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Résumé

Résumé

L'hémoculture est le test de référence pour détecter les infections (bactériennes ou fongiques) du
sang, des pathologies tres répandues et potentiellement fatales. Le délai entre I'apparition des
symptomes et 'administration d’un traitement adapté est donc une donnée cruciale. Pour effectuer
une hémoculture, un équipement lourd et coliteux est nécessaire mais n’offre qu'une réponse binaire
(infecté ou stérile) sur I'état du sang prélevé. Le temps de transport entre le lieu de préléevement et le
laboratoire est un temps perdu pour le diagnostic, entrainant un retard dans les choix thérapeutiques.
Cette thése a cherché a évaluer l'intérét du suivi électrochimique d'une d'hémoculture. Dans un
premier temps, un prototype de flacon instrumenté par un réseau de capteurs électrochimiques a été
développé. De nombreuses especes bactériennes et fongiques ont pu ainsi étre testées.

Les mesures potentiométriques obtenues ont permis d’obtenir une réponse multiparamétrique,
assurant la détection sans avoir recours a un automate centralisé et complexe. De plus, ces signaux
ont pu étre exploités par apprentissage machine afin d’identifier le pathogene détecté, sans
manipulation ou réactif chimique. Cette technologie permettrait donc de valoriser le temps de
transport et d’automatiser les premieres étapes d’identification pour générer un diagnostic pertinent
dans les meilleurs délais.

Les derniers travaux effectués pendant ce doctorat ont permis d’étudier les phénomeénes biologiques
et chimiques mis en jeu lors de la détection et I'identification. Ces résultats ouvrent la voie a de
nombreuses applications et thématiques de recherche, notamment dans le domaine des biofilms

bactériens.

Mots clés : Hémoculture, Diagnostic, Capteurs électrochimiques, Apprentissage machine, Identification

sans marquage
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Abstract

Abstract

Development of electrochemical sensors for bloodstream infection diagnosis

Blood culture is the gold standard for detecting bloodstream infections, which are widespread and
potentially fatal. The time between the appearance of symptoms and the administration of
appropriate treatment is therefore crucial. To perform a blood culture, cumbersome and expensive
equipment is required but only offers a binary answer (infected or sterile) on the condition of the
collected blood. The transport time between the collection site and the laboratory is time lost for
diagnosis, resulting in a delay in therapeutic choices.

This thesis aimed at evaluating the interest of electrochemical monitoring of a blood culture. First, a
prototype of blood culture bottle instrumented by an electrochemical sensor array was developed.
Many bacterial and fungal species were tested.

The potentiometric measurements provided a multiparametric response, ensuring the detection
without having to use a centralized and complex automaton. Moreover, these signals could be
exploited by machine learning in order to identify the detected pathogen, without manipulation or
chemical reagent. This technology would thus allow to valorize the transport time and to automate
the first steps of identification to generate a relevant diagnosis in the shortest time.

The last works carried out during this thesis allowed to study the biological and chemical phenomena
involved during the detection and identification. These results open the way to numerous applications

and research themes, particularly in the field of bacterial biofilms.

Keywords: Blood culture, Diagnosis, Electrochemical sensors, Machine Learning, Label-free

identification
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Glossaire

AST / Antimicrobial Susceptibility Testing

Etape du processus de diagnostic d’une infection consistant a soumettre le pathogéne (isolé a
partir du milieu de culture) a différents antibiotiques. La perturbation de la croissance du
micro-organisme est analysée afin d’établir la stratégie antimicrobienne la plus adaptée au
patient.

ATCC / American Type Culture Collection

Société privée américaine spécialisée dans la caractérisation des lignées de cellules (bactéries
et champignons notamment). Une souche de référence peut étre commandée a cette
entreprise, elle sera numérotée ce qui permet aux chercheurs de pouvoir comparer des
résultats avec des souches strictement identiques.

BSL / BioSafety Level

Ensemble des précautions nécessaires pour isoler et/ou manipuler des agents pathogénes en
laboratoire. Les niveaux BSL varient de BSL-1 a BSL-4.

CE / Contre-Electrode

Dans une cellule électrochimique a trois électrodes, la contre-électrode permet de fermer le
circuit et ainsi le passage du courant.

CFU / Coloning Forming Unit ou UFC / Unité Formant Colonie

Unité couramment utilisée en microbiologie, correspondant a la quantité de micro-organismes
nécessaire pour former une colonie une fois étalée sur boite de Petri.

DTBS / Département micro-Technologies pour la Biologie et la Santé

EIS / Electrochemical Impedance Spectroscopy

La spectroscopie d'impédance électrochimique permet d'étudier la réponse temporelle des
déplacements de charges et des transferts de charges qui se produisent dans un systeme lors
de l'application d'un potentiel alternatif de faible amplitude sur une plage de fréquences
définie.

ESKAPE / Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter

baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp

Acronyme faisant référence a 6 pathogénes dont la virulence et I'antibiorésistance (le fait
« d’échapper » a de nombreuses stratégies antimicrobiennes) ne font que croitre.
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EUCAST / European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

Comité scientifique, créé en 1977, chargé d’étudier les aspects techniques des tests aux
antimicrobiens (veille scientifique, bonnes pratiques, protocoles...).

IrOx / Oxyde d’iridium

LOBO / Leave-One-Bottle-Out

Méthode de validation croisée utilisée pour identifier les bactéries au genre grace a leurs
signatures électrochimiques.

MALDI-TOF / Matrix Assisted Laser Desorption lonisation time-of-flight Mass Spectrometry

Méthode d’identification des micro-organismes utilisant le temps de vol de certaines
molécules cibles comme « carte d’identité » de I'agent pathogéne.

McF / Normes McFarland

Unité couramment utilisée en microbiologie pour mesurer la turbidité d’une suspension de
micro-organismes. Une valeur de 0,5 McF correspond généralement a une concentration de
2.108 cfu/mL pour une souche bactérienne et § 2.10° cfu/mL pour une souche de levure.
L’équivalent d’une solution a 0,5 McF est une absorbance (a 600 nm) comprise entre 0,8 et
0,12. Le suivi de la croissance bactérienne peut donc s’effectuer via une mesure de la densité
optique du milieu de culture.

NCIMB / National Collection of Industrial, Food and Marine Bacteria

Collection de cultures de micro-organismes. Au méme titre que les souches ATCC, une souche
de référence provenant de la NCIMB sera étiquetée par un numéro permettant de reproduire
résultats et protocoles.

NCTC / National Collection of Type Cultures

Collection de cultures de micro-organismes gérées par Public Health England (une agence du
département de la santé britannique). Au méme titre que les souches ATCC et NCIMB, une
souche de référence de la NCTC sera étiquetée avec un numéro unique.

OCP / Open Circuit Potential
La mesure potentiométrique en circuit ouvert d’une cellule électrochimique correspond a la

mesure de la différence de potentiel entre deux électrodes (généralement une électrode de
travail et une électrode de référence).

OMS / Organisation Mondiale de la Santé

PANI / Polyaniline
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REF / Electrode de référence

Electrode utilisée en raison de son potentiel défini. Elle permet de mesurer (ou d'imposer) une
différence de potentiel par rapport a une seconde électrode (électrode de travail). L'électrode
de référence doit étre choisie afin d’étre le plus stable possible dans I'électrolyte étudié.

SVM / Support Vector Machine

Méthode de classification permettant de séparer un ensemble de données en deux classes
(minimum) grace a un hyperplan, calculé de maniere a obtenir une séparation qui engendrera
une marge maximale entre les classes.

TSA / Tryptic Soy Agar

Milieu de culture gélosé classiquement utilisé en microbiologie. Sa composition (pour 1 Ld’eau
distillée) est la suivante : 15 g de Tryptone + 5 g de Peptone de soja + 5 g de Chlorure de sodium
+ 15 g d’Agar. Son pH est situé entre 7,5 et 7,1.

TSB / Tryptic Soy Broth

Milieu de culture liquide classiquement utilisé en microbiologie. Sa composition (pour 1L
d’eau distillée) est la suivante : 17 g de Tryptone + 3 g de Peptone de soja + 5 g de Chlorure de
sodium + 2,5 g de Dextrose + 2,5 g de Phosphate bipotassique d’hydrogene. Son pH est situé
entre7,5et7,1.

TTP / Time-To-Positivity

Temps nécessaire a une culture (ici une hémoculture) pour étre catégorisée comme positive,
c’'est-a-dire pour affirmer que des micro-organismes sont présents dans I'échantillon.

WE / Working Electrode

Dans une cellule électrochimique, I'électrode de travail est I’électrode ou le transfert de
charges est étudié.
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Introduction générale

Le sang humain est un liquide physiologique en temps normal totalement stérile. Cependant des
micro-organismes peuvent pénétrer dans le sang via une infection locale (lésion de la peau, ingestion
d’aliments contaminés...) ou un traitement médical (chirurgie, pose d’un cathéter ...). La répétition
et/ou la prolongation de cette incursion de micro-organismes peut provoquer une infection sanguine,
si la réponse du systéme immunitaire n’est pas suffisante. On recense environ 30 millions d’infections
sanguines chaque année dans le mondel? C'est une pathologie répandue mais également

potentiellement fatale.

La prise en charge thérapeutique d’une infection sanguine repose sur la prescription d’antibiotiques,
d’abord a large spectre, puis ciblés une fois le pathogéne identifié. Cette stratégie occasionne donc un
délai pendant lequel le patient est traité avec une antibiothérapie probabiliste et des molécules

potentiellement peu ou pas adaptées a sa pathologie.

Fast effective antimicrobial therapy increases survival chances

Adapted from Kumar A, et al. Crit Care Med. 2006;34(6):1589-96.1
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Figure I-1: Taux de survie des patients souffrant d’une infection sanguine et pourcentage des
patients traités avec une antibiothérapie adaptée en fonction du temps de prise en charge (adapté
de la brochure de bioMérieux « Blood Culture : A key investigation for diagnosis of bloodstream

infections »3).
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Un diagnostic rapide permet d’améliorer significativement les chances de survie du patient®
(Figure 1-1) mais également de limiter un processus biologique bien connu et de plus en plus menagant
pour la santé mondiale : I'antibiorésistance. Responsable de plus d’un million de décées dans le monde
en 2019, la recrudescence de germes bactériens résistants aux antibiotiques pourrait tuer 10 millions

de personnes chaque année avant 2050*°, soit plus que le cancer.

Du fait de la tres faible biomasse présente dans la prise de sang (quelques cellules a peine), il est
nécessaire, pour dépister une contamination bactérienne (ou fongique), de placer les micro-
organismes a détecter dans des conditions favorables a leur prolifération. Ainsi, a partir d’une unique
cellule, les microbes (bactéries ou champignons) se multiplieront jusqu’a atteindre des concentrations
aisément détectables, par un automate ou un ceil humain. La mise en culture d’une prise de sang pour
en déceler les éventuels micro-organismes se nomme hémoculture. Il s’agit d’un test de stérilité, sans
a priori sur la nature et le nombre des micro-organismes a détecter : la présence d’une seule cellule

bactérienne ou fongique suffit a rendre le test positif.

Le XX®™e siécle a été une période dynamique dans le domaine des avancées technologiques pour
I’'hnémoculture. Les procédés de détection, la sensibilité des capteurs/outils de détection et la fertilité
des milieux de culture ont été améliorés. En effet, le développement d’'une hémoculture rapide et a
bas co(t représente un enjeu majeur en terme de santé publique :
=>» Le taux de survie des patients serait amélioré grace a la prescription plus rapide d’un
traitement adapté ;
=>» Ll'apparition de « super-bactéries », résistantes a presque toutes les stratégies
antimicrobiennes, pourrait potentiellement étre retardée ;
=>» La technologie pourrait s’exporter dans les pays a faible revenu et a revenu intermédiaire,
foyers de I'antibiorésistance et qui représentent une grande majorité des infections sanguines

a I'’échelle mondiale, afin de déployer une méthodologie accessible permettant de détecter et

circonscrire les foyers infectieux.

Le suivi des hémocultures repose la plupart du temps sur une détection des métabolites émis par les
micro-organismes en croissance. Du fait, de la difficulté a déceler optiquement ces métabolites dans
le sang, méme dilué, c’est dans une phase hétérogéne adjacente, phase solide ou phase gazeuse,
gu’est typiquement réalisée la détection de métabolites microbiens. En opposition a cette approche
classique, cette these vise a étudier I'intérét d’un suivi de ’hémoculture directement dans la phase
liguide, complexe, par des mesures électrochimiques. En outre, alors que les méthodes

conventionnelles reposent sur le suivi d’un seul parameétre, typiqguement la génération de CO; ou la
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pression globale, le présent manuscrit montre le bénéfice a réaliser un suivi multiparamétrique de
I’'hémoculture, de maniére a extraire une « empreinte » électrochimique. Ainsi, I'instrumentation du
flacon d’hémoculture par un réseau de capteurs électrochimiques assure non seulement la détection
du micro-organisme responsable de I'infection mais rend également possible son identification, le tout
sans requérir la manipulation du sang infecté par une intervention humaine ni ajout de réactifs. De par
I"approche applicative du sujet, les problématiques d’industrialisation et d’utilisation (notamment en

milieux isolés) ont été prises en compte.

Le Chapitre 1 de ce manuscrit est un chapitre introductif fournissant une revue des différentes
méthodes développées pour détecter et identifier la présence d’un pathogeéne (bactérien ou fongique)
dans le sang d’un patient. Les avancées et limites des technologies existantes et en développement
seront discutées afin d’établir un paysage exhaustif du domaine du diagnostic des bactériémies. Dans
un second temps, les méthodes électrochimiques de détection et d’identification de bactéries dans
différents milieux seront présentées avec un intérét particulier sur les limites de détection et
I"applicabilité au milieu clinique de ces mesures.

Aprés quelques rappels théoriques concernant les bactéries et les méthodes électrochimiques,
notamment pour étudier les variations du pH d’une solution, le Chapitre2 détaille les choix
expérimentaux et la mise en place du banc de mesure utilisé dans la majorité des expériences réalisées
pendant ce doctorat.

Le Chapitre 3 étudie la potentiométrie comme méthode de détection de croissance bactérienne dans
une matrice biologique complexe tel que le sang humain total. Cette étude débute par I’exposition des
réponses en potentiel de quatre matériaux d’électrodes puis s’intéresse a un polymére conducteur en
particulier (la polyaniline) afin de détecter des signatures électrochimiques spécifiques a différentes
espéces bactériennes. Le chapitre conclut par la mise a profit de I'apprentissage artificiel (machine
learning) pour identifier la bactérie en croissance a partir du potentiel enregistré.

Enfin, le Chapitre 4 se concentre sur l'investigation des phénomeénes chimiques et/ou biologiques a
I'origine des signatures électrochimiques spécifiques observées précédemment. Une hypothese
concernant la création d’un biofilm bactérien a la surface des électrodes est particulierement étudiée,
par spectroscopie d’'impédance notamment.

Les résultats de la thése sont ensuite résumés dans la Conclusion générale et perspectives. Les
performances, particulierement intéressantes, obtenues concernant la détection mais également
I'identification bactérienne, permettent d’'imaginer de nombreuses applications dont certaines ont

déja fait I'objet de preuves de concepts.
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Chapitre 1
Etat de I'art sur le test d'hémoculture et le
contexte de la these

1. Letest d’hémoculture

Le sang est un liquide physiologique composé de plasma et de cellules appelées éléments figurés du
sang. Le sang sain, a l'instar de I'urine et du liquide cérébrospinal, est un liquide stérile, c’est-a-dire
gue sa mise en culture ne produit aucune croissance de micro-organismes (bactéries ou levures). Cette
caractéristique permet de détecter facilement un sang infecté par un test de stérilité, I’'hémoculture.
Son principe est simple : un échantillon de sang est prélevé sur le patient, puis mis en culture dans un
milieu nutritif favorisant la croissance de microbes, a une température permettant cette croissance
(située entre 34 et 37°C). Cette culture est nécessaire pour augmenter la biomasse des micro-
organismes, biomasse trés faible dans le corps du patient (parfois 10 cfu’/mL) malgré des symptdmes
potentiellement trés graves®. En effet, en médiane chez I'adulte, une concentration de 1 cfu par
millilitre de sang est retrouvée pour une infection sanguine.

On appelle bactériémie une infection sanguine causée par une bactérie, alors qu’une fongémie sera

causée par une levure dans le sang.

1.1. Contexte

1.1.1.Les bactériémies dans le monde

Les infections sanguines sont un probléme de santé mondial : on estime a plus de 30 millions le nombre
d'épisodes de bactériémies par an dans le monde, entrainant 6 millions de décés?3. Non traitée, une
bactériémie peut conduire a une septicémie (ou sepsis) puis a un choc septique. Le taux de mortalité
d’un sepsis est trés élevé, entre 25 et 50 %. Selon |'Organisation mondiale de la santé, les septicémies
sont responsables de prés de 20 % de tous les décés dans le monde*. La majorité des infections

sanguines sont mono-microbiennes, ce qui facilite I'identification du pathogene responsable, mais les

* La valeur de 1 cfu (Colony Forming Unit) correspond a la quantité de bactéries nécessaire pour former une
colonie une fois étalées sur boite de Petri.
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infections polymicrobiennes, plus complexes a traiter, représentent jusqu’a 30 % des bactériémies
chez certaines populations®.

Un diagnostic complet est souvent beaucoup plus long que la durée pendant laquelle la décision
thérapeutique doit étre prise par le praticien. C'est cette différence qui conditionne I'utilisation
d’antibiotiques a large spectre dans le but de gagner du temps jusqu’a la détermination du traitement
le plus adapté.

Malheureusement, dans 20 % des cas de sepsis, le traitement initial est inapproprié, ce qui augmente
fortement le taux de mortalité pour ces patients®’. Cette étude de Kumar et al.® rapporte méme une
multiplication du taux de mortalité par un facteur 5 chez les patients avec une mauvaise stratégie
antimicrobienne. En plus de cette conséquence, potentiellement létale, a court terme, I'utilisation
d’une antibiothérapie peu ou pas adaptée favorise la sélection de souches bactériennes
antibiorésistantes.

En 2019, plus de la moitié des souches de Staphylococcus aureus isolées étaient résistantes a la
méthicilline dans de trés nombreux pays telles que la Chine, I'Inde mais également les Etats-Unis

(Figure 1-1). L'antibiorésistance est donc une réalité proche géographiquement.

A Meticillin-resistant Staphylococcus aureus

Raw data

Percentage of isolateswith resistance
5% [140to<50%
W5to<10% [@50to<60%
[[@10to<20% [ 60to<F0%
[020to<30% MA70to<B0%
[O30to<40% MH=80%

Figure 1-1 : Carte du monde avec pourcentage d’isolats de MRSA (Meticillin-resistant Staphylococcus

aureus) par pays en 2019°,

Il existe des organismes nationaux et internationaux, tels que I'EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing), spécialisés dans la surveillance de ces souches antibiorésistantes
ainsi que dans les bonnes pratiques hospitaliéres pour limiter leur prolifération®. Pourtant, force est
de constater que la résistance aux antibiotiques progresse toujours, au point d’étre qualifiée par 'OMS

de "l'une des plus grandes menaces pour la santé mondiale, la sécurité alimentaire et le
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développement aujourd'hu

i"'1, Une étude récente fait état de plus de 1,27 million de décés

directement causés par la résistance aux antimicrobiens en 2019 ; ce nombre pourrait atteindre

10 millions chaque année d'ici 2050°.

Deux enjeux principaux coexistent dans le milieu de la microbiologie clinique :

A court et moyen terme

A moyen et long terme

La mise en place de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de soigner
des infections résistantes aux médicaments actuellement utilisés.
Plusieurs voies sont explorées, on peut citer I'utilisation de peptides
antimicrobiens (les bactériocines RumC!? par exemple), de molécules
ciblant des mécanismes bactériens particuliers®® (tels I'adhésion et la

virulence), ou méme de virus tueurs de bactéries (les bactériophages®?).

La réduction du temps entre le prélevement et les résultats
d’identification de la bactérie, et de I'antibiogramme associé,
permettant le choix précoce de I'antibiotique le plus adapté pour soigner
le patient. On cherche ainsi a limiter I'apparition de mécanismes

d’antibiorésistances.

Cette these s’est concentrée particulierement sur ce dernier enjeu de réduction du temps entre

prélevement et identification du ou des pathogénes détectés.

1.1.2.Prise en charge des bactériémies

Pour bien comprendre le cahier des charges d’'une hémoculture, il faut connaitre la chronologie du

diagnostic d’une bactériémie. Une frise simplifiée est présentée Figure 1-2.

Prélevement

Transport

Incubation Sous-culture Identification Antibiogramme

8 a 100h

Figure 1-2 : Schéma chronologique simplifié du diagnostic d’une bactériémie a I’hopital. Le temps de

transport dépend de I’heure et du lieu de préléevement tandis que le temps d’incubation dépend de

I'espéce bactérienne (ou fongique) présente dans le sang du patient. L’identification peut se faire au

mieux en 1 h par MALDI-TOF directement sur culot d’hémoculture mais nécessite habituellement

une sous-culture sur boite de Petri pour isoler le micro-organisme. L’antibiogramme, ou AST (pour

Antimicrobial Susceptibility Testing), peut se faire en quelques heures en phase liquide ou en 24 h

sur gélose, suivant 'lautomate utilisé.
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Lorsque qu’un médecin suspecte une infection sanguine d’origine bactérienne ou fongique chez son
patient, il prescrit une hémoculture. Le sang du patient (environ 10 mL) est prélevé avec toutes les
précautions nécessaires pour éviter une contamination de I’échantillon par la flore cutanée du patient.
En général, deux flacons sont remplis, un spécifique a la croissance des micro-organismes aérobies,

I"autre spécifique aux micro-organismes anaérobies.

Cette précaution, ainsi que la multiplication des prélévements, permet d’éviter les faux négatifs dus a
la faiblesse des charges bactériennes a détecter : moins de 0,1 cfu/mL pour 25 % des patients®.

De plus la majorité des bactéries pathogénes se développent dans les deux milieux (plus rapidement
dans I'un que dans I'autre) donc si uniquement un flacon ressort positif il s’agit probablement d’une

contamination et donc d’un faux positif.

Les flacons sont ensuite transportés, a température ambiante, vers le laboratoire de microbiologie le
plus proche. Ce temps de transport peut varier de quelques minutes a plusieurs dizaines d’heures®.
Au laboratoire, les flacons d’hémoculture sont mis en culture, a une température de 35°C (+ 2°C) et

sous agitation.

Une fois la présence d’une infection confirmée, des analyses complémentaires sont nécessaires pour
déterminer I'espece du pathogene. Parmi les analyses couramment utilisées on retrouve la coloration
de Gram, la culture sur bofites de Petri chromogénes ou encore la spectrométrie de masse par analyse
de temps de vol (MALDI-TOF). Ces différentes méthodes d’identification sont détaillées plus loin dans
ce chapitre.

Enfin, une fois le micro-organisme identifié, un antibiogramme est effectué afin de déterminer
I'antibiothérapie la plus adaptée au patient. La culture sur gélose, ol sont disposés des disques
imprégnés d’antibiotiques (méthode Kirby-Bauer'®), est la méthode classiguement utilisée mais des
antibiogrammes directement en phase liquide, plus rapides (résultats en quelques heures), sont a

présent disponibles sur le marché, comme les systémes VITEK®2 et Specific Reveal® de bioMérieux”,

Pour une bactérie dont la croissance est détectée en 10 heures d’incubation, il est possible de donner
des frises chronologiques du diagnostic en fonction de I'heure de préléevement. La Figure 1-3
représente 2 cas couramment observés en milieu hospitalier : un prélevement le matin d’un jour de
semaine et un prélévement le soir d’un jour de semaine (basés sur notre connaissance des pratiques

hospitaliéres).
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On remarque que le temps de diagnostic dépend fortement du temps de transport® et de la présence

de techniciens de laboratoire pour effectuer les gestes nécessaires a I'utilisation des automates®%,

Entre deux patients prélevés la méme journée, on obtient des durées d’identification et de diagnostic
complet (avec antibiogramme) tres différentes. Cette disparité est d’autant plus renforcée dans le cas
des hémocultures pendant les week-ends ou les laboratoires fonctionnent en mode dégradé.

Diagnostic ' raplde

— b d

Laboratoire fermé

Lundi 18h / |nfectlon

confirmée @ @

Flacons au Pathogéne Traitement
laboratoire identifié adapté!

Diagnostic "long"
Prise
de sang

‘ Laboratoire fermé Laboratoire fermé ,r |
{ 1 i i 1
- Mardi Sh/ Mardi 18h~ 4§
Lundi 18h
Flacons au Infection Pathogéne Traitemi’“
laboratoire confirmée identifié adapté!

Figure 1-3 : Schémas chronologiques simplifiés du diagnostic d’une bactériémie pour un patient
prélevé le matin en semaine et pour un patient prélevé le soir en semaine. Ces deux cas sont

supposés avec une identification rapide (en 1 h, sur culot d’hémoculture).

La technologie d’identification choisie permet de gagner de précieuses heures : une analyse MALDI-
TOF « classique » nécessitera une culture sur boite de Petri au préalable (12 a 24 h de croissance en

plus), contrairement a I’analyse directement sur culot® qui peut se faire en moins d’une heure.

De nombreux autres parameétres relevant des bonnes pratiques des personnels de santé sont

également étudiés®! mais ne seront pas discutés dans ce manuscrit.

1.2. Les différentes méthodes de détection pour le test d’hémoculture

La multiplication des germes dans un milieu de culture produit une augmentation de la concentration
en dioxyde de carbone, métabolite universel des bactéries et levures. La détection d’'une hémoculture
positive est ainsi basée, le plus souvent, sur une détection d’augmentation de la concentration en
dioxyde de carbone dans le flacon, qu’il s’agisse de la phase liquide ou gazeuse. A I'hopital, sans

détection pendant 5 jours, le flacon est considéré comme négatif.
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1.2.1.Les débuts de la détection des infections sanguines

Observer une croissance de germe dans du sang nécessite des conditions particulieres. L'utilisation de
milieux de culture date du début du XX®™ siécle. Heinrick Kayzer a été alors le premier & décrire
I'utilisation de bile de beeuf pour cultiver des bacilles typhoides??.

En 1906, débute I'utilisation de flacons de verres sous-vides pour le prélévement du sang de patient?2.
A cette époque et jusque dans les années 1930, une hémoculture positive était diagnostiquée grace a
I’'observation d’une modification de la turbidité du liquide ainsi qu’a son changement de couleur?,
En 1947, le premier flacon biphasique, produit par bioMérieux, est commercialisé : I’'Hémoline™?*
(Figure 1-4 | Gauche). Il s’agissait d’un flacon rectangulaire avec une surface d’agar sur I'une des
parois. Du bouillon de culture est également présent, permettant la culture en phase liquide et
I’hydratation de I’agar. La positivité peut donc étre détectée par I'augmentation de la turbidité et la

présence de colonies sur la surface d’agar.

Figure 1-4 : (Gauche) Flacon biphasique Hémoline™ (bioMérieux) | (Droite) Flacons positif et négatif

Signal™ (Oxoid Ltd).

Enfin, en 1986, le flacon Signal™ commercialisé par Oxoid Ltd a été développé?. Il est composé d’un
flacon contenant du milieu de culture et d’un autre compartiment situé au-dessus. Les deux
compartiments sont reliés, via une aiguille pergant le septum du flacon ou la culture est effectuée
(Figure 1-4 | Droite). La surpression en cas de culture positive engendrera une remontée de liquide

contaminé dans le deuxieme compartiment. Cette méthode permet d’avoir une détection visuelle et
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d’utiliser le deuxieme compartiment pour prélever du sang infecté dans le but d’effectuer des analyses

complémentaires.

Ces méthodes, bien qu’efficaces pour I'époque, demandaient la présence réguliére d’un observateur
pour confirmer la détection. Le temps de diagnostic en était fortement impacté. La nécessité
d’automatiser le test d’"hémoculture conduisit les laboratoires a étudier la détection de métabolites
produits par les micro-organismes lors de la culture. Le choix du métabolite s’est porté naturellement

sur I'espéce la plus universelle, le dioxyde de carbone.

1.2.2.Les détecteurs automatisés de dioxyde de carbone

Une des premiéres méthodes utilisées pour la détection de la respiration bactérienne dans le cadre
d’un test de stérilité est la respirométrie radiométrique (Bactec™ 460, Becton Dickinson). Breveté en
1972?%, son principe consiste a ajouter au milieu de culture des sources de carbone marquées avec
Iisotope *C. Si des germes sont présents dans I'échantillon, leur croissance engendrera une
production de CO; radioactif. Grace a un prélévement régulier de la phase gazeuse du flacon et a
I’analyse de son activité radiologique il était donc possible de confirmer la présence de micro-
organismes dans I"échantillon. Chaque prélévement était accompagné d’un renouvellement d’air
« frais » pour pouvoir réitérer la mesure. Cette méthode a été déployée dans la mission spatiale

Viking?” afin de pouvoir investiguer la présence de vie sur le sol martien.

Le temps long entre deux mesures, I'instrumentation complexe, la gestion des déchets radioactifs ainsi
gue la possibilité de contaminations croisées dues au prélevement de gaz directement dans les flacons
contaminés ont été des problemes certains qui ont encouragé la recherche de nouvelles méthodes de
détection. Cependant, la respirométrie radiométrique est trés sensible et a encore été utilisée jusque

récemment pour la détection de mycobactéries?.

Dans les années 1980, une technologie de mesure par spectrométrie infrarouge fut développée par
Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems. La mesure de I'absorption infrarouge du CO,, entre
2400 cm™ et 2300 cm™* (BACTEC™ NR-660 puis le 730 et finalement le 860), permettait une plus grande
automatisation du test d’hémoculture?*=31, Bien qu’une quantité légérement plus importante de faux
positifs a été reportée®?, la mesure infrarouge conservait les performances du BACTEC 460, sans avoir
a utiliser de composants radioactifs. Ce systéme était donc économique et plus viable pour les
laboratoires®. En revanche, la nécessité de prélever le gaz contenu a I'intérieur du flacon ne résolvait

pas le probleme des contaminations croisées. Cette barriere technologique fut surmontée avec
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|"automate BioArgos (Sanofi Diagnostics Pasteur) qui permettait une mesure infrarouge a travers le
flacon*. Malheureusement, le verre de haute qualité nécessaire pour une telle mesure®® a rendu cette
invention trop colteuse pour un déploiement a grande échelle.

Au début des années 1990, I'utilisation des optodes devint la nouvelle norme. Ces capteurs a
transduction optique3*%’, colorimétrie ou fluorescence, permettent le suivi d’un échantillon de fluide
séparé des transducteurs par une membrane a perméabilité sélective. Ce fut le cas pour I'automate
VITAL vendu par bioMérieux®.

Le principe est le méme quel que soit I'automate : un polymere, saturé en eau, possédant un indicateur
de pH et perméable au dioxyde de carbone, est placé au fond du flacon d’hémoculture. Lorsque du
CO; est produit par la croissance de micro-organismes, il diffuse a travers ce polymeére. Par hydratation,
de l'acide carbonique est créé, abaissant le pH de la solution et conduisant a la modification du
polymére.

Les automates de Becton Dickinson (BACTEC™ série 9000 puis FX)3%4° utilisent I'apparition d’une
fluorescence de ce polymére, tandis que les automates de bioMérieux (BACT/ALERT®)*! utilisent une

détection colorimétrique (Figure 1-5).

Positif
Negatif

B

Figure 1-5 : (Gauche) Gamme des flacons BACT/ALERT® | (Droite) Variation de couleur entre des
flacons BACT/ALERT® positifs et négatifs*2.

Il existe enfin un autre type d’automate, mais dont la transduction est barométrique. Commercialisés
par Thermo Scientific”, les flacons Versatrek™ sont munis d’un opercule qui se gonfle légérement a
cause de la surpression induite par la croissance bactérienne®*. Une mesure optique permet de

détecter ce gonflement et d’en conclure la positivité de la culture.
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Les équipements, tres complets et automatisés, utilisés aujourd’hui permettent le chargement de
plusieurs flacons (jusqu’a plusieurs centaines), leur culture (a 36°C sous agitation permanente) et la
détection par méthode optique de la positivité.
En une cinquantaine d’années, l'automatisation des hémocultures a permis une diminution
importante des temps de réponse, caractéristique toutefois tributaire de la concentration bactérienne
dans le sang du patient (entre 0,1 cfu/mL et 10 cfu/mL%).
Atitre d’exemple, pour un méme groupe bactérien (ici les cocci a Gram positif), les derniers automates
détectent en moyenne deux fois plus vite que la premiere technologie de respirométrie
radiométrique :

e Respirométrie radiométrique (BACTEC 460)3': 30,2 h ;

e Premiére génération des automates « infra-rouge » (BACTEC NR-660)3': 29,6 h ;

e Derniére génération des automates « colorimétrique » (BACT/ALERT Virtuo)* : 15,9 h.

1.2.3.Les automates utilisant I’électrochimie

En 1899, G. N. Stewart rapporte I'intérét de la mesure de conductivité entre deux électrodes de platine,
dans des milieux biologiques, pour détecter une croissance bactérienne®. Depuis, quelques automates
utilisant des principes électrochimiques pour la détection d’une croissance de micro-organismes ont
été développés par différentes sociétés.

La nécessité pour une méthode électrochimique d’avoir une reprise de contact (c’est-a-dire des fils
électriques entre les électrodes et I'appareil de mesure) n’est que peu compatible avec I'impératif de
stérilité du flacon d’hémoculture ainsi qu’avec son caractére jetable. De plus, une mesure d’'impédance
ou de conductivité ne peut étre effectuée que dans un milieu dont cette caractéristique change

significativement avec la croissance de micro-organismes.

Quatre systemes commerciaux sont basés sur une mesure de conductivité ou d'impédance au cours
du temps, entre deux électrodes métalliques (généralement en platine ou en acier inoxydable)®.

Le Bactometer (bioMérieux) ainsi que le BacTrac (Sy-Lab) permettent une détection de bactéries,
directement dans un milieu de culture, en mesurant une variation d’impédance* .

Le Malthus (Malthus Instruments) et le RABIT (Don Whitley Scientific), pour Rapid Automated Bacterial
Impedance Technique, sont des systéemes basés uniquement sur mesure de conductivité du milieu de
culture au cours du temps®®>4, Pour des micro-organismes ou la mesure directement dans le milieu de

culture n’est pas possible, les électrodes sont délocalisées dans une solution de mesure. La culture se

fait dans un compartiment séparé, le dioxyde de carbone (gazeux) formé par la croissance bactérienne
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modifie la conductivité de ce milieu de mesure. Le principe de fonctionnement de ces méthodes est

représenté en Figure 1-6.

Malgré leurs performances, ces automates ne sont pas utilisés en hémoculture. En effet, une variation
d’'impédance (ou de conductivité) nécessite de maitriser le milieu de mesure pour optimiser la
sensibilité de détection : une concentration trop importante ou trop faible en sels se traduira par des
signaux difficilement analysables et une détection d’autant plus complexe>. De plus, la mesure
indirecte du Malthus ou du RABIT est plus colteuse (en termes d’instrumentation) qu’un « simple »

flacon BACTEC™ ou BACT/ALERT®.

u-ﬁ.\\

> Electrodes

. —f— Culture '/

\ / Electrades

CO; absorbent

Figure 1-6 : Mesure indirecte de la conductivité pendant la culture®!. (Gauche) Systéme Malthus |

(Droite) Systeme RABIT.

1.3. l'identification bactérienne

Afin d’adapter correctement I’antibiothérapie d’un patient, l'identification du pathogene est
primordiale. Cette identification est effectuée habituellement aprés augmentation de la biomasse,

donc apres la culture. Cependant quelques méthodes semblent pouvoir bouleverser cette chronologie.

1.3.1.1dentification aprés culture
1.3.1.1. Meéthodes métaboliques
En choisissant un substrat particulier, il est possible d’identifier un micro-organisme suivant la réaction

gu’il produira. Ce substrat peut étre liquide ou solide.
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Les galeries APl (pour « Analytical Profile Index ») sont composées de plusieurs tubes, remplis de
réactifs lyophilisés. Une suspension mono-microbienne (bactérienne ou fongique) non identifiée est
inoculée dans chacun des tubes, qui sont ensuite mis en culture pendant 18 a 24 h. La couleur de
chaque tube indique, grace a la notice du fabriquant, si le test est positif ou négatif. On aura ainsi une

information sur I'activité enzymatique de la bactérie a identifier.

Une galerie couvre en moyenne 20 activités métaboliques (Figure 1-7 | Gauche), chacune ayant une
réponse binaire. En combinant les données de plusieurs galeries API, il est possible d’identifier
700 especes de bactéries et de levures différentes grace a la base de données APlweb™.

Il s’agit tout de méme d’une identification avec a priori puisqu’il est nécessaire de choisir les galeries
pertinentes pour le pathogene a identifier : e.g. APl 20E pour les entérobactéries, API Staph pour les
staphylocoques, APl NE pour les bacilles a Gram négatif non entérobactéries non fastidieux, etc. C'est
pourquoi une identification par le biais de ces tests biochimiques requiert toujours préalablement des

tests d’orientation.

D’autres tests de ce type sont commercialisés, I'Enterotube™ Il de Becton Dickinson ou encore le
Micro-ID de Thermo Scientific™, mais ils possedent tous les mémes limites : le besoin d’un opérateur
pour préparer ’échantillon, le temps long pour obtenir une réponse et une fiabilité critiquable®®. Les
conditions de préculture de I’échantillon peuvent en effet modifier la signature d’une galerie API pour

une méme souche.

A/ N
INO MEL ® AMY ARA

Figure 1-7 : (Gauche) Exemple de galerie API (https://fr.wikipedia.org/wiki/Galerie API) | (Droite)

Boite CHROMID® permettant de détecter les bactéries a Gram négatif résistantes a la colistine

(http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/119-chromid-colistin-r)

L’utilisation de boites de Petri chromogéniques, telles que les CHROMID® de bioMérieux (Figure 1-7 |

Droite) ou les CHROMagar™ de I'entreprise du méme nom, sont également souvent utilisées en


https://fr.wikipedia.org/wiki/Galerie_API
http://www.biomerieux-culturemedia.com/product/119-chromid-colistin-r
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microbiologie clinique. Il s’agit d’'un milieu contenant un substrat chromogene : sa dégradation par une
voie enzymatique particuliere (e.g. p-glucuronidase, a-glucosidase, C8-esterase, etc.) entrainera sa
coloration. Il est ainsi possible d’identifier une bactérie ou un mécanisme d’antibiorésistance.
Néanmoins, cette méthode nécessite une incubation d’au moins 16 h et I'emploi d’une seule activité
enzymatique ne permet pas toujours l'identification a I'espece de maniere fiable. Cette méthode ne

peut donc étre la seule employée.

1.3.1.2. Spectrométrie de masse

L'utilisation d’'un MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation time-of-flight Mass
Spectrometry) est devenue courante dans les laboratoires hospitaliers®”*® et dans les laboratoires
privés. Son principe, présenté en Figure 1-8Figure, est basé sur 'analyse du protéome (ensemble des
protéines) de la bactérie.

Pour cela, apres une hémoculture positive, le micro-organisme est isolé puis cultivé sur boite de Petri
afin d’augmenter sa biomasse et de séparer éventuellement les especes. Ensuite, les bactéries sont
mises en suspension puis mélées a des réactifs facilitant I'ionisation et la fragmentation. Une goutte
du mélange résultant est déposée sur un substrat métallique pour une évaporation compléete du

solvant.
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Figure 1-8 : Principe de la spectrométrie MALDI-TOF par Croxatto et al.>®.
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Un laser UV a 337 nm vient cibler ce dép6t, ce qui permet de désorber, fragmenter et ioniser une partie
des protéines les plus légéres (protéines ribosomales principalement). Les ions ainsi générés sont
accélérés via un champ électrique dans le spectrometre.

Les molécules chargées vont ainsi se déplacer jusqu’a un détecteur. Leur temps de vol, dépendant de
leur masse et de leur charge, permet de tracer un spectre qui sera comparé a des bases de données.
Cette méthode est donc sans a priori puisque la préparation de |'échantillon et le protocole
d’acquisition de spectres sont identiques pour toutes les espéces, mais avec a priori puisque qu'il est
nécessaire d’avoir déja observé la bactérie recherchée afin que sa signature soit présente dans la base

de données

Afin de gagner plusieurs heures dans I'étape d’identification, I'entreprise Bruker a commercialisé le kit
Sepsityper®®. Grace a une préparation manuelle du culot provenant de I’hémoculture positive, il
permet, en moins d’'une heure, d’effectuer une spectrométrie de masse en s’affranchissant de la
préculture sur boite de Petri. Cette méthode semble cependant plus particulierement adaptée aux
bactéries a Gram négatif.

Les modeéles VITEK®MS (bioMérieux), Axcess® (Accugenix®) et MALDI Biotyper® (Bruker) dominent le

marché actuellement, bien que le colt d’un tel automate soit élevé (=150 k€).

1.3.1.3. Méthodes génomiques

L’utilisation de la PCR (Polymerase Chain Reaction) se développe de plus en plus malgré un co(t encore
important. Ce procédé permet d’augmenter la quantité d’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) ou ARN
(Acide RiboNucléique) présent dans un échantillon. Aprés cette étape d’amplification, sélective, une
électrophorése est utilisée pour identifier la séquence nucléique visée®.

L’utilisation de ces kits PCR est conditionnée a une identification ciblée (avec choix des amorces) et un
co(t en réactifs important. Cependant, malgré la nécessité d’une préculture pour obtenir une
concentration bactérienne suffisante (entre 10 et 10° cfu/mL suivant les espéces®?), cette méthode

permet un gain de temps important sur I'identification.

Plusieurs kits sont commercialisés et certains automates de PCR multiplex ont fait leur apparition
depuis quelques années. Le Biofire FilmArrray® de bioMérieux permet ainsi, grace au panel BCID2, de
détecter jusqu’a 43 cibles différentes, couvrant 95 % des pathogénes responsables de bactériémies®
mais également certains génes de résistances aux antibiotiques®*. Ce type d’équipement permet une
analyse simultanée de plusieurs types de micro-organismes, avec des amorces ciblant les agents

infectieux les plus courants et dangereux.
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1.3.1.4. Meéthodes immunologiques
Les méthodes immunologiques se basent sur la reconnaissance de la liaison d’un anticorps avec un
antigene. Cet antigene peut étre issu de la réponse immunitaire ou simplement de la bactérie détectée
et isolée depuis une hémoculture % (Willey et al., Prescott — Microbiology, p.875). La liaison anticorps-
antigene peut étre détectée de plusieurs maniéres comme I'agglutination par exemple, présentée en

Figure 1-9 | Gauche.

Colorimetric

- - label attached to
Agglutination Tests saconeary AnGbody

+4++ ++ + + - -

Secondary antibody
against patient’s

- T
(primary) antibody
: Anti-target protein

antibody (IgG)
(primary) antibody

Target protein
(Trichinella antigen)
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Figure 1-9: Deux types de tests immunologiques®. (Gauche) Test par agglutination. Le méme
nombre d’antigénes est ajouté a chaque tube, et le sérum du patient est dilué en série. Le titre dans
ce cas correspond a la derniére dilution permettant une agglutination (ici 1/160). | (Droite) Test
Western blot de Trichinella (parasite). La liaison de I’anticorps secondaire avec I’anticorps primaire

est détectée par colorimétrie.

De nombreux tests immunologiques permettant une automatisation, au moins partielle, existent, tels
que I'ELISA ou encore le Western blot®.

Ce dernier nécessite la lyse des bactéries isolées afin d’obtenir un ensemble de protéines, qui seront
séparées suivant leur poids moléculaire par électrophorese. Les membranes obtenues sont ensuite
incubées dans des solutions d’anticorps (primaires) spécifiques aux protéines recherchées (permettant
I'identification). Enfin, des anticorps secondaires, spécifiques aux anticorps primaires et marqués avec
des composés radioactifs, fluorescents ou luminescents, sont ajoutés. La liaison de I'anticorps
secondaire engendrera un changement (une lumiere émise par exemple) qui indiquera la présence
d’un anticorps primaire et donc de la protéine recherchée. Le principe de ce procédé est représenté
en Figure 1-9 | Droite.

Ce type de méthode est malheureusement couteux du fait de I’utilisation de nombreux anticorps. Elle
demande également un personnel qualifié pour I'utilisation de kit tels que le BD OptEIA™ (BD

Biosciences) bien que des automates, comme le VIDAS® (bioMérieux), limitent ce probléme. Enfin, en
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cas de mutation importante de la protéine a détecter, cette méthode ne sera pas utilisable. Elle est

donc avec a priori et peu robuste.

1.3.2.1dentification pendant la culture

Peu d’automates d’hémoculture ont proposé une identification en paralléle de la détection. On parle
d’ailleurs plus aisément d’orientation.

En 1994, un brevet® a été déposé concernant I'utilisation de la spectrométrie a mobilité ionique (IMS)
pour un test de stérilité. Par I'ionisation des molécules de gaz produites par les micro-organismes, il
est possible de déterminer le coefficient de mobilité ionique de chaque molécule. L’enjeu de cette
technologie réside donc dans la détection d’'un COV (composé organique volatile), sécrété

spécifiquement par un micro-organisme en train de crofitre dans |’échantillon.

En phase gaz, l'utilisation d’'un CSA (Colorimetric Sensor Array), nez artificiel a transduction

colorimétrique, inséré dans des boites de Petri®’°

puis directement dans le bouchon du flacon
d’hémoculture’ (Figure 1-10), est une technologie proche (dans sa philosophie) de la méthode

développée pendant ce doctorat.
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Figure 1-10 : (Gauche) Matrice du Colorimetric Sensor Array | (Centre) Instrumentation d’un

bouchon de flacon d’hémoculture | (Droite) Prototype d’automate utilisant le systéme du CSA™’.

Son principe repose sur une matrice de capteurs ou sont déposés des sondes spécifiques a certaines
molécules, potentiellement présentes dans la phase gaz du flacon. La liaison sonde-cible engendre un
changement de couleur du capteur associé. L’évolution des changements de couleur est monitorée
par un scanner. Grace aux différents motifs enregistrés sur la matrice, Shrestha et al. ont pu établir des
« cartes d’identification » des espéces bactériennes et fongiques en culture’®. Non seulement les
changements de couleur permettent une détection mais une identification semble possible (dans la

limite des 7 especes testées) pendant la culture, sans ouvrir le flacon.
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En phase liquide, I'équipe de recherche de Yoann Roupioz au CEA de Grenoble utilise des réseaux
d’anticorps sur un prisme de SPR (Surface Plasmon Resonance) au contact de I'hémoculture’. Les
résultats obtenus permettent d’envisager une utilisation de cette méthode avec des sondes peu
spécifiques. Tout comme pour le CSA, une suffisamment grande diversité de sondes semble permettre
de détecter une croissance bactérienne puis d’identifier le pathogene présent via des « cartes
d’identification » spécifiques, en paralléle et sans perturber la culture.

L'utilisation d’'une telle méthode en milieu clinique n’est pas encore envisageable pour le moment mais

les résultats sont trés prometteurs. La méthode de SPR est schématisée en Figure 1-11.
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Figure 1-11 : Principe de I'utilisation de la résonance plasmonique de surface (SPR) pour la détection
de bactéries. Un réseau d’anticorps est immobilisé sur un prisme SPR, mis en contact avec une
hémoculture positive. La lumiére incidente illumine le prisme et la lumiére réfléchie est enregistrée.
Le couplage anticorps-bactéries engendrera un signal spécifique détectable. Le choix d’'une matrice

d’anticorps adaptée permettra une détection multiparamétrique et donc une identification’.

1.3.3.Les technologies de rupture

Le temps pour le diagnostic d’une infection sanguine est une donnée critique directement reliée au

taux de survie du patient. Certaines entreprises, dans un souci de gain de temps, mettent sur le marché
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des dispositifs qui, potentiellement, permettent de détecter les micro-organismes présents dans un
échantillon de sang directement prélevé sur le patient, sans aucune culture, par PCR. Le gain de temps,
relatif a I'absence d’incubation, est contrebalancé par des limites relativement importantes :

o Détection avec a priori. Cette approche nécessite des amorces spécifiques aux micro-
organismes recherchés.

o Détection destructive. La lyse des cellules est obligatoire, I’échantillon sanguin n’est plus
utilisable pour des analyses complémentaires, comme un antibiogramme par exemple.

e Faux négatifs. Les pourcentages de détection sont faibles (75 a 50 %) car directement reliés a
la quantité de biomasse faible présente dans I’échantillon. La concentration bactérienne dans
un sang infecté étant de I'ordre de 1 cfu/mL, un volume de plusieurs millilitres est nécessaire
pour améliorer les performances’?.

e Positifs non-confirmés. Certains tests PCR reviennent positifs alors méme que I’hémoculture
associée est négative. Ce résultat étonnant pourrait étre causé par la présence d’ADN de

bactéries mortes, dans le sang du patient®.

Malgré ces limites, la société T2 Biosystem® a développé récemment une méthode permettant de
s’affranchir de l'utilisation d’'un marqueur fluorescent, et ainsi de travailler avec des échantillons de
sang dans lesquels la concentration bactérienne est de I'ordre de 1 cfu/mL.

Des sondes sont liées (par liaisons covalentes) a des nanoparticules super-paramagnétiques. Chaque
cible (espéce bactérienne recherchée) est associée a deux sondes donc deux couples sondes-
particules’.

En présence de brins d’ADN complémentaires a la cible (obtenus aprés lyse et PCR sur un échantillon

sanguin) les nanoparticules s’agglutinent par hybridation (Figure 1-12). Par résonnance magnétique,

74-76

le changement du temps de relaxation T2, associé a ce regroupement, est détectable

NN )
AN
NN
Target complementary capture probe B Add sample DNA target hybridizes to capture probes
(i.e., blood containing forming interparticle linkages. A change in T2
target DNA) is measured as agglomeration ensues.

Figure 1-12 : Principe de détection par résonnance magnétique proposée par le systéme T2MR®’3,
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Bien que ces automates ne comportent pour I'instant qu’un panel réduit de sondes, le gain de temps
tres conséquent (résultats en quelques heures au lieu de quelques jours) et la précision de cette

méthode semblent intéresser grandement les praticiens hospitaliers.

Le Tableau 1-1 résume les principales méthodes de détection et d’identification adaptées a
I’'hémoculture présentées dans cette premiere partie du chapitre introductif.

On comprend ainsi aisément pourquoi une détection, du CO,, produit par mesure optique automatisée
assistée par une analyse MALDI-TOF (a posteriori) est le procédé privilégié dans les hopitaux des pays
riches. Les méthodes lentes et coliteuses en main d’ceuvre sont logiquement celles utilisées dans les
pays aux ressources limitées (LRS, Low-Resource Settings).

Malheureusement, ce sont ces pays ou les enjeux d’antibiorésistances sont les plus importants. Il serait
donc extrémement pertinent de développer des outils de diagnostic peu coliteux et portables

permettant la détection et I'identification, tout en réduisant le temps de réponse associé.

Certaines techniques électrochimiques sont particulierement adaptées a la détection et I'identification
de molécules présentes en solution. L'utilisation de ce type de capteurs en microbiologie est donc
naturellement étudiée, depuis plusieurs années, au Département des micro-Technologies pour la

Biologie et la Santé (DTBS) du CEA Grenoble””78,
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Tableau 1-1 : Récapitulatif des forces et faiblesses des technologies de détection et d’identification bactérienne adaptées aux hémocultures.

‘ L Encombrement . Colts approximatifs
, . Rapidité du Temps technicien
Méthodes existantes N . De
test Poids Volume (par test) Partest | ,. .
I'équipement
Flacon biphasique” <1lkg 10 €
Un incubateur
Flacon Signal™?# -W 20€
Détection Respirométrie radiométrique® -‘ NA ‘ <1min 1-3€ 20-30ke
génération
Impédance ou conductimétrie®®3 NA 20-50 kg 0,1m3 <1min 1-3€ 10 - 15 k€
Galerie API ‘ <1lkg Une galerie 1 min 10-20€
Boite agar ChromID® - <1kg Une boite de Petri 1 min 3-4¢€
PCR multiplexe887 Rapide ‘ 10-30 kg 0,1a1m? 2 -5 min -‘ 40 k€

Identification

MALDI-TOF®® Rapide ‘ 10 - 20 min 1-5¢€

Sepsityper®® Rapide ‘ 10 min 10 €

ELISA, Western blot®... NA NA 1-15€ NA
Résonance plasmonique de surface’ | En continu NA NA
Les 2 Colorimetric Sensor Array”® En continu ‘ NA <1min

NOTE : les données ont été estimées soit via le systeme de commande du CEA, soit par des recherches plus approfondies (cf. Références). Les colts affichés étant un ordre
de grandeur, les valeurs n’ont pas été corrigées par l'inflation pour les technologies datées.

"Basée sur 'ensemble des données bibliographiques données dans ce chapitre.
* Information provenant d’une communication personnelle d’un professionnel de santé.
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2. Apport de I'électrochimie pour la détection et I'identification bactérienne
Les méthodes de détection et/ou d’identification de micro-organismes par électrochimie peuvent étre
séparées en trois grandes stratégies :
e La détection et l'identification de certains métabolites bactériens ou fongiques possédant
des potentiels d’oxydation ou de réduction particuliers ;
e L'utilisation de sondes permettant la capture sélective d’'un microbe a une électrode
entrainant la modification d’une caractéristique électrochimique détectable ;
e Les méthodes annexes, se voulant label free donc sans sonde ou biomarqueur spécifique.
La majorité de ces méthodes se concentre sur la problématique de la détection et non sur celle du
diagnostic clinique : les milieux de mesure doivent étre mafitrisés en terme de composition ionique

alors que les liquides physiologiques présentent des grandes variabilités inter et intra-individuelles.

2.1. Détection de métabolites bactériens

L'électrochimie étant la science du couplage entre réactions chimiques et passage de courant
électrique, une méthode pratique pour la détection de micro-organismes est I’analyse de métabolites
ayant un comportement oxydant (ou réducteur) reconnaissable.

Il est également possible de détecter un micro-organisme en ciblant certaines de ses activités

enzymatiques afin de produire une molécule facilement identifiable.

On peut donc distinguer deux formes de mesures : la mesure directe, ou une molécule particuliére est
recherchée, et la mesure indirecte, utilisant une réaction chimique révélant la présence du micro-

organisme.

2.1.1.Mesure directe

Malgré le grand nombre de molécules excrétées par une bactérie lors de sa croissance, trés peu sont
utilisées pour de la détection électrochimique. Le bacille a Gram négatif Pseudomonas aeruginosa est
guasiment le seul micro-organisme détecté de maniere directe. Son intérét clinique est treés important
car cette bactérie fait partie du groupe ESKAPE, six bactéries présentant des résistances multiples aux

antibiotiques®.

Parmi la grande variété de molécules composant le quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa

('ensemble des molécules sécrétées par la bactérie et participant a la communication bactérienne)
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seules quelques-unes possedent une activité oxydo-réductrice et sont donc utilisées pour sa détection

électrochimique.

La pyocyanine (notée PYQ), est une espéece redox acido-basique étudiée depuis les années 1930 en
électrochimie®. Son caractére sidérophore, c’est-a-dire sa capacité a se lier a des complexes ferriques
permettant ainsi la libération d’ions Fe?*, en fait une molécule essentielle pour certains micro-
organismes, comme pour P. aeruginosa®.

Son systéme redox étant connu, de nombreuses équipes de recherche travaillent a créer des capteurs
toujours plus sensibles et performants, en utilisant des méthodes électrochimiques telles que la
voltampérométrie cyclique®®®’, I'ampérométrie®® ou la voltampérométrie & signaux carrés de
potentiel®®104,

Dans une moindre mesure, le 2-heptyl-4(1H)-quinolone (noté HHQ) et la Pseudomonas quinolone

signal (notée PQS) sont également étudiées par ces mémes méthodes électrochimiques.

Les formules chimiques de ces 3 molécules sont visibles en Figure 1-13.

o) 0 0
N OH
@I:: , | |
N N N
| H H
Pyocyanine HHQ PQS

Figure 1-13 : Formule développée de la pyocyanine, du 2-heptyl-4(1H)-quinolone (HHQ) et de la

Pseudomonas quinolone signal (PQS).

L’analyse électrochimique du quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa (dans le surnageant) a
notamment fait I'objet d’une thése’’, effectuée par Julie Oziat au DTBS du CEA Grenoble. En analysant
les pics d’oxydation ou de réduction des espéces présentes dans le milieu, il est possible d’obtenir une
empreinte électrochimique des métabolites. Ce profil particulier pourra servir par la suite a identifier
la bactérie dans un échantillon a analyser. Les pics observés en SWV (Square Wave Voltametry) dans

le surnageant de Pseudomonas aeruginosa sont présentés en Figure 1-14.
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Figure 1-14 : Evolution temporelle des SWV sur une électrode de carbone vitreux dans le surnageant
d’une culture de P. aeruginosa®. On observe le pic caractéristique de la pyocyanine (PYO) et d’autres

pics correspondant a d’autres molécules du quorum sensing.

Cette méthode est néanmoins limitée. Elle ne fonctionne que pour des bactéries sécrétant des
molécules bien particuliéres, identifiables électrochimiquement et en quantité suffisante. De plus, si
d’autres molécules en solution possédent des potentiels d’oxydoréduction proches du ou des pics

recherchés, I'identification sera biaisée.

2.1.2.Mesure indirecte

Afin de pallier certaines limites de la mesure directe, des voies métaboliques microbiennes spécifiques
peuvent étre mises a profit pour générer des produits aisément détectables.

Par exemples, des sucrases spécifiques peuvent étre ciblées, telles que la B-D-glucuronidase ou la 3-D-
galactosidase. En présence de certains substrats ajoutés a la solution de culture, 'enzyme ciblée
produira une molécule identifiable électrochimiquement05:1%,

Il est également possible d’utiliser un bactériophage pour lyser les bactéries et libérer les enzymes, ce
qui augmente significativement la sensibilité de détection'®”, car on a alors accés a la fois aux
métabolites extra- et intracellulaires. Bien que les limites de détection obtenues expérimentalement
se situent autour de 102 cfu/mL, une valeur trés intéressante, ce n’est pas une méthode applicable a

I’lhémoculture.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pseudomonas-aeruginosa
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D’autres procédés de mesure indirecte sont également possibles, en utilisant des réactions de
biocatalyses effectuées par la bactérie recherchée par exemple. Sun et al. décrivent I'utilisation d’un

médiateur redox, la p-benzoquinone, qui sera réduit par la respiration bactérienne®® (Figure 1-15).
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Figure 1-15 : Schéma représentant la méthode utilisée par Sun et al.
présence de la bactérie, la p-benzoquinone se réduit en hydroquinone, qui réagit avec la p-

benzoquinone restante pour former un complexe rouge (quinhydrone).

Une détection électrochimique et colorimétrique est donc envisageable mais avec des limites de
détection moins intéressantes que les précédentes études citées (entre 103 et 10%cfu/mL).
L'électrolyte est également artificiel, un tampon phosphate salin est nécessaire pour s’assurer de la

qualité de la mesure.

Enfin, I'utilisation de sondes a base d’anticorps spécifiques a des molécules d’intérét, telle que la
protéine C réactive'® (CRP, biomarqueur d’une inflammation, possiblement due a une infection), a

également été envisagée.

Ces types de procédés restent complexes et non adaptés a la réalité hospitaliere bien qu’offrant
souvent I'avantage d’étre quantitatifs en termes de biomasse microbienne présente en solution. Les
électrolytes utilisés sont généralement « simples » voire artificiels (eau, PBS, milieu de culture LB,
tampon acétate...). Enfin, la recherche de molécules spécifiques exige nécessairement une détection

avec a priori.
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2.2. Fixation d’un micro-organisme sur une sonde

Un procédé largement répandu et étudié pour détecter la présence d’un micro-organisme dans un
échantillon liquide est I'utilisation d’'une sonde spécifique a une cible. La sonde est fixée sur une
électrode, I’association par reconnaissance biomoléculaire entre la sonde et la cible est détectable via
une mesure électrochimique.

Il existe plusieurs types de sondes. Les plus utilisées sont les anticorps, les sondes ADN ou ARN (pour
des liaisons avec des aptaméres pour une détection type antigéne/anticorps de la bactérie entiére ou

une hybridation dans le cadre d’une détection par génotypage) et les bactériophages.

2.2.1.Utilisation d’un anticorps

Un anticorps est une protéine capable de reconnaitre et de se lier a une molécule ou macromolécule
cible, appelée antigéne, de maniére tres spécifique. Cette haute spécificité permet d’utiliser les
anticorps, préalablement fixés a une électrode, en tant que sonde. Un anticorps donné pourra se fixer
a un antigéne présent sur la membrane d’'un ensemble de souches appelé sérovar. Ainsi, en
rassemblant plusieurs anticorps, et donc plusieurs sérovars, il peut étre possible de couvrir la majorité

des souches d’une espéce.

La détection électrochimique basée sur cette méthode est une mesure indirecte. Une molécule redox,
appelée sonde redox, se trouve dans la solution, [Fe(CN)s]*”* bien souvent (hexacyanure de Fe'/Fe").
Les pics d’oxydation et de réduction de cette espéce sont connus et facilement détectables. Les
anticorps présents sur I'électrode n’empéchent pas cette analyse électrochimique, en revanche,
lorsque des bactéries se fixent sur les anticorps, I'électrode se recouvre d’'une couche de matériel
biologique, modifiant (voire bloquant) les phénomeénes de transfert de matiere et donc la réponse
classique de la molécule redox présente en solution.

C’est grace a cette mesure, indirecte, que la présence d’une bactérie peut étre détectée notamment

110-115 - Afin  d’observer une modification significative du comportement

par voltampérométrie
électrochimique de la solution, un recouvrement important est nécessaire ce qui implique une certaine
concentration bactérienne (entre 10 et 10° cfu/mL dans quelques mL).

De plus, ce type de méthode nécessite des environnements particulierement contrdélés pour associer
un changement de pics d’oxydation (ou de réduction) a la présence effective d’un micro-organisme, et

non a la présence d’'une autre molécule interférente. La nature méme de la détection est

guestionnable car il est complexe de savoir réellement ce qui est mesuré par I'électrode.
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Un capteur fonctionnant cette fois avec des nanoparticules magnétiques a été développé par Panhwar
et al.1'8, La présence de bactéries est détectée par la modification (en voltampérométrie cyclique) des
pics d’oxydation et de réduction due a l'importante concentration de ces particules magnétiques,
fixées sur les micro-organismes puis déposées sur électrode de carbone (Figure 1-16, un pic de
désorption semble étre observé a 0,35 V). Bien que le titre indique une détection dans du sang, la
méthode décrite indique bien une impossibilité de travailler dans du sang total, ce qui implique des
dilutions dans du PBS et de nombreux lavages. Un procédé réalisable en laboratoire mais

inenvisageable dans un milieu hospitalier et surtout inadapté a I’'hémoculture.
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Figure 1-16 : lllustration du procédé de Panhwar etal.'’® pour la capture de E.coli via des

nanoparticules d’or fonctionnalisées avec des anticorps (SCPE : Screen Printed Carbon Electrode).

La spectroscopie d’impédance est également couramment utilisée comme méthode électrochimique
de détection. Avec des limites de détection oscillant entre 103 et 10* cfu/mL, ce type de mesure est
moins performant que les méthodes voltampérométriques, capables de fournir des limites de
détection de 10* cfu/mL.

Plusieurs méthodes de détection existent utilisant la spectroscopie d’'impédance. La mesure directe de
I'impédance traduit le recouvrement de I'électrode par du matériel biologique'”%° d{ & la liaison
anticorps/bactérie. En utilisant des nanoparticules magnétiques il est possible d’améliorer la sensibilité
et la spécificité de la mesure'?®. Tout comme les voltampérométries I'utilisation d’une sonde redox

([Fe(CN)s]*/*, par exemple) est également possible!2122,

Comme pour les deux précédentes méthodes électrochimiques, 'ampérométrie et la conductimétrie

sont utilisées pour détecter la présence de bactérie, soit avec des sondes redox'?, soit avec une
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124,125

réaction enzymatique compétitive , soit avec une mesure directe du fouling (encrassement

biologique de I'électrode)®?.

Afin de pallier le probleme de spécificité de ce type de capteur (un capteur ne sert que pour
reconnaitre une bactérie donnée), El Ichi et al.'*” ont développé un dispositif de détection de bactéries
a Gram négatif a base d’anticorps polyclonaux greffés sur des nanoparticules magnétiques. La sonde
étant moins spécifique (donc une forme de « sans a priori »), le capteur se rapproche un peu plus des

problématiques retrouvées en hémoculture. En revanche, ce procédé ne semble fonctionner que dans

un milieu artificiel (ici du tampon phosphate).

Plus récemment, de nouvelles sondes sont étudiées dans le domaine de la détection bactérienne : les
aptaméres!?®12% Ce sont des oligonucléotides courts d’ADN (ou d’ARN) avec une grande affinité vis-a-
vis d’analytes cibles. Leur stabilité dans des gammes de pH et de température larges ainsi que leur
faible toxicité en font des sondes particulierement intéressantes bien que l'utilisation de milieux

spécifiques, propices a I’hybridation, soient nécessaires*,

2.2.2.Utilisation d’une sonde ADN/ARN

L'identification d’une bactérie peut également étre effectuée grace a son matériel génétique. C'est
d’ailleurs le principe de la PCR (décrite plus t6t dans ce chapitre), méthode nécessitant des amorces
spécifiques et dont le co(t par test est plus important que les méthodes de détection habituellement
utilisées (cf. Tableau 1-1). Enfin, elle demande également une méthode de détection, la PCR n’étant
que I'étape d’amplification du matériel génétique d’intérét (i.e. celui ciblé grace a I'amorce, ou primer).
En électrochimie, I'hybridation entre une sonde nucléique de type ADN ou ARN et son brin
complémentaire est perceptible. Comme pour une sonde anticorps, la sonde nucléique est fixée a une
électrode, elle-méme plongée dans une solution ol des cellules ont été lysées.

Des sondes redox sont utilisées mais elles sont différentes de celles choisies pour la détection via
liaison anticorps-antigéne. On trouve par exemple le bleu de toluidine®! ou le bleu de méthyléne*?,
Les limites de détection obtenues sont difficilement exploitables car elles sont reliées a la quantité de
matériel génétique, exprimée en moles, et non a la quantité de bactéries présentes dans I’échantillon.

1.*3 rapporte la création d’un capteur multiplexé

Un article particulierement intéressant de Gao et a
fonctionnant dans du sang total. Ici, il est question de la détection de I’ARN ribosomal 16s de la bactérie
par ampérométrie. La liaison sonde-ARN libére une enzyme, la peroxydase de raifort (HRP, horseradish
peroxidase), et cette réaction enzymatique est ensuite détectée. D’apres |'auteur, ce type de capteur
fonctionne dans du sang et permettrait la création d’un capteur multiplexé avec différentes sondes sur

différentes électrodes.
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2.2.3.Utilisation de bactériophages

Les bactériophages sont des virus infectant uniquement des bactéries. Découverts a la fin du XIXéme
siecle, ils sont aujourd’hui au coeur de recherches innovantes concernant de nouvelles stratégies
thérapeutiques antimicrobiennes®3*13, Un bactériophage est capable de se fixer & une bactérie, de
maniere tres spécifique, pour ensuite 'utiliser pour se répliquer. La grande affinité entre un phage
donné et ses hotes bactériens a longtemps été mise a profit pour réaliser du typage, en établissant des
phagovars au sein d’une espece, i.e. 'ensemble des souches qui présentent une affinité pour un phage
sonde donné*®,

La spécificité des bactériophages complique leur utilisation en milieu clinique, car pour trouver le virus
efficace il est nécessaire d’en posséder une diversité conséquente. En revanche, cette caractéristique
peut étre utilisée pour fabriquer des sondes a bactéries, soit directement avec le virus, soit avec des

protéines membranaires isolées a partir de phages.

Bacteria

T4 Phage — /.
o

Uind ST 4

Individual electrode

Figure 1-17 : Schéma de la méthode de Shabani et al.**’. Des phages T4 (spécifiques a E. coli) sont
immobilisés sur des électrodes en carbone sérigraphié (SPE : Screen Printed carbon Electrode). La

détection se fait par mesure d’impédance.

Comme avec les sondes anticorps, cette méthode permet de capturer une bactérie sur une électrode,
dans un échantillon liquide. Cette liaison phage-bactérie est détectable en mesurant I'évolution de

137138 qui augmentera en fonction du nombre de bactéries qui recouvriront la surface de

I'impédance
I’électrode comme montré en Figure 1-17. |l est également possible d’utiliser une sonde redox!’, telle

que [Fe(CN)s]*/*, afin d’obtenir une mesure indirecte de la capture phage-bactérie.
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Ce type de détection, spécifique et sans nécessité de croissance, reléve tout de méme d’un test avec
a priori. Il est donc inenvisageable dans le cas de diagnostic d’infections sanguines, a moins de

multiplier le nombre de sondes pour couvrir un pourcentage important des bactériémies.

2.3. Méthodes annexes

La modification d’'impédance d’une électrode lors de la croissance bactérienne est déja utilisée par
quelques automates* >3, Plusieurs équipes de recherche®®1#? travaillent & optimiser et miniaturiser
ce type de mesure afin de pouvoir fabriquer des dispositifs point of care (utilisation au chevet du
patient).

D’autres méthodes innovantes sont également investiguées. On peut noter par exemple |'utilisation
des propriétés diélectriques de certains micro-organismes pour les détecter, les identifier et quantifier

leur biomasse dans un échantillon*.

| I Electropolymerization @
&

Detection Elution
| )
Capture @
Elution
[Fe(CN)g]*- [Fe(CN)4]* [Fe(CN)s]>~  [Fe(CN)s]*

HOOC

/ \ O S. aureus

S n

Figure 1-18 : Utilisation d’'un polymeére a imprégnation moléculaire élaboré par des bactéries,
développé par Wang et al.'**. La capture de S. aureus bloque une réaction ici avec [Fe(CN)s]*7*,

détectable électrochimiquement par spectroscopie d’impédance.

Une récente étude de Wang et al.'** rapporte un procédé particulier pour s’affranchir de sonde. Le
molecular imprinting consiste a créer des cavités ayant une forte affinité chimique avec une bactérie
donnée, en moulant au préalable un polymére réticulé autour d’un micro-organisme cible (MIP,

Moleculary Imprinted Polymer). L’analyse électrochimique par impédance, en utilisant une sonde
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redox (si le transfert de matiere est bloqué par le recouvrement de I'électrode alors I'activité de la
sonde est modifiée) permet la détection (Figure 1-18).
La spécificité de cette méthode en fait sa faiblesse, une telle électrode ne reconnaitra que I'espéce

(voire la souche) dont I'empreinte a été réalisée.

NH,
CH,OH o/@
OH O

OH
Bacteria
displacement hd
) PAPG
Enzymatic reaction ‘

r

CH,OH NHZ

OH O_ OH | -2e 2 H* )
OH + Electrochemical
T

| +2 e, +2H I signal transduction

H

Figure 1-19 : Schéma représentant la méthode utilisé par Chen et al.'*® afin de détecter E. coli. En
présence de bactéries, les nanoparticules d’or fonctionnalisées « libérent » le site actif de I’enzyme
pour se lier préférentiellement au micro-organisme. La réaction enzymatique est détectée par

électrochimie.

Enfin, Chen et al. rapportent |'utilisation de nanoparticules d’or chargées positivement en complément
avec une enzyme, la B-D-galactosidase, dans une solution d’eau contenant un substrat spécifique (le
4-aminophenyl-B-galactopyranoside)'®.

Par interactions électrostatiques, les nanoparticules se lient (de facon réversible) aux résidus chargés
négativement autour du site actif de I'enzyme. Cette liaison empéche I'hydrolyse du substrat et donc
la production du 4-aminophenol, détectable en voltampérométrie impulsionnelle différentielle.

Le systéme est créé pour assurer une interaction électrostatique plus forte entre les nanoparticules et
la surface d’une bactérie (ici E. coli mais la méthode a été testée aussi sur S. aureus). En présence de
celle-ci, le site actif de la B-D-galactosidase n’est plus lié a une nanoparticule, permettant ainsi la
réaction enzymatique d’hydrolyse (Figure 1-19).

Le seuil de détection, de 10% cfu/mL, n'est pas un avantage suffisant pour compenser la limite
inhérente a cette méthode : un milieu simple est nécessaire. L'utilisation d’un fluide biologique tel que
le sang n’est pas envisageable d( a sa complexité en termes de cellules, d’enzymes et de molécules

diverses.
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Ce type de procédé, par mesure indirecte via une activité enzymatique, semble fonctionner avec
d’autres enzymes, comme l'uréase®, 3 condition d’adapter les protocoles et la méthode de détection

(ici une mesure d'impédance).

2.4. Conclusions sur 'intérét de I'électrochimie en microbiologie

La microbiologie est utilisée en électrochimie dans certaines technologies, que ce soit pour de la

147 ou enzymatiques!®®, la dépollution de milieux!*

production d’énergie dans des biopiles bactériennes
ou de la production de molécules d’intérét, tel que le méthane, via des transferts d’électrons directs
inter-espéces (DET)®,

Concernant la détection de micro-organismes, de nombreuses méthodes existent. De la détection de
molécules produites par I'espéce bactérienne a l'utilisation de sondes permettant la fixation de
bactéries a I'électrode, I'ensemble de ces procédés reste toutefois loin d’une application en milieu
hospitalier. La quantité de réactifs, la complexité des manipulations (non automatisables) et surtout la

nécessité d’électrolytes controlées peuvent faire penser que I'électrochimie restera une discipline

réservée au laboratoire de recherche.

Cependant, il ne faut pas minimiser les avantages de cette science. La capacité de capter des signaux
spécifiques a des molécules données, le colt relativement bas de l'instrumentation et la grande
diversité des matériaux utilisables font de I'électrochimie un champ d’investigation légitimement
intéressant pour des dispositifs médicaux.

Contrairement a une mesure optique, un monitoring électrochimique n’est pas impacté par la turbidité
ou le caractere diffusant d’un milieu, ni méme par le passage d’'une paroi opaque a une longueur
d’onde d’intérét.

L'enjeu majeur est d’obtenir une mesure fiable, reproductible et pertinente dans des milieux

biologiques complexes.
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3. L'approche de la these : I'analyse électrochimique sans a priori

3.1. Problématiques des hémocultures actuelles

Pour réduire le temps de diagnostic d’une bactériémie, plusieurs stratégies sont possibles et

éventuellement cumulables.

Augmenter le volume de préléevement : augmentation du nombre de bactéries présentes.

L'augmentation du volume de sang prélevé est une problématique discutée depuis plusieurs
années, une mise en culture de 3 paires de flacons (aérobie et anaérobie) semble étre optimale

pour un prélévement initial'. Cette stratégie d’amélioration reléve des bonnes pratiques cliniques.

Augmenter la sensibilité de détection.

L'augmentation de la sensibilité des méthodes actuellement utilisées est un axe, certes intéressant,
mais non étudié pendant ce doctorat. Cependant, une nouvelle méthode de mesure, comme celle
développée et expliquée dans la suite de ce manuscrit, peut effectivement permettre de meilleures

sensibilités.

Utiliser une technologie de rupture : identification rapide et/ou un antibiogramme rapide (par

exemple en réalisant ces analyses directement sur I’hémoculture positive).

Les technologies de rupture présentées en début de chapitre ne sont pas optimales sur plusieurs
axes. L'importante spécificité des mesures ainsi que la nécessité de machines encombrantes et
colteuses donc d’un laboratoire centralisé, rend leur utilisation a grande échelle, et plus
spécifiqguement dans les pays en voie de développement ou I'antibiorésistance est la plus répandue,

trés complexe.

Réduire ou utiliser le temps de transport du flacon d’hémoculture.

La réduction ou [l'utilisation du temps de transport des flacons d’hémoculture est une
problématique technologique et logistique intéressante. En effet, le temps de transport représente
plusieurs heures de temps inutile au diagnostic, avec une moyenne de 10h, ce qui retarde

considérablement la prise en charge efficace®.
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Cette derniere stratégie d’amélioration conduit a deux grands axes de recherche en terme de gestion
logistique de I’hémoculture (aussi appelé « microbiologistique »%) :
Débuter I'analyse dés la prise de sang
=> Le temps de transport devient du temps utile ;
« Rapprocher le laboratoire d’analyse » du patient

=>» L’échantillon est pris en charge plus rapidement.

Une entreprise suédoise, Q-linea, développe actuellement un incubateur portable (le Podler®),
permettant de débuter la mise en culture et la mesure directement aprés prélevement sans risque de
faux positif. La mesure se fait toujours par méthode optique, utilisant le méme principe que les flacons
BACT/ALERT®. Le diagramme d’utilisation de ce dispositif est présenté en Figure 1-20, ol on observe
clairement un gain de temps. En revanche, la logistique de cette stratégie est compliquée et peut
s’avérer colteuse : il est en effet nécessaire de ramener ces incubateurs portables au chevet des
patients et d’en prévoir les maintenances. Un stock important est donc obligatoire ainsi que des

navettes faisant le trajet laboratoire/hopital « a vide ».

Podler workflow

Blood draw Q Transport Lab

Incubation
in Podler Positive signal

Traditional workflow

Incubation Positive
Wasted time in cabinet signal
Blooddraw ———— Transport EEEEE— Lab

Figure 1-20 : Diagramme d’utilisation du Podler® permettant I'utilisation du temps de transport pour

débuter la détection. (Source : Brochure Podler 2022 - https://www.glinea.com/ ).

Pour pallier ces problemes logistiques, il serait intéressant de développer un dispositif avec un
automate de mesure portable tres léger, peu encombrant et peu colteux : le retour de I'appareil de

mesure portatif serait plus simple et les maintenances moins réguliéres.


https://www.qlinea.com/
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3.2. Le flacon instrumenté par des capteurs électrochimiques

Le sujet de cette thése a cherché a rassembler les deux axes d’amélioration précédemment cités, en

développant un flacon d’hémoculture instrumenté par des capteurs électrochimiques. Les avantages

d’un tel dispositif sont multiples.

= Tout d’abord, tel le Podler® de Q-linea, il permet de débuter la mise en culture et la détection au
chevet du patient, accélérant ainsi le diagnostic.

= Ensuite, la mesure étant embarquée dans le flacon d’hémoculture, il serait utilisable dans des
contextes ou un automate optique (colteux et encombrant) n’est pas envisageable.

= Enfin, l'utilisation de plusieurs électrodes, voire de plusieurs méthodes électrochimiques en
parallele, conduit a un signal multiparamétrique. Une mesure multiplexée en électrochimie est
simple a mettre en ceuvre et ne nécessite pas un appareillage important. La réponse ainsi obtenue
n’est alors plus binaire (positif ou négatif) mais peut étre mesurée de facon continue dans le temps.
Elle peut donc étre utilisée pour obtenir des informations sur le micro-organisme détecté. On

rapproche ainsi virtuellement le laboratoire, sous forme de flacon, du patient.

Le point de départ de ce doctorat a donc été la création d’un flacon instrumenté avec des capteurs pH
pour mettre a profit le temps de transport entre le patient et le laboratoire d’analyse. En effet, le
dioxyde de carbone est un métabolite microbien universel, I'augmentation de sa concentration dans
un liquide, méme tamponné tel que le sang total, engendre une diminution du pH. L’objectif premier
était donc de détecter cette variation de pH par électrochimie. Cette idée, portée par mes encadrants

Maxime Gougis et Pierre Marcoux, a donné lieu a un brevet en 2021,

La culture bactérienne engendre de nombreuses contraintes a prendre en compte. Le cahier des

charges de ce dispositif était donc le suivant :

v' Matériaux d’électrodes sensibles au pH et non bactéricides ;

v" Instrumentation compatible a la détection (pas de fuite) ;

v Possibilité de stériliser par autoclave les électrodes sans dégrader leurs performances ;

v Possibilité de mesurer un potentiel stable dans un milieu biologique complexe pendant au moins
5 jours (temps d’un négatif a I’'hdpital).

La création d’un banc de mesure adapté a donc été le premier verrou technologique a débloquer lors

de ce doctorat. Le chapitre suivant revient en détails sur les choix effectués pour concilier au mieux la

réponse aux différentes contraintes, la faisabilité dans un environnement de recherche scientifique et

un objectif final de semi-industrialisation. En effet, tout au long de cette thése, I'approche industrielle

est restée sous-jacente afin de ne pas perdre de vue |'usage, réel enjeu d’un dispositif de santé.
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Chapitre 2
Matériels et méthodes

1. Rappels théoriques

1.1. Bactéries et métabolisme

1.1.1.Définitions

Les bactéries sont des étres vivants procaryotes unicellulaires microscopiques. La majorité des
bactéries mesure entre 0,5 et 1,5 pum ce qui permet de stériliser un liquide par filtration dite stérilisante
avec un filtre ayant des pores de 0,2 um.

L'ensemble des réactions biochimiques se déroulant dans la cellule bactérienne est appelé le
métabolisme bactérien. En prélevant des nutriments a son environnement, puis en les transformant,
la cellule peut ainsi se multiplier, communiquer, se déplacer et éventuellement se différencier?.

En laboratoire, les bactéries sont cultivées dans des boites de Petri contenant des milieux nutritifs
gélosés puis dispersées dans une solution liquide afin d’obtenir des unités bactériennes aussi appelées
Colony Forming Unit (cfu). Une unité correspond a la quantité de bactéries nécessaire pour former une

colonie une fois étalées sur boite de Petri.

1.1.1.1. Les biofilms bactériens
Afin de maximiser leurs chances de survie, les bactéries forment trés souvent des biofilms : une
communauté, mono- ou poly-microbienne, de bactéries fixées sur une surface solide (inerte ou
vivante). Cette communauté est entourée de matrice extracellulaire? (Figure 2-1) et se caractérise par
un phénotype et un métabolisme caractéristiques de I’état biofilm, potentiellement trés différents de
I’état planctonique. Cette structure biologique permet une résistance particuliére des bactéries aux
agressions extérieures, aux réactions immunitaires et aux antibiotiques?>. Le biofilm constitue le mode

de vie privilégié de la plupart des micro-organismes.

En effet, les couches basales du biofilm seront naturellement moins alimentées en oxygene et en
nutriments ce qui induit un stress de ces micro-organismes. Ces conditions extrémes forcent les
bactéries a s’adapter en modifiant leur métabolisme. C’'est ainsi qu’il est possible d’observer un

passage de 'aérobiose a 'anaérobiose au sein d’un biofilm bactérien*.
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La pluralité des comportements métaboliques lors de la formation d’un biofilm en fait un organisme
plus complexe, favorisant I'apparition de mutations génétiques, qui sera plus résistant aux

antibiotiques classiquement utilisés contre I'espéce en question.

/\ Planktonic cells ’)\ \

¢ J,
' *«*
Attachment of ‘\ . . \ /2 \

microbes to the
surface

Attachment Microcolony Maturation and Dispersion of
formation stabilization of biofilm
biofilm

Figure 2-1: Processus de formation d’un biofilm par Gupta et al.’. Les cellules planctoniques
s’attachent de maniére réversible a une surface puis cette liaison devient irréversible. Une colonie
se forme alors sur la surface, en biofilm, puis se stabilise. La colonisation d’une nouvelle surface est

permise par la dispersion des bactéries situées sur les couches extérieures du biofilm.

1.1.1.2. Le Gram des bactéries
Les bactéries peuvent se diviser en deux grands groupes suivant la composition de leur

membrane cellulaire : les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif.

Les membranes des bactéries a Gram positif sont composées d’'une membrane lipidique puis d’une
couche épaisse de peptidoglycanes, sans lipopolysaccharides. Les bactéries a Gram négatif sont quant
a elles composées d’'un empilement d’une membrane lipidique, d’une fine couche de peptidoglycanes
puis d’une membrane en lipopolysaccharides (Figure 2-2). Il est ainsi possible de schématiser :

» Gram positif 2 membrane cellulaire simple ;

» Gram négatif 2 double membrane cellulaire.
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Figure 2-2 : Représentation des membranes cellulaires des bactéries a Gram positif et a Gram
négatif.> (CAP = protéine liée par liaison covalente; IMP = protéine de membrane intégrale; LP =
lipoprotéine; LPS = lipopolysaccharide; LTA = acide lipotéichoique; OMP = protéine membranaire

externe; WTA = acide téichoique mural).

Cette distinction est une donnée cruciale pour ajuster le traitement du patient. La membrane cellulaire
étant la premiere ligne de défense de la bactérie, I'antibiothérapie est dépendante de cette
information.

C’est pour cette raison que la coloration de Gram est la premiére étape du diagnostic. Ce test nécessite
du personnel qualifié et des réactifs chimiques toxiques mais il demeure rapide (moins de 30 minutes

en général) et peu colteux.

1.1.2.Métabolisme bactérien
Pour qu’une cellule puisse vivre, se diviser et se reproduire, un grand nombre de réactions chimiques
ont lieu. L'immense majorité des bactéries d’intérét clinique produit du dioxyde de carbone via leur
métabolisme, que leur croissance soit aérobie (avec oxygeéne) ou anaérobie (sans oxygéne).
Une molécule de dioxyde de carbone en présence d’eau se dissout pour former un ion bicarbonate et
un proton. On assiste alors a un équilibre chimique entre le dioxyde de carbone, I'ion bicarbonate et
I'acide carbonique :

CO,(g) + H,0(l) > HCO3 (aq) + H* (aq) < H,CO03(aq)
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L’eau étant en exces, une augmentation de la concentration en CO; entrainera une augmentation de
la production de protons. Cette diminution du pH pourra atteindre alors la valeur de 6,4, le pK, du
couple acidobasique H,CO3/HCO5". Chez I’lhumain, la valeur du pH sanguin se situe autour de 7,4° donc

seulement une unité au-dessus du pK, de H,CO3/HCOs".

Quasiment toutes les technologies de détection en hémoculture présentées au Chapitre 1 cherchent

a détecter cette augmentation de la concentration en dioxyde de carbone dans le flacon.

1.2. Mesure du pH

Le potentiel hydrogéne ou pH d’une solution, est la mesure de I'activité chimique des protons présents
dans la solution. Il est utilisé pour déterminer I'acidité ou I’alcalinité d’une solution. Plusieurs méthodes

sont possibles pour déterminer le pH d’une solution.

1.2.1.Indicateur colorimétrique

Dans certains couples acides/bases faibles, I'acide et la base possédent des spectres d’absorbance
différents dans le visible. C'est pourquoi la couleur d’une solution aqueuse d’un tel couple dépendra
du pH : on parle d’indicateur colorimétrique. La majorité de ces chromophores ne posséde que deux
ou trois couleurs avec une zone de virage relativement étendue (pKa +/- 10 %), ce qui rend la mesure
du pH peu précise.

En revanche, cette méthode tres pratique et peu colteuse est bien adaptée a une mesure qualitative.
On retrouve notamment ce type d’indicateur, comme le bleus de bromothymol ou le bleu xylénol

employés dans les automates d’hémoculture BACT/ALERT®7#,

1.2.2.Le pH-meétre

En chimie, le pH-métre est un appareil couramment utilisé. 1l est composé d’une sonde pH-métrique,
d’une sonde de température et d'un potentiometre permettant la lecture de la mesure.

La sonde pH utilisée est composée de deux électrodes : une électrode de mesure et une électrode de
référence. En effet, la mesure d’un potentiel électrochimique n’est pas absolue, il s’agit d’une mesure

de différence de potentiel.
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Figure 2-3 : Electrode combinée d’un pH-métre® classiquement utilisé en laboratoire.

La sonde classiquement utilisée est une sonde combinée, ol une électrode de référence Ag/AgCl est
immergée dans une solution de KCl saturée, le tout dans un corps en verre borosilicate qui est utilisé
comme électrode de mesure (voir Figure 2-3).

Lorsque la sonde est immergée dans une solution, des ions hydrogene et métalliques se déplacent de
la solution vers la surface de I’électrode de verre mais également de I'intérieur de I'électrode de verre
vers sa surface. Ces déplacements d’ions sont permis grace a la nature de la solution interne de
I’électrode de verre (riche en ions hydrogéne libres). Il en résulte la génération d’un potentiel de
Donnan : un potentiel transmembranaire d’'une membrane conductrice ionique qui génére un effet
capacitif du fait de I"accumulation (sélective) des espéces ioniques cibles de part et d’autres de la

membrane.

Le potentiel de [I'électrode de référence est rendu stable via [lutilisation du couple
électrode/électrolyte choisi, permettant un double équilibre représenté par les équations :

(1) Ag(s) > Ag*(aq) + le”

(2) Ag*(aq) + CI™(aq) <> AgCl(s)

Afin d’obtenir une mesure fiable, un pH-meétre doit étre étalonné avec des solutions tampons. C'est un

instrument fragile, colteux et encombrant. Son utilisation est donc limitée au laboratoire.
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1.2.3.Les encres conductrices

Certains cas nécessitent I'utilisation d’un capteur en dehors du laboratoire, comme par exemple la
mesure du pH de I'eau de piscine (Swan Analytical Instruments), le monitoring des fluides biologiques
présents sur une prothése ou bien la détection de croissance bactérienne dans un flacon
d’hémoculture. Afin de s’affranchir des problemes de colts et d’encombrement des pH-métres
« classiques », des modifications du dispositif de mesure sont nécessaires.

Une technique couramment répandue dans la littérature scientifique consiste en l'utilisation de
matériaux sensibles au pH et utilisés sous forme d’encres. La mesure étant une différence de potentiel,
il est également nécessaire d’utiliser une électrode de référence avec une encre non sensible au pH et
dont le potentiel restera constant.

Les matériaux sensibles au pH sont nombreuy, il s’agit essentiellement d’oxydes métalliques mais
différents polymeres conducteurs, tels que la polyaniline, sont utilisés. Dans cette thése, nous avons
privilégié le dépot d’encres comme méthode de fabrication pour nos électrodes. L'utilisation de
techniques de couchage comme la sérigraphie sont des procédés envisageables pour une future

industrialisation.

2. Choix de la méthode de mesure

L'objectif initial de cette these étant de détecter une variation de pH, la potentiométrie a intensité de
courant nulle (systéme a deux électrodes) a été la méthode la plus utilisée.

Pour approfondir la compréhension des phénoménes observés, des analyses électrochimiques a
intensité de courant non nulle (par spectroscopie d’'impédance) ont également été nécessaires (voir

Chapitre 4).

2.1. Description de la potentiométrie

La potentiométrie a intensité de courant nulle est la détermination du potentiel de circuit ouvert, ou
potentiel d’abandon, d’une électrode de travail par rapport a une électrode de référence (Figure 2-4).
Cette méthode est celle utilisée pour déterminer le pH d’une solution. On utilise alors une électrode
de référence dont le potentiel est constant dans la gamme de pH prévue. Le matériau de |'électrode
de travail est choisi de maniere a ce que sa réaction avec des protons entraine un changement de son

potentiel électrochimique.

Une mesure potentiométrique ne requiert pas d’appareil de mesure complexe, I'acquisition peut se

faire sur des potentiostats miniaturisés, voire des multimetres numériques, car une impédance
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d’entrée tres importante n’est pas nécessaire avec des encres conductrices. En effet, une électrode de
verre a une impédance élevée (entre 50 et 500 MQ), un potentiostat a trés forte impédance d’entrée
est donc utilisé pour limiter les erreurs de mesure!®, ce qui n’est pas le cas avec I'utilisation d’encres
conductrices. En revanche, I'utilisation d’un multimétre de mauvaise qualité occasionnera des
courants de fuite importants, une attention particuliere est donc nécessaire concernant |'appareil de
mesure.

La mesure potentiométrique est donc un avantage certain pour une méthode de diagnostic s’adressant
au plus grand nombre, y compris a des petites structures de santé et aux pays en voie de

développement.

High Input

Impedance
Voltmeter

Reference
Electrode

Working
Electrode

} Analyte
Solution

Figure 2-4 : Mesure potentiométrique entre une électrode de travail métallique et une électrode de

référence, par un voltmeétre a haute impédance.

2.2. Description de la spectroscopie d'impédance

La spectroscopie d’'impédance, notée EIS (Electrochemical Impedance Spectroscopy), est une méthode
permettant d’étudier les interfaces électrochimiques a travers I'analyse de signaux électriques.

Un signal d’entrée sinusoidal (généralement le potentiel complexe U = Ue 1) est imposé au systéme
qui fournit un signal de sortie (généralement le courant complexe I = Ie/%#2) |ui aussi sinusoidal. La
variation d’amplitude du potentiel est habituellement fixée a 10 mV, une valeur suffisamment faible

pour supposer que la réponse du systeme est linéaire.
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L’EIS est I'étude des décalages de phase et des variations d’amplitude, entre I'entrée et la sortie, en
fonction de la fréquence appliquée. Outre le transfert de matiéere (par diffusion ou par convection par
exemple) deux phénomenes peuvent ainsi étre observés :

e Les comportements électro-physiques, visibles plutét a hautes fréquences et correspondant

a la migration des charges (phénomeéne résistif) ou a 'accumulation de charges a I'interface
(phénomene capacitif) ;

e les comportements électrochimiques (faradiques), visibles plutdt a basses fréquences et

correspondant a un transfert de charge via des réactions d’oxydo-réduction.

L'impédance Z = U/I étant une grandeur complexe, deux représentations graphiques sont
couramment utilisées :
e Lediagramme de Nyquist inverse. Pour chaque fréquence, I'opposé de la partie imaginaire de
I'impédance est représenté en fonction de sa partie réelle.
e Le diagramme de Bode. Les évolutions du module de I'impédance et de la phase sont tracées

en fonction de la fréquence.
Les informations fournies par la spectroscopie d’impédance peuvent permettre de mieux analyser un
systeme électrochimique, notamment grace a sa modélisation via des schémas électriques

équivalents.

Exemples de schémas équivalents en EIS.

Pour modéliser électriguement un systéeme électrochimique simple (Figure 2-5)., on trouve tout

d’abord la résistance (Rs) de I’électrolyte en série avec :

» Un condensateur (Cq) en parallele avec une résistance de transfert de charge (R«) et un
élément appelé impédance de Warburg (W), si I'impédance dépend des phénoménes de
diffusion linéaire semi-infinie de I'espéce redox impliqué dans le phénomene faradique
(modele de Randles = modele le plus simple) ;

» Un condensateur (Cq) en paralléle avec une résistance de transfert de charge (Ru), si
I'impédance ne dépend pas des phénomenes de diffusion.

La capacité Cq représente la double couche électrochimique tandis que la résistance de transfert

de charge Rt modélise les processus faradiques, c’est-a-dire la barriére de potentiel a franchir pour

initier les réactions d’oxydo-réduction.
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Figure 2-5 : Représentation de la spectroscopie d’impédance!’. (a) Signaux d’entrée et de sortie lors
d’une mesure d’'impédance. (b) Schéma équivalent et diagrammes du modeéle de Randles. (c) Schéma

équivalent et diagrammes pour un systéme ou la diffusion n’intervient pas.

3. Fabrication du banc de mesure

3.1. Cahier des charges du dispositif de mesure

Pendant I'ensemble de la these, un modele de flacon d’hémoculture instrumenté a été utilisé pour
effectuer des mesures aussi reproductibles et fiables que possible. L'instrumentation de flacons
d’hémoculture commerciaux est une option qui n’a pas été retenue a cause d’une mise en ceuvre trop
complexe et dangereuse pour I'expérimentateur du point de vue de la contamination : le joint créé
entre le flacon (percé) et la plateforme électrochimique ne résistait pas a I'autoclave, ce qui engendrait

des fuites du liquide aprés remplissage.

La création d’un prototype de flacon a donc été soumise a un ensemble de spécifications, répondant

a des fonctions, et dont les solutions sont résumées dans le Tableau 2-1.
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Tableau 2-1 : Résumé du cahier des charges et des solutions choisies concernant le prototype de flacon d’hémoculture instrumenté

Fonction primaire

Fonction secondaire

Solutions choisies

Assurer la sécurité de

I’'expérimentateur pendant la

manipulation du dispositif.

Eviter la possibilité de contamination par

casse du flacon.

Utilisation de flacons en polypropyléne (PP).

Garantir une étanchéité des flacons une
fois contaminés : pas de contamination de

I’opérateur ni de I'échantillon.

Assemblage par colle cyanoacrylate et époxy, résistante a la stérilisation

par autoclave.

Développement d’'une méthode de détection de fuite pré-contamination

du sang.

Réaliser une hémoculture et une

mesure électrochimique.

Favoriser la croissance bactérienne dans le

dispositif.

Choix de matériaux non cytotoxiques pour le flacon (PP) et pour les

électrodes (membrane polyuréthane sur électrode d’Ag/AgCl).

Garantir la stérilité du dispositif (dans le

cas d’expérience sans bactérie).

Travail sous Poste de Sécurité Microbiologique (PSM).

Permettre l'intégration d’un capteur

électrochimique dans le flacon

d’hémoculture.

Utilisation de flacons en PP pour permettre une découpe et un assemblage

facile (pas de machine nécessaire).

Respecter les contraintes
financieres du doctorat et d’'une

future application.

Adapter le travail aux outils présents au

CEA.

Utilisation de plateformes électrochimiques génériques, développées au

DTBS lors de projets précédents'?.

Permettre un grand nombre

d’expériences pendant le doctorat.

Choix de consommables disponibles en grande quantité avec des colts

maitrisés.
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3.2. Conception des électrodes

Les mesures électrochimiques ont été effectuées grace a un modele de plateforme générique,
développé par le CEA Grenoble?? et fabriqué par la société Cibel (groupe ACB).

Cette plateforme générique, présentée en Figure 2-6, est un circuit PCB (Printed Circuit Board) sur
substrat époxy avec 10 électrodes en or (8 électrodes de travail, 1 électrode de référence et 1 contre
électrode). La contre-électrode n’est pas utilisée en potentiométrie.

Chaque électrode est recouverte avec une superposition d’encres et de matériaux suivant le but de
I’expérience et la nature de la mesure visée. Pour chaque électrode, une sous-couche d’encre carbone
(BQ242 — Dupont) est utilisée pour assurer I'adhésion des encres conductrices apres stérilisation. Les
encres sont soit commerciales soit formulées au laboratoire pour ce dispositif de mesure

électrochimique.

a. Reference

Polyaniline Encre carbone
Contre-électrode
en encre carbone

Oxyde d'iridium / _

encre carbone Encre bleu de Prusse

Ag/AgCl
Encre carbone Encre carbone
Piste en or Piste en or
Empilement de matériaux Empilement de matériaux
pour une électrode de travail pour une électrode de référence

Figure 2-6 : (a.) Schéma de la disposition des différents matériaux d’électrodes sur une plateforme
générique. (b.) Empilements des matériaux sur une électrode de travail et une électrode de
référence. Une sous-couche d’encre carbone est présente sur toutes les électrodes. (c.) Photo d’une

plateforme générique recouverte d’encres conductrices.

Toutes les encres ont été déposées a la main, sous une loupe binoculaire, et recuites a 80°C pendant
2 h au minimum. La sérigraphie n’a pas été utilisée pour des raisons pratiques internes au laboratoire
mais il serait tout a fait envisageable, dans un objectif d’industrialisation, d’utiliser cette technique de

fabrication.
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Dans la suite de ce manuscrit, les électrodes de travail seront notées WE (pour Working Electrode),

|’électrode de référence sera notée REF et la contre-électrode sera notée CE.

3.2.1.Electrode de travail

Quatre encres différentes ont été utilisées en tant que matériau d’électrode de travail. L’architecture
de la plateforme nous a permis d’avoir, pour chaque expérience, deux électrodes de travail avec le
méme matériau, un moyen de s’assurer de la reproductibilité de nos mesures et de la stabilité de nos

signaux.

3.2.1.1. L’encre polyaniline

La polyaniline (PANI) est un polymére conducteur électronique, stable chimiquement et possédant une
conductivité électrique élevée. Il est étudié depuis des dizaines d’années'*!* notamment dans le
domaine des biocapteurs'>® mais également couramment utilisé en tant que capteur pH*2°,
Comme montré Figure 2-7, ce polymére posséde 3 états d’oxydation différents: un état réduit
(leucoéméraldine, LE), un état oxydé (pernigraniline, PE) et un état partiellement réduit et
partiellement oxydé (emeraldine base, EB et emeraldine salt, ES).

Lors d’une diminution de pH, I'acidification va augmenter la proportion de formes protonées de la

polyaniline et aura pour conséquence une augmentation du potentiel.

{O-=0=-0-=0m)
Ve
OO0 +HO—~0--O~-0r

Figure 2-7 : Schéma des équilibres de la PANI montrant la réponse aux changements de pH ou de

(a)

potentiel?

La sensibilité au pH d’une électrode de polyaniline est vérifiée en laboratoire par ajouts dosés d’acide
sulfurique 99 % dans une solution de PBS (Phosphate Buffered Saline). Le PBS est une solution tampon

couramment utilisée en biochimie. Son pH neutre, sa non toxicité et son caractére isotonique vis-a-vis
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des liquides physiologiques?? en font une solution modéle intéressante pour calibrer nos électrodes.
Sa composition précise est la suivante : 137 mM de NaCl + 2,7 mM de KCl + 10 mM de Na;HPO, +
1,76 mM de KH,PO,.

Une calibration a été effectuée sur une gamme d’encres correspondant a différentes dilutions d’une
encre polyaniline commerciale (Figure 2-8). Cette expérience a permis la mise en évidence d’une
corrélation entre l'augmentation du temps de réponse (et de stabilisation) de I’électrode et
I‘augmentation de la concentration en PANI de I'encre.

En revanche, dans la gamme de pH étudié (7 a 4), les sensibilités des encres déposées sont semblables,

entre 80 a 90 mV par unité de pH.

1 I 1 I T I T I T I T I T I T I T I T
300 4 —
50 T Dilution d'encre ] |
9 7] Polyaniline commerciale 7]
£ 200 1 0.5% 4%
— 7] —_—16 % 50 %
Q150
S 4
g) 100 S ~
© 504 [7,4
N -
g 0 ﬂ/ 6"4
® i
E 50—
@) i
£ 1004
0 -
T -150 4
5 150
B -
o -200 -
-250 T I T I T I T T | T | T | T | T | T

T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

Temps (heure)

Figure 2-8 : Mesures électrochimiques du potentiel de différentes dilutions d’'une encre de
polyaniline commerciale, dans des solutions a différents pH. Les dilutions sont effectuées dans de
I’eau distillée. Les différents pH (valeurs notées sur la courbe) sont obtenus dans des solutions de
PBS 1X par ajout d’acide sulfurique 99 %. Le potentiel a été normalisé pour débuter a 0 mV vs

Ag/AgCl pour chaque électrode.

Une encre de polyaniline a 50 % (500 pL d’encre commerciale diluée dans 1 mL d’eau distillée) a été

utilisée dans la suite de ce travail. En effet, le temps de stabilisation de plusieurs dizaines de minutes

n’est pas un facteur limitant dans une culture de plusieurs heures.
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De plus, nous avons pu remarquer que les encres de polyaniline perdent en sensibilité aprés une

stérilisation par autoclave (Figure 2-9). L’encre la plus concentrée a permis un dépét plus robuste de

ce point de vue, avec une perte de « seulement » 20 mV/unité pH.

On retiendra une sensibilité de I'encre polyaniline utilisée de -64 mV par unité pH.

275

Potentiel vs Ag/AgCl (mV)
>

E

-63,6:pH + 475

E =-85,4-pH + 626

Polyaniline
WE1 avant autoclave
— WE2 avant autoclave

—— WE1 aprés autoclave
- \WEZ2 apres autoclave

\ E=-84,5pH+619

E = -63,9-pH + 478

4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0

PH (-)

Figure 2-9 : Calcul de la modification de la sensibilité pH de la polyaniline aprés stérilisation par

autoclave. Le processus de stérilisation occasionne ici une perte de sensibilité de 20 mV/unité pH.

3.2.1.2.

L’encre oxyde d’iridium

L'iridium est un métal trés rare et également tres résistant a la corrosion. Il est couramment utilisé par

le laboratoire d’électrochimie du DTBS®. L’encre d’oxyde d’iridium a été fabriquée au laboratoire en

mélangeant 10 mg d’Iridium(lV) Premium Dihydrate 99 % (Alfa Aesar) avec 500 mg d’encre carbone

(BQ242 — Dupont) dans 500 pL de EGDA (Ethylene Glycol Diacetate - Sigma-Aldrich).

Grace aux valeurs de potentiel d’équilibre observées dans du PBS (autour de 200 mV vs Ag/AgCl), il est

possible de déterminer les équations d’oxydo-réduction mises en jeu lors de I'acidification de milieu

de mesure?®:

2Ir0, + 2H* + 2e™ <> Ir, 05 + H,0 (Iridium anhydre)

2[Ir0,(0H),.2H,0 ]?~ + 3H* + 2~ <> [Ir,05(0H)3.3H,0]3~ + 3H,0 (Iridium hydraté)
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D’apres la Loi de Nernst, il est possible de calculer la sensibilité théorique de ce matériau d’électrode

a 25°C, elle est de 59 mV par unité de pH.

RT a 0,059 a
E=E°-(—>ln( red)z EO + log( Ox>:> AE = +0,059.pH
nF Aoy n Ared

Ou:
e Restlaconstante des gaz parfaits (8,314 J.mol1.K?) ;
o Testlatempérature (en Kelvin) ;
e nestle nombre d’électrons transférés ;
e Festlaconstante de Faraday (96485 C.mol?) ;

®  Qarq est I'activité chimique du réducteur et ao I'activité chimique de I'oxydant.

Une sensibilité réelle de I'encre utilisée est d’environ -54 mV par unité de pH. Elle a été mesurée dans
des solutions de PBS avec ajout progressif d’acide sulfurique 99 % (Figure 2-10). Le temps de réponse

de ce matériau est en revanche tres court (quelques secondes) et cette sensibilité ne semble pas étre

dégradée par la stérilisation, contrairement a la polyaniline.

320 T T L] T T T T T T T T T T T T T T T T

300 ——

Encre Oxyde d'iridium
280 WE1

i —WE?2 1
260 4’4 -

240 - ————

220 7,4 54 -
- 6,4 ’ -
200 |

180 3

160 — -

140 - i

120 T I T I T I T l T I T l T I T l T I T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Potentiel vs Ag/AgCIl (mV)

Temps (minute)

Figure 2-10 : Mesures électrochimiques du potentiel de deux électrodes (identiques) composées
d’une encre oxyde d’iridium, dans des solutions a différents pH. Les différents pH (valeurs notées

sur la courbe) sont obtenus dans des solutions de PBS 1X par ajout d’acide sulfurique 99 %.
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Ces différences entre matériaux d’électrodes pourraient étre expliqués par leurs comportements : les
réactions sont plutét surfaciques pour I'oxyde d’iridium mais majoritairement volumiques pour la
polyaniline, la PANI pouvant étre « comparée » en premiére intention a un réseau de fibres
conductrices interconnectées dans lequel peuvent diffuser les espéces dissoutes (expliquant, en partie,

I'important temps de stabilisation).

3.2.1.3. Les encres carbonées sans oxyde métallique

Deux encres commerciales carbonées ont également été étudiées en tant que matériau d’électrode
de travail, bien gu’elles ne soient pas sensibles aux variations de pH :

e Une encre carbone non modifiée (BQ242 — Dupont), ce qui revient a laisser uniquement la

sous-couche en tant que matériau d’électrode de travail ;

e Une encre carbone contenant un médiateur redox, le bleu de Prusse (C2070424P2 — Gwent).
De formule Fell[Fe!'(CN)4]s, le bleu de Prusse est utilisé depuis longtemps en électrochimie
notamment pour la détection de cations non électroactifs tels que les ions thallium (TI*), potassium
(K*) ou encore ammonium (NH4*)?. Il est également utilisé pour la détection de la réduction du

peroxyde d’hydrogéne®, molécule trés intéressante dans le domaine des biocapteurs.

3.2.2.Electrode de référence

Il n"est pas possible d’ajouter une électrode de référence conventionnelle (avec un verre fritté et une
solution interne) dans un flacon d’hémoculture, pour des raisons de perte de stérilité et d'impératif
d’usage unique pour chaque flacon.

C’est pourquoi nous utilisons une électrode de pseudo-référence pour chacun des dispositifs. Elle est
composée d’une sous-couche d’encre carbone (BQ242 — Dupont) puis d’une couche d’encre Ag/AgCl
(5874 — Dupont). L'utilisation d’une pseudo-référence n’est pas génante dans nos expériences car les
milieux de culture étudiés sont fortement concentrés en ions chlorure (concentration stable). Par abus
de langage on nommera, dans la suite de ce manuscrit, ces électrodes « électrodes de références ».
Les électrodes de référence sont également protégées avec une membrane de polyuréthane (formulée
en laboratoire dans du tétrahydrofurane). Cette membrane a trois objectifs : protéger I'électrode
pendant I'étape de stérilisation, éviter le relargage d’argent (bactéricide) pendant I’"hémoculture et
stabiliser le potentiel de I'électrode de référence. La composition exacte de cette membrane est un

savoir-faire du laboratoire d’électrochimie.
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3.3. Instrumentation du flacon

Des flacons en polypropyléne Azlon™ ont été choisis. Leur stabilité chimique et leur résistance a
I'autoclave répondaient parfaitement au cahier des charges. L'instrumentation de flacons a représenté
un défi technique pendant le début de la these, les fuites étant fréquentes aprés stérilisation. La

méthode définitive pour la fabrication de ce prototype est la suivante.

Une entaille horizontale est effectuée dans le flacon, a environ 3 centimétres du fond, sur 2 a
3 centimétres. Cette entaille est ébavurée au scalpel afin d’obtenir des bords francs et propres ainsi
que la perforation compléte de I'épaisseur du polypropyléne.

Le pourtour de l'incision est ensuite poncé au papier de
verre pour créer de la rugosité (ce qui aide ensuite au ’
collage). Toute la zone est ensuite recouverte, au pinceau,
avec du promoteur d’adhérence (PRIMAIRE 7239 BO 4ML
LOCTITE UC10).

Une fois que les encres et la membrane sont déposées, les
plateformes sont introduites dans le flacon de sorte a
faire ressortir les connectiques par la fente préalablement
créée.

Une premiere étape de scellement est réalisée par
utilisation d’une colle cyanoacrylate (COLLE PRISM
406 FL 20GR LOCTITE UC12). Ensuite, une colle époxy
(Quick Set Epoxy Adhesive RS PRO 850-956) forme une

deuxieme couche, plus large et recouvrant I'ensemble de

I'entaille.
Enfin, du scotch Kapton® (Dupont™) permet la dernigre Figure 2-11: Photo d’un flacon de
étanchéification. Une fois cette derniére étape effectuée, ~mesure sans scotch Kapton®

le flacon est rempli de milieu de culture (30 mL de milieu

de culture contenu dans les flacons BACT/ALERT® aérobie FA Plus) puis autoclavé.

La Figure 2-11 représente un flacon sans scotch (pour visualiser correctement le dispositif) et une
plateforme apres dépdbts d’encres.

Cette méthode a permis de créer des flacons d’hémoculture instrumentés robustes. Le nombre de
fuites répertoriées apres stérilisation a évolué de 28 % (utilisation de colle époxy seule), a 19 % (colle

époxy + colle cyanoacrylate) pour chuter a moins de 8 % (ajout du pongage et du Kapton®).
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3.4. Protocole d’ensemencement et de mesure

Une caractéristique de I’"hémoculture, qui est d’ailleurs un défi en milieu hospitalier, est la faible
concentration en bactéries dans le sang du patient?. Nous avons cherché a nous comparer le plus
possible a la réalité clinique, c’est pourquoi un calcul précis de la quantité de bactéries inoculées a été

réalisé a chaque fois.

Les manipulations sont exécutées sous PSM (Poste de Sécurité Microbiologique). Toutes les souches
bactériennes utilisées sont des souches de référence, définies par leur numéro ATCC (American Type
Culture Collection) ou NCIMB (National Collection of Industrial, Food and Marine Bacteria). Ces souches
sont des micro-organismes utilisés pour des controles d’équipements ou de procédés dans I'industrie

et le domaine médical.

Une culture de travail, permettant le préléevement de colonies en limitant les phénomeénes de
contamination possible des souches de référence, est réalisée 24 h avant chaque expérience. La
plupart du temps, cette culture se fait sur gélose au sang (Columbia 5 % Sheep Blood Petri — VWR),
bien que certaines aient été réalisées sur TSA (Tryptic Soy Agar — VWR). La nature de la gélose ne

semble pas influencer nos résultats.

Des colonies sont prélevées de cette culture de travail et placées dans 3 mL de diluant pharmaceutique.
L'absorbance a 600 nm de cette solution est mesurée. La quantité de colonies prélevées est ajustée
afin d’obtenir une absorbance entre 0,8 et 0,12 et qui équivaut a une valeur de 0,5 McFarland mesurée
grace a un densitomeétre. Cette valeur de turbidité correspond (valeurs vérifiées expérimentalement)
a une concentration bactérienne de :

e 2.108 cfu/mL pour des bacilles a8 Gram négatif ;

e Entre 2.108 cfu/mL et 2.107 cfu/mL pour les coques a Gram positif ;

e 2.106 cfu/mL pour les levures.

Cette concentration étant trop importante pour nos expériences, un protocole de dilution en cascade
(Figure 2-12) est utilisé pour diminuer la concentration du flacon de prélevement jusqu’a une valeur
cible. Ces dilutions sont réalisées dans du diluant pharmaceutique (Diluant de la pharmacopée

européenne — Tube 9 mL — VWR).
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TmL

Dilution ———s
T mL T mL T mL T mL

N

1

i

Diluant
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1/10 1/100 1/10®° 1/10% 1/10° 1/10°
(10 @02 (@03 (ot (03 (10

Figure 2-12 : Schéma explicatif de la dilution en cascade (inspiré du livre « Biologie-Des-Micro-

Organismes »°)

Chaque flacon (instrumenté) est rempli avec 30 mL de milieu de culture BACT/ALERT® aérobie
(bioMérieux), puis stérilisé. Aprées stérilisation, 10 mL de sang sont ajoutés (pour un volume total de

liguide de 40 mL). Ce volume correspond au volume préconisé pour les hémocultures.

Suivant I'expérience, du sang de cheval défibriné
(SRO0050C, Thermo Scientific™) ou du sang humain La quantité de bactéries inoculées dans

total (Etablissement Francais du Sang) a été utilisé. le  flacon est une moyenne

arithmétique, pas une quantité réelle.

L’ensemencement correspond a linoculation de Le comptage en triplicat permet

400 uL  d’une suspension bactérienne a la d’obtenir un ordre de grandeur mais,

concentration connue dans le flacon surtout pour des faibles concentrations,
’

d’hémoculture (ensemencement au 1/100°™¢). Afin il nest pas possible de connaitre

(o .
de calculer la quantité inoculée, des comptages sur précisément la valeur de Iinoculum

(3 cfu peut tout aussi bien correspondre

Qréalité a 1 cfuou a 10 cfu). /

Le flacon ainsi infecté est placé dans un incubateur

boites (en triplicat) sont réalisés.

Infors Ecotron, a une température de 37°C, sous agitation a 90 rpm. La plateforme électrochimique est
reliée a un multiplexeur, lui-méme relié a un potentiostat Autolab PGSTAT128N, contrélé par le logiciel
Nova 2.1. La mesure du potentiel, a I'abandon, de chaque électrode dure 0,1 seconde (donc

0,8 secondes de mesure pour I'ensemble des électrodes) et est répétée toutes les 5 minutes pendant
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une période de 20 h a 3 semaines selon |'objectif de I'expérience. Les électrodes de travail sont ainsi

la majorité du temps déconnectées, n‘impliquant pas de phénomenes de polarisation parasites.

3.5. Utilisation de différentes matrices

Les premiéres expériences ont d’abord été conduites dans du milieu de culture BACT/ALERT® aérobie
seul puis avec du sang de cheval défibriné (SRO0050C, Thermo Scientific™) et enfin avec du sang
d’origine humaine.

On appelle « BACT/ALERT® aérobie » le milieu de culture présent dans les flacons d’hémoculture
BACT/ALERT® FA Plus?’, commercialisés par la société bioMérieux, dont la composition exacte est
inconnue. Il est a noter que ce milieu est supplémenté en général avec des billes de polyméres
absorbantes permettant la « neutralisation » des molécules antibiotiques éventuellement présentes
dans le sang du patient afin de favoriser la croissance bactérienne au sein du flacon. Ces billes n’ont

pas été ajoutées dans les expériences présentées dans ce manuscrit (sauf indication contraire).

Aucune expérience n’a été réalisée dans un milieu anaérobie pour des raisons de complexité de mise
en ceuvre (remplacement de I'air par de I'azote apres stérilisation par autoclave).
Le fibrinogene est une glycoprotéine soluble qui peut devenir de la fibrine, réaction visible lors de la
coagulation®. Le sang de cheval défibriné est donc du sang total dépourvu de cette protéine.
Une fois la validation du procédé obtenue sur cette matrice, le sang de cheval a été remplacé par du
sang humain total, fourni par I'EFS (Etablissement Frangais du Sang) et possédant les caractéristiques
suivantes :

e Un donneur ne produit qu’un seul échantillon de 10 mL de sang ;

e L’héparine est I'anticoagulant utilisé ;

e Le sexe, groupe sanguin et autres données sont connues pour chaque échantillon ;

e Le sang est stérile car il provient de donneurs sains.

L'utilisation de sang humain a permis la création d’une base de données importante, se rapprochant
grandement des conditions réelles d’'une hémoculture. De plus, un donneur ne pouvant donner qu’un

seul flacon de 10 mL, chagque expérience a été réalisée sur un sang unique, ce qui rajoute de la diversité

dans nos mesures.
En revanche, le sang utilisé provenant de donneurs sains, les concentrations en anticorps et en globules
blancs présents dans nos échantillons ne sont pas représentatives (beaucoup plus faibles) de celles

observées chez des patients infectés. De plus, aucune molécule antibiotique n’est présente dans les
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sangs utilisés. Cette complexité étant difficilement reproductible en laboratoire, des études cliniques

sont nécessaires pour valider I'utilisation du procédé étudié dans cette these.

3.6. Choix des micro-organismes a étudier en priorité

Une base de données a été construite sur plusieurs especes bactériennes lors de ce doctorat (voir
Chapitre 3). L’application visée étant I’hémoculture, nous avons décidé de nous intéresser
principalement a des espéces couramment retrouvées dans ce test microbiologique. Pour des raisons
pratiques, une sélection a été opérée en fonction des souches présentes au DTBS.

Les espéces (ou groupement d’espéces) étudiées dans la suite de ce manuscrit sont: les
staphylocoques a coagulase-négative, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et Enterococcus
faecium, Escherichia coli (notre bactérie modele), Klebsiella pneumoniae et Klebsiella aerogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Acinetobacter baumannii, Citrobacter freundii et
Streptococcus pyogenes.

D’apres les informations fournies dans le Tableau 2-2, I'ensemble de ces micro-organismes a
représenté plus de 87 % des hémocultures aux Etats-Unis en 2002. Nos choix semblent donc pertinents

pour évaluer l'intérét du dispositif développé pendant ce doctorat.

Rank Bacterial species or group No. of isolates 9 of total no. of isolates

1 Coagulase-negative staphylocci 34,640 42.0

2 5. aureus 13,618 16.5

3 E. faecalis 6,893 8.3

4 E. coli 5,942 7.2

5 K. pneumoniae 2,942 3.6

6 E. faecium 2,873 3.5 Tableau 2-2 : Fréquences
7 Viridans group streptococci 2,773 3.4 d'occurrence des espéces
8 Pseudomonas aeruginosa 2,030 25 L.

9 5. pneumoniae 1,901 2.3 ou groupes bactériens

10 Enterobacter cloacae 1,550 1.9 isolés a partir

11 Serratia marcescens 814 1.0 d'hémocultures de

12 Acinetobacter baumannii 733 0.9

13 Proteus mirabilis 732 0.9 patients hospitalisés aux
14 Streptococcus agalactiae 626 0.8 Etats-Unis en 2002

15 Klebsiella oxytoca 470 0.6 ; 28
16 Enterobacter aerogenes 376 0.5 d'apres KarIOWSky et al”.
17 Stenotrophomonas maltophilia 256 0.3

18 Citrobacter freundii 245 0.3

19 Streptococcus pyogenes 211 0.3

20 Enterococcus avium 153 0.2

21 Others 2,791 3.4

Total 82,669 100
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Chapitre 3
Détection et identification des bactéries
pendant leur croissance

1. Suivi du pH pendant une hémoculture

L'objectif premier de cette thése a été le développement de capteurs électrochimiques, intégrables
dans un flacon, permettant le suivi du pH lors d’une hémoculture.

En effet, a I'instar des travaux sur le Colorimetric Sensor Array de Shrestha et al.! (cf. Chapitre 1), un
flacon d’hémoculture instrumenté permettant de suivre en temps réel I'évolution de la production de
CO,, a travers I"évolution du pH de la solution, pourrait permettre une détection de la croissance
bactérienne, le tout avec un dispositif portable et a bas col(ts qui autorise une analyse pendant le

transport.

Pour répondre a cette problématique, une électrode de polyaniline, dont la réponse au pH a été
montrée dans le Electrode de travailparagraphe 3.2.1 - Chapitre 2, semble étre un capteur pertinent.
Ce matériau a déja été utilisé lors d’un projet collaboratif au DTBS ol des encres polyaniline (dont la
formulation a été optimisée) ont été testées apres stérilisation.

Le dispositif électrochimique utilisé est décrit au Chapitre 2. Pour chaque expérience, deux électrodes
de travail constituées du méme matériau sont utilisées afin d’améliorer la fiabilité et la robustesse de
la mesure. Cette précaution permet également d’obtenir plus de données pour les études développées
dans ce chapitre tout en préemptant la réalité des phénomenes observés dans un méme flacon, au
regard des artefacts de mesures ou des dysfonctionnements potentiels.

La bactérie, mise en ceuvre en terme de démonstration et largement utilisée pendant cette thése, est
Escherichia coli, une entérobactérie a Gram négatif. Elle est effet la cause la plus répandue de
bactériémies dans les pays développés? et sa croissance rapide en fait un modéle pratique pour des

expériences qui demandent de nombreux réplicas.
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1.1. Mesures électrochimiques avec la polyaniline

La Figure 3-1 présente les évolutions du potentiel mesuré pour les 2 électrodes de polyaniline dans
2 expériences différentes : une croissance bactérienne (40 cfu d’Escherichia coli inoculées a t=0) et un

négatif (flacon stérile).

Dans les deux cas, la solution de mesure est un mélange de 10 mL de sang humain et 30 mL de milieu

de culture BACT/ALERT® aérobie, placé a 37°C et sous agitation (90 rpm).

30 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1

20
10

Electrodes de polyaniline

WE 1 - E. coli - 40 cfu (ATCC 25922)
——— WE 2 - E. coli - 40 cfu (ATCC 25922)

Potentiel vs Ag/AgCI (mV)

- —— WE 1 - Négatif
-90 - —— WE 2 - Négatif

Temps d'incubation (heure)

Figure 3-1 : Evolution du potentiel de deux électrodes de polyaniline (WE = Working Electrode),
pendant une croissance bactérienne d’Escherichia coli (40 cfu a t=0) et pour un flacon stérile

(négatif). Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 90 rpm.

Plusieurs conclusions peuvent se dégager de ces expériences. Premierement, en I'absence de bactérie,
le potentiel de la polyaniline semble dériver dans le temps, de maniére constante. L’expérience
négative a été poursuivie pendant plusieurs jours et sa stérilité a été confirmée. La dérive reste

constante, sans variation de potentiel importante (voir paragraphe 2.1 — Chapitre 3).
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Deuxiemement, les deux premiéres heures de mesure correspondent a d’'importants changements de

potentiel. Deux phénomeénes peuvent expliquer en majeure partie ces observations.

L’hydratation des électrodes.

C’est un probleme qui pourrait se résoudre en hydratant au préalable notre dispositif. Cependant,
bien que les flacons autoclavés soient déja remplis de milieu de culture, ils sont stockés fermés et
retournés. Ce mode de stockage a été mis en place pour éviter la dégradation des électrodes : la
membrane de polyuréthane sur I'électrode de référence n’étant pas parfaite (dépot a la main,
recouvrement non contrdlé), un stockage dans un milieu liquide pourrait occasionner une migration
de I'argent dans le milieu de culture, et donc un flacon inutilisable. Ce mode de stockage, en
préservant les électrodes, assure également une bien meilleure reproductibilité des mesures : un

enjeu crucial pour la collecte d’une base de données.

L’équilibrage thermique.

Le sang utilisé est stocké a 4°C tandis que les flacons restent a température ambiante, on observe
donc nécessairement un temps de latence correspondant a I’équilibrage de la température jusqu’a
37°C. L’équilibrage thermique s’accompagne également d’échanges gazeux entre la phase aqueuse
et le volume mort du flacon, la solubilité des gaz dans I'eau diminuant lorsque le flacon revient a

température ambiante.

Les 2 a 3 premieres heures, bien qu’instables du point de vue du potentiel, ne nous intéressent pas
dans notre étude. En effet, il existe un temps de latence pour les micro-organismes, pendant lequel la
croissance ne peut étre détectée’. Les bactéries s’adaptent au nouvel environnement, et cette
adaptation ralentit la survenue de la croissance exponentielle. Ce temps, incompressible, n’est pas une
période visée par notre application : la variation du signal électrochimique pendant cette période n’est
donc pas un probleme a résoudre. Toutefois, il est possible d’expliquer la variation continue du
potentiel mesuré par I'adsorption d’especes biologiques, notamment de protéines, a la surface des

électrodes de PANI*.

Enfin, la croissance des bactéries (ici Escherichia coli) entraine une augmentation brusque du potentiel
suivi d’un pic aprées 10 h d’incubation. Cette évolution brusque semble correspondre au phénomene
recherché, I'acidification du milieu par I'acide carbonique H,COs. En effet, son amplitude est d’environ
60 mV, ce qui correspond a une diminution d’environ 0,94 unité pH compte tenu d’une sensibilité de

nos électrodes de polyaniline (calculée au paragraphe 3.2.1.1 - Chapitre 2) de -64 mV par unité pH.
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Cette brusque augmentation du potentiel est directement corrélée a la mesure de positivité de
I’'hémoculture (cf. paragraphe 1.3.2.1 - Chapitre 3).

En revanche, cette augmentation rapide est immédiatement suivie d’un pic puis d’une décroissance
du potentiel, avec une pente plus abrupte (environ 80 mV).

Cette observation semble indiquer : soit une alcalinisation de la solution immédiatement apres
I'acidification (hypothése peu probable), soit la détection d’un autre phénomeéne modifiant le
comportement de nos électrodes de PANI en présence de bactéries. Pour expliquer ce phénomeéne et
discriminer le role des bactéries et de la PANI dans cette évolution inattendue, la réponse d’un autre

matériau sensible au pH a donc été évaluée : I'oxyde d’iridium.

1.2. Mesures électrochimiques avec I'oxyde d’iridium

Le dispositif électrochimique utilisé (voir paragraphe 3.2 - Chapitre 2) permet de mesurer le potentiel

de 8 électrodes différentes dans chaque flacon.

0 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1

-50 -

AR

o

o
|

-200 —
Electrodes d'oxyde d'iridium

- WE 1 - E. coli - 40 cfu (ATCC 25922)
—— WE 2 - E. coli - 40 cfu (ATCC 25922)

Potentiel vs Ag/AgCl (mV)
AN
3
|

-250 —
— WE 1 - Négatif
] —— WE 2 - Négatif

B0 t+—T—T T T T T T T T

Temps d'incubation (heure)
Figure 3-2 : Evolution du potentiel de deux électrodes d’oxyde d’iridium, pendant une croissance
bactérienne d’Escherichia coli (40 cfu a t=0) et pour un flacon stérile (négatif). Hémocultures de sang

humain dans le BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 90 rpm.
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Les courbes présentées en Figure 3-2 ont donc été obtenues lors de la méme expérience et dans les
mémes conditions que les courbes présentées en Figure 3-1 (40 cfu d’Escherichia coli inoculées dans
du sang humain a to), seul le matériau d’électrode de travail change.
La réponse en potentiel des électrodes d’oxyde d’iridium dans les premiers temps des expériences est
macroscopiquement « calquée » sur I'évolution temporelle observée pour les électrodes de
polyaniline :

e La dérive temporelle constante du potentiel en I'absence de bactéries ;

e Les variations importantes du signal en début d’expérience.

Aprés le temps de mesure correspondant a l'expression de la positivité de I’hémoculture, le
comportement des électrodes d’IrOx (oxyde d’iridium) est radicalement différent. Un pic de potentiel
est bien observé mais I'amplitude d’environ 20 mV correspond a une chute d’environ 0,37 unité pH
(sensibilité de l'oxyde d’iridium = -54 mV/pH), une acidification apparente différente de celle
enregistrée par la polyaniline, alors méme qu’il s’agit de la méme hémoculture.
De plus, la chute de potentiel, de plus de 200 mV, qui suit directement le pic semble trop importante
pour étre reliée uniguement a une variation de pH. En supposant cette éventualité, les électrodes de
polyaniline et d’oxyde d’iridium ne détecteraient pas la méme alcalinisation du milieu.
Les comportements de ces deux matériaux, sensibles au pH, nous permettent deux affirmations :
a) Il semble tout a fait envisageable d’utiliser la polyaniline et I'oxyde d’iridium dans un montage
potentiométrique pour détecter une croissance bactérienne (dans du sang humain total) ;
b) Les évolutions de potentiel ne sont pas cohérentes avec les réponses attendues, supposément
associées au début de ce travail a une évolution de pH. Ceci semble donc indiquer que
I"acidification du milieu de  culture n’est pas le  seul parametre

physicochimique/microbiologique impactant le potentiel mesuré par nos électrodes.
Afin de comprendre si I'origine des variations de potentiel observées est liée a une acidification ou une

alcalinisation du milieu, il parait nécessaire de relier trois signaux évoluant pendant une hémoculture :

le pH, la quantité de bactéries présentes dans I’échantillon (biomasse) et le potentiel mesuré.
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1.3. Corrélation entre pH, biomasse et potentiels

1.3.1.Protocole de I'expérience réalisée

La mesure du pH, en temps réel, peut étre effectuée dans un flacon d’hémoculture en immergeant
une électrode pH commerciale. Cependant, I'objectif de cette expérience est également de mesurer la
biomasse présente dans le milieu, un prélevement est donc nécessaire. Afin de limiter les risques
relatifs a la manipulation d’aiguilles (pour prélever) et de sang d’origine humaine, du sang de cheval

défibriné a été utilisé pour cette expérience.

Un flacon d’hémoculture instrumenté avec notre dispositif électrochimique (voir
paragraphe 3.3 - Chapitre 2) est muni d’'un bouchon ou un septum a été incorporé au préalable. Le
flacon est rempli avec 80 mL, soit deux fois plus de liquide que lors d’une hémoculture standard, afin
de permettre I'immersion des électrodes malgré les prélévements réguliers de solution (Figure 3-3).
Les proportions restent cependant les mémes que dans toutes les expériences classiques

d’hémoculture : % de sang (20 mL) pour % de milieu BACT/ALERT® (60 mL).

Le mélange sang/milieu de culture est inoculé par environ 600 cfu d’Escherichia coli (ATCC 8739),
portant la concentration bactérienne dans le flacon a environ 7,5 cfu/mL au début de la mesure. Cette
concentration est légérement supérieure a celles habituellement observées dans des conditions
réelles (environ 1 cfu/mL dans le sang donc 0,25 cfu/mL dans le flacon). Ce choix est justifié par la

nécessité de favoriser une croissance tres rapide. La culture s’effectue a 37°C sous agitation a 90 rpm.

A intervalles réguliers, 2 mL de milieu sont prélevés. Cette prise d’essai est utilisée de 2 fagons :
e Unvolume d’1 mL permet une mesure du pH du milieu, mesure effectuée avec une électrode
de verre conventionnelle et un pH-meétre (inoLab™ pH 7310) ;
e Un volume d’1 mL est dilué en cascades (Diluant pharmacopée — Tube 9 mL — VWR) pour
obtenir des solutions a des concentrations utiles pour un comptage aprés étalement sur boite

de Petri.
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Dilution Dilution Dilution
de secours visée de secours

Mesure du pH
du prélévement

Témoin 1 Témoin 2
Incubation
l' .||' 37°C/90 rpm
=

Polentiel vs Ag/AgC! (mV)

2 4 6 B 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Temps dincubation (heure)

Mesure potentiométrique

Mesure de la densité optique

Figure 3-3 : Schéma récapitulatif de I'expérience. Deux flacons témoins, inoculés avec la méme

biomasse, permettent le suivi de la densité optique en fonction du temps, qui donne une

concentration bactérienne approximative (en cfu/mL). Un préléevement de 2 mL de ’hémoculture

est effectué régulierement toutes les 30 minutes environ : 1 mL pour la mesure de pH, 1 mL pour le

comptage de la biomasse. En paralléle, les évolutions de potentiel sont enregistrées pendant toute

la période de croissance bactérienne.

Comment évaluer la dilution a effectuer ?

L’évolution de la concentration bactérienne dans I’"hémoculture étant inconnue et les comptages

ne donnant leur résultat que 24 h plus tard, une méthode pour connaitre la dilution requise (pour

chaque prélevement) est nécessaire afin de limiter le nombre de boites de Petri a utiliser.
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Trois flacons ont été inoculés avec la méme concentration bactérienne : le flacon d’hémoculture
instrumenté + deux flacons remplis de milieu BACT/ALERT® mais sans sang de cheval. Ces deux
derniers flacons ont servi de témoins. Avant chaque prélévement dans I’hémoculture, une mesure
de densité optique a 600 nm (ODsno) a été réalisée sur les témoins grace a un spectrophotometre
(Varian Cary 300 Scan UV-Visible Spectrophotometer).

L’évolution de la ODggo Nous a permis de connaitre approximativement la biomasse dans les flacons
témoins. Nous avons fait I'hypothése que la concentration bactérienne était équivalente dans
I’'hémoculture. Cependant, pour étre certains de ne pas rater une dilution (conduisant a des boites
de comptage sans colonie ou avec trop de colonies pour étre comptées), 2 a 3 dilutions ont été

étalées pour chaque prélevement, chacune en triplicat (voir paragraphe 3.4 - Chapitre 2).

1.3.2.Résultats et discussion

Au vu des contraintes d’horaires d’ouverture et de fermeture du laboratoire, les évolutions de la
concentration bactérienne et du pH dans le flacon d’hémoculture n’ont pas été relevées sur toute la
durée de la mesure de potentiel, mais uniquement sur les 12 premiéeres heures d’incubation.

Les perturbations trés réguliéres des conditions de culture dues aux prélevements — arrét de
I"agitation, ouverture de I'incubateur, diminution du volume de la solution — ont, semble-t-il, entrainé
une augmentation du temps de latence de quelques heures. Les courbes potentiométriques
enregistrées indiquent une positivité entre 11 h et 12 h post inoculation, ce qui est légerement plus

important que les résultats présentés plus haut sur sang humain.

1.3.2.1. Calcul des limites de détection
On remarque en premier lieu que les profils des potentiels d’électrodes (pour les deux matériaux) sont
différents dans cette expérience (Figure 3-4) par rapport a ceux observés en Figure 3-1 et Figure 3-2.
Certains points d’inflexions different pour la polyaniline et le pic de potentiel n’est plus présent pour
I’oxyde d’iridium. Ces observations indiquent trés vraisemblablement une dépendance des réponses
potentiométriques au milieu de culture utilisé. L'étude de ce paramétre sera approfondie dans le

Chapitre 4.

Les courbes présentées en Figure 3-4 semblent indiquer que I'évolution de potentiel caractéristique
d’une positivité est conditionnée a une certaine concentration « seuil » de bactéries au sein du flacon.
Pour chaque matériau d’électrode, le calcul précis de cette concentration, mais également du temps

de détection, nécessite un critére de positivité.

94



Chapitre 3 : Détection et identification des bactéries pendant leur croissance

100 1 1 1 | L | 1 1 1 |
50 —
’>_‘ 04 - (_Période de 10 o
c 4 o N détection c o~
= .50 ' o 6 F
O L ] =
2 1 23
[ ] Q
D -100 . 100 8=
< ° < 5
4 L4 c QO
Q ° ® I s .8 &
T -150 — 10 wm© -
=B £ 2
L -200 4 P 102 82
"6' I E c ©
o ] o ® i \ ] o ©
-250 Croissance dg_E.coIf—sang de cheval = 10" ©
Polyaniline 3
1 Oxyde d'iridium .
0
300 +—rr———Fr+rF"+-"yr-"+-yrrrr+r-r-+r--yr-+--+-"1"—""————— 10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Temps d'incubation (heure)

Figure 3-4 : Correspondance potentiel-biomasse pendant la croissance d’E. coli (ATCC 8739) dans un

mélange BACT/ALERT® FA Plus + sang de cheval défibriné.

Le protocole expérimental choisi entraine des perturbations du milieu (par le prélevement régulier de
2 mL de solution), les courbes obtenues en Figure 3-4 sont donc difficilement comparables a toute
autre expérience. Ne disposant pas ni de critere précis de positivité ni de méthode pour en calculer,
les valeurs de concentrations « seuils » et de temps de positivité sont des ordres de grandeurs.

Plus loin dans ce chapitre (paragraphe 4) une méthode permettant de calculer proprement des temps

de positivité a été développée pour des hémocultures dans du sang humain (sans prélévement).

Comme présenté sur la Figure 3-4, une « période de détection » est évaluée visuellement, elle
correspond au début de I'augmentation brutale du potentiel de la polyaniline et de la diminution
brutale du potentiel de I'oxyde d’iridium.

Cette période de détection s’étale entre 10,8 et 11,6 heures d’incubation. Ces temps sont comparables

a ceux trouvés par les automates commerciaux d’hémoculture®, ce qui semble indiquer que la
potentiométrie détecte un phénomene biologique concomitant a une production de CO, importante
par les micro-organismes.

Grace a notre protocole, nous sommes capables de relier ces temps d’incubation a des concentrations

bactériennes dans le flacon d’hémoculture. Concernant cette expérience, notre limite de détection

semble donc se situer entre 4.10° cfu/mL et 1,5.107 cfu/mL.
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Ces valeurs sont beaucoup plus importantes que celles avancées par certaines méthodes
électrochimiques de détection de pathogene discutées en Chapitre 1, dont les limites de détection

peuvent descendre jusqu’a 10% cfu/mL®.

1.3.2.2. Influence du pH du milieu sur le potentiel des électrodes
Le pH du mélange [BACT/ALERT® + sang de cheval défibriné + bactéries] est remarquablement stable
pendant les 10 premieres heures d’incubation, malgré la croissance bactérienne. Ce n’est qu’a partir
d’une concentration bactérienne d’environ 10° cfu/mL dans le flacon que le pH chute, passant de 7,43
a 7,07 en 2 h (Figure 3-5). Un tel changement de pH devrait correspondre, dans du PBS, a une

augmentation de potentiel d’environ 23 mV pour la polyaniline et 19,4 mV pour I'oxyde d’iridium.
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Figure 3-5: Correspondance potentiel-pH pendant la croissance d’E. coli (ATCC 8739) dans un

mélange BACT/ALERT® FA Plus + sang de cheval défibriné.

Malheureusement, a cause de contraintes organisationnelles, les prélevements n’ont pas pu se
poursuivre apres 12 h d’incubation. Toutefois, une mesure de pH du milieu a pu étre effectuée apres
27 h d’incubation: le pH a chuté, au total, de 0,8 unités pendant la croissance. Cela devrait

correspondre a une augmentation de 51,2 mV pour la polyaniline et 43,2 mV pour I'oxyde d’iridium.
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Etude de la polyaniline

Les premieres variations de potentiel de la polyaniline semblent correspondre, d’un point de vue
temporel, a I'acidification du milieu, mais avec des valeurs plus faibles que celles attendues (environ -
60 mV / unité pH, d’aprés le paragraphe 3.2.1.1 - Chapitre 2) :

ApH = — 0,36
AE = +19mV

Cette différence de sensibilité pourrait s’expliquer par la présence d’un recouvrement (biofouling) de

=» Sensibilité polyaniline = -53 mV / unité pH

la surface de notre électrode.

Malheureusement, le pic du potentiel de la polyaniline n’a pas pu étre associé a une valeur de pH
(mesure pendant la nuit). Il correspond a une augmentation de 70 mV par rapport a la valeur de
potentiel pré-acidification, ce qui devrait étre associé a une chute de pH d’un peu plus d’'une unité. Or,
une mesure de pH du milieu a pu étre effectuée a 27 heures d’incubation : le pH a chuté au total de
0,8 unité.

La polyaniline aurait donc détecté I'acidification du milieu, conduisant a un pic de potentiel, puis son

potentiel a diminué, alors que le pH de la solution est resté stable et acide.

Etude de I'oxyde d’iridium

Le comportement de I'électrode d’oxyde d’iridium est inattendu. En effet, son potentiel chute de
35 mV alors méme que l'acidification devrait engendrer une augmentation de 19,4 mV d’apres la
sensibilité mesurée au Chapitre 2 (ApH * Sensibilité;.ox = —0,36 * =54 = 19,44 mV).

Néanmoins, la chute de potentiel de l'oxyde d’iridium semble (étrangement) étre corrélée
temporellement a la chute du pH observée via I'électrode de verre. Deux hypothéses nous semblent
possibles mais sont complexes a confirmer ou infirmer.

Hypothése 1: La concentration bactérienne permettant une acidification du milieu est
responsable de la sécrétion de molécules redox en quantité suffisante pour entrainer une chute du
potentiel de I'électrode d’oxyde d’iridium.

Hypothése 2: L’encre carbone, présente dans la formulation de I'encre oxyde d’iridium,
entraine cette chute de potentiel car elle est sensible a des molécules sécrétées par les bactéries. Cette
hypothese pourrait éventuellement expliquer pourquoi I'encre oxyde d’iridium utilisée a une
sensibilité pH légerement inférieure a celle attendue pour un comportement purement Nernstien

(- 54 mV/pH au lieu de - 59 mV/pH, voir paragraphe 3.2.1.3 - Chapitre 2).

1.3.3.Conclusion

Plusieurs conclusions peuvent étre tirées de cette expérience :
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a) Notre systeme de détection repose sur la croissance bactérienne et dépend de la présence
d’une quantité importante de micro-organismes dans la solution mesurée.

b) L'électrode de polyaniline semble détecter la variation de pH en premier lieu, puis un autre
processus entre en jeu et entraine une décroissance du potentiel malgré un pH qui reste acide.

c) L’électrode d’oxyde d’iridium a un comportement inattendu qui peut s’expliquer par deux
hypotheses, 'une basée sur la détection de métabolites redox spécifiques par |'oxyde
d’iridium, I'autre par un comportement mixte engendré par I'encre carbone présente dans la

formulation de I'encre oxyde d’iridium.

Au vu de ces conclusions, I'étude de matériaux d’électrode différents a semblé indispensable pour

avancer dans la compréhension des phénomeénes observés par la polyaniline et I'oxyde d’iridium.

1.4. Utilisation de matériaux non sensibles au pH

1.4.1.Mesures électrochimiques avec une encre carbone

Le comportement électrochimique de I'encre contenant I'oxyde d’iridium utilisée pourrait s’expliquer
par la présence d’une encre carbone commerciale (BQ242 — DuPont) dans sa formulation. Pour
confirmer cette hypothése, nous avons utilisé cette encre comme matériau d’électrode pour observer
son évolution de potentiel, dans du sang humain, en I'absence de bactéries et pendant la croissance
d’une Escherichia coli.

La Figure 3-6 représente |’évolution de potentiel de deux électrodes de carbone pour deux expériences
différentes (dans un mélange de sang humain et milieu BACT/ALERT®) :

e Une croissance bactérienne a partir de 40 cfu d’Escherichia coli inoculées a t=0 ;

e Une absence de croissance (flacon stérile, négatif).

Tout comme pour la polyaniline et I'oxyde d’iridium, la dérive des courbes négatives et les variations
importantes en début d’incubation sont visibles. L’encre carbone utilisée ici n’est pas sensible aux
variations de pH, pourtant une croissance bactérienne entraine une chute trés importante et rapide (-
100 mV en 1h) du potentiel. On remarque également que la détection, en d’autres termes le
décrochage entre un négatif et un positif, est plus précoce avec ce matériau qu’avec la polyaniline ou
I’oxyde d’iridium. Enfin, la présence d’un pic de potentiel (visible 2 h apres la détection) est a noter,

bien que sa cause soit pour le moment non connue.
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Figure 3-6 : Evolution du potentiel de deux électrodes de carbone, pendant une croissance
bactérienne d’Escherichia coli (40 cfu a t=0) et pour un flacon stérile (négatif). Hémocultures de sang

humain dans le BacT/ALERT FA Plus, 37°C, 90 rpm.

Le comportement de I'encre carbone semble donc corroborer deux hypotheses formulées plus haut :

> Des molécules, trés probablement des métabolites, ou des édifices biomoléculaires associés a
I’'enveloppe bactérienne’ ayant des propriétés redox, sont détectées par potentiométrie.

> Le potentiel de I’encre carbone seule chute, cette diminution du potentiel est retrouvée en

partie dans I’évolution du potentiel de I'encre oxyde d’iridium.

Une croissance bactérienne semble donc étre détectable, dans du sang, en observant les réponses
potentiométriques, trés particulieres, de deux matériaux sensibles au pH mais également d’une encre
carbone, un matériau utilisé habituellement comme élément conducteur pour une reprise de contact

(I'encre BQ242 est également destinée a des applications électrochimiques).

L’hypothése de la détection de métabolites/biomolécules bactériens ayant une activité oxydo-

réductrice nous parait pertinente au vu des observations réalisées. Pour explorer encore plus en
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profondeur cette piste, nous avons décidé d’étudier un dernier matériau, non sensible au pH mais

possédant un systeme redox interne : une encre carbone contenant du bleu de Prusse.

1.4.2.Mesures électrochimiques d’une encre « bleu de Prusse »

Comme expliqué dans le Chapitre 2, le bleu de Prusse (de formule Fell![Fe!'(CN)]3), est un médiateur

redox couramment utilisé en électrochimie, pour la détection en réduction du peroxyde d’hydrogéne
(H2032) par ampérométrie pour des biocapteurs enzymatiques par exemple. Contrairement a I'encre
carbone précédemment étudiée, cette encre comporte un couple redox interne. Le potentiel de
I’électrode de I'encre carbone/bleu de Prusse (qu’on notera « encre bleu de Prusse ») n’est donc pas
uniquement dépendant des molécules en solution mais également de la réaction de ces molécules

avec le Fel'[Fel'(CN)¢]s.

Les mémes expériences que précédemment (négatif et croissance d’E. coli dans du sang humain) ont
été effectuées mais en enregistrant cette fois-ci le potentiel de I'encre bleu de Prusse (Figure 3-7).
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Figure 3-7 : Evolution du potentiel de deux électrodes en encre carbone + bleu de Prusse, pendant
une croissance bactérienne d’Escherichia coli (40 cfu a t=0) et pour un flacon stérile (négatif).

Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT FA Plus, 37°C, 90 rpm.
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La dérive lente et constante des courbes négatives et les variations de potentiel de début d’incubation
(t < 2 h) sont des observations partagées pour les 4 matériaux d’électrode testés.

N’étant pas sensible au pH, il n’est pas étonnant de ne pas observer d’augmentation de potentiel avec
ce matériau lors d'une croissance bactérienne (40 cfu d’Escherichia coli inoculées a to). Son
comportement est semblable a celui de I'encre carbone seule bien que la chute de potentiel soit
|légerement plus lente (environ 2 h pour une perte de 100 mV), ce qui semble assez logique compte
tenu de I'existence et des quantités de la sonde redox interne, et qu’aucun point d’inflexion important

pendant cette phase d’évolution du signal ne soit visible.

Comme la polyaniline, I'oxyde d’iridium et le carbone, I'encre bleu de Prusse permet donc de détecter
une croissance bactérienne par observation de son potentiel au cours du temps. Il est cependant
difficile de conclure sur la nature des molécules présentes en solution. Leur production engendre
vraisemblablement une chute de potentiel mais, s’agissant d’'un milieu de mesure trés complexe ol
des protéines et des cellules sont présentes dans des concentrations élevées, un phénoméne de
recouvrement de I'électrode par du matériel biologique peut également influer sur la réponse

potentiométrique.

1.5. Hypotheses de travail

L’hypothese initiale sur laquelle est basé le sujet de cette these était la suivante :
La multiplication de bactéries dans un milieu induit une augmentation de la
concentration en dioxyde de carbone et donc d’acide carbonique. Cette chute

de pH est visible par suivi du potentiel d’électrodes sensibles au pH.

Pour des électrodes telles que celles en polyaniline et contenant de I'oxyde d’iridium, le profil attendu
était donc une croissance puis une stabilisation du potentiel correspondant a une acidification d’'une a
deux unités pH. Cependant, nous avons pu observer que les profils potentiométriques de ces deux
matériaux (Figure 3-8) ne peuvent étre expliqués de facon simple par les phénoménes sous-jacents a

notre hypothese initiale.
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Figure 3-8 : Suivi potentiométrique d’une croissance d’Escherichia coli a partir d’'un inoculum de
40 cfu a t=0 avec 4 matériaux d’électrodes différents (polyaniline, oxyde d’iridium, encre « bleu de

Prusse », encre carbone). Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT FA Plus, 37°C, 90 rpm.

Concernant la polyaniline, et dans une moindre mesure I'oxyde d’iridium, une observation similaire a
la ndtre a déja été effectuée et rapportée dans un brevet de Wilkins et al.® datant de 1972 (Figure 3- 9).
Leur hypothese vis-a-vis des évolutions de potentiel enregistrées, entre une électrode de mesure
métallique et une électrode de référence au calomel, est la présence d’une « différence de charge
électrostatique entre un organisme vivant et I’électrode de mesure ». Toujours d’aprés ce brevet, cette

méthode de détection repose sur la production d’hydrogene par les micro-organismes.
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Figure 3-9 : Expérience de Wilkins et Stoner?, enregistrement de la différence de potentiel entre une
électrode de mesure en platine et une électrode au calomel standard (SCE-Beckman Instruments

Inc.) pendant la croissance d’E. coli (1,9 cfu/mL a to), dans 40 mL de bouillon de culture a 35°C.

Cependant, cette hypothése d’'un dégagement d’hydrogene n’explique pas les évolutions des
potentiels des électrodes en carbone et en encre « bleu de Prusse », non sensibles au pH, dans le cas
d’une croissance d’E. coli. Ces comportements particuliers semblent indiquer la présence de
molécules, électroactives, produites par les bactéries durant leur croissance.

La détection serait donc reliée a la présence de métabolites et/ou de biomolécules bactériens

électroactifs en plus du dioxyde de carbone.

Notre nouvelle hypothése est donc la suivante :

Un changement d’équilibre électrochimique, et donc un changement
de potentiel, est induit par la production de (bio)molécules
électroactives par la bactérie. Ces molécules entrainent une réduction
des matériaux d’électrode (= la chute du potentiel) puis un potentiel

mixte est atteint.

Les comportements de chaque matériau semblent en effet étre en accord avec cette hypothese :
> La polyaniline est d’abord sensible aux variations de pH. Sa réduction est plus longue de par

sa structure polymérique 3D, la PANI peut en effet étre aussi considérée comme un poly-
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Cumrent density, mA/cm?

Figure 3-10 : Différences in vivo et in vitro dans l'injection de charge et les propriétés
électrochimiques des électrodes d'oxyde d'iridium d’aprés une étude de Stuart Cogan®. Les pics de

réduction se situent entre +70 mV et -250 mV vs Ag/AgCl. (ISF : fluide interstitiel | Sweep rate :

électrolyte, les sites redox présents dans le volume du polymeére sont donc accessibles mais

plus difficilement (diffusion, encombrement stérique, interactions électrostatiques...).

L'oxyde d’iridium est également sensible aux variations pH mais les particules d’iridium
présentes a la surface de I'électrode sont rapidement réduites. Les potentiels observés
pendant la croissance bactérienne sont effectivement cohérents avec la gamme de potentiel
permettant de réduire 'oxyde d’iridium dans le PBS et in vivo® (Figure 3-10). On retrouve
ensuite le comportement de I’encre carbone aprés quelques heures.
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vitesse de balayage en potentiel).

>

Le carbone permet d’observer directement le potentiel mixte associé aux espéces généré par

la bactérie, a cela s’ajoute probablement un recouvrement de |'électrode par du matériel

biologique.
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» L’encre « bleu de Prusse » posséde un comportement trés proche de celui de I’'encre carbone,

ne révélant pas de dynamique particuliere associée au systeme redox interne de ce matériau.

La validité de cette hypothese sera discutée dans le Chapitre 4. Il est a noter que des analyses par

voltampéromeétries cycliques, non réalisées pendant cette thése, auraient été pertinentes pour la
compréhension des réactions électrochimiques mises en jeu.

Dans la suite de ce chapitre, nous nous sommes intéressés a I'étude de la détection électrochimique

de la croissance bactérienne : comment la quantifier, quels temps de détection sont envisageables,

pour quels micro-organismes... Notre premier sujet d’étude est donc focalisé sur I'extension de la

méthode de détection a d’autres bactéries et sur son exploitation a des fins de diagnostic plutot qu’a

la compréhension des mécanismes chimiques et physiologiques permettant sa réalisation.

2. Suivi et détection d’une hémoculture positive
Afin de pouvoir se comparer aux méthodes existantes dans le domaine de I’hémoculture, il est
nécessaire de pouvoir calculer les temps de détection obtenus par mesure potentiométrique, pour

chaque matériau d’électrode, et idéalement pour plusieurs espéeces bactériennes.

2.1. Evolution des potentiels en I'absence de bactérie

Nous avons débuté cette partie par I'étude des signaux enregistrés en |’absence de croissance
bactérienne. Les dérives (éventuelles) de potentiel observées en I'absence de bactérie sont utilisées
comme ligne de base de notre systéme, correspondant a I’absence de détection.

La Figure 3-11 représente les évolutions de potentiel pour les 4 matériaux, sur 8 électrodes, dans un
mélange de 10 mL de sang humain et 30 mL de BACT/ALERT® aérobie, a 37°C, sous agitation (90 rpm)
pendant 5 jours (120 h).

En laboratoire, un diagnostic négatif correspond a une absence de positivité du flacon d’hémoculture

pendant 5 jours, c’est pourquoi nous avons étendu le suivi de ces signaux pendant ce laps de temps.

Comme observé précédemment dans ce chapitre, deux électrodes composées d’un méme matériau
possedent le méme comportement. Ceci confirme une certaine reproductibilité des dépots effectués
et des résultats mesurés, malgré des méthodes de production des électrodes et du flacon instrumenté

manuelles.

105



Chapitre 3 : Détection et identification des bactéries pendant leur croissance

Négatif - sang humain
WE 1 - Polyaniline

——— WE 2 - Polyaniline

——— WE 3 - Oxyde iridium

—— WE 4 - Oxyde iridium

—— WE 5 - Encre bleu de Prusse

Potentiel vs Ag/AgCI (mV)
3

-140 A WE 6 - Encre bleu de Prusse
b - \WE 7 - Encre carbone
-160 —— WE 8 - Encre carbone
'180 T T T T T T T T T T T T T T T | T | T | T | T

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Temps d'incubation (heure)

Figure 3-11 : Courbes potentiométriques obtenues pour une expérience dite négative, pendant

5 jours. Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 90 rpm.

Pendant 5 jours, le potentiel de chaque matériau augmente, de maniére plus ou moins constante. Les
différences de potentiel semblent correspondre a moins d’une unité pH pour la polyaniline (= 50 mV
pour une sensibilité d’environ 80 mV / unité pH) et environ deux unités pH pour I'oxyde d’iridium (=
110 mV pour une sensibilité d’environ 59 mV / unité pH).

En revanche, I'encre « bleu de Prusse » et I'encre carbone présentent également une augmentation,
malgré une absence de sensibilité pH. Une acidification de la solution n’est donc pas le seul mécanisme

observé.

En analysant I'évolution de potentiel des électrodes de polyaniline pour la méme expérience mais
effectuée dans un milieu sans cellule sanguine, il s’avére que la méme dérive de potentiel est observée
(Figure 3-12). Ce comportement semble donc traduire I’évolution des matériaux d’électrodes dans le
milieu de culture et non pas une oxydation des cellules sanguines (conduisant petit a petit a leur lyse)

due au stockage a 4°C des échantillons!®13,

106



Chapitre 3 : Détection et identification des bactéries pendant leur croissance

40 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
20 -

<)

> 0

S

v -

@)

O -20

<

G) -

<

n -40 4

>

E) -

)

C 60 - Négatif - Electrode de polyaniline

% WE 1 - BacT/ALERT seul

o ] —— WE 2 - BacT/ALERT seul
.80 - —— WE 1 - BacT/ALERT + sang humain

—— WE 2 - BacT/ALERT + sang humain
'100 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Temps d'incubation (heure)

Figure 3-12 : Courbes potentiométriques des électrodes de polyaniline, obtenues pour deux
expériences négatives dans deux milieux différents, pendant 5 jours. Milieu 1 = BacT/ALERT® FA Plus.

Milieu 2 = Hémoculture de sang humain dans du BacT/ALERT® FA Plus. Incubation a 37°C, 90 rpm.

Des négatifs ont été effectués a plusieurs reprises, I'un d’entre eux a permis de confirmer cette
« stabilité » pendant 3 semaines de mesure (Annexe I). Des décalages de potentiel sont visibles entre
électrodes du méme matériau, lors d’'une expérience donnée mais également lors d’expériences
différentes, rendant les calculs de seuil de détection pour des valeurs de potentiels fixes difficiles, voire

impossibles.

2.2. Utilisation de la dérivée du potentiel

Dans la suite de ce chapitre, nous nous sommes particulierement intéressés aux électrodes de
polyaniline. Ce matériau a été choisi pour illustrer la majeure partie des résultats mais les 4 matériaux

d’électrodes présentés précédemment ont été étudiés pendant ma thése.

La Figure 3-13 représente les réponses potentiométriques de deux électrodes de polyaniline pour

3 expériences (donc 3 dispositifs différents) associées a 2 croissances d’E. coli et un négatif.
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Comme nous pouvons le remarquer, d’'importantes différences de potentiel sont visibles dés le début

de l'incubation, bien que toutes les électrodes soient congues avec la méme encre.
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Figure 3-13 : Courbes potentiométriques des électrodes en polyaniline pour deux détections d’E. coli

et un négatif. Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 90 rpm.

Ces variations peuvent s’expliquer par la méthode manuelle de dépdt (épaisseur d’encre non
maitrisée), par la connectique mais également par la variabilité du milieu de mesure. En effet, dans le
cas du sang humain, chaque expérience est réalisée dans un sang provenant d’un patient unique, le
milieu change donc entre chaque hémoculture. On mime ainsi la réalité de la pratique analytique.
Afin de calculer des limites de détection, une solution a été trouvée pour s’affranchir a la fois des
différences de potentiel a t=0 et de la dérive lente du potentiel pendant une hémoculture négative : la
méthode de détection développée ici repose sur un changement inhabituel et important de potentiel.
Un tel type de changement sera caractérisé par une modification brutale de la pente de la courbe de
potentiel.

Nous avons donc choisi de ne pas observer le signal potentiométriqgue mais sa pente, ce qui revient a

tracer sa dérivée en fonction du temps. Cette dérivée est ensuite lissée, en calculant la moyenne des
valeurs sur 5 points glissants, afin de s’affranchir d’un éventuel bruit de mesure pouvant entrainer

aléatoirement de grandes modifications de pente.
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Figure 3-14 : Dérivée lissée du potentiel des électrodes en polyaniline pour deux détections d’E. coli
et un négatif. Les importantes différences de pentes permettent une détection rapide et visuelle.

Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 90 rpm.

On écarte également, volontairement, les points enregistrés pendant les 4 premieres heures
d’incubation : cela correspond a un temps pendant lequel le potentiel des électrodes n’est pas stable
(voir paragraphe 1.1 - Chapitre 3) et pendant lequel aucun automate d’hémoculture, méme le plus
performant, n’a pu détecter une croissance bactérienne® (aucune détection en dessous de 8 h
d’incubation).

La Figure 3-14 représente les mémes courbes que la Figure 3-13 mais exprimées en dérivée lissée de
potentiel. On remarque que grace a ce traitement de données simple, la positivité d’une hémoculture,
détectée par électrochimie, est beaucoup plus facile a observer et a quantifier.

La dérivée du potentiel, a partir de 4 h d’incubation, est donc le type de courbes qui seront présentées

dans la suite de ce manuscrit.
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2.3. Etude de la réponse de la polyaniline pour une croissance d’E. coli

A ce stade du travail expérimental, un dispositif de mesure fiable a été développé. Il permet d’observer,
via une mesure potentiométrique, une hémoculture négative pendant 5 jours et une hémoculture
positive avec Escherichia coli. De plus, a I'aide d’un traitement de données particulierement simple, le

temps de détection d’une hémoculture positive est mesurable.

Nous avons donc voulu tester les limites de notre systéme et ses performances. Tout d’abord en faisant
varier la quantité de bactéries inoculée en début d’expérience, puis en testant d’autres souches
d’Escherichia coli.

Afin de simplifier les graphiques présentés, seules les courbes obtenues avec les électrodes de
polyaniline, dans un mélange sang humain + BACT/ALERT®, seront présentées. Néanmoins, chaque
expérience a bien été réalisée avec 4 matériaux (sur 8 électrodes), permettant |'acquisition d’un grand

nombre de données, utilisées dans le paragraphe 5 — Chapitre 3.

2.3.1.Influence de I'inoculum

Une répétabilité parfaite pour les expériences d’hémoculture n’est pas possible puisque chaque
expérience est effectuée avec des sangs provenant de patients différents. De plus, |a fabrication des
électrodes étant manuelle, il n’est pas possible de concevoir 2 dispositifs parfaitement identiques.
Enfin, un inoculum ne peut étre reproduit exactement, étant donné que les valeurs calculées ne sont
gue des ordres de grandeurs (voir paragraphe 3.4 - Chapitre 2).

C’est pourquoi la « répétabilité » de nos courbes n’est en réalité vérifiable qu’avec des expériences
mettant en jeu la croissance d’une méme souche bactérienne, en |'occurrence la souche d’Escherichia

coli ATCC 25922, dans le méme type de matrice sanguine, ici du sang humain total.
La Figure 3-15 permet d’observer la croissance de trois inoculums différents d’E. coli ainsi que des

courbes négatives avec des électrodes de polyaniline. On peut déduire de ce graphique plusieurs

conclusions.
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Figure 3-15 : Courbes de dérivées lissées du potentiel avec la polyaniline pour trois inoculums
différents d’E. coli (ATCC 25922) et comparaison avec un négatif. Hémocultures de sang humain dans

le BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 90 rpm.

En premier lieu, comme observé plus haut dans ce chapitre, deux électrodes composées d’'un méme
matériau semblent présenter des réponses (en termes de dérivée de potentiel) quasiment identiques.

Nos dép6bts intra-dispositifs semblent donc reproductibles, et il n’existe pas de variabilité spatiale de

la réponse électrochimique, du point de vue de la localisation des électrodes sur la plateforme. On

affichera donc une seule courbe par matériau pour les prochaines figures.

Ensuite, plus I'inoculum est important, plus le temps de détection est faible. Pour observer cette

évolution, un critére de positivité a été nécessaire : on considére qu’une courbe est positive si la
dérivée lissée du potentiel (pour la polyaniline) devient supérieure a 7 mV/h. Cette valeur a été choisie
d’apres I'ensemble des expériences réalisées pendant mon doctorat, elle permet d’éviter les faux
positifs et faux négatifs.

Comme montré en Figure 3-16 pour deux souches différentes d’Escherichia coli, une augmentation de
I'inoculum de départ entraine une détection plus précoce. Grace a ces données, il est également

possible de calculer le temps de doublement de la bactérie.
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Figure 3-16 : Temps de détection (par électrode et en moyenne) calculés avec la dérivée lissée du
potentiel de la polyaniline, pour deux souches d’Escherichia coli et plusieurs inoculums.

Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 90 rpm.

Calcul du temps de doublement de la bactérie E. coli (ATCC 25922) a partir de nos données.

Une diminution de I'inoculum d’un facteur 13 (de 40 cfu a 3 cfu) correspond a une augmentation
du temps de détection de 1,1 h (10,8 h a 11,9 h). Comme montré précédemment en Figure 3-4, |a
détection a lieu pendant la phase exponentielle de la croissance des micro-organismes. L’évolution
de la biomasse, notée N(t), suit donc une loi exponentielle pendant cette période.

Nous pouvons donc relier la différence de temps de détection a une différence de I'inoculum de

départ et calculer le temps de doublement.

Loi de croissance N(t) = Ny.e™
On sait que N(1,1) = Ny * 13 = N,. e™11
Donc r = n (13)

1,1
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On peut donc connaitre le temps de doublement de la bactérie :

— — r*t
N(tdoublement) - NO * 2 = NO- e " “doublement

In(2)#1,1 .
Donc tdoublement = W ~ 18 minutes

Cette observation est donc en accord avec nos attentes et la littérature : une plus grande quantité de
bactéries au début de l'incubation atteindra plus rapidement une croissance exponentielle, ce
décalage en temps semble de plus correspondre au temps de doublement connu d’Escherichia coli
(environ 20 minutes en laboratoire!*). C’est pourquoi la faible concentration bactérienne dans le sang

de patients atteints de bactériémies est si problématique concernant le temps de détection?®.

Enfin, les profils des dérivées de potentiel des trois expériences sont remarquablement similaires

malgré des expériences effectuées dans des flacons différents, avec des dispositifs différents, des
épaisseurs d’encres différentes, des sangs différents et des inoculums différents.

Les profils de dérivées de potentiel associés a la croissance d’une souche bactérienne semblent trés
robustes. Il n’est donc pas nécessaire d’avoir des inoculums similaires pour comparer deux expériences
en termes de profils de dérivée, ce qui confirme l'intérét d’étudier la dérivée du potentiel comme
« signature » caractéristique d’une espéce. Cette signature se doit en effet d’étre indépendante de
I'inoculum, qui n’est pas connu lors d’'une hémoculture en conditions réelles.

L'influence de I'inoculum nous apporte donc beaucoup d’informations, mais la plus remarquable est
celle du profil caractéristique de la dérivée. Nous nous sommes donc demandés si ce profil était

universel ou s’il était propre a cette souche d’Escherichia coli.

2.3.2.Détection de souches différentes

Nous en avons testé trois souches pour |'espéce Escherichia coli: ATCC 25922, ATCC 35421 et
ATCC 8739. La souche de référence ATCC 11775 n’a pas été étudiée pour des raisons pratiques : elle
est labélisée comme une bactérie de classe BSL-2 (BioSafety Level 2) et le début du travail expérimental
de cette these s’est déroulé en laboratoire BSL-1. Quand du sang humain a été utilisé, nous avons
conservé les souches déja testées la premiere année, sans en rajouter pour les especes déja étudiées
comme Escherichia coli.

Plusieurs inoculums ont permis de s’assurer de la reproductibilité de chaque profil de dérivée lissée
(sur 5 points glissants), profils présentés en Figure 3-17. Des différences de profils potentiométriques

inter-souches sont observées.
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Figure 3-17 : Courbes de dérivées lissées du potentiel avec la polyaniline pour trois souches de

référence d’E. coli (ATCC 25922) et comparaison avec un négatif. Hémocultures de sang humain dans

le BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 90 rpm.

La dérivée lissée du potentiel de la polyaniline pour une croissance d’E. coli dans du sang humain est
tout d’abord stable et proche de 0, puis augmente jusqu’a une valeur de plusieurs dizaines de mV/h

avant de chuter et de se stabiliser a une valeur autour de -6 mV/h.
Plusieurs caractéristiques de ces profils électrochimiques sont intéressantes :

e Deux pics au sommet de la signature, avec un premier pic moins prononcé dans le cas de la

souche ATCC 35421 ;

e Un léger épaulement autour de 8 mV/h, en début de signature, qui est moins visible pour la

souche ATCC 8789 ;

e Une forme de stabilisation de la dérivée légérement différente pour chaque souche :

o Décroissance puis stabilisation (ATCC 8739) ;

o Passage par un minimum puis croissance puis stabilisation (ATCC 25922) ;

o Légére augmentation puis stabilisation (ATCC 35421).
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Bien que nous n’ayons testé que trois souches d’une méme espéce, les courbes présentées en
Figure 3-17 semblent indiquer une certaine reproductibilité du profil général de la dérivée lissée du
potentiel de la polyaniline pour une croissance d’E. coli dans du sang humain : croissance puis signature
avec 1 ou 2 pics reconnaissables, puis décroissance suivie d’une stabilisation en quelques heures.

L'objectif était donc ensuite d’évaluer la technique de mesure sur différentes espéces bactériennes.

3. Base de données sur plusieurs especes bactériennes

La complexification de notre base de données est présentée de maniere progressive, en ajoutant des
especes bactériennes de plus en plus éloignées, phylogénétiquement, de la bactérie de référence
Escherichia coli. Sur chaque figure, une seule courbe (par espéce microbienne) a été affichée pour
représenter le profil général de la dérivée du potentiel d’'une électrode de polyaniline (profil confirmé

par la deuxieme électrode de PANI ainsi que des expériences de reproductibilité).

3.1. Les bactéries a Gram négatif

3.1.1.Les entérobactéries

Les Enterobacterales constituent un ordre de bacilles a Gram négatif et a oxydase négative, dont fait
partie E. coli. Grace a notre dispositif, nous avons pu détecter la croissance de plusieurs espéces
d’Enterobacterales : Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Klebsiella aerogenes et Klebsiella

pneumoniae (Figure 3-18).

Pour I'ensemble des bactéries testées, les dérivées du potentiel de la polyaniline présentent des
similitudes (I'ensemble des profils obtenus pour différentes hémocultures d’Escherichia coli est
consultable dans I’Annexe Il) :

e La détection se fait par une croissance de la dérivée ;

e Apres un pic, le signal décroit pour devenir négatif ;

e Le prolongement de I'incubation semble se traduire par une stabilisation de la dérivée a une

valeur se situant entre -5 et -10 mV/h.

Néanmoins, chaque espéce (et probablement chaque souche) posséde des points d’inflexions

particuliers au début de la croissance, au niveau du pic et avant stabilisation de la dérivée.

On remarque également que Citrobacter freundii se détache des autres bactéries via cette méthode

d’identification alors méme que cette espéce est proche phylogénétiquement d’Escherichia coli*®.
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La classification phylogénétique est réalisée entre les séquences codantes du genes pour I’ARN
ribosomique 16S (ARNr 16S) d’une bactérie de référence et d’une bactérie a classifier’. Notre
méthode, la détection électrochimique de métabolites bactériens, est donc tres différente de celle de
la taxonomie ce qui explique les différences visibles sur la Figure 3-18 alors méme que les bactéries

détectées appartiennent au méme ordre.
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Figure 3-18 : Courbes de dérivées lissées du potentiel avec la polyaniline pour cinq espéces
d’Enterobacterales et comparaison avec un négatif. Hémocultures de sang humain dans le
BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 90 rpm. E. coli a été testée 12 fois, K. aerogenes a été testée 5 fois,

K. pneumoniae a été testée 2 fois, E. cloacae a été testée 4 fois, C. freundii a été testée 3 fois.

3.1.2.Les autres bactéries a Gram négatif

Les bactéries Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii sont deux bactéries pathogénes a
Gram négatif particulierement étudiées dans la littérature. En effet, elles font toutes les deux parties
du groupe ESKAPE, rassemblant six pathogenes dont la virulence et la résistance aux antibiotiques sont
croissantes®®, Un nouveau dispositif d’hémoculture comme celui présenté dans ce manuscrit doit donc
nécessairement détecter ce type de micro-organisme.

La Figure 3-19 représente I'ensemble des especes bactériennes a Gram négatif testées jusqu’a présent

avec notre dispositif, avec un surlignage sur les deux nouvelles bactéries testées. On remarque que les
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croissances de P. aeruginosa et A. baumannii dans du sang humain engendrent des signatures
potentiométriques, de la polyaniline, tres différentes des entérobactéries.

La dérivée du potentiel chute, le potentiel de la polyaniline décroit donc également. Il est donc possible
que la croissance de P. aeruginosa et A. baumannii entraine une augmentation du pH du milieu de

culture, malgré la production de dioxyde de carbone et donc une carbonatation.
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Figure 3-19 : Courbes de dérivées lissées du potentiel avec la polyaniline pour 7 espéces de bacilles
a Gram négatif et comparaison avec un négatif. Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT®

FA Plus, 37°C, 90 rpm. P. aeruginosa a été testée 3 fois, A. baumannii a été testée 3 fois.

Les origines des profils de dérivée de potentiel seront étudiées plus en avant dans le Chapitre 4. La
conclusion apportée par la Figure 3-19 est la présence de différences nettes entre deux espéces

bactériennes a Gram négatif, visibles grace a notre dispositif.

3.2. Les bactéries a Gram positif

Comme expliqué brievement dans le paragraphe 1 - Chapitre 2, les bactéries peuvent se regrouper en
deux grands groupes, dépendant de leurs réponses a la coloration dite « de Gram » : les Gram négatif
et les Gram positif. Cette coloration différentielle permet de distinguer deux grands types de structures

membranaires. Les bactéries a Gram négatif sont majoritairement représentées dans les infections
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sanguines c’est pourquoi leur étude a été privilégiée en premier lieu. Cependant, de nombreuses
bactériémies sont dues a des bactéries a Gram positif, notamment Staphylococcus aureus et

Enterococcus faecalis (et faecium) appartenant au groupe ESKAPE.

3.2.1.Les staphylocoques

D’aprés une étude trés compléte de Diekema et al.’®, le genre Staphylococcus a représenté 21 % des
causes de bactériémies en Europe entre 2013 et 2016 (contre 9,4 % pour le genre Enterococcus), c’est

pourquoi nous nous sommes intéressés a ces micro-organismes.

50 1 | 1 I 1 1 I 1 I 1 | 1 I I | 1 1 ) 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
45 40 cfu Croissance des staphylocoques -
T S. aureus - ATCC BAA-1708 7
. 404 S. aureus - ATCC 6538 -
__E 35 T S. epidermidis - ATCC 12228 )
> ] S. saprophyticus - ATCC 15305 ]
£ 30 720 cfu S. capitis - ATCC 35661 ]
—
o 25| Négatif ]
-—
= i
o 20 -
et
ol i
o 154
3 -
T 104
o 5]
Q _
0
Q
O
=
| .
O
o
-20 T I T I T I T I T I T I T I 1 | L) I T I T I T I T I L) I 1 I T I L) I T

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Temps d'incubation (heure)
Figure 3-20 : Courbes de dérivées lissées du potentiel avec la polyaniline pour 5 souches de
staphylocoques et comparaison avec un négatif. Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT®
FA Plus, 37°C, 90 rpm. S. aureus a été testée 7 fois , S. epidermidis a été testée 12 fois,

S. saprophyticus a été testée 1 fois, S. capitis a été testée 1 fois.

Les staphylocoques sont des bactéries a Gram positif fortement présentes dans les infections
nosocomiales®®!°, Ils peuvent se séparer en deux groupes suivant leur capacité a faire coaguler le
plasma sanguin :

e Les staphylocoques a coagulase positive, comme par exemple Staphylococcus aureus ;

e Les staphylocoques a coagulase négative, tels que Staphylococcus epidermidis.
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Outre les temps de détection tres différents, les empreintes électrochimiques des deux types de
staphylocoques présentent des différences particulierement importantes, ce qui peut permettre de
les identifier, une information précieuse pour les praticiens hospitaliers (Figure 3-20). Ces empreintes

sont également nouvelles par rapport a celles observées pour les bactéries a Gram négatif.

3.2.2.Les autres coques a Gram positif
Les entérocoques et les streptocoques sont deux autres genres bactériens a Gram positif retrouvés
dans les infections sanguines. Pour un souci de clarté des graphiques, les empreintes électrochimiques,

toujours avec la polyaniline, de ces micro-organismes sont visibles seules en Figure 3-21.
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Figure 3-21 : Courbes de dérivées lissées du potentiel avec la polyaniline pour 3 souches de cocci a
Gram positif et comparaison avec un négatif. Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT® FA
Plus, 37°C, 90 rpm. E. faecium a été testée 1 fois, E. faecalis a été testée 3 fois, S. pyogenes a été

testée 3 fois.

De nouveau, des empreintes électrochimiques particuliéres sont observables, permettant de détecter
la croissance des bactéries mais également de différencier I'espece présente par rapport a celles déja

testées.
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3.3. Détection de fongémies

La base de données a été principalement construite avec différentes bactéries (Gram + et Gram -).
Cependant, certaines levures sont retrouvées dans des sangs de patients infectés (10 % des cas dans
I'étude de Orsini et al.?). Lutilisation de quelques souches de levures a donc semblé &tre importante
pour confirmer le fonctionnement du dispositif développé a cet autre type de pathogéne.

Trois souches de levures (du genre Candida) ont été testées, toujours dans du sang humain, a différents

inoculums (Figure 3-22).
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Figure 3-22 : Courbes de dérivées lissées du potentiel avec la polyaniline pour 3 souches de levures
du genre Candida et comparaison avec un négatif. Hémocultures de sang humain dans le

BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 90 rpm. C. albicans a été testée 2 fois, C. tropicalis a été testée 1 fois.

Les temps de détection, temps auxquels les dérivées des courbes dites positives different de la courbe
dite négative, sont en général plus longs que pour la majorité des bactéries, ce qui est vérifié dans la
littérature®. On remarque également un comportement différent pour deux espéces du méme genre :
la dérivée du potentiel de la polyaniline diminue pendant une croissance de Candida albicans mais
augmente pour une croissance de Candida tropicalis. L’origine de cette différence n’a pas été étudiée

pour le moment.
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Au vu des courbes obtenues, il semble tout a fait probable que notre systeme de détection
électrochimique puisse s’appliquer a I'ensemble des micro-organismes responsables d’infections
sanguines (bactéries et champignons). De plus, les différentes empreintes électrochimiques, obtenues
via les électrodes en polyaniline (Figure 3-17 a Figure 3-22) sont reconnaissables et interrogent quant
a leur utilisation pour une éventuelle identification du micro-organisme détecté.

Un utilisateur, avec un peu d’expérience et de données, pourrait reconnaitre ces empreintes a I'ceil
nu. Cependant, l'intérét de cette technologie est avant tout de gagner du temps pour le diagnostic,

une automatisation du systeme est donc nécessaire.

4. Le calcul du temps de détection

Les dispositifs utilisés sont des plateformes électrochimiques avec 8 électrodes de travail, 4 matériaux
différents sont testés. A premiére vue, i.e. sans analyse des données par apprentissage machine, la
polyaniline est le matériau d’électrode testé le plus performant pour identifier les micro-organismes
étudiés grace aux différentes empreintes électrochimiques. Il a donc été choisi pour illustrer
I’ensemble de ce chapitre. Cependant, les différentes croissances bactériennes rapportées jusqu’a

présent ont été étudiées avec les quatre matériaux d’électrodes.

Chaque espece bactérienne semble pouvoir étre associée a un profil électrochimique de la polyaniline
mais également a un profil différent pour chaque matériau testé comme le montre la disparité des

réponses pour une croissance d’Escherichia coli présentée en Figure 3-23.

Cette réponse multi-matériaux permet une caractérisation plus fine de chaque pathogene et peut étre
exploitée pour automatiser et améliorer la fiabilité de I'identification des micro-organismes en temps
réel. De plus, en observant les valeurs obtenues avec les expériences sans bactérie (les négatifs) il est
possible de déterminer des seuils pour définir des courbes positives, c’est-a-dire qui transcrivent la

présence de bactéries dans le flacon.
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Figure 3-23 : Courbes potentiométriques et de dérivées lissées du potentiel associées de 4 matériaux
d’électrodes différents pour une méme culture d’une souche d’E. coli. Hémocultures de sang humain

dans le BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 90 rpm.

L’encre carbone semble, au vu des expériences réalisées, le matériau d’électrode dont le potentiel est
le plus sensible a la croissance bactérienne, en termes de délai de détection (notés TTP pour Time-To-
Positivity). Ce matériau ayant pour potentiel d’abandon un potentiel mixte, contrairement aux trois
autres matériaux qui possedent des signatures en potentiel associées a la présence d’'un matériau
redox (PANI, IrOx et P2), il est assez logique qu’il soit plus sensible a la production d’especes redox

d’origine bactérienne. C'est donc ce matériau qui a été choisi pour calculer les temps de positivité.

Méthode pour calculer les seuils de détection.

Sur 4 expériences négatives, effectuées dans du sang humain, les dérivées lissées du potentiel des
électrodes d’encre carbone sont observées entre 4 h et 120 h d’incubation. Aucune n’a été
supérieure a +4,7 mV/h ou inférieure a -6 mV/h.

Cependant, certaines dérivées lissées du potentiel, enregistrées pour des croissances bactériennes,
sont en dehors des bornes [-6; +4,7] mV/h pour des durées trés faibles. Comme montré en
Figure 3-24, ces valeurs de seuils entraineraient un délai de détection (ici de 4 h) non relié a la

croissance bactérienne.
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Les valeurs de seuils de détection sont donc choisies afin de permettre de classer correctement les
négatifs en tant que négatifs mais également afin de trouver des temps de détection cohérents

avec la littérature pour les positifs.

On considére donc qu’une dérivée lissée du potentiel d’'une électrode d’encre carbone est associée a
une croissance bactérienne si elle est supérieure a +6 mV/h ou inférieure a -7 mV/h. Les délais de

détection calculés avec ces valeurs doivent cependant étre considérés comme des ordres de grandeur.
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Figure 3-24 : Courbes de dérivées lissées de I'encre carbone pour une croissance de Citrobacter
freundii. Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 90 rpm. La détection de
la croissance se fait autour des 13 h d’incubation mais la dérivée lissée du potentiel de I’électrode 8
est supérieure a +4,7 mV/h dés 4 h d’incubation. La valeur seuil permettant de calculer le temps de

détection ne peut donc pas étre +4,7 mV/h.

Les résultats préliminaires obtenus lors de ma these permettent de comparer la méthode
électrochimique aux automates d’hémoculture commerciaux. Le Tableau 3-1 illustre ces différences

de TTP pour quelques especes bactériennes.
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Une étude publiée en 2020 de Li et al.> a comparé 3 systémes d’hémoculture en terme de TTP pour
plusieurs micro-organismes : le Bact/ALERT® Virtuo , le Bact/ALERT® 3D et le BACTEC FX. Cet article
conclut sur la plus grande rapidité du systeme Virtuo, commercialisé par la société bioMérieux, vis-a-
vis des deux autres modeles d’automates.

Nous avons donc décidé de nous comparer au Bact/ALERT® Virtuo, grace aux temps de détection
provenant de cette publication, ol les hémocultures ont été effectuées sur sang de cheval défibriné.
L'objectif de cette comparaison est avant tout de s’assurer que le dispositif développé pendant ma
these n’est pas trés en dessous des performances (en terme de rapidité) des systémes commerciaux.
Du sang de cheval défibriné (SRO0050C, Thermo Scientific™) a été testé pendant ce doctorat sur
guelques expériences (cf. Chapitre 4) et les délais de détection obtenus dans ce milieu sont semblables

a ceux trouvés dans du sang humain.

D’apreés les valeurs reportées dans le Tableau 3-1, et malgré le petit nombre d’échantillons, on peut
déduire de ces résultats deux caractéristiques importantes concernant la méthode développée
pendant ma thése :

1. Les matériaux et les méthodes de fabrication utilisés n’engendrent pas de délais significatifs

dans la détection.

= Notre systéme ne défavorise pas la croissance microbienne, pour I’'ensemble des micro-

organismes testés.

2. Nos valeurs de temps de détection sont trés proches de celles obtenues par un systéme
commercial de derniere génération, parfois méme inférieures, alors méme qu'’il s’agit d’un
prototype et que tous les éléments n’ont pas encore été optimisés.

= Notre systéme, en plus d’envisager une mesure portative, fournit un temps de détection

aussi rapide que I’état de I'art.
Il est a noter que les valeurs reportées dans le Tableau 3-1 ont été obtenues, pour le BacT/ALERT®

Virtuo, dans un mélange [Bact/ALERT + Sang de cheval défibriné], et pour notre dispositif, dans un

mélange [BacT/ALERT + Sang humain total].
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Tableau 3-1 : Comparatif des temps de détection (TTP) calculés pour différentes espéces bactériennes entre le BacT/ALERT® VIRTUO?® et notre dispositif.

Les TTP obtenus avec notre dispositif ont été calculés sur une expérience dont I'inoculum est indiqué dans la colonne précédente.

TTP (en heure) obtenus par le

TTP (en heure) calculés pour

Micro-organismes ATCC Inoculum BacT/ALERT® Virtuo ATCC Inoculum |"électrode de carbone du flacon
(cfu/flacon) . (cfu/flacon) . .
(Min / Max) instrumenté
Bactérie a Gram positif
BAA-976 88 10.3
Staphylococcus aureus 29213 65 9.70/9.88 11632 72 9.5
BAA-1708 40 10.3
122287 28 /23 18.9/19.5
Staphylococcus epidermidis | Inconnu 26 15.33/16.31
35984 28 /15 14.4 /145
12344 20 11.1
Streptococcus pyogenes Inconnu 23 14.57 /15.72
12384 56 11.5
Bactérie a Gram négatif
Escherichia coli 25922 30 9.80/9.90 25922 40/ 16 9.4/10.4
Enterobacter cloacae Inconnu 39 10.30/11.10 13047 72 /40 10.5/11.2
Klebsiella pneumoniae Inconnu 75 7.70/8.20 BAA-1705 24 /13 12.3/11.0
Pseudomonas aeruginosa Inconnu Inconnu 10.73/11.21 27853 72 /48 18.0/13.7
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5. Identification par apprentissage machine

Les signatures électrochimiques montrées en début de chapitre, présentent des différences inter-
especes. La croissance d’une espece bactérienne semble induire des profils de potentiel (et de dérivée
de potentiel) spécifiques mais différents suivant le matériau d’électrode choisi.

Le premier objectif de mon travail de these portait sur la détection « simple » des croissances
bactériennes. Cependant, les informations obtenues avec le dispositif potentiométrique utilisé nous

ont conduit a la recherche d’une forme d’identification, novatrice par rapport a I’état de I'art.

La classification des données est basée sur la spécificité des profils potentiométriques. Dans ce but, un
algorithme est entrainé a reconnaitre des caractéristiques propres a chaque bactérie, sur un jeu de
données pour lesquelles la réponse est connue (partition d’apprentissage, appelée aussi partition
d’entrainement). Puis nous testons les performances de I’algorithme entrainé en lui demandant de
classifier une courbe absente de la partition d’apprentissage (partition de test). La confrontation de
I'identification donnée par I'algorithme entrainé au résultat réel permet, lorsque différentes partitions
apprentissage/test sont effectuées, d’obtenir une estimation du TIC (Taux d’ldentification Correcte),

exprimé en pourcentage.

Le développement des algorithmes, qui ont permis I'obtention de toutes les figures présentées dans
cette partie, a été réalisé en collaboration avec Tommy Dedole (ingénieur de recherche au CEA) et
Pierre Bouvet (doctorant au CEA). Leurs compétences et leur travail ont été déterminants pour

I"avancée de ce projet et les découvertes réalisées.

5.1. Traitement des données

5.1.1.Choix d’un descripteur adapté

L'objectif de ce traitement de données est d’obtenir le plus d’informations pertinentes permettant de
différencier toutes les bactéries les unes des autres, et cela uniquement avec 8 courbes
potentiométriques. Les données brutes de chaque courbe subissent différentes transformations pour
en extraire un descripteur qui pourra ensuite étre étiqueté avec le matériau d’électrode et I'identité
de la bactérie correspondante (Figure 3-25).

Comme montré précédemment dans ce chapitre, un profil potentiométrique bactérien dépend du
micro-organisme, du matériau d’électrode et de I'inoculum. Cependant ce dernier n’est en pratique
pas connu lorsqu’une hémoculture est réalisée. C'est pourquoi le descripteur, i.e. le vecteur qui va

décrire la signature potentiométrique d’'une hémoculture, se doit d’étre indépendant de I'inoculum.
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Or nous avons constaté dans le paragraphe 2.3.1 - Chapitre 3 que I'inoculum n’influait que sur le
temps de latence : en inoculant avec une plus forte biomasse, le profil potentiométrique, exprimé en
dérivée du potentiel, est simplement décalé vers les temps de positivité plus courts. C'est pourquoi
nous proposons de traiter les données avec un descripteur indépendant vis-a-vis du temps de latence :
les profils seront en quelque sorte tous recalés temporellement sur le temps de positivité de
I’'hémoculture, qui sert de référence t=0. Pour parvenir a cela il suffit, lorsque I'on passe dans I'espace
de Fourier, de ne prendre en compte que le module de la transformée de Fourier (FFT).

En effet, toute translation dans le domaine temporel du suivi potentiométrique se traduit par un

déphasage?3, sans modifier le module de la transformée de Fourier.

RAW DATA Time derivative 1
Convolution Convolution
Kernel =5 Kernel =5
Descriptor
FFT N\ | ] FFT
e, A 4
e
Other electrodes "> \.q,/,,n011 Vector Machine
Other strains B

Other species

@ Classification

Figure 3-25 : Schéma explicatif du traitement de données utilisé. A partir de la donnée brute (le
potentiel) on obtient un vecteur composé de modules calculés a partir de deux transformées de
Fourier. L'ensemble des modules correspondant aux fréquences choisies permet de construire un
descripteur, définissant la bactérie détectée en fonction de I'électrode et de son matériau. (FFT :

Transformée de Fourier).
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Les suivis potentiométriques ne seront plus décrits par une grandeur continue (potentiel ou dérivée)

en fonction du temps, mais par des valeurs discrétes de modules correspondant a des fréquences. De

cette facon, le profil de la courbe devient la donnée d’intérét, sans prendre en compte le temps auquel

cette courbe démarre son évolution.

La donnée brute (le potentiel enregistré d’une électrode au cours du temps) est ainsi transformée a
travers plusieurs étapes :
i Une convolution avec un Kernel de 5 est appliquée au potentiel (lissage) ;
ii. En paralléle, le potentiel est dérivé par rapport au temps ;
iii. Une convolution avec un Kernel de 5 est appliquée a la dérivée du potentiel (lissage) ;
iv. La transformée de Fourier des deux courbes lissées est calculée ;
V. Les modules correspondant aux fréquences choisies sont récupérés afin de construire un

descripteur définissant la bactérie détectée en fonction de I'électrode et de son matériau.

L'utilisation de la dérivée et de la convolution des courbes a été initialement choisie pour permettre
une visualisation de la détection sans prendre en compte les variations des potentiels initiaux inter-
électrodes et inter-expériences. Ici, ces deux transformations de la donnée brute sont en réalité des
filtres passe-haut. Ils sont utilisés pour éliminer les composantes a basse fréquences, peu ou pas

pertinentes pour l'identification.

Pour chaque expérience, le descripteur qui caractérise la bactérie testée est donc composé de modules
et de fréquences a raison d’une fonction discréte « module = f(fréquence) » par électrode.

Pour améliorer les performances de I'identification, il est nécessaire de choisir les fréquences qui sont
discriminantes. Par exemple si toutes les FFT des chronopotentiogrammes de la polyaniline (quelle que
soit la bactérie) donnent le méme module pour 1,76 Hz alors la fréquence est inutile pour identifier le

micro-organisme.

Les fréquences utilisées ont été trouvées par test itératif : toutes les combinaisons de fréquences sont
testées une par une afin de trouver la combinaison la plus avantageuse. Elles sont répertoriées dans

le Tableau 3-2. Pour chaque expérience, le descripteur qui caractérise la bactérie testée est donc

composé de 59 modules correspondant aux 59 fréquences pertinentes.

On remarque que les fréquences utilisées ne sont pas les mémes pour la dérivée et le potentiel :
I'utilisation de ces deux grandeurs permet d’augmenter la quantité d’informations décrivant chaque
expérience. Cette amélioration a été vérifiée expérimentalement par une légére augmentation des

performances d’identification en utilisant dérivée + potentiel.
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Tableau 3-2 : Nombre des premiéres fréquences choisies, pour la FFT du potentiel lissé et pour la FFT
de la dérivée lissée, pour chaque matériau d’électrode. Avec le traitement de données utilisé, ces

59 fréquences suffisent a discriminer les bactéries testées.

Polyaniline | Oxyde d’iridium | Encre "bleu de Prusse"” | Encre carbone

Potentiel 8 4 4 0

Dérivée 17 5 21 0

Les données obtenues avec I'encre carbone BQ242 ne sont pas utilisées pour l'identification car les
signatures électrochimiques associées sont trop peu spécifiques (détails en Figure 3-32).

Cette observation peut s’expliquer par la nature de ce matériau. En effet, 'encre carbone n’est pas
sensible au pH et ne contient pas de systéme redox interne. Cela fait de ce matériau un bon capteur
du changement de la solution lorsque les bactéries s’adsorbent a la surface avec leurs propriétés
lipophiles (d’ol sa pertinence pour calculer des temps de détection) mais un trés mauvais descripteur

des spécificités de ce changement : toutes les signatures électrochimiques de la BQ242 se ressemblent.

5.1.2.Choix d’un classifieur adapté
Chaque expérience provenant de notre base de données est a présent représentée par un vecteur a
59 dimensions (les 59 fréquences du Tableau 3-2). L’enjeu a présent est de choisir un algorithme de

classification (un classifieur) adapté a I'usage souhaité.

Il existe plusieurs méthodes permettant de classer des données, une des plus couramment employées
(et des plus simples a appréhender) est I'utilisation d’une machine a vecteurs de support, aussi appelée
SVM (Support Vector Machine).

L'objectif de ce type d’algorithme est de séparer un ensemble de données en deux ou plusieurs classes
grace a un hyperplan. Cet hyperplan est calculé de maniere a obtenir une séparation optimale, c’est-

a-dire qui engendrera une marge maximale entre les classes.

Visualiser un classifieur.

Notre base de données peut étre séparée en deux classes d’apprentissage : les bactéries a Gram
positif et les bactéries a Gram négatif. Le traitement de données explicité plus haut a permis de
représenter toutes les expériences par des vecteurs a 59 dimensions, dans cet exemple on suppose

que ces vecteurs nont que 2 dimensions.

129



Chapitre 3 : Détection et identification des bactéries pendant leur croissance

Dans un espace 2D, on peut représenter toutes les expériences réalisées par des points, rouges
pour les Gram + et bleus pour les Gram - (Figure 3-26). La machine a vecteurs de support permet
de tracer I'hyperplan permettant la séparation maximale. Cette séparation est calculée a partir des

points, de classes différentes, les plus proches : les vecteurs de support.

a. Modéle a Kernel linéaire b. Modéle complexe (Kernel non linéaire par exemple)
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Figure 3-26 : Représentation schématique de la méthode de classification SVM grace a un classifieur

(SVC) a Kernel linéaire (a.) et a Kernel non linéaire (b.).

La base de données utilisée pour quantifier les performances d’identification possibles de notre
systéme est composée de peu d’échantillons (60 expériences) mais avec des différences marquées
entre les différentes classes : une SVM a Kernel linéaire (Figure 3-26 — a.) semble adaptée a notre

usage.

L'utilisation d’'une SVM a Kernel non linéaire, ou tout autre modeéle plus complexe (Figure 3-26 — b.),
est limitée par la présence d’un phénomene de sur-apprentissage (ou overfitting) : I’apprentissage est
alors trés dépendant de la base d’apprentissage et ses performances se révelent médiocres face aux
données de la partition de test, ou face a I'ajout de nouvelles données. C'est pourquoi un modele trop

complexe de classification peut se révéler moins performant qu’un modele plus simple.
Une SVM avec un Kernel linéaire est donc le modele retenu pour notre classification. Une

augmentation conséquente de la base de données permettrait d’utiliser des algorithmes plus

complexes, avec des résultats probablement meilleurs que ceux présentés ci-dessous.
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5.2. Performances d’identification

Nous avons a présent une méthode permettant de transformer une expérience de mesure
potentiométrique dans du sang inoculé en un vecteur a 59 dimensions. De plus, un classifieur adapté
a été choisi afin de pouvoir séparer ces vecteurs en fonction de classes, c’est-a-dire des caractéristiques
des bactéries détectées (Gram, genre ou espéce par exemple).

Il faut maintenant définir une méthode de validation : elle permettra de vérifier si un vecteur est

correctement classé et donc de calculer la performance d’identification.

La base de données utilisée dans cette partie est constituée de 60 expériences, toutes effectuées dans
du sang humain total issu de patients sains. Ces expériences ont été répétées au moins une fois
chacune et correspondent a une diversité de 14 espéces bactériennes dans 9 genres différents
(Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Pseudomonas, Acinetobacter, Staphylococcus,
Streptococcus et Enterococcus). Chacune de ces expériences est donc représentée par un descripteur

a 59 dimensions.

L'objectif de cette base de données a été d’apporter un aspect générique a notre méthode
d’identification, les genres bactériens choisis sont donc ceux les plus couramment rencontrés en
hémoculture (voir paragraphe 3.6 — Chapitre 2). Le détail des expériences utilisées pour construire

cette base de données (souche, inoculum, sang) est donné en Annexe lII.

Pour évaluer les performances de classification, deux indicateurs ont été étudiés pendant ce doctorat :
I'identification au Gram et l'identification au genre en fonction du temps apres positivité. Chacun

d’entre eux a nécessité une méthode de validation particuliére.

5.2.1.ldentifier le Gram d’une bactérie
Le nombre de classes d’apprentissage pour une identification au Gram étant tres faible (deux), une
validation croisée a été choisie, sur une configuration 80/20 (five-fold cross-validation). La base de
données est séparée en deux groupes :

e Partition d’apprentissage : 80 % des expériences sont utilisées pour entrainer I'algorithme a

reconnaitre les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif (I’hyperplan est tracé).

e Partition de test : I'algorithme est ensuite testé avec les 20 % restant de la base de données

(on mesure la précision de classification des nouvelles données).
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La méthode est réitérée 5 fois, de maniere a ce chaque donnée serve au moins une fois en tant que
test. Les performances de classification au Gram sont donc la moyenne des performances obtenues

sur les 5 phases de tests (Figure 3-27).

Ensemble de la base de données
r 1 \

#1 |20% — Performance,
#2 — Performance ,
#3 — Performance3 L performance

5

”
=3 Z Performance,
#4 — Performance 4
Ensemble de test
#5 — Performance 5
I:I Ensemble d'entrainement

Principe de la validation croisée "classique"

Figure 3-27 : Principe de la validation croisée « classique ». L’ensemble de test représente 20 % de la

base de données totale, le procédé n’est répété que 5 fois.

Le pourcentage d’identification, au Gram, correct peut étre ainsi tracé en fonction du temps aprés

positivité (Figure 3-29 - courbe orange).

5.2.2.ldentifier le genre d’une bactérie

Dans le cas du genre de la bactérie, le nombre de classes d’apprentissage est plus important (ici
9 genres différents). Il est donc possible d’utiliser une méthode de validation plus proche de

I’application désirée pour ce dispositif : la méthode LOBO (Leave One Bottle Out)®.

Elle consiste en deux grandes étapes (Figure 3-28) :
1. Le programme apprend a associer un descripteur a une bactérie grace a une base
d’entrainement, correspondant a I'ensemble de la base de données, moins une expérience
(i.e. moins un flacon d’hémoculture).
2. L'expérience retirée de la base de données est ensuite employée pour évaluer les

performances de classification de I'algorithme précédemment entrainé.

Plus couramment appelée LOO (Leave-One-Out) dans la littérature.
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La méthode LOBO ressemble donc a la validation croisée mais en remplagant la partition

d’apprentissage par [100 % - 1] expériences et |la partition de test par I'expérience exclue de la partition

d’apprentissage.

Ensemble de Ia‘ base de données

1 EDOD00 0TI — e
> DBO000D00 00000 — e

2 OOBOO0D0HO000T > e - e
s OO0 -0 ) — retomance | =7 > performance

wO00D00D00 Tl — e

Principe de la validation croisée Leave One Bottle Out

Figure 3-28 : Principe de la validation croisée LOBO. L’ensemble de test représente une unique

expérience, le procédé est répété autant de fois que le nombre d’expériences présentes dans toutes

la base de données.

Le procédé est répété jusqu’a ce que I'ensemble des
60 expériences aient été utilisées en tant que test.
Cette méthode de validation assure des conditions
plus proches de la réalité clinique, dans laquelle
I'algorithme développé est confronté a wune
hémoculture inconnue.

Si notre classifieur n’était pas bien adapté, un sur-
apprentissage serait particulierement visible avec

cette méthode de validation.

La performance d’identification est la moyenne des
résultats obtenus, qu’il est possible de tracer en

fonction du temps aprés positivité.

ﬁtl'identification al'espéce ? \

Elle est envisageable au regard de la
spécificité des profils potentiométriques
observés mais nécessite une base de
données plus conséquente : au moins
autant d’expériences pour chaque espéce
(i.e. chaque classe d’apprentissage) que
de dimensions dans le vecteur descripteur
(soit 59).

Dans notre cas au moins environ

800 expériences pour 14 espéces. /

On remarque alors une augmentation de I'information permettant I'identification, en fonction du

temps (Figure 3-29 - courbe bleue).
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Gram and genre classification accuracy
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Figure 3-29 : Performance de classification au Gram et au genre en fonction du temps post détection.
Le Gram est rapidement correctement identifié tandis que le genre bactérien nécessite plus

d’informations pour étre déterminé.

Plus le temps post positivité est important, plus les informations collectées sont pertinentes pour

identifier le pathogene. Dans un contexte clinique, si le flacon est laissé quelques heures dans

I'incubateur aprés détection (par nécessité ou par volonté), I'identification devient de plus en plus
pertinente. On obtient alors des performances intéressantes :

e 5 h 45 (345 min) aprés détection il est possible de connaitre le Gram de la bactérie présente
dans le flacon d’hémoculture avec 99 % de précision ;

e 7 h 45 (465 min) apres détection son genre est connu avec 85 % de précision.

Malgré ces valeurs de précision élevées, le temps d’analyse post positivité est beaucoup plus long avec
notre flacon qu’avec les analyses classiques d’un laboratoire hospitalier :
» Une coloration de Gram peut étre effectuée par un technicien de laboratoire en moins d’une
heure ;
» Une spectrométrie de masse sur culot d’hémoculture ne prend que quelques dizaines de

minutes pour obtenir non pas le genre mais I'espece bactérienne présente dans le flacon.
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En revanche, ces deux méthodes nécessitent du personnel, des réactifs et une ouverture du flacon
d’hémoculture, donc une augmentation des risques pour I'opérateur.

L'intérét de notre pré-identification au Gram puis au genre, via I'analyse des profils potentiométriques,
ne réside donc pas dans la rapidité intrinseque pour obtenir un résultat mais dans la simplification des
procédés (moins de réactifs, moins d’opérations manuelles, plus d’analyses automatisées).

En effet, beaucoup de laboratoires ne fonctionnent pas encore 24 h/24 et 7 j/7, les analyses se font
donc principalement en journée et un flacon d’hémoculture qui devient positif la nuit attendra le
lendemain matin pour l'identification. En connaissant le Gram et le genre dés le matin pour ces flacons,
un antibiogramme pourrait étre lancé des le début de journée sans attendre que toutes les

identifications soient réalisées.

Compte tenu de la simplicité de la mesure employée (une mesure de potentiel) et de la taille
relativement faible de la base de données, ces résultats sont donc extrémement encourageants
concernant une application dans le milieu médical. De plus, les précisions calculées sont a mettre en
perspective avec la matrice de confusion visible en Figure 3-30.

Les valeurs présentes dans les cases représentent le pourcentage d’identification correcte au genre
par I'algorithme développé — par exemple, 82 % des Enterobacter ont été correctement identifiées en

465 minutes mais 16 % ont été identifiées comme des Klebsiella et 2 % comme des staphylocoques.

On remarque que les genres présentant le plus d’erreurs d’identification - Citrobacter, Pseudomonas
et Streptococcus - sont en réalité les genres avec le moins de données (= d’expériences réalisées) dans
notre base. Cette faiblesse peut expliquer en partie les temps longs pour obtenir des valeurs de
précision importantes.

Par exemple le genre Pseudomonas n’est représenté que par 3 expériences alors que le genre
Escherichia est représenté par 12 expériences : une erreur d’identification pour Pseudomonas fait plus

chuter le pourcentage d’identification correcte qu’une erreur pour Escherichia.

On peut donc raisonnablement attendre des performances plus intéressantes aux temps plus courts,

par accroissement du nombre d’expériences dans chaque classe d’apprentissage
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Figure 3-30 : Matrice de confusion, au genre, des bactéries identifiées, 465 minutes (7 h 45) apres

détection.

5.2.3.Algorithmes « croisés »

Les deux courbes présentées en Figure 3-29 ont été obtenues indépendamment I'une de I'autre, avec
des algorithmes différents. Pourtant, si une hémoculture est classifiée (correctement) comme Gram
négative, il est inenvisageable que la bactérie présente soit d’'un genre correspondant a un Gram

positif. Les données Gram et genre peuvent donc se relier pour affiner, en continu, I'identification.

La Figure 3-31 représente la performance d’identification au genre des bactéries a Gram négatif, en

« autorisant » seulement les genres associés (Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter,

Pseudomonas et Acinetobacter). On remarque que notre méthode permet d’identifier le genre d’une
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bactérie a Gram négatif avec 85 % de précision en 5 h 35 apres détection, si nous connaissons au

préalable son Gram avec certitude.

10 -
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0.6 1
=
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e
S
-
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Figure 3-31 : Performance de classification au genre en fonction du temps post détection pour les
bactéries a Gram négatif. Le Gram est identifié en 5 h 45. Les données jusqu’a cette borne temporelle

sont suffisantes pour identifier le genre (dans les Gram négatif) avec 85 % de précision.

Ce gain de temps, par rapport aux algorithmes indépendants (qui nécessitent 7 h 45) s’explique par la
réduction des possibilités de classification. Pour gagner du temps d’identification au genre il suffit donc
de connaitre le Gram de la bactérie détectée. Or, comme montré Figure 3-29, nous sommes capables
d’identifier le Gram d’une bactérie présente dans une hémoculture avec plus de 99 % de précision en

5 h 45 aprées détection.
On peut donc imaginer des algorithmes croisés pour gagner du temps d’identification au genre. Au

bout d’'un temps donné, on considére que le Gram est correctement identifié et les données obtenues

jusqu’alors sont utilisées pour identifier le genre parmi ceux cohérents avec le Gram identifié.
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5.3. Contribution des différents matériaux d’électrodes pour l'identification

Grace aux algorithmes développés, nous sommes capables de tracer les performances d’identification

au genre relatives a chaque matériau d’électrode.

~— Polyaniline ink
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Figure 3-32 : Performance de classification au genre en fonction du temps post détection et en

fonction des différents matériaux d’électrodes.

Comme montré en Figure 3-32, la polyaniline est le matériau permettant la meilleure discrimination
entre genres bactériens. Le caractere multi-matériaux de notre dispositif présente tout de méme un
réel intérét pour améliorer les performances : les encres « oxyde d’iridium » et « bleu de Prusse »
apportent quelques pourcents de précision supplémentaires.

En revanche, comme explicité précédemment, I'encre carbone BQ242 n’apporte pas de performances
supplémentaires concernant lidentification, bien qu’elle soit particulierement intéressante

concernant le temps de détection.
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6. Conclusion

L'intégration d’électrodes dans un flacon d’hémoculture a permis d’observer des évolutions
potentiométriques tres intéressantes et parfois inattendues.

Le sujet initial était le développement d’un suivi du pH pendant une croissance bactérienne mais les
matériaux d’électrodes utilisés répondent également a d’autres molécules, vraisemblablement des
métabolites électroactifs produits par les micro-organismes.

L'analyse des courbes de potentiel, puis de leurs dérivées au cours du temps, a permis de construire
un outil de détection rapide d’une croissance mono-microbienne et également d’obtenir des
informations sur le micro-organisme présent dans I’hémoculture. La méthode développée a été testée
sur les espéces pathogénes les plus fréquemment impliquées dans les bactériémies. Mais I'étude de
guelques levures et d’une mycobactérie permet d’envisager également des perspectives a plus long

terme dans le diagnostic des fongémies et celui des mycobactérioses.

Grace a un traitement de données relativement simple appliqué aux réponses potentiométriques, une
identification des micro-organismes a été réalisée dans des sangs humains provenant de 60 patients
différents, infectés artificiellement avec 14 especes bactériennes différentes. Le signal
électrochimique a permis de connaitre :

> Le Gram de la bactérie détectée, avec un TIC (Taux d’ldentification Correcte) de 99 %, en 5 h 45

apres positivité ;
> Le genre de la bactérie détectée, avec un TIC de 85 %, en 7 h 45 apreés positivité.
De plus, une identification a I'espece semble envisageable avec une base de données plus

conséquente.

Ce chapitre a donc été consacré a I'étude des signaux afin d’en tirer le maximum d’informations
possible et de comparer cette méthode avec les analyses existantes. Cependant, les variations de
potentiel utilisées ont une cause qui reste inconnue, nous savons uniquement que I'acidification du
milieu ne permet pas de les expliquer totalement. Le chapitre suivant est donc consacré a la

compréhension des phénomenes observés par potentiométrie.
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Chapitre 4
Etude du phénomene observé par
potentiométrie

Compte tenu des performances atteintes en termes d’identification, une partie de ce doctorat a été
consacrée a |'amélioration du protocole de mesure et a I'acquisition d’une base de données
conséquente. Une seconde partie du travail, présentée dans ce chapitre, a consisté en une étude des
causes des profils potentiométriques spécifiques enregistrés et a la compréhension des phénomeénes

mis en jeu, en se concentrant sur une seule espéece bactérienne : Escherichia coli.

1. Influence des parametres expérimentaux sur le signal mesuré
Afin de mieux saisir les causes des évolutions de potentiel observées lors d’une croissance bactérienne,

I'influence de différents parametres expérimentaux sur les signatures électrochimiques a été étudiée.

1.1. Influence du milieu de culture

Le milieu de culture (et donc le milieu de mesure) a été le premier parametre expérimental a avoir été
étudié. En effet, le métabolisme d’un micro-organisme est impacté par les nutriments disponibles dans
le milieu dans lequel il évolue. Cing milieux de culture ont été choisis pour cette étude :

e Un mélange BACT/ALERT® FA Plus + sang humain total, le milieu utilisé dans le Chapitre 3 ;

e Un mélange BACT/ALERT® FA Plus + sang humain total qui a été incubé sans bactérie pendant

5 jours avant inoculation de bactéries ;
e Un mélange BACT/ALERT® FA Plus + sang de cheval défibriné (Thermo Scientific™) ;
e Le milieu de culture commercial BACT/ALERT® FA Plus (bioMérieux) seul ;

e Un milieu de culture commercial TSB (Tryptic Soy Broth — VWR).

La Figure 4-1 présente les courbes en potentiel et la dérivée lissée associée d’une électrode de

polyaniline, pendant une croissance d’Escherichia coli, dans chaque milieu de culture étudié.
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Figure 4-1 : Courbes potentiométriques et profils de dérivée lissée de potentiel pour une électrode

de polyaniline, obtenues pendant une croissance d’Escherichia coli, dans 5 milieux différents

(BACT/ALERT® + sang humain total, BACT/ALERT® + sang humain total vieilli 5 jours, BACT/ALERT® +

sang de cheval défibriné, BACT/ALERT® seul, TSB seul), a 37°C et 90 rpm.

En utilisant le méme critére de positivité que dans le paragraphe 2.3.1 - Chapitre 3 (dérivée lissée

supérieure a 7 mV/h), il est possible de calculer les temps de détection (TTP, pour Time-To-Positivity)

obtenus pour chaque milieu de culture (Tableau 4-1).

Tableau 4-1 : Temps de détection (TTP), calculés a partir de la Figure 4-1, pour une croissance d’E. coli

(ATCC 25922) dans différents milieux de culture.

Milieu de culture utilisé Inoculum TTP (heure)
Sang humain total + BACT/ALERT® FA Plus (« classique ») 16 cfu 11,4
Sang humain total + BACT/ALERT® FA Plus pré-incubé 5 jours 22 cfu 9,93
Sang de cheval défibriné + BACT/ALERT® FA Plus 39 cfu 10,4
BACT/ALERT® FA Plus 14 cfu 9,51
TSB 24 cfu 9,76
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Le temps de doublement d’Escherichia coli est d’environ 20 minutes (22 minutes mesurées au
laboratoire, par suivi de la densité optique a 550 nm sur la souche type ATCC 11775 dans le TSB a 37°C).
Les inoculums choisis étant tres proches (maximum un facteur 2 de différence) une différence de
temps de détection largement supérieure a 20 minutes (donc 0,3 heure) indique des différences de
fertilité entre milieux de culture.
Plusieurs conclusions peuvent donc étre tirées du Tableau 4-1 :
» L’ajout de sang dans le BACT/ALERT® FA Plus entraine une diminution de la fertilité du milieu
(perte d’environ 2 h).
» Un milieu de culture [BACT/ALERT® FA Plus + sang humain] pré-incubé permet une positivité
plus précoce.
» Une hémoculture dans du sang de cheval défibriné se positive plus rapidement (dans ce cas)

gu’une hémoculture sur sang humain total.

Pour une expérience « classique », le BACT/ALERT® FA Plus est a température ambiante (environ 20°C)
et le sang a 4°C en début de mesure, on peut donc approximer la température du mélange de 30 mL
de BACT/ALERT® FA Plus avec 10 mL de sang a 16°C. Pour atteindre la température optimale de
croissance des bactéries (37°C) le milieu de culture doit donc subir une augmentation de sa
température de 11°C.

Dans le cas d’une préincubation, une mise a température de I'ensemble du milieu (a 37°C) est
effectuée pendant 5 jours, les bactéries sont donc inoculées dans un milieu a la température optimale.
De plus, certains composés antibactériens naturellement présents dans le sang™? ont pu étre dégradés
pendant la préincubation®. La différence de temps de détection entre le milieu préincubé et le milieu
« classique » peut s’expliquer en partie grace a ces raisons.

Le sang de cheval défibriné, a la différence du sang total, est dépourvu de fibrinogéne, une protéine
potentiellement responsable de I'encrassement des électrodes®. Cette modification influe
probablement sur la réduction du temps de détection mais d’autres traitements ont pu étre appliqués
au sang de cheval défibriné afin de limiter les variabilités entre inter-lots, améliorant également la
fertilité de ce milieu.

Les conclusions du paragraphe 4 - Chapitre 3 sont donc confirmées: nos valeurs de TTP sont
comparables a celles obtenues par un automate commercial, dans des conditions plus favorables que
celles utilisées dans nos expériences. Il semble donc que, a conditions égales, notre méthode de

détection soit légérement plus performante que les automates commerciaux.

Outre ces différences de TTP, on peut remarquer dans la Figure4-1 que les signatures

potentiométriques (= les dérivées lissées du potentiel) different suivant le milieu de culture utilisé. De
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telles courbes ne peuvent étre utilisées dans notre processus d’identification
(paragraphe 5 - Chapitre 3) sans en dégrader les performances. Afin d’étendre cette méthode a
d’autres types de tests microbiologiques (dans de l'urine ou dans du liquide cérébro-spinal par
exemple), il semble donc pertinent de développer des algorithmes milieu-dépendants, dans lesquels
une classe d’apprentissage correspond a une espéce dans un milieu donné.

Cette extension de l'identification par apprentissage machine n’a pas été étudiée, pour des raisons de

temps disponible. De plus, plusieurs limites sont a prendre en compte.

Espeéce (et souche) unique.

L'objectif du travail expérimental exposé dans ce chapitre a été de développer des protocoles afin
d’étudier les phénomenes mis en jeu pendant la détection potentiométrique de la croissance
bactérienne. Dans ce but, |'utilisation d’'une bactérie modeéle E. coli a été ciblée. Les résultats
obtenus sont donc a mettre en perspective avec cette limite. Pour confirmer I'absence de
modification importante de la signature électrochimique pour différents milieux de culture, des

expériences identiques sont donc nécessaires avec d’autres souches et espéces bactériennes.

Milieux de culture utilisés.

Les milieux proposés ont été choisis pour leur simplicité d’adaptation au protocole existant mais
nous ne savons pas si ces changements sont suffisamment importants pour entrainer une

modification significative du métabolisme de la souche testée.

Matériau d’électrode choisi.

Comme déja expliqué dans le Chapitre 3, quatre matériaux d’électrodes de travail ont été testés.
Les légéres modifications des signaux enregistrés dans les différents milieux sont peut-étre dues au
changement de métabolites produits par la bactérie mais peuvent également étre causées par la

modification des propriétés électrochimiques du milieu.
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Compte tenu des limites de ces expériences, il est difficile de déduire une conclusion générique quant
a notre dispositif. Cependant, nous pouvons affirmer que, pour une bactérie modeéle, les processus
physico-chimiques a I’ceuvre dans la détection et I'identification ne semblent pas étre particulierement
altérés pour :
» Un changement de patient (Chapitre 3), chaque expérience sur du sang humain étant associée
a un tube différent de sang et donc a un patient différent ;
» Une absence de sang (Figure 4-1 — courbe BACT/ALERT® FA Plus), qui peut se rapprocher d’une
trés forte dilution (par exemple quelques gouttes de sang dans 30 mL de BACT/ALERT® FA
Plus) ;
» Une absence de fibrinogene (Figure 4-1 — courbe sang de cheval défibriné).

Ces conclusions, bien que partielles, tendent a confirmer la robustesse de la méthode développée.

1.2. Influence de I'agitation et de la température

Lors d’'une hémoculture dans un méme milieu de culture, une agitation est nécessaire pour conserver
le milieu homogéne en termes de concentration en nutriments et en oxygene. L'absence d’agitation
entrainera une décantation du milieu de culture (phénomeéne observé expérimentalement). Les micro-
organismes, au fond du flacon d’hémoculture, consommeront I'oxygene présent qui aura du mal a se
renouveler, ce qui entraine un retard dans la détection.

Une température controlée est également nécessaire pour une hémoculture rapide. Les pathogenes
présents dans le sang d’un patient infecté se développant a la température du corps humain (36°C a
37°C), une température s’écartant de ces valeurs entrainera une augmentation du temps de croissance

des micro-organismes.

La Figure 4-2 représente les courbes potentiométriques d’une électrode de polyaniline, enregistrées
pour une croissance d’'une méme souche d’Escherichia coli, dans des hémocultures sous différentes

conditions de température et d’agitation.
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Figure 4-2 : Courbes potentiométriques d’électrodes en polyaniline pour des cultures d’E. coli
(ATCC 8739) sous différentes conditions d’incubation (T° et agitation). Hémocultures de sang humain

dans le BacT/ALERT® FA Plus.

1.2.1.Abaissement de la température de culture

On remarque clairement I'influence de la température (courbe rouge sur la Figure 4-2) sur le temps
de détection. Une culture a 22°C présente un retard de détection de plus de 10 h par rapport a une
culture « classique » a 37°C. La seconde phase de la courbe potentiométrique (la décroissance) est
également plus lente pour la culture a 22°C. Une hypothése pour expliquer ce phénomeéne est le
ralentissement du métabolisme bactérien pour des températures basses® pour cette souche

(ATCC 8739) d’E. coli.

1.2.2.Suppression de I'agitation
L’absence d’agitation (courbe verte sur la Figure 4-2) ne semble pas entrainer un délai significatif dans
la détection mais quelques modifications quant au profil de la courbe. Cette observation peut
s’expliquer par le fait que notre capteur se trouve au fond du flacon d’hémoculture (Figure 4-3 |
Gauche) : si nous détectons effectivement des métabolites produits par la bactérie, la sédimentation

des micro-organismes sur les électrodes n’est pas un facteur limitant (au contraire).
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Comme pour la culture a 22°C, la décroissance du potentiel, en deuxiéme partie de courbe, est plus
lente que pour une culture avec agitation. Une explication possible est le ralentissement du
métabolisme bactérien, ici d0 a la raréfaction de I'oxygéne et des nutriments® a cause de la

sédimentation.

Biofilm visible
*. 3 la surface de
la plateforme

Figure 4-3 : (Gauche) Photo d’un flacon « classique », sans sang pour plus de visibilité, avec le
capteur en position « au fond du flacon ». | (Droite) Photo du flacon utilisé pour une mesure

potentiométrique dans le surnageant, sans agitation.

1.2.3.Mesure dans le surnageant

Une derniére expérience a été effectuée sans agitation (courbe violette sur la Figure 4-2). Le capteur
est tout juste immergé dans le milieu de culture (face des électrodes tournée vers le fond du flacon),
de cette fagon les électrodes ne subissent pas I'effet de la sédimentation des micro-organismes (et des

cellules sanguine) a leur surface (Figure 4-3 | Droite).

On obtient alors une courbe trés différente, avec un profil méconnaissable qui se caractérise
principalement par I'absence de décroissance du potentiel. La détection est plus lente (11,2 h) que
pour les expériences ol le capteur est placé au fond du flacon, que ce soit avec (9,6 h) ou sans agitation

(8,5 h), alors méme que I'inoculum est [égerement plus important.
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Visuellement, le milieu est biphasique avec un couche sédimentée au fond du flacon et un surnageant
translucide sur le reste de la hauteur du liquide (Figure 4-3 | Droite). Un biofilm bactérien est visible,

a I'ceil nu, sur la plateforme électrochimique.

La croissance de bactéries a la surface de I'électrode n’est pas celle rencontrée précédemment puisque
qgue, malgré I'absence d’agitation, un réservoir d’oxygene (le volume mort du flacon) est proche des
micro-organismes. De plus, la sédimentation entraine une consommation (au fond du flacon) d’'une
partie des nutriments mais également une production de CO; et de métabolites, molécules pouvant

interagir avec |'électrode et les bactéries qui se multiplient a sa surface.

1.3. Influence de la surface d’électrode

La surface géométrique des électrodes et leur géométrie sont les derniers parametres a avoir été
étudiés quant a leur influence sur la détection de la croissance bactérienne. Afin de ne pas totalement
changer notre méthode de mesure et le prototype fonctionnel utilisé, un changement de géométrie
et une augmentation de la surface ont été réalisés en utilisant la contre-électrode de la plateforme en
tant qu’électrode de travail (Figure 4-4), la méthode potentiométrique ne nécessitant pas un systeme
a 3 électrodes.

Electrode de
travail (WE) Figure 0-1 : Rappel visuel de la différence de

taille et de géométrie entre une électrode de
Electrode de
référence

travail et la contre électrode sur la
plateforme utilisée.

Contre électrode
(nouvelle WE)

De cette facon, la surface d’une électrode peut étre multipliée par un facteur 19 sans modifier la
méthode de mesure. Quatre expériences ont été réalisées, une pour chaque matériau d’électrode,
pour une croissance d’E. coli (ATCC 8739) dans un mélange BACT/ALERT® FA Plus + sang humain
(Figure 4-5).

On peut remarquer un artefact sur la courbe du potentiel de I'électrode (standard) en encre carbone.
Cette modification du potentiel, visible pendant 35 minutes (7 points de mesure), n’a pas été expliquée
formellement mais est sans doute causée par un probleme transitoire de mesure (bulle d’air sur

I’électrode, mauvais contact a cause de |'agitation...).
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Le potentiel d’abandon d’une électrode étant mesurée a courant nul, une augmentation de la surface
n’influe pas, en théorie, sur la réponse potentiométrique. Cette indépendance de la mesure vis-a-vis
de la surface géométrique de I'électrode est vérifiée d’apres les courbes obtenues (Figure 4-5).
L'augmentation de la surface d’électrode par un facteur 19 n’est donc pas suffisamment significative
pour perturber les phénomenes biologiques mis en jeu, permettant une détection indépendante de la

taille de I'électrode (au-dela de 3 mm?).
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Figure 4-5 : Comparaison des courbes potentiométriques, pour chaque matériau, entre une
électrode standard et une électrode a grande surface (augmentation d’un facteur 19) pendant une
croissance d’Escherichia coli (ATCC 8739). Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT® FA
Plus, 37°C, 90 rpm.

2. Hypothese de la détection d’un biofilm bactérien
Aprés plusieurs expériences pour comprendre la nature du phénomene détecté par la méthode

présentée dans cette these, I’hypothese de la création d’un biofilm (éventuellement électroactif) a la
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surface des électrodes est vraisemblablement a I'origine de la signature potentiométrique observée.
En effet, dans une telle structure microbienne, de nombreuses réactions électrochimiques sont
présentes pour assurer la communication entre les cellules®.

Grace a différentes stratégies, telles que I'utilisation de « navettes électroniques’® » ou de nano-fils®,
certaines espéces bactériennes réussissent a assurer un transfert d’électrons entre leur biofilm et une
électrode. Ces réactions sont couramment étudiées dans le domaine des biopiles microbiennes mais
la détection de biofilms intéresse également le secteur de la santé, notamment pour le suivi de plaies
cutanée (effectué par mesure du pH?©1?),

Un article récent de Poma et al. rapporte de plus une utilisation de la potentiométrie pour détecter la
formation de biofilms bactériens a la surface d’électrodes de graphéne fonctionnalisé'?.

L'hypothese de la création d’un biofilm a la surface de nos électrodes pendant la croissance

bactérienne semble donc pertinente a étudier.

2.1. Mesures potentiométriques avec filtration par diffusion

2.1.1.0bjectifs de I'expérience

La premiere hypothese formulée pour tenter d’expliquer les courbes de potentiel présentées dans ce
manuscrit concernait la détection de métabolites redox, produits par les bactéries puis libérés dans la
solution, conjointement a une acidification engendrée par la respiration bactérienne.

Afin de vérifier cette hypotheése, un protocole a été mis en place pour enregistrer I'évolution de
potentiel des électrodes dans un milieu biologique ou des bactéries se multiplient mais sans la
présence de micro-organismes a la surface des électrodes. Une filtration, en continu, du milieu de
mesure est donc nécessaire afin d’obtenir un milieu stérile mais avec les éventuelles molécules

produites par une croissance bactérienne.

Le prototype de flacon compartimenté, développé avec I'aide du doctorant Stephan Pissot, a permis
de remplir cette fonction. Une membrane poreuse hydrophile en polytétrafluoroéthylene
(JGWP04700, Merck Millipore®) est placée au milieu d’un flacon. La taille des pores (0,2 um) est choisie
pour assurer une imperméabilité aux cellules : il s’agit en effet d’une taille de pores communément
choisie pour la stérilisation par filtration. Chague compartiment est composé d’'un mélange
[BACT/ALERT® + sang humain total] mais un seul des compartiments est ensemencé avec une

suspension bactérienne.

Un dispositif de mesure électrochimique est placé dans chacun des compartiments, via un bouchon

instrumenté, permettant ainsi la mesure potentiométrique des deux milieux. Le flacon est placé a 37°C
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sous agitation a 60 rpm, une trop grande agitation entrainant un débordement et donc une
contamination du compartiment qui doit rester stérile. Cette faible agitation a tout de méme un
désavantage : elle ne permet pas d’obtenir des milieux homogenes, entrainant des courbes
légérement bruitées (voir paragraphe 1.2 - Chapitre 4). Le schéma explicatif de ce protocole est

présenté en Figure 4-6.

; a.
Mesure
multiplexée
dans les
2 compartiments
Compartiment Compartiment

stérile infecté

Membrane poreuse

Figure 4-6 : Schéma explicatif (a.) et photo (b.) du prototype de flacon compartimenté permettant
une mesure électrochimique duale de la signature potentiométrique des bactéries inoculées dans
un compartiment contaminé et la détection d’espéces redox ou de variations de pH dans un

compartiment stérile.

2.1.2.Résultats

Comme montré au paragraphe 1.3 - Chapitre 3, une croissance bactérienne d’Escherichia coli
engendre une acidification du milieu d’environ 1 unité pH en 27 h, dans du sang de cheval défibriné
avec perturbation réguliére du milieu et sans mesure entre 12 h 30 et 27 h d’incubation (I’acidification
de 1 unité pH est donc probablement plus précoce).

Le flacon compartimenté utilisé dans cette partie est muni d’'une membrane dont les pores sont
suffisamment petits pour interdire le passage des bactéries, mais suffisamment grands pour permettre
la diffusion de molécules sécrétées par les bactéries et d’'ions hydroniums. Nous nous sommes donc

particulierement intéressés aux évolutions des potentiels des électrodes de polyaniline et d’oxyde
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d’iridium, les seuls matériaux testés capables de détecter un changement de pH et, en présence de
bactéries, d’afficher un profil particulier de potentiel.

L'intérét de cette expérience est le comportement potentiométrique des électrodes situées dans le
compartiment stérile. Les résultats envisagés et les conclusions associées sont répertoriés dans le

Tableau 4-2.

Tableau 4-2 : Résultats possibles concernant les signaux potentiométriques enregistrés dans le

compartiment stérile et leurs conclusions associées.

Réponses Conclusions

Aucun métabolite redox n’a diffusé dans le compartiment
Aucune évolution de potentiel. | stérile

Ou : les pores de la membrane sont obstrués par un biofilm.

Des molécules redox, produites par les bactéries et circulant a
Mémes profils qu’avec bactéries | travers la membrane, sont a l'origine des profils

potentiométriques

La membrane ne laisse passer que les hydroniums, les
molécules redox a I'origine des profils potentiométriques ne

Augmentation du potentiel peuvent pas atteindre les électrodes du compartiment stérile.

correspondant a la chute du pH. | Les molécules redox a I'origine des profils potentiométriques ne
sont pas présentes en solution (ou pas en suffisamment grande

concentration).

D’autres composés chimiques sont détectés et passent la
Autre évolution. membrane, peut-étre uniquement quelques-uns a 'origine des

profils potentiométriques visibles dans le Chapitre 3.

Comme le montre la Figure 4-7, bien que les bactéries proliferent d’'un c6té de la membrane
(entrainant des courbes potentiométriques semblables a celles évoquées en Chapitre 3), les électrodes
de 'autre c6té de la membrane ne présentent pas les mémes évolutions de potentiel. A la place d’'un
profil bruité mais reconnaissable, les potentiels de la polyaniline et de I'oxyde d’iridium augmentent
puis se stabilisent, avec un retard temporel sur les perturbations enregistrées dans le compartiment
infecté. La stérilité du compartiment non inoculé a été contrblée et validée par culture sur boites de

Petri.
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Figure 4-7 : Courbes potentiométriques des électrodes en polyaniline et en oxyde d’iridium placées
dans deux compartiments : 'un avec croissance d’E. coli (ATCC 25922) et I’autre stérile. Hémoculture

de sang humain dans le BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 60 rpm.

Les potentiels enregistrées dans le compartiment stérile présentent une augmentation d’environ
69 mV pour la polyaniline et d’environ 30 mV pour I'oxyde d’iridium. Or, nous connaissons les
sensibilités aux variations de pH pour ces deux matériaux d’électrodes (paragraphe 3.2.1 - Chapitre 2),

il est donc possible de calculer la variation de pH détectée par ces deux matériaux :

. 69 mV 69 .
e Polyaniline. ApHpani = Sensibilitépan; =Te © —1,1 unité pH
— 30 mV 30 .,
o Oxyde d’iridium. ApHjox = Sensibilittios — 54 —0,56 unité pH

Une acidification du milieu est détectée par les électrodes du compartiment stérile mais son amplitude
différe suivant le matériau d’électrode utilisé. Il parait clair que, bien que les valeurs calculées
s’écartent de celle trouvée en paragraphe 1.3.2.2 - Chapitre 3 dans du sang de cheval défibriné, les
molécules détectées dans le compartiment infecté ne sont pas retrouvées dans le compartiment

stérile.

153



Chapitre 4 : Etude du phénomeéne observé par potentiométrie

Le décalage en temps (entre les deux compartiments) pour observer des variations de potentiel
importantes peut s’expliquer par I’hétérogénéité du milieu de mesure, hétérogénéité induite par la
faible agitation dans cette expérience. De plus, la chute du potentiel des deux matériaux d’électrodes
n’est pas observée dans le compartiment stérile : ce comportement serait donc di a la présence des

bactéries au voisinage des électrodes.

En observant la turbidité des deux compartiments a tincubation = 18 h, un peu de milieu du compartiment
infecté (alors tres concentré en E. coli) a contaminé le compartiment stérile. La mesure se poursuivant,
nous obtenons la Figure 4-8 : la croissance bactérienne est détectée quelques heures apres la
contamination, suivant des profils potentiométriques trés similaires a ceux observés dans les

expériences « classiques ».
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Figure 4-8 : Courbes potentiométriques des électrodes en polyaniline et en oxyde d’iridium
placées dans le compartiment stérile aprés contamination par E. coli (ATCC 25922). Hémoculture de

sang humain dans le BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 60 rpm.

De plus, les courbes ainsi obtenues sont moins bruitées que celles du compartiment infecté

initialement, ce qui interroge sur la qualité de la mesure dans un environnement légerement plus acide
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par rapport a un mélange classique [BACT/ALERT® + sang humain total]. Ce changement de milieu n’a

pas été étudié par manque de temps.

2.1.3.Hypothese concernant le fonctionnement de notre détection
Puisque les métabolites bactériens générés par E. coli sont de taille suffisamment faible pour circuler
dans les pores de 0,2 um de la membrane, I'observation de la Figure 4-7 réfute donc une hypothése :
les profils potentiométriques, ces empreintes électrochimiques permettant une identification, ne sont

pas causés par des molécules sécrétées en solution par les bactéries pendant la croissance.

Les molécules détectées dans le compartiment infecté seraient donc situées au voisinage des
électrodes sans étre libérées dans la solution car confinées par un biofilm : notre méthode agirait plus

précisément comme un capteur de croissance de biofilm bactérien a la surface des électrodes. Les

derniéres semaines d’expérimentation ont donc été consacrées a la mise en évidence d’'un éventuel
biofilm bactérien, notamment grace a des mesures de spectroscopie d'impédance et a des

observations par microscopie.

2.2. Etude par spectroscopie d'impédance

2.2.1.0bjectifs de I'expérience
Comme expliqué au paragraphe 2.2 - Chapitre 2, la spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS)
est une méthode d’analyse permettant I'étude des interfaces électrochimiques. On peut séparer

I'utilisation de I'EIS en deux principes dont chacun présente des avantages et des limites (Tableau 4-3).

Dans un premier temps notre objectif a été d’observer qualitativement la croissance d’un biofilm sur

nos électrodes, la méthode sans sonde redox semble donc plus appropriée mais également plus

simple a mettre en ceuvre.

Pour chaque matériau d’électrode, les évolutions de I'impédance pendant une croissance bactérienne
et pour une expérience négative sont enregistrées. Une augmentation de I'impédance de nos
électrodes en présence de bactéries indiquerait la présence d’une épaisseur de matériel biologique

réduisant le transfert de charges : un biofilm bactérien.
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Tableau 4-3 : Principes envisagés pour I’étude par spectroscopie d'impédance du comportement du

dispositif développé.

Ajout d’une sonde redox dans le milieu Méthode sans sonde redox

Mesure au potentiel de la sonde =
Mesure au potentiel d’abandon
Principe permet de suivre sa présence ou son
(mesuré) de I'électrode.
absence au voisinage de I'électrode

Pas de modification du potentiel de

Etude du transport de matiere a la I'électrode.
Avantages | surface de I’électrode (moins la sonde Pas de modification du milieu.
est détectée plus le biofilm est épais). Principe similaire a la détection

potentiométrique.

L’ajout de la sonde peut modifier la

croissance bactérienne?3,
Permet une analyse qualitative mais pas

Imposition d’un potentiel a I'électrode.

Limites guantitative de I’évolution de

La mesure est précise mais notre milieu | I'impédance.
est trés complexe = exploitation des

résultats difficile.

Le protocole de mesure ne demande pas de flacon particulier mais, s’agissant d’'une méthode
dynamique (a différentes fréquences), les dispositifs utilisés possédent une contre-électrode, ici en
encre carbone. Le potentiostat Autolab PGSTAT128N utilisé pendant toutes les expériences
précédentes n’est pas outillé pour la mesure d’impédance, nous avons donc choisi un potentiostat
PalmSens4 (PalmSens), piloté par le logiciel PSTrace. Un multiplexeur (MUX8-R2, PalmSens) est
également ajouté au systéme, comme pour la mesure potentiométrique classique.

Une succession de mesures est effectuée suivant un ordre précis (Figure 4-9) afin de faire correspondre
les valeurs d’'impédance et la détection potentiométrique.

Pour les électrodes impaires, le potentiel d’abandon (OCP) est mesuré en premier afin de connaitre sa
valeur. La mesure d’'impédance s’effectue ensuite a I'OCP avec une amplitude de 10 mVgus et un

balayage en fréquence de 100 kHz a 0,1 Hz.
Un probléme de connectique ayant engendré des mesures totalement bruitées a hautes fréquences,

I’ensemble des graphiques suivant ont été réalisés en limitant I'analyse des spectres mesurés dans la

gamme de fréquence 0,1 - 1000 Hz.
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Figure 4-9 : Processus de mesure pour les flacons utilisant la spectroscopie d’impédance
(Potentio = mesure potentiométrique, EIS = spectroscopie d’impédance). Grace au multiplexeur les
mesures sont successives. Une seule électrode de chaque matériau est utilisée pour les mesures

d’impédances, ceci permet d’étudier I'influence de cette mesure sur la détection par potentiométrie.

L'utilisation de ce type de potentiostat a nécessité une culture en dehors de I'incubateur Infors
classique (passe-cables trop petit pour les cables du PalmSens4). La croissance bactérienne est donc
perturbée par rapport a une culture classique :
i La culture se fait a température ambiante du laboratoire (non contrélée, pouvant varier de
18°C a 23°C);
ii. L'agitation, assurée par un agitateur orbital VXR basic Vibrax®, est moins précise que celle de
I'Infors (dans ce cas I'agitation est d’environ 100 rpm).
Des études plus précises et rigoureuses seront donc nécessaires pour approfondir les résultats

présentés ci-dessous.

2.2.2.Résultats et discussion

2.2.2.1. Impact de la mesure EIS sur la détection
Le premier résultat d’intérét de cette expérience est I'étude de I'impact d’'une mesure d’'impédance

réguliere sur la réponse potentiométrique des électrodes. En effet, si la mesure d’impédance modifie
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notre mesure de potentiel, il sera difficile voire impossible de relier les résultats d'impédance a la
détection de la croissance bactérienne.

100 1 | 1 | 1 | 1 | 1 1 1 | 1 1 L 1 1 | 1 | 1 1 1 | 1 1 L |

Croissance d'E. coli- ATCC 25922 - 5 cfu
Polyaniline avec EIS - Std
Oxyde d'iridium avec EIS «w-eeee Std
Encre P2
Encre carbone

80 -

60 -
40 -

Dérivée lissée du potentiel (mV/h)

Potentiel vs Ag/AgCl (mV)

—T T T T T T T T T T T T T T
8 12 16 20 24 28 32 36 40 44
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Temps d'incubation (heure)
Figure 4-10 : Courbes potentiométriques obtenues pour une croissance d’E. coli, avec et sans mesure
d’impédance avant la mesure du potentiel. Hémoculture de sang humain dans le BacT/ALERT® FA

Plus, 20°C, 100 rpm. | Encadré : Courbes de dérivées lissées du potentiel des électrodes d’oxyde

d’iridium.

Compte tenu des résultats obtenus en début de chapitre, nous savons qu’une modification de
|'agitation et de la température d’incubation peut perturber légérement les profils des
chronopotentiogrammes. Les modifications des courbes visibles en Figure 4-10, par rapport aux
courbes habituellement présentées (au Chapitre 3 notamment), sont donc probablement dues aux
conditions dégradées de la croissance et de la mesure.

De plus, la mesure d'impédance ne semble pas impacter fortement les évolutions des potentiels des
guatre matériaux d’électrodes, a I'exception de I'oxyde d’iridium. On remarque en effet une dérive
importante du potentiel jusqu’a la détection, pour I'électrode ayant subi les mesures EIS. Cependant,
cette dérive ne modifie pas significativement le profil de la dérivée lissée du potentiel, signal d’intérét

pour la détection (encadré de la Figure 4-10).
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Nous avons donc considéré que, pour tous les matériaux d’électrodes utilisés, les résultats des mesures
d’'impédance sont représentatifs des phénomenes (chimiques et biologiques) mis en jeu en I'absence

de ces mesures.

2.2.2.2. Evolution de I'impédance pendant la croissance : le cas de la polyaniline
La polyaniline est le matériau d’électrode qui a été le plus étudié pendant ce doctorat, principalement
pour sa capacité a correctement identifier les espéces bactériennes par potentiométrie. C'est pourquoi
je me suis intéressé particulierement aux résultats obtenus par EIS sur ce matériau.
La Figure 4-10 nous indique que la plage temporelle de détection, c’est-a-dire le moment ou les fortes
variations de potentiel et donc de dérivées sont observées, se situe entre 20 h et 30 h d’incubation
pour la polyaniline, avec un maximum de potentiel a 25 h. Logiquement, les évolutions d’impédance

les plus significatives devraient s’effectuer pendant ces dix heures.

Comme expliqué précédemment, les choix concernant le protocole de mesure impliquent une étude
qualitative de l'impédance : l'observation d’une évolution « significative » nécessite donc une
comparaison avec une absence d’évolution « significative ». Une expérience négative (sans croissance
bactérienne) a donc été effectuée afin de se comparer a I'évolution « naturelle » de I'impédance de
I’électrode dans le milieu de culture [BacT/ALERT® FA Plus + sang humain].

La Figure 4-11 présente les variations des diagrammes de Nyquist de |’expérience positive et

I’expérience négative, pour différents temps d’incubation.

700 L 1 1 1 I 1 L 1 L 1 L 1 " 700 1 1 1 1 1 L 1 n 1 " 1
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| gio | //
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— /E ] 10h —
o 4004 / o 400+
= =
S 300 N 300
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100 109 8 Diagramme de Nyquist
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Figure 4-11 : Evolution des diagrammes de Nyquist (entre 1 kHz et 0,1 Hz) pour la polyaniline
pendant la croissance d’E. coli et pendant un négatif. Un graphe est tracé toutes les 10 h.

Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT® FA Plus, 20°C, 100 rpm.
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On remarque en premier lieu que les valeurs d'impédance sont différentes entre I'expérience positive
et I'expérience négative dés le début de l'incubation (courbe rouge). Ces différences peuvent
s’expliquer par la méthode de dépot et donc I'épaisseur des matériaux d’électrodes non-maitrisée
entre deux capteurs.

De plus, 'impédance de la polyaniline ne fait que croitre dans I'expérience négative (probablement a
cause d’une adsorption de protéines!) contrairement a I'expérience positive (la croissance d’E. coli)
ou on observe une chute brutale de I'impédance entre 20 h et 30 h d’incubation. Cette chute confirme
la plage temporelle d’intérét de I'impédance, trouvée par potentiométrie.

Pour observer plus précisément ce phénomene, la Figure 4-12 se concentre donc uniquement sur ces

dix heures d’intérét (entre 20 h et 30 h d’incubation).
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Figure 4-12 : Evolution des diagrammes de Nyquist (entre 1000 Hz et 0,1 Hz) pour la polyaniline
pendant la croissance d’E. coli et pendant un négatif. Un graphe est tracé toutes les 2 h entre 20 h et

30 h d’incubation. Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT® FA Plus, 20°C, 100 rpm.

On observe bien une chute progressive de la partie imaginaire de I'impédance couplée a une
augmentation de la partie réelle a partir de tincubation = 24 h pour I'expérience positive alors que
I'impédance reste stable pour I'expérience négative.

Ce comportement pourrait effectivement confirmer notre hypothése : un biofilm se crée a la surface
de I'électrode (augmentation de I'impédance pendant les 20 premiéres heures) puis, les bactéries
situées au confinement de I'électrode produisent des molécules électroactives, détectées par

potentiométrie, qui entrainent la diminution de I'impédance, visible en Figure 4-12.

La plage temporelle correspondant a la détection de la croissance bactérienne par potentiométrie est

la méme que celle ou I'impédance varie fortement. En revanche, nous n’avons pas encore défini la
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plage fréquentielle pertinente pour étudier les phénomeénes biologiques et chimiques a I'interface de

nos électrodes.

Le choix d’une ou plusieurs fréquences particulieres permet également de simplifier le traitement de
données et la visualisation des évolutions de I'impédance. En effet, le protocole de mesure choisi a
permis d’enregistrer I'impédance toutes les 16 minutes (pour chaque matériau d’électrode) pendant

plus de 2 jours d’incubation : la quantité de graphiques est trop importante pour étre représentée.

J'ai décidé de m’intéresser a la fréquence ou les évolutions du module et de la phase de I'impédance
sont les plus importantes. La Figure 4-13 représente les diagrammes de Bode (module et phase de
I'impédance) de la polyaniline en fonction de la fréquence de mesure et au cours du temps

d’incubation (un point toutes les deux heures d’incubation).
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Figure 4-13 : Diagrammes de Bode de I’électrode de polyaniline en fonction de la fréquence de
mesure (entre 0,1 et 1 kHz), pendant la croissance d’E. coli (un point toutes les 2 heures, focus sur
4 instants temporels précis). Hémoculture de sang humain dans le BacT/ALERT® FA Plus, 20°C,

100 rpm.
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On remarque que les plus fortes variations d’impédance (module et phase) ont lieu pour des

fréquences faibles pendant la culture bactérienne.

La fréquence de 0,1 Hz (plus faible valeur utilisée dans nos expériences) a donc été choisie pour étudier

les variations d’impédance et de phase de toutes les électrodes.

2.2.2.3. Etude de I'impédance a 0,1 Hz

Les variations du module et de la phase de I'impédance, mesurées a 0,1 Hz, sont comparées entre une
expérience positive (croissance de 5 cfu d’E. coli ATCC 25922) et une expérience négative (stérile) pour

chaque matériau d’électrode testé (Figure 4-14).

Le module de I'impédance est normalisé (valeur de 0 kQ a to) afin de pouvoir comparer les évolutions

sur les mémes échelles.
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Figure 4-14 : Evolution du module normalisé (colonne de gauche) et de la phase (colonne de droite)

de I'impédance obtenus a 0,1 Hz en fonction du temps, pour une croissance d’E. coli et pour un

négatif, pour les 4 matériaux d’électrodes. Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT® FA

Plus, 20°C, 100 rpm.

De ces résultats, plusieurs observations et hypothéses peuvent étre exprimées :

Pour les encres polyaniline, oxyde d’iridium et carbone, le module de I'impédance chute

pendant la croissance bactérienne, puis augmente ;

= Ceci semble indiquer la présence de molécules, au voisinage de I'électrode, favorisant

le transfert de charges.

Le module de I'impédance de I'électrode en « encre bleu de Prusse » augmente avec la

croissance bactérienne ;

= Ce matériau semble détecter uniquement le phénomene physique du recouvrement

de I'électrode par les bactéries, ce qui n’est pas le cas des autres matériaux utilisés.

Conclure sur la cause des variations observées de la phase de I'impédance pour les différents

matériaux n’a pas été possible au vu de la complexité du systeme étudié. Le caractére purement

qualitatif de ces mesures limite la compréhension détaillée des processus biologiques et chimiques a
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I'ceuvre pendant la croissance bactérienne, des expériences plus poussées semblent nécessaires,

notamment avec |'utilisation de sondes électrochimiques dans la solution de mesure.

Détection par mesure de I'impédance
Afin d’étudier la pertinence de cette mesure, plus complexe que la potentiométrie, pour détecter une
croissance bactérienne, les courbes du module de I'impédance de la polyaniline ont été dérivées puis

lissées sur 5 points pour I'expérience positive et I'expérience négative.
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Figure 4-15 : Courbes de la dérivée lissée du module de I'impédance obtenues a 0,1 Hz et de la
dérivée lissée du potentiel pour une croissance d’E. coli. Hémocultures de sang humain dans le

BacT/ALERT® FA Plus, 20°C, 100 rpm.

Comme le montre la Figure 4-15, une mesure d’impédance a 0,1 Hz semble permettre de détecter une
croissance bactérienne dans la méme plage temporelle que la méthode de la dérivée lissée du
potentiel expliquée en Chapitre 3. Compte tenu de la complexité de la mesure et de I'instrumentation,
il ne semble pas pertinent d’utiliser I'EIS comme seule méthode de détection, cette méthode est
cependant plus adaptée a la caractérisation des phénomenes électrochimiques mis en jeu et pourrait

étre complémentaire a la potentiométrie pour I'identification des bactéries.
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2.3. Observations par microscopie numérique

Des observations ont été effectuées au microscope numérique dans I'objectif d’étudier la présence
d’un biofilm bactérien a la surface des électrodes.

Une plateforme électrochimique classique a été immergée dans une solution de BacT/ALERT® FA Plus
préalablement inoculée avec plusieurs centaines de cfu d’Escherichia coli (ATCC 25922).

Aprés 24 h d’incubation a 37°C, la plateforme a été retirée du milieu de culture puisimmergée pendant
5 secondes dans de I'eau déionisée afin d’éliminer le plus possible les bactéries a sa surface. Aucune
abrasion mécanique ou traitement chimique n’a été appliqué.

Cette plateforme a ensuite été observée au microscope numérique 4K (Keyence VHX-7000),

permettant d’obtenir des images a trés hautes résolutions (Figure 4-16).
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Figure 4-16 : Photo d’une plateforme électrochimique apreés croissance d’E. coli puis ringage a I'’eau

déionisée. Grossissement X2500, microscope Keyence VHX-7000.

Compte tenu de I'épaisseur importante et de la couleur sombre de I’encre, la microscopie en réflexion
n’a pas permis d’obtenir des images exploitables de « I'intérieur » d’une électrode (zone marron en
bas sur la Figure 4-16). En revanche, grace au dép6t manuel des encres, des bavures sont présentes

tout autour de chaque électrode de travail. Dans cette zone I’encre est beaucoup moins épaisse et il
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est possible d’effectuer des observations intéressantes. L'intérét de cette image est la présence
visuelle de cellules bactériennes sur I’encre carbone mais I'absence de ces bactéries sur la résine époxy

de la plateforme (en vert).

Ceci semble indiquer que le rincage effectué a été efficace, sinon des bactéries seraient présentes sur
I’ensemble de la plateforme. De plus, les bactéries E. coli semblent avoir une affinité plus importante
pour I'encre carbone que pour la résine époxy de la plateforme. L'affinité d’'une bactérie pour une
surface dépend de nombreux parametres tels que sa mouillabilité ou rugosité, il est donc difficile de
généraliser I'observation de la Figure 4-16 a toutes les bactéries et aux 4 matériaux d’électrodes
utilisés.

Couplée aux résultats précédemment discutés (avec filtration passive et mesure EIS), cette observation
par microscopie tend cependant a renforcer les éléments indiquant la présence d’un biofilm bactérien

a la surface de nos électrodes.

Dans de futures études, il serait intéressant d’étudier une éventuelle corrélation entre « temps de
positivité » et « affinité avec les bactéries » de chaque matériau d’électrode, avec pour hypothese :
Une électrode ayant une grande affinité avec les bactéries sera plus
rapidement colonisée donc la croissance bactérienne a sa surface sera
plus précoce donc la détection sera plus rapide avec ce matériau.
On imagine alors une utilisation de matériaux ou procédés calibrés pour favoriser I'adhésion
bactérienne ou, au contraire, anti-biofouling pour évaluer I'impact de la colonisation bactérienne des

électrodes sur le temps de détection.

3. Conclusion
Les expériences présentées dans ce chapitre ont permis de développer notre compréhension des
phénomeénes chimiques et biologiques responsables des variations de potentiel utilisées dans le
Chapitre 3 pour détecter et identifier un micro-organisme pendant sa croissance. En effet, ces
phénomeénes :

a. sont présents et visibles pour différents milieux de culture ;

b. peuvent étre décalés dans le temps par abaissement de la température d’incubation ;

c. sont légerement modifiés en I'absence d’agitation ;

d. ne sont pas modifiés en augmentant significativement la surface des électrodes de travail ;
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ne sont pas présents lors d’'une mesure dans le milieu de culture filtré, donc en I'absence de
bactérie ;

ne sont pas perturbés par des mesures d’'impédance au potentiel d’abandon des électrodes ;
se produisent simultanément a une chute ohmique pour les électrodes de polyaniline, d’oxyde
d’iridium et de carbone ;

sont observés simultanément a une augmentation du module de I'impédance de I'électrode

en « encre bleu de Prusse ».

Toutes ces observations semblent indiquer que la méthode de détection et d’identification

bactérienne, par mesure potentiométrique, développée pendant mon doctorat est étroitement reliée

a I'apparition d’un biofilm bactérien a la surface des électrodes. Ce biofilm générerait alors des

molécules électroactives, probablement différentes pour chaque espéce (ce qui explique la possibilité

d’identifier), qui provoqueraient un changement d’équilibre électrochimique, différent pour chaque

matériau d’électrode.

Cette hypothese nécessite toutefois d’autres expériences pour étre confirmée, parmi lesquelles on

peut citer :

La reproductibilité des mesures d’'impédance (avec des fréquences plus faibles si possible) ;
L'utilisation d’une sonde redox pour une étude d’'impédance permettant de caractériser les
transports de matiéres en jeu ;

Des études électrochimiques dynamiques (voltampérométrie cyclique par exemple),
notamment sur les électrodes en carbone, pour observer des pics d’oxydation et/ou de
réduction caractéristiques de certaines espéces chimiques connues ;

Des observations des électrodes par microscope électronique a balayage aprés croissance
bactérienne (et ringage) ;

Des observations des électrodes par microscope confocale en fluorescence apres croissance
bactérienne d’une souche marquée (et ringage) ;

L'utilisation de souches bactériennes mutantes incapables de former un biofilm afin
d’observer la modification de la signature électrochimique en I'absence de colonisation de

|’électrode.

Si le dispositif développé est effectivement un capteur de biofilm, cette technologie peut étre utile

dans plusieurs autres domaines que I’hémoculture. Ces perspectives seront discutées dans la

conclusion de ce manuscrit.
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La détection électrochimique des infections sanguines

Aprés une phase de recherches bibliographiques pour cerner le sujet et ses enjeux (Chapitre 1), la
création d’un flacon d’hémoculture instrumenté par une plateforme électrochimique a été le premier
jalon a avoir été franchi (Chapitre 2). Une fois ce prototype fiabilisé, le travail de recherche a pu étre
découpé en deux grandes parties.

Le Chapitre 3 a été consacré a I'étude des évolutions de potentiel de différents matériaux d’électrodes,
dans un milieu biologique complexe tel que le sang total, en I'absence et en présence de micro-
organismes. Les résultats expérimentaux obtenus ont été utilisés pour évaluer les possibilités
d’enchainer, dans le flacon instrumenté, un test d’identification consécutivement a la détection.

Les causes de ces évolutions potentiométriques ont par la suite été étudiées dans le Chapitre 4 ou

I’hypothése de la croissance d’un biofilm a la surface des électrodes a été discutée.

La détection d’une croissance bactérienne par une mesure potentiométrique a été mise en évidence
pour 4 matériaux d’électrodes : la polyaniline, I'oxyde d’iridium, une encre carbone contenant du bleu
de Prusse et une encre carbone commerciale.

Les évolutions de potentiel associées a cette détection ont pu étre reliées a deux grandeurs: la
concentration bactérienne dans la solution mesurée et, de fagcon plus contrastée, le pH de cette
solution. Contrairement a I'objectif initial, qui était la réalisation d’un capteur de pH, les matériaux
étudiés ont réagi a d’autres especes chimiques présentes uniquement en cas de croissance
bactérienne.

L’utilisation d’un traitement de données simple (une dérivée lissée sur 5 points glissants) a permis de
calculer des temps de détection et de découvrir des profils électrochimiques particuliers. La forme de
ces empreintes électrochimiques semble indépendante de la quantité de bactéries inoculées et varie
plus fortement entre deux especes qu’entre deux souches différentes.

Les temps de détection obtenus via notre méthode étant cohérents avec ceux calculés pour des
automates d’hémocultures commerciaux, nous avons décidé de dépasser cette phase pour nous
concentrer sur une identification sans manipulation, a I'aide des signatures électrochimiques de
chaque espeéce.

A partir d’'une base de données de 60 expériences (14 espéces, 9 genres différents), un algorithme

d’apprentissage artificiel a été développé en interne. Nous avons montré qu’une classification
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correcte, au Gram et au genre bactérien, était réalisable quelques heures seulement apreés la positivité
du flacon d’hémoculture, sans requérir la manipulation du sang infecté par une intervention humaine
ni ajout de réactif. Les performances calculées, 99 % pour la détermination du type de Gram (5 h 45
apres positivité) et 85 % pour celle du genre (7 h 45 apres positivité), sont particulierement
intéressantes au regard de la base de données réalisée. Des perspectives d’amélioration sont déja

envisagées avec des algorithmes croisés.

La reproductibilité des signatures électrochimiques observées, alors méme que chaque expérience
correspondait a un patient différent, nous a conduit a étudier les mécanismes biologiques et chimiques
responsables de ces évolutions de potentiel.

Les expériences ont montré que les signatures semblent indépendantes du milieu de culture, mais
également de la température et de I'agitation.

L'absence de signature observée sur une solution de métabolites, stérilisée par microfiltration, nous a
conduit a envisager la formation d’un biofilm a la surface des électrodes comme étape nécessaire a
I’enregistrement de ladite signature.

Des mesures d'impédance réalisées dans les derniéres semaines de la thése révelent une chute
ohmique pour certains matériaux d’électrodes pendant la croissance bactérienne. Cette observation
tend a confirmer notre hypotheése : ce biofilm sécréte trés probablement des molécules électroactives
au voisinage des électrodes, ces molécules seraient alors responsables des évolutions de potentiel

permettant la détection et I'identification.

La pertinence de la mesure potentiométrique, a I'aide d’un réseau de capteurs multi-matériaux, pour
la détection de la croissance bactérienne a été démontrée. De plus, une méthode d’identification a
travers I'analyse, par apprentissage machine, des profils des signaux mesurés, a été développée.

Ce doctorat a donc permis le développement de capteurs électrochimiques pour le diagnostic des
infections sanguines. Cependant, de nombreuses questions demeurent concernant les phénomeénes
biologiques et chimiques a I'ceuvre lors du processus de détection (et d’identification). L’hypothese
d’une croissance d’un biofilm a la surface méme des électrodes semble la plus probable, mais sa
validation nécessiterait une étude plus approfondie.

Enfin, des tests complémentaires pour analyser les réponses d’autres matériaux d’électrodes seraient
tres intéressants. |l est probable en effet que certains matériaux puissent présenter des
caractéristiques plus avantageuses que ceux utilisés dans cette these (e.g. capacité a favoriser la
formation de biofilms, sensibilité accrue, meilleure discrimination des signatures inter-especes,

rapport performance/prix plus intéressant).
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Une utilisation future de cette technologie dans le diagnostic des bactériémies semble donc
pertinente, peut-étre plus spécifiquement dans des contextes ol les temps de transport sont longs
(déserts médicaux, milieux isolés, pays a faibles revenus...). En effet, les mesures potentiométriques
peuvent étre intégrées a un dispositif d’incubation portatif, autorisant alors I'utilisation du trajet

comme temps d’incubation (Figure C-1).

Hémoculture
» TRANSPORT (15h) A lLeL "classique"

Positivité

Hémoculture
électrochimique
portable

TRANSPORT + INCUBATION

| Positivité Gram

+ genre

v 4 )

A J
Lundi 18h  Mardi 01h Mardi 9h

Lundi 8h

Figure C-1 : Schéma d’analyse simplifiée d’une hémoculture effectuée par les méthodes classiques

et par notre méthode (temps de transport long = 15 h! / temps d’incubation = 10 h).

L'objectif de I'application ayant été trés présente pendant ce doctorat, le Tableau C-1 répertorie les
caractéristiques envisageables du flacon d’hémoculture instrumenté, permettant ainsi une
comparaison avec les autres méthodes utilisées dans le domaine de I’hémoculture (voir Tableau 1-1
du Chapitre 1).

Le colt d’un flacon instrumenté commercial a été estimé sommairement, en supposant des
améliorations significatives concernant le dispositif en lui-méme (encres et/ou connectiques moins
chéres) ainsi que la mesure (utilisation d’un potentiometre).

Tableau C-1 : Caractéristiques envisageables du dispositif développé pendant ce doctorat.

Détection Aussi rapide que les meilleurs automates mais portable
Rapidité du test
Identification 7 h supplémentaires, en automatique
Poids Un flacon (< 100 g)
Encombrement
Volume Un incubateur (1 a 2 L si portable)
Temps technicien (par test) 0 minute
Par test 1—10 € (prix d’'une plateforme électrochimique)
Cout approximatif
De I’équipement 500 — 2000 € (prix d’'un potentiomeétre)
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Impact environnemental

Comme toute nouvelle technologie, I'impact environnemental du flacon d’hémoculture
instrumenté (électrochimiquement) est un calcul qui mériterait d’étre effectué. Actuellement,
compte tenu de la complexité et du manque de recul sur un possible industrialisation, il n’a pas été
possible de proposer une conclusion sur cet axe.

Cependant quelques pistes concernant I'impact généré par cette these, les avantages et les
inconvénients de cette technologie (a travers le prisme environnemental) et les améliorations

envisageables, sont présentes en Annexe IV.

Perspectives
Grace aux résultats exposés dans ce manuscrit, nous avons imaginé plusieurs perspectives concernant
la poursuite de ce sujet d’étude. Elles concernent trois grands themes :

1. La poursuite des travaux détaillés dans le Chapitre 4 ;

2. Le développement de la technologie d’hémoculture par électrochimie ;

3. L'application de la technologie développée a d’autres domaines.

Projet de recherche

Plusieurs expériences sont nécessaires pour comprendre les mécanismes chimiques et biologiques mis
en jeu lors de la détection et l'identification (Figure C-3). Il serait alors pertinent de débuter par
développer un banc de mesure adapté a la mesure d’'impédance d’'une culture bactérienne
(température et agitation contrélées). Puis les expériences du Chapitre 4 seraient reproduites pour
guelques micro-organismes pertinents, en milieu simple (TSB) ou complexe (sang), en augmentant la

plage de fréquences balayées.

Pour étudier particulierement les métabolites responsables des variations d’'impédance enregistrées,
des mesures électrochimiques dynamiques (voltampérométrie cyclique ou voltampérométrie a
signaux carrés par exemple) pourraient ensuite étre réalisées a différentes étapes de la croissance et

éventuellement dans des milieux microfiltrés pour en retirer toutes les cellules.

L’étude des métabolites produits au niveau de la couche basale du biofilm, c’est-a-dire au voisinage
immédiat de I'électrode, est complexe car cette zone est difficile d’accés. Il pourrait donc étre
intéressant d’utiliser des cartes microfluidiques afin de piéger une bactérie dans un puits (Figure C-2).

La croissance en biofilm sur ce puits permettrait peut-étre d’avoir acces aux molécules sécrétées par
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cette couche basale. Cette technologie a déja été développée au CEA/LETI pour I’étude des organoides,

notamment par Clément Quintard?.

Métabolites
du biofilm

‘_
—>

Milieu de culture

l anaérobie
Milieu de culture """ Bactéries + métabolites
aérobie + bactéries planctoniques

Figure C-2 : Schéma du principe microfluidique imaginé pour isoler les métabolites bactériens

produits par la couche basale du biofilm.

Une analyse électrochimique du biofilm pourrait s’effectuer grace a une sonde redox ajoutée au milieu
de culture. Des mesures d’impédance pourraient ainsi nous renseigner sur la dynamique du transfert
de matiere et donc de la création du biofilm sur les électrodes, en fonction du matériau choisi. Couplés
a des observations par microscopie (MEB ou confocale en fluorescence si utilisation de souches
marquées), ces résultats nous en apprendraient un peu plus sur I'affinité de chaque matériau pour

différents micro-organismes.

En outre, le suivi potentiométrique de cultures de souches génétiguement modifiées pour inhiber
certaines voies métaboliques permettrait éventuellement de mettre en évidence la participation de

métabolites précis a I'élaboration de la signature potentiométrique globale.
Enfin, les quelques expériences menées avec des matériaux d’électrodes différents des quatre

principalement utilisés lors de mon doctorat (Annexe V) indiquent un intérét a explorer cette voie pour

améliorer les performances de I'identification bactérienne.
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Figure C-3 : Perspectives pour la suite de ce doctorat avec différents axes envisagés.
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Développement du procédé de mesure potentiométrique

Les résultats obtenus dans le Chapitre 3 sont tres intéressants et prometteurs concernant |'utilisation
de la potentiométrie comme méthode de détection et d’identification bactérienne en hémoculture.
Cependant des études complémentaires sont primordiales avant d’imaginer une industrialisation d’un

prototype.

Tout d’abord, aucune expérience n’a été effectuée en présence d’antibiotiques, molécules souvent
présentes dans le sang des patients car le traitement débute le plus tot possible (avec des antibiotiques
a spectre large). L'influence de plusieurs antibiotiques sur les signatures électrochimiques doit donc
étre étudiée en priorité pour déterminer dans quelle mesure la signature potentiométrique d’une

espéce est modifiée.

Dans un second temps, si la présence d’antibiotiques ne dégrade pas ou peu les performances du
dispositif, nous devons mener des études cliniques. La difficulté de ces études réside dans le taux de
positivité des hémocultures a I’'hdpital : a peine 10 % . On estime que la construction de la base de
données permettant I'identification requiert un minimum de 100 expériences (flacons positifs) par
espéce bactérienne’. Méme en ne ciblant que les 10 pathogénes les plus fréquemment rencontrés
dans les hémocultures, le nombre minimum de flacons instrumentés nécessaires est alors de 10 000
(1000 positifs). La fabrication d’autant de dispositifs est un défi technique relevant de
I'industrialisation a grande échelle, qu’il faudrait donc mettre en ceuvre pour une étude clinique.

Une solution envisageable est l'utilisation de sangs prélevés sur patient puis inoculés (apres
confirmation de leur stérilité) avec des bactéries préalablement isolées a partir d’hémocultures
positives et identifiées par MALDI-TOF. En procédant ainsi le nombre de dispositifs a fabriquer est
exactement le nombre de flacons positifs requis a la base de donnée (donc 1000 dans ce cas). Comme
étudié au paragraphe 1.1 - Chapitre 4, le sang humain vieilli pendant 5 jours d’incubation ne semble
pas étre une modification impactant significativement la signature potentiométrique observée pour

E. coli, une étude complémentaire sur d’autres espéces permettrait de confirmer ce résultat.

Cette méthode permettrait alors de valider notre procédé de détection et d’identification sur sang de

patients récemment prélevés, avec des souches cliniques (pas de référence). La base de données serait

** Chiffre provenant de la présentation « Bonnes pratiques de prélévements — Les hémocultures » aux 162™ Journées
Nationales d’Infectiologie par Nejla AISSA et Eliette JEANMAIR.

™ Pour éviter I'écueil du sur-apprentissage, il est important de collecter un nombre de mesures, par classe d’apprentissage,
qui soit largement supérieur au nombre de dimensions du descripteur, en I'occurrence 59.
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beaucoup plus fournie que celle construite pendant cette thése, les algorithmes de détection et

d’identification pourraient étre améliorés et les performances fiabilisées.

Applications industrielles envisagées

Comment instrumenter des flacons ?

L'utilisation de capteurs au sein d’un flacon d’hémoculture spécifiquement construit autour de cette
problématique souléve plusieurs limites.

En effet, la création d’un flacon intégrant directement ce type de capteurs doit pouvoir étre
industrialisable a trés grande échelle avec des normes de sécurité strictes. Le passage des connectiques
a travers la paroi du flacon est un point de faiblesse structurelle important, pouvant occasionner fuites
et casses (inenvisageables pour une bouteille contenant du sang contaminé). Le développement d’un
prototype sera donc une étape cruciale, probablement complexe, occasionnant des colts de
fabrication difficilement supportables pour un consommable de laboratoire de microbiologie. De plus,
un nouveau type de flacon d’hémoculture nécessitera la création d’usines dédiées et le changement
d’habitude pour le personnel soignant. Enfin, en supposant I'existence d’'un flacon embarquant des
capteurs électrochimiques, des études approfondies seront nécessaires pour s’assurer que les
différents matériaux d’électrodes ne relarguent pas de particules nocives dans les tubulures

potentiellement au contact du patient (par I'intermédiaire de son sang veineux).

Rapidement, I'instrumentation des flacons d’hémoculture commerciaux a semblé étre le choix le plus
évident pour répondre a la majorité des problématiques exposées ci-dessus. Cependant, I'insertion
des capteurs dans le flacon est un point critique car le percage de la paroi est exclu pour des raisons

évidentes de sécurité. En revanche, le bouchon du flacon d’hémoculture est une piéce exploitable.

La solution la plus évidente consiste a la fabrication de bouchons, instrumentés avec des capteurs.
Cette technologie rajoute donc une étape dans le procédé d’hémoculture, aprés prélévement un
opérateur doit changer le bouchon du flacon. On peut noter 2 types de bouchons :
e Avec capteurs directement a 'intérieur, nécessitant alors un retournement du flacon afin de
mettre en contact le liquide avec les électrodes ;
e Avec capteurs sur des appendices verticaux (tiges ou rubans), suffisamment longues pour étre
immergées dans la solution, entrainant une fabrication un peu plus complexe (Figure C-4).
Le fait de devoir déboucher un flacon contenant du sang humain pose plusieurs contraintes (travail

sous environnement stérile pour éviter les faux positifs, besoin de personnel supplémentaire,
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nécessité pour le bouchon d’assurer une fermeture parfaitement hermétique...). C'est pourquoi une
autre méthode a été envisagée.
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Figure C-4 : Schémas de principe d’un bouchon instrumenté avec une tige, ol sont placées deux

électrodes permettant la mesure. Figures 3A et 3B du brevet FR2208762*.

Les flacons d’hémoculture commerciaux sont tous équipés d’un septum, un bouchon en polymére
refermant le flacon tout en autorisant la pénétration d’une aiguille pour le prélévement. Il y a donc
une possibilité d’utiliser cette caractéristique du septum pour y insérer un objet ou ont été déposés
les matériaux d’électrodes désirés. Ce dispositif doit pouvoir étre stérilisé tout en conservant une
certaine solidité pour ne pas se briser lors de I'insertion dans le septum. Nous avons alors développé
deux designs :

e Un clou instrumenté (une tige pleine, résistante) ;

e Une aiguille instrumentée (une tige creuse, plus fragile) permettant d’effectuer la prise de sang
mais également de prélever I'échantillon aprés culture en évitant a I'opérateur d’utiliser une
autre aiguille.

Pour chacun de ces dispositifs, des encres peuvent étre déposées a leur surface, ou préférentiellement

dans des tranchées prévues a cette effet (afin de protéger les encres lors du passage du septum),

7. Babin; P. Marcoux; P. Mailley; M. Gougis; M Rafie Jirdehi « Dispositif instrumenté employé pour la détection
de présence de micro-organismes dans un échantillon liquide », déposé le 01/09/2022.
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jusqu’a la partie externe (en dehors du flacon) qui permet la reprise de contact pour la mesure
potentiométrique.
Ces inventions, dont les détails sont exposés en Annexe VI, ont fait I'objet d'un brevet déposé en

septembre 2022.

Domaines d’applications de la détection électrochimique

Les résultats obtenus en début de Chapitre4 ont montré la possibilité d’utiliser la méthode
développée dans différents milieux de culture. On peut donc imaginer aisément I'application des
capteurs potentiométriques pour le contréle de la stérilité :
» Des poches parentérales ;
» Den’importe quel solide (aiguilles, poudres, ustensiles chirurgicaux...) a condition de le plonger
dans un milieu de culture liquide ;

» De la production (contrdle qualité) dans les domaines cosmétiques et pharmaceutiques.

Cette liste est non-exhaustive, 'ensemble des tests de stérilité étant potentiellement des marchés
pertinents pour cette technologie. Cette ouverture est d’autant plus pertinente que les capteurs
potentiométriques semblent fonctionner pour de nombreux micro-organismes différents (testés au
cours du Chapitre 3). Bien que cette these se soit concentrée majoritairement sur des bactéries,
qguelques levures ont été utilisées. De plus, nous avons également envisagé I'utilisation de cette
méthode pour la détection de mycobactéries, un genre bactérien particulier dont I'espece la plus
connue est Mycobacterium tuberculosis responsable de la tuberculose.

Ces micro-organismes doivent leur nom a la présence d’acides mycoliques (des longs acides gras) a
leur surface?. Mycobacterium tuberculosis est une bactérie a croissance lente qui nécessite des milieux
de culture particuliers tels que le milieu Middlebrook 7H10, « composé d’un supplément d’acide
oléique et d’albumine, de glycérol, de dextrose et de composés inorganiques »>.

Pour ce pathogéne a croissance tres lente et dans ce milieu de culture tres différent de ceux testés

jusqu’a présent, nous avons pu observer une détection de Mycobacterium tuberculosis en 11 jours a

partir d’un inoculum de 53 cfu (Annexe VII).
Ce résultat indique que notre dispositif a un potentiel d’application bien plus large que I’'hémoculture,

par exemple dans la détection des mycobactéries.
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Hémoculture négative pendant 3 semaines

80 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1

Négatif - sang humain

WE2 - Polyaniline

—— WES3 - Oxyde d'iridium
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—— WES - Encre bleu de Prusse
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Figure A-1: Courbes potentiométriques obtenues pour une expérience dite négative, pendant
3 semaines (504 heures). Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT FA Plus, 37°C, 90 rpm.
L’électrode de travail WE1 (Polyaniline) a eu un probleme de connectique, elle a été enlevée du

graphique.
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Ensemble des signatures électrochimiques de la polyaniline pour E. coli

du potentiel (mV/h)
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Figure A-2 : Courbes de dérivées lissées du potentiel avec la polyaniline pour 3 souches d’E. coli.

L’ensemble des expériences est représenté, avec les inoculums et I'électrode de travail associés.

Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT® FA Plus, 37°C, 90 rpm.

La Figure A-2 permet d’observer les variations de profils électrochimiques enregistrées pour

différentes expériences, au sein d’une méme espéce : Escherichia coli. Bien que ces variations existent

entre deux hémocultures avec la méme souche et soit méme plus prononcées entre deux

hémocultures avec des souches différentes, elles restent moins importantes que les variations inter-

especes comme montré dans le Chapitre 3.

En revanche, trés peu de modifications sont observées entre deux électrodes d’un méme dispositif, ce

qui tend a confirmer la robustesse du procédé de fabrication établi dans le Chapitre 2.
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Base de données utilisées pour I'identification par apprentissage machine

Tableau A-1 : Ensemble des expériences utilisées pour l'identification par apprentissage artificiel

Micro-organisme

Référence

Inoculum (cfu)

Donneur-euse

Sexe

Groupe

Rhésus

Escherichia coli

ATCC 8739

38

A

56

2,4

3,3

< £ L

ATCC 35421

40

48

6

5,6

< <Z

ATCC 25922

16

40

3,2

3

< £ LZ

Klebsiella aerogenes

ATCC 13048

96

56

ATCC 35029

Klebsiella pneumoniae

ATCC BAA-1705

13

< £ £ £

24

Citrobacter freundii

ATCC 8090

24

Enterobacter cloacae

ATCC 13047

72

40

< Z| £ £ £

@ O| »| O| »| »| O] ©O| w| Oo| O »| w| »|] »| O| »| wW| O O| »| Ol O »| O

Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853

48

72

o| O
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72 M 0]
24 F
NCTC 13304
Acinetobacter baumannii 24 M
ATCC BAA-1605 36 F AB
234 M A
288 M A
ATCC 12228
28 M 0]
23 M 0]
272 M A
152 M A
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984
28 F 0]
15 M A
224 M B
352 M A
NCIMB 8853
21 F A
13 M A
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 424 F A
Staphylococcus capitis ATCC 35661 127 F 0]
ATCC BAA-976 88 F 0]
ATCC 51153 280 M 0]
52 F 0]
ATCC BAA-44
Staphylococcus aureus 32 F 0]
ATCC BAA-1708 40 M A
ATCC 33591 14 F 0]
NCIMB 12702 32 F 0]
48 M 0]
ATCC 29212
Enterococcus faecalis 88 M 0]
ATCC 51299 18 F 0]
Enterococcus faecium ATCC 6057 40 F A
ATCC 12384 56 F A
Streptococcus pyogenes 20 M B
ATCC 12344
42 M 0]
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Impact environnemental et conception durable
Le secteur de la santé représente 8 % du total national des émissions de gaz a effet de serre en
France®. Bien que ce doctorat n’ait pas eu pour objectif initial de réduire 'empreinte carbone du
diagnostic des bactériémies, le contexte mondial en terme de déréglement climatique améne a une
prise de conscience de la population et donc du milieu de la recherche. Il a semblé pertinent d’étudier
(méme succinctement) I'impact de mes recherches pendant ces 3 ans de doctorat, de critiquer certains

choix et d’'imaginer des pistes d’amélioration pour les projets futurs qui s’empareront de ce sujet.

Aprés un rapide calcul, j'ai estimé que les travaux réalisés pendant ma thése ont engendré une

consommation minimum de :

e 380 plateformes électrochimiques CIBEL e 1,5L de sang humain

e 200 flacons BACT/ALERT® FA Plus e 300 mL de sang de cheval défibriné

e 350 flacon Azlon™ en polypropyléne e 2500 tubes de diluant pharmaceutique
e 500 sacs autoclavables e 2000 boites de Petri

e 1000 paires de gants en nitrile
A cette quantité de matériel (jeté apres utilisation) s’ajoute un fonctionnement en continu pendant
360 jours d’un potentiostat Autolab PGSTAT128N, d’un incubateur Infors et d’'un ordinateur fixe,

uniqguement pour la partie expérimentale.

Pistes de réflexion pour limiter cet impact

Certains choix ont été faits par facilité pendant cette these, une sensibilisation a la réduction de
I'impact environnemental dés le début du doctorat aurait pu conduire a ces quelques points :
=>» Faire attention a la consommation des plateformes électrochimiques, ne produire qu’une fois
le protocole expérimental fixé (pas en avance quitte a jeter) ;
=> Ne pas débuter des expérimentations le vendredi soir pour éviter une mesure pendant 3 jours
alors que 24 h suffisent ;
=>» Commencer plus tét par une étude des différents milieux de culture, avec le recul les
hémocultures auraient pu étre effectuées dans du TSB en évitant de jeter 200 flacons
BACT/ALERT vides ;

=>» Réfléchir a I'utilisation de verreries lavables afin de réutiliser des boites de Petri.

% The Shift Project. Décarboner La Santé Pour Soigner Durablement Dans Le Cadre Du Plan de Transformation
de I’économie Francaise; Rapport final; 2021. https://theshiftproject.org/wp-content/uploads/2021/11/211125-
TSP-PTEF-Rapport-final-Sante.pdf (accessed 2023-01-26).
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L'acquisition des résultats aurait été certainement impactée par toutes ces mesures, un arbitrage
aurait cependant pu étre réalisé entre les bénéfices relatifs au développement d’un telle technologie

vis-a-vis des colts environnementaux engendrés.

Conception durable du flacon d’hémoculture instrumenté

Malgré le faible recul concernant I'industrialisation de ce dispositif, les résultats décrits dans ce
manuscrit semblent indiquer qu’une mesure potentiométrique permet de détecter et d’identifier (au
moins partiellement) un micro-organisme en culture dans un échantillon de sang. A travers le prisme
de I'impact environnemental, le Tableau A-2 répertorie quelques avantages et les limites (et solutions

envisagées) de I'utilisation de ce dispositif.

Tableau A-2 : Quelques avantages, limites et éventuelles solutions, du flacon instrumenté vis-a-vis

de son impact environnemental.

Limites

Avantages
Probléemes Solutions envisagées

P . Collaboration avec des
Pas de réactifs chimiques pour Incubateur portable 3
itre le G entreprises ayant déja
colilaeldts US e prévoir (nouveau dispositif

du recul sur cette

Diagnostic plus rapide (temps de inexistant actuellement) _ )
g P pide ( p technologie (Q-linea)

transport valorisé) donc moins

Développer des

d’antibiotiques administrés Poids plus important 3

- — capteurs sur substrats
Possible utilisation au chevet du e A P e

patient donc pas de transport des des flacons 50“?"’-‘*5*? légers type
flacons négatifs papier .

*** Jaiswal, A. K.; Kumar, V.; Jansson, E.; Huttunen, O.-H.; Yamamoto, A.; Vikman, M.; Khakalo, A.; Hiltunen, J.;
Behfar, M. H. Biodegradable Cellulose Nanocomposite Substrate for Recyclable Flexible Printed Electronics.
Advanced Electronic Materials 2023, 2201094. https://doi.org/10.1002/aelm.202201094.
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V. Signatures potentiométriques de quelques autres matériaux d’électrodes

50 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
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Encre carbone
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Figure A-3: Courbes potentiométriques obtenues pour une croissance de 52 cfu d’E. coli

(ATCC 8739). Hémocultures de sang humain dans le BacT/ALERT FA Plus, 37°C, 90 rpm.

Dans cette expérience, les électrodes de travail ne possédent pas de sous-couche en encre carbone
(BQ242 — DuPont). Les nouveaux matériaux utilisés sont :

=>» L’encre carbone NOVACENTRIX —JR-700HV ;

=>» La piste nue (sans encre) en or;

=> De l'oxyde d’iridium électro-déposé.

On remarque que chacun de ces matériaux possede une signature potentiométrique différente,

éventuellement exploitable pour améliorer I'identification.

187




Annexes

188




Annexes

VI. Instrumentation des flacons d’hémoculture
Différentes solutions pour instrumenter un flacon d’hémoculture commercial avec des électrodes ont
été envisagées. Deux méthodes ont fait I'objet d’un prototypage :

i Une aiguille comprenant des tranchées sur sa longueur extérieure. Les matériaux d’électrodes
peuvent ainsi étre déposés dans ces rigoles ce qui facilite la fabrication mais également
protege |'électrode de I'abrasion mécanique induite par le passage de l'aiguille a travers le
septum. (Figure A-4 - a).

ii. Une plateforme électrochimique semblable a celle utilisée pendant ce doctorat mais d’une
longueur suffisante pour assurer l'immersion des électrodes et d’une largeur moins

importante pour envisager le passage du septum (Figure A-4 - c).

Seul le prototype d’aiguille instrumenté a été testé a ce jour dans un flacon d’hémoculture commercial
(Figure A-4 - b).

a. b. C.

Figure A-4 : (a.) Modeéle 3D d’un design possible d’une aiguille présentant 2 tranchées, réalisé par
Mehrsa Rafie Jirdehi. (b.) Utilisation de cette aiguille imprimée en 3D par SLA dans un flacon
d’hémoculture avec sang humain. (c.) Design d’une plateforme électrochimique permettant

d’instrumenter des flacons d’hémoculture BACT/ALERT®, réalisé par Charles Chatard.
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Le prototype réalisé est une aiguille de 9 cm de long, 3 mm de diamétre, imprimée en 3D par SLA dans
une résine dentaire autoclavable (RS-F2-SGAM-01 de Formlabs) ce qui a permis sa stérilisation sans
impacter ses propriétés mécaniques.

Dans les tranchées ont été déposés plusieurs matériaux, différents suivant la fonction de la tranchée.

Concernant la tranchée « électrode de référence », elle est composée d’encre carbone (BQ242 —
DuPont) afin de créer une piste électrique. De I'encre Ag/AgCl (5874 — Dupont) a été déposée a son
embout, cette encre a été ensuite recouverte d’une membrane de polyuréthane a titre de membrane
protectrice. Le reste de la piste a ensuite été recouverte d’encre diélectrique (5036 — DuPont) afin
d’isoler le contact électrique autre que I'embout.

Concernant la tranchée « électrode de travail », elle est composée d’encre carbone (BQ242 — DuPont)
et une encre polyaniline a été déposée a son embout, le reste de la piste est recouvert d’encre
diélectrique (5036 — DuPont).

La reprise de contact a été ici faite avec de la colle argent sur une plateforme générique utilisée en

laboratoire.

Fermeture de I'aiguille et reprise de contact

Nous avons proposé Figure A-5 un design de bouchon remplissant deux fonctions :
» La fermeture de I'aiguille afin d’éviter des contaminations du milieu mais également la fuite
du contenu du flacon ;
» Une reprise de contact facilitée par la présence de deux pistes en métal sur le bouchon.
D’autres designs peuvent également étre proposés, par exemple avec une fermeture type clip,
permettant une étanchéité mais interdisant la réouverture. Le type de bouchon peut ainsi étre

adapté au test microbiologique réalisé.

L'utilisation d’une aiguille apporte deux avantages pratiques tres intéressants, en plus des
performances de la méthode électrochimique développée pendant ce doctorat (la détection et un
début d’identification du pathogéne présent sans manipulation ni réactif) :

i L'instrumentation de flacons d’hémoculture commerciaux permettrait d’éviter le changement
de toute une gamme de consommable et des habitudes qui leur sont associées par le
personnel soignant ;

ii.  Alinstar du flacon Signal™ commercialisé par Oxoid Ltd, cette aiguille permet un accés direct

a I’lhémoculture pour des futurs tests tels que I'antibiogramme.
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Figure A-5 : Modeéle 3D d’un systeme permettant la fermeture et la reprise de contact d’une aiguille
instrumentée, réalisé par Mehrsa Rafie Jirdehi. (a.) Utilisation d’un filetage interne dans I'aiguille.

(b.) Bouchon avec reprise de contact en métal permettant la connectique de 2 fils.
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VIl. Détection d’une croissance de Mycobacterium tuberculosis par
potentiométrie

Afin de pouvoir détecter cette espece, deux flacons instrumentés ont été fabriqués (protocole en
Chapitre 2) en remplagant le milieu habituellement utilisé, BACT/ALERT® aérobie, par un milieu
spécifique provenant des flacons BACTEC™ Myco/F Lytic, commercialisés par Becton Dickinson.

Un seul des deux flacons a été ensemencé avec 53 cfu de M. tuberculosis (ATCC 25177) selon le
protocole publié par 'EUCAST en 2019""", permettant d’obtenir un 0,5 McF & partir d’'une culture de
mycobactéries (par 'utilisation de billes en verre pour disperser les colonies). Les comptages ont été

effectués sur des tubes de milieu Lowenstein-Jensen (BD 220909, ThermoFisher Scientific).

La mesure de potentiel de deux électrodes de polyaniline s’est effectuée comme pour une
hémoculture, a 37°C sous agitation (90 rpm), mais en enregistrant un point toutes les 1000 secondes
(au lieu de 300 secondes/5 minutes pour une hémoculture) car les temps de détection pour ces tests

sont habituellement beaucoup plus longs. Les courbes sont présentées en Figure A-6.

On remarque, comme pour le sang, une dérive progressive du potentiel de la polyaniline, méme en
I’absence de bactérie. Cependant, un changement de pente des courbes positives est nettement visible

apres 11 jours d’incubation (265 heures).

Cette inflexion des courbes peut étre associée a la détection de la croissance de M. tuberculosis mais
le temps de positivité mesuré ne peut pas étre comparé a ceux obtenus avec des automates de
derniéres générations, pour deux raisons majeures :

e (Cette expérience n’a pas été reproduite (temps de mobilisation du banc de mesure trop
important) ;

e Le diagnostic de tuberculose se fait généralement a partir d’'un échantillon de sécrétions
respiratoires (non stérile, contrairement au sang). Des méthodes de décontamination sont
donc nécessaires pour isoler la mycobactérie et ainsi éviter les faux-positifs*. Ces méthodes,
qui peuvent stresser le micro-organisme (utilisation de soude ou d’acide), n'ont pas été

appliquées dans notre expérience.

"™ EUCAST. Reference Protocol for MIC Determination of Anti-Tuberculous Agents against Isolates of the Mycobacterium

Tuberculosis Complex in Middlebrook 7H9 Broth - 2019. July 4, 2019.
https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _files/Mycobacteria/Methods_in_AMST/Technical_protocol A
MST_MIC_reference_method_190719.pdf.
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Figure A-6 : Potentiels en mV de deux électrodes de polyaniline, pour une culture de Mycobacterium
tuberculosis et pour un négatif, dans 40 mL de milieu BACTEC™ Myco/F Lytic (Becton Dickinson), a

37°Cet 90 rpm.
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VIII.

Production scientifique réalisée pendant ce doctorat

Articles scientifiques

Babin, T.; Dedole, T.; Bouvet, P.; Marcoux, P.; Gougis, M.; Mailley, P. Electrochemical label-free
pathogen identification for bloodstream infections diagnosis: Towards a machine learning based smart
blood culture bottle. Sensors and Actuators B: Chemical 2023, 387, 133748.
https://doi.org/10.1016/j.snb.2023.133748.

Oziat, J.; Cohu, T.; Elsen, S.; Gougis, M.; Malliaras, G. G.; Mailley, P. Electrochemical Detection of Redox
Molecules Secreted by Pseudomonas Aeruginosa — Part 1: Electrochemical Signatures of Different

Strains. Bioelectrochemistry 2021, 140, 107747. https://doi.org/10.1016/].bioelechem.2021.107747.

Oziat, J.; Babin, T.; Gougis, M.; Malliaras, G. G.; Mailley, P. Electrochemical detection of redox
molecules secreted by Pseudomonas aeruginosa — Part 2: Enhanced detection owing to PEDOT:PSS
electrode structuration. 2023.

- En cours de corrections pour publication dans Bioelectrochemistry

Présentations orales lors de conférences nationales et internationales

» 32nd European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID) - Avril 2022,
Lisbonne (Portugal)

> XXVIith International symposium on Bioelectrochemistry and Bioenergetics (BES) - Avril 2022,
Antwerp (Belgique)

» 17°™ Congrés National de la Société Francaise de Microbiologie (SFM) - Octobre 2022, Montpellier
(France)

> XVII®™ Conférence du Groupe Frangais de Bioélectrochimie (GFB) - Septembre 2022, Saint Dié-des-
Vosges (France)

> 5°™ Journée scientifique BactoGre - Février 2023, Grenoble (France)

Brevets déposés

T. Cohu; M. Gougis; P. Marcoux; P. Mailley « Procédé et systeme pour détecter et éventuellement

identifier un micro-organisme contenu dans un échantillon. » FR2114688, déposée le 30/12/2021.
T. Babin; P. Marcoux; P. Mailley; M. Gougis; M Rafie Jirdehi « Dispositif instrumenté employé pour la

détection de présence de micro-organismes dans un échantillon liquide. », FR2208762, déposé le

01/09/2022.
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