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Dans les domaines industriels en relation avec l'eau, l'alimentation, la médecine et la
navigation, l'une des difficultés récurrente est la formation de biofilms (Flemming e a/, 2009;
Plouguerne ez al, 2008). De mani¢re générale, le biofouling (également appelé salissure
biologique) est défini comme étant la croissance et l'agglomération d'organismes vivants sur des
surfaces (Flemming e# 4/, 2009). Sur la base d'études récentes, il est largement reconnu que le
biofouling a des impacts négatifs dans de nombreuses industries et peut parfois leur couter leur
rentabilité (Tuck ez al, 2022). Le biofouling dans le secteur médical implique uniquement la
formation de biofilms microbiens, contrastant avec le biofouling dans les industries marines,
manufacturic¢res et alimentaires, qui implique une combinaison de biofilms, de macrofouling et
d'entartrage (Bixler & Bhushan, 2012). La majorité des encrassements biologiques débutent par la
formation d’un biofilm microbien. Cette colonisation biologique des surfaces entraine un large

éventail d’effets néfastes accompagnés d’importants surcouts dans divers secteurs industriels.

Biofouling dans les industries marines

A l'échelle mondiale, plus de quatre mille espeéces marines ont été associées a
l'encrassement biologique, ce qui constitue une menace sérieuse pour les parcs marins et les
aquacultures (Bressy & Lejars, 2014; Dobretsov e al, 20006). Les salissures biologiques marines
peuvent étre classées en deux catégories : les micro-salissures (qui impliquent l'accumulation de
micro-organismes) et les macro-salissures (définies par l'accumulation de macro-organismes tels
que les invertébrés), qui peuvent également étre divisées en macro-salissures molles et dures
(Kutz, 2018). Selon Abioye ef al. (2019), les bactéries marines sont prédominantes parmi ces
organismes car elles colonisent rapidement les substrats, adherent a une large gamme de surfaces
et produisent de nombreux métabolites aux propriétés antifongiques et antimicrofouling.
Notamment, certaines études ont décrit les micro-organismes impliqués dans le biofouling
comme formant des microcouches, qui initient ensuite l'adhésion de macro-organismes
(macrofouling) (De Carvalho, 2018; Kutz, 2018; Plouguerne ez al, 2008). Les salissures
biologiques marines se présentent sous la forme d'une croissance aquatique d'organismes vivants
sur les structures sous-marines qui, avec le temps, peut causer des contraintes physiques sur les
moteurs des navires, stimuler la biocorrosion des métaux et nuire aux environnements de
mariculture (Bixler & Bhushan, 2012; Bressy & Lejars, 2014). Un biofilm d'un millimetre
d'épaisseur accentue de 80 % la trainée de friction des coques de navires, ce qui provoque une
perte de vitesse globale (Gordon & Mawatari, 1992), augmente la consommation de carburant

(avec émission de gaz a effet de serre) et entraine des cotuts de maintenance élevés.
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De plus, en raison de 'expansion rapide de I'aquaculture, un certain nombre d'épidémies
d’origine microbiennes ont été signalées, entrainant de lourdes pertes économiques. L'aquaculture
est devenue tres sensible aux infections bactériennes en raison de la présence des biofilms
(Pandey & Kumar, 2021). Dans cette industrie, la formation de biofilms est problématique du
départ (avant la récolte) jusqu'a la fin (apres la récolte) des processus (Cai & Arias, 2017). La liste
des pathogenes et des especes touchées, qui représentent aussi un vecteur de transmission pour

I’Homme, comporte plusieurs centaines d’especes (Cai & Arias, 2017).

Biofouling dans les industries alimentaires

Dans l'industrie alimentaire, la formation de biofilms est présente dans les appareils de
traitement et les systémes de tuyauterie. Cela provoque des contaminations fréquentes, des
conditions d'hygiene qui laissent a désirer, la corrosion de I'équipement alimentaire, la
détérioration des aliments, la diminution de la durée de conservation des produits alimentaires et
I'émergence de maladies d'origine alimentaire (Cloete ef al, 2009; Moreira ef al, 2015). Ces
contraintes entrainent a leur tour des complications fonctionnelles et hygiéniques avec des pertes
financic¢res prononcées et des risques pour la santé humaine (Gule ¢f 4/, 2016). La gravité des
maladies peut aller d'une simple gastro-entérite a des complications potentiellement mortelles,

notamment des anomalies hépatiques, méningites et bien d'autres.

Les différents parametres environnementaux favorisent la persistance des biofilms dans
les industries alimentaires, entrainant la détérioration générale des appareils sensibles aux bio-
encrassements (canalisations, réservoirs, outils d'emballage, matériaux de stockage, tubes de
distribution et plaques de pasteurisation) qui sont fabriqués en métaux et alliages (Galie e al,
2018). Soixante pour cent des infections d'origine alimentaire sont dues au transfert de biofilms
des équipements de transformation des aliments aux produits alimentaires transformés (Bridier ez
al., 2015). En outre, ces micro-organismes fixés a la surface ne peuvent pas étre facilement
¢liminés car ils sont trés résistants aux agents antimicrobiens, contribuant a de graves risques
sanitaires (Cloete e al., 2009). Parmi les diverses bactéries qui forment des biofilms, Escherichia coli

a été signalée comme 1'agent pathogene alimentaire le plus tenace (Gule ¢f al.,, 20106).
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Biofouling dans les industries médicales

L'encrassement biologique dans le domaine de la santé peut se produire dans les
dispositifs médicaux, notamment les cathéters, les lentilles de contact, les implants prothétiques,
les implants mammaires, les implants dentaires, les produits de remplissage des tissus et les
biocapteurs. Avec l'augmentation de l'utilisation de ces dispositifs médicaux, le risque d'infections
par biofilm a également augmenté (Del Pozo, 2018). La plupart de ces dispositifs médicaux sont
fabriqués a partir de polymeéres, de céramiques et de matériaux composites, des substrats
favorables pour I'adhésion bactérienne (Khatoon e al, 2018). L'encrassement biologique des
dispositifs implantés débute peu apres l'insertion du dispositif, lorsque les adhésines dérivées de
I'héte forment une couche conditionnelle et attirent les cellules planctoniques afin qu'elles se
fixent a la surface de l'implant. Suite aux étapes de formation du biofilm, la signalisation
bactérienne se produit et la souche persiste (Darouiche, 2004). Les biofilms sur les dispositifs
médicaux peuvent provenir de la peau du patient, du personnel soignant ou du milieu
environnant (LoVetri e al, 2010). Cela peut entrainer divers effets néfastes, notamment des
maladies liées aux implants, un mauvais fonctionnement des dispositifs et le rejet des implants
(Carvalho ez al., 2021). Selon Bixler et Bhushan (2012), environ 45% des infections nosocomiales

sont attribuées a des maladies liées aux implants, avec plus de 5000 déces par an.

Détection et traitement des biofilms microbiens

Pour toutes les raisons citées précédemment, de nombreuses molécules antibiotiques sont
utilisées afin d’éradiquer les biofilms microbiens. Mais la résistance aux antimicrobiens est la
conséquence inévitable de I'utilisation intensive d'antibiotiques. Il s'agit d'un probléme critique, en
particulier dans les milieux aquatiques, en raison du faible nombre de nouveaux composés
disponibles et non toxiques pour I'environnement (Ytreberg e al, 2021). Ce probleme est
d’autant plus pertinent lorsqu'il est associé a des biofilms microbiens, car les micro-organismes
qui se développent dans ces structures présentent une sensibilité réduite aux antibiotiques (Wu e#
al, 2015). Les biofilms sont des communautés denses responsables de la majorité des
colonisations secondaires (microfouling et macrofouling) ainsi que de nombreuses infections
cliniques humaines (Malik ez @/, 2013; Zardus ez al, 2008). En outre, une caractéristique
importante des biofilms est la capacité des micro-organismes a communiquer et collaborer afin
de survivre dans des conditions difficiles. Ce mécanisme de communication intercellulaire peut
contrdler d'importants facteurs de virulence tels que la formation et la maturation des biofilms, la

résistance aux antibiotiques ou l'interaction bactérie-hote (Paluch ef al.,, 2020).
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Les problemes associés aux biofilms bactériens sont a l'origine de la recherche de
méthodologies innovantes impliquant a la fois la collecte d’informations en temps réel et la
détection de la formation des structures microbiologiques complexes des biofilms avec des
caractérisations rapides et précises. Alors que l'imagerie permet d'obtenir des informations
visuelles sur le biofilm (par exemple, en utilisant des colorants pour mettre en évidence des
caractéristiques spécifiques du biofilm) (Schulz & Semmler, 2008), les méthodologies de détection
se concentrent sur la quantification des analytes ou la caractérisation des propriétés du biofilm
(McGrath & Scanaill, 2013). En particulier, les nouveaux dispositifs de détection visent a
surmonter certaines des limites des méthodes d'analyse actuelles qui impliquent généralement une
analyse invasive et destructive. Les capteurs ont été utilisés pour étudier les biofilms sous deux
aspects principaux : (1) la croissance du biofilm (Subramanian e @/, 2020) et (2) la dynamique

d'indicateurs spécifiques dans le biofilm (Saccomano ez al., 2021).

La recherche sur la croissance du biofilm se concentre généralement sur la dynamique de
la formation du biofilm afin d’identifier les étapes de I'assemblage du biofilm, I'objectif étant de
comprendre de quelle maniére le processus de développement du biofilm est affecté par
différents signaux chimiques ou physiques. Un large éventail de dispositifs de détection pour
l'évaluation des biofilms repose sur les capteurs optiques, électrochimiques et mécaniques. En
raison de la nature hétérogeéne de la structure du biofilm, des techniques de détection spécifiques

doivent étre développées.

Obijectif de 1a thése

Dans l'ensemble, les biofilms sont difficiles a éradiquer et le nombre croissant d'infections
par des souches résistantes aux antibiotiques devrait avoir un impact important sur I'avenir des
économies mondiales. De plus, les techniques de détection actuelles sont limitées par de
nombreux aspects, ne permettant pas d’effectuer d’analyses rapides et peu couteuses. Face a ce
besoin de méthode de détection fiable, cette these se concentre sur I’élaboration d’une approche
innovante pour la détection des biofilms des leur stade précoce. Ce manuscrit est structuré en

quatre chapitres.
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o Chapitre I : Etat de I’art
Un état de lart est présenté afin de définir les notions nécessaires a la compréhension de ces
travaux de theése et mettre en avant le cheminement de pensée ayant permis I'identification

des problématiques traitées.

o Chapitre II : Une méthode radiofréquence pour suivre la formation d’un biofilm en
temps réel
Le développement d’'un nouveau capteur a été réalisé afin d’¢étudier les caractéristiques
électriques de deux biofilms bactériens au cours de leur croissance. Dans un premier temps,
la sonde électromagnétique fabriquée a été soumise a une batterie de tests afin de valider son
applicabilité dans I’étude de matériaux biologiques. Ensuite, des simulations informatiques
ont été réalisées afin d’étudier les parametres impactant les mesures du capteur. Enfin, deux
mode¢les bactériens ont été sélectionnés afin de réaliser des suivis de croissance en temps réel

avec cette nouvelle méthode.

o Chapitre III : Elaboration d’un nouveau modele électrochimique
Le suivi du potentiel en circuit ouvert et la spectroscopie d’impédance électrochimique ont
été réalisés afin de suivre la formation d’un biofilm de la bactérie Psexdomonas aernginosa. Ces
techniques basses fréquences ont permis d’élaborer un tout nouveau modcle
électrochimique, spécifique aux conditions employées, permettant d’accroitre notre
compréhension des processus électrochimiques mis en jeu lors de la colonisation d’une

surface par les cellules bactériennes.

o Chapitre IV : Application de la méthode hyperfréquence dans le domaine de la
thérapie phagique
A la suite de ces chapitres, le capteur radiofréquence est capable d’identifier plusieurs phases
dans la dynamique de formation d’un biofilm. Ainsi, le capteur a pu étre employé pour
valider une étude concernant Iactivité lytique d’un bactériophage sur la bactérie P. aeruginosa.
Cette étude a permis de souligner le fort potentiel du capteur radiofréquence en tant que

solution complémentaire pour ’étude de processus biologiques.

22



Références

Bixler, G.D., Bhushan, B., 2012. Biofouling: lessons from nature. Philos. Trans. R. Soc. Math. Phys. Eng. Sci. 370,
2381-2417.

Bressy, C., Lejars, M., 2014. Marine fouling: An overview. J. Ocean Technol. 9, 19-28.

Bridier, A., Sanchez-Vizuete, P., Guilbaud, M., Piard, ].-C., Naitali, M., Briandet, R., 2015. Biofilm-associated
persistence of food-borne pathogens. Food Microbiol. 45, 167-178.

Cai, W., Arias, C.R., 2017. Biofilm formation on aquaculture substrates by selected bacterial fish pathogens. J. Aquat.
Anim. Health 29, 95-104.

Catvalho, F.M., Teixeira-Santos, R., Mergulhio, F.J., Gomes, L.C., 2021. Targeting biofilms in medical devices using
probiotic cells: A systematic review. AIMS Mater. Sci. 8, 501-523.

Cloete, E., Molobela, I., Van Der Merwe, A., Richards, M., 2009. Biofilms in the food and beverage industries: an
introduction, in: Biofilms in the Food and Beverage Industries. Elsevier, pp. 3—41.

Darouiche, R.O., 2004. Treatment of infections associated with surgical implants. N. Engl. J. Med. 350, 1422-1429.

De Carvalho, C.C., 2018. Marine biofilms: a successful microbial strategy with economic implications. Front. Mar.
Sci. 5, 126.

Del Pozo, J.L., 2018. Biofilm-related disease. Expert Rev. Anti Infect. Ther. 16, 51-65.

Dobretsov, S., Dahms, H.-U., Qian, P.-Y., 2006. Inhibition of biofouling by marine microorganisms and their
metabolites. Biofouling 22, 43—54.

Flemming, H.-C., Murthy, P.S., Venkatesan, R., Cooksey, K., 2009. Marine and industrial biofouling. Springer.

Galie, S., Garcia-Gutiérrez, C., Miguélez, E.M., Villar, C.J., Lombd, F., 2018. Biofilms in the food industry: health
aspects and control methods. Front. Microbiol. 9, 898.

Gordon, D.P., Mawatari, S.I., 1992. Atlas of marine-fouling Bryozoa of New-Zealand ports and harbours. Misc.
Publ. N. Z. Oceanogr. Inst.

Gule, N.P., Begum, N.M., Klumperman, B., 2016. Advances in biofouling mitigation: A review. Crit. Rev. Environ.
Sci. Technol. 46, 535-555.

Khatoon, Z., McTiernan, C.D., Suuronen, E.J., Mah, T.-F., Alarcon, E.I., 2018. Bacterial biofilm formation on
implantable devices and approaches to its treatment and prevention. Heliyon 4, e01067.

Kutz, M., 2018. Handbook of environmental degradation of materials. William Andrew.

LoVetri, K., Gawande, P.V., Yakandawala, N., Madhyastha, S., 2010. Biofouling and anti-fouling of medical devices.
Biofouling Types Impact Anti-Fouling 105-128.

Malik, A., Mohammad, Z., Ahmad, J., 2013. The diabetic foot infections: biofilms and antimicrobial resistance.
Diabetes Metab. Syndr. Clin. Res. Rev. 7, 101-107.

McGrath, M.J., Scanaill, C.N., 2013. Sensor technologies: healthcare, wellness, and environmental applications.
Springer Nature.

Moreira, J.M.R., Gomes, L.C., Sim&es, M., Melo, L.F., Mergulhdo, F.J., 2015. The impact of material properties,
nutrient load and shear stress on biofouling in food industries. Food Bioprod. Process. 95, 228—-230.

Paluch, E., Rewak-Soroczyniska, J., Jedrusik, 1., Mazurkiewicz, E., Jermakow, K., 2020. Prevention of biofilm
formation by quorum quenching. Appl. Microbiol. Biotechnol. 104, 1871-1881.

Pandey, P.K., Kumar, V.S., 2021. Biofilm in aquaculture production, in: Advances in Fisheries Biotechnology.
Springer, pp. 401-422.

Plouguerne, E., Hellio, C., Deslandes, E., Veron, B., Stiger-Pouvreau, V., 2008. Anti-microfouling activities in
extracts of two invasive algae: Grateloupia turuturu and Sargassum muticum.

Saccomano, S.C., Jewell, M.P., Cash, K., 2021. A Review of chemosensors and biosensors for monitoring biofilm
dynamics. Sens. Actuators Rep. 3, 100043.

Schulz, R.B., Semmler, W., 2008. Fundamentals of optical imaging. Mol. Imaging I 3-22.

Subramanian, S., Huiszoon, R.C., Chu, S., Bentley, W.E., Ghodssi, R., 2020. Microsystems for biofilm
characterization and sensing—A review. Biofilm 2, 100015.

Tuck, B., Watkin, E., Somers, A., Machuca, L.I.., 2022. A critical review of marine biofilms on metallic materials. Npj
Mater. Degrad. 6, 1-12.

Wu, H., Moser, C., Wang, H.-Z., Hoiby, N., Song, Z.-]., 2015. Strategies for combating bacterial biofilm infections.
Int. J. Oral Sci. 7, 1-7.

Ytreberg, E., Lagerstrom, M., Nou, S., Wiklund, A.-K.E., 2021. Environmental risk assessment of using antifouling
paints on pleasure crafts in European Union waters. J. Environ. Manage. 281, 111846.

Zardus, J.D., Nedved, B.T., Huang, Y., Tran, C., Hadfield, M.G., 2008. Microbial biofilms facilitate adhesion in
biofouling invertebrates. Biol. Bull. 214, 91-98.

23



24



CHAPITRE 1

Etat de Part

. BIOFILMS : UNE STRATEGIE ADAPTATIVE.......ccccctiiiirsuniriissnnensssssnessssssssessssssssssssssssssssssssnsessens 26
1. UN MODE DE VIE TRIDIMENSIONNEL ..ttt teutttteessutteteesureeeessasseeesssureeeesssnsseeessssssseessssmseeessssmsseesssnnsees 26
2. LE MECANISME DE FORMATION DES BIOFILIMIS .. eeeetttuueeseeettrineeeeetennnseeerennnesseeesesnnnnseeesannnsesesesnnnnsaeane 28
3. UNE MATRICE EXTRACELLULAIRE COMPLEXE......ccettttrrrunnruunnnnnnansaeeeeeeeeeeseeeseeeeseenessnnsnnnnnnnnsassaaeseeeeens 30
4. QUORUM SENSING : VERS UN COMPORTEMENT COMMUNAUTAIRE ....eettuuiiaaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeesnnnnnnnnanes 33
Il DE MULTIPLES ENVIRONNEMENTS COLONISES.......ccccccttiiinnmninisssnnninssssnnenssssssnssssssssssssssssnsensans 36
1. LES BIOFILMS EN MILIEU MARIN, PRECURSEURS DU BIOFOULING ...eveeeuurrreessirrereesnirereeessnnneeeesssnsneeessnnnees 36
2. LES BIOFILMS EN SANTE HUMAINE ...oeieiieieieeeitieeitinreeesieei s e e e e s e e e e e e e eeeeteeeeeaaseanssas s ae e s e e e e as 38
3. RENFORCEMENT DE LA RESILIENCE BACTERIENNE PAR LES TRAITEMENTS TRADITIONNELS ...vvvvveeeeevvreeeennnnnes 42
4. DES ALTERNATIVES PROMETTEUSES «..eeeeeeeeeeeteetttettttsttesau e s s aeeeseaeaeeaaeeeeeeeeeensssnssnnnnaaaaaaaaaeeeeeeans 45
4.1. Le quorum quenching : une stratégie effiCace .............ooouuuuueeeeemeeeeiiiiiiiiiieaeeeeeeeeieiiinns 45
4.2. LA PRAGOLRCIAPIE ...ttt ettt a e e e e e e e e e e st aaaaeeeeeeesesnnnes 47
. LES PRINCIPALES METHODES DE DETECTION ET DE MESURE DES BIOFILMS........cccccccceeeecnnnenn. 54
1. METHODES CHIMIQUES, BIOLOGIQUES ET MOLECULAIRES +.veeeiuuvvreeeeserrreesesnseeesesnsseeessssseesssssssneesesnnnees 54
1.1. Mesure de 1a biomaSSe tOLAIE...............uvuveveiiiieeiiiieeciiiiitieee e eeescttee e e e e e e e essssiiaes 54
1.2. Marquage QU CriStAl VIOIET ..............uuuuuuueiieeieeeeeeee ettt ee e e e e e e e e aaaaaaaaaaanans 55
1.3. Imagerie par résonance magnétique NUCIEAIre.................ceueeeeeeeeeeeeiiiivreereaaeeeeeeeeeiiinnns 56
1.4. Hybridation in-Situ €N fIUOr@SCENCE ...........ceeviieeeeeeeeeiieeeeeeeaeeeeeeeeeccaeeeaaaaeeeeeeesesnnnes 57
2. METHODES D’ OBSERVATION MICROSCOPIQUE .....vvtteeeuurireessiueeeeeessusreeeessnseeessssssesessnsseeessssmsseesssnnnees 57
2.1. Microscopie optique
2.2. MICIOSCOPIE RAMQON......cccceeeetieeeeeeieee ettt e e eettee e ettt e e e ettt e e e e e atae e e e s tataaeesaesasaas
2.3. Microscopie confocale a balayage 1aser (CLSM) ............oueeeeeeeeeeeeeeecciiiieiiaaaeeeeeeeeceeanns 59
2.4. Microscope électronique a balayage
3. METHODES ELECTROCHIMIQUES ...ttt eeuttieeessinteeessauttneessansseeesssussseesssnssesesssssseessssssseessssmsneesssnnsees
3.1. Electrode de type ClArK............cceeeeeeeeeeeeeeee ettt a e e e e e e e e e sttt e aaaeeessssssnnnnes
3.2. Potentiel de Circuit OUVEIT (OCP)........cc.uuveeeeiiieeeesieieeeeeciieeeeessiteaeeestaeaeessssesaeessaeaaeas
3.3. Capteur de BiOfilmn ALVIM .............eeeeeeeeeeeee ettt e e e eeeaaeraaaaas
3.4. Spectroscopie d’impédance électroChimiQuE .................cceeeeeececiuvveeeeeiaeeeeeeecicivssrenaanns 64
4. AUTRES METHODES BIOLOGIQUES ...veeeuvvteteesutrreeessureeeessssteeeessnssseessssssseesssnssesessssssseessnsseeessssseeess 67
4.1. Détermination des unités formants de colonies (UFC).........cccccoueveeeevveeeessieiraeecivennann, 67
4.2. Réaction de chaine polymeérase (G-PCR)..........cccueeeueeereeesiiiesiieesieeesieessiieesieeesiee e 67
4.3. Réflectomeétrie des UItrASONS ...........coovuueeiieiiiieeeeee et 68
5. BILAN COMPARATIF DES METHODES
Iv. EMERGENCE DE TECHNIQUES RADIOFREQUENCES. ........ccccocttiressnnennsssnnensssssnnesssssnsasssssnsansans 71
1. PREAMBULE . ....cttttiuitttteeettteeessittee e e ettt eesssabteeessaabtaeessaasbeeeesabbaeesssabbeeeseabbbeeesanssaeeesnasbneeessnnrees 71
2. UTILISATION DES CAPTEURS RADIOFREQUENCES POUR L’ETUDE DES MICRO-ORGANISMES .......ceeeervrreeeennnnnes 72
2.1. Principe général
2.2. Différents capteurs pour la caractérisation des liquides....
V. BILAN BIBLIOGRAPHIQUE........cccitiiimreiiinrnneiiiisnnessssssnsessssssnsessssssnsessssssnsassssssnsesssssansasssssnsansass 77
REFERENCES .....ccotiiiiineiiiiinnneisisssnneesssssssessssssssessssssssessssssssesssssssssssssssssesssssssssassssssnsssssssanssssssssnsssssssansass 78



| - Biofilms : une stratégie adaptative

|. BIOFILMS : UNE STRATEGIE ADAPTATIVE

1. Un mode de vie tridimensionnel

Les biofilms ont été observés pour la premicre fois au XVIly. siecle, mais le terme
« biofilm » n’a été créé qu’en 1987 par J. W. Costerton. Un biofilm est défini comme étant une
communauté structurée de cellules microbiennes adhérentes fixées a une surface au sein d’une
matrice d'exopolysaccharides (Costerton e al, 1999, 1987). Souvent symbiotiques, les biofilms
peuvent se développer sur quasiment toutes les surfaces naturelles, organiques et inorganiques
(Bjarnsholt ez al, 2018). Ce processus s’integre dans le cycle de vie de la plupart des micro-
organismes, évoluant en coopération et produisant des phénotypes différenciés conduisant a des
fonctions spécifiques, parfois en réaction a un stress tel quun changement de température, de

pH, une limitation de nutriments ou encore une réponse du systéme immunitaire.

Le développement des biofilms correspond a 'un des deux modes de comportement des
organismes unicellulaires, l'alternative étant la flottaison libre de type planctonique dans un milieu
liquide. Les biofilms microbiens constituent un mode de vie communautaire fixe, permettant aux
micro-organismes de coloniser des niches écologiques tres diverses (Flemming e al, 2021).
Souvent observés dans les milieux aqueux ou exposés a I'humidité, comme illustré en figure 1, ils
peuvent également se développer sur n'importe quel type de surface immergée, naturelle ou
artificielle, minérale (figure 1a) ou organique (figure 1b), industrielle (canalisations, coques des
navires) ou médicale (prothéses, cathéters). Ils influencent profondément la santé humaine en
participant a de nombreux cycles écologiques bénéfiques ou a des applications biotechnologiques,

mais aussi a des infections chroniques ou a des processus de biocorrosion.

WS

Figure 1: a - Photographie d'un biofilm de diatomées sur une roche ; b - Saumon atlantique, nécrose du
pédoncule caudal provoquée par un biofilm de Tenacibaculum dicentrarchi
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Ce type de développement est possible grace a la production d’une matrice extracellulaire,
qui décrit un panel complexe de molécules chimiquement diverses jouant des roles variés dans le
l'architecture et les fonctions du biofilm (Karygianni ez a/, 2020). La composition dépend
fortement de la diversité des micro-organismes et des conditions environnementales
(Guillonneau ef al., 2018; Wickramasinghe e a/., 2020). Comme le montre la figure 2, les cellules
participent fortement a la formation et a la plasticité de l'organisation spatiale du biofilm, se
traduisant par une grande diversité d'architectures (Bridier ez a/, 2010; Kowalski ez al., 2020). Les
biofilms de Enterococcus faecalis et Escherichia coli ont en général une architecture sous forme d’amas
cellulaires. Les biofilms de Pseudomonas aernginosa dressent quant a eux une architecture sous forme

d’amas contre une structure plus filamenteuse pour Salmonella enterica (Uruén et al., 2020).

S. enterica E. coli P. aeruginosa S. aureus E. faecalis

Figure 2 : Architecture variable des biofilms. Les biofilms de cinq espéces (Salmonella enterica, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) ont été formés dans des conditions
statiques sur des surfaces abiotiques pendant 24 h et ont été colorés avec le biomarqueur Syto9®, un marqueur d'acide
nucléique fluorescent vert (adapté de Uruén er al., 2020).

Le terme biofilm a récemment été controversé, car il évoque une forme « plane » et ne
reflete pas suffisamment P'architecture complexe a 'origine des propriétés du biofilm (Flemming
et al., 2021). La production de la matrice polymérique extracellulaire et l'expansion en trois
dimensions du biofilm conduisent en effet a une hétérogénéité des phénotypes due a des
gradients chimiques au sein de la structure. Cette hétérogénéité est considérée comme une
caractéristique des biofilms et son étude est essentielle afin de comprendre la manifestation de
propriétés fonctionnelles spécifiques (Beloin & McDougald, 2021). Les interactions écologiques
entre les especes jouent également un role majeur dans la construction structurelle des biofilms.
L'organisation dimensionnelle entre les espéces au sein du biofilm dépend a la fois des
interactions locales, de la physiologie spécifique des espéces et des conditions environnementales.
En outre, certaines études ont récemment souligné que la diversité génétique des espéces peut
conduire a I'évolution du comportement global, affectant réciproquement l'architecture du

biofilm (Arjes e al, 2021; France e# al., 2019).
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2. Le mécanisme de formation des biofilms

Diverses forces, tant attractives que répulsives, entrent en jeu lorsque les cellules
bactériennes abordent une surface. A moins de 20 nm de celle-ci, les charges négatives de la paroi
bactérienne sont repoussées par les charges négatives de la plupart des surfaces (Palmer e al,
2007). Cette répulsion peut toutefois étre surmontée par l'utilisation de fimbriae et de flagelles
pour assurer une fixation mécanique a la surface (Palmer e# a/, 2007). La croissance du biofilm
s’effectue via une série d'événements physiques, chimiques et biologiques qui se déroulent en

plusieurs étapes (figure 3).
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Figure 3 : Cycle de formation d'un biofilm

L'étape d'attachement peut étre classée en deux catégories : attachement initial réversible
et attachement irréversible (Renner & Weibel, 2011). Lors de l'attachement initial, les flagelles
sont essentiels aux interactions entre les cellules et la surface. Cependant, si le substrat n’est pas
optimal pour I'adhésion, les organismes peuvent se détacher (Hou ez 4/, 2018). En général, les
matériaux hydrophobes et les surfaces rugueuses sont plus favorables a 'adhésion microbienne
que les matériaux hydrophiles et lisses (Donlan, 2002). Les micro-organismes adhérent a ces
surfaces qui sont ensuite modifiées pour développer une charge de surface (Subhadra ez a/, 2018)
qui aide a attirer et a faire adhérer les micro-organismes. La formation des biofilms est
généralement divisée en quatre étapes distinctes : (1) transport des bactéries vers la surface d'un
substrat, (2) adhésion réversible des bactéries a la surface d'un substrat, (3) transition de
l'adhésion réversible a I'adhésion irréversible des bactéries, (4) propriétés émergentes associées a
la formation du biofilm (par exemple la production de substances polymériques extracellulaires

ou lapparition de gradients localisés en nutriments et oxygene) (Flemming ez al, 2010).
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L'implication de la physico-chimie dans la formation des biofilms a longtemps été considérée
comme limitée aux étapes initiales, y compris le transport de masse et l'adhésion réversible. Des
mode¢les de transport de masse ont été proposés en supposant que les bactéries étaient similaires
a des particules colloidales inertes et ont été validés ou invalidés dans divers systemes de
déplacement d'écoulement (Li ef al, 2011; Moreira et al, 2014). Cependant, la diversité des
bactéries et la complexité des surfaces cellulaires bactériennes ont empéché le développement
d'un modele physico-chimique généralisé pour I'adhésion des bactéries aux surfaces qui reste a ce

jour dépendante de I'espece étudiée.

Pour les pathogenes humains Staphyloccocus epidermidis et S. anreus, 1'étape initiale de la
formation d'un biofilm est l'attachement a des protéines de la matrice humaine, telles que la
fibronectine, le fibrinogene, la vitronectine, etc. (Otto, 2008). O"Toole et Kolter ont démontré
que les mutants déficients en flagelles de P. aeruginosa ne pouvaient pas adhérer sur les surfaces et
former de micro-colonies (O’Toole & Kolter, 1998). La capacité de motilité des cellules
bactériennes est donc un élément clé de la premicre étape d’adhésion réversible. Les flagelles se

détachent lorsque les cellules se fixent de facon définitive et deviennent matures pour former le

biofilm.

La production de substances polymériques extracellulaires (EPS) sous forme de matrice
débute lorsque la densité cellulaire et I'adhésion sont suffisamment fortes et les premiéres micro-
colonies font leur apparition (figure 3). Ce phénomene est le résultat de I'expression de plusieurs
genes qui sont responsables de la production de protéines de surface comme les porines (Cohen,
2014) via un processus de communication appelé le quorum sensing (QS) qui sera décrit en détail
dans la partie 4 de cette section. Les porines aident au transport des polysaccharides qui sont
utilisés dans la formation de la couche d'EPS. La matrice I’EPS de P. aeruginosa a été bien étudiée,
en raison du role que les biofilms de P. aernginosa jouent dans de nombreuses infections (Lanter e7
al., 2014; Heiby et al., 2017). Une fois que la premiere couche du biofilm est établie, des cellules
de la méme espece ou d'autres especes peuvent coloniser le biofilm qui se développe a partir
d'une couche mince jusqu'a former une structure tridimensionnelle. Dans un biofilm mature, les
bactéries se répartissent en fonction de leur métabolisme et de leur tolérance a l'air. Ainsi, elles
occupent des niches écologiques différentes au sein du biofilm. Par exemple, des bactéries
peuvent adopter un métabolisme anaérobie en raison de la formation d’un gradient d’oxygene au

sein du biofilm.
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Les micro-organismes des communautés du biofilm sont capables de communiquer entre
eux et assurent des fonctions spécialisées. Les cellules sont regroupées en communautés tres
diverses, dont chacune est responsable d'une tache particulicre (Rasamiravaka es al, 2015).
L'activit¢é métabolique du biofilm évolue avec le changement de l'environnement proche. Au
cours de la phase initiale du développement du biofilm, l'activité métabolique est élevée puis
diminue progressivement au fur et a mesure de sa maturation (Rathsam ez a/, 2005). Lorsque la
population microbienne augmente, des canaux de diffusion complexes sont utilisés pour
acheminer les nutriments, l'oxygene et les autres éléments nécessaires a la croissance des cellules.
Les déchets métaboliques et les débris sont transportés par ces canaux. En fonction des
changements environnementaux du biofilm, les activités métaboliques des cellules sont
modifiées. Les micro-organismes formant un biofilm ont tendance a inclure de I'ADN étranger,
ce qui peut finalement entrainer l'expression de protéines exogenes (Qayyum ef al, 2016). Au fur
et a mesure de la maturation du biofilm, les cellules piégées sécretent dans le biofilm davantage de
molécules, tels que des protéines, de 'ADN, différents polysaccharides, etc. La maturation du
biofilm est suivie de I'étape de dispersion, qui est également critique pour le cycle de vie du
biofilm. Lors de cette phase, des cellules du biofilm peuvent reprendre leurs formes mobiles
antérieures et quitter la structure. Les biofilms se dispersent en raison de plusieurs facteurs, tels
que le manque de nutriments, une compétition intense, une population trop nombreuse, etc. La
dispersion peut se produire dans I'ensemble du biofilm ou seulement dans une partie de celui-ci.
La libération des cellules planctoniques favorise l'initiation de nouveaux biofilms sur d'autres sites

pour déclencher un nouveau cycle.

3. Une matrice extracellulaire complexe

La matrice extracellulaire est un composant complexe et extrémement important de tous
les biofilms. Elle offre une structure architecturale et une stabilité mécanique a la population
associ¢e. Un biofilm est principalement composé d'eau (Hou ef al, 2018), les valeurs de la
littérature oscillent autour de 95% pour des biofilms bactériens classiques. Elle peut étre présente
dans les capsules des cellules microbiennes ou exister en tant que solvant dont les propriétés
physiques, comme la viscosité, dépendent les solutés qui y sont dissouts. La liaison et la mobilité
de I'eau au sein de la matrice du biofilm font partie intégrante des processus de diffusion qui ont
lieu dans le biofilm. Outre 'eau et les cellules microbiennes, la matrice du biofilm est un
complexe de polymeres sécrétés, de nutriments et de métabolites absorbés, de produits issus de la
lyse cellulaire et méme de maticres particulaires et de détritus provenant du milieu environnant

immédiat (Neu & Lawrence, 2014a; Wickramasinghe ez a/., 2020).
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Le tableau 1 récapitule les proportions des principaux composants des biofilms, dont les
gammes de pourcentages sont exprimées afin de refléter au mieux les valeurs rencontrées dans la
littérature. Ainsi, toutes les principales classes de macromolécules, telles que les protéines,
polysaccharides et les différents acides nucléiques, peuvent étre présentes en plus des lipides, des
phospholipides et d'autres composants cellulaires. Toutes les molécules peuvent tout de méme
représenter plus de 3% de la totalité du biofilm. La quantité de matériel cellulaire a l'intérieur d'un
biofilm peut elle-méme varier considérablement. Les valeurs pour le carbone organique total
suggerent que le matériel cellulaire pourrait représenter environ 3 a 5 % du biofilm mais cette
valeur peut parfois atteindre les 15% dans des conditions de croissance bien particulicres, le reste

¢tant de nature extracellulaire (Hou ez 4/, 2018; Kassinger & Van Hoek, 2020).

Tableau 1: Proportion des composants d'une matrice de biofilm type

Composant Pourcentage moyen
Eau 90 -95 %

Cellules microbiennes 3-5%
Polysaccharides 2-5%

Protéines et enzymes Moins de 1 %
Matériel génétique Moins de 1 %
Nutriments Moins de 1 %
Particules et débris microbiens Moins de 1 %

Les EPS sont synthétisés de fagon extracellulaire ou intracellulaire (puis sécrétés dans le
milieu extérieur) (Sun & Zhang, 2021). Ils servent de structure de base pour I'adhésion d'autres
glucides, protéines, acides nucléiques et lipides. Les composants, les structures et les propriétés
des EPS différent selon leurs natures. Nelson (2013) a analysé les compositions et les liaisons de
la matrice EPS des biofilms de E. faecalis, S. aurens, Klebsiella pnenmoniae, Acinetobacter baumannii et P.
aeruginosa. Le mannose, le galactose et le glucose sont les glucides les plus abondants, suivis par la
N-acétyl-glucosamine, 'acide galacturonique, l'arabinose, le fucose, le thamnose et le xylose. La
plupart des EPS ne sont pas spécifiques du biofilm, mais leur production augmente a la suite
d'une réponse au stress, comme la production d'acide colanique chez E. cw/i (Wang et al., 2020) et
la synthese d'alginate chez P. aeruginosa (Pournajaf et al., 2018). La composition des biofilm de P.
aeruginosa est tres étudiée, car cette bactérie est associée a de nombreuses infections chroniques

chez P’homme et est capable de se développer dans des conditions tres variées.

Parmi les exopolysaccharides associés aux biofilms de P. aeruginosa, le Pel (Friedman &
Kolter, 2004), le Psl (Heredia-Ponce e# al., 2020; Jackson et al, 2004) et les alginates (Pournajaf ez

al.,, 2018) sont les plus étudiés. L'alginate protege les cellules de P. aeruginosa des antibiotiques tels
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que la ciprofloxacine, la gentamicine et la ceftazidime (Pokharel ef a/, 2019), et il supprime la
réponse immunitaire de I'hote (Sweere e al, 2020). Le Psl et le Pel sont également deux
exopolysaccharides majeurs de la matrice du biofilm et sont présents en quantité importante. Le
polysaccharide Psl, composé d'un motif répétitif constitué de D-mannose, L-rhamnose et D-
glucose, favorise le processus initial d'attachement a la surface. Les génes Pel sont responsables
de la formation d'exopolysaccharides riches en glucose dans la souche PA14 (Friedman & Kolter,
2004) et les genes Psl sont impliqués dans la formation d'exopolysaccharides riches en mannose
dans la souche PAO1 (Jackson e al, 2004). Une souche PAO1 déficiente en Psl peut encore

former un biofilm mature en régulant a la hausse les genes Pel (Colvin ez al, 2012).

Plusieurs méthodes sont développées pour étudier la composition de la matrice du
biofilm, mais toutes ne sont pas couronnées de succes. Par exemple, des lectines marquées par
fluorescence ont été utilisées par Johnsen ef a/. (2000) comme méthode non invasive pour
localiser les polymeres contenant des hydrates de carbone au sein des biofilms. Cependant, la
liaison des lectines n'était pas nécessairement une preuve de la présence de cibles spécifiques dans
les biofilms. Elles se liaient également de maniére non spécifique ou adhéraient a d'autres
composants présents dans la matrice du biofilm. Néanmoins, l'identification des types de cellules
spécifiques au sein de la matrice par 'expression de la protéine fluorescente verte (GFP) et de ses
variantes s'est avérée tres utile (Deng & Zhu, 2017) notamment dans le domaine de la
microscopie confocale a balayage laser (CLSM). Cette méthode a apporté de nouvelles
informations sur la complexité structurelle des biofilms et a confirmé leur hétérogénéité¢ (Moller ef

al., 1998; Reichhardt & Parsek, 2019).

Les conclusions de ces études s’accordent toutes sur le fait que les biofilms comprennent
des agrégats de cellules microbiennes au sein d'une matrice d'EPS et que des zones vides et des
canaux interstitiels séparent les microcolonies. Les études indiquent que I'EPS n'est pas nécessaite
pour l'attachement initial des cellules microbiennes aux surfaces et quil est sécrété uniquement
lorsqu’une certaine densité cellulaire est atteinte (Flemming & Wingender, 2001; Pen ¢ 4/, 2015),
mais la production d'EPS est essentielle pour le développement de I'architecture de toute matrice
de biofilm (Czaczyk & Myszka, 2007; Desmond ez al., 2018). Les molécules d'EPS fournissent le
cadre dans lequel les cellules microbiennes sont insérées. La synthese des EPS se poursuit apres la
fixation des cellules et ils constituent une source de nutriments pour certaines des cellules.
Lorsqu'elles sont associées a des sondes moléculaires, la distribution des especes microbiennes
individuelles au sein de la matrice peut étre tracée (Moller e al, 1998) et il est possible de
distinguer les différents EPS au sein des biofilms mixtes a I'aide de marqueurs spécifiques de

certains suctres.

32



| - Biofilms : une stratégie adaptative

4. Quorum sensing : vers un comportement communautaire

Au sein de la communauté du biofilm, les bactéries communiquent entre elles en utilisant
des molécules de signalisation chimique en fonction de la densité de la population, dans un
processus appelé quorum sensing  (QS) (Waters & Bassler, 2005). La communication
intercellulaire par QS implique la production, la libération, la détection et la réponse a de petites
molécules appelées autoinducteurs (AI). Ces molécules diffusibles induisent 'expression de
certains genes en fonction de leur concentration qui refléte la densité bactérienne. Au cours de
leur croissance, les bactéries produisent les Al qui activent le QS lorsque leur concentration
atteint un seuil. Une grande variété de molécules de signalisation QS est connue chez les bactéries
Gram-positives et Gram-négatives (Kalia ef al, 2014 ; Laj et al., 2022 ; Li & Tian, 2012 ; Whiteley
et al., 2017). Un modele généralisé englobant les composants utilisés dans le processus du QS des

bactéries Gram-positives est présenté en figure 4. Deux types d'Al sont principalement présents :

> La premiere catégorie d’Al est représentée par les oligopeptides, principalement utilisés par les
bactéries a Gram positif, dans la section A de la figure 4. Ce sont des macromolécules
composées de chaines peptidiques linéaires et/ou cycliques. Dans la figure 4A;, un peptide
précurseur spécifique (grande barre bleue) est produit. Le peptide précurseur est modifié et un
complexe exportateur sécrete l'oligopeptide autoinducteur mature (losanges bleus). L'Al
oligopeptidique s'accumule au fur et a mesure de la croissance des cellules. Lorsque la densité
cellulaire est élevée, dans la figure 4A, I'Al est détecté par une protéine régulatrice. Le
régulateur de réponse se lie aux promoteurs de cibles spécifiques pour moduler I'expression
des genes régulés par le quorum sensing. « P » indique que le mécanisme de transduction du

signal se fait par transfert de phosphate entre les éléments régulateurs.

» Les N-acyl-homosérine lactones (AHL) sont principalement utilisées par les bactéries a Gram
négatif, leur structure de base comporte une chaine carbonée dont la nature peut varier en
fonction des voies de biosynthése empruntées, et d’une fonction amide conjuguée avec une y-
lactone appelée homosérine lactone en bout de chaine. I.a figure 5 regroupe quelques
exemples de molécules couramment rencontrées. Deux protéines régulatrices controlent le
quorum sensing chez la plupart des bactéries a Gram négatif. Les protéines de type LuxI que
I'on retrouve dans la figure 4B1., sont des Al-synthases et catalysent la formation de molécules
d'AHL qui traversent librement la membrane et s'accumulent a une densité cellulaire élevée
(figure 4B+). Lorsque la concentration d'AHL dépasse un seuil critique, les protéines de type
LuxR se lient a leurs homologues et les complexes LuxR-Al se lient a leur tour aux

promoteurs des genes cibles et activent la transcription (figure 4B) (Wang ez al., 2021).
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Figure 4 : Fonctionnement simplifi¢ du quorum sensing chez les bactéries a Gram négatif et positif
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Figure 5 : Structure générale de la molécule de N-acyl-homosérine lactone accompagnée de quelques
exemples de structures rencontrées chez des bactéries a Gram négatif.

De maniéere générale, ces sighaux entrainent un large éventail d'effets sur la génétique et la
physiologie bactériennes (Kalia ez a/., 2014). Ces effets se manifestent sous la forme d'altérations
des profils d'expression génétique et conduisent a la génération de phénotypes connus pour leur
role dans le développement des biofilms, la motilité et la virulence des agents pathogenes (Kalia,
2014; Koul ez al, 2016). Plusieurs facteurs environnementaux, tels que le pH, la nutrition et les
débits de signaux, controlent le fonctionnement du QS dans les biofilms (Passos da Silva ez af,
2017). Le QS fonctionne par un mécanisme de transmission ou les molécules de signalisation se
lient a leurs récepteurs sur les cellules microbiennes réceptrices et activent l'expression de
plusieurs genes, y compris les genes responsables de la synthese de ces molécules (Rutherford &
Bassler, 2012). Le QS n'est pas limité aux bactéries, il a été identifié chez des communautés
microbiennes eucaryotes et récemment chez certains virus (Whiteley ¢z a/., 2017). Les mécanismes
du QS sont largement étudiés chez les bactéries pathogenes, notamment S. awreus, Bacillus cereus, P.

aernginosa et Vibrio cholerae.
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[I. DE MULTIPLES ENVIRONNEMENTS COLONISES

1. Les biofilms en milieu marin, précurseurs du biofouling

Les biofilms microbiens constituent des substrats préférentiels pour la colonisation et
l'installation des spores et des larves d'organismes supérieurs, et favorisent l'apparition du
biofouling. Quelques exemples d’organismes envahisseurs sont représentés figure 6 : diatomées,
bactéries, spores et larves (Hellio & Yebra, 2009). Les communautés microbiennes qui se fixent
initialement aux surfaces sont des déclencheurs importants des processus de biofouling (Salta e#
al., 2013). Les biofilms eux-mémes jouent un réle important dans la biocorrosion des surfaces
immergées dans l'eau de mer (Dang e a/, 2011). Le biofouling est considéré comme 1l'un des
problémes les plus importants auxquels est confrontée la technologie marine (Salta ez al., 2013;
Yebra ¢f al., 2004). L'un des principaux impacts économiques du biofouling sur les infrastructures
marines est la perte d'intégrité structurelle et de performance causée par l'augmentation du poids
et de I'épaisseur/rugosité des dispositifs et des composants ainsi que 1'obstruction des capteurs
des diverses sondes immergées (optiques, électrochimiques, etc.). Les salissures marines ont
également un impact non négligeable sur notre empreinte carbone en augmentant la quantité de

gaz a effets de serre émis par les navires du globe.

Figure 6 : Organismes envahissants comprenant des diatomées (photos en haut a gauche), des bactéries (en
bas a gauche), des zoospores d' Ulva sp. (en bas a droite) et une larve d’ Amphibalanus amphitrite (en haut a droite)
(adapté de Hellio & Yebra, 2009).
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Le biofouling est un processus complexe qui implique la colonisation par des organismes
du microfouling, tels que des virus, des bactéries, des cyanobactéries, des champignons, des
protozoaires et des microalgues, et par des organismes supérieurs du macrofouling
(macroinvertébrés et macroalgues) (Ferrario e al, 2020). Le processus de colonisation est
généralement décrit comme une succession de quatre étapes principales (Bannister e a/, 2019;

Ferrario et al., 2020; Lacoste & Gaertner-Mazouni, 2015) :

» Dans les premiéres minutes a2 quelques heures suivant l'immersion, les substrats sont
soumis a un conditionnement biochimique, provoqué par ladsorption de matiéres

organiques et des polysaccharides naturellement dissouts dans I'eau de mer.

» En quelques heures, des assemblages d'organismes unicellulaires qui sécretent des
substances polymériques extracellulaires adherent aux substrats. Ces biofilms microbiens

facilitent l'installation des macro-organismes.

» En l'espace de quelques jours a quelques semaines (selon les saisons et zones
géographiques), des colonisateurs secondaires se développent et recouvrent les premiers
biofilms. Au fur et 2 mesure de leur croissance et de leur vieillissement, ces structures

fournissent des microhabitats qui attirent d'autres especes.

> En quelques semaines ou quelques mois, les substrats sont encrassés par des
colonisateurs tertiaires. Les communautés atteignent leur maturité en quelques années, ce

qui s'accompagne d'une augmentation de la diversité et de la richesse des espéces.

Bien que ce modéle classique puisse représenter les principaux schémas de
développement du biofouling, il simplifie le processus de colonisation en impliquant une causalité
d'un stade a l'autre. Il est désormais largement admis que la colonisation suit un modele plus
dynamique et probabiliste, dans lequel l'absence d'un stade n'empéche pas 'apparition d'un autre
stade. Par exemple, certaines espéces de balanes et de bryozoaires peuvent s'installer sur un
substrat sans la présence d'un biofilm de conditionnement (Bazaka e7 al., 2012; Caruso, 2020). La
colonisation dépend donc fortement du type et du nombre d'organismes, dont l'installation est

indépendante les uns des autres (Mora-Goémez ef al., 2016).
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2. Les biofilms en santé humaine

Les biofilms sont présents naturellement au sein du corps humain. La plupart d’entre eux
ont d’ailleurs un réle positif sur les fonctions de nos organes et sont essentiels a la santé humaine.
Néanmoins, les conditions physico-chimiques rencontrées dans le corps humain sont tres
favorables a la colonisation de micro-organismes externes. Habituellement éliminés par le
systéme immunitaire, leur présence sous forme de biofilm peut engendrer des maladies parfois
difficiles a traiter (Hall ez a/, 2014). Selon I'Institut National de la Santé, plus de 80 % de toutes
les infections microbiennes ont un lien avec les biofilms (Jamal ez a/, 2018). Ces types d'infections
sont difficiles a diagnostiquer et a traiter. Dans cette partie, la littérature scientifique a été passée
en revue sut un certain nombre de maladies dans les différents systémes de l'organisme liées aux
biofilms (Tableau 2). L'accent est mis sur les zones les plus touchées ou les pathologies répandues

et ou les recherches se sont spécifiquement focalisées sur la présence d'un biofilm.
Epiderme

La plupart des plaies qui contiennent des micro-organismes guérissent rapidement grace a
la réponse du systeme immunitaire face aux pathogenes externes. Cependant, il arrive que les
plaies chroniques et aigués soient susceptibles d'étre infectées en raison de la perte de la fonction
de barricre innée de la peau (Percival ef al, 2012). Elles peuvent étre colonisées par plusieurs
especes bactériennes différentes, S. aurens étant le plus souvent isolé (Brackman ef a/, 2013). Les
bactéries aérobies, comme S. aureus, S. epidermidis et P. aeruginosa, se trouvent souvent a la surface
de I’épiderme, tandis que les especes anaérobies prédominent dans les tissus plus profonds (James

et al., 2008).
Systéme auditif interne

Parmi les différentes pathologies du systeme auditif, I'otite est I'une des pathologies les
plus fréquemment rencontrées. La bactérie couramment rencontrée dans la colonisation du
pharynx associé aux otites est Haemophilus influenzae (Faden ef al, 1997). D’autres études ont
apporté des preuves que les bactéries faisaient partie de la pathogenése notamment par la réaction
en chalne par polymérase (PCR) qui a permis de mettre en évidence de I'ADN bactérien en
l'absence de cultutes positives (Ngo ez al, 2016; Sawada ef al., 2019). Des recherches ultérieures
ont permis de découvrir la présence de biofilms dans 'oreille, tant chez I'homme que chez les

mode¢les animaux.
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Systéme digestif

Les organes intestinaux contiennent une diversité bactérienne trés dense. Les micro-
organismes externes qui résistent, entre autres, a la barriére stomacale peuvent perturber la flore
intestinale et provoquer des pathologies de gravité diverses. Les plus étudiées sont les colites
ulcéreuses et maladie de Crohn qui se caractérisent par une inflammation chronique du tube
digestif. Ces maladies ont été associées a l'apparition de biofilms adhérant a I'épithélium intestinal,
essentiellement dominés par B. fragi/is (Swidsinski ez al, 2005) et Enterobacteriaceae Spp. (Swidsinski

¢t al., 2009), qui entrainent la stimulation d'une réponse inflammatoire (Swidsinski ez af, 2009).
Systéme respiratoire

La mucoviscidose est certainement la pathologie la plus étudiée dans la littérature
médicale. Elle entraine la formation de mucus épais dans les poumons qui bloque les voies
respiratoires et rend la respiration difficile pour les patients (Hoiby ez @/, 2017). Quatre-vingt pour
cent des patients atteints de mucoviscidose sont infectés de maniere chronique par P. aeruginosa.
Le traitement antibiotique soulage souvent les symptomes de l'infection mais les biofilms de P.
aeruginosa agissent comme des réservoirs pour la récurrence de la maladie et la protéege des
biocides (Brindhadevi ez 4/, 2020). De plus, les composants des biofilms, tels que I'alginate,
principal polysaccharide de la matrice de P. aeruginosa, sont des facteurs de virulence. Il peut, par

exemple, provoquer des Iésions pulmonaires (Al Ahmar, 2019).

De maniere générale, I'un des principaux obstacles au traitement des infections liées aux
biofilms est l'inefficacité des antibiotiques existants en raison des couches protectrices construites
par les cellules du biofilm. La pénétration des antibiotiques est donc limitée, de sorte que la
communauté de cellules sédentaires persiste méme en présence d'antibiotiques efficaces contre
leurs homologues mobiles. La dispersion des biofilms matures peut nécessiter avant tout la
perturbation de la matrice EPS. Les composants de la matrice EPS tels que 1'alginate, Pel et Psl
dans les biofilms de P. aeruginosa pourraient donc étre des cibles essentielles dans la perturbation
de la structure du biofilm. Les cellules étant exposées, le composé médicamenteux peut alors
présenter une activité bactéricide ou agir en dispersant les cellules. D'autre part, la formation de
nouveaux biofilms pourrait étre inhibée en empéchant les processus initiaux comme

I'attachement des cellules aux surfaces.
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Tableau 2 : Maladies associées aux biofilms dans différents systémes corporels et leurs organes affectés.

Systeme Organes affectés Maladies Bactéries associées Références
Auditif Tympan Otite H. influenzae (Faden ez al., 1997)
Arteres Sclérose artérielle Psendomonas spp. (Lanter e/ al., 2014)
Cardiovasculaire
Valves cardiaques Endocatrdite infectieuse Staplylococcas Spp. (Costerton ¢ al., 1999)
Enterococcus spp.
Glandes salivaires Sialolithase Streptococeus spp. (Perez-Tanoira et al., 2019)
Vésicule biliaire F{evre t}.?Ph.Olde’ infections S. enterica (Crum, 2003)
L hépatobiliaires
Digestif
Enterobacteriaceae spp. (Swidsinski ez af., 2009)
Intestins Inflammation de l'intestin Bacteroides fragilis (Swidsinski ez al, 2005)
E. coli (Martin e al., 2004)
EZZ%ZZ’:;ZM Spp- (Petcival et al., 2012)
Epidermique Peau et tissu sous-jacent Infection des plaies 02447 SPp- (Brackman ez al., 2013)
Clostridinm spp.
. (James ef al., 2008)
P. aeruginosa
Paroi vaginale Vaginose bactérienne Gardnerella vaginalis (Machado ef al., 2016)
Protens spp. L
Staphylococcns spp. (ClClI’.lC]_h et al., 2009)
; : (Fertis et al., 2017)
. (o E. faecalis
Reproductif Utérus Endométriose E roli
cproductt o (Moteno & Franasiak, 2017)
G. vaginalis (Mitchell ez af,, 2015)
P. aeruginosa
Glande mammaires Mastite ;E Zl;;m (Hensen e al., 2000)
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Tableau 2 : Suite

Cavité nasal Rhviosinusit S. anreus (Maina ez al., 2018)
Vite nasate YHOSIIUSIEE 8. pneumoniae (Kadioglu et al., 2008)
Gorge, pharynx et larynx Pharyngite, Laryngite itrepiowwm PP (E Zautner, 2012)
Respiratoire . aurens
P. aeruginosa
Poumons Mucoviscidose H. influenzae (Hoiby et al., 2017)
S. anreus
Kilebsiella spp.
E. coli
Prostate Prostatite bactérienne Proteus mirabilis (Yogn et al, 2012)
P . (Weidner ez al, 1991)
Urinaire - aernginosa
E. faecalis
. . . E. coli
Vessie Infections urinaires (Rosen et al., 2007)
S. anrens
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3. Renforcement de la résilience bactérienne par les traitements

traditionnels

L'émergence et la propagation de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries
constituent les problemes de santé et écologiques les plus importants au niveau mondial (Cepas e/
al, 2019; Zhang et al, 2018). La résistance aux antibiotiques est l'une des conséquences des
biofilms bactériens qui contribuent aux infections chroniques (Cepas ef al, 2019). Il a été prouvé
que la formation de biofilms est un moyen pour une bactérie de résister aux influences
environnementales hostiles telles que les antibiotiques et les agents antimicrobiens (Hoiby ef 4,
2010; Navon-Venezia ¢f al, 2017). Le biofilm est récalcitrant a l'antibiothérapie et constitue une
cause majeure d'infections persistantes et récurrentes par des pathogenes cliniquement importants
dans le monde entier (Verderosa ez al., 2019). En effet, la formation de biofilms et la position des
cellules bactériennes dans une matrice complexe peuvent renforcer la résistance aux
antimicrobiens et aux agents stérilisants, ce qui rend ces organismes difficiles a éradiquer et a
controler (Khatoon ef al, 2018; Lajhar et al, 2018). La matrice ’EPS protege les bactéries des
antibiotiques, évitant la pénétration des médicaments a des concentrations bactéricides (Pinto ez

al, 2020).

De plus, les surfaces immergées telles que les coques de navire, les jetées et les
plateformes marines sont constamment exposées a I'environnement marin et doivent donc étre
protégées contre la colonisation microbienne initiant l'apparition de salissures marines.
L'écosysteme marin peut étre considéré comme un grand réservoir de bactéries résistantes aux
antibiotiques, principalement acquis par la contamination d'origine humaine des eaux. Bien que la
surveillance des écosystemes marins augmente chaque année, les solutions apportées contre la
résilience microbienne font largement défaut. L'une des principales raisons de cette lacune est
certainement due aux exigences de croissance spécifiques des micro-organismes et au manque de
méthodes de tests de sensibilité aux antimicrobiens et de criteres d'interprétation standardisés.
Par conséquent, les méthodes moléculaires telles que la réaction en chaine par polymérase (PCR),
le séquencage du génome des bactéries isolées ou les approches métagénomiques sont

aujourd'hui privilégiées.
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Dans les environnements immergés, les processus d'encrassement biologique débutent
par la formation d'un biofilm, puis l'installation d'autres organismes sessiles (Salta ez a/, 2013).
Afin de retarder ou d'inhiber la formation de biofilms et d’éviter l'utilisation d’antibiotiques
généralisée, les surfaces sont maintenant traitées avec des peintures contenant des substances
toxiques telles que le cuivre, le zinc, le plomb ou d'autres biocides. Ces composés sont tres
efficaces pour le contréle du biofouling, mais leur mode d'action est basé sur la toxicité
(Soroldoni et al, 2017). C'est pourquoi il est actuellement important de développer des solutions
respectucuses de l'environnement pour lutter contre les salissures biologiques. D’importants
efforts sont déployés pour la recherche d’agents antisalissures naturels issus de la faune et la flore
marine. C’est l'une des meilleures approches alternatives possibles pour remplacer les biocides
actuels dans les peintures (Tian ef a/, 2021). Parmi elles, des surfaces incorporant des substances
naturelles isolées d'organismes vivants telles que des peptides antimicrobiens, des enzymes
bactériolytiques et des métabolites secondaires ont été proposées (Hellio ez al, 2015; Sanchez-
Lozano et al., 2019). Des études sur le controle du biofouling a l'aide de surfaces texturées et
biomimétiques ont également fait leurs preuves en tant que technologies antifouling (Sanchez-

Lozano et al., 2019).

D’une maniére générale, les micro-organismes présents dans un biofilm sont
significativement plus résistants aux antibiotiques que leurs congéneres planctoniques (Myszka &
Czaczyk, 2011; Rabin e al, 2015a). Par exemple, les biofilms peuvent tolérer des agents
antimicrobiens a des concentrations 10 a 1000 fois supérieures a celles nécessaires pour inactiver
des bactéries planctoniques génétiquement équivalentes (Myszka & Czaczyk, 2011). La nature de
la structure des biofilms aide les micro-organismes a résister aux agents antimicrobiens (Donlan
& Costerton, 2002). La résistance aux antibiotiques est distincte et différente des mécanismes de
résistance naturelle ou innée (Stewart & Costerton, 2001). Des résultats similaires ont révélé que
les bactéries du biofilm développent différentes stratégies moléculaires pour protéger leurs
cellules de conditions hostiles, telles que l'interaction de la matrice du biofilm avec des
antibiotiques qui peuvent retarder ou réduire leurs activités, des taux de croissance lents dans
lesquels les antibiotiques ne seront pas efficaces, une résistance liée a la génétique et la production
de cellules persistantes qui sont tolérantes a différents antibiotiques (Pinto ez a/, 2020). Chez les
bactéries formant des biofilms, il existe un taux élevé de mutation qui leur permet de développer
des mécanismes de résistance, ce qui, a son tour, donne la possibilité a leurs génes de produire
des enzymes qui inactivent les antibiotiques ou expulsent les antibiotiques a l'aide de pompes a

efflux (Ciofu & Tolker-Nielsen, 2019; Dzianach ez al.,, 2019).
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Figure 7 : Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques. 1. Régulation des pompes a efflux, 2.
Inactivation par hydrolyse, 3. Altération des récepteurs.

La résistance des bactéries aux antibiotiques dépend de différents facteurs tels que des
facteurs physiques, physiologiques et génétiques (Ciofu & Tolker-Nielsen, 2019). Trois
principales voies de défense sont empruntées par les bactéries pour faire face aux molécules

biocides (figure 7) :

» La prévention de l'acces des antibiotiques a leurs cibles résulte d’une régulation de I'efflux
des antibiotiques 2 travers les membranes biologiques (Figure 7, mécanisme n°1) (Li e al.,
2015). P. aeruginosa est un pathogene, présent en milieu marin, qui utilise beaucoup ce
mécanisme de résistance aux antibiotiques. Ce systeme permet d’évacuer les molécules
létales en dehors de la structure membranaire.

» L'inactivation enzymatique des antibiotiques par hydrolyse est un mécanisme majeur de
résistance des bactéries pathogenes aux antibiotiques naturels (figure 7, mécanisme n°2).
Les isolats cliniques résistants aux antibiotiques héritent dans la plupart des cas des genes
de résistance aux antibiotiques probablement a partir d'un ensemble de genes de
résistance d'autres genres microbiens, transmis via le QS intercellulaire (Uruén e al,
2020).

» Contrairement 2 l'inactivation enzymatique des antibiotiques naturels, aucune enzyme
bactérienne n’est capable dhydrolyser les antibiotiques synthétiques tels que les
sulfamides, le triméthoprime et les quinolones (Ciofu et Tolker-Nielsen, 2019). Un
mécanisme de défense alternatif permet l'altération de la cible des antibiotiques pat
l'acquisition de nouveaux genes entrainant une modification enzymatique de la cible qui

ne se liera plus aux antibiotiques (figure 7, mécanisme n°3).
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Les micro-organismes présents dans le biofilm produisent des cellules persistantes qui
sont métaboliquement inertes ayant la capacité de survivte a de fortes concentrations
d'antibiotiques (Wood e¢f al, 2013). Au sein d'une population bactérienne tres dense, un transfert
horizontal efficace des génes de résistance et de virulence a lieu. Le nombre de micro-organismes
au sein de la matrice est tel que des échanges de génes de résistance au travers de la communauté
entiere sont permis (Balcazar ez al, 2015). Par conséquent, la diversification génétique des micro-
organismes dans le biofilm est en grande partie responsable de la résistance aux antibiotiques
(Plusa, 2019). Ainsi, cette nature multifactorielle du développement du biofilm et de la tolérance
aux méthodes antibiofilm employées impose de grands défis pour l'utilisation des antimicrobiens
conventionnels (Koo ef al, 2017). L'impact environnemental des stratégies de lutte contre le
biofouling est également une source de préoccupation. Il a été démontré que les peintures
antifouling alternatives a base de biocides s'accumulent dans les eaux coticres et constituent des
menaces pour l'environnement marin (Dafforn ez al, 2011). C'est pourquoi, au cours des
dernieres années, une grande attention a été accordée a l'utilisation d'antifouling inoffensifs pour

l'environnement, dont certains composés proviennent d'organismes matins (Adnan ¢ af,, 2018).

4. Des alternatives prometteuses

4.1.Le quorum guenching : une stratégie efficace

L'émergence de la résistance aux antibiotiques dans I'environnement aquatique a conduit
a rechercher et développer des solutions pour inhiber directement la formation d’un biofilm, aux
stades précoces. La régulation du QS, aussi appelée le quorum quenching (QQ), a été une cible
pour l'identification et la génération de composés anti-biofilms (Kalia, 2013; Li & Tian, 2012;
Whiteley ez al, 2017). Le QQ désigne tous les processus impliqués dans la perturbation du QS.
Les acteurs moléculaires du QQ sont divers en termes de nature (enzymes, composés chimiques),
de mode d'action (clivage du signal QS, inhibition compétitive, etc.) et de cibles. Toutes les étapes
principales de la voie du QS que sont la synthese, la diffusion, I'accumulation et la perception des
signaux QS peuvent étre affectées. Dans certains cas, la perturbation des biofilms peut nécessiter
des stratégies mécaniques, physiques et chimiques (Satpathy ez 4/, 2016). Les inhibiteurs
d'adhésion, les perturbateurs d'EPS et les micro-organismes compétitifs sont quelques-uns des
moyens couramment utilisés pour éradiquer les biofilms microbiens (Roy e a/, 2018). Les
substances chimiques naturelles ou synthétiques dirigées contre le QS sont connues sous le nom

d'inhibiteurs de détection du quorum (QSI) (Abraham, 2016; Kalia ¢7 4/, 2011).
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QSI d'origine animale ]

[ QS| d'origine végétale ]

QS| d’origine fongique Eucaryotes Procaryotes Bactériophages

QS dérivée des Anticorps ]

Catégorie de QS

‘ Nanoparticules} [ Antibiotiques ] [AHLsymhéﬁques}

Figure 8 : Diagramme représentant les deux principales familles d’inhibiteurs du quorum sensing.

Les QSIs sont divisés en deux catégories (figure 8). La premicre catégorie comprend les
molécules de synthéses, produites en laboratoire. Parmi elles, des analogues synthétiques des
molécules du QS tels que les analogues d'AHL, de lactone (Kalia, 2013) ainsi que les substances
antibiofilm synthétiques et des antibiotiques représentent la majeure partie des moyens utilisés

pour inhiber la croissance du biofilm.

La seconde catégorie est représentée par les substances naturelles composées d’un panel
de molécules quasiment infini. Un grand nombre d’entre elles, issues de la faune, la flore et du
microbiote marin ont une activité antibiofilm. Les enzymes qui dégradent les Al en les modifiant
chimiquement, par exemple les lactonases, les amidases, les réductases et les cytochromes
oxydases que l'on trouve chez les bactéries, les archées et plusieurs autres micro-organismes sont
employées dans certains cas (Rabin e a/, 20152). De nombreux dérivés phénoliques (tanins,
flavonoides, phénylpropéne, etc.), dérivés indoliques, des alcaloides, des furanones, des lactones,
des composés organosoufrés et des acétaldéhydes (Grandclément ez al,, 2016; Rabin ez al., 2015b)

composent également cette catégorie.
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4.2.La phagothérapie

4.2.1. Avantages et inconvénients

L'utilisation des virus de bactéries, les bactériophages (phages), comme agents
thérapeutiques pour traiter les infections bactériennes a débuté bien avant la premicre utilisation
clinique d'un médicament antibiotique. Cependant, l'introduction d'antibiotiques a large spectre
dans les années 1940 a rapidement pris le pas sur le développement de la thérapie par les phages
dans une grande partie du monde. I.’émergence de multirésistances aux antibiotiques, combinée
au ralentissement du développement de nouvelles molécules candidates au cours des dernicres
décennies (World Health Organization, 2019) menace de réduire encore davantage les options de

traitement des biofilms auparavant curables.

Les phages sont les entités biologiques les plus abondantes sur tetre, avec plus de 10”
virions individuels estimés sur la planete (Hendrix, 2002), et une taxonomie bien décrite, toujours
en cours de développement (Clokie ¢# al, 2011; Grose & Casjens, 2014). Cette vaste abondance et
cette diversité de phages dans la nature constituent une ressource préte a étre exploitée pour la
sélection de phages a des fins diverses, notamment la thérapie antibactérienne. L'utilisation des
phages en tant que stratégie thérapeutique antibactérienne présente un certain nombre
d'avantages potentiels, comme l'ont montré de nombreuses études (Anand e a/, 2022; Burrowes

et al., 2011; Kortright e7 al,, 2019; Loc-Carrillo & Abedon, 2011; Monteiro ef al., 2019) :

» Les phages ont des mécanismes de destruction des bactéries entiérement différents de
ceux des antibiotiques et peuvent donc souvent étre utilisés en synergie avec des agents
biocides.

» Un phage ne peut généralement infecter qu'une seule espéce bactétienne (ou un sous-
groupe au sein d'une espeéce bactérienne) augmentant la spécificité des traitements
phagiques ; ils ont ainsi peu d'impact sur la microflore classique (contrairement aux
antibiotiques a large spectre).

» Les phages se répliquent dans la bactérie cible, ils s'accumulent directement sur le site
d’action pour éliminer les cellules pathogenes.

» Les phages sont omniprésents dans l'environnement et généralement faciles a isoler, la
sélection d'un nouveau phage actif contre une souche bactérienne résistante est
relativement simple et rapide.

» Des phages ayant des spécificités différentes peuvent étre combinés dans des mélanges
dits « cocktails de phages » afin de traiter cibler plusieurs bactéries pathogenes et lutter

contre I'émergence de contre-mesures bactériennes.
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» Les phages évoluent avec leurs hotes et peuvent s’adapter aux nouvelles souches

résistantes de la bactérie hote.

Malgré les nombreux avantages de la thérapie phagique par rapport aux traitements
antibiotiques, la nature des bactériophages engendre quelques freins a leur utilisation généralisée.
Parmi ces limites, les plus contraignantes sont l'étroitesse du spectre de la gamme d'hétes de
nombreux phages (qui signifie qu'un seul phage ne peut pas étre utilisé pour traiter la diversité au
sein d'un pathogene bactérien), différents mélanges de phages peuvent étre nécessaires pour
traiter la méme infection bactérienne dans plusieurs régions géographiques et la collecte, le
maintien ainsi que l'utilisation de grandes banques de phages divers peuvent rendre plus difficile
et plus couteux le développement de traitements phagiques si I'on suit un mode¢le de production
centralisé hérité de I’ére de I'antibiothérapie (Anand et al, 2022; Burrowes ez al., 2011; Kortright ez

al., 2019; Loc-Carrillo & Abedon, 2011; Monteiro ¢# al., 2019).

4.2.2. Biologie des bactériophages

Les bactériophages sont des entités biologiques qui détournent la machinerie cellulaire de
leurs hotes pour accomplir leur cycle de réplication. Les phages sont intimement liés aux
caractéristiques écophysiologiques de leurs hotes. De ce fait, ils ont développé différentes
stratégies au cours de leur évolution afin de maintenir un équilibre dynamique hoéte/virus

nécessaire a leur survie. Ils infectent leur hote via quatre voies distinctes (Lelchat, 2020) :

» Le cycle lytique (figure 10) : le phage injecte son matériel génétique afin de détourner le
métabolisme de I'hote pour former de nouveaux phages, détruisant la cellule dans le
procédé.

» Infection chronique : Le virus se réplique a Iintérieur de la cellule hote comme pour le
cycle lytique, mais ne détruit pas la cellule. Les nouveaux virions sont extrudés par
bourgeonnement sur la paroi cellulaire.

» Etat porteur : le phage reste en dormance dans le cytoplasme cellulaire.

» Cycle lysogénique (figure 10) : Aprés injection du matériel génétique, PADN du phage

sera répliqué pendant la mitose cellulaire.

Leur classification taxonomique par I'International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) est basée sur le type d’hote infecté. Ainsi, la figure 9 représente quelques exemples de

virus classés selon cette régle.
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Figure 9 : Classification de plusieurs bactériophages selon leur type d'héte et leur matériel génétique
(Lelchat, 2020).

Pour initier un nouveau cycle viral, les phages doivent atteindre leurs hotes et s’adsorber a
leur surface (figure 10, étape 1). Cette adsorption se fait au niveau d’un récepteur cellulaire bien
spécifique caractéristique d’un couple vition/héte bien déterminé. Cette capacité a infecter un
seul hote, ou plusieurs (especes ou genres), est appelée le spectre d’hote et représente souvent un
critere de choix dans la valorisation biotechnologique dun phage (Ross ef al, 2016). Les
récepteurs cellulaires auxquels sont sensibles les phages sont assez variés, allant du motif
peptidique a I'oligosaccharide et parfois une combinaison des deux (Bertozzi Silva ez al, 2016). La
localisation peut-étre directement sur la paroi cellulaire, dans la capsule polysaccharidique, les pi/i

ou les flagelles.

La lysogénie des phages est un autre domaine dans lequel l'application de nouvelles
techniques a récemment permis d'obtenir des informations essentielles. La lysogénie est un cycle
de vie alternatif trés commun que les phages tempérés peuvent employer, ou au lieu de se
répliquer et de lyser leur hote, ils deviennent latents en s'intégrant dans le génome de leur héte
comme indiqué dans la figure 10 a ’étape 3b. Les génomes de ces phages sont ensuite répliqués
avec le génome de 1'hote (figure 10, étape 4b) et peuvent éventuellement initier leur cycle lytique
(figure 10, étape 5) sur des signaux spécifiques qui impliquent généralement un stress de 1'hote
(Howard-Varona e# al, 2017) ou l'aide d’un phage lytique (helper phage) dans le cas des phages
satellites. Les phages tempérés affectent les communautés bactériennes a de multiples niveaux : ils
transferent de nouveaux genes a leurs hotes, modifient I'expression des genes de I'hote, offrent

une protection contre l'infection par d'autres phages et tuent les populations hotes par induction

(Howard-Varona e# al., 2017).
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Les phages s'attachent a I'néte et Quand les conditions le permettent, le prophage
injectent leur matériel génétique s'excise de I'ADN bactérien et entre en phase lytique

40
+—0

Cycle Cycle
lytique lysogénique

La lyse cellulaire libére les nouveaux virions @ L'ADN injecté entre en cycle lytique ou lysogénique L'ADN phagique est répliqué durant la division cellulaire

s

De I'ADN et des protéines phagiques sont L'ADN du phage s'intégre avec les
synthétisés et assemblées e chromosomes bactériens

o
o

1 Bactériophage Cellule hote O Chromosome bactérien O Prophage

Figure 10 : Schéma représentant les deux principales voies d'infection et de réplication des bactériophages.
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Chaque fois qu'un phage infecte une cellule bactérienne, il peut soit exécuter le cycle
lytique, soit devenir un prophage (cycle lysogénique). Dans le cas du phage lambda d'E. w/, il a
¢té démontré qu'il s'agissait d'un processus complexe impliquant un réseau de répresseurs et
d’activateurs de transcription. Ainsi, le réseau intégre des informations sur I'état métabolique de la
cellule et la multiplicité du phage pour prendre la décision finale (Oppenheim e 4/, 2005). De
nouvelles études ont examiné ce processus en utilisant des techniques unicellulaires et ont
maintenant montré que ce choix de réplication peut étre expliqué par des « décisions » au niveau
cellulaire ou subcellulaire (Golding, 2016 ; Trinh e# al, 2017). Dans ces études, les marqueurs
fluorescents permettent la visualisation de phages uniques infectant des cellules uniques et

rendent compte de la décision individuelle de lyse/lysogénie prise par chaque phage.

4.2.3. Adaptation des systémes de défense bactériens

Les phages ont évolué conjointement avec leurs hotes procaryotiques depuis des milliards
d'années, probablement dés I'apparition de Luca (Last Universal Common Ancestor). La forte
pression de sélection imposée aux bactéries par les phages a entrainé I'évolution de multiples
stratégies de défense bactériennes contre l'infection phagique. Les bactéries posseédent de
multiples lignes de défense innées et adaptatives (Dy ez a/, 2014), tandis que les phages ont mis au
point des stratégies complexes pour surmonter ces défenses (Samson e7 al, 2013). Les défenses
bactériennes ciblent plusieurs étapes du cycle d'infection par les phages : les modifications de
surface et les mutations des récepteurs empéchent l'adsorption des phages. Par exemple, les
phages ¢H20 et KVP40 affectent différemment la formation de biofilms chez l'agent pathogene
Vibrio anguillarum. Le phage PH20 a efficacement inhibé et perturbé la formation du biofilm chez
V. anguillarnm (figure 11-AB) tandis que l'exposition au KVP40 a favorisé l'agrégation et la
formation du biofilm (figure 11-C,D), piégeant les phages dans la matrice (Tan 7 a/, 2015). Si la
coévolution entre les bactéries et les phages a été largement étudiée, les nouvelles découvertes qui
découlent de I'étude des phages non-modeles ont dévoilé un nouvel arsenal d'outils utilisés a la
fois par les phages et les bactéries dans leur stratégies adaptatives. Une condition préalable
essentielle a l'infection par les phages est la reconnaissance et 'adsorption du phage sur son
récepteur correspondant a la surface de la bactérie. Tant I'évolution expérimentale en laboratoire
que les observations dans les environnements naturels indiquent que les mutations des récepteurs
constituent une voie majeure pour acquérir une résistance contre les phages infectants (Hampton
et al, 2020). Les phages, quant a eux, doivent modifier leurs propres protéines de liaison au
récepteur pour s'adapter au récepteur muté ou pour s'adsorber a une nouvelle cible (Hampton ef
al., 2020). Mais des découvertes récentes (Simmons ez al, 2018 ; Anand ez al., 2022) montrent que

les phages et les bactéries ne dépendent pas uniquement des mutations pour survivre.
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Figure 11 : Visualisation de deux réponses différentes a Pexposition aux phages de Vibrio anguillarum. (A)
L'adsorption du phage ¢pH20 observée dans les cellules; (B) L'adsorption du phage ¢pH20 n'est pas observée,
indiquant une résistance dérivée de la mutation ; (C) Une sensibilité réduite aux phages KVP40 indique une tolérance
médiée par le biofilm en réponse a 1'exposition au phage (I'image est sans fluorescence) ; (D) Le lysat indique que les
phages KVP40 ne s'adsorbent pas aux cellules, mais sont plutot piégés dans la matrice du biofilm (adapté de Tan et al,
2015).

I semblerait que le génome propre des phages porte des systémes ciblant d'autres phages.
Des analyses d’une grande collection de phages tempérés infectant Pseudomonas et Mycobacterinm
ont révélé que de nombreux prophages fournissent a leur hote une défense contre d'autres types
de phages (Bondy-Denomy e afl, 2016 ; Montgomery e al., 2019). 11 a entre autres été constaté
que les phages tempérés de P. aeruginosa manipulent fréquemment les récepteurs de l'hote,
fournissant ainsi une immunité contre d'autres phages qui dépendent de ces récepteurs (Bondy-
Denomy et al., 2016). Quant aux phages de Mycobacterinm, ils fournissent a leur hote une défense
en portant des systemes de restriction-modification qui protégent contre d'autres phages, ainsi
que des genes qui médient des défenses intracellulaires par des mécanismes encore peu clairs

(Montgomery et al., 2019).

52



Il - De multiples environnements colonisés

4.2.4. A retenir sur la phagothérapie

La prévention des biofilms par les bactériophages est un domaine en plein essor dont
l'utilité potentielle dans le traitement des infections bactériennes résistantes aux antibiotiques n'a
pas encore été prouvée, a l'ere de la multirésistance croissante aux antibiotiques chimiques. Afin
d'évaluer pleinement le potentiel des médicaments a base de phages, les résultats collectés par la
communauté scientifique et la longue expérience de la thérapie par les phages dans certaines
parties du monde doivent étre mis a profit pour concevoir et tester de nouvelles thérapies par les
phages susceptibles de répondre au mieux aux besoins médicaux de notre époque concernant les
biofilms. L'exploitation de combinaisons de thérapies par les phages avec des antibiotiques
chimiques semble étre une voie prometteuse pour le développement clinique a court terme,
tandis que la thérapie autonome par les phages se profile comme un potentiel futur a une époque
ou l'utilisation des antibiotiques semble une impasse thérapeutique de plus en plus fréquente. Des
études approfondies sur leur mode d’action contre les pathogenes doivent persister afin de mieux
comprendre les dynamiques des populations bactériennes sous l'influence des bactériophages.
L’importance des traitements ciblés et les nouvelles technologies permettant de suivre leur action
contre la prolifération bactérienne, par exemple a 'aide de capteurs ou de méthodes de détection
des biofilms classiques, représentent une piste de plus en plus empruntée pour répondre aux

problématiques actuelles.
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II1l. LES PRINCIPALES METHODES DE DETECTION ET DE

MESURE DES BIOFILMS

Les biofilms font 'objet de nombreuses études de plusieurs décennies (Yebra ez af, 2004).
Leur perception a considérablement évolué au cours des derniéres années en raison du
développement et de l'adaptation des technologies a I’étude des biofilms, notamment les
nouvelles technologies d'imagerie, les méthodes biochimiques et les outils de biologie moléculaire
des écosystemes. Il est désormais possible d'obtenir une vue d'ensemble de la structure
tridimensionnelle du biofilm et une connaissance plus détaillée de la structure jusqu'a I'échelle
nanométrique (Neu & Lawrence, 2015). La technologie liée a I’étude des biofilms a également
évolué vers le développement de dispositifs de biofilms qui imitent mieux les conditions
environnementales. Une connaissance plus approfondie du biofilm dans son ensemble, ainsi que
de la fagcon dont il interagit avec le milieu environnant, contribue au développement de méthodes
efficaces pour controler les biofilms nuisibles ou pour améliorer et moduler les biofilms
bénéfiques (pour le traitement des eaux usées, la biorestauration, la production d'électricité et la

biofiltration). Cela nécessite une approche multidisciplinaire assistée par des méthodes adéquates.

Les principales techniques de détection des biofilms et leurs diverses propriétés sont
présentées dans cette section du manuscrit. Bien que cette synthese exhaustive se concentre sur
l'application des techniques de détection des biofilms dans un contexte général, toutes les
techniques sont prises en considération. Ainsi, les résultats de cette recherche fourniront un guide
technologique qui servira d'appui afin de comparer les travaux de cette these aux diverses
techniques existantes, dont les avantages et les limites sont regroupés dans le tableau 3, a la fin de

cette section.

1. Méthodes chimiques, biologiques et moléculaires

1.1. Mesure de la biomasse totale

La pesée en masse seche, pour déterminer une masse par unité de surface ou une densité
d’un biofilm, est utilisée pour quantifier rapidement la croissance du biofilm (Wilson ez a/, 2017).
Pour déterminer la masse seche, le biofilm et son substrat de croissance sont placés dans un four
a une température constante jusqu'a ce que l'eau soit retirée et qu'un poids constant soit atteint
(Wilson ez al., 2017). Cette technique est simple a mettre en ceuvre mais elle présente aussi des

inconvénients, comme l'indiquent Wilson e# 4/ (2017) car elle ne permet pas de distinguer les
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différents composants du biofilm, tels que les EPS et éventuellement différents types de micro-
organismes. Son utilisation dépend également de la résistance a la chaleur du substrat de
croissance (Wilson e# al, 2017). De plus, I'étape de séchage peut entrainer le décollement du
biofilm de la surface. Si ce phénomene se produit, les mesures de poids ne different pas mais

I’échantillon se dégrade plus rapidement.

1.2. Marquage au cristal violet

Les méthodes chimiques utilisent des colorants ou des fluorochromes capables de se lier
aux composants du biofilm. Ces méthodes indirectes peuvent étre utilisées pour détecter des
composants spécifiques du biofilm. La coloration au cristal violet (CV) pour la quantification des
biofilms reste la technique de quantification la moins cheére pour les essais sur plaques. D’autres
fluorochromes plus spécifiques existent mais leur cout rend leur utilisation moins fréquente.
Comme le montre la figure 12, ces tests colorent a la fois les cellules vivantes et mortes, ainsi que
certains composants présents dans la matrice du biofilm, et sont donc bien adaptés a la
quantification de la biomasse totale du biofilm (Pitts e# /, 2003; Shukla & Rao, 2017). Les étapes
de lavage visent a éliminer les cellules non attachées et le colorant non lié. Le ringage et le
trempage impliquent le contact avec une interface air-liquide en mouvement, ce qui entraine le
détachement d'un nombre imprévisible de micro-organismes adhérents (Goémez-Suarez e al.,
2001). La procédure de lavage doit prendre en compte le type de biofilm, la force de I'adhérence
et les différentes especes microbiennes. Afin de limiter le détachement important de la biomasse
sessile, il est recommandé d'ajouter une étape de fixation avec de I'éthanol absolu. L'étape de

solubilisation permet également d'améliorer la reproductibilité du test.

Q
@O0 Q 0 ® C .O(.
IOC00000OOD

Figure 12 : Biofilm de S. aureus marqué au cristal violet (adapté de Shukla & Rao, 2017).

Bien qu'il s'agisse d'une méthode indirecte d'estimation de la biomasse adhérente, la
méthode de coloration au CV présente trois avantages principaux. Premicrement, c’est une
méthode polyvalente, puisqu'elle peut étre utilisée avec un large éventail d'especes bactériennes
différentes (Reynolds & Fink, 2001). Deuxiemement, les micto-organismes n'ont pas besoin

d'étre détachés du support, comme c'est le cas pour le comptage sur plaque, ce qui évite une
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estimation biaisée du nombre de cellules dans le biofilm. Enfin, la méthode permet de tester de
nombreuses conditions différentes simultanément. Les limites comprennent quant a elles le
manque de reproductibilité (Arnold, 2008), la nature non spécifique du CV qui ne permet pas la
différenciation des especes dans les communautés multi-espéces, l'absence d'un protocole
standardisé, malgré son utilisation répandue, ce qui entraine une grande variété de protocoles de

coloration qui rend difficile la comparaison des résultats entre différentes études.

1.3.Imagerie par résonance magnétique nucléaire

Toutes les molécules, dont celles présentes au sein des biofilms, sont constituées de
noyaux atomiques pouvant étre porteurs dun moment angulaire et donc d'un moment
magnétique (Fysun ¢7 al, 2019). Sous I'influence d’un champ magnétique externe, l'interaction du
moment magnétique avec le champ magnétique entraine l'alignhement des spins nucléaires et crée
ainsi un vecteur de magnétisation dans I'échantillon (Manz ez a/,, 2003). L'imagerie par résonance
magnétique nucléaire (RMN) repose sur le principe de modulation de ces vecteurs,
proportionnelle au champ magnétique polarisant. Cette manipulation permet d'obtenir des
images 2D et 3D de la distribution du spin (figure 13). La RMN est basée sur des propriétés qui
existent dans toutes les molécules. Bien que plusieurs articles affirment que la RMN est une
technique de détection 7z sitn et non destructive du biofilm (Fysun 7 @/, 2019; Manz ef al., 2003),
cette affirmation est relative, car 1'échantillon de biofilm examiné doit étre fixé dans un champ
magnétique généré pour réaliser I'imagerie RMN (Fysun ¢f al, 2019; Manz ez al., 2003; Vogt et al.,
2013). La nécessité de placer un échantillon dans un spectrométre RMN peut rendre cette
technique de détection du biofilm destructive en raison du transfert du biofilm dans le
spectromeétre et supprime les avantages d’un mesure 7z situ directe. C’est également une technique

trés couteuse.

Figure 13 : A) Un plan de coupe transversale a travers 1'ensemble de données 3D d’un biofilm multi-espece B)
Le méme plan est représenté apres un traitement informatique. C) Reconstruction de volume en 3D, représentée sous 3
angles (rotation sur 1'axe vertical) (adapté de Fysun er al, 2019).
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1.4. Hybridation in-situ en fluorescence

L'hybridation in situ en fluorescence (FISH) a été développée pour l'identification des
bactéries dans les années 90 (Amann ¢7 a/, 1990) et a offert la premiere possibilité d'identification
phylogénétique des bactéries par microscopie. Elle a donc ouvert de nombreuses voies de
recherche pour étudier l'organisation spatiale des communautés microbiennes mixtes, telles que
les biofilms, ou des bactéries ayant des processus métaboliques différents. En FISH, des sondes
oligonucléotidiques (généralement de 15 a 25 nucléotides de long) marquées par fluorescence
s'hybrident a 'ARN ribosomal dans des cellules qui ont été fixées et perméabilisées afin d’assurer
une hybridation rigoureuse de la sonde a la séquence cible. Les défis de la méthode étaient
initialement de garantir une hybridation nulle ou tres faible avec les séquences non ciblées,
l'application simultanée de plusieurs sondes et la détection de bactéries inactives avec peu de
ribosomes. Bien que la méthode soit encore largement utilisée dans sa forme originale, plusieurs
développements ont augmenté ses performances et élargi son application. Cette technique
présente de nombreux avantages mais est également associée a des limitations telles que la
fixation de I'échantillon éliminant la possibilité d'étudier un échantillon dans le temps, les étapes
de préparation importantes et lutilisation d’un marqueur exogene génétiquement ciblé qui

nécessite la connaissance des bactéries cibles (Beier ¢7 a/,, 2012).

2. Méthodes d’observation microscopique

2.1. Microscopie optigue

La microscopie optique reste une technique de base utile pour fournir une identification
visuelle de la formation de biofilms. La détection du biofilm par les méthodes de coloration
classiques a été utilisée pour une évaluation quantitative de la biomasse du biofilm (de Carvalho
& da Fonseca, 2007) et pourrait avoir une valeur pronostique importante (Hong e a/, 2014). 11 a
¢été constaté que l'absorption de la lumiere par les biofilms était corrélée a la masse des cellules du

biofilm et a la masse totale du biofilm.

Dans une méthode décrite par de Carvalho et da Fonseca (2007), 1a structure et le volume
des biofilms ont été étudiés a l'aide d'un microscope optique, ce qui évite d'avoir recours a des
microscopes plus cotteux (de Carvalho & da Fonseca, 2007). Cette méthode est basée sur la
relation linéaire entre l'intensité d'un pixel dans les images de biofilms saisies sur le plan x-y et le
nombre correspondant de cellules dans la direction z, ce qui permet de calculer I'épaisseur du

biofilm. L.a microscopie optique est avantageuse car elle nécessite en général peu de préparation
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de I'échantillon et reste simple a réaliser. Cependant, elle présente certaines limites inhérentes
comme le niveau de grossissement et de résolution nécessaire pour déterminer les relations
intercellulaires et cellulaires-abiotiques, la saturation de l'intensité des pixels et la différenciation
morphotypique reste relativement grossiere et manque de détails discriminants, en particulier

dans les biofilms plus épais.

2.2.Microscopie Raman

Initialement proposée pour remplacer I’hybridation iz situ en fluorescence, la
spectroscopie Raman est largement utilisée pour l'identification bactérienne. Cette technique est
basée sur la diffusion Raman, lorsque des photons sont diffusés par une molécule a des
fréquences différentes de celle de la lumiere incidente (Lohumi ef a/, 2017). Comme les
fréquences des photons diffusés dépendent des types de liaisons dans la molécule, le spectre
Raman de chaque molécule est unique et peut étre considéré comme une empreinte digitale de
cette molécule. La résolution spatiale limitée par diffraction de la spectroscopie Raman est
d'environ 1 pum, ce qui permet une analyse détaillée de structures complexes contenant divers
types de molécules et de groupes moléculaires tels que les protéines, les glucides, les lipides et les
acides nucléiques. Il s'agit d'une technique non-destructive. Il n'est pas nécessaire de colorer les
¢chantillons ni de les sécher car la diffusion Raman de l'eau est tres faible par rapport aux autres

molécules ce qui rend cette technique particulicrement adaptée a I’étude des biofilms.

— planktonic cells

— early BF

— agar grown cells

— EDTA treated cells

750 850 950 1050 1150 1250 1350 1450 1550 1650 1750
Wavenumber (cm™")

Figure 14 : Spectres Raman obtenus a partir de cellules de souche PAO1 cultivées dans différentes conditions.
De haut en bas : Inoculum de 48 heures, biofilm précoce a 2 pm sous la surface de la lamelle de verre, cellules cultivées
dans un milieu TSA a 48 heures, cellules traitées a I'EDTA a 48 heures (adapté de Sandt et al., 2007).
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Des analyses détaillées de la composition des biofilms ont été réalisées par Sandt et al
(2007) : 1a structure et la composition des biofilms hydratés cultivés dans une cellule a écoulement
ont été étudiées en utilisant, pour la premicre fois, la microscopie confocale Raman. La
cartographie Raman des biofilms de Pseudomonas aernginosa (PAO1) a été réalisée depuis les
attachements initiaux a la formation d'EPS dans le biofilm, les résultats de cette étude sont
montrés dans la figure 14. Pendant la phase initiale de la formation du biofilm, les variations entre
les spectres acquis ¢taient mineures. En revanche, les spectres sont devenus tres variables dans le
temps en raison de la composition enrichie du biofilm. Un traitement a 'acide éthylene diamine
tétra-acétique (EDTA) a permis de retrouver un spectre caractéristiques des premicres étapes

d’adhésion.

La spectroscopie Raman est une technique adaptée pour I'identification de la composition
d'un biofilm au niveau moléculaire. Les temps d'analyse sont courts et sa facilité d'application par
rapport aux autres techniques conventionnelles utilisées dans ces domaines est avantageuse. La
combinaison de cette technique avec d'autres techniques microscopiques, spectroscopiques et
moléculaires de caractérisation des biofilms permet également de mieux comprendre la nature
complexe des biofilms. Le biofilm étant une structure en 3D, la spectroscopie Raman est limitée
aux changements spatiaux et chimiques de la surface du biofilm, ce qui peut compliquer la

compréhension de la structure du biofilm et la communication intercellulaire.

2.3. Microscopie confocale a balayage laser (CLSM)

La microscopie confocale s'est récemment imposée comme moyen d'investigation
volumique et temporelle de spécimens. Une représentation en trois dimensions est obtenue par
construction d'une pile de coupes en deux dimensions, se référant a des sections optiques dans
des plans confocaux. Le principe général de cette approche est schématisé dans la figure 15. Le
rayon laser excitateur pénetre dans I'échantillon préalablement marqué par des fluorochromes.
Lors de l'impact optique, il y a émission de rayons lumineux provenant de différents plans de la
préparation. Grace a un diaphragme variable, il est possible de sélectionner les rayons émis par un
seul plan de préparation et d'éliminer le signal provenant d'autres plans. Les rayons réfléchis sont
filtrés en fonction de leur longueurs d'onde puis détectés par des photo-multiplicateurs. Le signal
recu est enfin converti en signal numérique, contribuant a la création d'une image. Chaque section
optique est générée en déplacant le faisceau laser sur une partiec du domaine admissible de
I'échantillon. La profondeur du plan focal est ensuite modifiée finement grice a un moteur

controlé par ordinateur pour produire la séquence de sections.
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Diaphragme

—
=

Miroir dichroique

Détecteur

W, Objectif

Plan focal

Biofilm

Figure 15 : Schéma simplifi¢ du fonctionnement d'un microscope confocal a balayage laser.

En CLSM, les acquisitions multiples de plusieurs plans correspondant chacun a
différentes profondeurs permettent de représenter l'architecture 3D de I'échantillon (figure 16) et
d'extraire des parametres structurels quantitatifs tels que le bio-volume, 1'épaisseur et la rugosité
du biofilm (Bridier ez a/, 2013). Elle a été appliquée avec succes dans un large éventail de biofilms
(Guilbaud e7 al, 2015; Reichhardt & Parsek, 2019; Sun ez a/, 2015). L'imagerie CLSM des biofilms
peut étre réalisée avec une gamme de sondes fluorescentes aux spécificités uniques. Les colorants
les plus largement utilisés pour marquer les cellules microbiennes dans le biofilm sont des
colorants d'acide nucléique perméables aux cellules, par exemple SYTO-9 et SYBR-Green (Neu
& Lawrence, 2014a, 2014b).
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Figure 16 : Organisation tridimensionnelle d’un biofilm mixte de B. subtilis (rouge) et S. aureus (vert). La
barre d'échelle représente 50 pm (adapté de Sanchez-Vizuete et al., 2015).

II est également possible de modifier génétiquement des organismes. L'expression de la
protéine fluorescente verte (GFP) permet de détecter S. aurens dans la figure 16 (Sanchez-Vizuete
et al., 2015). Bien que la construction génétique des souches puisse étre difficile et chronophage,
cette approche a l'avantage unique d'étre compatible avec I'imagerie du biofilm en temps réel.
Dans le contexte des biofilms multi-espéces, cela a permis d'analyser la compétition inter-espéces
(Bridier & Briandet, 2014) et d'identifier les molécules clés impliquées dans la formation des
biofilms (Sanchez-Vizuete e¢f al, 2015). Les limites de l'analyse des biofilms par CLSM incluent
de nombreuses interférences dues aux propriétés physico-chimiques du biofilm sur les sondes de

fluorescence et l'auto-fluorescence naturelle de I'échantillon qui peut masquer le signal d'intérét.

2.4. Microscope électronique a balayage

La microscopie électronique a balayage est basée sur la diffusion et l'absorption des
électrons par le matériau. Les analyses au MEB ont une grande profondeur de champ et donnent
une apparence 3D, utile pour comprendre la structure de surface de l'échantillon, bien que
manquant de résolution verticale (Kennedy e# a/, 2016). En conséquence, le MEB a été une
méthode privilégiée pour visualiser les biofilms car il fournit des informations sur la structure
spatiale et détecte la présence d'EPS (Hung e7 @/, 2013; Rodrigues e al, 2013). C'est un outil
extrémement utile pour I'analyse comparative dans la recherche sur les biofilms, en particulier lors
de l'évaluation des effets anti-biofilm d'un composé ou d’un traitement. Le MEB a généralement
¢été utilisé pour valider qualitativement les résultats d'autres études avec une corrélation élevée

avec les résultats obtenus (Hasan ef a/, 2015; Hrubanova ez al., 2018; Kerekes ¢z al., 2019).
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La figure 17 est un exemple d’observation de biofilms de deux souches de Listeria
monocytogenes et d’Escherichia coli au microscope électronique a balayage. Une approche quantitative
au MEB pour les biofilms bactériens et fongiques a été proposée par plusieurs auteurs (Bressan ez
al., 2014; Ceresa et al., 2015; Nishitani ez a/, 2015) ou des images numériques haute résolution
sont acquises pour une analyse de la région d'intérét. Les images sont généralement produites par
un logiciel d'imagerie dédi¢. .e MEB présente de nombreux avantages dont une bonne résolution
de visualisation (de 50 a 100 nm) et une profondeur de champ plus élevée par rapport aux autres
techniques d'imagerie. Mais il est aussi possible dans certains cas d’avoir également accés a une
mesure en trois dimensions ainsi qu’une large gamme de grossissements pour, entre autres,

l'analyse des échantillons de biofilm (grossissement de x20 a x30 000).
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Figure 17 : Biofilms de Listeria monocytogenes et E. coli observés au MEB. Différentes molécules anti-biofilm ont été
testées : (A) témoin, (B) huile essentielle de thym (0,5 mg/ml) et (C,D) thymol (0,1 mg/ml) (Kerekes et al., 2019).

Les inconvénients du MEB proviennent essentiellement du processus de préparation de
I'échantillon, fastidieux et long, impliquant plusieurs étapes de fixation, de déshydratation et
d'enrobage avec un matériau conducteur. Ces manipulations de I’échantillon peuvent modifier la
structure de la matiere, provoquer des artefacts lors des observations et détruire une partie de
Iéchantillon. 11 existe néanmoins des composés chimiques permettant de s’affranchir de certaines
de ses étapes, mais leur cott est actuellement extrémement élevé, comme le liquide ionique

HILEM I1.1000 ayant un cout moyen de 2000€/ml.
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3. Méthodes électrochimiques

3.1. Electrode de type Clark

Les microcapteurs de type Clark (Clark ef a/, 1953) sont les sondes électrochimiques les
plus couramment utilisées et sont actuellement considérés comme la référence (Tomazinho ez al,
2015) pour la détection de l'oxygeéne dans les biofilms. Ces capteurs d'oxygene consistent en un
systeme électrochimique a trois électrodes avec une électrode de référence (RE), une électrode
auxiliaire/contre-électrode (CE) et une électrode de travail (WE) dans une solution aqueuse. Ce
systéme a trois électrodes est isolé du milieu par une membrane sélective perméable aux gaz a
travers laquelle I'oxygene diffuse vers la cathode (WE), a une vitesse proportionnelle a sa pression
partielle. Ainsi, le courant de réduction généré a la cathode est directement proportionnel a la
concentration d'oxygéne dans la solution d'essai. Le potentiel de 1'électrode de travail est
généralement fixé autour de -800 mV (par rapport a Ag/AgCl) afin que la réaction globale puisse
avoir lieu. Les microcapteurs de type Clark sont largement utilisés pour surveiller les biofilms
(Revsbech, 2021). Cependant, leur fabrication présente d'importantes limitations. La plupart de
ces capteurs sont fabriqués manuellement a partir de capillaires de verre tirés, et leurs principales

limites sont la fragilité et le cout unitaire élevé des dispositifs.

3.2. Potentiel de circuit ouvert (OCP)

L'intégration d'électrodes dans les systemes d’étude des biofilms est nécessaire pour
évaluer les caractéristiques électriques de ces structures particuliéres et ainsi détecter leur présence
essentiellement dans le domaine de la biocorrosion (Dec ¢f al, 2016; Schrott et al, 2019). En
général, ces ¢études se focalisent sur les biofilms électroactifs, ciblés comme matériaux
fonctionnels destinés a étre utilisés dans des systemes bioélectrochimiques (Poma e# al., 2020). Le
potentiel de circuit ouvert (OCP) est l'une des techniques de mesure les plus inertes pour le
biofilm. Elle consiste a mesurer la différence de potentiel entre une sonde et une électrode de
référence. Plusieurs combinaisons de matériaux sont utilisées a cet effet et dépendent du milieu
dans lequel les études sont réalisées, comme par exemple l'eau de mer ou les systemes d'eau de
refroidissement (Abi Nassif ez al, 2020; George e al., 2016; Huttunen-Saarivirta e/ a/, 2018). Un
aspect critique de cette technique est 'évaluation statistique et l'interprétation du signal enregistré.
Comme aucun courant externe n'est appliqué lors des mesures d’OCP, elles ne modifient pas le
biofilm, ce qui pourrait étre le cas avec d'autres méthodes utilisant des signaux électriques. Dans
un ensemble défini de conditions, 'OCP peut indiquer l'activité microbienne et étre corrélé avec

la présence de biomasse, mais il est difficile d’obtenir des mesures quantitatives.
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3.3. Capteur de biofilm ALVIM

La dépolarisation cathodique induite par la croissance du biofilm a été largement étudiée
au cours des 20 derniéres années, aussi bien en eau de mer qu'en eau douce. Récemment, il a été
prouvé que l'activité électrochimique des biofilms aquatiques naturels est proportionnelle a la
surface couverte par les bactéries (Wang ez al, 2022). Par conséquent, la mesure du signal
électrochimique du biofilm permet de savoir, en temps réel, quelle est la couverture du biofilm
sur une surface. Dans le but de surmonter les limitations présentées par les mesures ex iz, un
dispositif nommé ALVIM a été développé, exploitant la dépolarisation cathodique induite par la

croissance du biofilm sur les alliages exposés aux eaux naturelles.

Contre-électrode (zinc)

Electrode de travail (titane)

Figure 18 : Photographie d'un capteur ALVIM A001S3, approptié pour la plupart des applications
industrielles.

Le capteur ALVIM (figure 18) est un systeme de surveillance du biofilm en temps réel. Le
capteur est robuste mais les variations des conditions physico-chimiques de I'eau peuvent
impacter les mesures (Compte ¢7 al., 2021) notamment les valeurs du pH. De plus, ce capteur doit
étre appliqué dans des conditions d'eau en mouvement, car il s'agit d'exigences d'installation, et il

a été constaté que le signal affichait une dérive lors de mesures en milieu stationnaire (Compte ez

al, 2021).

3.4. Spectroscopie d'impédance électrochimique

La spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS) est employée pour étudier les
systemes électrochimiques microbiens et peut ¢tre utilisée pour évaluer indirectement la biomasse
des biofilms (Dominguez-Benetton e/ al, 2012). Dans cette approche, une perturbation de
tension alternative de faible amplitude est appliquée sur une électrode recouverte d’un biofilm, et
le courant alternatif résultant est enregistré a différentes fréquences. Parmi I'ensemble des
méthodes de I’EIS, les capteurs basés sur I'impédance sont vraiment avantageux compte tenu de
leur capacité a effectuer une détection sans marqueur, de leur faible cout de production et de leur
facilité de miniaturisation. Les mesures peuvent étre effectuées en mode faradique ou non
faradique.
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3.4.1. Mode faradique
Pour évaluer I'impédance d'un systeme électrochimique dans les biocapteurs faradiques, la
surface modifiée de 1'électrode du biocapteur est immergée dans une solution contenant un

médiateur d'électrons. Les paires redox les plus couramment utilisées sont [Fe(CNg)]*/*

/2 (hexaammineruthénium (I1/111)). Les résultats

(ferricyanure/ferrocyanure) et [Ru(NHs)d
sont généralement interprétés sous la forme de graphiques de Nyquist (impédance) et de Bode
(fréquence d’excitation). A Taide d’un modéle mathématique adéquat, il est possible de
représenter les résultats obtenus en utilisant un circuit équivalent. Dans ce circuit, chacune des
différentes composantes représente un élément réel a lintérieur de la cellule électrochimique
comme avec 'exemple de la figure 19 qui représente une interface entre une électrode et un
milieu liquide. Cette approche est néanmoins a double tranchant. D’un c6té, elle permet de bien
visualiser les différentes couches a la surface de I’électrode en plus d’expliquer leur fonction
individuelle. Par contre, il est possible de faire correspondre les courbes expérimentales a plus
d’un circuit électrique. Il est donc primordial de choisir le modéle le plus pertinent correspondant
a la situation étudiée (Zarabadi ef a/,, 2019). En utilisant une cellule a trois électrodes, une étude
EIS a permis de de suivre la capacité et la résistance d’un biofilm, et ainsi de mettre en évidence

des changements subtils dans la biomasse et la structure du biofilm a 'interface électrode-biofilm,

qui n'étaient pas visibles a partir de mesures optiques (Zarabadi ez al,, 2017).

°Q
wo!o
7w 7 4 .
Résistance au transfert d’électron .: —|:|— — '—L—S—D—‘
. !

Résistance de la solution

Figure 19 : Circuit équivalent simple de la surface d'une électrode.

Dans les systemes a trois électrodes, le courant circulant entre 1'électrode de travail et la
contre-électrode est généralement mesuré tandis que le potentiel de I'électrode de travail est réglé
par rapport a une électrode de référence. Cette approche augmente le nombre de techniques
électrochimiques ~ applicables, en  utilisant  l'application ~ de  potentiel  statique
(chronoampérométrie), de potentiel balayé (voltampérométrie cyclique) et de tensions alternatives
a fréquence variable (EIS). Ces systémes offrent la possibilité d'étudier de maniere sophistiquée le
transfert de charge et la cinétique de réaction, ainsi que d'isoler et d'identifier les différentes
résistances électriques présentes dans le systeme.
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3.4.2. Mode non-faradique

Les mesures non-faradiques ne nécessitent aucun réactif supplémentaire et l'impédance
dépend principalement de la capacité interfaciale de 'électrode (Guimera e# al, 2015). 1l a été
démontré que les transducteurs a réseau d'électrodes interdigitées (figure 20), constitués d'une
paire d'électrodes métalliques en forme de peigne déposées sur un substrat isolant, sont vraiment
avantageux en termes de cinétique de détection et d'établissement rapide d'un signal en régime
permanent (Brosel-Oliu ¢ 4/, 2017). En outre, comme les mesures sont effectuées en mode non
faradique, le signal appliqué et la réponse en courant sont mesurés entre la paire d'électrodes se
faisant face, ce qui élimine le besoin d'une électrode de référence. Comme les deux électrodes
sont généralement constituées du méme matériau, la différence de potentiel électrique entre elles
est proche de zéro et I'impédance dans une solution aqueuse ne dépend principalement que de la

conductivité de la solution et de la capacité interfaciale des électrodes (Brosel-Oliu e af, 2017).

B)

Q)

E

tamise

Figure 20 : Image optique de la surface d'une électrode interdigitée (A) et images réalisées au MEB de doigts
d'électrodes interdigités d'une architecture planaire (B) et 3D (C) (adapté de Brosel-Oliu et al., 2017).

L'importance de la technique de spectroscopie d'impédance pour la détection des
bactéries a augmenté de manicre significative au cours des derniéres décennies. Les avantages des
réseaux d'électrodes interdigités offrent des méthodes peu couteuses et faciles a utiliser pour le
suivi de la croissance des micro-organismes et la détection spécifique de bactéries. Le grand
nombre de publications consacrées a la recherche fondamentale et aux applications de ces
biocapteurs reflete I'importance de ce domaine. Cependant, les principaux désavantages liés a

cette technique, quel que soit le mode d’utilisation (faradique ou non-faradique) sont :
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» Les effets de matrice des échantillons complexes, tels que les biofilms qui rendent les
données difficiles a exploiter

» Le manque de reproductibilité

» L'absence de méthodologie d’entretien permettant d'utiliser le capteur plusieurs fois sans

passer par une étape de décollement manuel du biofilm

Il convient de noter que les problemes susmentionnés ne sont pas spécifiques a la
spectroscopie d'impédance. D'autres technologies, comme le capteur ALVIM et les mesures
d’OCP, en souffrent. En général, les études d'impédance pour I’élaboration de capteurs bactériens
expliquent difficilement le lien entre les processus d’adhésion a la surface du capteur et les circuits

électriques équivalents.

4. Autres méthodes biologiques

4.1. Détermination des unités formants de colonies (UFC)

La technique la plus utilisée pour estimer la viabilité des cellules d’un biofilm est la
détermination des unités formant colonies (UFC) sur milieu gélosé. Basée sur l'approche des
dilutions en série utilisée pour quantifier les cellules, cette technique présente cependant de
sérieux inconvénients et limitations (Li e7 a/, 2014). La fraction de cellules vivantes détachées peut
ne pas étre représentative de la population initiale du biofilm et une sous-population de cellules
du biofilm peut étre viable mais non cultivable et ne serait pas détectée par la détermination des
UFC. Alternativement, la cytométrie en flux, couplée a quelques fluorophores, a été utilisée pour
déterminer rapidement et précisément la viabilité cellulaire des biofilms (Cerca ef al, 2011 ;
Oliveira et al, 2015). Bien que définitivement plus couteuse, la cytométrie en flux résout les deux
limites du comptage des UFC en permettant de différencier les UFC totales, mortes et viables

mais non cultivables.

4.2.Réaction polymérase en chaine (PCR)

La quantification des cellules vivantes au sein du biofilm par réaction polymérase en
chaine quantitative (q-PCR) a été proposée comme alternative a la culture cellulaire classique.
Cependant, cette approche peut conduire a une surestimation du nombre de cellules viables en
raison de la présence d'ADN extracellulaire (ADNe) libre (Magalhaes e a/, 2019) et d'ADN
provenant de cellules mortes. Cette méthode a été utilisée pour dénombrer les cellules viables
dans les biofilms (Chern e# al., 2015; Franga ez al., 2012) et pour quantifier les différentes souches

dans les biofilms d'especes mixtes (Magalhdes e al, 2019). Cependant, cette technique présente
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certains inconvénients comme la discrimination entre les cellules viables et les cellules mortes qui
est uniquement basée sur l'intégrité de la membrane (Tavernier & Coenye, 2015) et la présence
d'un nombre élevé de cellules mortes peut affecter la quantification des cellules viables (Fittipaldi

et al., 2012).

4.3. Réflectométrie des ultrasons

Les mesures ultrasoniques sont basées sur la propagation des ondes sonores dont la
vitesse dépend de la densité de masse et de l'impédance du milieu (Wang e# aZ, 2018). A l'interface
entre le support de croissance et le biofilm, I'amplitude de 'onde réfléchie dépend de la différence
d'impédance acoustique entre les milieux de part et d'autre de l'interface et de la topographie de
l'interface. L'impédance, les propriétés de l'interface et la longueur du trajet peuvent changer avec
la croissance d'une couche de biofilm (Sim e a/, 2013). Cela entralne un changement de
I'amplitude et des temps de propagation des ondes sonores. Ces changements peuvent étre
analysés pour surveiller quantitativement et en temps réel la colonisation d’une surface (Sim ez a/,
2013). Malgré le manque d'articles scientifiques mettant en relation Iutilisation d’ondes
ultrasonores avec la détection du biofilm dans des conditions naturelles, Wang ez a/. (2018)
fournissent des informations qui peuvent étre utilisées pour valider I'application possible de cette

méthode pour la détection du biofilm dans les bioréacteurs (Wang ez al., 2018).

5. Bilan comparatif des méthodes

La physiologie des cellules individuelles et les interactions a l'intérieur d'un biofilm ont été
analysées a un niveau de détail de plus en plus élevé, facilité par le développement de nouveaux
outils matériels, tels que la microscopie a haute résolution et les nouvelles méthodes
électrochimiques. Les outils moléculaires deviennent également prédominants et plus accessibles
qu'auparavant, permettant ’étude approfondie des structures complexes des biofilms. De
nouvelles technologies, telles que la spectroscopie Raman, le capteur ALVIM ou encore les
méthodes impédimétriques apportent une vision complémentaire aux études employant des
méthodes classiques (marquage au cristal violet, comptage des UFC, détermination de masse
seche, etc.). ’ensemble des techniques décrites dans cette partie est rapporté et comparé dans le

tableau 3.

Cette analyse de la littérature a permis de déterminer des tendances générales concernant
les avantages et limites de chaque catégorie. D’une part, bien que les techniques chimiques,

biologiques et moléculaires soient en général fastidieuses et destructrices, elles sont la base de
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toute analyse approfondie des biofilms. Leur utilisation en amont permet de comprendre les
processus biologiques de base des micro-organismes étudiés. Pour acquérir davantage
d’informations, les techniques d’imageries microscopiques s’avérent étre trés efficaces pour
apporter un appui visuel aux mesures réalisées. Néanmoins, elles nécessitent souvent un lourd
échantillonnage et l'utilisation de marqueurs de fluorescence est en général toxique pour les
communautés bactériennes. Seule la microscopie Raman permet de corréler Pempreinte d’un
biofilm avec une observation visuelle. Cependant, la structure complexe des biofilms rend

Pinterprétation des données difficiles et les spectres Raman obtenus sont peu reproductibles.

Les méthodes électrochimiques offrent quant a elles un bon compromis entre la
sensibilité, la rapidité d’analyse et le maintien de I'intégrité structurelle du biofilm ainsi que de la
viabilité des cellules. Certaines méthodes permettent de suivre la formation d’un biofilm 77 situ et
en temps réel, ce qui représente un grand avantage par rapport aux techniques précédentes. De
plus, leur miniaturisation en fait un choix de prédilection pour l'intégration aux structures
industrielles et en milieu naturel. Néanmoins, la forte sensibilité de ces méthodes représente
également un désavantage, car les signaux saturent rapidement lorsque la densité bactérienne est
trop importante. Les caractéristiques électrochimiques de la solution électrolyte sont également
un parametre qui peut apporter des perturbations aux analyses. Ces méthodes nécessitent
I’élaboration de modeles électriques afin d’expliquer les phénomenes. Ils doivent étre sélectionnés
avec circonspection car un modele complexe peut correspondre aux données expérimentales

mais ne pas étre cohérent avec le systeme étudié.

L’analyse des biofilms est une discipline a part enticre. Une étude compléte ne peut étre
réalisée a I'aide que d’une seule catégorie de techniques. Elles sont toutes complémentaires et
offrent des informations précieuses sur différents aspects des biofilms. Cependant, les utiliser
toutes ensemble représente un défi financier de taille et demanderait un investissement de travail
conséquent. Il est donc de la responsabilité de tous de sélectionner les techniques les plus

adaptées aux objectifs fixés.

69



Tableau 3 : Ensemble des techniques de détection et de mesure des biofilms.

Méthode

Objectif

Avantage

Limites

Référence

Masse séche

Coloration Crystal Violet

Imagerie RMN

FISH

Quantification de la biomasse totale

Quantification de la biomasse
adhérante
Reconstitution de I'image 2D ou 3D d'un

biofilm

Identification bactérienne

Facile a mettre en ceuvre
Coloration de tout type de cellules et
d'EPS

Technique non destructive dans la
plupart des cas

Détection rapide et précise des cellules
vivantes et mortes

Aucune distinction de matiére, méthode
destructive

Reproductibilité faible et temps de
préparation long

Un transfert d'échantillon peut étre
requis, temps d'acquisition est élevé

Sensibilité faible et difficile a utiliser
avec des biofilms mixtes

Wilson et al., 2017

Arnold, 2008

Fysun et al., 2019

Beier et al., 2012

Microscopie optique

Microscopie Raman

CLSM

MEB

Identification visuelle des biofilms

Suivi quantitatif de croissance par
obtention d'un spectre d'empreintes
digitales

Reconstruction de la structure en trois
dimension des biofilms

Etude de la structure spatiale du biofilm

Vision large de I'échantillon et rapide a
mettre en ceuvre

Méthode non destructive avec
spécificité élevée
Identification et analyse des structures

performantes et compatibles avec des
biofilms mixtes

Technique optique possédant la
meilleure résolution

Résolution et grossissements limités

Résolution spaciale faible et
interprétation de la structure spatiale du
biofilm complexe

Utilisation de fluorochromes nécéssaires
et un échantillonage lourd

Echantillonnage lourd

Hong et al., 2014

Lohumi et al., 2017

Reichhardt et Parsek, 2019

Kerekes et al., 2019

Electrode de type Clark

ocp

Technologie ALVIM

EIS - Mode faradique

EIS - Mode non faradique

Mesure d'oxygene réduit
Détermination de la biomasse par
mesure de différence de potentiel

Détermination de la couverture de
surface d'un biofilm

Mesure de la biomasse par réaction
électrochimique

Détection des changement
d'impédance locale

Méthode bien établie et applications
variées

Non destructif, temps réel et mesures in
situ

Mesures robustes et en temps réel

Non destructif, temps réel et mesures in
situ

Non destructif, temps réel et mesures in
situ

Fort biais induit par les variations de pH,
électrodes fragiles

Méthode non quantitative

Ne convient pas a un systéme statique

Interprétations des données complexes
dues a I'hétérogénéité des biofilms

Saturation rapide du signal

Tomazinho et al., 2015

Poma et al., 2020

Compte et al., 2021

Zarabadi et al., 2019

Brosel-Oliu et al., 2017

Comptage UFC

PCR

Réflectométrie des ultrasons
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Dénombrement de la densité cellulaire

Détermination de la densité cellulaire
par amplification de fragments d'ADN

Mesure de la vitesse de propagation
des ondes sonores dans la matiere

Purification et isolement de différentes
souches

Rapide et dénombrement de multiples
especes avec un seul échantillon

Mesures in-situ, rapides et en temps
réel

Longue préparation et détecte
seulement les cellules cultivables

Surestimation de la quantité de cellules
dans les biofilms par la présence d'ADN
externe.

Manque d'information de I'impact des
ondes sur les communautés
bactériennes

Oliveira et al., 2015

Magalhdes et al., 2019

Wang et al., 2018
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V. EMERGENCE DE TECHNIQUES RADIOFREQUENCES

1. Préambule

Les travaux sur le développement de capteurs basés sur la détection haute fréquence
(HF), supérieure a 100 MHz, pour la caractérisation biologique sont récents (Jain ef al, 2021;
Mason et al., 2018; Ozturk, 2019). La HF offre les avantages d’avoir une solution non invasive et
sans contact. Aucun marqueur ou autre modification n’est nécessaire, les mesures sont
particuliecrement rapides, précises et un suivi en temps réel sur une grande échelle de temps est
possible. Cette technique est également compatible avec les environnements biologiques. La
caractérisation de solvants et de liquides standards par micro-ondes a déja été obtenue (Moolat ez
al., 2022; Sklavounos & Barker, 2014). Les champs électriques énergétiques sont utilisés depuis
longtemps pour le controle des populations bactériennes. Seuls, leurs effets sont difficilement
observables, mais combinés avec d’autres agents dispersants ou antibiotiques, ils offrent de
meilleures performances biocides. Giladi ¢ al. (2008) ont par exemple prouvé l'efficacité des
champs électriques non homogenes pour controler efficacement le taux de croissance de P.
aeruginosa et S. anreus, et ont montré un effet synergique lorsqu'ils sont appliqués en méme temps
qu’un traitement au chloramphénicol. Des études ont également montré 1'éradication des biofilms
de 8. epidermidis, S. anreus et P. aernginosa avec I'utilisation de courants continus (Boda ez al, 2016;
Sandvik e7 al, 2013). Des champs électriques combinés a des analogues d’Al se sont également
avérés efficaces pour prévenir la croissance d'E. /i et ont montré un effet synergique avec la
gentamicine (Subramanian ef a/, 2016). Ces méthodes sont efficaces pour la prévention et le
traitement des bactéries planctoniques et des biofilms, représentant des options alternatives
complémentaires aux traitements des biofilms actuels. Ces méthodes sont surtout appliquées dans
le domaine médical. Peu d’études concernent leur utilisation en dehors d’un contexte curatif pour
une utilisation en tant qu’outil de diagnostic et de suivi de développement bactérien. Bien que
prometteuses, ces techniques n'ont été que tres peu appliquées a la détection des biofilms, et des

recherches supplémentaires sont nécessaires.
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2. Utilisation des capteurs radiofréquences pour l'étude des

micro-organismes
2.1. Principe général

Les approches spectroscopiques diélectriques offrent un certain nombre d'avantages
inhérents tels que la sélectivité (cellules vivantes ou mortes), la rapidité de la mesure et la
possibilité d'étudier de nombreux parametres (température, teneur en électrolytes, milieux acides,
bulles d'air et particules solides ou semi-solides dans le milieu). Les études de la réponse
diélectrique sont basées sur l'identification et I'analyse de la distribution des charges électriques
dans le systéeme étudié et sur son comportement en fonction de la fréquence. En fonction de la
gamme de fréquences, divers phénomenes physiques peuvent étre identifiés et les informations

obtenues se rapportent a différentes échelles du systeme étudié.
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Figure 21 : Interaction d'une onde électromagnétique avec une cellule microbienne a différentes fréquences.
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Dans les systemes biologiques cellulaires, il existe trois phénomenes majeurs de relaxation
diélectrique (ou de dispersion) dans lesquels la permittivité et la conductivité du systéeme changent
avec la fréquence, connus sous le nom de dispersion o, 3 et y (Artis ez a/, 2015). La dispersion «
est associée a la partie inférieure du spectre de fréquence (gamme des kHz). Elle est associée a la
diffusion ionique au niveau de la membrane cellulaire (Figure 21). La relaxation § se produit dans
la gamme des fréquences moyennes (a partir de quelques MHz jusqu’a environ 300 MHz). Elle
correspond a la polarisation des fluides intracellulaires, la membrane jouant le réle d’un isolant.
Enfin la dispersion vy, couvre la gamme des hautes fréquences du spectre, au-dela de 1 GHz.
Dans ce domaine, I'oscillation du champ électrique est si importante que les charges au sein des
cellules ne peuvent plus suivre les changements de direction du champ. Seules les molécules
dipolaires au sein de la solution globale se réorientent. Habituellement, le mod¢le de Debye
(Liebe ez al, 1991) est considéré comme suffisant pour modéliser ces processus et suppose un

temps de relaxation constant.

2.2.Différents capteurs pour la caractérisation des liquides

2.2.1. Résonateurs

Au cours de la derniere décennie, plusieurs types de capteurs radiofréquences ont été
élaborés dans le but d’étudier des systéemes biologiques. Les capteurs a résonateur (Chretiennot e/
al., 2012 ; Jain, 2020 ; Narang ez a/., 2018) sont configurés pour avoir une fréquence de résonance
ou une phase d'oscillation relative dépendant des parametres mesurés. Le principe de détection
est basé sur le rayonnement naturellement émis ou réfléchi par I'objet ou la cible observés. Ces
dernieres années, les capteurs a résonateur ont joué un réle clé dans la caractérisation des
matériaux et leurs applications. Les techniques résonantes font généralement I'objet d'une grande
attention en raison de leur précision et de leur sensibilité élevées par rapport aux techniques
classiques (Jain, 2020). Bien que les résonateurs soient considérés pour leurs performances
essentielles dans une gamme d'applications de communications et d'électronique micro-ondes,
telles que les oscillateurs et les filtres, quelques applications ont été consacrées aux capteurs de

résonateurs micro-ondes pour la caractérisation des matériaux biologiques.

De nombreuses études ont été réalisées pour la surveillance du glucose (Omer ef al,
2020). Les capteurs a micro-ondes ont la capacité de mesurer de mani¢re non destructive les
parametres a l'intérieur d’un liquide, évitant les méthodes invasives nécessitant un échantillonnage
de sang ou de maticre biologique (biofilm, culture cellulaire) (Kim ez a/, 2015). Qiang ez al. (2017)

ont notamment congu un capteur afin de détecter le niveau de glucose d’une solution aqueuse,
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représenté dans les figures 22a et 22b. Une gamme de concentrations de glucose de 5 a2 60 mg/1 a
¢té placée dans une structure a volume fixe pour la détection. Les résultats ont montré une
sensibilité de 1,97 MHz pour chaque pas de 10 mg/1 (figure 22c). Ce type de capteur pourrait
avoir des applications en microbiologie afin de déterminer le taux de glucose dans des solutions

biologiques plus complexes.
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Figure 22 : Structure du résonateur seul (a) et avec réservoir (b). Les données récoltées indiquent un décalage
de résonance proportionnel a la concentration en glucose (c) (adapté de Qiang et al, 2017).

Narang ez al. (2018) ont développé un biocapteur microfluidique a micro-ondes rapide,
sans contact et non invasif pour mesurer la concentration et la croissance d'E. co/i dans des
suspensions a différents pH. La puce microfluidique a été injectée d'échantillons bactériens et
incorporée a un capteur micro-ondes a résonateur annulaire microruban avec une fréquence de
fonctionnement de 2,5 GHz pour détecter la concentration et la croissance des bactéries. La
présence de différentes concentrations de bactéries a été détectée en examinant les changements
dans les réponses d'amplitude et de fréquence de résonance du systeme. Le dispositif de détection
enregistre une réponse quasi immédiate aux changements de la concentration de bactéries et une
sensibilit¢ maximale de 3,4 MHz pour chaque seuil logarithmique de la concentration

bactérienne.
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Une autre ¢tude utilisant la spectroscopie diélectrique par micro-ondes s’est focalisée sur
le développement d’un micro-capteur pour I'analyse moléculaire et cellulaire (Grenier ¢7 al., 2018).
Ces travaux mettent notamment l'accent sur le suivi possible des réactions cellulaires au niveau
d’une cellule lymphatique. Ce capteur permet le suivi diélectrique de cellules individuelles sans
marquage et directement dans un milieu de culture (figure 23). Cette caractéristique majeure de la
spectroscopie diélectrique par micro-ondes rend cette technique particulicrement adaptée a

l'analyse non-invasive et non-destructive des cellules.
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Figure 23 : Variation de la capacité d'une cellule lymphatique unique en fonction du temps. La cellule est soumise 4 un
traitement au méthanol afin d’entrainer la mort cellulaire. Extrait de Grenier et al, 2018.

Cette derniére possibilité ouvre la voie vers I'évaluation cinétique de systemes biologiques
plus complexes tels que les biofilms. Ces méthodes non destructives rendent possible le suivi des
caractéristiques diélectriques d’un ensemble de cellules directement dans leur milieu de
croissance. Cependant, I'architecture des capteurs doit étre pleinement adaptée au systeme

biologique ciblé.
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2.2.2. Sonde coaxiale a extrémité ouverte

Les sondes coaxiales a extrémité ouverte ont été largement utilisées pour déterminer les
propriétés diélectriques des matériaux dans le domaine des radiofréquences. Les sondes sont
utilisées en conjonction avec un analyseur de réseau pour mesurer les propriétés
électromagnétiques du matériau. Ia technique repose sur le principe selon lequel le coefficient de
réflexion mesuré d'une sonde coaxiale chargée est lié aux propriétés diélectriques du matériau en
contact avec la sonde. Les propriétés diélectriques, a leur tour, fournissent des informations sur le
stockage, la dissipation et la qualité de 'énergie électrique du matériau testé (Boughriet ef al,
1999). Aux fréquences inférieures a 100 MHz, la sonde coaxiale est traitée comme une ligne de
transmission idéale, la permittivité et la conductivité de I’échantillon sont directement liées au
coefficient de réflexion mesuré. A des fréquences plus élevées, les pertes ohmiques dans les
conducteurs de la sonde et les pertes diélectriques dans I'isolant de la sonde deviennent non
négligeables (Ruvio e7 al, 2018). De plus, des réflexions parasites peuvent se produire au niveau
du connecteur de la sonde. Dans ce cas, un étalonnage qui corrige le coefficient de réflexion
mesuré pour ces effets est nécessaire. Pour les échantillons hautement conducteurs, I'extrémité
immergée de la sonde coaxiale acquiert une charge de surface a des fréquences suffisamment
basses. Cette charge de surface modifie 'impédance effective de l'extrémité de la sonde et donc le

coefficient de réflexion mesuré (Boughriet ef al., 1999 ; Ruvio e# al.,, 2018).

Dans le cadre de l'analyse des propriétés diélectriques des biofilms, l'application des
sondes coaxiales peut fournir des informations précieuses sur la formation de biofilms,
notamment si P'analyse se situe dans la gamme de fréquences correspondant a la relaxation 3. Les
sondes coaxiales ont déja, mais rarement, été utilisées afin d’étudier la formation de biofilms en
milieu controlé (Sarrafzadeh ez a/, 2005) et naturel (Saber ez al, 2013). Cependant, dans cette
gamme de fréquences, en raison de l'effet de polarisation des électrodes, les mesures
d'échantillons conducteurs nécessitent des corrections pour extraire les propriétés électriques
intrinséques. Ces corrections requi¢rent I’élaboration d’un modé¢le mathématique spécifique ou
l'utilisation d’un logiciel commercial, augmentant les couts des dispositifs. De plus amples détails
sur les caractérisations de liquides a partir des sondes coaxiales a extrémité ouverte seront

apportés dans le chapitre suivant.
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V. BILAN BIBLIOGRAPHIQUE

Présents dans de nombreux milieux (eaux aquacoles, marines et au sein des organismes
vivants), les impacts sanitaires, économiques et écologiques des biofilms sont conséquents. Le
développement des biofilms a fait 'objet de nombreuses études scientifiques axées sur les
mécanismes de croissance, de résistance aux antibiotiques et de communication intercellulaire.
Les technologies modernes ont permis d’accroitre le panel de méthodes de caractérisation des
biofilms pour répondre aux besoins croissants de comprendre leur fonctionnement. Néanmoins,
cette revue bibliographique souligne I'existence évidente d’un manque de méthodes rapides en
temps réel et peu couteuses pour la détection précoce des biofilms. La plupart d’entre elles
nécessitent de lourdes préparations (méthodes microscopiques) ou des temps de préparation et
d’analyses de plusieurs jours (méthodes chimiques et moléculaires). Les techniques
électrochimiques sont quant a elles plus directes, mais n’étudient que les phénomenes d’interface
d’électrodes rendant difficile I'extension des résultats a ’ensemble des structures en trois

dimensions telles que les biofilms.

Les techniques hyperfréquences s’affranchissent de ces contraintes et représentent un axe
de recherche a fort potentiel pour Iétude en temps réel du développement dun biofilm. Ce
manuscrit est consacré a la mise en place d’un nouveau dispositif de mesure pour suivre en temps
réel la formation des biofilms. Les résultats de nos recherches sont présentés en trois parties : (i)
la conception et fabrication d’un nouveau capteur de biofilm basé sur I'analyse radiofréquence
des liquides, (ii) la conception d’un modéle électrochimique complémentaire afin de mieux
comprendre les effets d’interface engendrés par le biofilm sur le matériaux de croissance et enfin
(iii) la validation du dispositif par son application dans un domaine concret, le traitement des

biofilms par I'utilisation de bactériophages.
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CHAPITRE 11

Une méthode radiofréquence pour suivre la

formation d’un biofilm en temps réel
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|. INTRODUCTION

Les connaissances acquises sur les biofilms, synthétisées dans le chapitre précédent, ont
apporté une bonne compréhension des processus biologiques impliqués dans leur développement
et leurs conséquences sur 'environnement. Une partie des investigations repose sur I’élaboration
de nouvelles techniques de détection des biofilms. En quelques décennies, le domaine des
capteurs dédiés aux matériaux biologiques a connu une croissance significative en raison dun
besoin grandissant de prévenir 'apparition de pathogenes et leurs impacts sur la santé, I’économie
et I’écologie mondiale (Whitesides, 2006). En conséquence, divers capteurs basés principalement
sur la détection optique, mécanique ou électrique a basse fréquence sont disponibles pour la
caractérisation et la quantification des échantillons biologiques. Ils sont efficaces, mais présentent
cependant des inconvénients considérables, tels que l'utilisation de marqueurs optiques pouvant
altérer la véritable fonction biologique, une faible sensibilit¢é en milieu liquide, et un
encombrement important. Néanmoins, 'utilisation d'ondes électromagnétiques pour caractériser
et ¢tudier les propriétés diélectriques de substances biologiques telles que les tissus et les
suspensions cellulaires est bien établie notamment grace aux travaux de Schwan et Stuchly
(Schwan, 1983; Stuchly e @/, 1982). La miniaturisation des dispositifs a permis 1'élaboration de
nouveaux outils plus appropriés pour I'analyse biologique et les manipulations d'agents
biologiques. Ces dernieres années, l'idée de développer des biocapteurs basés sur la détection a
haute fréquence (HF) au-dela du gigahertz pour la caractérisation biologique a fait son apparition
(Martellosio et al, 2016; Haase ez al., 2015). En effet, I'utilisation de la HF offre des avantages

importants :

» Une solution non invasive et sans contact, sans aucune exigence de marqueurs ou
autres modifications

» Des mesures particuliérement rapides et des caractérisations précises, ainsi qu'un suivi
en temps réel sur une grande échelle de temps

» Une compatibilité avec les environnements biologiques, en plus de la possibilité de

caractériser de tres petits volumes (parfois quelques microlitres).

La combinaison de liquides et d'ondes électromagnétiques peut étre utilisée pour la
caractérisation de solvants et de liquides standards, tels que I'eau purifiée ou I’éthanol absolu
(Mohd Bahar e al, 2019). Cependant, les publications impliquant a la fois de la matiere
biologique et des signaux micro-ondes sont rares. Parmi elles, les travaux de Grenier e al. (2009)
présentent une technique innovante de détection biologique a des fréquences supérieures a 1

GHz ou le capteur présenté tire parti d'un champ électromagnétique millimétrique, permettant la
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caractérisation électrique de cellules humaines. 11 faut souligner que le caractere sans contact de la
détection est particuliecrement adapté a l'analyse biologique puisqu'il permet de conserver

intégrité de l'environnement biologique.

Les exemples de matériaux caractérisés a l'aide de méthodes hyperfréquences
comprennent, entre autres, les tissus biologiques (Gun ef al, 2017), les tumeurs (Kuwahara e al.,
2019), les mélanges binaires de liquides (Peltonen ef a/, 2018), les suspensions et émulsions de
particules (Ojinnaka ef 4/, 2016), les aliments (Raju ez a/, 2020), la végétation (Mavrovic e/ al.,
2018) et les sédiments marins (Mansour e# /., 2020). En tant que méthode polyvalente permettant
de mesurer la permittivité diélectrique des matériaux, la sonde coaxiale a extrémité ouverte a
quant a elle été largement utilisée par les chercheurs dans de nombreuses disciplines (Bobowski &
Johnson, 2020; Hussein ef al, 2019; Mavrovic et al., 2018). Les avantages de la sonde coaxiale par
rapport aux autres techniques reposent sur une mesure a large bande (10°-10" Hz), aucune
préparation de 1'échantillon et convient aux échantillons liquides et semi-solides (Mansour ef al,
2020). Bien que les propriétés électriques de divers matériaux biologiques aient été étudiées
pendant plusieurs décennies, une compréhension compléte des mécanismes microscopiques
conduisant aux dispersions diélectriques observées n'a pas encore été atteinte. En effet, ces
mécanismes sont généralement modélisées a l'aide de résultats empiriques. Les études qui
permettent d'approfondir les connaissances de ces mécanismes sont donc dun intérét

fondamental.

De ces constats a émergé la motivation de développer un nouveau type de capteur
radiofréquence. Ainsi, les objectifs de cette thése sont basés sur le besoin de détecter la formation
des biofilms a un stade précoce. Le bénéfice attendu de ces travaux serait également d’offrir une
alternative aux méthodes existantes pour étudier les biofilms tout en étant complémentaire des
techniques actuelles. Ce chapitre présente I’élaboration d’un capteur de biofilm dans le domaine
des radiofréquences, ainsi que ses caractéristiques et son fonctionnement. Dans un premier
temps, les caractéristiques électriques intrinseques des constituants des biofilms seront examinées.
Ensuite, larchitecture et la géométrie du capteur sont exposées. Elles ont été congues de manicre
a ce qu'il fonctionne dans des conditions de laboratoire controlées mais également afin qu’il soit
transposable a un environnement industriel ou naturel. Dans un troisiéme temps, un modele
numérique construit a partir du logiciel HESS (High Frequency Structure Simulator) est proposé
afin de compléter la compréhension du fonctionnement du capteur. Enfin, des tests en
conditions de laboratoire avec des biofilms réels sont présentés et une discussion est proposée

autour de ces résultats.
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[I. MATERIEL ET METHODES

1. Sélection de deux modeles bactériens pour la conception d’un

capteur radiofréquence

1.1.Vibrio natriegens : un modéle biotechnologique industriel

Vibrio natriegens a récemment été étudiée en tant qu’hote pour la conception de
biotechnologies en raison de ses propriétés intrinseques prometteuses (taux de croissance élevé et
taux de consommation de substrat spécifique a la biomasse) (Hoffart ez al., 2017; Lee ¢t al., 2010).
C’est également une bactérie couramment rencontrée dans les biofilms marins. Bien que la
premiere souche de 7. natriegens a croissance rapide ait été découverte en 1958 (Payne, 1958), il a
fallu attendre pres de 60 ans avant que plusieurs groupes de recherche reconnaissent
indépendamment son potentiel et commencent a l'introduire dans les protocoles de recherche en
biotechnologie (Hoffart ez al, 2017a; Lee et al, 2016). Ces publications ont servi d'amorce a des
efforts de recherche croissants qui, a ce jour, s'efforcent d'utiliser . natriegens comme nouveau
mode¢le pour la biologie moléculaire, la synthése de protéines et comme souche de base pour la
production de petites molécules. Cette bactérie Gram-négative anaérobie facultative est non
pathogéne et appartient au niveau de biosécurité 1 (Hoff ez al, 2020; Lee et al, 20106). 1. natriegens
est en forme de batonnet avec un unique flagelle polaire. En fournissant suffisamment d'ions
sodium, . natriegens se développe rapidement sur des milieux complexes standards tels que le
bouillon de lysogénie (LB) et le milieu d'infusion cetveau-cceur (BHI) (Eagon, 1962; Hoffart ez al,
2017; Weinstock et al, 2016). Facile a manipuler en laboratoire et dans des conditions de culture
optimales (croissance aérobie dans un milieu nutrient broth (NB) contenant 15 g/1 de sels marins
ou de NaCl, 37°C, pH 7,5), elle présente des temps de doublement minimum de 9,4 - 9,8
min (4 = 4,24 - 4,42 h™") qui n'ont été rapportés pour aucune autre bactérie non pathogéne a ce
jour (Eagon, 1962; Hoffart ez al., 2017). En conditions anoxiques, les cellules qui ne se divisent
pas restent tout de méme métaboliquement actives. /. natriegens présente une flexibilité
nutritionnelle remarquable en ce qui concerne la soutrce de carbone et s'est avérée étre le membre
le plus polyvalent de son genre (Hoff ¢z al, 2020). Le taux de croissance élevé de 1. natriegens,
démontré par les premicres études d'ingénierie métabolique, justifie son utilisation pour le

développement de biotechnologies industrielles pour ces travaux de recherche.
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1.2. Pseudomonas aeruginosa : un modéle d’intérét médical

Psendomonas aernginosa a été isolée pour la premicre fois par Gessard en 1882, tandis que le
genre Pseundomonas a été décrit pour la premiere fois par Migula en 1894, aeruginosa étant 'espece
type du genre (Palleroni, 2010). Les membres de la famille des Pseudomonaceae sont omniprésents
dans la nature (sols, plantes et environnements aquatiques) (Gurney e a/, 2020; Klockgether &
Tummler, 2017). P. aeruginosa est un micro-organisme tres adaptable qui ne nécessite aucune
condition de culture particulicre. Ce pathogeéne se développe sur la plupart des milieux non
sélectifs (Mueller-Hinton, Nutrient agar, Luria-Bertani, blood agar, etc.). Bien que sa température
optimale de croissance soit 37°C, P. aeruginosa peut également survivre dans une large gamme de
températures allant de 4 a 40°C (Gajdacs ¢7 al, 2019). Parmi les caractéristiques phénotypiques de
P. aeruginosa, 'odeur caractéristique (décrite comme fleurie, proche de I’acacia), la -hémolyse (sur
gélose au sang) et la couleur des colonies (dans des milieux de culture appropriés) permettent son

identification rapide (Clark ez a/., 2015).

P. aeruginosa et d'autres espéces du méme genre sont connues poutr produire divers
pigments, dont la pyoverdine, la pyocyanine, la pyorubine et la pyomélanine (Allydice-Francis &
Brown, 2012; Behzadi & Behzadi, 2008). L'un des facteurs les plus importants de la virulence
dans la pathogencse des infections a P. aeruginosa est la production abondante de biofilm.
Particulicrement robuste contre les conditions environnementales difficiles et contre le systeme
immunitaire de I'hote (Jamal e a/, 2018a; Maurice ef al., 2018), les biofilms de cette bactérie ont
des compositions hétérogenes, constituées d'agrégats de communautés bactériennes sessiles
(biofilms mono ou multi-espéces), d'exopolysaccharides, d'ADN, de glucides, de protéines, de
tensioactifs, de lipides, de divers ions et d'eau (Behzadi e# al, 2020; Lebeaux ef al, 2014). Les
biofilms particulicrement tenaces de P. aeruginosa lui permettent de persister dans de nombreux
environnements externes (tuyaux et réservoirs d'eau, éviers, carrelage, équipements médicaux,
humidificateurs, équipements et cathéters de dialyse, dispositifs médicaux implantés, préparations
médicales, liquide pour lentilles de contact, solutions antiseptiques et cremes) et iz vivo (Ciofu &
Tolker-Nielsen, 2019; Jamal ef al.,, 2018; Lebeaux ef al, 2014). Cette bactérie appartient au niveau
de biosécurité 2 en raison de sa ténacité face aux solutions antiseptiques et de sa pathogénicité
¢levée responsable de nombreuses infections telles que les infections de la peau et des tissus
mous (Behzadi ez al, 2021), les infections de l'oreille moyenne (Pye, 2018) ou encore les
pneumonies (Martinez-Aleman ez al, 2020). La production de biofilm chez cette bactérie est
conséquente et systématique dans des conditions de culture classiques ce qui en fait un excellent

mode¢le d’étude pour ce travail de thése.
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1.3. Cultures bactériennes

Les deux bactéries modeles Gram-négatives, décrites dans la section précédente, ont été
utilisées : P. aeruginosa PAO1 et V. natriegens ATCC 14048. Elles ont été inoculées, a partir d'un
stock congelé sur cryobilles a -80°C, dans un tube en téflon contenant 50 ml de Tryptic Soy
Broth (TSB — P. aeruginosa) ou de Nutrient Broth (NB — 1. natriegens). 1a salinité du milieu NB a
été ajustée a 1,5 % par ajout de chlorure de sodium. Les cultures ont ensuite été incubées sous
agitation (50 rpm) pendant une nuit a 37°C pour P. aeruginosa et a 28°C pour 1. natriegens. Apres
chaque lecture, 100 pl de culture ont été inoculés par dépot a la micropipette sur des boites de
gélose nutritive (Tryptic Soy Agar et Nutrient Agar) afin de quantifier les unités formatrices de
colonies (UFC). Pour toutes les expériences, la suspension bactérienne initiale a été ajustée a 2 X
10" UFC/ml pour P. aeruginosa et 2 2 x 10° UFC/ ml pour V. natriegens. 1.e développement rapide
de 1. natriegens justifie la concentration de départ plus faible. Les cinétiques de croissance
bactérienne ont été réalisées par mesure automatisée de la densité optique (DOew) au
spectrophotométre. Le protocole décrit dans les travaux de Naves ez a/. (2008) a été suivi pour
déterminer la formation spécifique de biofilm des deux souches bactériennes. Suivant cette
procédure, les bactéries sont inoculées dans leur milieu nutritif respectif dans une plaque de 96
puits a fond plat en polystyréne traité (Greiner Bio-one®). Ces plaques ont ensuite été incubées
pendant une nuit sans agitation a 37°C et 28°C et la DOgyo de chaque puits a été mesurée.
Ensuite, le milieu de culture a été retiré et les puits ont été rincés avec de leau distillée afin
d’éliminer les cellules non adhérentes. Les puits ont été exposés a l'air pendant 20 minutes puis
100 pl d'une solution de cristal violet (CV) a 1% (v/v) ont été ajoutés pendant cing minutes afin
de colorer les cellules adhérées. Le colorant a été retiré et les puits ont été rincés quatre fois avec
de Peau distillée pour éliminer l'exces de colorant. Les plaques ont séché a l'air libre pendant 1
heure. Le colorant absorbé par les cellules adhérentes a ensuite été solubilisé dans 200 ul
d'éthanol absolu. La DOsy des puits a été mesurée. Ce protocole a été répété autant de fois qu’il y
a de points de mesure dans la cinétique de formation de biofilm. La quantité de biofilm formé a
¢été déterminée en appliquant la formule SBF = (AB - CW) /G, ou SBF est l'indice de formation
spécifique de biofilm, AB est la DOs4 des bactéries adhérentes colorées, CW est la DOsy des
puits de controle colorés contenant uniquement un milieu abiotiques et G est la DOgo des
cellules en suspension de la culture utilisée (Naves ez al, 2008). Les essais ont été réalisés trois

fois. Toutes les mesures de densité optique ont été réalisées a l'aide d'un spectrophotometre

TECAN Infinite™,
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2. Elaboration d’un modeéle simplifié pour la conception du

capteur

2.1. Préparation d’échantillons représentatifs d’'un biofilm

L'objet de cette section est de présenter les essais préliminaires et les méthodes
scientifiques adoptées qui ont abouti a la fabrication du nouveau capteur radiofréquence et de
comprendre son fonctionnement. Les biofilms se révélant étre des structures biologiques
complexes, le premier modele d'étude théorique est simplifié dans cette section, limitant le
biofilm a ses principaux composés : I'eau, les cellules bactériennes et différents sucres (matrice
polysaccharidique). Les structures et propriétés chimiques de ces composés sont hétérogenes. Par
conséquent, l'hypothese selon laquelle les propriétés électriques de ces derniers ne sont pas
identiques et affectent les mesures du capteur différemment a été établie. Pour y répondre, dans
un premier temps, plusieurs solutions ont été préparées afin d’étudier leurs propriétés électriques
séparément. Ces gammes de solutions visent a simuler les variations de concentration qui peuvent
étre rencontrées au sein des biofilm naturels, c’est-a-dire proches de la réalité. Cinq gammes ont

été réalisées. Toutes les concentrations sont indiquées dans le tableau 4 :

» La premiére se compose de cellules microbiennes. Aprés 24h de croissance dans
du milieu TSB (Tryptic Soya Broth) a 37°C, des cultures de Psexudomonas aeruginosa
(PAO1) ont été centrifugées (4°C) a 5000 rpm pendant 10 minutes. Le surnageant a
été retiré, remplacé par de I'eau déionisée et le culot a été dissout dans un liquide de
ringage sous agitation douce. La solution obtenue a ensuite été soumise a un second
cycle de centrifugation. Cette étape de lavage a été répétée 2 fois supplémentaires. La
densité cellulaire de la suspension finale a ensuite été déterminée par densitométrie
optique a 600 nm. Le volume d'eau a été ajusté afin d’obtenir une DOgn de 0,83
correspondant a une concentration cellulaire proche de 10" UFC/ml. Les
suspensions de la gamme ont été préparées a partir de cette suspension mere et

contiennent 0, 107, 10%, 10° et 10" UFC/ml.

» Les quatre autres gammes contiennent chacune un sucre de la liste suivante : Glucose,
Mannose, Rhamnose et Galactose. Les concentrations sont de 0, 100, 150, 200 et 250
g/l. Ces gammes ont été préparées en dissolvant les sucres (produits commerciaux,
Sigma Aldrich©) dans de Peau purifice. Ces sucres ont été sélectionnés
conformément a la littérature scientifique afin de représenter au mieux les monomeres

produits par les souches PAO1 et ATCC 14048.
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Tableau 4 : Concentrations des gammes réalisées dans de ’eau purifiée

COMPOSANT CONCENTRATION

Co C1 C2 C3 C4
100 150 200 250
100 150 200 250

Gamme n°1 : Glucose (g/1) 0
0

Gamme n°3 : Galactose (g/]) 0 100 150 200 250
0
0

Gamme n°2 : Mannose (g/1)

100 150 200 250
10’ 108 10° 10"

Gamme n°4 : Rhamnose (g/1)
Gamme n°5 : Cellules bactérienne (UFC/ml)

2.2. Etude fondamentale des propriétés diélectriques des biofilms

La propagation d’une onde électromagnétique dans un milieu est affectée par les
propriétés physiques de ce dernier, notamment par sa permittivité diélectrique et sa conductivité
électrique. L’étude de ces deux propriétés est donc essentielle pour la conception d’un capteur
radiofréquence afin quil soit sensible a ces parametres. Les propriétés diélectriques
fondamentales décrivant les interactions entre le champ électrique appliqué et le matériau sont

exprimées par la permittivité complexe du matériau dépendante de la fréquence. La permittivité

., . [ , , . = (o)
diélectrique complexe d’un milieu est donnée par équation : € = & — j(g" + K) .
0

La partie réelle €' (constante diélectrique) traduit 'aptitude du matériaux a se polariser. La
partie imaginaire &" correspond aux phénomenes de pertes diélectriques responsables du
déphasage entre le champ appliqué et la polarisation induite. 0 désigne la conductivité électrique
du milieu. Le milieu diélectrique étudié réagit au champ appliqué suite a différents mécanismes
diélectriques. Plusieurs types de polarisation diélectrique existent et sont représentés dans la

figure 24.

Dans le cas de lutilisation des ondes radio (< 10” Hz), le processus de polarisation
interfaciale, également appelée polarisation Maxwell-Wagner (Josh & Clennell, 2015; Oh ef 4/,
2007), se produit lorsqu’un écart de conductivité et de polarisation est rencontré entre la sonde et
le matériau adjacent. L’accumulation des charges se produit alors au niveau des interfaces. Des
phénomenes différents tels que des polarisations ioniques ou électroniques peuvent étre mesurés,

mais cela requiert l'utilisation de fréquences différentes :
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Figure 24 : Spectre général de permittivité dié¢lectrique complexe d’une large gamme de fréquences.

» la polarisation dipolaite ou d’otientation décrit 'otrientation de molécules polaires
sous l'action du champ électrique. Ce processus est fortement dépendant de la
température, de la pression et de la chimie de ’environnement. La relaxation associée
a ce processus est observée dans le domaine de fréquence des micro-ondes (10”2 10"
Hz).

» La polarisation ionique correspond au déplacement mutuel des ions constituant une
molécule. Ce mécanisme est observé aux fréquences infrarouges (10" 2 10" Hz).

» La polarisation électronique ou optique est initiée par le déplacement des nuages
électroniques vis-a-vis du noyau des atomes. Celle-ci opére au-dela du domaine des

ultraviolets (10" a 10" Hz).

Les mesures de la permittivité complexe ont été réalisées a I'aide d’une sonde coaxiale
ouverte de la marque Agilent sur un analyseur de réseau 8753ES (figure 25). Cette méthode est
largement utilisée car elle est simple a mettre en ceuvre. L.a sonde coaxiale est en réalité un guide
d'ondes tronqué perpendiculairement a son axe. L'extrémité ouverte est placée dans ’échantillon
a caractériser et l'admittance de la transition entre la sonde et le matériau est extraite des
parameétres de réflexion mesurés. La détermination de la permittivité diélectrique a partir de cette
mesure reste plus délicate. L'admittance Y(f ,€) est une fonction complexe qui dépend
essentiellement de la fréquence f, la permittivité € de la substance étudiée et des propriétés

physiques de la sonde. Le systeme peut se modéliser électriquement par deux condensateurs en
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paralléle. 11 est conventionnel d'approximer la fonction Y(f, €) par ce modele ou Y(f, €) = j2nf(C,
+ Csg), ou Ci et C; sont supposés représenter respectivement la capacité de la ligne et la capacité
de la transition entre les deux environnements. Ce modcle est valable pour des fréquences
inférieures a quelques GHz et les constantes C; et C, ont ici été déterminées en mesurant les
admittances de P'eau purifiée et de éthanol dont les permittivités sont connues (respectivement

79,5 et 25,2 a 20°C). La sonde ainsi étalonnée a pu étre utilisée pour mesurer les différentes

solutions de permittivité (€) inconnue.

Figure 25 : Photographie de la sonde coaxiale Agilent plongée dans un des échantillons et schématisation du
circuit équivalent de ’admittance de la sonde (C; et C; représentent les capacités paralleles et G est le terme dissipatif).

La permittivité absolue est une grandeur complexe composée d’une partie réelle et
imaginaire. Elle s'exprime alors comme suit : € = €, & ou € est la permittivité absolue, €; est la
permittivité relative et &y la permittivité du vide. Lorsque la permittivité complexe est représentée
sous la forme d'un simple diagramme vectoriel, dans la figure 26, les composantes réelles et
imaginaires sont déphasées de 90°. La tangente de perte (tan 8) est définie comme le rapport de la

partie imaginaire sur la partie réelle.
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Figure 26 : Représentation de la permittivité complexe sous forme de diagramme vectoriel.

Il est bien connu que la permittivité diélectrique de 'eau évolue en fonction de la

température. Mesuré par Andryieuski e/ a/. (2015) dans la figure 27, ce phénomene est décrit par

la formule de Debye :

e(w, Teau) = S(Teau) +

€0(Teqr) — €(Tequ)
1 —iw(Tequ)

Cette forte dépendance permet d'utiliser la température comme un autre moyen d’ajuster les

propriétés électromagnétiques d'un matériau aqueux (Andryieuski ¢z a/, 2015). Dans le cadre de

cette these, les mesures ont été effectuées a 20°C, les valeurs de la partie réelle de I'eau avoisine

donc en théorie la valeur 80 sur les fréquences inférieures a 1 GHz et sera proche de 0 sur la

partie imaginaire.
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Figure 27 : Impact de la température de ’eau sur la permittivité relative en traits pleins et les pertes

2.3. Conception du capteur radiofréquence : architecture et matériaux

Frequency (GHz)

diélectriques en pointillés (Andryieuski et al., 2015).

Afin d’étudier de potentielles variations des propriétés diélectriques des biofilms

bactériens, un nouveau capteur a été créé afin d’obtenir une analyse sans préparation, rapide et en

temps réel. Le capteur de biofilm est composé d’une sonde positionnée a la verticale, sur un socle

en plastique rigide, surmontée d’un réservoir en téflon qui peut contenir jusqu’a 120 millilitres de

99



culture bactérienne. La sonde est insérée au centre de la base. I.’étanchéité est assurée par un joint
en caoutchouc a la jointure du socle et du réservoir. Un couvercle de boite de Petri adjoint de
coton cardé et scellé au parafilm permet de maintenir la stérilité du réservoir sans stopper les
échanges de gaz. Une étude du positionnement de la sonde a également été réalisée a I’aide d’un
second capteur possédant une sonde supplémentaire a I’horizontale sur la paroi interne du
réservoir. Une autre version du capteur intégralement en acier inoxydable a été fabriquée afin de
faciliter la stérilisation de l'ensemble a l'aide d’un autoclave et diminuer les risques de
contamination (figure 31). Il a été utilisé pour une application concrete, visant a valider activité
antibiofilm de bactériophages afin de souligner le potentiel du capteur en tant que méthode
complémentaire d’étude des biofilms. Cette application particulicre sera présentée dans le
chapitre IV de ce manuscrit. Seuls les capteurs en téflon sont utilisés dans les expériences de ce

chapitre.

Cylindre en laiton

_——
b ! Socle acier inoxydable (vue Socle acier inoxydable (vue Réservoir et ses deux extrémités

supérieure) inférieure)

racier i e

Connecteur SMA

Insertion de la sonde Réservoir

Capteur téfion

Figure 28 : Photographies représentant ’assemblage de la sonde ainsi que les deux types de capteur utilisés
dans les essais de ce manuscrit.

La sonde électromagnétique consiste en une ligne diélectrique cerclée d’une couche
isolante (PTFE) insérée dans un cylindre de laiton, comme indiqué dans la figure 31. Ainsi,
lorsqu’une onde électromagnétique se propage dans la ligne centrale, appelée 'ame coaxiale, un
champ électromagnétique se forme sur la partie tronquée. Il émane de 'ame coaxiale et rayonne
jusqu’aux abords de la ceinture en laiton. Les diametres de I'ame coaxiale, de Iisolant et du

cylindre de laiton sont respectivement de 1,24, 4,0 et 18,2 mm. La hauteur de la sonde mesure 15
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mm. La sonde a fait 'objet de nombreuses analyses de performances et de répétabilité. Les
résultats donnés par la sonde sur la caractérisation de solvants aux propriétés électriques connues
(eau, méthanol, éthanol) et inconnues (milieux de culture, eau de mer) ont été comparés a ceux
obtenus a l'aide d’une sonde coaxiale commerciale (Agilent). De plus, des simulations
informatiques ont également été réalisées afin de déterminer les parametres ayant un fort impact

sur les données collectées.

2.4. Préparation du capteur pour des mesures biologiques

Le protocole de caractérisation des biofilms est identique pour les deux bactéries étudiées.
Les différentes picces du capteur radiofréquence ont été dans un premier temps stérilisées par
rincages successifs de solutions antibiotiques (éthanol 70°, eau de javel) puis le téservoir et la
sonde ont été exposés a un rayonnement ultraviolet pendant une heure tandis que les picces
métalliques ont été autoclavées a 121°C pendant 15 minutes. L’ensemble du capteur a été
assemblé en conditions stériles. 10 ml de milieu de culture ont été versés dans le réservoir puis la
culture bactérienne a été inoculée. Une boite de Petri recouverte de coton cardé et maintenue par
du parafilm a ensuite été déposée sur le réservoir. La sonde électromagnétique a été raccordée a
un analyseur de réseau vectoriel par une ligne coaxiale. La gamme fréquentielle des mesures
s’étend de 0,1 a 3 GHz. L’expérience a été pilotée par un programme LabView® effectuant des

mesures toutes les 30 minutes pendant 48 heures pour P. aeruginosa et 24 heures pour V. natriegens.

2.5. Analyses statistiques

Toutes les courbes réalisées a partir du capteur radiofréquence représentent une moyenne
de trois mesures indépendantes (qui n’ont pas été réalisées le méme jour) chacune composée de
trois mesures successives a chaque analyse. La signification des différences a été déterminée au
moyen d’une analyse de la variance (ANOVA) et dun test de Tukey afin d’effectuer les
comparaisons multiples. Ces analyses ont été programmées et automatisées sur le logiciel RO
(version 3.0.1). Le seuil de valeur P < 0,05 a été sélectionné afin de déterminer la signification des
différences observées. Tous les tests réalisés indiquent qu’aucune différence statistique n’est

présente entre les 9 réplicas de chaque mesure.
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Ill. ETUDES PRELIMINAIRES ET VALIDATION DU

DISPOSITIF EXPERIMENTAL

1. Analyses de la permittivité diélectrique

Pour ces expériences, une sonde commerciale de la marque Agilent est utilisée. La
caractérisation diélectrique entre 0,2 et 3,0 GHz, de la gamme n°5 (tableau 4) contenant des
densités cellulaires croissantes est représentée dans la figure 29. Cette expérience a pour objectif
d’identifier I'influence d’une hausse de la densité cellulaire sur la permittivité d’une solution. Le
tracé des courbes de référence (concentration C0), correspondant a la caractérisation de 'eau
purifiée, donne une valeur en accord avec les valeurs données par Andryieuski ez a/ (2015).
Cependant, lorsque la densité cellulaire augmente, le profil des courbes change drastiquement. Un
effet de polarisation interfaciale (voir figure 24) est observable sur la partie réelle (€°), a partir de
la concentration la plus faible (C1 = 10" UFC/ml). Cet effet semble s’amplifier 2 mesure que la
densité bactérienne augmente. Les valeurs de € diminuent lorsque la fréquence augmente. Les
dynamiques restent constantes entre les concentrations C1 et C4. La partie imaginaire € affiche
une variabilité importante sur les basses fréquences de la gamme d’étude. Une différence totale de

80 a été mesurée entre la référence et la concentration maximale a 200 MHz, contre seulement 5

a3 GHz.

co
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Figure 29 : Caractérisation dié¢lectrique des solutions contenant des cellules bactériennes en suspension. De
C0 2 C4:0,107, 108, 10° et 1010 UFC/ml.
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La densité de cellules bactériennes en suspension dans I'eau semble donc influencer la
permittivité globale du milieu. Les données indiquent un fort effet de polarisation de I'électrode.
Ce phénomene, récemment mis en évidence par les travaux de Bobowski et Johnson (2020), peut
étre responsable de la hausse des valeurs de € aux basses fréquences. Cette polarisation indique la
présence d’une quantité importante d’ions en solution. I serait possible que les cellules
bactériennes, qui se développent dans un milieu riche en molécules chargées, forment un gradient
de charges important autour de la paroi cellulaire lorsqu’elles sont placées dans I'eau purifiée,
théoriquement exempte d’ions. Chaque cellule tentant de rétablir un équilibre ionique, une
libération naturelle de charges serait susceptible d’apparaitre et d’entrainer la polarisation de la
sonde en présence d’un champ électrique. Cette hypothése pourrait également expliquer la hausse
de €” aux basses fréquences de la gamme. Cette possible augmentation de charges peut se
traduire par une nette hausse de la conductivité du milieu dont la conséquence est 'augmentation

du facteur de perte.

En théorie, ce phénoméne ne devrait pas étre observé sur les caractérisations des
propriétés électriques des sucres. Bien que ces derniers aient des structures moléculaires proches,
ils ne portent aucune charge susceptible de provoquer une telle modification du milieu. Les
figures 30 et 31 montrent les résultats de la caractérisation diélectrique des gammes des quatre
sucres. La partie réelle (€°) est représentée dans la figure 30, la partie imaginaire (€”) dans la figure
31. Une forte corrélation est observée dans leur propriétés diélectriques sur les deux composantes
de la permittivité complexe. Il est intéressant de noter que € décroit sur Pentiereté de la gamme
fréquentielle, phénoméene amplifié a mesure que la concentration augmente. Le seuil de départ a
200 MHz chute également lorsque la teneur en sucre augmente. Toutes les valeurs sont proches
entre chaque sucre, seul le galactose semble avoir un impact légerement plus prononcé sur €, a sa
concentration maximale. La dynamique globale des courbes se rapproche de celle de la référence
(CO). Concernant la partie imaginaire, les profils de chaque sucre et de chaque concentration sont
trés proches et ne différent pas vraiment de la référence (CO). II est difficile de distinguer des
variations nettes. La dynamique de la référence est conforme avec celle des travaux de

Andryieuski (2015).
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Figure 30 : Partie réelle de la permittivité complexe des suctes. De C0 2 C4 : 0, 100, 150, 200 et 250 g/1.
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Figure 31 : Partie imaginaire de la permittivité complexe des sucres. De C0 a C4 : 0, 100, 150, 200 et 250 g/1.
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Le tableau 5 affiche les différences de mesure, par rapport a la référence (notifié A€’ et
Ag”), sur quelques fréquences réparties sur la gamme d’étude. Les encadrés verts mettent en
¢évidence I'impact non négligeable des concentrations en sucre sur les valeurs de €. Quant aux
valeurs indiquées en rouge, elles soulignent Peffet important des cellules en suspension sur la
partie imaginaire (€”). Représentées sous cette forme, les données indiquent trés clairement que la
quantité de sucre entraine une perte de permittivité relative proportionnelle a 'augmentation de la
fréquence. En revanche, les variations de €” semblent essentiellement contraintes par la densité

cellulaire, en particulier sur les basses fréquences de la gamme.

Turgul & Kale (2018) ont utilisé une démarche similaire afin d’étudier les propriétés
diélectriques du sang. Etant une solution relativement complexe, le modéle de recherche a été
réduit a un simple mélange d’eau et de glucose, principaux composants du sang, en proportions
variables. Dans ces travaux, la permittivité complexe d’une gamme de glucose allant de 0 a 160
g/l a été étudiée a l'aide d’une sonde coaxiale congue spécialement a cet effet. La gamme de
fréquence s’étendait de 500 MHz a 20 GHz. Les résultats de ces mesures aboutissent aux mémes
constats que ceux présentés, et soulignent également un impact plus important de la quantité de
glucose sur € au-dela de 10 GHz. La partie imaginaire montrait, comme dans la figure 31, de
faibles variations par rapport a la référence. D’autres travaux se sont également focalisés sur
I’étude de la permittivité complexe de cultures de microalgues (Bono Jr ef al, 2013), de bactéries
(Wu et al, 2016) ainsi que de champignons pathogenes (Hussein e7 a/, 2019). Leurs conclusions
sont toutes unanimes sur 'augmentation de €” aux plus faibles fréquences des gammes étudiées.
Pour conclure sur ces premicres observations, ce modele simplifié permet d’obtenir une meilleure
approche pour comprendre I'évolution de la permittivité diélectrique des biofilms au cours de
leur croissance. On peut émettre ’hypothése que des variations importantes de conductivité et
donc de pertes diélectriques soient occasionnées lors du développement bactérien, simulé par la
gamme n°5 (tableau 4). Une chute de la permittivité relative (€”) a haute fréquence associée a la
production d’EPS (modélisé par les 4 gammes de sucres) pourrait également étre observée lors de
Iétude d’un modele réel. Il est donc possible d’envisager le suivi du développement d’un biofilm

par une méthode radiofréquence.
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Tableau 5 : Variabilité de la permittivité complexe des échantillons par rapport a la référence (eau purifiée a 20°C). Les valeurs colorées mettent en évidence les variations significatives.

€' Ag' g" Ag"
co C1 C2 Cc3 ca co C1 C2 C3 C4 co C1 C2 C3 ca Cco C1 C2 C3 Cca
200 MHz Glu 798 779 764 76,2 750 00 -19 -34 -3,7 -48 | 0,7 0,9 1,1 1,1 1,5 0,0 0,2 0,4 0,4 0,7

Man 798 782 76,7 76,2 756| 00 -16 -31 -36 -42)|07 11 10 1,1 16 |00 04 O3 03 09
Gal 798 784 770 770 730|600 -14 -28 -28 -68|07 11 1,2 1,3 1,7 |00 O3 O5 05 10
Rha 798 77,4 76,7 757 741( 00 -25 -31 -41 -57)|07 11 1,2 12 1,7 |00 O3 O5 05 10
P. aeruginosa 79,7 90,7 905 886 881| 00 110 108 89 84 |09 1,7 86 310 797| 00 08 7,7 300 788

500 MHz Glu 798 77,7 759 754 745( 00 -21 -39 -44 -53)|22 27 30 33 37|00 04 07 10 14
Man 798 780 76,5 759 750(00 -1,8 -33 -40 -48)|22 27 30 33 37|00 04 07 11 15
Gal 798 78,2 76,7 766 722( 00 -16 -32 -32 -76)| 22 28 32 37 39|00 06 10 14 1,7
Rha 798 771 76,4 753 73,7 00 -2,7 -34 -45 -62)| 22 26 30 34 37|00 04 07 11 15
P. aeruginosa 795 803 802 779 77400 07 07 -1,7 -22|21 24 53 149 351|(00 03 3,2 12,8 33,0

800 MHz Glu 798 774 756 749 739| 00 -24 -42 -48 58|36 41 45 52 56|00 05 09 15 20
Man 798 77,7 760 753 74300 -21 -3,7 -44 54|36 42 45 51 56|00 06 08 15 20
Gal 798 779 761 759 714|100 -18 -36 -38 -84 |36 44 48 56 60|00 07 12 19 23
Rha 798 76,8 760 748 730| 00 -29 -38 -50 -67|36 41 45 51 56 |00 05 09 15 20
P. aeruginosa 794 782 782 758 753| 00 -21 -20 -45 -50|34 35 53 113 243|(00 01 19 79 209

1,5GHz Glu 793 77,7 748 735 722| 00 -1,5 -45 -58 -71(66 79 75 91 98|00 13 09 25 3,2
Man 793 782 766 740 72,7| 00 -10 -26 -52 65|66 79 79 89 97|00 12 13 23 31
Gal 793 772 764 741 695| 00 -21 -28 -51 -98 |66 75 78 93 98 |00 09 12 2,7 3,2
Rha 793 768 758 735 71400 -24 35 -58 -79|66 77 85 91 94|00 11 19 25 28
P. aeruginosa 790 769 770 746 741| 00 -21 -20 -45 -50|63 58 67 100 166| 00 -06 04 3,6 10,2

3 GHz Glu 775 743 714 700 681)| 00 -32 -61 -75 -94)|128 139 141 158 166| 00 11 13 3,1 39
Man 775 750 72,7 710 691)| 00 -26 -48 -65 -84 |128 136 139 155 165| 00 08 1,2 2,7 3,7

Gal 775 742 722 704 654| 00 -33 -54 -71 -12,1|128 13,7 140 170 163 | 00 09 13 42 35

Rha 775 738 723 705 674 00 -3,7 -52 -70 -10,1|128 13,5 144 158 165| 00 08 16 3,0 3,8

P. aeruginosa 773 741 738 71,7 71,200 -32 -35 -56 -61]|122 114 13,2 140 156| 00 -0,7 1,1 18 34
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2. Validation de la sonde hyperfréguence

2.1. Obtention du coefficient de réflexion Si1

L’utilisation de la sonde requiert la génération d’un signal électromagnétique de fréquence
variable. Pour ce faire, un analyseur de réseau vectoriel (VNA) Master™ MS2037C de la marque
Anritsu® a été utilisé. Les bornes de fréquence générées par cet appareil vont de 5 KHz a 6 GHz.
D’apres la théorie des lignes, lorsqu’une onde électromagnétique se propage dans une ligne
d’impédance fixe et rencontre un milieu d'impédance différente, une partie de cette onde est
transmise au milieu tandis que l'autre est réfléchie. Le VNA permet de déterminer le ratio onde
transmise/onde réfléchie et mesure un coefficient de réflexion noté Sy exprimé en décibel (dB).
Cette unité mathématique logarithmique exprime l'atténuation d’un signal dont les degrés

d’atténuation par palier sont résumés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Atténuations théoriques de signal correspondantes aux valeurs de décibel

Valeur en décibel Pourcentage d’atténuation
0 dB 0%

10 dB 90%

20 dB 99%

30 dB 99,9%

40 dB 99,99%

2.2.Détermination de la gamme fréquentielle des mesures

Dans le cadre de la validation du systeme de mesure, les performances du dispositif
expérimental ont été comparées a un matériel de référence (sonde coaxiale Agilent commerciale,
analyseur de réseau 8753ES). Habituellement, la calibration d’une sonde coaxiale s’effectue sur la
partie tronquée, pour prendre en compte les éventuelles pertes de signal le long de la ligne de
transmission et lorsque le signal traverse la sonde. La calibration du capteur fabriqué (type SOL —
Short, Open, Load) a été réalisée en bout de ligne uniquement pour cause d’incompatibilité du

matériel de calibration classique avec P'architecture de la sonde.
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Figure 32 : Validation du dispositif expérimental : comparaison des mesures de différents liquides avec le
matériel de référence.

La validation est réalisée en comparant directement les résultats de la caractérisation de
liquides aux propriétés électriques connues (eau purifiée, eau saline, éthanol et méthanol) avec les
deux appareils (figure 32). En raison des limitations de la sonde commerciale pour les basses
fréquences, la plage de validation s’étend de 100 MHz a 6 GHz. La sonde expérimentale génere
des résultats cohérents avec ceux du matériel de référence, mais est moins précise. Les données
valident la gamme de mesure jusqu’a 3 GHz. Au-dela, des oscillations parasites apparaissent et les
résultats sont trop divergents de ceux de référence. Les valeurs regroupées dans le tableau 7
représentent lerreur de mesure par rapport au matériel de référence. Ces données indiquent
effectivement qu’au-dela de la fréquence de 3 GHz lerreur de mesure augmente fortement,
notamment pour les solutions aqueuses. Les expériences exposées dans ce manuscrit seront donc

limitées a une borne supérieure de 3 GHz.
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Tableau 7 : Erreur de mesure du VNA MS2037C/Capteur par rapport a ’analyseur 8753ES.

Fréquence Pourcentage d’erreur par rapport au matériel de référence
(GHz2) Air Eau purifi¢e ~ Eau de mer Ethanol Méthanol
0,1 0,7 0,9 13,2 2,1 5,1
0,2 0,9 1,2 9,3 4.8 0,6
0,3 3,1 0,1 5,7 5,0 5,2
0,5 2,7 2,0 0,5 3,9 3,6
0,8 3,2 5,2 0,3 34 2,8
1,0 0,6 0,7 0,7 2,0 1,1
1,5 4,7 7,0 1,2 1,4 5,7
2,0 10,5 9,5 7,9 8,3 39
3,0 59,4 42,1 19,3 2,3 3,5
4,0 143,1 30,7 26,3 21,2 0,6
5,0 200,8 21,2 24,0 34,1 1,4
6,0 139,6 34,0 26,6 18,9 2,4

Malgré les limites présentées précédemment, cette sonde possede les avantages d’étre peu
couteuse. Les connecteurs SMA sont disponibles pour moins de 15€. Le cout global reste bien en
deca de ceux des autres capteurs comme par exemple les capteurs de biofilm ALVIM ayant un
cout pouvant atteindre plusieurs milliers d’euros. Les dimensions de la sonde en font également

un outil facilement transportable et ergonomique.
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V. MODELISATION NUMERIQUE

Inspiré du concept des sondes coaxiales classiques, ’'ensemble du systéme de mesures a
été modélisé et simulé informatiquement. Afin d’étudier la réflexion d’onde du capteur, les
simulations électromagnétiques ont été effectuées a l'aide du logiciel High Frequency Structural
Simulator d'ANSYS (HESS). 11 utilise des éléments de maillage tétraédriques pour déterminer une
solution a un probléme électromagnétique donné. Le balayage de fréquence est réalisé entre 0,1 et
3,0 GHz, conformément aux conclusions de la validation expérimentale du systeme. Le mod¢le
sélectionné pour les simulations comprend I'ensemble du capteur (sonde et réservoir) et un
liquide (figure 33) dont les propriétés électriques seront modifiées afin d’observer leurs impacts

sur le parametre de réflexion Sii.

Figure 33 : Modélisation informatique du capteur. La pi¢ce rouge représente la sonde, la partie blanche
correspond au réservoir et la zone bleue est un liquide aux propriétés diélectriques variables. a) vue globale ; b) vue de
face ; ¢) vue supérieure.

1. Cartographie des champs électriqgues émis

En fonctionnement, le capteur génere un champ électromagnétique a partir de la surface
tronquée entre ’ame du coaxial et la ceinture de laiton. Le champ rayonne sur une distance
dépendante de la nature du milieu dans lequel se trouve la sonde. La figure 34 illustre la
cartographie d’un champ généré sur le logiciel HESS lorsquune onde de fréquence égale a 0,5
GHz se propage dans un liquide de conductivité variable. La permittivité est fixée a 81 car, dans
ces simulations, la sonde se situe dans de ’eau. La conductivité est quant a elle modifiée et vaut 0,
3 et 5 S/m afin d’étudier 'impact de ce parametre sur la géométrie du champ électromagnétique
généré. Ce parameétre a été sélectionné en raison de sa forte variation lors des analyses a ’aide de
la sonde coaxiale commerciale, lorsque la densité cellulaire était en hausse. La géométrie du
champ électrique semble quasiment identique dans les trois cas. Cependant, I'intensité du champ
est condensée aux abords de la sonde et s’affaiblit rapidement avec la distance. Pour une
conductivité nulle, les simulations indiquent un rayon de champ égal a 3,5 millimetres, contre 2,0
millimetres lorsque la conductivité vaut 5 S/m.
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Figure 34 : Modélisation HFSS de 'impact de la conductivité de la solution sur le champ électrique généré en
bout de sonde.
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2. Distance d’immersion de la sonde

La cartographie des champs électriques générés par la sonde indique que les ondes
électriques se propagent de quelques millimetres dans le liquide. Par conséquent, la profondeur
d’immersion de la sonde est un parametre légitime a étudier. La figure 35 représente I'impact de la

hauteur de liquide sur les variations du coefficient Sy; sur la gamme de fréquences 0,1 — 3,0 GHz.

0
1 4
2]
— -3 4
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Figure 35 : Modélisation HFSS de I'impact de la hauteur de liquide sur le parameétre de réflexion Syi.

Sur cette simulation, la profondeur d’immersion de la sonde a été sélectionnée allant de 0
(mesure dans l'air) a 50 mm. La permittivité et la conductivité du milieu sont constantes et
respectivement égales a4 81 (permittivité de I’eau) et 1,5 S/m (conductivité d’un milieu de culture
utilisé). Lorsque la profondeur augmente de quelques centaines de microns, le coefficient de
réflexion chute rapidement. De¢s lors que la profondeur d’immersion est différente de 0, les
courbes sont de plus en plus convexes. La hauteur de liquide semble impacter plus fortement les
mesures inférieures a 1,0 GHz. Au-dela de 2 mm d’immersion, I'influence devient négligeable sur
le coefficient Sii. Ce seuil correspond probablement a l'instant ou le champ électrique rayonne
uniquement dans le liquide. En dessous de 2 mm de hauteur, la sonde mesure les propriétés

diélectriques d’un ensemble ait/liquide.
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De plus, la variation maximale en décibel dans la gamme 0,1 — 0,5 GHz est égale a 3,8 dB.
Néanmoins, les 600 premiers microns d’immersion provoquent une chute égale a 75% de cette
valeur. Difficile a observer dans la figure 34, I'intensité du champ électrique peut expliquer ce
phénomene. Le champ est hétérogene et trés intense lors des premiers microns parcourus mais se
dissipe rapidement avec la distance. La sensibilité de la sonde devrait donc étre accrue sur les

premiceres couches du liquide parcourues.

Le seuil de profondeur de 2 mm ou les variations cessent pourrait correspondre a la
distance de rayonnement maximale du champ dans les conditions définies. I’hétérogénéité du
champ est en réalité un avantage pour la détection des biofilms car, d’apres ces simulations HESS,
C’est sur ces premieres couches que la sensibilité de la sonde semble meilleure. Un biofilm de
quelques dizaines de microns qui colonise la sonde serait donc en théorie placé dans la zone la

plus sensible du capteur.

3. Effet de la permittivité électrique et de la conductivité

Selon les conclusions de I’étude préliminaire sur les propriétés électriques des principaux
composants des biofilms, la permittivité relative, liée a la teneur en polysaccharides, donne des
variations maximales de permittivité d’une quinzaine d’unités (de 80 a 66 pour une concentration
de galactose allant de 0 (200 MHz) a 250 g/1 (3,0 GHz) - voir figure 29). Ces valeurs seront
sélectionnées pour les simulations HESS. La conductivité a quant a elle été fixée a 1,5 S/m. Cette
valeur correspond a celle du milieu de culture TSB utilisé dans les expériences de ce manuscrit, a
37°C. La figure 36 représente U'influence des variations de permittivité (36A) et de conductivité

(36B) sur le coefficient Si1 en fonction de la fréquence, simulé par le logiciel HESS.

La figure 306A souligne une faible influence de la permittivité relative sur le parameétre de
réflexion Sii. Les valeurs convergent vers le méme point sur les basses fréquences et semblent se
différencier uniquement au-dela de 700 MHz. Ces résultats soutiennent les conclusions apportées
dans la premicre section de ce chapitre indiquant une meilleure sensibilité de la permittivité vers
les fréquences élevées. Les limitations de la gamme fréquentielle ne permettent pas d’obtenir une
différenciation nette des courbes, mais il aurait probablement été possible de visualiser de

meilleures variations au-dela de 3 GHz.

Drautre part, les simulations démontrent dans la figure 36B que la conductivité est un
facteur impactant profondément le parametre de réflexion Si1 mais Pimpact est cette fois plus
conséquent sur les basses fréquences de la gamme. En balayant la conductivité de 0 a 5 S/m, avec

un pas de 0,5 S/m, les simulations montrent une chute du parameétre Sy sur Pentiereté de la
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gamme fréquentielle avec une différence beaucoup plus marquée sur les basses fréquences,

atteignant quasiment -16 dB.

Les travaux de Bobowski et Johnson (2020) valident ces observations. En mesurant la
permittivité aux basses fréquences d’échantillons de conductivité variable, leurs analyses
confirment la modification des résultats par des effets de polarisation. D’apres leurs conclusions,
une électrode métallique acquiert une charge de surface due a la dissociation des molécules de
surface de I'électrode ou a I'absorption des ions de la solution lorsqu'elle est immergée dans une
solution électrolytique. En réponse a cette charge de surface, la concentration d'ions de charges
opposées provenant de I'électrolyte augmente dans la région de I'électrode. Ces contre-ions sont
liés et forment une double couche électrique a l'interface électrode-électrolyte. En pratique, en
raison des réactions électrochimiques a I'électrode, il est souvent nécessaire d'inclure un terme de
conductance, de sorte qu'un modele précis nécessite une impédance de polarisation d'électrode

complexe compleéte.

Dans le cas des mesures avec la sonde coaxiale 2 extrémité ouverte commerciale, les
mesures de permittivité a basse fréquence sont délicates car l'impédance de polarisation de
I'électrode dépend de la fréquence de mesure, de la conductivité de 1'échantillon, de la géométrie
de I'électrode et de la densité de courant. Concernant le capteur, les simulations HFSS indiquent
une sensibilité importante de la sonde aux changements de conductivité du milieu. Cependant,
malgré I'absorption des ions sur le métal, a I'inverse des sondes coaxiales, aucun mod¢le
électrochimique équivalent n’est requis car il n’est pas nécessaire de remonter aux valeurs de
permittivité complexe. L’utilisation du parametre Si1 brut permet I'affranchissement de correction

de I'effet de polarisation de la sonde.
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parametre de réflexion Syj.
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4. Simulation de la croissance d’un biofilm

Afin de mieux correspondre aux conditions de mesure réelles, un second systeme a été
modélisé, prenant en compte une fine couche de liquide aux caractéristiques électriques
différentes au-dessus de la sonde. La figure 37 schématise le nouveau systéme, avec en vert cette

couche supplémentaire ayant pour objectif de représenter un biofilm bactérien.

o » Toim
Figure 37 : Modélisation informatique du capteur prenant en compte la formation d’un biofilm (partie verte).

L’augmentation progressive de 1’épaisseur de cette couche permet de simuler, avec
exagération, la formation d’un biofilm sur la sonde. Dans un premier temps, la conductivité du
milieu de culture (liquide bleu dans la figure 37) a été définie a 1,5 S/m (valeur du milieu de
culture TSB a 37°C, pH = 7,2). Afin de représenter une couche bactérienne dense en formation a
la surface du capteur, la conductivité du biofilm est fixée a 3,0 S/m. La permittivité des deux
liquides est placée a 81 car, comme observé dans la figure 36, ce paramétre a peu d’impact sur le
coefficient de réflexion mesuré par le capteur. De plus, un biofilm est composé a 95% d’eau
(Kassinger & Van Hoek, 2020), il est donc probable que la permittivité d’un tel matériau soit

proche de celle de eau. La hauteur de liquide totale dans ce systéeme est de 10 mm.

L’influence de Iépaisseur du biofilm sur le coefficient de réflexion Sy et la variation
relative du coefficient normalisé ASy; sur plusieurs fréquences sont représentées dans la figure 38.
Bien qu’éloignée de la réalité, ’épaisseur de la solution «biofilm» a été augmentée jusqu’a
atteindre une valeur Hyjofim égale 2 10 mm d’épaisseur et remplacer Pentiereté de la solution bleue.
Cette particularité permet de générer des informations complémentaires sur la sensibilité du

capteur.
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Figure 38 : Simulation HFSS de P’épaississement d'un biofilm. Gsowusion = 1,5 S/m 5 Obiofiim = 3,0 S/m ; € = 81.

Le coefficient Si1 s’abaisse de -4 a -8,3 dB sur les fréquences les plus sensibles, inférieures

a 0,5 GHz. Au-dela, les courbes convergent vers une méme valeur lorsque les fréquences

dépassent 1,0 GHz. Ces données brutes sont difficiles a interpréter. Cependant, le tracé de la

variation du coefficient Si; normalisé (ASy;) ainsi que son évolution relative par rapport a la

variation maximale obtenue a différentes fréquences donnent des information importantes sur le

fonctionnement du capteur :

» Les valeurs ASy; valident la meilleure sensibilité de la sonde sur les basses fréquences de la

gamme.

Le ASi: relatif indique que la tendance des variations observées lors de I'épaississement du
biofilm, sur toutes les fréquences de la gamme, est identique et de méme niveau. Cela
confirme que, malgré une sensibilité amoindrie vers les hautes fréquences de la gamme, les
variations restent proportionnelles au niveau de Sy atteint.

L’épaisseur croissante du liquide « biofilm » représenté sur un axe logarithmique signale une
détection du biofilm a partir des premicres dizaines de microns. Le ASi; relatif atteint la
valeur de 1 (100% de la variation atteinte) a partir d’une épaisseur de biofilm de 2 mm.

Cette observation est en concordance avec les études de champ précédentes.

Enfin, une simulation supplémentaire a été réalisée en ajustant les valeurs de conductivité

allant de 1,5 a 8,0 S/m, pour une valeur de € égale a 70. Les trois graphiques de la figure 39

représentent les variations du coefficient Si; en fonction de la conductivité pour des biofilms

(non réels) ayant une épaisseur de 30, 50 ou 100 um, plus représentatives de la réalité.
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Cette figure met en avant la forte sensibilité du capteur qui pourrait étre obtenue
expérimentalement. D’apres ces simulations, un biofilm de 30 um serait largement détectable si la
conductivité au sein du film bactérien augmente. Ayant observé dans la section précédente que la
densité bactérienne influengait significativement la conductivité du milieu (via les variations de
€”), il est en effet probable qu’un biofilm, regroupant une forte concentration bactérienne locale,
engendre une hausse conséquente de la conductivité au niveau de la sonde. Les variabilités totales
observées a basse fréquence pour des films de 30, 50 et 100 um sont respectivement de -1,6, -2,2
et -4 dB. Les simulations indiquent une sensibilit¢é moindre dans les zones convergentes.
Cependant, dans des conditions réelles, la densité cellulaire en suspension devrait également

augmenter. Il reste donc difficile de prévoir avec fiabilité quelles seront les variations attendues.

5. Bilan des simulations numériques

En conclusion, ces simulations donnent d’amples informations sur le fonctionnement
théorique du capteur. D’une part, la géométrie du champ électrique généré devrait essentiellement
dépendre de la fréquence employée et de la conductivité du milieu traversé. Il rayonne sur une
distance variable de quelques millimeétres, mais son intensité chute brusquement avec la distance.

Seuls les premicres centaines de microns semblent réellement impacter les mesures.

D’autre part, le capteur semble étre plus sensible aux variations de conductivité que celles
de la permittivité électrique, compte tenu de la gamme fréquentielle de mesure. La sensibilité¢ du
capteur serait meilleure sur les fréquences inférieures a 1,0 GHz. Au-dela, l'influence de la
conductivité ionique s’estompe et les courbes convergent vers une méme valeur. L’impact de la
permittivité diélectrique est encore trop atténué mais serait probablement plus visible au-dela de

10 GHz.

La croissance d’un biofilm provoque a la fois des changements de conductivité de la
solution au cours du développement bactérien ainsi qu’une épaisseur de film hétérogene et
évolutive au cours du temps. Tous ces éléments devraient en théorie avoir un impact sur le
coefficient de réflexion Sy, d’apres les simulations HFSS. La combinaison de la croissance
bactérienne en suspension et la formation du biofilm est complexe a modéliser. L’évolution du
coefficient de réflexion pourrait dépendre de la conductivité locale au niveau de la sonde mais
aussi de I’épaisseur du film bactérien. L’effet synergique de tous ces parametres en conditions
réelles pourraient engendrer des variations conséquentes encourageant l'utilisation du capteur

pour la détection des biofilms.
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V. APPLICATION DU CAPTEUR SUR DES CAS REELS

Dans cette section, le suivi de croissance de deux bactéries modeéles est testé a I'aide du
capteur radiofréquence. D’apres les simulations HESS, le capteur est théoriquement sensible aux
variations des pertes diélectriques, autrement dit, de la conductivité électrique. 11 devrait ainsi étre
capable de détecter des changements du coefficient Sy lors des modifications des caractéristiques

électriques du milieu provoquées par 'expansion de la densité cellulaire.

Vibrio nattiegens

Les données recueillies par le capteur lors de la croissance de 17, natriegens sont
représentées dans la figure 40. Les graphiques a, b et ¢ représentent respectivement la mesure du
coefficient de réflexion Si; sur Penticreté de la gamme de fréquence, les données extraites de 4
tréquences (0,3 ; 0,5; 1,0 ; 2,0 GHz) puis normalisées par rapport a la référence (milieu de culture
abiotique) et enfin les courbes de croissances de la bactérie obtenues par mesure de densité
optique et coloration au cristal violet. Dans la figure 40a, les mesures de référence du milieu de
culture stérile (NB) apparaissent en rouge. Il affiche une valeur de -7,75 dB a 100 MHz avec un
profil 1égerement convexe en début de gamme. Les valeurs augmentent ensuite a partir de de 0,3
GHz jusqu’a 3,0 GHz et atteignent une valeur maximale de -3,27 dB. Lors du développement
bactérien, la dynamique est maintenue, mais les valeurs s’affaiblissent globalement. Ce
comportement, également observé lors des simulations HFSS, montre que les variations de
conductivité électrique sont corrélées a la hausse de la densité bactérienne, qui se traduit par une
chute du coefficient Si1. Ce phénomene était également prédit par les simulations HESS. La figure
40b montre le AS;; monofréquence associé a la croissance de la bactérie en fonction du temps.
Sous cette représentation, les tendances observées, pour chaque fréquence chez . natriegens
affichent une nette diminution de la valeur AS;; pendant les deux premicres heures de croissance,
suivie d’un ralentissement pour atteindre une valeur constante apres 6 heures. Phénomeéne
observé sur les simulations HFSS, la sensibilité de la méthode est accrue aux basses fréquences
conduisant 2 une vitesse de variation initiale de - 0,72 dB/h 4 0,3 GHz contre - 0,22 dB/h a4 2,0
GHz. La cinétique de croissance de 1. natriegens en suspension et sa formation du biofilm sont
représentés dans la figure 40c. Le développement planctonique de la bactérie dans ces conditions
expérimentales est rapide (7 heures) et atteint une teneur maximale proche de 10° UFC.ml". La
quantité de bactéries dans la suspension reste ensuite stable. De trés faibles valeurs de l'indice
SBF sont mesurées indiquant une adhésion parcellaire dans les conditions du test. Ces résultats
soulignent la croissance rapide de 1. natriegens en accord avec la littérature (Hoffart ez al, 2017,

Lee ¢t al., 2016) mais sa formation de biofilm reste faible.
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Figure 40 : Suivi de croissance de V. natriegens avec le
capteur radiofréquence. A — Mesure du coefficient de
réflexion Si1; B — Variations normalisées obtenues sur 4
fréquences ; C — résultats des cinétiques de croissances
obtenues par mesure de densité optique et coloration au
cristal violet.
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Figure 41: Suivi de croissance de P. aeruginosa avec le
capteur radiofréquence. A — Mesure du coefficient de
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Pscudomonas aeruginosa

Une expérience similaire a été réalisée avec la bactérie P. aeruginosa, les données sont
regroupées dans la figure 41. Semblable aux caractéristiques de la bactérie précédente, les valeurs
du parameétre Sy de P. aeruginosa ont diminué au cours du développement cellulaire par rapport a
la courbe de référence du milieu TSB. Les différences obtenues pour les références, en rouge, et
allure des courbes en-deca de 500 MHz sont attribuées aux compositions différentes des deux
milieux de culture utilisés. Initialement proche de la dynamique de 7brio natriegens aux stades
précoces, le ASy; de P. aeruginosa décline progressivement vers une phase stationnaire mais une
rupture de pente survient apres 7 heures d’incubation. Ce phénomeéne ne peut étre observé qu'a
des fréquences inférieures a 1 GHz probablement en raison de la plus grande sensibilité du
capteur observé dans cette partie de la gamme sur les simulations numériques. La sensibilité¢ du
capteur pour cette bactérie est d'environ 0,41 dB/h sur la phase linéaire initiale. Cette différence
avec 7. natriegens met en évidence la dispersion des résultats due a la nature des cellules étudiées
(especes différentes), ce qui avait déja été partiellement discuté par Russel e# o/ (2018). En effet,
les propriétés physico-chimiques des cellules bactériennes (taille, épaisseur de la membrane,
rugosité) sont susceptibles de fortement influencer les mesures. Une hypothese plausible serait
que, de par leur nature, des cellules différentes ne se polarisent pas de la méme maniére sous
I'influence d’un champ électrique. Par conséquent, les propriétés diélectriques locales du milieu
ne peuvent étre identiques. Ceci peut potentiellement expliquer ces différences de sensibilité,
souvent omises dans les études de caractérisation électrique radiofréquence. La croissance de P.
aernginosa est plus lente. Il faut 8 a 10 heures pour atteindre une phase stationnaire a une
concentration finale de 4,4 X 10’ UFC.ml". Cette bactérie, en particulier la souche PAO1, produit
en revanche une grande quantité d’EPS expliquant 'augmentation significative de I'indice SBF a
partir de 6 heures d'incubation. La hausse s’atténue progressivement, jusqu’a 'obtention d’un
plateau autour de 44 heures de croissance. Les différentes phases identifiées par le parametre Sy
aux basses fréquences semblent corrélées aux types de croissance des bactéries (planctonique et
adhésion). La chute initiale pourrait en effet correspondre a la croissance des bactéries en
suspension. La phase suivante semble liée a 'adhésion bactérienne visible sur le test de coloration
au cristal violet qui pourrait également s’effectuer sur la sonde. Une seconde hypothese serait que
cette adhésion correspond a la rupture de pente observée apres 7 heures de croissance. Bien que
les conditions expérimentales différent entre les deux tests, cette valeur concorde temporellement
avec la détection du biofilm par la technique de coloration au cristal violet. Ensuite, les deux
processus de croissance sont simultanés entre 7 et 10 heures d’incubation, correspondant a la fin

de la phase de croissance en suspension des bactéries et a un potentiel épaississement du biofilm.
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Ces résultats démontrent le potentiel de cette méthode pour le suivi en temps réel de la
croissance d’un biofilm mono-espece. La croissance bactérienne initiale de 7. natriegens provoque
une diminution globale de 1,45 dB a 0,3 GHz. Au cours de cette période, la densité bactérienne a
augmenté de 2,0 X 10° 2 3,2 X 10° UFC.ml" sur le test de croissance, correspondant 2 une pente
de 0,95 dB/log(DOgu). Les travaux de Narang ¢7 al. (2018) exploitent le potentiel d’un résonateur
microfluidique en anneau a micro-ondes pour détecter la présence d'E. co/i dans un milieu liquide
sous différentes conditions de pH. Une sensibilité maximale de 0,4771 dB/log (DOguw) a été

atteinte, deux fois plus faible que celle obtenue avec le capteur présenté dans ce manuscrit.

Ces résultats soulignent le potentiel du capteur a suivre une croissance bactérienne mais
également la formation dun biofilm dans un milieu de culture, en conditions statiques. Afin
d’appuyer davantage les preuves de lefficacité de la méthode, une expérience complémentaire
visant a isoler la formation du biofilm a été réalisée. Trois mesures ont ¢été réalisées sur des
cultures des deux souches précédentes au moment de I'inoculation, apres 24 et 48h de croissance.
Contrairement aux mesures précédentes, le milieu de culture a été renouvelé en amont de la
caractérisation radiofréquence. Chaque renouvellement élimine les bactéries planctoniques, ne
laissant place qu’aux cellules adhérentes. La figure 42A montre les valeurs de Si; mesurées pour
V. natriegens qui confirment I'absence d’adhésion car les courbes n’évoluent pas. En ce qui
concerne P. aeruginosa, les résultats de la figure 42B indiquent un déclin global des valeurs de Sy
expliqué par la présence et le développement d’un film adhérant sur la sonde. La diminution du
parametre Sy sur les 48 heures est d'environ 0,51 dB a 0,3 GHz ce qui est tres proche de la
variation de Si; mesurée dans la figure 41B entre le point de rupture de pente, a 6 heures de
croissance, a la fin de I'expérience. L'impact de l'expansion du biofilm sur la réponse du capteur
est donc bien établi et cela confirme que les deux types de croissances, planctoniques et biofilm,
sont bien présents pendant la croissance des bactéries dans le réservoir du capteur. 1l s’agit d’un
¢lément de réponse supplémentaire aux hypotheses émises concernant le point de rupture
observé. La pente qui suit semble quant a elle étre liée a I'évolution de 1'épaisseur du biofilm.
Dans ce cas, la sensibilité spécifique du biofilm serait égale a - 0.012 dB/h 2 la fréquence de 0.3
GHz.
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Figure 42 : Détermination de la formation du biofilm par renouvellement de milieu.

Bien que les biofilms se développent théoriquement sur toutes les surfaces du réservoir,
les cinétiques de développement peuvent étre différentes si la sonde se trouve sur la paroi
verticale ou au niveau du socle principal. Pour vérifier cette hypothese, un capteur comportant
deux sondes a été congu. Comme illustré dans la figure 43, une sonde a été inclinée d’un angle de
90° et positionnée sur la paroi du réservoir. Afin d’augmenter les vitesses d’acquisition, des
mesures ont été réalisées directement a 300 MHz, fréquence pour laquelle la sensibilité de la

méthode est élevée.

Figure 43 : Photographies du capteur a4 deux sondes (extérieur/intétieur).

Un EPS (MO245) a été solubilisé dans le milieu TSB et son impact est étudié avec ce
capteur. Il contient entre autres des unités répétées de tétrasaccharides composées de glucose, de
galactose et de rhamnose (Martin-Pastor e a/l, 2019). Sa présence dans le milieu de culture
implique la formation d’une couche d’EPS aux propriétés anti-biofilm sur la surface du réservoir
(Martin-Pastor ef al., 2019). Ainsi, en plus du changement de position de la sonde, efficacité des
mesures au travers d’un revétement anti-biofilm sera évaluée. Des mesures préliminaires dans un
milieu de culture abiotique ont permis d’évaluer I'impact négligeable du film polysaccharidique

sur la réponse du capteur.
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L’objectif de cette étude est d’observer quelle serait la réponse obtenue si les bactéries
n’étaient pas en mesure de coloniser la sonde et d’¢tudier 'impact de linclinaison de cette
derniére sur les résultats. La figure 44 regroupe les données obtenues lors de ces analyses. La
courbe noire, sur les trois graphiques, représente la croissance de P. aeruginosa sur la sonde placée
sur sa position initiale dans des conditions classiques. Le point de rupture de pente vers 8 heures
d’incubation marque la colonisation de la sonde par les bactéries. La courbe rouge est une mesure
réalisée dans des conditions similaires avec la seconde sonde positionnée sur la paroi du réservoir.
Les niveaux initiaux et finaux sont attenants, mais un décalage temporel de la rupture de pente est
visible. Dans cette configuration, la sonde semble détecter la présence d’un biofilm avec un délai
supplémentaire de quatre heures, si la rupture de pente est considérée comme la limite de
détection du biofilm. Ces résultats mettent en avant les différences de dynamique de formation
du biofilm dans un systéeme statique en fonction d’un positionnement horizontal ou vertical de la

sonde.

La courbe verte représente une analyse effectuée lors du développement bactérien dans
un milieu TSB contenant TEPS MO245. I’ajout au préalable de cet EPS forme une couche
protectrice sur toutes les parois immergées qui est censée empécher la colonisation bactérienne.
La disparition du point de rupture, probablement caractéristique de la formation d’un biofilm,
semble corrélée avec les propriétés anti-biofilm de 'EPS. Cependant, les valeurs finales obtenues,
avec ou sans EPS, sont identiques indiquant que les propriétés électriques finales des solutions
sont similaires dans les deux cas. Les EPS utilisés semblent prévenir la formation d’un biofilm sur
les parois, n’excluant pas la possibilité d’'une formation a I'interface liquide-air pouvant ensuite se
propager dans le liquide. Cette hypothéese a pu étre validée lors du nettoyage post-analyse du
capteur. Un mucus non adhérent aux parois était présent en solution. Aucun autre élément de

validation de cette hypothése n’est malheureusement disponible a ce jour.

La combinaison des deux parametres étudiés (position verticale et présence de 'EPS
MO245 est représentée par la courbe bleue révélant une dynamique proche de la précédente.
C’est un élément soutenant les preuves que les parois verticales du réservoir sont également
protégées par 'EPS. Semblable a la mesure précédente, un mucus bactérien non adhérent s’est
développé en solution mais la sonde ne semble pas discriminer un biofilm adhérent et suspendu.
En conclusion, lefficacité de 'EPS est validée par la méthode hyperfréquence. En effet,
I'adhésion du biofilm sur les parois du capteur a été inhibée par le polysaccharide, probablement
en raison de sa présence sous la forme d’une microcouche sur les surfaces immergées. De plus, le
positionnement du capteur a mis en évidence le délai de colonisation entre la surface horizontale

et verticale.
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Figure 44 : Impact du positionnement de la sonde et du revétement de I'EPS MO245 sur la réponse du capteur pendant
la croissance de P. aeruginosa.
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VI. CONCLUSIONS

Le développement d'un capteur basé sur la réflexion des ondes électromagnétiques a été
présenté afin de suivre la croissance de deux bactéries modeles et la formation d’un biofilm en
temps réel. Le principe du capteur est basé sur la technologie des sondes coaxiales et permet de
générer un champ électrique depuis I’'ame coaxiale vers la ceinture en laiton. Les analyses des
caractéristiques diélectriques des composants majeurs des biofilms (différents sucres et cellules
microbiennes) indiquent que les cellules microbiennes influencent fortement les pertes
diélectriques, intimement reliées a la conductivité globale du milieu, en rééquilibrant les charges
ioniques par diffusion au travers de la membrane cellulaire. Ce phénomeéne est visible sur les
basses fréquences, inférieures a 1 GHz. La production d’EPS par les bactéries pourrait engendrer
des variations de la permittivité relative a haute fréquence (au-dela de 6 GHz). La gamme de
fréquence validée par le matériel commercial ne permet pas d’effectuer des mesures au-dela de
3,0 GHz, rendant I'exploitation des variations de permittivité relative difficile. Les simulations
HESS soutiennent la forte sensibilité du capteur aux variations de conductivité locales aux

fréquences de la gamme 0,1 — 1,0 GHz qui est davantage adaptée au matériel utilisé.

11 est crucial de pouvoir détecter les biofilms a leur stade précoce en raison de leur impact
économique, sanitaire et environnemental. Ce capteur ainsi que la méthode proposée dans ce
chapitre peuvent répondre aux besoins urgents de controler I'apparition de biofilms. L'un des
axes d’amélioration clé a entreprendre serait d’effectuer une étude complete en systeme
dynamique en introduisant des flux constants. De nombreuses informations complémentaires
pourraient étre acquises et le systeme serait comparable a certaines méthodes actuelles utilisées,
par exemple en industrie agroalimentaire, avec I'incorporation de systemes microfluidiques dans
les circuits et bioréacteurs. Les applications fondamentales en microbiologie sont de trouver de
nouveaux traitements antimicrobiens avec de faibles taux de tésistance pour prévenir l'appatition
de maladies, de biofouling ou de biocorrosion. Ce capteur apporte une solution de détection
rapide a ce probleme et peut étre utilisé dans de nombreux domaines pour soutenir d'autres

techniques dans les systemes de prévention des biofilms.
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|. INTRODUCTION

Le capteur radiofréquence élaboré dans le chapitre précédent a permis de suivre avec
succes la croissance et la formation du biofilm de P. aeruginosa en temps réel, sur une gamme
fréquentielle allant de 100 MHz a 3 GHz. Des capteurs électrochimiques utilisant des fréquences
plus faibles, de 'ordre du kilohertz, ont également fait 'objet d’études approfondies pour mesurer
des croissances cellulaires (Wang e al., 2022 ; Zarabadi ¢z al, 2017). Jusqu'a présent, la plupart des
¢tudes électrochimiques sur les biofilms se sont concentrées sur la variation du potentiel de
circuit ouvert (Eoc) en fonction du temps afin de surveiller la croissance du film, ce qui
représente un outil commun pour la surveillance des biofilms sur les aciers (Abi Nassif ez af,
2020). La spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS) a été utilisée plus rarement, bien
qu'elle apporte des informations supplémentaires sur les propriétés interfaciales en termes de
capacités et de résistances par rapport aux techniques hyperfréquences classiques. Dans la plupart
des travaux publiés, la colonisation bactérienne a été étudiée sur des surfaces en acier (Giorgi-
Pérez et al., 2021; Jayaraman e al., 1997), révélant une diminution de 1'Eoc en fonction du temps
lors de la formation du biofilm. Ce décalage négatif du potentiel de circuit ouvert a pu étre corrélé
a I'augmentation de la densité bactérienne (Giorgi-Pérez et al, 2021; Zhao et al., 2017). En outre,
les études EIS ont démontré que la résistance globale de transfert de charge de 1'électrode pouvait
étre diminuée lors de la croissance du biofilm (Giorgi-Pérez ef al, 2021). Bien que ces études
électrochimiques aient fourni des tendances générales, les phénomenes mis en jeu sont encore
difficiles a expliquer, notamment en raison de la présence d’interférences de mesures provoquées
par la passivation des aciers par la formation du biofilm. De plus, la distinction entre la croissance
cellulaire et la formation du biofilm n'est pas toujours bien définie dans les études
électrochimiques mentionnées précédemment. Sur la base de ces travaux antérieurs, la nécessité
de développer des systéemes modeles permettant une interprétation plus approfondie de la
croissance du biofilm apparait comme un verrou essentiel a lever. L'utilisation d'électrodes avec
des matériaux inertes tels que le carbone vitreux (GC) a la place de l'acier est une stratégie qui
pourrait permettre de s’affranchir des contraintes de I'acier (essentiellement des phénomenes de
passivation) (Poma ez al, 2020). Les travaux de Poma se sont récemment concentrés sur le lien
entre la variation de I'Eoc avec la croissance bactérienne sur une électrode en oxyde de graphéne.
A T'identique des électrodes en acier, une diminution du potentiel de circuit ouvert a été observée.
Néanmoins, leurs expériences ont été réalisées sur des temps de croissance courts, trop faibles
pour permettre la formation d’un biofilm et sa présence n'a pu étre mise en évidence

expérimentalement.
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Dans ce contexte, ce chapitre décrit une étude détaillée de la colonisation bactérienne et
de la formation de biofilms de P. aeruginosa sur une électrode de GC pendant trois jours.
L’objectif est de fournir un nouveau modele pour la croissance de biofilms sur des surfaces
inertes qui pourrait étre utilisé pour des études futures et potentiellement comparables a des
surfaces en acier. Les résultats seront également utilisés afin de complémenter les données
obtenues avec le capteur radiofréquence, en adoptant une approche différente pour I’étude de la
croissance d’un biofilm type. Des techniques électrochimiques variées (surveillance du potentiel
en circuit ouvert, EIS et voltampérométrie cyclique (CV)) ainsi que la microscopie électronique a
balayage (MEB) ont été utilisées pour analyser les surfaces modifiées aux différents stades de la
croissance du biofilm. Ces techniques ont été combinées a des tests biologiques afin de corréler

les observations a la concentration bactérienne et la quantité de biofilm formé.
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[I. MATERIEL ET METHODES

1. Cultures cellulaires

La bactérie modele gram-négative Pseudomonas aernginosa PAO1 a été choisie en raison de
sa capacité importante a former des biofilms dans les conditions de culture de cette étude. Elle a
¢été inoculée a partir d'un stock congelé dans deux tubes en téflon contenant 50 ml de milieu
Tryptic Soy Broth (TSB). La souche a ensuite été incubée pendant une nuit a 37°C afin
d’atteindre une saturation maximale en bactéries mobiles (100%), a environ 10" CFU/ml. I'un
des deux tubes a été dilué pour atteindre un taux de saturation en bactérie de 10%. Trois
conditions de départ pourront étre testées : inoculation d’un milieu de culture stérile et début des

tests a partir des suspensions saturées a 10 et 100%.

Pour les tests débutants en milieu abiotique, 150 ul de suspension bactérienne ont été
inoculés dans 20 ml de milieu de culture TSB. Pour s’assurer de la conformité des cinétiques de
croissance cellulaire et de formation du biofilm, les tests biologiques de marquage au cristal violet
ainsi que le suivi de croissance au spectrophotometre ont été réitérés. Pour ce faire, la préculture
a été inoculée dans 60 ml de TSB pour atteindre une concentration de 2.10" UFC/ml. Cette

suspension a ensuite été employée pour réaliser des suivis de croissance bactérienne :

Toutes les 30 minutes pendant 48 h, 500 ul de milieu ont été collectés et la DOgu a été
mesurée (8 répétitions) en utilisant un spectrophotometre TECAN Infinite™. La cinétique de
formation du biofilm a été évaluée par marquage des cellules adhérées avec du cristal violet dans
des plaques en polystyrene (Greiner Bio-one®) de 96 puits. Dans chaque plaque, les bactéries ont
été inoculées dans 200 ul de milieu de culture TSB. Le marquage de la mati¢re adhérente a été
effectué en ajoutant 50 ul d'une solution de cristal violet dans chacun des puits. Apres 10
minutes, le contenu des puits a été retiré et un lavage tres délicat a été effectué en trempant les
plaques dans un bain d'eau distillée. Enfin, 200 ul d'éthanol ont été ajoutés pour solubiliser les
cellules adhérentes colorées. La détermination des valeurs de formation spécifique de biofilm

(SBF) a été calculée selon la méthode de Naves e# /. (2008) décrite dans le chapitre précédent.
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Il - Matériel et méthodes

2. Caractérisation électrochimique

2.1. Préparation de I'électrode de GC et fabrication de la cellule électrochimique

L'électrode en carbone vitreux (GC) (A = 0,071 cm?) a été achetée chez CHI (modéle
CHI104). Afin d'obtenir une surface homogene pour chaque expérience, elle a d'abord été polie
sut du papier émeri (P600). Apres avoir été rincée a l'eau, elle a été polie sur un tissu d'alumine

(1 um), rincée a I'eau, nettoyée dans un bain a ultrasons et séchée avec un courant d'air.

La cellule électrochimique a été fabriquée sur mesure pour ces expériences. Trois raccords
en verre, destinés a accueillir chacun une électrode, ont été conjointés en Y. Chaque embout
possede un pas de vis auquel un bouchon percé associé d’un joint maintiennent les électrodes en
place. Afin d’assurer une température stable au sein de la cellule, un réservoir a deux
embouchures (entrée / sortie) a été ajouté pour y faire circuler I'eau a 37°C. Une photographie de
la cellule électrochimique montre le systéme a trois électrodes en fonctionnement dans la cellule
thermostatée sur la figure 45A. Les mesures sont réalisées dans une cage de faraday afin de
supprimer les éventuelles perturbations électromagnétiques extérieures. La figure 45B représente
une version modifiée de la cellule électrochimique a vide ou les embouchures du systeme de
chauffe ont été décalées en biais pour limiter 'accumulation de bulles d’air qui privent le systeme

d’un chauffage optimal.

Figure 45 : Photographie du dispositif électrochimique : A - Systéme a trois électrodes en fonctionnement au
sein de la cage de faraday ; B - Cellule électrochimique a vide.
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2.2. Paramétres expérimentaux

Une configuration classique a trois électrodes a été utilisée dans toutes les expériences
électrochimiques. L'électrode de travail (WE) est une électrode en carbone vitreux positionnée a
la verticale par 'embouchure basse (figure 45A). La contre-¢lectrode (CE) est un fil de platine
placé en biais par la partie supérieure de la cellule électrochimique. L'électrode de référence (RE)
est une électrode de chlorure d’argent (Ag/AgCl, KCI, 3M ; E = + 0.210 V vs. SHE a 25°C) fixée
a la verticale sur la partie haute de la cellule. Les mesures électrochimiques (contréle de I'OCP,
voltampérométrie cyclique (CV) et spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS)) ont été
effectuées a l'aide d'un potentiostat SP200 (Bio-logic) ou d'un appareil PGSTAT30 (Metrohm).
Trois réplicas ont été enregistrés pour chaque mesure d’OCP. Deux températures ont été testées :
19°C £ 2 °C et 37°C. Une période d’équilibre a été effectuée avant chaque suivi d” OCP. La CV
et PEIS ont été obtenues dans une solution de ferricyanure [Fe(CN)¢|K; (0,5 mM) / KCI (0,1 M)
/ H20. Les mesures EIS ont été effectuées sur une gamme de fréquence de 100 kHz a 10 mHz,
avec une amplitude de 10 mV pour respecter la linéarité du systeme. Le potentiel appliqué a été
fixé au potentiel de demi-vague Ei/» déterminé a partir des mesures CV dans la solution de

ferricyanure.

2.3. Observations au microscope électronique a balayage

Des feuilles de graphite de 0,5 mm d'épaisseur (Goodfellow, 99,8%) ont été plongées
dans une solution de TSB chargée en bactéries pendant 5 et 24 heures. En paralléle, deux picces
de GC ont été extraites d’une électrode de travail inutilisable. Elles ont été immergées dans une
suspension bactérienne pendant 3 et 24 heures. L'analyse morphologique des bactéries présentes
sur les feuilles de graphite et le GC a été réalisée a I'aide d’un microscope SEM Hitachi - S800.
Pour une meilleure résolution, quelques gouttes d'une solution de HILEM IL1000 ont été
déposées sur les échantillons. Des dizaines d’observations ont été réalisées. Les images les plus

représentatives ont été sélectionnées pour illustrer les résultats.

2.4. Analyses statistiques

Les mesures d’OCP ont été réalisées en trois réplicas. Les résultats sont exprimés sous la
forme d’une moyenne des trois répétitions et I’écart type est représenté par des aires colorées
autour des courbes. Les mesures d’impédance électrochimique ont été répétées trois fois pour
chaque échantillon. Une analyse de la variance ANOVA a été réalisée avec un seuil de confiance
de 95% (P-value < 0,05) sur le logiciel RO (version 3.6.1). Aucune différence significative n’a été

détectée.
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[1l. RESULTATS ET DISCUSSION

1. Suivi du potentiel circuit ouvert

1.1. Concentration initiale nulle

Les mesures du potentiel en circuit ouvert a I'électrode en GC ont été effectuées a 37°C
afin de respecter les conditions de mesures employées dans le chapitre précédent. La figure 46
montre la variation de 'Eoc en fonction du temps dans le milieu de culture TSB ainsi que la
concentration bactérienne et I'indice SBF. Trois étapes peuvent étre observées et décrites comme

suit :

» De 021 heure, la variation de potentiel est faible (< 2 mV.h™).

» Une diminution significative d’environ 30 mV.h" se produit jusqu'a environ 6 heures
d’incubation.

» la chute du potentiel en circuit ouvert ralentit lentement (2 mV.h") mais ne tend pas

vers une stabilisation du signal jusqu'a la fin du test.

Ces résultats soulignent une bonne corrélation entre la variation de I'Eoc et la croissance
des bactéries en suspension ainsi que la formation du biofilm. La phase de latence observée dans
un cycle classique de croissance bactérienne (Loges e7 a/., 2020) correspond aux premiers instants
de la croissance bactérienne, lorsque la densité cellulaire n'a pas encore atteint une évolution
exponentielle ce qui semble coincider avec la stagnation du signal OCP lors de la premiére heure.
Ensuite, la forte diminution du potentiel observée a 1'étape suivante peut étre associée a la
croissance planctonique exponentielle. D’aprés les cinétiques de croissance planctonique, la
densité cellulaire se stabilise a partir de 6 heures de croissance et la concentration maximale est
atteinte apres 10 heures puis n'évolue plus par la suite. Cest a ce moment précis que la
dynamique de 'Eoc change et ralentit sa progression. Mais c’est également a cet instant, lorsque la
rupture de 1'Eoc est observée, que I’évolution de lindice spécifique de formation du biofilm

débute, marqueur de I’émergence des premiceres étapes d’adhésion des cellules bactériennes.
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Figure 46 : Comparaison du suivi OCP (axe de gauche) a la croissance bactérienne et la formation du biofilm
de P. aeruginosa (axe de droite) a 37°C. La courbe orange est une moyenne de quatre enregistrements de ’Eoc au
cours du temps dont le nuage gris représente I’écart type.

Afin de confirmer les hypothéses des différentes phases observées, des observations au
microscope électronique a balayage (MEB) ont été réalisées. L'adhésion bactérienne a été
identifiée sur une feuille de graphite et des morceaux de GC. Les propriétés chimiques du
carbone vitreux et du graphite sont similaires, mais les surfaces ne sont pas identiques,
notamment au niveau de la rugosité. Le graphite, plus rugueux, devrait favoriser I'adhésion
bactérienne, en général plus importante dans les matériaux possédant de nombreux interstices.
Néanmoins, I'objectif de ces observations n’est pas de quantifier 'adhésion bactérienne mais dans
un premier temps de prouver son existence sur des matériaux carbonés et en particulier

Iélectrode de travail.

La figure 47 représente des images réalisées au MEB lors des observations des feuilles de
graphite et des éclats de GC apres les étapes d’'immersion. Dans un premier temps, apres 3 a 5
heures de croissance, les deux surfaces sont exemptes de bactéries. D’autres images non
présentées soulignent la présence de bactéries isolées, notamment sur les feuilles de graphite, mais
leur nombre reste trés faible. Apres 24 heures d'immersion, les surfaces carbonées sont
entierement recouvertes de bactéries. L.a matrice ’EPS est clairement visible sur chaque image, a

l'instar de ce qui a été observé par Wijesinghe (2019).
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Figure 47 : Images des feuilles de graphite immergées en présence de P. aeruginosa au microscope
¢électronique a balayage.

Ainsi, ces observations au MEB mettent claitement en évidence une forte colonisation
bactérienne sur les échantillons carbonés. Ce phénomeéne indique que les bactéries sont en
capacité de coloniser une surface carbonée telle que I’électrode de travail. Mais il reste néanmoins
difficile d’estimer le taux de recouvrement bactérien de I’électrode de travail au cours du temps.
La variation d’OCP observée pourrait correspondre a la hausse de la densité bactérienne dans le
milieu ainsi qu’aux modifications des parametres physicochimiques du milieu de culture. Les
variations de la dynamique de ’Eoc lorsque I'indice SBF augmente semblent reliées a apparition
d’une colonisation bactérienne sur I’électrode de GC. II est évident que la colonisation est bien
différente de celle observée avec le capteur radiofréquence dans le chapitre précédent puisque les
conditions de croissance ne sont pas identiques (réservoir, substrat, méthode d’incubation, etc.).
Néanmoins, le suivi OCP d’une croissance bactérienne en environnement statique donne des
résultats comparables a ceux du capteur en termes de dynamique des signaux électriques. A partir
des données électrochimiques et des observations microscopiques réalisées, la chronologie du

processus peut étre résumée comme suit :
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» Une étape d'initiation/latence pour laquelle I'Eoc est stable. La densité cellulaire est faible
et quelques bactéries éparpillées sont présentes,

» Une diminution significative de 1'Eoc lorsque la densité cellulaire augmente
significativement. La présence d’une colonisation précoce ne peut étre confirmée ou
infirmée a ce stade. Cela peut inclure 'adsorption ou le dépot progressif de bactéties sur
la surface de I'électrode,

» Lorsque la concentration bactérienne est maximale et qu'une colonisation importante est

probable, PTOCP présente une chute plus faible mais constante.

1.2.Impact de la concentration initiale sur le suivi de 'Eoc

Afin de déterminer plus précisément les parametres qui affectent la formation du biofilm
sur I'électrode inerte, différentes concentrations bactériennes initiales ont été testées et les valeurs
de I'Eoc ont été suivies. Le suivi du potentiel en circuit ouvert réalisé pour trois conditions de
départ différentes est présenté dans la figure 48. La premicre condition a été décrite dans la
section précédente et correspond a la courbe orange. Le milieu TSB est inoculé avec 150 ul de
suspension bactérienne. La courbe verte représente la concentration bactérienne maximale
atteinte. La courbe bleue représente une concentration initiale de bactéries égale a 10% de la

densité cellulaire maximale.

Ces résultats donnent lieu 2 un comportement en 3 étapes pour lequel I'Eoc présente une
forte dépendance vis-a-vis de la concentration en bactéries (courbe orange). Lorsque les
électrodes sont immergées dans une suspension bactérienne saturée (courbe verte), aucune phase
de latence n'est visible et le potentiel en circuit ouvert diminue instantanément. Le potentiel de
l'électrode semble entierement dépendre de la concentration locale de bactéries a la surface de
'électrode de GC. Jusqu’a 6 heures d’incubation, la diminution du potentiel se stabilise
progressivement (10 mV.h™"). Ce phénomeéne peut étre interprété par I’hypothése selon laquelle
les cellules bactériennes colonisent dans ce cas rapidement la surface de I’électrode de travail. Les
caractéristiques physicochimiques du milieu de culture évoluent d’un extréme a lautre en
quelques secondes occasionnant une dynamique brutale lors des premieres minutes de suivi de
IOCP. A partir de 10 heures de suivi, la courbe verte n’évolue presque pas. Il est probable quune
colonisation rapide de I’électrode de GC ait lieu dans ces conditions et conduise a des conditions

stables plus rapidement que dans des croissances classiques.
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En situation intermédiaire, avec une suspension saturée a 10% (courbe bleue), la
dynamique de variation de ’Eoc est comparable a celle obtenue initialement (courbe orange).
L’hypothese émanant de ces observations suggere qu'il existe une valeur seuil de densité cellulaire
en dessous de laquelle I'évolution du potentiel est indépendante du nombre de bactéries. La
densité cellulaire est en constante augmentation tant que la solution n'est pas saturée ou qu’il n’y
ait aucune limitation nutritive. L'adsorption des cellules a la surface de l'électrode reste
progressive expliquant la similitude de la dynamique de 1'Eoc avec la premiére condition. L’OCP
¢tant une méthode extrémement sensible, il est difficile d’émettre une hypothese solide pour
tenter d’apporter une explication aux écarts des valeurs de départ des différentes courbes qui

varient légerement.
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Figure 48 : Enregistrement du potentiel de circuit ouvert au cours du temps a partir de trois conditions de
départ différentes : saturation en bactérie <1%, 10% et 100%.

1.3. Effet de la température sur 'OCP

Le suivi électrochimique de POCP a été testé a température ambiante (19 °C £ 2 °C) dans
les mémes conditions que le chapitre précédent. En théorie, la diminution de la température
ralentit les processus de division cellulaire mais peut, suite a un stress thermique, accélérer la
formation du biofilm. L’objectif de cette expérience est de retarder les processus de croissance
afin de mieux définir chacune des étapes détectées précédemment. La figure 49 montre le suivi de

I'Eoc en fonction du temps a 19°C.
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Le comportement du potentiel observé correspond aux hypotheses émises
précédemment, la diminution de I'Eoc est plus lente. Dans ce cas précis, la croissance
planctonique ainsi que la formation du biofilm se recouvrent temporellement, bien plus qua
37°C. La premiére quinzaine d’heures dévoile une trés faible variation du potentiel (< 2mV.h™).
Jusqua 70 heures, le potentiel chute significativement d'environ 4 mV.h™. Il pourrait s’agir d’une
colonisation accélérée de I’électrode de travail. Une étape plus courte de 70 a 77 heures de
croissance révéle un déclin brutal de 1'Eoc, proche de 20 mV.h"', coincidant avec 'amplification
de I'indice de formation du biofilm mesuré a cette température. La fin de Pexpérience affiche une

pente négative de faible ampleur, comparable au profil final de la courbe a 37 °C de la figure 46.

A température ambiante, les cinétiques de croissance indiquent que le développement du
biofilm débute bien avant que la suspension soit saturée en cellules planctoniques. La formation
précoce du biofilm par rapport au développement planctonique peut étre une réponse des
bactéries aux conditions de culture. Les exopolymeéres qui composent la majorité de la matrice du
biofilm ont de nombreuses fonctions, dont un role de préservation des cellules contre des
conditions de développement difficiles. Ia production des EPS peut étre déclenchée
précocement dans des conditions de stress environnemental tel qu’une température plus faible
(Wijesinghe e7 al., 2019). Ainsi, la chute du potentiel entre 15 et 70 heures de croissance peut étre
attribuée, dans ces conditions, a la fois a la hausse de densité cellulaire et 2 une adhésion cellulaire

sur I’électrode de travail.
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Figure 49 : Comparaison du suivi OCP (axe de gauche) a la croissance bactérienne et la formation du biofilm
de P. aeruginosa (axe de droite) a 19°C £ 2 °C.
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En conclusion, 'ensemble de ces expériences apportent des informations cruciales sur la
colonisation des électrodes par les bactéries et les dynamiques de potentiel en circuit ouvert
observées. D’une part, comme avec la méthode radiofréquence, le monitoring d’une croissance
bactérienne mono-espece via POCP donne une courbe qui semble corrélée a la fois a une
croissance en suspension et la formation d’un biofilm. Les courbes de croissance réalisées a part
peuvent en effet expliquer les différentes phases observées. Mais cette hypothéese ne peut étre
valable que si P. aeruginosa est en mesure de coloniser une surface carbonée extrémement lisse
telle que la surface de DPélectrode de travail. Ce point critique a pu étre vérifié grace aux
observations au MEB. De plus, le systéeme électrochimique semble répondre rapidement a des
changements brusques de densité cellulaire. Bien qu’une immersion dans des solutions nutritives
contenant peu de cellules bactériennes donne des suivis aux dynamiques similaires, les mesures
réalisées dans un milieu saturé provoque une chute brutale du signal. Il est probable que la
colonisation de Iélectrode soit plus rapide dans ces conditions car les cellules bactériennes

seraient plus nombreuses a étre en contact avec le substrat en GC.

Néanmoins, bien que le développement de la bactérie a une température de 19°C semble
étre ralenti, cela ne donne aucune information sur la cinétique de colonisation de I’électrode de
GC. A ce stade, aucune information n’indique que la formation du biofilm des différentes
conditions expérimentales étudiées et lors du test de croissance au cristal violet sont identiques.
Le suivi de potentiel en circuit ouvert seul n’apporte pas assez d’informations pour permettre de
discriminer le développement bactérien global de la colonisation de I’électrode de travail par un

biofilm.

2. Voltampérométrie cyclique

Des mesures complémentaires a POCP ont été effectuées dans le but d’accroitre la
compréhension du systéme et de construire un modéle électrochimique cohérent. Une dizaine de
mesures de CV et EIS ont été effectuées permettant ’acquisition de nombreuses informations sur
les propriétés conductrices de la surface de I'électrode couverte par un biofilm. Pour ces deux
techniques, un milieu redox de ferricyanure a été utilisé pour permettre la détermination et la
visualisation directe de la cinétique de transfert d'électrons aux interfaces électrode-biofilm-
solution. Les résultats obtenus par voltampérométrie cyclique sont présentés dans la figure 50. La
courbe noire correspond a I’électrode de GC polie, exempte d’especes adsorbées. Un systeme

quasi-réversible correspondant au systeme ferri/ferro de la solution de ferricyanure est obtenu et
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précédemment rapporté dans différents travaux publiés (Baudler e a/, 2015; Krishnaveni &

Ganesh, 2021).

Apres immersion de 1'électrode de GC dans le milieu de culture avec présence de P.
aeruginosa pendant 48 heures, la courbe bleue résultante ne présente aucun pic. Ce comportement
typique d'une couche isolante qui bloque le transfert d'électrons vers I’électrode souligne I'effet
résistif du biofilm, probablement provoqué par la matrice polysaccharidique comme observé
récemment avec une couche organique liée de manicre covalente (Krishnaveni & Ganesh, 2021).
La surface de I'électrode a été conditionnée par les cellules adhérentes, phénomene cohérent avec
la colonisation bactérienne observée dans la figure 47. Par conséquent, il est possible d’émettre
I’hypothése selon laquelle la couche de biofilm formée a la surface de I’électrode inhiberait le
transfert de charge. Ces observations sont particulicrement inattendues car les bactéries sont
connues pour étre des espéces conductrices, comme l'ont montré les travaux de Maruthupandy ez
al. (2015) avec des techniques électrochimiques similaires (CV et EIS). Cependant, certaines
¢tudes ont également mis en évidence le comportement isolant de la matrice du biofilm qui

pourrait étre expliqué par la présence des polysaccharides (Ben-Yoav ez @/, 2011; Liu e al., 2018).

6.0x10°
— GC poli

—— GC aprés 48h d'immersion (culture bactérienne)
4 0x10°  — GC aprés 48h d'immersion (TSB)

2.0x10°

0.0 -

1 (A)

-2.0x10°

-4.0x10°

Fe(CN).K, 0.5 mMH,0/KCI 0.1 M, v=0.1 V/s
L . 1 . L .

-6.0x10° . . ' L .
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E (V vs Ag/AgCl (3M KCI))

Figure 50 : Voltampérométrie cyclique de 1'électrode en carbone vitreux dans une solution de Fe(CN)¢K3 pour
différentes conditions. v = 0.1 V.s-l. T =19 * 2 °C. Le potentiel de départ est indiqué par la ligne noire verticale, la
fleche indique la direction du scan.
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Pour étudier l'influence éventuelle du milieu de culture sur les résultats de CV du biofilm,
une électrode polie a été immergée dans un milieu TSB abiotique pendant 4 heures. La courbe
rouge correspondante dans la figure 50 montre un comportement redox différent par rapport au
GC poli. En l'absence de bactéries dans la solution, une couche solidement adsorbée pourrait se
déposer a court terme sur le GC, ralentissant le transfert d'électrons. Ce phénomeéne avait été pris
en compte dans les expériences de suivi ’OCP et justifie le temps d'équilibrage mis en place
avant chaque mesure, bien que I'Eoc n’ait mis en évidence aucun changement significatif lors de
cette phase. Ainsi, cette couche adsorbée n'affecte pas significativement le potentiel en circuit
ouvert, mais est bien présente dans le systéme. Ce processus n’a jamais été, a notre connaissance,

mentionné dans la littérature mais il a été intégré au nouveau modele proposé dans ce travail.

3. Spectroscopie d’impédance électrochimique

Les mesures EIS dans le ferricyanure ont été effectuées en parallele des mesures CV afin
de mieux analyser le processus de transfert d'électrons en termes de courants capacitifs et
faradiques. Les conditions d’analyse sur GC poli, du GC immergé dans du milieu TSB abiotique
et du GC recouvert d'un biofilm ont été étudiées. Les données expérimentales sont représentées
par des diagrammes classiques de Nyquist dans la figure 51 et de Bode dans la figure 52. Les
diagrammes de Nyquist ont été ajustés selon un circuit équivalent comprenant la résistance de
I'électrolyte (R.), la résistance de transfert de charge (R.), la pseudo-capacité a double couche
(Qa) pour le transfert d'électrons ferri/ferrocyanure ainsi que deux composants paralleles de type
résistance/capacité qui représentent le biofilm et la couche adsorbée suggérés par les expériences
CV (figure 53). Le tableau 8 rassemble les données EIS obtenues a partir de I’ajustement des

courbes expérimentales aux calculs théoriques issus du modele électrochimique construit (figure

54).

Les tracés de Nyquist de 1'électrode de GC polie (courbe noire, figure 51) montrent une
boucle capacitive pour les hautes fréquences (> 1 Hz) conférant une résistance de transfert de
charge Ret = 0,65 kQ.cm? et une capacité de double couche Qa = 40,6 uF.s*'.cm®. Concernant
les fréquences plus faibles, une variation linéaire avec une pente de 45° est obtenue indiquant un
régime modéré par les transferts de masse (diffusion de Warburg). Un tel comportement est
cohérent pour un processus de transfert de charge relativement rapide et sans couche bloquante

observée sur les analyses de CV.
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Figure 51 : Diagramme de Nyquist obtenu pour le carbone vitreux dans une solution de Fe(CN)¢K;3lors de

différentes conditions. T = 19°C * 2°C.
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Figure 52 : Diagramme de Bode obtenu pour le carbone vitreux dans une solution de Fe(CN)¢K;lors de

différentes conditions. T = 19°C * 2°C.
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Tableau 8 : Parameétres EIS obtenus a partir de ’ajustement des courbes expérimentales utilisant le circuit
équivalent proposé en figure 53 pour une électrode immergée dans un milieu de culture TSB avec différentes densités
cellulaires.

R e Qbiufilm o R biofilm Qads o R ads Q dl o R ct
iofilm ads dl
kQ.cm’) (@F.s“cm?) (kQ.cm’) (uF.s"".cm’) (kQ.cm’) (uF.s*".cm™) (kQ.cm’)

TSB (4h) 0.008 / / / 17.0 0.88 4.8 165.5 0.65 7.1
Biofilm  0.006 1584.5 1 7.9 18.4 0.87 4.8 136.5 0.72 8.6

Lorsque I'électrode est immergée dans un milieu abiotique pendant 4 heures, la résistance
de transfert de charge Re. augmente jusqu'a 7,1 kQ.cm® Ce résultat est cohérent avec la formation
d'une couche bloquante telle que la couche adsorbée provoquée par la présence des éléments
nutritifs du milieu de culture. Lorsque l'électrode a été mise en contact avec les cellules
bactériennes, la résistance de transfert de charge s'est avérée plus élevée (8,6 kQ.cm?). Ces
résultats sont tout a fait en accord avec la CV et renforcent I'hypothese qu'une couche adsorbée
et isolante se forme pendant I'étape d'équilibre dans du milieu TSB stérile. I.’étude approfondie
de l'analyse EIS a permis de déterminer les résistances et les pseudo-capacités pour le biofilm et

les couches adsorbées en premier lieu selon le circuit équivalent présenté dans la figure 53b.

b) Qad
Qyiofiim ))
R, —
— s
Rad >_
Rhiofilm

Figure 53 : Circuits équivalents proposés pour un systeme abiotique (a) et revétu d’un biofilm (b).
Les valeurs d'impédance du biofilm (Ryifim, Tableau 7) indiquent que le biofilm n'est pas un
élément conducteur dans ces conditions. Les travaux de Liu e a/ sur le sujet soulignent
l'augmentation de la résistance du biofilm observée au fil du temps et confirment ces résultats
(Liu ez al., 2018), bien que le modeéle proposé soit plus simple puisqu'il ne tient pas compte de la
couche adsorbée du milieu de culture. La propriété isolante est tres probablement due a la
matrice du biofilm, qui contient des polysaccharides, connus pour leur pouvoir isolant (Ben-Yoav
et al, 2011; Liu et al, 2018). L.e mode¢le EIS obtenu a partir du circuit équivalent proposé est
représenté dans la figure 54. Ces calculs théoriques s’ajustent aux courbes expérimentales
prouvant que le modele établi fonctionne correctement pour cette étude précise. Les valeurs des
composants du modele électrique calculées pour correspondre aux données expérimentales
(tableau 7) représentent 'une des solutions possibles parmi 'ensemble des mode¢les équivalents

proposés dans d’autres travaux.
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En ce qui concerne le suivi de I'Eoc montré dans la figure 46, les données EIS suggerent
qu’en l'absence de bactéries, l'interface électrode GC - électrolyte TSB subit des processus
d'adsorption, sans affecter de maniere significative le potentiel en circuit ouvert. Lorsque la
concentration de bactéries augmente, le nombre d'unités bactériennes adsorbées sur I'électrode en
constante augmentation induit une diminution du potentiel en circuit ouvert, probablement en
raison des groupes phosphates et sulfates des parois cellulaires chargés négativement. La
génération d'un biofilm par les bactéries pourrait étre responsable de la diminution de la
conductivité globale des deux couches. L’hypothese expliquant ces observations serait que ces
changements de conductivité affecteraient I'Eoc qui atteindrait une valeur d'équilibre a laquelle la
concentration en bactéries, I'épaisseur du biofilm et les propriétés conductrices n'évoluent plus

(figure 55).
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Figure 54 : Diagramme de Nyquist obtenu a ’aide du circuit équivalent proposé superposé des données
expérimentales.

148



Ill - Résultats et discussion
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Figure 55 : Mécanisme chronologique proposé basé sur les données expérimentales obtenues a 37°C.
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V. CONCLUSIONS

Ce travail visait a fournir de nouvelles informations sur la colonisation bactérienne et la
formation de biofilms de P. aeruginosa sur une surface de GC dans un milieu TSB. La détection i
sitn du potentiel en circuit ouvert combinée a des mesures ex sizz EIS, CV et MEB ont fourni de
nouvelles informations sur les différents processus de génération du biofilm. Alors que les
mesures 7 situ 4 long terme ont clairement souligné que ’EIS coincidait avec l'augmentation de la
densité cellulaire, les expériences de CV et d'impédance ont démontré la possible formation d'une
couche isolante sur 'électrode avant le dépot des bactéries et la formation du biofilm dans le
TSB. Les propriétés conductrices des différentes couches (couche isolante et biofilm) ont été
déterminées séparément a partir des mesures EIS. D’autres mode¢les électrochimiques différents
de celui proposé dans ce travail peuvent tout aussi bien, voir mieux, correspondre aux
observations expérimentales. Néanmoins, ’acceptabilité des modeles complexes est souvent
remise en cause car les phénomenes physiques qu’ils impliquent (associés aux modeles électriques
¢quivalents) sont peu probables par rapport a ceux du systeme étudié. Le modele proposé dans ce
chapitre est en accord avec les données de la littérature obtenues expérimentalement sur les

biofilms qui apportent des éléments de validation aux hypothéses émises.

Ces résultats ouvrent la discussion sur les impacts de ces couches adsorbées sur les
méthodes de mesures impliquant des champs électriques. La couche formée par le milieu de
culture pourrait étre cruciale pour le dépot ultérieur de bactéries accompagné d'une chute du
potentiel en circuit ouvert. Ces effets d’adsorption et de conditionnement des surfaces sont
particulierement visibles par les techniques électrochimiques, car 'utilisation de fréquences faibles
(mHz) et Parchitecture du systéme électrochimique accroissent fortement la sensibilité de mesure.
Ces méthodes se concentrent en grande partie sur les processus affectant la surface de ’électrode
de travail mais ne permettent pas de s’étendre au-dela des premieres couches adsorbées. En effet,
les techniques électrochimiques appliquées dans ces travaux sont sensibles sur quelques
nanometres contrairement a la méthode radiofréquence qui détecte I'apparition d’un biofilm a
partir de plusieurs microns d’épaisseur. L.a nature des couches adsorbées pourraient également
fortement dépendre des caractéristiques chimiques du milieu liquide (composition des milieux de
culture, eau de mer, etc.). Il reste extrémement délicat d’estimer ces effets sur les données
récoltées et présentées dans le chapitre 11, mais leur présence a au moins été mise en évidence et
pourra faire 'objet de futures investigations dans le domaine des caractérisations radiofréquences

de systemes biologiques.
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CHAPITRE IV

Application de la méthode hyperfréquence dans

le domaine de la thérapie phagique
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|. INTRODUCTION

Les expériences réalisées avec le capteur radiofréquence présentées dans le chapitre II ont
démontré sa capacité a détecter la formation d’un biofilm mono-espece sur la sonde dans un
systeme statique simple. L’utilisation des méthodes basses fréquences (suivi du potentiel en circuit
ouvert ainsi que les études EIS) ont quant a elles mis en évidence la formation d’une couche
d’adsorption des especes ioniques présentes dans le milieu de culture TSB, non visible avec le
capteur hyperfréquence. Cette couche combinée a la formation du biofilm induit une
augmentation de la résistance a I'interface électrode/électrolyte tandis que la formation du biofilm
sur la sonde coaxiale provoque une chute du coefficient de réflexion Sy signifiant une baisse de
résistance. Ces deux études soulignent donc I’hétéroclisie des propriétés électriques mises en jeu

lors de la formation d’un biofilm et 'importance d’observer le phénomene a plusieurs échelles.

Ayant acquis suffisamment de connaissances sur le fonctionnement du capteur RF, son
utilisation dans un domaine spécifique peut étre envisagée. Afin de maintenir des conditions de
mesures proches des précédentes, 'application visée dans ce chapitre est I’étude de la dégradation
d’un biofilm de Pseudononas aernginosa par action de bactériophages spécifiques de cette bactérie
en conditions de laboratoire. La littérature scientifique dans le domaine de la thérapie phagique
est en plein essor. Plusieurs scientifiques ont contribué au fil du temps au développement de ce
qui est aujourd’hui appelé la phagothérapie. Découverts en 1896 dans le Gange et la Yamuna en
Inde, des organismes tres actifs contre zbrio cholerae ont été mis en évidence par Ernest Hanbury
Hankin, bactériologiste britannique. Félix d’Hérelle découvre la nature virale véritable des phages
sur Shigella dysenteriae en 1917 (d’Hérelle, 1917) puis, en 1961, le microbiologiste britannique
Frederick Twort publie un article décrivant un agent ou substance filtrable responsable de lyse
bactérienne (Twort, 1961a). Les phages qui ciblent spécifiquement le genre Pseudomonas ont été
découverts pour la premicre fois au milieu du vingtieme si¢cle (Holloway e7 a/, 1960). En raison
de la résistance élevée de ce micro-organisme aux antibiotiques, l'utilisation de bactériophages
pour inhiber les croissances de P. aemginosa a d’emblée représentée une stratégie de traitement
alternative solide (Holloway ez a4/, 1960; Kellenberger & Kellenberger, 1957). Dans les années
1980, des études sont effectuées sur des animaux mais ce n’est quen 2016 que Paul Turner et ses
collegues ont rapporté avoir isolé un phage capable de restaurer la sensibilité aux antibiotiques
d’'une souche de P. aeruginosa multirésistante (Chan ez al, 2016). L'utilisation de mélanges de
bactériophages ayant des spectres d'hétes différents dans une seule suspension, sous forme de
cocktail de phages, est généralement plus efficace pour inhiber les infections bactériennes (Gu ez

al., 2012; Jaiswal e al., 2013). Les cocktails de bactériophages entrainent une meilleure réduction
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de la densité bactérienne et améliorent l'efficacité des phages. Des études 7 vitro ont d’ailleurs
démontré que les cocktails de bactériophages entrainent une réduction plus importante des
infections a P. aeruginosa (Hall et al, 2012). Les cocktails de phages peuvent facilement pénétrer
dans le biofilm de P. aeruginosa et détruire sa structure en induisant la synthese d'enzymes telles
que la polysaccharidase (Hanlon, 2007). Cette enzyme synthétisée par le phage hydrolyse
spécifiquement les polysaccharides excrétés par leur hote. Elle aide le bactériophage a s’adsorber,
envahir et désintégrer les colonies de bactéries hotes (Azeredo ef al, 2018). De plus, les
bactériophages synthétisent des enzymes hydrolases du peptidoglycane, appelées endolysines ou
lysines, a la fin du cycle lytique. Ces enzymes décomposent le peptidoglycane de l'intérieur et
contribuent a la libération de nouvelles progénies virales hors de la cellule (Oliveira ez al., 2018).
Les endolysines sont toujours proposées comme agents antibactériens en raison de leur activité
spécifique élevée et de leur mode d'action unique contre les bactéries. L'activité des endolysines
est d’ailleurs indépendante des profils de sensibilité aux antibiotiques (Ciofu ef al., 2022; Love et

al, 2018).

Il convient de noter que les bactériophages présentent des avantages par rapport aux
antibiotiques pour inhiber les infections causées par des biofilms bactériens. Les bactériophages
péneétrent la couche interne du biofilm, contrairement aux antibiotiques qui sont fortement
bloqués par la matrice du biofilm. En outre, les bactériophages sont capables d'infecter les
cellules persistantes et de les détruire si elles sont réactivées apres un stade sporulant. Un autre
mécanisme d'inhibition du biofilm par les bactériophages est la production d'enzymes qui
inhibent la production de biofilm. Une étude a rapporté que les bactériophages modifiés
génétiquement peuvent induire la synthése de lactonases activatrices du quorum quenching, qui
inhibent la formation de biofilm chez P. aeruginosa de par l'activité du quorum sensing (QS)
(Geredew Kifelew e7 al, 2019). Par conséquent, compte tenu du role déterminant du biofilm de P.
aeruginosa dans le développement de la résistance aux antibiotiques et des infections chroniques, il
est essentiel de trouver de nouvelles stratégies pour l'inhiber, et I'utilisation de phages est une des
applications innovantes de ce domaine. Des méthodes de détection et de quantification des
bactériophages ont été congues depuis leur découverte en 1917 (d’Herelle, 1917). Ces méthodes,
basées sur la présence de plages de lyse dans les communautés de bactéries hotes se développant
dans une double couche de gélose, ont été décrites en détail par Mark Adams en 1959 et elles ont
constitué jusqu'a présent la méthode préliminaire de choix pour la détection des virus. Malgré la
robustesse de la méthode, les longs délais nécessaires a la détection (24 a 48 heures), la nature
laborieuse de la méthodologie et la difficulté de la convertir en un format automatisé ou semi-

automatisé pour les tests a haut débit, rendent cette méthode classique mal adaptée pour
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répondre aux défis des applications cliniques, environnementales ou industrielles actuelles. Dans
le domaine clinique par exemple, la nécessité d'évaluer l'interférence des phages dans les outils de
diagnostic microbiologique, qu'il s'agisse de la détection des agents pathogénes ou de
l'antibiogramme (Brown-Jaque ez al., 2016), et le besoin croissant de surveiller les technologies
émergentes de thérapie par les phages (Cairns ef @/, 2009; Harada ez al, 2018) exigent le
développement de méthodes fiables et rapides pour la détection des phages et de leur mode
d’action par-dela le classique phagogramme. De plus, la disponibilité de méthodes évaluant
Pefficacité d’un traitement bactériophagique dans l'environnement industriel fait cruellement
défaut depuis de nombreuses années. La surveillance des phages responsables de 1'échec de
processus industriels basés sur des microbes, tels que la production de produits laitiers (Garneau
& Moineau, 2011; Li ez al, 2015), ainsi que l'utilisation des phages dans le biocontréle des
bactéries pathogenes alimentaires ou comme aide a I'éradication des biofilms (Harada ez a/.,, 2018),
nécessitent toutes des méthodes rapides, peu couteuses et sensibles pour les applications de
surveillance de routine. L'intérét croissant pour la surveillance des phages dans ces domaines a
suscité le développement d'une nouvelle génération de méthodes agiles et sensibles, capables de
surmonter les limitations dérivées du plaquage sur double couche de gélose. Ces méthodes sont

basées sur deux techniques :

» la détection directe des particules virales par PCR (del Rio ¢# af, 2007), qPCR (Ly-
Chatain ez al, 2011), spectroscopie Raman (Tayyarcan ez a/, 2018), immuno-essai (Khan
et al., 2015), spectrométrie de masse (Clément, 2021)

» lalyse de l'organisme hote par cytométrie de flux (Michelsen ¢ 4/, 2007), microscopie 2
épifluorescence (Wang and Nitin, 2014), libération d'enzymes (Stanek and Falkinham
111, 2001) ou mesures d'impédance (Gula ¢z al., 2020).

Aussi sophistiquées soient-elles, nombres de ces méthodes n'atteignent pas de grandes
sensibilités, ni de bonne rapidité d’analyse et manquent de spécificité. De plus, ces méthodes
sont, d’une manicre générale, trop éloignées des besoins et de la réalité du monde industriel. La
complexité et le cott de l'instrumentation nécessaire a l'analyse constituent également un obstacle
définitif a leur mise en ceuvre systématique dans de nombreux environnements. Dans cette
optique, les travaux de ce chapitre de these visent a étudier le potentiel d’'utilisation du capteur
radiofréquence développé comme une méthode simple pour I’étude en temps réel d’une thérapie
phagique contre la croissance et la formation de biofilm de Pseudononas aeruginosa. Une discussion
sarticulera autour des performances du capteur radiofréquence dans ce domaine afin d'identifier

les avantages et les limites de cette méthode pour une application concréte a I’échelle industrielle.
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[I. MATERIEL ET METHODES

1. Cultures bactériennes

La souche PAO1 de Pseudomonas aeruginosa a été utilisée pour les expériences de ce
chapitre. Ce protocole a été développé par la société Leo viridis. Initialement congelée a -80°C
dans un milieu glycérol (10%), la souche est inoculée sur du milieu M1 gélosé (Tryptone - 10 g/1;
Extrait de viande - 5g/1; Chlorure de sodium - 5g/1) puis incubée a 37°C pendant 24 heures.
Apres vérification de la pureté des colonies formées, 'une d’entre elles est inoculée dans du
milieu M1 liquide et a nouveau incubée a 37°C sous agitation (120 rpm) pendant une nuit. La

culture obtenue est ensuite utilisée pour les différents essais.

2. Isolement et culture des bactériophages

I’isolement des bactériophages est réalisé en utilisant la technique des plages de lyse. Le
but est d’isoler les souches virales présentant un cycle lytique. Les bactériophages Domino-17
(PsenDOMonas aerugINosa PaO1 virus 17) sont récoltés a partir d’eaux usées par la société Leo
viridis. Le test de lyse bactérienne a été réalisé en introduisant P. aernginosa dans du milieu M1
gélosé, suivant le protocole de Lelchat ez a/, (2019). Lorsque le milieu est suffisamment solidifié,
5ul de suspension virale sont déposés au centre de la plaque d’essai. L’ensemble est incubé a
37°C. Aptes 24 heures d’incubation, apparition d’une plage de lyse (figure 56) révele la présence
d’un bactériophage lytique (Domino-17). Le halo, visible au centre de la plaque, signifie que les
virus dépolymérisent la matrice du biofilm bactérien et détruisent les cellules. Une incubation plus
longue provoquera un élargissement de ce halo. Afin de produire le virus en grande quantité, une
plage de lyse est extraite puis resuspendue dans du milieu M1 en présence de I’hote, et incubée a

30°C sous agitation (50 rpm) pendant au moins une nuitée.

Figure 56 : Plage de lyse des bactériophages sur une culture de P. aeruginosa.
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3. Mesure de densité optique

Le suivi de croissance par mesure de DOgw a été réalisé par lecture automatique de la
densité optique des suspensions bactériennes toutes les dix minutes pendant 30 heures par un
spectrophotométre TECAN Infinite™ issu du protocole décrit dans les travaux de Lelchat e al,
(2015). Les mesures ont été réalisées dans une plaque en polystyréne de 6 puits, représentant

chacun un réplica. Chaque puits contenant un inoculum bactérien a été incubé a 37°C puis les

virions ont été injectés en solution apres les 6 premiéres heures d’incubation.

4. Extraction et dégradation des EPS

Le protocole utilisé est tiré des travaux de Lelchat ez 2/ (2015, 2019). La production d’EPS
en gros volume se fait progressivement, selon le schéma de la figure 57. Premi¢rement, deux
précultures de la souche PAO1 dans du milieu M1 sont réalisées dans des volumes de 10 ml puis
200 ml. La préculture de 200 ml est ensuite inoculée dans 2,5 litres de milieu M1 incubée pendant
au moins 72 heures a 37°C sous forte agitation (200 rpm) afin de permettre une bonne
oxygénation.

préculture Culture de 2,5 |

de 10 ml préculture en Erlenmeyer

de 250 ml Centrifugation du

milieu de culture

@

Inoculation
via une colonie

clonale /
Récupération de ;

I'EPS prépurifié

lyophilisation

~
N\

Filtration (0,45 um)
puis ultrafiltration
tangentielle (100 KDa)

Figure 57 : Production et purification d'un EPS bactérien par fermentation.
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La croissance bactérienne est controlée par mesure de DOgoo. A la fin de I'incubation, les
bactéries sont séparées par centrifugation (45 minutes, 14 000 rpm, 4°C). Le surnageant est
récupéré, filtré par Bichner a 0,45 um sur un filtre en fibre de verre (Whatman®) puis 0,4
gramme d’azoture de sodium (NaNj) par litre de liquide est ajouté afin de prévenir toute
contamination bactérienne. I’EPS produit est partiellement purifié par filtration tangentielle sur
une cassette de 100 KDa en PES (Millipore®) contre de I'eau distillée. Une fois la conductivité
du perméat proche de 20 uS.cm’, le rétentat est congelé a -20°C et lyophilisé. I’EPS sec est enfin

pesé puis stocké a I’abri de la lumicere et de Phumidité.

L’étude d’activité enzymatique virale est réalisée en triplicat dans du milieu M1 a partir de
solution d’EPS 4 0,2% (m/v) a laquelle une suspension virale est ajoutée. De I'azoture de sodium
est systématiquement ajouté comme bactériostatique a une concentration de 6 mM. Toutes les
incubations sont préparées sur de la glace afin de prévenir toute dégradation enzymatique
précoce. Les échantillons sont ensuite placés dans un incubateur a 37°C durant 24 heures sous
agitation (120 rpm). Le lendemain, les échantillons sont placés 5 minutes a 100°C pour stopper
toute activité enzymatique. Des controles avec bactériophages seuls et EPS seul suivent la méme

procédure.

La visualisation des résultats s’effectue par électrophorese sur gel d’agarose. Les
échantillons sont centrifugés (10 minutes, 10 000 rpm, 4°C) puis déposés sur un gel d’agarose 1%
(1 g d’agarose avec 100 ml de milieu M1). 12 pl d’échantillon sont déposés dans chaque puits
d’électrophorése. La migration s’effectue a une tension de 100 V pendant 75 minutes. Le gel est
ensuite coloré pendant une nuit a I'obscurité dans un bain de STAINS ALL (10 ml de 3,3’-
diéthyl-9-méthyl-4,5,4’,5’-debenzothiocarbocyanide a 0,1% dans du N,N-diméthylformamide, 10
ml de N,N-diméthylformamide, 50 ml d’isopropanol et 10 ml de Tris HCI 300 mM). Le gel est
lavé dans un bain d’eau distillée puis décoloré pendant environ 2 heures a la lumiere blanche. Les
fractions polysaccharidiques apparaissent en bleu et les fractions protéiques en rose-rouge. La
comparaison des profils de migration entre le temps initial et le temps final renseigne sur le

succes de la dépolymérisation.

159



5. Caractérisations microscopiques

5.1. Etude de dégradation du biofilm par microscopie confocale a balayage laser

Deux groupes d’échantillons ont été préparés afin de réaliser les observations au
microscope confocal a balayage laser, comme schématisé dans la figure 58. Chaque échantillon a
été préparé dans des pDish© a fond en verre de la marque Ibidi®. Le premier groupe témoin ne
contient aucun virion. Il est composé de cinq échantillons dont un contréle (contient 3 ml milieu
de culture M1), un témoin (contient 3 ml de culture M1 et 7,5 ul de suspension bactérienne de la
souche PAO1) ainsi que 3 échantillons destinés a l'observation microscopique (composition
identique au témoin). Le second groupe est composé d’un controle (3 ml de milieu M1), un
témoin (3 ml de milieu M1 et 7,5 ul de culture bactérienne) ainsi que 3 échantillons identiques au
témoin auxquels une charge virale (MOI = 10) sera ajoutée apres 4h d’incubation a 37°C avec
une agitation orbitale configurée a 50 rpm. Ils seront ensuite a nouveau incubés pendant 20h
apres I'ajout des bactériophages. Le premier groupe exempt de virion a été directement incubé
pendant 24 heures dans les mémes conditions. Lorsque les controles n’indiquent aucune
contamination, tous les échantillons ont été traités avec 1,2 ml de formaldéhyde 70% v/v
pendant 30 minutes afin de fixer le biofilm. Le surplus de liquide a ensuite été retiré a I'aide d’une

pipette par aspiration sur les bords des uDish©.

Le marquage des cellules bactériennes a été réalisé en ajoutant 2 pl de Syto9 au centre des
uDish©. Les échantillons sont observés avec le microscope confocal a balayage laser de la
plateforme Plateforme d’Imagerie et de Mesures en Microscopie de I'Université de Bretagne
Occidentale. Les parametres d’observation ont été réglés sur une fréquence d’excitation de 455
nm et d’émission de 505 nm. Chacun des trois échantillons des deux groupes a été observé sur
cinq zones différentes. Les meilleurs clichés ont été sélectionnés pour illustrer ce manuscrit et
sont représentatifs de ’ensemble de I’échantillon observé. Les reconstitutions en trois dimensions
sont obtenues a partir de la superposition de plusieurs plans focaux en deux dimensions. Les
images en trois dimensions représentent une section d’échantillon de volume égal a 0,0035 mm”.
Les coupes orthogonales sur les axes x et y ont été effectuées afin d’étudier 'homogénéité de
Iépaisseur du biofilm sur ces mémes axes. Les agrandissements présentés ont été obtenus en

réalisant de nouvelles mesures sur une zone plus restreinte.
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T = témoin
C = contréle
E, ;3 = échantillons

Figure 58 :

0

Incubation : 20" ; 37°C

] > 0080
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’).1,2 mL

P. aeruginosa

Incubation : 4" ; 37°C

Formaldéhyde

Observations CLSM

Incubation : 24"; 37°C

Formaldéhyde
E, E, E;

P. aeruginosa T

Schématisation de la méthodologie employée pour la préparation des échantillons afin d'observer la dégradation d'un biofilm par les bactériophages.
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5.2. Caractérisation morphologique des virus

La classification des virus est essentiellement basée sur leurs caractéristiques
morphologiques (forme de la capside, taille et forme de la queue) en microscopie électronique 2a
transmission (MET) apres coloration négative a Iacétate d’uranyle. Cette technique présente
lavantage d’¢tre rapide et peu onéreuse tout en permettant d’obtenir des données biométriques a
partir des images des virus. Pour cela, 10 pl d’une suspension de phages sont déposés pendant
trois minutes sur la face opaque d’une grille en cuivre revétue de carbone (Electron Microscopy
Science®). L’exces de solution est éliminé avec du papier Whatman® et une goutte d’acétate
d’uranyle (2% m/v en eau ultrapure, filtré a 0,2 pm) est déposée sur la grille pendant 30 secondes.
L’exces est éliminé avec du papier Whatman®. Une fois la grille seche, les virus adsorbés sont
observés au MET sous un voltage de 100 kV (JEOL JEM 1400®) a la Plateforme d’Imagerie et
de Mesures en Microscopie. Les images acquises sont ensuite analysées a l'aide du logiciel
Image]J® afin de mesurer la taille des tétes, queues et appendices des bactériophages. Une

sélection d’images obtenues est présentée dans la figure 59. Les bactériophages présents

correspondent bien a ceux cultivés initialement et attestent de la pureté de la culture virale.

.:',.‘ 1 }.?17
i

Figure 59 : Images du phage Domino-17 (Myoviridae) au microscope électronique a transmission.
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6. Caractérisation hyperfréquence

6.1. Préparation du capteur et des mesures

Afin d’étudier les propriétés diélectriques des solutions biologiques et de réaliser des
cinétiques de croissance, le capteur radiofréquence présenté dans le chapitre II de ce manuscrit a
été utilisé. Le modele en acier inoxydable (figure 60a) a été sélectionné en raison de la nécessité de
maintenir une protection optimale contre les contaminations lors des étapes d’ajout des
bactériophages. Afin d’évaluer I'impact des bactériophages sur la réponse du capteur, quatre
mesures ont été réalisées sur la gamme de fréquence 100 MHz - 3 GHz. La premicre a été réalisée
dans Dair (vérification de la calibration du systeme expérimental), la seconde dans 10 ml de milieu
de culture M1 stérile et les suivantes apres I'ajout de 1 ml de suspension virale (dés I'ajout puis
apres une heure d’attente) afin de mettre en évidence un potentiel conditionnement de la sonde

par les virus.

Figure 60 : Photographies du dispositif expérimental utilisé pour la caractérisation hyperfréquence des échantillons
contaminés par les bactériophages. a — Capteur en acier inoxydable ; b — Analyseur de réseau vectoriel et programme
d’automatisation LabView reliés a ’étuve contenant le capteur ; c — Capteur maintenu a la verticale a 'intérieur de
Pétuve.
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Les cinétiques de croissance se sont déroulées sur un minimum de 40 heures afin de
permettre aux bactéries de coloniser toutes les surfaces. Les mesures ont été effectuées toutes les
30 minutes sur la gamme de fréquence 100 MHz — 3 GHz trois fois a 'aide d’un programme
LabView® reli¢ au VNA (figure 60b). 20 ml de milieu de culture M1 stérile ont été ajoutés dans
le réservoir en acier inoxydable du capteur (préalablement stérilisé par autoclave, 121°C pendant
30 minutes). Chaque cinétique de croissance a débuté au moment de I'inoculation du systéme par
la souche PAO1 en ajoutant 50 ul de suspension bactérienne dans le réservoir. Le capteur est
ensuite fermé a I'aide de son couvercle et recouvert par de 'aluminium. I’ensemble a ensuite été
placé dans une étuve thermostatée a 37°C, sans agitation (figure 60c). Au bout de 4 heures, entre
deux mesures automatiques, le capteur est rapidement retiré pour ajouter 1 ml de suspension
virale (MOI = 10), contenant le bactériophage Domino-17, ou un cocktail de phages Domino-2,

3,4,5,8,9 et 11.

6.2. Analyses statistiques

Toutes les courbes réalisées a partir du capteur radiofréquence représentent une moyenne
de cinq mesures successives. L’activité virale tres variable au sein du systéme ne permet pas
d’étudier la reproductibilité de I’étude. La signification des différences a été déterminée au moyen
d’une analyse de la variance (ANOVA). Ces analyses ont été programmées et automatisées sur le
logiciel RO (version 3.6.1). Le seuil de valeur P < 0,05 a été sélectionné afin de déterminer la
signification des différences observées. Tous les tests réalisés indiquent qu’aucune différence

statistique n’est présente entre les 5 réplicas successifs de chaque mesure.
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1. ETUDE DE LA DEGRADATION VIRALE D’UN BIOFILM

1. Limites d’un suivi classique de densité optique

Une méthode couramment employée dans la littérature scientifique pour suivre
I'inhibition bactérienne par thérapie phagique d’un milieu liquide est la mesure de densité optique.
Cette méthode permet de mesurer Popacité d’une solution qui sera proportionnelle a la quantité
de matiére en suspension ou dissoute. Nos résultats de suivi de croissance sont présentés dans la

figure 61.
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Figure 61 : Cinétique de croissance de P. aeruginosa suite a 1'injection de phages 6 heures apres le départ des
mesures.

Les six réplicas montrent une phase de latence sur les quatre premicres heures de suivi au-
dela de laquelle la limite de détection de la méthode est franchie. Ensuite, la densité optique
augmente de 0,2 a 0,3 en deux heures indiquant une croissance de la densité cellulaire. Suite a
I'injection des bactériophages (6h d’incubation), la densité optique chute brusquement puis repart
a la hausse aprés quelques heures d’incubation supplémentaires et se stabilise a partir d’une
journée de croissance. L'interprétation de ces résultats peut étre délicate. Les bactériophages sont
des micro-organismes capables de troubler la mesure si les débris cellulaires générés par la lyse
virale sédimentent et s’adsorbent au fond des puits. De plus, il n’est pas exclu que la bactérie
Psendomonas aernginosa forme un biofilm sur les parois des puits. La matrice extracellulaire peut

également absorber une fraction du faisceau lumineux incident et ainsi apporter une contribution
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non négligeable a la valeur de densité optique relevée. Tous ces éléments combinés biaisent
potentiellement le suivi de croissance bactérien. Cependant, la chute provoquée par I'ajout des
virus ne peut étre remise en cause, car la lyse cellulaire diminue la teneur en particules suspendues
dans le milieu de culture. La forte hausse du signal au-dela de 10 heures d’incubation correspond
trés probablement a la sélection et au développement de bactéries résistantes aux phages injectés
ce qui a pour conséquence I'augmentation de la densité optique du milieu. Cependant, la mesure
de DO ne permet pas de discerner si ce développement est lié a une croissance en biofilm ou
sous forme planctonique, ce qui, dans le cas d’'une pathologie bactérienne, aura une tres forte
incidence sur I’évolution du diagnostic. Cette analyse met en avant les limites du suivi classique
par densité optique. Simple a mettre en place et automatisable, cette méthode devient rapidement
difficile a exploiter lorsque plusieurs micro-organismes et phénomenes biologiques évoluent

simultanément.

2. Etude microscopique de la prédation phagique

2.1. Caractérisation du biofilm de la souche PAO1

Les criblages biologiques réalisés par la société Leo viridis attestent de lefficacité des
bactériophages pour réguler la croissance bactérienne et, potentiellement, le développement d’un
biofilm. Mais il reste difficile d’estimer le réel impact des phages sur les processus de croissance
de P. aeruginosa sans observer directement le comportement des bactéries dans leur
environnement tridimensionnel. La microscopie confocale rend possible la réalisation dun
schéma en trois dimensions de Parchitecture du biofilm et l'observation de Iimpact des
bactériophages sur sa formation. I’étude suivante vise a comparer deux conditions de croissance
de la bactérie P. aeruginosa, 'une en condition de croissance classique et I'autre soumise a la
prédation du bactériophage Domino-17. La figure 62 est une observation au microscope confocal
d’une section du biofilm d’un échantillon témoin afin d’évaluer I’épaisseur du film bactérien. Le
biofilm produit par la souche PAOI1, aprés une journée de développement, est rugueux et
recouvre la quasi-totalité des surfaces immergées. Sur cette zone, Iépaisseur du film bactérien est
comprise entre 10 et 20 um d’aprés la visualisation 3D. La coupe orthogonale permet d’obtenir
une estimation plus précise. Au niveau de la zone creuse a proximité du curseur, ’épaisseur du
biofilm mesure 18 um. Cependant, cette caractéristique n’est pas constante sur la zone observée.
Le biofilm est plus épais sur la tranche droite de la coupe orthogonale que sur le bord opposé
soulignant le développement hétérogene de ce dernier. En prenant en compte lentiereté de la

section observée, I’épaisseur du biofilm fluctue entre 13 et 27 um. Ce gradient d’épaisseur
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pourrait étre expliqué par la production spécifique de certains EPS au sein de la matrice. D’apres
de récentes études, au moins trois exopolysaccharides nommés Psl, Pel et certains alginates,
peuvent contribuer a la formation de biofilms chez P. aeruginosa (Passos da Silva ez al, 2017,

Valentine ¢z al., 2020; Whitfield & Howell, 2021).

D’apres les travaux d’Irie ez al (2017) le Psl s'associe principalement aux cellules de
surface lors de la formation des biofilms précoces de Pseudomonas aeruginosa. 11 relie les bactéries,
intriquant chaque cellule dans une matrice complexe. En poursuivant le développement, de
multiples couches d'agrégats cellulaires se forment et le Psl couvre toute la structure. Lorsqu'un
biofilm évolue vers une microcolonie tridimensionnelle, le Psl se localise a la périphérie plutot
qu'au centre. Au cours de cette maturation, une cavité matricielle se forme ce qui prépare le
biofilm aux futurs événements de dispersion. Suite a cette dispersion, la cavité vide reste
discernable par I'absence de fluorescence (Itie ef al, 2017). L’échantillon observé dans la figure 62
pourrait contenir une plus grande quantité de microcolonies matures sur la zone plus épaisse,
dont la quantité de matrice extracellulaire serait importante. Le développement des biofilms de P.
aernginosa nécessite une coordination a 1'échelle de la population des cellules individuelles au sein
de la méme communauté bactérienne (Yan & Wu, 2019). P. aeruginosa utilise de multiples voies de
transduction de sighaux interconnectées, connues sous le nom de quorum sensing dont les
mécanismes principaux ont été revus dans le premier chapitre de ce manuscrit. Ce mode de
communication intraspécifique intercellulaire complexe permet, en fin de compte, d'orchestrer un
comportement collectif essentiel a l'adaptation et a la survie de communautés entieres. P.
aeruginosa enclenche le QS en réponse a des changements de la densité cellulaire lors de son
développement en conditions idéales (Mukherjee and Bassler, 2019). La production, la sécrétion
et 'accumulation des autoinducteurs entrainent la sécrétion des différents exopolysaccharides en
fonction des stades de croissance du biofilm a I’échelle de la population entiere. Les différences
d’épaisseur du biofilm observées dans la figure 62 peuvent correspondre a des zones ou les stades
de développement du film bactérien sont différents. La densité cellulaire peut avoir été plus
importante sur certaines zones ou les premicres colonies se sont formées, déclenchant le
processus du QS précocement et augmentant la production du biofilm localement. Suite a ces
observations, une seconde zone a été scannée avec des parameétres d’acquisitions prenant en
compte plus de plans focaux et un temps d’acquisition par plan plus long afin d’obtenir une
meilleure résolution sur une zone comportant un relief particulicrement prononcé. La figure 63
représente la reconstitution obtenue. Une rugosité plus marquée que sur échantillon précédent
est visible. La structure en trois dimensions de la zone étudiée, dans la figure 63a, indique une

épaisseur du film plus conséquente, vraisemblablement proche des 40 pm.
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Figure 62 : Biofilm de P. aeruginosa observé au microscope confocal apres 24 heures de croissance en I’absence de bactériophages (échantillon n°1). a — reconstitution en trois
dimensions du biofilm ; b — coupes orthogonales.
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Figure 63 : Biofilm de P. acruginosa obsetvé au microscope confocal apres 24 heures de croissance en 1'absence de bactériophages (échantillon n°2). Observation d'une zone
de relief important. a — reconstitution en trois dimensions du biofilm ; b — réalisation d’une seconde reconstitution d’une section de I'image a avec un grossissement plus important ; c —
visualisation en deux dimensions d’une face de 'image b.
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Dans la figure 63b, un cube de volume égal a 2,5.10* mm”’ a été extrait, équivalent 2 un
grossissement par 16 de la figure originelle. Cette approche permet de mettre en évidence qu'une
partie de I’épaisseur du film est dépourvue de matrice polysaccharidique. Une fine couche de
liquide semble en réalité se loger sous le biofilm a certains endroits ce qui a pour conséquence
d’accentuer la rugosité du biofilm bactérien. Ce phénomene, absent sur la section de la figure 62,
est d’autant plus marqué sur la coupe verticale d’'une face de la figure 63b et représentée dans la
figure 63c. La forte densité cellulaire sous le biofilm bactérien indique qu’il s’agit probablement

d’une migration des cellules bactériennes vers les couches profondes de ce dernier.

La revue bibliographique de Reichhardt et Parsek en 2019 sur I'utilisation de méthodes
d’observations microscopiques de la répartition des cellules de la bactérie P. aeruginosa au sein du
biofilm (Reichhardt & Parsek, 20192) a révélé que la localisation de certains exopolysaccharides
varie au cours du développement du biofilm. Les études de Ma ef @/ se sont notamment
focalisées sur le Psl, un des EPS engagés tout au long du processus de formation du biofilm de P.
aeruginosa PAO1 (Ma et al, 2009, 2007). D’apres ces études, ce biopolymere est associé aux
premiers agrégats formés et i joue un role dans les interactions intercellulaires ainsi que
l'assemblage de la matrice des biofilms précoces. Dans le cas d’un biofilm mature, ces recherches
ont prouvé que le Psl s’accumule a la périphérie du film et n'a pas été observé dans la cavité
intérieure des agrégats. Ces conclusions corroborent parfaitement les observations réalisées et
peuvent partiellement expliquer pourquoi la densité cellulaire est tres faible sur les premicres

couches du biofilm.

Prenant en compte ces observations, I’épaisseur du biofilm de P. aeruginosa est compris
entre 50 et 80 um dont une partie (environ les 20 premiers microns) est composée quasiment
exclusivement de polysaccharides ou, au moins, d'un mélange de substances exopolymériques. La
grande majorité des particules virales des phages a une taille comprise entre 25 et 300 nm
(Lelchat, 2020). II est donc primordial pour les bactériophages d’avoir les enzymes nécessaires
pour dégrader cette pré-couche polysaccharidique, qui peut facilement représenter 1000 fois ou
plus la taille des phages, afin de pouvoir s’adsorber sur leurs hotes et d’injecter leur matériel

génétique au sein des cellules bactériennes pour enclencher leur cycle de réplication.

170



2.2.Observation d’'un échantillon soumis a la prédation des phages

La figure 64 représente une observation d’'un échantillon soumis a la prédation d’une
souche de bactériophages (Domino-17). Les virus ont été injectés apres 4 heures de croissance
bactérienne et la fixation du biofilm pour 'observation microscopique a été effectuée au bout de
24 heures de culture en condition statique. Sur la reconstitution en trois dimensions de la figure
04a, le film bactérien est extrémement fin. A linverse des échantillons témoins, il semble n’y
avoir dans ce cas qu'une monocouche bactérienne tapissant la surface. Deux agrégats isolés sont
visibles. L’un d’entre eux se situe en surface, partiellement visible contre la face supérieure de la
figure 64a. Le second, accolé sur la surface en verre, a été observé sur un plan en deux
dimensions représenté par la figure 64b. Dans cette configuration, il est possible de distinguer

quelques bactéries évoluant autour de cet agrégat. La surface en verre semble avoir été modifiée,

laissant apparaitre des zones circulaires dépourvues de molécules chromophores.

Figure 64 : Observation d'un biofilm de P. aeruginosa infecté par les bactériophages apres 20 heures
d'exposition aux virus. a — reconstitution en trois dimensions de la zone étudiée ; b — image en deux dimension selon
les axes x, y d’une section contenant un amas cellulaire ; c — coupes orthogonales.
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La mort et le processus de lyse au sein des biofilms de P. aeruginosa PAO1 ont été
observées par Webb ez al. (2003) lors de croissances bactériennes dans des réacteurs a écoulement
en verre. En utilisant un marquage de viabilité BacLight LIVE/DEAD, la mort cellulaire se
produisait avec une organisation temporelle et spatiale dans le biofilm, a l'intérieur de
microcolonies sous forme de zones circulaires, légérement plus grandes que celles observées dans
la figure 64b. Apres 12 jours de développement du biofilm, jusqu'a 50 % des microcolonies dans

les biofilms présentaient une mort et une lyse en leur centre.

Dans le cas dune prédation par les bactériophages, les zones circulaires sombres
observées dans la figure 64b seraient en réalité des marques témoignant d’une lyse rapide de
petites colonies bactériennes provoquées par la charge virale importante de Domino-17. Les
agrégats de biofilms dispersés ne seraient quun résidu du biofilm précoce formé lors des quatre
premicres heures de croissance ou les bactériophages ¢étaient absents. Mais cela pourrait

également correspondre a des résidus cellulaires agrégés.

Dans la figure 64c, une coupe orthogonale sur une aire plus élargie a été réalisée. De
larges zones de lyse exemptes de bactéries sont également visibles a cette échelle. La population
bactérienne résiduelle lors de l'observation recouvre une grande partie de la surface, mais
'absence de matrice polysaccharidique du biofilm témoigne de la difficulté de développement de
la souche bactérienne face a l'action des bactériophages. L’efficacité des phages contre la
production du biofilm de P. aeruginosa est donc avérée mais ils n’empéchent pas nécessairement le

développement bactérien.
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V. APPLICATION DE LA METHODE HYPERFREQUENCE

1. Propriétés diélectriques des bactériophages

Le développement de P. aeruginosa sous forme de biofilm et son inhibition par la présence
de bactériophage ayant été étudiés en détail, le suivi en temps réel de I’action des phages sur la
croissance du film peut étre établi. Mais avant d’entreprendre les cinétiques de croissance,
Pévaluation de I'impact des phages sur la réponse du capteur a da étre mesurée. La figure 65
représente le coefficient de réflexion Sy de l'air, du milieu M1 stérile, du milieu M1 contenant
une charge virale importante ainsi qu'une mesure réalisée une heure apres ’ajout des virus afin de
mettre a jour un éventuel effet d’adsorption sur la sonde. Les résultats montrent une gamme
d’évolution du coefficient Si; comprise entre -0,5 et -1,75 dB pour les échantillons liquides. Cette
plage de variation est bien différente de celle observée dans le chapitre II avec lutilisation du
milieu de culture TSB. Cet écart peut étre expliqué par la composition assez éloignée des deux
milieux de culture. Cela impacte peu le développement cellulaire, car une abondance de
nutriments est disponible dans les deux cas, mais les propriétés électriques different, notamment
au niveau de la conductivité électrique a température ambiante. Pour rappel, la conductivité du
milieu TSB a 19°C est de 1,47 S/m contre 0,67 S/m pour le milieu M1. Néanmoins, les valeurs
au-dela de 1,0 GHz convergeaient vers -2 dB pour le TSB. Les résultats obtenus dans le milieu
M1 semblent tendre vers cette valeur sur les hautes fréquences car, dans ce domaine, les
phénomenes de relaxation dipolaire de I'eau (solvant majoritaire des deux milieux) prennent le

pas sur la conductivité ionique.
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Figure 65 : Caractérisation hyperfréquence des bactériophages en suspension dans le milieu de culture M1.
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Il a été observé quune teneur importante de particules virales n’impacte pas les
caractéristiques diélectriques du milieu. Apres une attente de 60 minutes, une légere hausse des
valeurs est observée. Cependant, ce biais rentre dans la gamme d’incertitude de mesure et ne
représente pas de changement significatif. Il sera donc admis pour la suite des expérimentations
que les bactériophages n’impactent pas de manicre significative les mesures compte tenu des

variations observées par le capteur lors des essais précédents.

2. Etude de l'effet bactéricide des phages avec le capteur

radiofréquence

2.1.Evaluation de la synergie virale

La thérapie monophagique est utilisée pour réaliser une preuve du concept lors du
développement de modeéles expérimentaux de thérapie par les phages, comme dans certaines
circonstances ou des phages a spectre d'hotes suffisamment large sont disponibles. Cette
approche a l'avantage de simplifier le traitement puisqu'un seul effort de préparation et de
putification des phages est nécessaire et qu'il y a moins de risques de complications dues a
l'interaction immunologique des phages avec les sujets traités. Cependant, I'utilisation d’un seul
type de phage peut entrainer des phénomeénes de résistance bactérienne accrue et grandement
diminuer les bénéfices d’une thérapie phagique ou d’un biocontrole des populations bactériennes.
Cela ne signifie pas que la thérapie monophagique n'a pas été couronnée de succes, mais plutot
qu'il existe un certain nombre de stratégies permettant d'améliorer les résultats de la thérapie
phagique. L'une de ces stratégies est la formulation de cocktails de phages, comme celui utilisé

dans ce chapitre. Son efficacité a été testée a 'aide du capteur radiofréquence.

La figure 66 présente le comparatif d’une inhibition de croissance de P. aeruginosa par
laction d’'un phage unique Domino-17 et d’'un cocktail de phages Domino. La courbe bleue
correspond a P'effet d’un seul type de phage sur la croissance bactérienne. Lors de Iinoculation
des virions, le coefficient Si1 augmente rapidement. La conductance locale a de nouveau
augmenté brusquement apres linjection des virus, indiquant une augmentation de la densité
cellulaire. Le signal Sy diverge progressivement de la ligne de référence aprés 6 heures
d’incubation. Les faibles variations indiquent toujours une régulation de la densité cellulaire par
les phages. Les deux signaux sont superposés a la fin de l'expérience. C'est-a-dire que les
propriétés diélectriques des solutions sont identiques apres 34 heures. L'utilisation du cocktail de
phages est représentée par la courbe rouge dans la figure 66. Contrairement a la régulation

monophage, I'injection de multiples phages provoque la formation d’une succession de vagues
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d’ampleur variable sur le signal Sy1. Cette dynamique de type proie-prédateur, détaillée dans la
section suivante, met 'accent sur la véhémence de la compétition qui survient au sein du capteur
entre le virus et son hote ainsi que sur les formidables capacités d’adaptation et de résistance des
micro-organismes présents. Aucun état d’équilibre statique ne semble apparaitre a la fin de

Pexpérience soulignant I'effet synergique positif de l'utilisation d’un cocktail de phage face a une

monothérapie.
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Figure 66 : Etude de Peffet synergique d’un cocktail de phage comparé a 'utilisation d’un phage unique pour
Pinhibition de croissance de P. aeruginosa. Mesures réalisées avec le capteur radiofréquence, f = 300 MHz.

2.2.Relation prédateur / hote

De nombreuses études sont prometteuses quant a lutilisation des phages en tant que
substitut aux antibiotiques pour traiter les biofilms, mais aucune ne décrit a ce jour complétement
les dynamiques de développement des virus aux dépens de celles des hotes. Les articles les plus
récents présentent des mesures réalisées tous les jours, ou au mieux toutes les heures, nécessitant
de nombreux et fastidieux comptages cellulaires (Byun e a/, 2022; Gula et al, 2020; Xuan ef al.,
2022). Au regard du caractere extrémement dynamique de la relation hote/virus, des
informations précieuses sur ’évolution de la densité cellulaire peuvent passer inapergues avec des
méthodes de mesure a temps fixes (comme par exemple les observations microscopiques ou
Putilisation de molécules létales). Ceci est d'autant plus vrai avec des hotes ayant des
métabolismes élevés et des temps de générations courts, ce qui est trés souvent le cas avec les
bactéries pathogenes de I'homme. L’objectif des mesures radiofréquences est d’apporter une

vision plus précise de cette dynamique entre les populations bactériennes et leurs prédateurs.
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Cette expérience réalisée avec le capteur vise a comparer les valeurs du coefficient Sy
obtenues lors de la croissance de P. aeruginosa en présence de virions par rapport a I'expérience
précédente. Les résultats sont représentée dans la figure 67. La courbe noire correspond au
témoin, identique sur les figures 66 et 67. Le coefficient Si1 décroit avec le temps et met en
évidence deux phases qui ont déja été observées dans le chapitre II (croissance planctonique et
formation d’un biofilm). Le point de rupture de pente apparait apreés 8 heures d’incubation.
Cependant, alors que la variabilité totale du coefficient Si; n’est que seulement de -7,75 dB, la
caractérisation diélectrique de la croissance de P. aeruginosa dans le milieu TSB affichait une chute
totale de presque -1,6 dB a la méme fréquence. Cette observation apporte une preuve
supplémentaire que la nature des milieux de culture joue un role important sur la réponse du
capteur, en raison des différences de composition initiales. La courbe orange de la figure 67
correspond a la cinétique de croissance de la bactérie en présence d’un cocktail de phages
Domino. Immédiatement apres linjection des virus (apres 4h d’incubation), le coefficient Si;
inverse brusquement sa dynamique et affiche une hausse de 0,2 dB en quelques dizaines de
minutes. Une phase stationnaire subséquente d’une durée de 9 heures s’installe puis le signal
affiche a nouveau une breve chute tout de suite suivie d’une seconde hausse plus intense que la
premicere, impliquant une hausse du signal de 0,4 dB en 10 heures. Le coefficient Si; rattrape

ensuite son niveau le plus bas a -0,6 dB et reste stationnaire jusqu’a la fin de I'expérience.
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Figure 67 : Etude de 1'effet inhibiteur du cocktail de phages sur la croissance de P. aeruginosa réalisée avec le capteur
radiofréquence, f = 300 MHz.

En tant que prédateurs, les phages peuvent exercer une pression de sélection et
transformer la composition de la communauté bactérienne. Un exemple clair est la sélection de

mutants résistants aux phages, qui peuvent présenter des phénotypes supplémentaires tels que
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l'atténuation ou 'accentuation de la virulence, dans le cas d’un cycle lysogénique. Des mutants de
P. aeruginosa résistants aux phages peuvent par exemple produire davantage de toxines
extracellulaires (Hosseinidoust ez @/, 2013). De plus, Davies et al. (2016) ont observé que la
pression de sélection exercée par les phages lysogéniques peut accélérer I'évolution adaptative des
agents pathogenes bactériens pendant l'infection de la cellule héte. Ainsi, il semble que
l'exposition aux bactériophages puisse améliorer I'adaptabilité et/ou la virulence des bactéries.
Dans le cas du systéeme hote-virus présenté dans ce manuscrit, hypothése expliquant ces
oscillations est la présence d’un phénomene de remplacement perpétuel des hotes et des virus
dominants, appelé dynamique de la Reine Rouge (Van Valen, 1973). Elle est considérée comme
un facteur important du maintien de la biodiversité (Vandermeer, 2006). D’apres ce modéle, les
virus infectent de préférence des hotes trés abondants et présentant un degré élevé d'uniformité
génétique, ce qui confere aux types d'hotes rares un avantage au cours de la coévolution hote-
parasite par rapport aux hotes abondants (Johnson e# a/, 2013). Dans le cadre de cette étude, un
seul type d’hote est présent. Néanmoins, les bactéries présentant naturellement des genes de
résistance a l'infection phagique représentent la catégorie des « hotes rares ». Les fluctuations
observées avec le capteur RF pourraient donc correspondre a la dynamique d’adaptation de la
souche PAOT1 face a l'attaque des phages, chaque vague représentant la prolifération d’un groupe

de pathogene résistant.

Un autre mécanisme impliqué dans I'évolution microbienne est le transfert horizontal de
genes. Les phages sont des médiateurs connus de ce processus (Magaziner ¢ al,, 2019), et ont été
associés a la propagation de traits de virulence et/ou de résistance au sein des communautés
bactériennes, le plus souvent chez les phages lysogéniques. Haaber ef 2/ ont présenté un modcle
d'autotransduction qui explique la dissémination par les phages des déterminants de la résistance
aux antibiotiques parmi les souches de Staphylococcus anrens (Haaber et al, 2016). Les
bactériophages peuvent également favoriser la transformation génétique a grande échelle par
transformation naturelle. Keen e a/. ont décrit des phages lytiques appelés "superspreaders” qui
peuvent libérer de 'ADN plasmidique intact dans le milieu environnant et peuvent également
favoriser la mobilisation des genes au sein des populations bactériennes (Keen e a/, 2017). De
plus, les éléments génétiques mobiles peuvent se déplacer entre ou a l'intérieur du génome d'un
hote. Les génomes de nombreuses espcéces bactériennes contiennent de multiples éléments
mobiles fonctionnels, notamment des séquences d’ADN, des phages tempérés, des phages
satellites ou méme des ilots génomiques. Dans certains cas, ces éléments constituent une partie
importante du génome de I'héte (Darmon & Leach, 2014). De multiples éléments au sein d'un

héte donné ont le potentiel d'interagir les uns avec les autres, et probablement de coévoluer.
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En plus de modifier le patrimoine génétique des communautés microbiennes, les
bactériophages lytiques peuvent moduler 1'état physiologique des bactéries sans modification du
génome. L'analyse de ces réponses a la prédation phagique a été facilitée par l'arrivée des
techniques "omiques". Une grande quantité de données issues d'analyses transcriptomiques,
protéomiques et métabolomiques des microbes aprés exposition aux phages sont en effet
maintenant disponibles. Il est intéressant de noter que les changements les plus spectaculaires
semblent se produire a des étapes tardives de l'infection, comme celles de I'assemblage des virions
et de la production d'enzymes lytiques (Motrimoto e# al, 2018; Nilsson et al, 2022). 1l est
également prouvé que les réponses transcriptionnelles varient en fonction de la souche
bactérienne spécifique (Doron ez al., 2016) et du bactériophage (Blasdel ez @/, 2017; De Smet ez al.,
2016). La plupart des études réalisées a ce jour ont évalué les réponses des cellules bactériennes
apres une infection synchronisée avec des phages virulents ou apres I'induction du cycle lytique
chez les bactéries lysogéniques. Ces informations permettent de comprendre les interactions

moléculaires entre le phage et la cellule bactérienne hote tout au long du cycle de réplication.

Compte tenu de ces résultats par rapport aux précédents (figure 66), l'activité virale
semble inconstante. Les stades de lyse et de recrudescence bactérienne ne se produisent pas
systématiquement a des instants précis. Les deux répliques avec cocktail de phages (courbes
oranges sur les figures 66 et 67) affichent des dynamiques éloignées. Sur des mesures capteurs de
40 heures, le nombre de cycles de lyse était de 3 dans un cas et de 2 dans un autre. Pourtant, la
dynamique des deux premiers cycles apparait étroitement liée. Le premier plateau faisant suite a
Iinjection de virions est suivi d'une seconde hausse, plus importante que la précédente. De ce
phénomene émerge deux hypothéses selon lesquelles (i) I'activité virale semble étre catalysée par
des processus biologiques et/ou physiques lors de 1'étude de l'efficacité des cocktails de phages et
(i) la mise a disposition des nutriments générés par la lyse virale pourrait ponctuellement
favoriser la croissance des populations bactériennes résistantes. La littérature scientifique sur la
cinétique d'action des phages est encore pauvre. De plus, chaque type de bactériophages présente
des taux d'infection et de téplication différents. Ce parametre dépend de tellement de facteurs
qu'il est actuellement difficile de fournir des éléments de réponse fiables a ces deux hypotheses,

bien que ce soit des processus équivalents.

L’ensemble des informations sur la prédation des phages sur I'hote permettent de mieux
comprendre les résultats obtenus avec la sonde coaxiale. La succession de vagues provoquées par
Iinjection des virions dans la culture cellulaire pourrait se traduire par une fluctuation importante
de la conductivité localisée aux abords de la sonde coaxiale. Comme observé dans le chapitre 11

de ce manuscrit, ces changements de conductivité sont régis essentiellement par les fluctuations
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de la densité cellulaire. Chaque cellule bactérienne agit comme un réservoir d’ions pouvant se
polariser sous I'action du champ électromagnétique généré par la sonde aux fréquences de la
gamme employée. Leur quantité est proportionnelle aux variations du coefficient de réflexion
normalisé ASyi. L’hypothese selon laquelle une vague individuelle correspond a ’émergence d’une
variante possédant des traits de résistance a linfection des phages pourrait expliquer les
phénomenes observés. Une seconde hypothése soutenue par la littérature scientifique serait que
les phages s’adaptent a leur tour pour réinfecter I’hote, conduisant a la succession, en théorie

infinie, de ces cycles.

Ces résultats décrivent en réalité un phénomene de régulation des populations bactérienne
et virale de type proie/prédateur. I’ajout d’une charge virale conséquente (MOI = 10), apres 4
heures de croissance, provoque la lyse de nombreuses cellules, traduit par la hausse soudaine du
coefficient Si;. La mort rapide des cellules infectées combinée a un facteur de stress causé par la
présence des virions ont engendré un forgage évolutif via la sélection et 'expression de génes de
résistance présents au sein de la communauté bactérienne. Ces génes exprimés par la majorité des
cellules des générations suivantes favorisent la résistance aux phages et entrainent une nouvelle
chute du coefficient Si; correspondant a une recrudescence de bactéries résistantes. Néanmoins,
la relation proie/prédateur qu’entretiennent les phages et les procaryotes est par essence tres
dynamique et représente une parfaite illustration de la théorie de la Reine Rouge (Williams, 2010).
Les bactériophages s’adaptent donc constamment a leur proie. Ainsi, ils peuvent a nouveau
infecter les bactéries résistantes en étant eux méme soumis a un forgage évolutif. Leur stratégie
réside dans le fait qu’ils ne possédent pas, a priori, de syst¢tme de correction de leur matériel
génétique, par conséquent les mutations s’effectuent a un rythme beaucoup plus rapide ce qui
permet I'émergence de contre-mesures virales. De fait, si la course aux armements est
permanente, 72 fine, les phages possedent toujours linitiative pour « gérer » leur réservoir de proie
dans un systéeme naturel. Les résultats de cette expérience soulignent le caractere encore trop
parcellaire des connaissances acquises sur les bactériophages et leur mode d’action. Deux cycles
de prédation ont été observés en temps réel lors de cette expérience. Une analyse sur une période
plus grande pourrait révéler d’autres cycles voire une synchronisation. Ces perspectives marquent

d’autant plus I'intérét d’utiliser une méthode en temps réel.
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V. CONCLUSIONS

Ce travail visait a valider le capteur radiofréquence en employant la méthode élaborée
dans le chapitre II dans un domaine d’intérét actuel. Il a été possible d’observer I’évolution de la
croissance de P. aeruginosa, en présence du phage Domino-17 et d’un cocktail de phages Domino,

in situ et en temps réel.

Les observations au microscope confocal a balayage laser mettent en avant la force lytique
importante des phages Domino face a la souche PAO1. En leur présence, la formation du
biofilm est fortement retardée. Son architecture est perturbée a un tel point que seuls quelques
agrégats de cellules enveloppées de matrice extracellulaire restent visibles apres 24 heures de

coévolution avec les virions.

De plus, les résultats indiquent que 'utilisation d’un cocktail de phages est beaucoup plus
efficace pour inhiber la croissance de la souche PAO1 en raison des mécanismes de course a
Parmement et de la Reine Rouge qui ont été décrit dans le passé. Ce travail fournit des pistes de
validation de ces phénomeénes par une toute nouvelle approche. Bien qu’il soit possible de
retracer I’évolution de la densité cellulaire au sein du capteur sur la gamme de fréquence
employée, la population virale reste cependant invisible avec cette méthode. La faible taille des
particules virales ainsi que leur composition sont des éléments qui rendent leur polarisation

impossible ou trop faible sur cette gamme fréquentielle.

Enfin, seuls trois cycles d’adaptation ont été observés. Il aurait été idéal de réaliser un
suivi sur une période de temps élevé (plusieurs jours/semaines) afin de détecter un éventuel
schéma temporel lié au métabolisme global de P. aeruginosa et valider davantage les hypotheses
émises. Un second axe d’amélioration serait I'utilisation d’un marqueur spécifique aux virus afin
d’établir une cartographie de leur répartition au sein des échantillons durant les observations au

microscope confocal a balayage laser.

L’intérét d’utiliser une méthode de caractérisation en temps réel a été pleinement
démontré dans ce chapitre. De telles conclusions n’auraient pu étre apportées avec de simples
observations microscopiques. La méthode radiofréquence est une technique de mesure
complémentaire a haut potentiel car elle apporte une toute nouvelle approche de Iétude des

systemes biologiques complexes.
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La grande majorité des micro-organismes sont présents dans l'environnement sous forme
de biofilm, une forme extréme de résistance qui confére une protection accrue contre les effets
biocides des agents antimicrobiens. Les biofilms bactériens peuvent étre présents a la fois dans les
milieux liquides, a la surface de I’eau et a la surface des substrats immergés. Les biofilms induisent
des effets néfastes pour les industries marines, alimentaires et médicales. Leur présence quasi
inévitable sur les équipements immergés constitue une menace directe pour I’écologie planétaire,

la durabilité des matériaux et la santé (animale et humaine).

Divers travaux ont permis de concevoir de nouvelles stratégies innovantes et
prometteuses pour surmonter la résistance bactérienne et la toxicité environnementale des
stratégies conventionnelles (notamment des sous-produits). Mais ces stratégies requicrent en
général d’étre appliquées pendant les premiers stades de croissance des biofilms. Les industries
doivent donc étre en mesure de détecter rapidement les biofilms a l'aide d’outils simples
d’utilisation et peu colteux. La revue bibliographique du chapitre I présente les principales
techniques de détection utilisées pour caractériser les biofilms. Alors que l'imagerie permet
d'obtenir des informations visuelles sur le biofilm, les méthodologies de détection se concentrent
sur la quantification des analytes ou la caractérisation des propriétés électriques du biofilm. En
particulier, les nouveaux dispositifs de détection visent a surmonter certaines limites des
méthodes actuelles pour les études sur les biofilms, qui impliquent généralement des analyses
invasives et destructives. En raison de la nature hétérogene de la structure du biofilm, des
techniques de détection spécifiques doivent étre employées. La caractérisation non invasive des
biofilms microbiens a été réalisée en utilisant principalement des technologies de détection basées
sur des capteurs électrochimiques. Leur principe de détection est a la base de ce que I'on appelle
la microbiologie d'impédance, ou la variation de l'impédance entre deux électrodes exposées aux
bactéries est utilisée pour identifier la présence de micro-organismes. Cette approche a permis de
détecter la croissance bactérienne en temps réel en mesurant les variations de la conductance, de
l'impédance ou de la capacité de la suspension bactérienne. Les capteurs électrochimiques basés
sur ces technologies demandent néanmoins des conditions de travail tres spécifiques dues a leur
grande sensibilité. Les exigences d’installations et les variations temporelles des conditions de
mesure impliquent d’avoir une vigilance accrue sur les résultats obtenus. De méme, les
microélectrodes interdigitées (IDE) ont été utilisées pour la détection d'échantillons biologiques
par impédance. A cet égard, les systémes a base d'TDE peuvent étre avantageux par rapport aux
systemes d'électrodes conventionnels dans la mesure ou I'IDE peut détecter des changements de
capacité pour surveiller la croissance bactérienne. Néanmoins, les signaux sont sujets a des

saturations rapides et nécessitent I'utilisation de circuits équivalents parfois complexes.
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Au sein des biofilms, les cellules et les substances extracellulaires font office de matériaux
diélectriques et sont donc responsables de la variation temporelle de la permittivité diélectrique, la
composition ou 1'état métabolique du biofilm. Comme expliqué dans le chapitre 1I, l'application
de la méthode dans la gamme de fréquences de 0,1 a 3 GHz présente un intérét particulier pour
le développement de capteurs a faible cott, car la technologie liée aux sondes coaxiales est
abordable. Ainsi ces travaux de thése se sont concentrés sur le développement d’un capteur
micro-ondes qui met en évidence la transition entre la croissance des bactéries et la formation du

biofilm afin de répondre a un double objectif :

(1) Répondre au besoin grandissant de développement de nouveaux outils de détection
des biofilms,
(2) Apporter une solution a bas cout et efficace en temps réel qui pourra potentiellement

dans le futur étre transposée a divers systemes industriels.

Dans ce but, une sonde RF basée sur une ligne de transmission coaxiale ouverte a été
développée et étudiée par des simulations électromagnétiques soulignant la forte influence de la
variation de la conductivité électrique associée a la croissance des bactéries et du biofilm sur la
réponse du capteur. Les propriétés physiologiques des deux bactéries acquises depuis plusieurs
décennies en font des modeles d'étude appropriés pour le développement du capteur dans des
conditions d’analyse controlées. La comparaison des résultats expérimentaux sur ces deux
bactéries avec les simulations électromagnétiques prouve la capacité du capteur a séparer la
formation du biofilm de la croissance en suspension, ce qui constitue un réel avantage en plus de

la rapidité d’analyse et de la sensibilité élevée de la méthode.

Des techniques basées sur l'impédance ont également été utilisées comme méthode de
détection et quantification des biofilms dans le troisicme chapitre de ce manuscrit. Ces travaux
ont démontré que la variation d'impédance pendant la croissance bactérienne se compose de
deux éléments qui peuvent étre mesurés a différentes plages de fréquence : (1) la variation
d'impédance apportée par le milieu et (ii) la variation d'impédance apportée par l'interface
électrode/électrolyte, également appelée impédance de la double couche électrochimique.
L'impédance de la double couche domine aux basses fréquences (< 10 kHz), tandis que
l'impédance du milieu de croissance devient dominante aux fréquences supérieures a 10 kHz. Un
modele simple de circuit équivalent peut étre utilisé pour comprendre la dépendance en
fréquence des deux impédances sur l'impédance globale. D’autres circuits équivalents proposés
dans la littérature peuvent correspondre aux données obtenues mais leur complexité rend leur

interprétation délicate vis-a-vis des phénomenes biologiques étudiés.
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Enfin, lutilisation de bactériophages a permis d’explorer une application possible du
capteur. Comme expliqué dans le chapitre I, plusieurs études ont montré que les phages peuvent
infecter et lyser efficacement les cellules présentes dans les biofilms bactériens mono et
plurispécifiques soutenant le concept de phagothérapie comme stratégie alternative ou
complémentaire pour prévenir et controler le développement des biofilms. L'interaction entre les
phages et les biofilms est un processus complexe. En théorie, la proximité des cellules au sein de
la structure du biofilm poutrait renforcer l'interaction phage-hote et faciliter l'infection par les
phages et a inverse, la structure et la composition du biofilm ainsi que 1'état physiologique des
cellules du biofilm peuvent constituer un obstacle a l'infection par les phages. Il faut souligner
que les modalités d’interaction entre bactériophage et biofilm dépendent fortement de la souche
bactérienne hote, des caractéristiques du phage, de la structure du biofilm et de sa composition.
La configuration de la formation du biofilm a un impact significatif sur ses caractéristiques
finales, ce qui rend difficile, voire impossible, de tirer des conclusions claires, basées sur 1'état de
l'art, concernant le traitement phagique des biofilms. En outre, l'efficacité d’un traitement
phagique contre les biofilms est basée sur le résultat global de l'infection virale alors que les
connaissances sur U'interaction virus/biofilm sont limitées. Les travaux présentés dans le chapitre
IV de ce manuscrit se limitent donc aux connaissances actuelles, en soulignant les limites et les

obstacles renconttés.

Ce travail de thése visait a fournir de nouvelles informations sur la colonisation
bactérienne et la formation de biofilms pendant la prédation de bactériophages. Les méthodes
habituellement employées comme la cinétique de la densité optique et les observations CLLSM ont
mis en évidence le manque d'information temporelle qui masque des phénomenes importants
apportés par la caractérisation iz situ en temps réel réalisée avec le capteur de biofilm. Alors que
les méthodes classiques montrent seulement la présence d’une lyse bactérienne, les mesures
radiofréquence ont clairement mis en évidence un comportement cyclique de déclin et

recrudescence bactérienne.
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Perspectives ouvertes par ce travail de thése

Le capteur proposé dans ce manuscrit est un nouvel outil permettant de complémenter
les méthodes classiques d’analyse des biofilms. Sa force réside dans sa capacité a mesurer la
formation d’un biofilm directement dans un milieu de culture bactérien, en temps réel et sans
préparation. La sensibilité de la méthode est élevée, permettant de détecter rapidement la
formation des biofilms é¢tudiés. Cependant, son fonctionnement n’est a ce jour pas complétement

acquis. Plusieurs pistes restent a explorer, dont entre autres :

» DL’insertion de la sonde RF dans un syst¢me dynamique (par exemple une cellule en flux
continu),

» Une étude compléte de croissance de biofilms multi-espéces et, par conséquent, I’élaboration
d’un modele plus proche de la réalité,

» L’évaluation de lutilisation du capteur dans des conditions naturelles, par exemple en milieu

aquatique ouvert.

De plus, cette méthode nécessite une bonne connaissance des modeles bactériens visés.
Les résultats obtenus ouvrent la discussion sur 'utilisation optimale du capteur pour clarifier les
processus biologiques ciblés pendant la formation du biofilm (étude d’un agent antibiofilm,
contamination d’une surface, biocorrosion, etc.). L'utilisation de ce type de capteur pourrait étre
intéressante pour les études bactériennes futures et peut potentiellement améliorer les modéles de
croissance actuels. Une application dans le domaine de lindustrie agroalimentaire sera
prochainement étudiée. Le capteur sera utilisé en tant qu’outil de biosécurité pour détecter la

croissance d’une bactérie pathogene.
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Abstract : Bacterial biofilms have a significant
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processes suffer from their own limitations and are in
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The change of the electrode-solution interface during
P. aeruginosa biofilm growth was monitored by in-
situ measurement of the open circuit potential and
correlated with the results obtained by
electrochemical impedance spectroscopy and cyclic
voltammetry. One of the objectives of this thesis is
also to explore the application of this new real-time,
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sensor but were not detected with the other two
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