’atteindre. L’analyse exploratoire de données a aussi permis de mettre en évidence les peptides

qui contribuent le plus à la séparation du nuage de données. Le peptide PàCHA, conçu spécialement dans

le cadre de cette thèse a ainsi démontré une capacité d’interaction avec toutes les souches testées, avec

une différence d’amplitude entre S. aureus et E. coli. De plus, il présente une dérive négligeable face aux

protéines plasmatiques. La dérive, bien que réduite par l’apport du PEG800, reste fortement présente sur

les autres peptides et a entraîné parfois une saturation partielle de la biopuce.

Le changement dans la méthodologie de suivi, en passant de l’angle fixe actuel à un balayage

d’angle par exemple pourrait permettre de s’affranchir de la saturation. Une évolution vers un tel système

autoriserait également l’emploi de sondes de nature variée, permettant par exemple de mettre en œuvre

simultanément des peptides antimicrobiens et des sondes plus spécifiques, comme les anticorps.

Enfin, pour arriver à un système réellement employable dans le cadre de diagnostics cliniques,

plusieurs verrous persistent. D’une part, les conditions de culture du système sont pour le moment

uniquement adaptées aux bactéries aérobies (strictes ou facultatives). De plus, l’absence d’agitation

entraîne probablement un retard dans la croissance des pathogènes au sein de l’imageur SPR. Les volumes

utilisés (2 ml) sont également loin de ceux nécessaires pour des échantillons cliniques, de l’ordre de

plusieurs dizaines de millilitres. Toutefois, la technologie «Culture–Capture–Mesure» est compatible avec

ces volumes, comme V. Templier l’avait montré. Les analyses statistiques pour permettre l’identification

des pathogènes nécessiteraient aussi un nombre bien plus élevé de répétitions avant d’être statistiquement

fiables.

Néanmoins, il reste que la méthode utilisée ici permet une détection des pathogènes en milieu com-

plexe, en moins de 24 heures. L’introduction de sondes supplémentaires, l’adaptation de la méthodologie

pour rapprocher le système des conditions réelles et l’analyse d’une population bactérienne plus large

sont les étapes suivantes à réaliser. Mener à bien ces objectifs pourrait à terme permettre la détection et

l’identification de pathogènes en une seule étape, directement depuis l’échantillon clinique.
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Chapitre 5

Conclusions et perspectives

Les travaux menés au cours de cette thèse ont principalement porté sur l’élargissement du spectre

des pathogènes reconnaissables en milieu sanguin par l’imagerie SPR et la méthode « Culture–Capture–

Mesure ». Cette technique, tout d’abord développée en matrice alimentaire, puis transférée en milieu

sanguin, s’était jusqu’ici toujours appuyée sur des sondes spécifiques à certaines souches pathogènes

particulières. L’un de ses principaux avantages repose dans son couplage de la phase d’enrichissement

bactérien avec celle de détection de la croissance. Cela permet d’obtenir en une seule étape la détection

et l’identification de pathogènes, sans préparation particulière de l’échantillon. Le spectre restreint

de reconnaissance de la technique, du fait de l’utilisation d’anticorps, était le principal inconvénient

pour adapter le système à la détection de bactériémies. L’emploi pour la première fois de peptides

antimicrobiens en matrice biologique complexe a permis d’ouvrir des perspectives intéressantes pour

prolonger le développement de cette technologie.

Avant d’aborder plus précisément ces perspectives, il convient de souligner les avancées introduites

par ces travaux. D’une part, il a été montré que les peptides antimicrobiens étaient employables comme

sondes sur un biocapteur afin de détecter la présence de bactéries pathogènes en sang dilué au milieu

d’hémoculture. Les profils des réponses obtenues dans ces conditions ont permis de détecter et distinguer

E. coli de S. aureus, en respectivement moins de 10 et 22 heures, en partant de concentrations similaires

à celles d’échantillons cliniques. Ces durées avant détection sont de l’ordre de celles pour obtenir la

positivité de la détection par automate lors d’hémoculture. Contrairement à la technique développée

dans ces travaux, ces automates ne permettent pas d’obtenir une information à propos de la nature des

pathogènes présents. De plus, l’emploi de peptides, en lieu et place d’anticorps, a permis d’utiliser avec

succès des biopuces plus d’un mois après leur élaboration, dans des conditions de conservation simplifiées.

Ces éléments font des peptides antimicrobiens des sondes aux propriétés prometteuses pour être employées

à grande échelle. Cependant, la route est encore longue avant l’application en routine de tels biocapteurs

en milieu clinique.

Nous allons ici aborder quelles sont les pistes de développement possibles et évoquer les principaux

verrous qui leur sont liés. Ces réflexions porteront sur l’emploi de peptides pour la détection de bactéries

dans le sang, à la fois dans un cadre général, mais aussi plus particulièrement avec la méthode « Culture–

Capture–Mesure ». Trois perspectives majeures seront traitées : l’ingénierie de sondes peptidiques, le

perfectionnement du banc d’analyse SPRI, ainsi que les analyses de données liées aux expériences en

SPRI.
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5.1 Développement de nouvelles surfaces peptidiques pour la détection

Les sondes employées dans ces travaux présentaient du point de vue physico-chimique de grandes

similarités, que ce soit concernant leur longueur, leur charge ou leur caractère amphiphile. Bien qu’il

n’ait pas été possible au cours de cette thèse de résoudre la structure adoptée par les peptides une fois

immobilisés, il est probable qu’elle soit ainsi similaire. Les différences de réponse obtenues, notamment

en milieu simple, proviennent alors d’effets liés à la séquence. L’analyse exploratoire de données telle que

menée ici n’a pas permis de distinguer les bactéries à la souche près, notamment en raison du manque

de diversité des profils de réponse obtenus en milieu complexe. Le développement de nouvelles surfaces

peptidiques pourrait permettre d’obtenir une variété supérieure de réponses à celle obtenue dans ces

travaux. Deux perspectives principales pourraient offrir cette possibilité : expérimenter des variations

autour de ces PAM, ou bien explorer de nouvelles séquences, encore non mises en œuvre dans les

biocapteurs.

Concernant cette dernière perspective, la famille des peptides antimicrobiens est riche de milliers de

séquences différentes, qui peuvent être classées dans pléthore de sous-familles en fonction des critères

considérés. Ainsi, que ce soit dans cette thèse ou dans la littérature des biocapteurs basés sur les PAM, les

peptides hélicoïdaux et cationiques sont majoritaires. La leucocine démontre toutefois que ces peptides ne

sont pas la panacée et que des peptides à charge nette faible peuvent permettre la détection, en milieu

simple, comme en sang – bien qu’avec une amplitude réduite. De plus, cette faible charge nette a présenté

l’avantage de minimiser les dérives liées à l’adsorption non-spécifique de composés anioniques depuis

la matrice sanguine. Ainsi explorer d’autres séquences connues qui peuvent partager ces propriétés

physico-chimiques particulières dans le paysage des peptides antimicrobiens peut être une première piste.

Sur un autre plan, il n’existe pas dans la littérature d’exemple de l’emploi d’un peptide antimicrobien

non linéaire comme sonde immobilisée à la surface d’un biocapteur. L’utilisation de peptides cycliques,

lasso ou encore en feuillet β pourrait pourtant potentiellement introduire une plus grande variété dans les

profils d’interaction avec les pathogènes ciblés. Toutefois, les mécanismes d’interaction avec les bactéries

de ces peptides aux conformations particulières sont parfois encore peu connus, ce qui augmente le risque

de leur faire perdre leur activité suite à une immobilisation en surface.

Ceci permet d’aborder l’autre grande perspective liée à l’ingénierie peptidique : les variations autour

des séquences déjà expérimentées. Deux modus operandi principaux peuvent ici être distingués : d’une

part, conserver la même séquence afin de l’immobiliser le plus favorablement possible, ou bien d’autre part

modifier cette séquence pour améliorer les performances en détection. La seconde approche se déroulerait

dans des conditions similaires au développement de PAM en tant qu’antibiotiques : substitutions d’acides

aminés, génération aléatoire de séquences, etc. Cependant, appliquer ce processus a deux limites majeures :

d’une part le temps mis pour obtenir une quantité suffisante de chaque variation et d’autre part, le

nombre limité de plots fonctionnalisables à la surface d’un prisme. Il semblerait donc plus pertinent

en première intention de se concentrer sur l’amélioration de l’immobilisation en surface des peptides

les plus prometteurs – comme PàCHA ou la leucocine. Celle-ci peut se faire en variant l’orientation de

l’ancrage, ou encore en modulant la longueur ou la nature de l’espaceur entre la séquence et la surface.

Une amplitude de réponse supérieure serait ainsi peut-être atteinte. Il reste cependant peu probable que
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cela élargisse leur spectre d’interaction : cela pourrait même le restreindre.

L’ingénierie peptidique pourrait toutefois résoudre un autre problème rencontré au cours de ces

travaux : les interactions non spécifiques. Que ce soit sur les plots ou en fond de puce, l’adsorption

non maîtrisée de composants du sang s’est effectivement montrée non négligeable. Si l’évaluation de

différents agents bloquants a permis de mettre en avant le PEG800 thiolé comme alternative à la BSA

et au PEG2000 thiolé, utilisés en première intention, il est encore possible d’améliorer cet aspect du

système. La mise à l’essai d’autres types de polymères peut être la première piste venant à l’esprit. Une

autre approche pourrait consister à explorer les possibilités d’hybridation des peptides antimicrobiens

avec d’autres peptides, développés par ailleurs pour l’auto-assemblage sur des surfaces. L’introduction de

ce type d’espaceur, aux propriétés antiadhésives, en substitution ou en complément de la triple β alanine

utilisée dans ces travaux pourrait être une piste d’étude intéressante pour réduire la réponse non spécifique

du capteur. Dans le même ordre d’idée, l’utilisation de peptides s’auto-assemblant dans des structures

contrôlées finement en surface pourrait être une piste pour orienter à façon les sondes en surface. Les

peptides non linéaires évoqués auparavant pourraient bénéficier de ce genre d’approche.

Ainsi les deux voies évoquées répondent en réalité à deux besoins du système. D’un côté la mise à

profit de nouveaux types de peptides permettrait avant tout de diversifier les profils d’interaction entre

sondes et bactéries, pour maximiser le potentiel d’identification par affinité croisée. D’un autre côté, les

outils d’ingénierie peptidique à disposition permettent de laisser des voies d’amélioration des performances

du capteur une fois qu’un panel de sondes aux réponses suffisamment diverses sera identifié. Ces deux

approches complémentaires sont donc autant d’étapes à satisfaire avant d’obtenir un système en mesure

d’identifier des pathogènes par affinité croisée dans le sang.

5.2 Perspectives de développement instrumental : transduction et analyse du si-
gnal

Quelles que soient les nouvelles sondes peptidiques développées pour le biocapteur SPRI, ce dernier

peut également profiter d’améliorations. L’exposition des biopuces au sang dilué en milieu d’hémoculture

a parfois montré une saturation de la réponse SPR avant d’observer le saut de détection. L’interrogation à

angle fixe adoptée par notre système empêche de contourner cette problématique. Cependant l’appareil

utilisé, équipé d’un miroir motorisé, permettrait suite au développement d’un nouveau logiciel de suivi

d’obtenir une interrogation angulaire avec suivi de l’angle de résonance. Cette méthode est généralement

peu utilisée en SPRI, du fait de la fréquence d’acquisition plus faible qu’elle implique, qui est peu

compatible avec l’étude d’interactions biomoléculaires qui peuvent parfois se réaliser en seulement

quelques secondes. Il en est autrement de la détection de pathogènes avec la méthode « Culture–Capture–

Mesure » : la croissance des pathogènes est un phénomène suffisamment lent pour adopter une acquisition

des données à fréquence réduite de seulement quelques points par heure. Il devient alors possible

d’envisager de mesure tout au long du suivi les courbes plasmons, afin de déterminer les variations d’angle

de résonance.

La réalisation de suivis en interrogation d’angle, tout en répétant des mesures de contrôle sur des

échantillons sanguins issus de donneurs différents, pourrait alors permettre de caractériser au mieux la
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contribution des différents phénomènes au signal SPR. Les parts liées à l’adsorption non-spécifique des

protéines plasmatiques, à la croissance des bactéries ou encore à l’accroche puis décrochage des cellules

sanguines sur la surface pourraient alors être déconvoluées. Il serait alors possible d’extraire du signal

SPR ainsi traité une information de meilleure qualité quant à l’interaction des pathogènes avec les sondes.

La qualité des analyses exploratoires de données menées à partir des descripteurs statistiques du signal

ainsi obtenus ne pourrait alors qu’être supérieure à celles présentées dans ces travaux. L’identification des

caractéristiques des pathogènes en présence serait alors potentiellement plus précise que la distinction

entre E. coli et S. aureus atteinte ici.

5.3 Passer de « Culture–Capture–Mesure » à « Hémoculture–Capture–Mesure » :
développements pour une intégration à un laboratoire de microbiologie cli-
nique

Un système idéal de détection de bactériémie doit pouvoir détecter la présence d’une unité formant

colonie dans un volume sanguin de l’ordre de 40 à 60 millilitres. Le biocapteur SPRI à peptides antimi-

crobiens tel qu’employé dans cette thèse a permis la détection au minimum de 0,7 UFC.ml-1, pour un

volume de 2 millilitres (expérience sur S. aureus sensible à la méticilline, données non présentées). La

même méthodologie avait toutefois auparavant été adaptée pour obtenir des performances similaires dans

environ 40 millilitres pour réaliser la détection avec des anticorps. Les limitations du système « Culture–

Capture–Mesure » ne se trouvent donc pas au niveau du volume, mais plus précisément des conditions de

l’hémoculture. En effet, si la composition du milieu est quasiment celle utilisée en laboratoire d’analyses

médicales (au détail près du surtamponnage), d’autres paramètres diffèrent encore grandement. L’absence

d’homogénéisation, l’expérience menée uniquement en conditions aérobies et la nécessité de réaliser un

transfert de l’échantillon depuis le flacon de prélèvement vers la chambre de la SPRI sont les principaux

défauts du système actuel.

Ce dernier point, bien que non abordé au cours de ces travaux, est en réalité crucial. Nous l’avons vu,

la majorité des faux-positifs à la suite d’hémocultures provient de la contamination par des staphylocoques

à coagulase négative, généralement suite aux manipulations des échantillons par les opérateurs chargés

des prélèvements et des tests microbiologiques. Minimiser les étapes et adapter le système de détection de

façon non invasive au flacon dans lequel le sang du patient est prélevé est donc nécessaire. Cette contrainte

d’adapter le biocapteur de façon non invasive doit donc guider les choix effectués dans le développement

d’un système adaptable à une utilisation en laboratoire de microbiologie clinique. Le système idéal doit

donc soit adapter la biopuce directement sur le flacon de prélèvement, soit via une solution fluidique à

usage unique. Inclure le capteur dans les bouteilles d’hémoculture serait également une solution d’arriver

à mener la détection dans des conditions anaérobies.

Concernant l’intégration d’une agitation ou d’un flux au sein de la cuve de suivi, plusieurs solutions

sont envisageables. L’ajout d’une fluidique active, à l’aide par exemple d’une pompe péristaltique ou d’un

agitateur, est une première piste. Toutefois, un tel système actif semble difficilement compatible avec une

solution non invasive du flacon d’hémoculture. La solution d’une homogénéisation grâce à un agitateur

orbital semble être plus adaptée, c’est ainsi celle qui est choisie dans les automates d’hémoculture.
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Enfin, il convient de souligner que malgré tout ce qui pourra être fait pour rapprocher notre système

des conditions d’une hémoculture clinique, les limitations liées au fait de réaliser la détection lors de la

croissance resteront toujours présentes. Ainsi, avec le type de sondes actuellement employé, il ne sera

jamais possible de réaliser la détection de pathogènes non cultivables. Néanmoins, optimiser les conditions

de l’hémoculture menée dans le système sera bénéfique pour diminuer le délai avant l’obtention du saut

de détection en SPRI.

5.4 Compréhension des mécanismes d’interaction entre peptides et bactéries

Les travaux réalisés au cours de cette thèse visaient principalement à développer une nouvelle solution

pour le diagnostic de bactériémies. Toutefois des perspectives ont pu être entrevues pour appliquer les

techniques utilisées en dehors du domaine du diagnostic. Si le transfert vers d’autres milieux d’analyse,

comme l’alimentaire, l’analyse des sols ou encore la stérilité d’autres liquides biologiques est une première

possibilité, il y a également un potentiel intéressant pour une application fondamentale. L’immobilisation

de peptides antimicrobiens sur les biopuces utilisées dans l’imageur SPR a en effet permis d’observer

l’installation progressive de colonies à la surface de plots affins. La possibilité d’immobiliser en parallèle

un grand nombre de peptides avec des séquences ou des orientations différentes fait de l’imagerie SPR

une plateforme intéressante pour la sélection de surfaces anti- ou pro-biofilm par exemple.

Le développement de l’imagerie SPR à haute résolution, développée entre autres au CREAB, permet

d’apporter des informations sur le comportement de cellules uniques sur la surface du capteur. L’emploi

des PAM dans ce contexte, réalisés en collaboration avec Marine Boulade dans le cadre de sa thèse de

doctorat, a par exemple permis de confirmer le caractère non lytique des leucocines et de la magainine.

Ce type d’expérience pourrait rencontrer un intérêt dans la compréhension des mécanismes d’action de

surfaces biocides.

Enfin, l’utilisation de capteur SPRI capable de capturer des bactéries pourrait également trouver un

intérêt dans le développement d’agents antibiotiques ou antibiofilms. Il est en effet possible d’intégrer un

système fluidique aux capteurs SPRI pour injecter des molécules d’intérêt. Nous pouvons alors imaginer

fonctionnaliser la surface entière du biocapteur avec un peptide affin d’une bactérie ciblée, laisser cette

dernière se développer sous forme biofilm puis exposer ce dernier à des préparations contenant les

molécules candidates à étudier.



158 Chapitre 5. Conclusions et perspectives

5.5 Conclusion générale

Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont ainsi permis d’étendre le spectre des bactéries reconnais-

sables à l’aide du système SPRI basé sur la méthode « Culture–Capture–Mesure », grâce à l’introduction

des peptides. Ceci a été l’occasion de développer et optimiser des protocoles de fonctionnalisation,

aboutissant à des puces répétables et robustes. Les peptides immobilisés sur le capteur SPRI ont permis

de détecter avec succès la présence de l’intégralité des souches testées dans des conditions similaires à

celles d’une hémoculture clinique. La mise en œuvre d’analyses exploratoires de données sur les résultats

ainsi obtenus a permis d’entrevoir le potentiel de ce système pour l’identification de pathogènes, en

milieu simple comme complexe. Enfin, si le sang a été pris dans ces travaux comme un milieu modèle

de référence, d’autres contextes applicatifs pourraient à l’avenir bénéficier des développements de cette

technique d’identification à large spectre. La détection de pathogènes dans d’autres liquides biologiques

stériles tels que la synovie, le liquide céphalo-rachidien ou encore l’urine fait partie des évolutions futures

du système. L’absence de cellules eucaryotes dans ces liquides pourrait par ailleurs faciliter l’extraction du

signal lié aux bactéries alors présentes. Le potentiel entrevu de cette technologie, couplé à son adaptabilité

à différents contextes, laisse ainsi présager une grande marge de progression concernant ses performances.

Les perspectives de développement évoquées dans ce chapitre sont l’objet d’un projet financé par

l’Agence National de la Recherche, entre le laboratoire SyMMES, accueil principal des travaux de cette

thèse, le Département de Chimie Moléculaire, ainsi que le Centre Hospitalier Universitaire de Grenoble.

L’objectif est de parvenir à transposer le système actuel dans un contexte clinique où il pourra être mis à

l’épreuve d’échantillons réels. Telles que définies à l’été 2019, les principales étapes pour parvenir à ce

résultat passent par la sélection et la synthèse d’un panel de peptides antimicrobiens aux propriétés plus

variées que le jeu présenté dans ces travaux. En parallèle, le développement nécessaire à l’obtention d’un

imageur SPR adapté à un suivi en interrogation d’angle dans un grand volume homogénéisé est à l’étude.

La validation des performances du nouveau panel de sondes avec cet appareil modifié sera à réaliser avec

un jeu de pathogènes plus large que celui testé de façon préliminaire dans cette thèse.
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Chapitre 6

Matériels et méthodes

6.1 Matériel expérimental

6.1.1 Appareillages utilisés

— Congélateur -80˚C pour la conservation des aliquotes de peptide et du souchier

— Réfrigérateur (2 à 8˚C) et congélateur pour la conservation des échantillons

— Distributeur d’eau ultra-pure (18,2MΩ.cm), ELGA PURELAB flex (Veolia Water, France)

— Autoclave Systec DB-23 (Systec, Allemagne)

— Plasma Femto (Diener Electronic, Allemagne)

— Centrifugeuse Sigma (Bioblock Scientific)

— Étuve (Memmert, Allemagne) pour l’imageur SPR

— Étuve avec agitation pour les pré-cultures bactériennes (IKA, Allemagne)

— Étuve (BINDER, Allemagne) pour l’incubation de boîtes de Petri

— Automate de dépôt sciFLEXARRAYER (Scienon, Allemagne)

— Imageur SPRi-Lab+ (Horiba Scientific-GenOptics, France) – source incohérente à 810 nm

— Cuve en PEEK adaptée à l’imageur SPRi (usinée au laboratoire)

— Poste de sûreté microbiologique safemate 1.2 eco (EuroClone, Italie)

— Poste de sûreté microbiologique (THERMO SCIENTIFIC, États-Unis)

— Micropipettes Research Plus – divers modèles (Eppendorf, Allemagne)

— Microscope de fluorescence Olympus BX60 – source : lampe à décharge au mercure

— Filtre adapté à la phycoérythrine : longueurs d’onde d’excitation de 520 à 550 nm et filtre d’émission

580nm à l’infrarouge – réflecteur dichroïque à 565nm

— Mesure d’angle de contact sur un appareil Windrop++, couplé au logiciel Visiodrop (GBX scientific

ltd.)

6.1.2 Consommables

— Prismes en verre NBK7, recouverts de 2nm de titane et 50nm d’or (Horiba Scientific-GenOptics,

France)

— Lames de verre recouvertes d’or (Schott, Yverdon, Suisse)

— Tubes de culture de 14 ml, à fond rond (VWR, États-Unis)

— Tubes FALCON de 15 et 50 ml (VWR, États-Unis)

— Boîtes de Petri stériles (Greiner Bio One, Allemagne)

— Tubes Eppendorf (de 0,2 ; 0,5 ; 1,5 et 2,0 ml) (Eppendorf, Allemagne)

— Pointes à micropipettes – divers volumes (Eppendorf, Allemagne)

— Seringues et aiguilles – divers volumes (Terumo, ThermoFisher Scientific, France)



162 Chapitre 6. Matériels et méthodes

— Filtres seringues stériles en acétate de cellulose (VWR, États-Unis)

— Filtres hydrophiles en PTFE à 0,20 µm (Millex)

— Flacons d’hémoculture BD BACTEC Plus Aerobic/F (Becton Dickinson, France) pour le prélève-

ment par l’EFS

6.1.3 Réactifs et produits

— Conjugué Strepavidine, R-phycoérythrine (SAPE) (Thermo Fisher Scientific - S866)

— Conjugué Biotine, N-Hydroxysuccinimide (Sigma-Aldrich - 203112)

— Poly(éthylène glycol) méthyl éther thiol : PEG2000-SH & PEG800-SH (Sigma-Aldrich - 729108

(800 Da) - 729140 (2000 Da))

— (11-Mercaptoundécyl)hexa(éthylène glycol), PEG-OH (Sigma-Aldrich - 675105)

— O-(2-Mercaptoéthyl)-O’-méthyl-hexa(éthylène glycol), PEG350 (Sigma-Aldrich - 672572)

— Albumine bovine sérique, bovine serum albumin, BSA (Sigma-Aldrich - A7906)

Sauf précision, tout autre composé utilisé au cours de ces travaux a été acheté auprès de Sigma-Aldrich.

Les fournisseurs des synthons nécessaires à la production des peptides sont précisés en partie 6.2.1.1.

6.1.4 Solvants, milieux de culture et tampons

— Bouillon digéré de soja caséine, tryptic soy broth, TSB (Sigma-Aldrich - 22092)

— Gélose trypcase soja, TSA (bioMérieux - 41466)

— Tampon phosphate salin, phosphate buffer saline, PBS (Sigma-Aldrich - P4417)

— Bouillon tryptone sel (bioMérieux - AEB111499)

— Surtampon phosphate pour milieu d’hémoculture, préparé à 10 x, soit 0,5 M NaH2PO4 et 0,22 M

KH2PO4. Filtré à 0,22 µ m.

— N,N-diméthylformamide, DMF (Carlo Erba - 444923)

— Diméthysulfoxyde, DMSO (Sigma-Aldrich - 34943)

Les fournisseurs des solvants nécessaires à la production des peptides sont précisés en partie 6.2.1.1.

6.1.5 Bactéries

— Escherichia coli sérotype O157:H7, achetée à l’Institut Pasteur, numéro de collection CIP105917

— Escherichia coli sérotype O1:K1:H7, achetée à l’ATCC, numéro de collection ATCC11775 ou

CIP54.8T

— Staphylococcus aureus résistant à la méticilline (SARM), achetée à l’ATCC, numéro de collection

ATCC43300

— Staphylococcus aureus sensible à la méticilline (SASM), achetée à l’ATCC, numéro de collection

ATCC25923 ou CIP76.25

6.1.6 Échantillons sanguins et extraction du plasma

L’Établissement Français du Sang (EFS) de Grenoble a fourni les échantillons sanguins utilisés au

cours de cette thèse. Une convention est établie dans l’EFS et le CREAB concernant la cession des

échantillons. Ceux-ci ne sont libérés par l’EFS uniquement à condition de constater l’absence d’anticorps
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dirigés contre les virus de l’hépatite C ainsi que de l’immunodéficience humaine (anticorps anti-VIH1 et

VIH2), ainsi que l’absence d’antigène de l’hépatite B. Ces vérifications font que deux jours d’attente sont

nécessaires entre le prélèvement des échantillons et leur récupération pour nos expériences de détection.

Cette récupération se fait après confirmation téléphonique par l’EFS de leur innocuité. L’échantillon

est conservé à +4˚C par l’EFS. Le prélèvement est réalisé directement dans des flacons d’hémoculture

BACTEC Plus Aerobic/F.

Le flacon ainsi récupéré contient un ratio de 10 millilitres de sang pour 30 millilitres de milieu

d’hémoculture BACTEC. Le sang ainsi dilué est prélevé pour être surtamponné avec le tampon phosphate

10x.

Pour l’extraction du plasma, le sang ainsi préparé est transféré en Falcon pour centrifugation à 1300 g,

à température ambiante pour 10 minutes. La phase d’accélération est lente et le frein de la centrifugeuse

est désactivé. Toutes ces étapes de préparation sont réalisées avec du matériel stérile sous un poste de

sécurité microbiologique.

Les échantillons sanguins sont utilisés au maximum jusqu’à 5 jours après leur prélèvement.

6.1.7 Peptides

6.1.7.1 Principales caractéristiques des peptides étudiés

Nom (abrév.) Séquence Long. pI Charge
Peptides issus d’expériences antérieures au projet de thèse :

Leucocine A 24 (L) CSVNWGEAFSAGVHRLANGGNGFW 23 7,10 0,5
Leucocine A 24
aléatoire (L. aléa.)

CRGEWFWGNLVVSAASFGNHNAGG 23 7,10 0,5

Magainine I (MC) GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS 23 10,01 3,5
Peptides nouvellement introduits dans le projet :

Bac2A383 (BN) RLARIVVIRVAR–NH2 12 12,28 4
Bac2A–Sub3385 (BS) RRWRIVVIRVRR–NH2 12 12,31 6
Cecropine-Melitinne 15397 (CM) KWKLFKKIGAVLKVL–NH2 15 10,61 5
Pénétratine403 (P) RQIKIWFQNRRMKWKK–NH2 16 12,45 7
Pep. à Caractère Hélicoïdal
Amphiphile (PàCHA ou Pà)

séquence et propriétés non divulguées

Tableau 6.1 – Propriétés principales des peptides
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6.1.7.2 Résultats des synthèses de peptides

Bacténécine naturelle linéarisée – Bac2A

(a) HPLC analytique BNC (b) ESI-MS BNC

Figure 6.1 – Analyses de Bac2A synthétisé avec espaceur et ancre en C-ter.

(a) HPLC analytique BNN (b) ESI-MS BNN

Figure 6.2 – Analyses de Bac2A synthétisé avec espaceur et ancre en N-ter.

Bacténécine naturelle linéarisée avec substitutions – Bac2A-Sub3

(a) HPLC analytique BSC (b) ESI-MS BSC

Figure 6.3 – Analyses de Bac2Asub3 synthétisé avec espaceur et ancre en C-ter.
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(a) HPLC analytique BSN (b) ESI-MS BSN

Figure 6.4 – Analyses de Bac2Asub3 synthétisé avec espaceur et ancre en N-ter.

Cécropine-Mélittine 15 – CM (15)

(a) HPLC analytique CMC (b) ESI-MS CMC

Figure 6.5 – Analyses de la cécropine-mélittine 15 synthétisée avec espaceur et ancre en C-ter.

(a) HPLC analytique CMN (b) ESI-MS CMN

Figure 6.6 – Analyses de la cécropine-mélittine 15 synthétisée avec espaceur et ancre en N-ter.

Peptide à Caractère Hélicoïdal et Amphipathique : PàCHA – conçu de novo

De façon intéressante, les résultats obtenus en ESI-MS ont montré que le peptide modèle est présent

uniquement sous forme dimérique pour sa version avec ancrage C-terminal. Cette dimérisation provient

du pontage di-sulfure entre les groupes thiol des cystéines. Toutefois une telle conformation n’entraînera

théoriquement pas de problème quant à l’immobilisation sur l’or, celle-ci pouvant se faire à partir de thiols

liés dans les ponts disulfure.

Pénétratine – P
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(a) HPLC analytique PC (b) ESI-MS PC

Figure 6.7 – Analyses de la pénétratine synthétisée avec espaceur et ancre en C-ter.

(a) HPLC analytique PN (b) ESI-MS PN

Figure 6.8 – Analyses de la pénétratine synthétisée avec espaceur et ancre en N-ter.

Peptides de références – synthétisés extérieurement

Les peptides issus des travaux préliminaires ont été synthétisés par un prestataire extérieur : Smart

Bioscience (Saint Égrève, France - anciennement Smartox). Les puretés de ces peptides sont a minima de

90%. Ils ont été utilisés sans purification supplémentaire.

6.2 Protocoles

6.2.1 Synthèses peptidiques

6.2.1.1 Stratégie suivie pour la SPPS

Les solvants et réactifs de synthèse sont achetés auprès de Sigma-Aldrich ou Acros. Les acides aminés

protégés, la résine RINK-amide ainsi que les autres synthons sont obtenus auprès d’Advanced ChemTech

Europe, Bachem Biochimie ou France Biochem. Les synthèses sont réalisées sur un automate Syro II

(Biotage), piloté par le logiciel Syro II XP.

Les synthèses sont réalisées selon la stratégie 9-fluorénylméthoxycarbonyl/tert-butyl (Fmoc/tBu)

sur résines RINK-amide. Cette stratégie est basée sur un cycle rinçage/déprotection/rinçage/couplage

réalisé autant de fois que nécessaire pour obtenir le peptide entier. Le solvant principal est le N,N-

diméthylformamide (DMF). La déprotection des groupes est réalisée en utilisant une solution à 40% de pi-

péridine en DMF, pour 10 min. L’activation se fait avec un mélange d’HBTU et de N,N-diisopropylethylamine

(DIPEA), en solution dans le N-méthyl-2-pyrrolidone (NMP). Une fois les étapes de couplage terminées,

la résine est lavée par le dichlorométhane. Le clivage du peptide depuis la résine est ensuite assuré

grâce à un cocktail d’acide trifluoroacétique (TFA), avec comme capteurs le triisopropylsilane (TIS), le

3,6-dioxa-1,8-octane-dithiol (DODT), le 1,4-dimethoxybenzene, scavenger et enfin de l’eau. Ce mélange
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est réalisé dans les proportions suivantes : 85 % TFA; 2,5 % TIS ; 3,75 % DODT; 3,75 % DMB et 5 %

d’eau ultra-pure. Ensuite le peptide est précipité par l’éther diéthylique avant d’être purifié.

La purification est réalisée par chromatographie en phase liquide à haute performance, en phase

inverse (RP-HPLC) sur un appareil Gilson GX-271 (colonne Macherey-Nagel 100Å, particules C18 de 7

µm, dimensions 250 par 10 mm, opérant à 4,65 ml.min−1) ou bien GX-281 (colonne Macherey-Nagel

100Å, particules C18 de 7 µm, dimensions 250 par 11 mm, opérant à 20,84 ml.min−1). Les gradients

A :B de 5 à 100% de B étaient adaptés au besoin (A = 0,1% d’acide formique dans l’eau ; B = 0,1%

d’acide formique dans l’acétonitrile). Les fractions récupérées en sortie de l’appareil HPLC étaient alors

concentrées par évaporateur rotatif, avant d’être lyophilisées. L’analyse de la composition des poudres

obtenues était menée par HPLC pour la pureté ou ESI-MS pour la masse.

6.2.1.2 Analyses

Les analyses intermédiaires de masse étaient réalisées par RP-UPLC (chromatographie en phase

liquide à ultra-haute performance, en phase inverse), couplé à un module ESI-MS. L’appareil utilisé est un

Waters Acquity H-Class Bio UPLC, couplé au spectromètre de masse Waters SQ Detector 2. La colonne

analytique employée était un modèle Phenomenex Widepore XB (C18, 300 Å, 3,6 µm, dimensions 2,1

par 50 mm). Le gradient linéaire A :B, de 5 à 100% de B est réalisé en 2,20 minutes, à un débit de 0,6

ml.min−1 (A = 0,1% d’acide formique dans l’eau ; B = 0,1% d’acide formique dans l’acétonitrile). La

détection est réalisée à 214 nm.

Les analyses de masse par ESI-MS ont été réalisées sur un appareil Esquire 3000 (Bruker) par le

Plateau de Spectrométrie de Masse de l’Institut de Chimie Moléculaire de Grenoble.

L’analyse de pureté des échantillons par chromatographie en phase liquide à haute performance

(HPLC), sur un module de séparation Waters Alliance 2695, équipé d’un détecteur UV-visible Waters

2489. Le débit d’analyse était de 1,5 ml.min(1), sur une colonne Nucleosile, C18, 5 µm, dimensions 125

par 3,0 mm. La mesure UV est réalisée à 214 et 250 nm, en suivant un gradient linéaire C :D en 15 minutes

entre 5 et 100% de D (C = 0,1% TFA / dans l’eau ; D = 0,1% TFA dans un mélange eau/acétonitrile à

10 :90).

6.2.2 Fonctionnalisation de surfaces

6.2.2.1 Formation de monocouches auto-assemblées sur surfaces d’or

Préparation des surfaces

Les substrats destinés à être fonctionnalisés par des molécules thiolées sont dans un premier temps

nettoyés en rinçant la surface à l’éthanol 96% puis à l’eau ultra-pure. Les échantillons sont alors séchés à

l’aide d’un pistolet à argon, avant d’être soumis à un traitement oxydatif par plasma. Ce dernier est généré

à 0,6 mbar, par un générateur pulsé à 13,56 MHz pour une puissance de 40 watts. Le mélange de gaz

ainsi transformé en plasma est constitué à 75% d’O2 et 25% d’Ar. Les échantillons sont exposés pour 3

minutes à ce traitement, puis conservés à température ambiante avant utilisation 18 à 48 heures après.

Dépôt de plots des peptides à l’automate et blocage

Les aliquotes de peptides sont conservées à -80˚C en DMSO, à des concentrations comprises entre

0,5 et 2 mM. Le dépôt se fait en solvant D15G15 (15% DMF; 15% glycérol ; 70% eau – filtré à 0,2 µm
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avec un filtre hydrophile en PTFE). Les solutions de dépôt sont homogénéisées aux ultrasons pour 5 min

avant d’être chargées dans la plaque multi puits de l’automate. L’humidité à l’intérieur est maintenue

à une humidité relative de 60%. Lorsque le dépôt est terminé, les échantillons sont transférés dans une

chambre humide afin que l’auto-assemblage se produise sur la nuit, pour une durée de 18 heures, à 25˚C.

La chambre humide est réalisée au nitrate de potassium, afin de maintenir l’humidité à 92% (à 25˚C).

Les échantillons sont ensuite nettoyés en étant plongés dans des bains successifs, d’abord pour 1 min

dans le DMF puis 1 min dans l’eau ultra-pure, avant d’être rincés sous un flux d’eau ultra-pure pour 15

secondes.

En cas de blocage de la puce par des molécules thiolés, celui-ci est alors réalisé pour 3 heures dans les

mêmes conditions de température et d’humidité que précédemment. Les solutions de PEG thiolé sont

à une concentration de 2 mM en eau ultra-pure. Une fois le blocage terminé, le lavage est alors réalisé

uniquement sous flot d’eau ultra-pure pour 30 secondes.

Les échantillons sont alors séchés au pistolet à argon puis stockés en contenant clos à +4˚C.

6.2.2.2 Biotinylation sur surface et révélation

La biotine-NHS est préparée à 20 mM en DMSO. Le tampon de couplage est réalisé à partir du couple

Na2HPO4 / NaH2PO4, équilibré à pH 8,50. La biotine-NHS est reprise à 250 µMdans ce tampon. Cette

solution est alors déposée sur la surface à biotinyler pour une incubation de 2 heures à 25˚C, en chambre

humide. La surface est ensuite rincée sous flux d’eau ultra-pure avant d’être séchée au pistolet à argon.

En cas d’expérience de révélation par la SAPE, cette dernière est reprise à 5% en PBS et incubée en

surface de l’échantillon biotinylé pour 10 minutes. L’échantillon est ensuite rincé au PBS puis observé en

microscopie de fluorescence avec un filtre adapté à la phycoérythrine.

6.2.3 Bactéries et suivis de détection en croissance

6.2.3.1 Conservation des bactéries

Les souches bactériennes sont conservées durablement sous forme d’aliquotes au -80˚C dans un milieu

de congélation liquide. Le transfert à l’anse d’une anse d’inoculation vers une gélose TSA permet de

constituer un souchier de travail, avec des colonies isolées. La boîte de Petri est incubée pour 18 à 24

heures à 37˚C après étalement. Elle est ensuite conservée à +4˚C pour utilisation des colonies dans les

deux semaines. Il est alors possible de repiquer une colonie pour étalement sur une nouvelle gélose, afin

de prolonger la durée de ce souchier de travail pour deux semaines supplémentaires.

6.2.3.2 Cultures bactériennes en milieu liquide

La resuspension d’une colonie bactérienne prélevée depuis le souchier de travail se fait dans 4

millilitres de TSB. Cette suspension est incubée sous agitation (200 tours par minute) à 37˚C, généralement

sur la nuit pour 18 heures. Le contrôle de la stérilité du TSB est effectué en parallèle, en mettant à

l’incubation un tube sans y inoculer de bactéries – ce dernier doit rester limpide après incubation.

Dans le cadre des suivis avec pré-culture en deux temps, un millilitre de la suspension obtenue est

alors repiqué dans quatre millilitres milieu frais. L’incubation se fait alors à nouveau pour 4 heures.
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6.2.3.3 Méthodologie de dilution et préparation de l’inoculum pour suivi SPRI

Une fois la pré-culture terminée, elle est reprise dans une ampoule contenant 0,85% de NaCl, afin

de mesurer sa turbidité selon les standards de McFarland. Si celle-ci est supérieure à 0,5 McF (soit

une concentration d’environ 1,5 · 108 UFC.ml-1), des dilutions en cascade d’un facteur dix sont alors

effectuées, jusqu’à 10−6 ou 10−7. Ces dilutions se font dans des tubes de tryptone sel. De façon standard,

l’inoculation de la suspension bactérienne dans la cuve de la SPRI est réalisée en utilisant un volume de

100 microlitres dans 1900 microlitres de milieu déjà présent dans la chambre. Pour estimer le nombre

de bactéries contenues dans cet inoculum, 100 microlitres des deux ou trois dernières solutions sont

étalés sur gélose TSA pour pouvoir effectuer un comptage après incubation sur la nuit. Trois réplicats

au moins de ces étalements sont effectués pour chaque dilution. Les étalements pris en compte pour

calculer la concentration initiale sont ceux qui contiennent entre 30 et 300 colonies, conformément aux

recommandations usuelles. Des contrôles de stérilité et d’homogénéité des suspensions sont également

effectués.

L’imageur SPR utilisé est représenté en figure 6.9. A noter qu’après chaque expérience, seule la cuve

en PEEK est réutilisée, après désinfection à l’éthanol 70% puis à l’eau de Javel (15 minutes aux ultrasons

à chaque étape), ainsi qu’un rinçage à l’eau ultra-pure.

Figure 6.9 – Dispositif expérimental de l’imageur SPR. A - Ordinateur avec le logiciel pilotant l’appareil.
B - Étuve pour la régulation en température du système. C - Emplacement du prisme et de la cuve. D -

Source lumineuse, composée d’une diode électroluminescente, couplée au système par une fibre optique.
E - Polariseur. F - Miroir pivotant. G - Lentilles. H - Caméra. Nota bene : le système est ici représenté
debout, mais était utilisé couché lors des suivis, afin de positionner le prisme avec la surface orientée

verticalement.

6.3 Traitement des données issues des suivis SPRI

Les traitements de données présentées dans cette thèse ont été réalisés dans le langage R. Cette annexe

n’a cependant par pour but de donner le détail du code écrit au cours de ces travaux, mais plutôt de

présenter quelques sont les étapes principales de ces traitements de données, principalement concernant

les analyses statistiques multidimensionnelles.
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6.3.1 Données cinétiques en représentation tuilée nuancée

Les données cinétiques SPR comprennent plusieurs dizaines de courbes à représenter lorsque les

plots individuels sont considérés. Le manque de lisibilité a ainsi amené à ne représenter que les données

moyennées. Ces données étant encore complexes à visualiser de cette façon, une autre représentation

complémentaire a donc été introduite : le couches tuilées nuancées.

Figure 6.10 – Principe de l’obtention des couches tuilées nuancées à partir de données cinétiques. A –
Représentation classique avec superposition de la trajectoire pour trois réponses. B – Séparation des

réponses sur des graphes différents : satisfaisant pour un petit nombre d’individus. C – Application d’une
échelle colorée en fonction des intensités de réponse. D – Groupement des différentes couches dans un
seul graphique, dans lequel la densité d’information est identique au graphe A, mais avec une lisibilité

accrue. Figure de SWIHART et al.465

Cette représentation tuilée nuancée ou « en lasagnes » est inspirée d’un article de SWIHART et al..465

Ces derniers ont suggéré leur emploi en complément de représentations cinétiques linéaires parfois

peu claire (ou représentation « en spaghetti »). Le principe, initialement pensé pour être appliqué en

immunologie, est présenté en figure 6.10. Il consiste à isoler les représentations des résultats d’un test

pour différents individus en couches tuilées et colorées en fonction d’une intensité de réponse à un test

(dosage d’anticorps dans le sang par exemple). De plus, cela permet d’organiser les couches entre elles

selon un critère particulier. Dans le cas présenté dans la figure 6.10, ce classement est en fonction de

l’intensité de réponse finale – la même logique est appliquée pour les suivis SPR représentés ainsi.

Enfin, il convient de préciser que les données présentées sont lissées avant d’être moyennées, suivant

une méthode basée sur un filtre passe-bas. Brièvement, celle-ci consiste à échantillonner temporellement

les données. Sur chaque intervalle de temps, le signal est décomposé selon une série de Fourier. Les

fréquences hautes du signal, correspondant au bruit, sont alors éliminées pour ne conserver que la

fondamentale. Cette méthode s’apparente donc à une moyenne locale, additionnée d’une suppression du

bruit à haute fréquence.

6.3.2 L’analyse exploratoire de données

Cette partie vise à décrire les méthodes statistiques employées en partie 4.3.4. Dans la présentation,

nous supposons que le jeu de données obtenu est résumé par une matrice M de n observations (lignes)

selon k descripteurs (colonnes). Les descripteurs peuvent être soit des données expérimentales brutes, soit

des grandeurs extraites ou extrapolées depuis celles-ci. Une analogie pour présenter cette notion peut être

celle du décathlon : les athlètes sont les observations, tandis que leurs performances dans les différentes

épreuves vont être leurs valeurs pour chaque descripteur.
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6.3.2.1 Analyse en Composantes Principales (ACP)

La nature homogène ou non des descripteurs va impliquer un traitement différent des données. Dans

le cas d’une homogénéité des variables, on peut se contenter de centrer la matrice M, c’est-à-dire de

soustraire à chaque colonne de M sa moyenne. Pour des variables inhomogènes, il faut alors centrer puis

réduire la matrice initiale. Cela revient pour chaque colonne à soustraire sa moyenne puis diviser chaque

valeur par l’écart-type. Ainsi, des grandeurs différentes peuvent être comparées – variation de réflectivité

et sensibilité par exemple. Ou pour reprendre l’analogie précédente avec le décathlon, cela permettrait de

comparer des temps de course avec des longueurs de lancer ou de saut. C’est donc la nature homogène ou

non des descripteurs qui fixe la première transformation à appliquer à la matrice M. Il faut noter cependant

que la décision de réduire la matrice peut tout de même être prise dans le cas de données homogènes.

La première étape ensuite nécessaire à la réalisation de l’ACP à partir des matrices centrées et

éventuellement réduites est de les multiplier par leur transposée (matrice symétrique de M suivant sa

diagonale principale – soit : Mn,k → Mk,n). On obtient alors soit une matrice variance-covariance (en

absence de réduction) ou bien de corrélation (si M était réduite). Ces matrices carrées, de taille k sont alors

diagonalisables afin d’obtenir les vecteurs propres qui serviront à construire les composantes principales.

À chacune de ces composantes on peut associer la valeur propre qui représentera la variance associée.

Une transformation du nuage de données initial peut alors être effectuée pour le projeter dans un repère

formé par les composantes principales. Lorsque les deux à trois premières valeurs propres représentent

un pourcentage élevé de la variance totale, les composantes principales associées sont alors suffisantes à

décrire les données. En d’autres termes, ces étapes correspondent à projeter les données de la matrice

M dans une autre base dans laquelle la variance des données sera maximisée. On peut ainsi reprendre

l’analogie d’une représentation spatiale d’un objet tridimensionnel dans un plan à deux dimensions :

l’ACP permet de trouver la perspective qui apporte le plus d’information sur la dispersion dans l’espace

des points.

Enfin, si on étiquette chaque ligne de la matrice initiale avec la cible observée, on peut alors représenter

les ellipses de confiance par rapport au barycentre de chaque groupe. Lors de l’ajout d’un échantillon

inconnu, on peut donc l’identifier s’il est compris au sein d’un groupe déjà connu. Toutefois, il arrive que

les deux ou trois premières composantes principales ne suffisent pas à discriminer les groupes de données.

C’est dans ce cadre d’une classification hiérarchique peut être appliquée aux composantes principales.466

6.3.2.2 Classification Hiérarchique sur Composantes Principales (CHCP)

La CHCP consiste à considérer les composantes principales qui portent le plus de variance pour

ensuite réaliser un arbre hiérarchique (ou dendrogramme). Le critère fixant le nombre de composantes

principales à conserver est appelé critère d’agrégation. Par défaut nous le fixerons à 5. Les observations les

plus similaires par rapport aux composantes principales ainsi choisies sont regroupées. La similarité entre

observations est déterminée par rapport à la distance les séparant. Les observations sont alors regroupées

pour maximiser les différences entre classes. La méthode de Ward467 est utilisée, ce qui minimise la

variabilité interne aux groupes et maximise la variabilité entre groupes. Brièvement, elle consiste à

regrouper par itérations successives les points les plus proches entre eux. Le classement commence donc

par un point arbitraire, le second classé est le plus proche de ce premier. Ainsi de suite jusqu’à avoir
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classé l’intégralité des points. À noter que la notion de distance utilisée ici peut prendre différentes

définitions : celle appliquée est la distance dite euclidienne, correspondant à la norme du vecteur entre les

deux points. Pour déterminer les distances inter-groupes, le principe du saut minimum est appliqué : on

cherche alors la plus courte distance entre le nouveau point à classer et un des points déjà classés (on ne

considère pas les barycentres). L’arbre hiérarchique alors obtenu permet de représenter les similarités en

tenant compte de composantes principales au-delà des deux ou trois premières usuellement représentées.

Cette classification peut permettre de confirmer ou infirmer la fiabilité de l’ACP, en mettant en avant des

observations potentiellement mal classées.

6.3.2.3 Classification « floue » (fuzzy clustering)

Lorsque les résultats de l’ACP classique et de la CHCP sont en désaccord, l’utilisation d’une méthode

probabiliste peut s’avérer intéressante. La classification floue nécessite cependant de fournir un nombre

de classes k prédéterminé auxquelles assigner les observations. Cette méthode permet d’assigner une

probabilité d’appartenance et donc de mettre directement en avant les observations incertaines. Des

coefficients d’appartenance proches de 1 correspondront à une classification quasi binaire, tandis qu’une

valeur proche de
1
k

seront floues (appartenance incertaine). Le classement se fait par le calcul de la matrice

de dissimilarité, qui répertorie les distances entre les observations. L’affectation des points de mesure aux

clusters se fait par itérations successives, afin d’affiner la position des centroïdes de chaque classe. Le

centre de masse change effectivement à chaque itération pour maximiser la similarité des observations

dans chaque classe. La méthode détaillée, utilisée par le package cluster464 est décrite par KAUFMAN et

ROUSSEEUW,468 elle est appelée par la commande fanny(). Brièvement, ce principe d’itération (figuré

dans un cas simple à une seule dimension en figure 6.11)

Figure 6.11 – Principe des itérations suivi dans un algorithme de classification floue. A noter qu’il s’agit
ici d’une illustration schématique, et non des résultats obtenus sur un réel jeu de données. A – Données
initiales mono-dimensionnelles. B – Résultat d’une classification binaire : chaque point de données n’est
associé qu’à un seul groupe, avec une probabilité de 1. C – Étape initiale d’une classification floue : les
centres de masse de chaque classe ont été attribués aléatoirement et les probabilités d’appartenance aux

différents groupes ne sont donc pas encore réparties optimalement. D – Classification floue
« satisfaisante » : les groupes de données sont répartis comme attendu par la classification binaire, tout

en attribuant des probabilités à peu près équivalentes pour les points situés à la frontière entre deux
groupes.

Une fois la classification obtenue, on peut vérifier sa fiabilité à l’aide du coefficient de silhouette. Pour
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un point donné, il s’agit de calculer les distances moyennes avec les points des différents groupes. En

effectuant la différence entre le groupe d’appartenance et les groupes voisins, on obtient un coefficient

compris en -1 et 1. Lorsque la valeur est négative, le point est en moyenne plus loin des autres points

de son groupe d’appartenance que de ceux du second groupe le plus probable. Deux raisons peuvent

expliquer ceci : soit le nombre d’itérations de la méthode n’a pas été suffisant et les centroïdes utilisés

pour définir les classes sont biaisés, soit le point a été mal classé. Deux solutions existent : procéder à

des itérations supplémentaires ou définir un nombre de classes différent de celui utilisé, qui avait été

déterminé à priori. La fiabilité globale de la classification est alors la moyenne de ces valeurs, que l’on

appelle coefficient de silhouette.

6.3.2.4 Implémentation de ces méthodes d’analyses grâce au langage R

Les traitements de données ont tous été réalisés grâce au langage R, interfacé par le logiciel RSTUDIO.

Les principaux paquets utilisés sont :

— ggplot2 pour les représentations graphiques ;

— signal et la fonction specgram pour réaliser le filtre passe-bas appliqué sur les données ;

— FactoMineR, interfacé graphiquement par FactoShiny, pour réaliser les ACP (commande PCA-

shiny) ainsi que les CHCP (commande HCPCshiny) ;

— cluster, pour le fuzzy clustering, grâce à la commande fanny, dont les représentations graphiques

sont assurées par la commande fviz_cluster et fviz_silhouette du paquet factoextra.

La documentation des différents paquets est disponible sur le site Comprehensive R Archive Net-

work (cran.r-project.org). Elle comprend pour chacun une description des fonctions, ainsi que des

exemples d’implémentation.

https://cran.r-project.org/web/packages/available_packages_by_name.html
https://cran.r-project.org/web/packages/available_packages_by_name.html
cran.r-project.org
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Résumé :
L’analyse microbiologique pour confirmer l’absence de bactéries dans des échantillons biologiques

normalement sains, comme le sang, est une routine dans de nombreux laboratoires. En effet, la présence de
bactéries dans le sang, appelée bactériémie, peut avoir des conséquences très graves, voire mortelles pour
le patient. Le protocole standard pour la détection des bactériémies repose jusqu’ici sur l’enrichissement
des échantillons sanguins prélevés sur les patients lors de l’hémoculture, afin d’obtenir une population
suffisante pour analyse. La lenteur de ce procédé retarde ainsi de parfois plusieurs jours le diagnostic et
donc l’adaptation du traitement antibiotique administré au patient. Ces dernières décennies, des techniques
comme l’identification par spectrométrie de masse ou les analyses moléculaires, ont permis de diminuer
le délai requis pour identifier les pathogènes en cause. Dans ce contexte, l’emploi de biocapteurs est
également une alternative. Ce travail propose d’inclure des sondes à large spectre dans un capteur
optique par imagerie SPR (résonance de plasmons de surface). Ce système est déjà développé pour la
reconnaissance spécifique de pathogènes au cours de leur croissance dans le sang. Les nouveaux ligands
proposés et évalués sont les peptides antimicrobiens (PAM). Ces courts peptides cationiques et amphiphiles,
présentent l’avantage d’un large spectre d’interaction couplé à une haute stabilité (chimique, thermique et
séchage) comparativement aux anticorps employés jusqu’ici. Leur immobilisation sur des prismes SPRI
permet d’évaluer simultanément l’affinité de plusieurs PAM à la même souche bactérienne. Les biocapteurs
ainsi préparés ont permis de détecter des souches pathogènes d’Escherichia coli et Staphylococcus aureus
en milieu de culture simple, comme en plasma et en sang dilué au milieu d’hémoculture. Le système obtenu
permet la détection des pathogènes présents à une concentration initiale de l’ordre de 1 UFC.ml-1, en moins
de 24 heures et quel que soit le milieu. Enfin, la mise en place d’analyses statistiques multidimensionnelles
a abouti à une classification cohérente des espèces ciblées en milieu simple, comme en sang. Ces résultats
montrent le potentiel de ce système pour parvenir à développer un biocapteur à large spectre capable à la
fois de détecter, mais aussi d’identifier par affinité croisée des pathogènes bactériens.

Mots-clefs : peptides antimicrobiens (PAM), imagerie par résonance de plasmons de surface (SPRI),
détection de pathogènes, bactériémie, sang, E. coli & S. aureus.

Abstract :
Microbiological analysis to confirm the absence of bacteria in normally sterile biological samples,

such as blood, is routine in many laboratories. The presence of bacteria in blood, called bacteraemia,
can have very serious, and even fatal consequences for the patient. So far, the standard protocol for their
detection has been based on the enrichment of blood samples collected from patients, thanks to blood
culture, in order to obtain a sufficient population for analysis. These procedures are time consuming
which sometimes lead to delays in diagnosis and subsequent adaptation of antibiotic treatments by several
days. In recent decades, techniques such as mass spectrometry identification or molecular analyses have
reduced the time required to identify the pathogens involved. In this context, the use of biosensors is
another promising alternative. This work proposes to include wide spectrum probes in an optical sensor
using SPR imaging (surface plasmon resonance). This system is already developed for the specific
recognition of pathogens during their growth in the blood. The new ligands we propose to evaluate are
antimicrobial peptides (AMP). These short, cationic and amphiphilic peptides have the advantage of
having a broad spectrum of interaction with bacteria, coupled with high stability (chemical, thermal and
drying), especially compared to the antibodies used so far in this technique. Their immobilization on SPRI
prisms allows the simultaneous evaluation of the affinity of several AMP to the same bacterial strain. The
biosensors based on AMP were able to detect pathogenic strains of Escherichia coli and Staphylococcus
aureus in simple culture medium, such as plasma and diluted blood in blood culture medium. The system
obtained allows the detection of pathogens present at an initial concentration of about 1 CFU.ml-1, in
less than 24 hours and in all assayed media. Finally, the implementation of multidimensional statistical
analyses has resulted in a consistent classification of targeted species, in simple culture medium, such as
blood. These results show the potential of this system to develop a wide-spectrum biosensor capable of
both detecting and cross-referencing bacterial pathogens.

Keywords : antimicrobial peptides (AMP), surface plasmon resonance imaging (SPRI), pathogen
detection, bacteraemia, blood, E. coli & S. aureus.
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