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Résumé : Les micro-organismes, omniprésents et résilients, détiennent le titre incontestable d’organismes vivants les plus
tenaces de notre planéte. Présents sur Terre depuis environ 4 milliards d'années, leurs remarquables mécanismes
d'adaptation leur ont permis de coloniser tous les environnements, méme les plus extrémes, et d'y jouer un réle essentiel.
Bien que leur prolifération rapide et leur capacité de résistance aux antibiotiques soient établies depuis au moins un siécle,
la fin de I'ére dorée des antibiotiques dans les années 1960 a ravivé les préoccupations en matiére de santé publique. Afin
de faire face a la recrudescence de cette résistance, de nouvelles solutions technologiques ont été explorées pour limiter
la contamination d’environnements et de surfaces sensibles, notamment dans le domaine médical. Parmi elles, la
fabrication de surfaces activement antimicrobiennes est particulierement pertinente. Les approches de fonctionnalisation
chimique de surface et de relargage d’agents antimicrobiens ont été explorées intensivement ces derniéres années mais
souffrent encore de limites liées a la durabilité de leur activité. Des approches plus récentes dans le développement de
matériaux dits « fonctionnels », comme la nano-fabrication de surfaces bio-inspirées, se révélent également prometteuses
et pourraient compléter les approches existantes. Cependant, les mécanismes d'interaction entre les micro-organismes et
les surfaces sont complexes et, pour chaque approche, de nombreux paramétres comme les conditions d’étude ou les
caractéristiques physico-chimiques des matériaux employés peuvent influencer I'efficacité des surfaces. En outre, le
manque de protocoles standards pour caractériser 'ensemble des propriétés antimicrobiennes des surfaces fonctionnelles
complique la mise en commun des connaissances et la compréhension des mécanismes. En utilisant la fonctionnalisation
chimique avec des peptides antimicrobiens et la nano-structuration par électro-dépdt, cette these vise a mettre en évidence
limpact de certains parameétres de conception des surfaces et I'importance de les prendre en compte pour concevoir des
solutions efficaces. En se basant sur I'étude o’ Escherichia coli et Staphylococcus epidermidis, deux souches bactériennes
pertinentes pour leur réle sur la santé humaine et leurs différences morphologiques, un protocole exhaustif de
caractérisation microbiologique des propriétés antimicrobiennes de matériaux fonctionnels, accompagné d'algorithmes
semi-automatiques accélérant le traitement des données ainsi produites, a été développé. Ce protocole a été appliqué
pour évaluer I'efficacité des approches, que ce soit individuellement ou en combinaison. Les résultats obtenus permettent
de mieux comprendre l'impact des différents paramétres étudiés et mettent en avant les étapes clés dans la compréhension
et I'évaluation des propriétés antimicrobiennes.




Title: Antimicrobial protection: combining functionalization and nano-structuring to explore cell-surface interactions
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Abstract: Microorganisms, ubiquitous and resilient, hold the undisputed title of the most persistent inhabitants of our planet.
Present on Earth for approximately 4 billion years, their remarkable adaptive mechanisms have enabled them to colonize
all environments, even the most extreme, and to play an essential role in them. Although their virulent proliferation and
antibiotic resistance capabilities have been established for at least a century, the end of the golden age of antibiotics in the
1960s has revived concerns. To address the resurgence of this resistance, new technological solutions have been explored
to limit contamination in sensitive environments and surfaces, particularly in the medical field. Among these, the fabrication
of actively antimicrobial surfaces is particularly relevant. Approaches involving chemical surface functionalization and the
release of antimicrobial agents have been extensively explored in recent years but still suffer from disadvantages related
to the sustainability of their activity. Newer approaches, such as the nanofabrication of bioinspired surfaces, also show
promise and could complement existing methods. However, the interaction mechanisms between microorganisms and
surfaces are complex, and for each approach, numerous parameters can influence surface effectiveness. Additionally, the
lack of standardized protocols to characterize the full antimicrobial properties of surfaces complicates the sharing of
knowledge and understanding of mechanisms. This thesis aims to highlight the impact of specific surface design
parameters and the importance of taking them into account to design effective solutions, utilizing chemical functionalization
with antimicrobial peptides and nanostructuring through electrodeposition. Drawing on the study of Escherichia coli and
Staphylococcus epidermidis, two bacterial strains relevant for their impact on human health and their morphological
differences, a comprehensive protocol for microbiological characterization of antimicrobial properties, accompanied by
semi-automatic algorithms expediting data processing, has been developed. This protocol has been applied to assess the
effectiveness of the approaches, whether individually or in combination. The obtained results contribute to a better
understanding of the impact of the various studied parameters and emphasize key steps in comprehending and evaluating
antimicrobial properties.
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION ET ETAT DE L’ART

1.1. Les micro-organismes : contexte général
Les micro-organismes sont considérés comme les premiéres formes de vie

apparues sur Terre, il y a entre 3,8 et 4,4 milliards d’années.'? Ce terme englobe une
grande diversité d’étres vivants, et bien que la classification des micro-organismes soit
sujette a évolution, sont généralement regroupés sous cette dénomination des
organismes unicellulaires, notamment les procaryotes tels que les bactéries et les archées,
ainsi que les eucaryotes comme les levures, les algues et les protozoaires.® Les virus, bien
gu'ils ne soient pas considérés comme des étres vivants et ne forment pas un regne
distinct, sont également souvent inclus dans cette catégorie. Au sein de cette diversité
microbienne, les bactéries se distinguent par leur omniprésence dans I’'environnement et
leur impact significatif sur la santé humaine et animale, I'agriculture et I'environnement.
Elles sont donc au coeur des discussions de santé publique et a I'origine d’'une grande
partie des défis liés a la prolifération microbienne.

Les micro-organismes, en particulier les bactéries, jouent un r6le a travers différentes
relations de mutualisme (bénéfices réciproques), commensalisme (bénéfices sans
perturbation de I'hdte) ou parasitisme (bénéfices pathogénes pour I'héte). Certaines
bactéries, lorsqu'elles pénétrent dans des environnements critiques pour les humains,
évoluent rapidement de simples résidents a menaces concrétes, posant ainsi un risque
significatif sur la santé. C’est le cas de Staphylococcus aureus, impliqué dans diverses
infections cutanées et respiratoires et de Staphylococcus epidermidis, connu pour sa
formation de biofilms sur les dispositifs médicaux.* Dans I'industrie agro-alimentaire,
Escherichia coli, Salmonella Campylobacter et Listeria monocytogenes sont des causes
fréquentes parmi d’autres d'intoxications alimentaires. Dans I'agriculture, les
Xanthomonas sont un groupe de bactéries responsables de maladies chez les plantes,
entrainant des pertes de récoltes. Dans les secteurs de I'acheminement et du traitement
de I'eau, Pseudomonas aeruginosa peut contaminer les milieux aquatiques et causer des
infections chez certains individus. *°

Outre les implications économiques majeures résultant de la prolifération des micro-
organismes, avec un impact économique estimé a pres de 4 000 milliards de dollars en
2019 juste pour les biofilms, les conséquences sur la santé humaine associées aux
infections suscitent une inquiétude particuliére.® Bien que la découverte et I'utilisation
des antibiotiques depuis 1929 aient considérablement atténué les conséquences
dévastatrices des infections bactériennes, l'usage excessif et systématique de ces
médicaments a conduit a une résistance bactérienne croissante. Alors que des infections
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autrefois mortelles sont aujourd'hui considérées comme moins menagantes, des rapports
récents signalent I'émergence de nouvelles infections dangereuses, largement en raison
de leur résistance accrue aux antibiotiques.” Selon les données recensées par de
nombreux organismes, la prévalence des infections résistantes aux antibiotiques est en
constante augmentation dans le monde entier. Selon le Ministere de la Santé et de la
Prévention, en France chagque année, plus de 150 000 patients développent une infection
liée a une bactérie multirésistante.®® En 2018 au Canada, il été établi que prés de 26% des
infections sont résistantes et que d’ici 2050, cette proportion pourrait étre susceptible de
passer a 40%.%° Si ce cas se présentait, le cumul des décés dans le pays pourrait atteindre
396 000 et entrainer une baisse du PIB de I'ordre de 21 milliards de dollars.'® En février
2017, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) sonne I'alarme concernant les micro-
organismes résistants aux antibiotiques et a publié une liste de 12 bactéries pathogénes
nécessitant un traitement urgent.***? Parmi ces pathogénes figurent les agents ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa et les especes Enterobacter), caractérisés par une
résistance accrue aux médicaments et une virulence élevée.’*'* ’augmentation et le
vieillissement de la population humaine, accompagnées de la destruction des habitats
naturels sont aussi des facteurs aggravants en ce qui concerne la prévalence de la
prolifération des micro-organismes.*®

Les voies de contamination par des bactéries, comme celles des champignons et des virus,
dépendent de I'espéce étudiée, illustrant la complexité du probléme. La transmission des
pathogenes est souvent définie comme le passage de bactéries d'un réservoir vers un hote.
Les réservoirs, qui peuvent étre vivants (humains, animaux) ou environnementaux
(nourriture, sol, eau, air), servent de milieu de survie et de développement pour les
bactéries jusqu'a ce qu'elles contaminent un héte. Les voies de transmission courantes
comprennent la contamination par contact, les gouttelettes, la voie aéroportée et
I'ingestion.® Parmi ces modes de transmission, la contamination par contact, englobant
le contact direct de peau a peau ou de muqueuse a muqueuse, la transmission fécale-orale
des bactéries intestinales et la transfusion de produits sanguins contaminés, présente des
défis significatifs. Des études approfondies ont démontré que les bactéries déposées sur
une surface peuvent survivre plusieurs heures a plusieurs mois, favorisant ainsi leur
multiplication et le risque de contamination d’autres étres vivants pouvant étre en contact
avec la surface.'” Dans les établissements de soins, ou les surfaces sont a proximité des
patients et peuvent étre fréquemment touchées, le risque de contamination est
considérablement accru. Ces infections peuvent se propager non seulement aux patients,
mais également au personnel médical et aux instruments, contribuant ainsi a la
propagation continue des agents pathogenes. De surcroit, lagénéralisation de l'utilisation
d'implants orthopédiques, dentaires, respirateurs, lentilles et cathéters intensifie la
susceptibilité d’'infection et I'importance des conséquences liées a la contamination par
contact.” Ces dispositifs sont partiellement ou entiérement intégrés dans l'organisme,
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amplifiant ainsi les risques associés a toute présence de micro-organismes.’® Les
infections associées aux implants représentent approximativement 50% de toutes les
infections nosocomiales. Celles-ci sont particulierement difficiles a traiter, la pose
d'implants augmentant la probabilité d'infections persistantes et résistantes aux
traitements a cause des bactéries pouvant y adhérer.*®

Malgré les recommandations de 'OMS, comme la désinfection réguliére des surfaces et
des mains, le port des masques et la vaccination, la prévalence des infections contractées
dans I'environnement hospitalier ne semble pas diminuer, avec plusieurs centaines de
millions de personne affectées chaque année.?®?' Cette prévalence, combinée aux
limitations des méthodes de traitement des infections selon les régions du monde, illustre
bien que la lutte contre la contamination microbienne reste un défi contemporain majeur,
avec le potentiel de devenir encore plus préoccupant dans les années a venir en raison de
I'antibio-résistance. Il est donc impératif de mettre au point de nouvelles stratégies pour
contrer leur prolifération. En ce sens, la création ou la modification de surfaces
permettant de limiter leur contamination et la prolifération des micro-organismes a leur
contact est une solution prometteuse. Cependant, la diversité morphologique et
métabolique des pathogénes complexifie le développement de solutions efficaces,
durables et large spectre.

1.2. Les mécanismes de la prolifération microbienne sur les surfaces

1.2.1. Variabilité génétique et morphologique
En phylogénétique, les bactéries sont classées parmi un méme régne, au méme

rang que le regne des animaux. Deux espéces telles qu’Escherichia coli et Staphylococcus
epidermidis sont donc aussi €loignées au niveau degré de parenté que I’Homo Sapiens et la
coccinelle asept points (Coccinellaseptempunctata). Ces différences s’expriment au travers
de formes, tailles, membrane, métabolismes, organes extérieurs et organisations varies.
Le Tableau 1 illustre les principales différences de caractéristiques entre les deux especes
bactériennes citées plus tét.

Les bactéries sont généralement classifiées en fonction de leur morphologie. En ce qui
concerne la taille, elles peuvent mesurer entre 0,3 et 5 um. Les bactéries individuelles
adoptent principalement des formes sphériques (coccus), en batonnet (bacille) ou
incurvées (vibrio, spirillum ou spirochete).?? Bien que certaines bactéries préferent
évoluer individuellement, d’autres peuvent former des duos, des chainettes ou des
grappes. Une maniére plus spécifique pour classifier les bactéries est basée sur la
coloration de Gram, qui permet d’identifier le type de membrane de la bactérie. Les
bactéries a Gram positif possédent une membrane relativement épaisse comparée a celle
des bactéries a Gram négatif. Les éléments structurels de chaque type sont illustrés en
Figure 1. Une membrane cytoplasmique interne est commune aux deux types de
bactéries, mais les Gram positifs sont composés en plus d’'une épaisse paroi de
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peptidoglycanes, tandis que les Gram négatifs eux possédent une paroi de
peptidoglycanes beaucoup plus fine et une membrane externe.

Tableau 1 — Propriétés morphologiques et physiologiques des deux espéces bactériennes. Micrographies MEB tirés de
Science Photo Library.

Propriétés Escherichia coli Staphylococcus epidermidis

Morphologie

Taille moyenne 2x0,8um

Forme Batonnet Sphérique
Membrane Gram négatif Gram positif
Motilité Active (flagelles)® Passive (éjection)?*
Temps de

génération a37°C 20 minutes® 17 - 38 minutes®®

en milieuriche

Respiration aérobie

) . Anaérobie facultative
et anaérobie

Anaérobie facultative

Généralement, les bactéries possédent une charge nette négative a la surface de leur paroi
cellulaire en raison de la présence d'acides téichoiques, lipotéichoiques et de
phospholipides. D’autres éléments sont présents ou absents en fonction du type de
membrane, tels que les lipopolysaccharides, les porines et certaines protéines. Les
enveloppes bactériennes sont donc des structures complexes qui jouent un réle majeur
dans leur protection et leur adaptabilité.

Gram positif Gram négatif

Acide lipotéichoique . .- Acide téichoique

Lipopol)rsaocharides

AN <O \ N L
: Porine -/ | '_, |
., /
Membrane plasmique [
externe ’,"’ /A
e & 00 I =5nm
15- 80 nm : . Peptidoglycane - _ (] ““‘b
) 6-15
- - Espace périplasmique o
enn "Q!!QQQRR Bt
=5nmI S i Membrane plasmique - O
V dsssssssssine. interme e iiiidiib.b v

- Protéines

Figure 1 - Différences et éléments communs entre les parois externes des bactéries Gram positives et négatives. Inspiré
de Technology Networks. 2
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Malgré la diversité morphologique des bactéries, il est tout de méme possible de trouver
des éléments communs a la majorité des espéces. Ces éléments structurels communs,
ainsi que certains facultatifs, sont illustrés dans la Figure 2. Les bactéries sont
généralement composées d’un cytoplasme, d’'une paroi et d’'une membrane cellulaire et
leur information génétique est majoritairement contenue dans une unique molécule
circulaire d'acide désoxyribonucléique (ADN) nommé nucléoide.®

Capsule
(polysaccharids) Cytoplasme
Pl Membrane cellulaire
Paroi cellulaire Ribosomes
Nucléoide )

o Plasmides (ADN
(ADN circulaire) extrachromosomique)

Flagelle

Figure 2 — Structure d’une cellule bactérienne. Les éléments en italiques sont facultatifs et ne sont pas présents chez
toutes les bactéries. Inspiré de Doron et al.*®

Cependant, une partie de I’ADN peut étre retrouvée dans les plasmides, des ADN extra-
chromosomiques circulaires capables de se répliquer indépendamment et étant
responsables de certaines fonctions de la bactérie, en particulier la production de toxines
et la résistance aux antibiotiques. Les plasmides sont des vecteurs de transfert horizontal
des génes, ils peuvent se transmettre d’'une bactérie a l'autre par différents moyens
comme la conjugaison cellule-cellule a I'aide de pili, la transduction par des phages, la
transmission a I'aide de vésicules ou par mobilisation conjugative.?® Cette particularité,
qui contribue a I'adaptabilité des bactéries, joue un réle majeur dans la propagation rapide
de génes responsables de la résistance aux antibiotiques.

Les pili et le flagelle sont également des éléments essentiels, permettant respectivement
aux bactéries d'adhérer aux surfaces et d’étre motiles. La motilité, décrivant la capacité
d’une bactérie a se déplacer, peut étre active quand le mouvement est dirigé et nécessite
une dépense énergétiqgue, ou passive quand elle dépend plutdt d’une action
environnementale. Six types de motilité ont été identifiés, quatre actives comme la nage
(swimming), I'essaimage (swarming), le planement (gliding) et la contraction (twitching) et
deux passives comme le glissement (sliding) et I'éjection (darting).?* Certains de ces modes
de déplacements, illustrés en Figure 3, ne sont que partiellement élucidés et peuvent
varier entre les especes bactériennes.
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MOBILITE PASSIVE

Expulsion passive durant la La production de surfactant et les forces de tensions
croissance de la colonie de surface permettent 4 la colonie de s'étendre
Ejection Glissement
MOBILITE ACTIVE
Propulsion par la rotation des flagelles le Croissance d'une Séparation de la Formation d'une
long des gradients de nutriments matrice protectrice colonie d'origine nouvelle colonie
Nage Planement (formation de cométe)
Croissance de plusieurs flagelles et formation de « radeaux » de Les pili s'étendent puis se
cellules, s'agrandissant au contact de nouvelles bactéries rétractent en entrainant |a bactérie
Essaimage Contraction

Figure 3 — Modes de mobilité actif et passif des bactéries.

Les structures bactériennes sont dynamiques et évoluent entre les espéces, mais aussi
entre les générations d’'une méme espece pour s’adapter a leur environnement. Les
variations de taille, forme, composition de la membrane et motilité vont grandement
influencer I'adhésion des bactéries sur les surfaces et une bonne compréhension de ces
caractéristiques constitue un fondement essentiel pour la conception de surfaces anti-
microbiennes.

1.2.2. Le biofilm : prolifération et protection
L'interaction des micro-organismes avec les surfaces est gouvernée par divers

paramétres, qu'ils soient environnementaux ou intrinseques aux bactéries étudiées et aux
matériaux constituant la surface. L'adhésion aux surfaces peut méme participer au
développement des colonies microbiennes. Chez certaines bactéries, un mécanisme
supplémentaire aggrave et complique la lutte contre leur prolifération, le biofilm. Malgré
le manque de consensus sur la définition, un biofilm est généralement décrit comme une
communauté microbienne attachée a un substrat et entourée d’une matrice de substance
polymérique extracellulaire (EPS). Cette matrice est majoritairement composée d’eau
(95%), mais contient aussi des polysaccharides, des protéines, de I'ADN extracellulaire,
des glycoprotéines et d’autres polymeéres naturels.?® La structure du biofilm offre de
nombreux avantages, comme une protection efficace contre les agressions extérieures.
Elle permet de limiter I'impact d’anti-bactériens comme les anti-septiques et les
antibiotiques en limitant la quantité pouvant pénétrer dans le biofilm et atteindre les
bactéries. Cette chute de concentration de molécules biocides est problématique, car
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I’exposition répétée des bactéries a des quantités d’anti-bactériens en dessous de leur
concentration minimale inhibitrice (CMI) favorise le développement de résistances.*
Outre la protection des bactéries, le biofilm favorise la mise en place d'une
communication interne entre les bactéries, nommeé quorum sensing. Celui-ci permet aux
bactéries de réguler I'expression génique et de s'organiser de maniére optimale. Le
processus de formation d'un biofilm se divise généralement en trois étapes principales :
I'adhésion initiale des bactéries, la maturation du biofilm, et enfin, sa dispersion, comme
illustrées dans la Figure 4.

f == Planktonic cell
Ve =

Initial attachment —

il &S N
By T 2 @
2 bl ™

Irreversible Ry

attachment / \
® \ /

Dispersal N

\‘ ‘5::‘\%;\)

Figure 4 - Formation et dispersion des biofilms. Traduit depuis Rumbaugh et al 3

L'adhésion et la prolifération bactériennes sont largement régies par les propriétés
physico-chimiques de la surface. Initialement, le rapprochement et I'attachement des
bactéries sur un substrat sont facilités par I'adsorption de molécules présentes dans le
fluide en contact sur la surface et la formation d’'une couche de conditionnement. Leur
adhésion provoque une altération légére des propriétés physiques de la surface, facilitant
I'accés des bactéries a celle-ci.® Dans les environnements peu riches, les nutriments
s’accumulent aussi majoritairement sur les surfaces grace a la sédimentation, ce qui en
fait des zones propices a la croissance bactérienne.®®* L’adhésion est dans un premier
temps orchestrée par des interactions électrostatiques et hydrodynamique, une étape
généralement réversible qui dure moins d'une minute & 37°C pour Staphylococcus
epidermidis.®* Par la suite, les forces de Van der Waals entre la membrane externe de la
bactérie et la surface, combinées a I'action des appendices externes comme les pili et les
flagelles, ainsi qu'a la production d'une matrice EPS protectrice, stabilisent la bactérie sur
la surface. Cette étape, qui peut s'étendre sur plusieurs heures, est irréversible. La charge
de la surface, son hydrophobicité et la topographie du matériau jouent des réles cruciaux
dans ce processus d'adhésion des micro-organismes.*®

23



CHAPITRE 1 « INTRODUCTION ET ETAT DE L’ART

Lors de la formation d’un biofilm, un changement phénotypique de la population
bactérienne est observable durant I'étape d’adhésion: les bactéries présentes en
suspension dans le liquide (forme planctonique) font place a des micro-colonies en
surface (forme sessile).*® L'expression de nouveaux génes chez les bactéries sessiles
entraine le début de la sécrétion de la matrice EPS et la fixation irréversible de la colonie
sur un matériau. A la suite de cette étape, les cellules se multiplient et colonisent la
surface, s’organisant en colonnes séparées par des interstices ou sous la forme d’autres
structures (voir Figure 4). Ces structures permettent de créer des canaux afin
d’approvisionner les bactéries en nutriments et en oxygene. Aprés cette phase de
croissance et de stabilisation, le biofilm atteint une phase stationnaire, ou la
multiplication des cellules et leur mort se compensent. Durant cette phase de maturité,
le quorum sensing se met en place. Cela repose sur I'expression de génes codant pour la
sécrétion de protéines de la matrice EPS pour stabiliser la structure, entrainant une
croissance en épaisseur (jusgqu'a atteindre environ 100 micrométres), le biofilm devenant
alors multi-couche.®” Apres la maturation, la derniére étape du cycle est celle du
détachementetde ladissolution, souvent partielle, du biofilm. Par la sécrétion d’enzymes,
les polysaccharides responsables de I'intégrité du biofilm se décomposent et liberent des
bactéries qui pourront coloniser de nouvelles surfaces.*?

En résumé, la prolifération des bactéries repose sur leur adaptabilité et leur résistance aux
agressions externes comme les antibiotiques ou les autres organismes, attribuées a des
caractéristiques morphologiques distinctes. Les membranes complexes et la formation de
biofilms offrent une protection robuste contre les agressions extérieures, tandis que les
pili et les flagelles facilitent la colonisation des surfaces. Les plasmides permettent une
rapide acquisition de géenes, et le transfert génétique de génération en génération favorise
la dissémination rapide des résistances acquises. L'ensemble de ces caractéristiques rend
donc la lutte contre la prolifération des bactéries pathogéenes particulierement complexe
et de nombreux défis ont émergé récemment, exigeant de nouvelles solutions
technologiques. La plupart des stratégies actuelles contre les micro-organismes se
concentrent sur le traitement et la prévention des infections, mais la formation de biofilm
et I'apparition de résistances démontre les limites actuelles de ces approches. Il est donc
impératif de trouver des alternatives et notamment de se concentrer sur des moyens de
prévention de I'adhésion etde la prolifération des bactéries. De nombreux défis subsistent
pour concevoir des systémes anti-bactériens efficaces, impliquant une approche
préventive, spécifique aux micro-organismes, large spectre et donc actif contre des
espéces aux caractéristiques diverses, tout en minimisant le risque de résistance.

1.3. Les surfaces anti-bactériennes bio-inspirées et synthétiques
Une alternative prometteuse pour contrer la prolifération bactérienne consiste a
recourir & des surfaces anti-bactériennes. Cette approche cible les étapes initiales
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d'adhésion et la réduction de la multiplication des micro-organismes dans divers
environnements critiques.

1.3.1. Définition et propriétés d’'une surface anti-microbienne
Par définition, une surface anti-microbienne est une surface permettant de réduire

la prolifération et la survie de micro-organismes, mais ce terme regroupe différentes
propriétés, illustrées sur la Figure 5 pour le cas des bactéries. Dans la littérature, les
surfaces anti-microbiennes sont souvent séparées en deux ou trois catégories en fonction
de leurs effets.

Anti-salissement Bactéricide

Empéche lI'adhésion et L. Empéche la multiplication
. .. Tue les bactéries .
I'accumulation de bactéries des bactéries
Anti-adhésion Relargage é Relargage
= P
\\ :"\‘\ N
o \ ;E ——
. e, e
S [l
C— 4

ha

Auto-nettoyante Active par contact g Active par contact
e—_
b Bactérie vivante b Bactérie morte "4 Bactérie ne pouvant plus se diviser

Figure 5 — Représentation des trois principales propriétés associées aux surfaces anti-microbiennes, et leur sous-
catégorisation en fonction de leur mode d’action.

Le terme anti-salissure (antibiofouling/antifouling en anglais) désigne les surfaces qui
peuvent empécher I'adhésion des micro-organismes sur la surface grace a des conditions
défavorables. Cette catégorie comprend donc les surfaces anti-adhésives, mais aussi les
surfaces auto-nettoyantes. Ces derniéres décrivent les substrats qui peuvent étre nettoyés
de leur contamination microbienne par passage de gouttelettes d’eau ou de surfactant sur
la surface.

Les surfaces désignées comme biocides incluent les surfaces bactéricides, mais aussi les
surfaces virucides et fongicides. Dans le cas des bactéries, ces surfaces déclenchent la lyse
des cellules. Cette action peut étre effectuée par contact avec la surface (« contact-killing »
en anglais) ou par relargage d’agents biocides dans le milieu contenant des bactéries.
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Finalement, le terme bactériostatique définit les surfaces qui inhibent la multiplication
des cellules en contact. Les cellules récuperent normalement leur capacité a proliférer une
fois qu'elles sont libérées de la surface. Cette action peut aussi étre effectuée par relargage
d’agents bactériostatiques, comme certains antibiotiques.*®

1.3.2. Applications et défis
La mise en place de surfaces anti-microbiennes nécessite la prise en compte de

divers aspects cruciaux pour assurer leur efficacité et leur utilisation sécurisée dans
différentes situations et pour diverses applications. Outre I'efficacité intrinséque de la
surface, qui demeure un critere incontournable dans la conception de surfaces anti-
microbiennes, plusieurs propriétés clés doivent étre attentivement considérées.

Dans les domaines d’application liés a la santé, comme les instruments médicaux et les
implants, la bio-compatibilité et la non-toxicité des surfaces sont des criteres plus que
nécessaires. Les surfaces anti-microbiennes doivent étre compatibles avec les
environnements biologiques dans lesquels elles seront utilisées et la bio-compatibilité est
donc essentielle pour éviter tout effet nocif sur les cellules et les tissus environnants,
garantissant ainsi une utilisation sdre et sans danger, notamment dans des applications
médicales telles que les implants ou les dispositifs médicaux.

La durabilité et la résistance mécanique de la surface sont aussi nécessaires, en particulier
dans des environnements difficiles d’acces ou pour des surfaces dont le remplacement est
limité, comme les prothéses. Les surfaces anti-microbiennes doivent présenter une
durabilité adéquate pour maintenir leurs propriétés anti-microbiennes tout au long de
leur cycle de vie. La résistance a I'usure, aux conditions environnementales et aux cycles
de nettoyage est essentielle pour assurer une protection anti-microbienne a long terme
(sur plusieurs mois), en particulier dans des applications telles que les revétements de
surfaces dans les environnements hospitaliers. Un des défis majeurs concernant la
durabilité des surfaces est la gestion du relargage d'agents anti-microbiens a partir de la
surface ou de la destruction du revétement. Il est crucial de minimiser tout relargage
excessif, car cela peut entrainer une réduction prématurée de l'efficacité anti-
microbienne. Un équilibre délicat doit étre atteint pour assurer une libération contrélée
des agents anti-microbiens, suffisante pour maintenir leur efficacité, mais évitant une
diffusion excessive dans I'environnement. De plus, pour des surfaces difficilement
accessibles, la régénération des agents actifs de la surface n’est pas possible. Si un
relargage trop rapide par rapport a sa durée de vie a lieu, celle-ci peut perdre en efficacité.
De plus, le relargage d’agent potentiellement cytotoxiques peut poser un probléme pour
certaines applications et doit donc étre controlé.°4°

Afin d’étre polyvalentes et efficaces, les surfaces anti-microbiennes doivent cibler un
large éventail de micro-organismes, couvrant aussi bien les bactéries Gram-positives que
Gram-négatives, les champignons et éventuellement les virus. Cette capacité large-
spectre est cruciale pour maximiser l'efficacité dans des environnements ou divers
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pathogénes peuvent étre présents, comme les hopitaux. Bien que des approches
spécifiques a une espéce de micro-organismes soient utiles pour certaines applications,
notamment la détection et I'identification de pathogéne, leur spécificité peut engendrer
un manque d’adaptabilité face a la contamination de la surface par de nouveaux micro-
organismes.

En conclusion, la sélection et I'adaptation des méthodes et agents actifs de surfaces anti-
microbiennes en fonction des applications spécifiques et de leurs contextes d'utilisation
apparaissent comme une nécessité. Comprendre les exigences particuliéres de chaque
domaine d'application permet non seulement de maximiser I'efficacité anti-microbienne,
mais également d'assurer une mise en ceuvre optimale et sécuritaire de ces surfaces dans
des environnements variés. Cela souligne l'importance de la personnalisation des
approches pour répondre aux besoins spécifiques tout en garantissant des performances
durables, une bio-compatibilité adéquate, et une minimisation des risques liés au
relargage ou a la réduction d'efficacité au fil du temps. En somme, I'adaptabilité des
stratégies de conception aux applications individuelles représente un pilier fondamental
pour le développement réussi de surfaces anti-microbiennes fonctionnelles.

1.3.3. Approches existantes conférant des propriétés anti-microbiennes
aux surfaces
Il est possible pour une surface de posséder plusieurs des propriétés décrites

précédemment. Ces caractéristiques peuvent étre intrinseques aux matériaux utilisés ou
étre conférées par modification de la surface. En terme général, il existe trois stratégies
afin de conférer des propriétés anti-microbiennes aux surfaces: la fonctionnalisation
chimique de la surface avec des groupes répulsifs ou biocides ; le stockage et relargage
d’agents biocides et finalement la modification de la topologie de la surface. Le
mécanisme d’action de ces approches peut étre passif (anti-salissure, structuration de
surface) ou actif (ciblage de la bactérie). Ces stratégies, ainsi que leurs fonctionnements et
guelgues matériaux pouvant classiguement étre utilisés pour conférer différentes
propriétés sont recensés dans la Figure 6. Une autre maniere de catégoriser les surfaces
anti-microbiennes est de les séparer en fonction de I'origine de leur activité, artificielle ou
naturelle.

1.3.3.1. Les approches synthétiques
Un grand nombre de techniques historiqgues de modification des surfaces sont

artificielles. Cette approche a été largement utilisée pour la construction de surfaces anti-
bactériennes ces derniéres années.*® Dans cette catégorie se trouvent des surfaces a base
de polymeéres et de nano-particules, exhibant des effets bactéricides ou anti-salissures. Un
exemple historique notoire de ce type de recouvrement est I'utilisation d’especes telles
gue le cuivre ou le tributylétain afin de réduire l'attachement et la croissance
d’organismes marins sur les coques de bateaux.*
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a. Polymeéres

Pour la création de surface anti-salissures, les polymeres anti-adhésifs sont des
matériaux de choix. lls peuvent agir sur I'adhésion des micro-organismes en venant
générer de I'encombrement stérique avec leurs chaines, induire une répulsion
électrostatique entre la surface et les micro-organismes ou rendre difficile leur adhésion
non-réversible en diminuant I'énergie de surface.*? Concernant les polymeres utilisés
dans cette approche, les polymeéres synthétiques hautement hydrophiles et
hydrophobes, ainsi que les polyméres zwitterioniques (possédant un nombre équivalent
de groupes anioniques et cationiques répartis de maniére homogene sur leurs chaines
polymeéres) et leurs dérivés sont des matériaux de choix.*

Les polymeres utilisés afin de conférer des propriétés biocides sont le plus souvent les
polymeres cationiques (charges interagissent avec la membrane des bactéries, chargée
négativement) et les polyméres composés de N-halamine cycliques (groupement
halogéne interagissent avec des récepteurs bactériens).

Les polymeéres peuvent étre accrochés a une surface en utilisant différentes
meéthodes décrites dans le Tableau 2 ci-dessous. Ces méthodes de modification de la
surface possedent chacune des avantages et des inconvénients pouvant impacter leur

application, notamment en fonction de leur durabilité et du contréle du dépot.

Tableau 2 — Les techniques de modification de surfaces.

Méthode Description Exemples Avantages Limitations
Souvent non-
. uniforme,
Adsorption , .
hvsiue par Couche-par-couche, mécaniquement
Recouvrement p ysid . P revétement par Trés simple faible, peu stable a
interactions non . .
immersion long terme,
covalentes e
difficilement
industrialisable
Liaisons Stable a long
covalentes avec terme, couches .
. Monocouches auto- K Difficilement
Grafting-to des groupes i homogénes et . .
, . assemblées (SAMs) . industrialisable
complémentaires composition
de lasurface controlée
Transfert de chaine .
Méme avantages

Grafting-from

Initiateur présent
alasurface utilisé
pour polymériser

avec fragmentation
par addition
réversible (RAFT),
polymérisation
radicale par transfert
d'atome (ATRP)

que « Grafting-
to », mais avec
une densité de
chaines plus
importante

Difficilement
industrialisable
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b. Métaux

Parmi les autres matériaux anti-microbiens, certains métaux et leurs dérives
présentent une trés bonne activité anti-bactérienne, grace a leurs interactions
électrostatiques avec les bactéries et la création d’espéces oxygénées réactives (ROS).*
Quelgues-unes des especes métalligues notables possédant des propriétés anti-
bactériennes sont les suivantes :

Argent et oxyde d’argent (le plus fréquent, large spectre)

Titane et oxyde de titane (anti-bactérien, anti-fongique)

Oxyde de zinc (large spectre)

Autres : nickel, or, cuivre, fer, palladium, aluminium, magnésium

L'utilisation de ces matériaux sous forme de nano-particules s’est particulierement
développée ces derniéres années. Un des avantages de cette approche est la taille des
nano-matériaux, qui leur permet notamment d’intégrer facilement les biofilms en
profondeur, de pénétrer dans les bactéries ou d’étre injecté ou incorporé avec d'autres
matériaux.* Certains nano-matériaux peuvent directement interagir avec les membranes
microbiennes chargées négativement, comme les nano-particules cationiques d'Ag ou
d'Al20s.% D’autres matériaux, peuvent venir perturber la cellule en interagissant avec des
éléments intracellulaires ou membranaires.*

Ces nano-matériaux peuvent étre immobilisés sur la surface ou incorporés dans un
revétement avec les mémes méthodes utilisées pour accrocher les polymeéres. Bien que les
anti-microbiens a base de métaux soient trés prometteurs, leur potentiel de toxicité pour
I'Homme quand ceux-ci sont sous forme de nano-particules limite grandement leur
utilisation actuelle et leur entrée sur le marché.*

c. Autres matériaux

D’autres matériaux tels que le graphite et certaines molécules comme les composés
d’ammonium quaternaire ou de N-halamine peuvent aussi étre utilisés comme matériaux
anti-microbiens.
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Figure 6 — Représentation des stratégies utilisées pour la fabrication de surfaces anti-microbienne, de différents
matériaux classiquement utilisés et des mécanismes d’actions des surfaces et des agents anti-microbiens.
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1.3.3.2. Les surfaces anti-bactériennes naturelles et bio-inspirées
Parmi la multitude d’approches et de matériaux utilisés pour créer des surfaces anti-

microbiennes, les approches naturelles et bio-inspirées sont des alternatives
particulierement intéressantes. En effet, de nombreux organismes vivants ont dd
s’adapter pour lutter contre les infections liées aux micro-organismes et ont donc
développé diverses protections et mécanismes de défense, parfois au cours de millions
d’années d’évolution. Ces approches sont donc de plus en plus explorées au cours des
derniéres années afin de contourner les limites des approches synthétiques.

a. Fonctionnalisation avec des agents naturels

Les organismes vivants ont développé divers moyens de défense contre la colonisation
par des micro-organismes pathogénes, parmi lesquels la production d'agents anti-
microbiens naturels joue un réle crucial. Ces agents bio-actifs comprennent des
molécules comme des enzymes, des peptides, des polymeéres naturels, etc.*®

Agents anti-adhésifs. Certaines enzymes comme les protéases et les glycosidases
peuvent avoir un effet anti-salissure, en empéchant I'adhésion des micro-organismes par
hydrolyse des liaisons peptidiques ou par rupture des liaisons ester des polysaccharides
nécessaires a I'adhésion des micro-organismes.*

Agents anti-biofilms. Les molécules impactant le biofilm peuvent agir selon différents
modes d’action : déstabilisation de la matrice EPS, limitation du quorum sensing, diffusion
et action biocide au sein des cellules, etc. Concernant les molécules pouvant impacter la
matrice EPS, il existe des enzymes comme la Dispersine B (produite par Aggregatibacter
actinomycetemcomitans) et la rhDNase, sécrétées par le pancréas et les glandes parotides et
également présentes dans le sang, I'urine et d'autres tissus, ou la protéinase K.** Si les
bactéries ont déja adhéré a la surface et que le biofilm est dans ses premieres étapes de
formation, des enzymes lyasiques peuvent dégrader les substances produites par le
biofilm en formation.*® D’autres molécules, comme I'acétylcystéine et I'hamamélitannine
(produite par Staphylococcus aureus) peuvent réguler la matrice EPS en diminuant la
production des substances polymeéres extracellulaires du biofilm. La production d’acides
aminés D par les bactéries pourrait notamment étre un signal déclencheur de la
dissolution du biofilm.*® Certaines molécules sont aussi capables d’impacter le quorum
sensing et de provoquer la dissolution du biofilm. Les plus notables sont les furanones
halogénés, appelés fimbrolides, qui sont produits par certaines algues.*

Agents bactéricides/bactériostatiques. Parmi les agents ayant un effet bactéricide, le
chitosane tient un réle particulier. Ce biopolymére polycationique naturel présent dans
les exosquelettes des crustacés est particulierement pertinent pour les applications
commerciales. En effet, le chitosane peut étre utilisé comme préservateur et a de
potentielles applications pour la bio-impression 3D, I'emballage alimentaire et le
traitement des plaies.*” Son mécanisme d’action est basé sur la déstabilisation de la paroi
cellulaire, pouvant mener a sa perméabilisation totale.*’ Les huiles essentielles sont des
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substances aromatiques naturelles produites par diverses plantes comme le romarin et le
thym. Gréace a leur composés phénoliques et hydrophobes, elles peuvent avoir une activité
large-spectre et étre efficaces contre des bactéries Gram-positives et Gram-négatives, mais
aussi certains champignons.*~*° Cependant, leur mécanisme d'action n’est pas encore
totalement élucidé du fait de leur composition complexe. Certaines enzymes, comme le
glucose oxydase, peuvent aussi étre responsables de la production de produits anti-
microbiens comme le peroxyde d’hydrogéne, responsable de la production de ROS.%° Les
peptides anti-microbiens (AMP) sont de méme des agents prometteurs. lls sont sécrétés
par un grand nombre d’organismes que cela soit les bactéries, les animaux, les insectes ou
les plantes. Leur activité anti-bactérienne en solution a démontré une efficacité large
spectre sur des bactéries a Gram positif et a Gram négatif, sur des champignons et méme
sur des virus et des cellules cancéreuses.®! La diversité de leurs séquences, propriétés
physico-chimiques et mécanismes d’action en font l1a aussi des agents anti-microbiens de
choix.

En conclusion, les agents anti-microbiens naturels présentent un grand potentiel pour la
fabrication de surfaces. Certaines des molécules discutées sont déja utilisées comme
recouvrement anti-microbien en surfaces de leur hote. Il est donc tres intéressant de
s’'inspirer de ces approches pour fonctionnaliser différentes surfaces a I'aide de ces agents
anti-microbiens.

b. Surfaces micro et nano-structurées bio-inspirées

Il était déja reconnu depuis plusieurs années que certains animaux et plantes possédaient
des topologiques de surface leur conférant des propriétés anti-adhésives et auto-
nettoyantes, comme la feuille de lotus et la peau de requin.>> Cependant, I'aspect
bactéricide de la structuration de surface n’avait pas été démontré précisement avant les
années 2010. Certaines surfaces nano-structurées, comme celles des ailes de cigales mises
en lumiere par lvanova et al, présentent un mécanisme mécano-bactéricide dont la
premiere découverte remonte a 2012.53 Entre 2015 et 2019, beaucoup de nouvelles études
essayant d’élucider les mécanismes d’actions des structures et essayant de les reproduire
synthétiguement ont vu le jour.®? Cela a notamment permis de mettre en avant les
propriétés anti-microbiennes diverses de nombreuses surfaces naturelles, certaines
illustrées en Figure 7.

Récemment, une meilleure compréhension de ces mécanismes a été établie, mais
beaucoup d’études ont surtout mis en lumiére les perspectives trés intéressantes de leur
application comme surface anti-microbiennes et la nécessité d’approfondir et de
généraliser les connaissances dans le domaine.>* Cependant, cette approche est limitée
actuellement par les méthodes de fabrication pointues nécessaires pour structurer les
surfaces et difficilement adaptables a de larges matériaux.
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Structure-related|

Antimicrobial Surface

Figure 7 - Classification des surfaces anti-microbiennes micro- et nano-structurées et leurs inspirations naturelles.
Tirée de Lee et al, sous licence CC BY 4.0.%

1.3.3.3.  Approches combinées existantes
Afin de réduire les limitations des surfaces anti-microbiennes actuelles, la

combinaison de différentes fonctionnalités est une approche intéressante permettant de
cumuler les effets des différents matériaux utilisés. De nombreuses surfaces ont éte
développées de cette maniére, comme des surfaces répulsives et libératrices, des
repoussant et tuant par contact, des relachement et destruction par contact ainsi que des
surfaces sensibles au pH, thermo-sensibles et bio-réactives.*® La majorité de ces approches
sontbasées sur lacombinaison de polyméres anti-adhésifs, comme du polyéthyléne glycol
(PEG), avec des agents biocides, comme des nano-particules, des bioréacteurs, des
peptides anti-microbiens, etc. Un exemple de surface anti-adhésives/biocides est
I'utilisation de nano-rods d’or modifiés avec des PEG peuvent d’un cété éliminer des
bactéries grace a un effet photothermique sous irradiation proche infrarouge, et de I'autre
empécher l'accumulation de débris de bactéries sur la surface grace a la couche
d'hydratation formée par les PEG.® Une autre catégorie d'approches, qui fait I'objet
d'études intensives, est celle des stratégies auto-adaptatives, réagissant uniquement en
présence d'une infection microbienne. La modification de certaines propriétés de la
surface et du milieu en contact avec celle-ci, comme le pH ou la présence de certaines
enzymes, peut permettre de déclencher les mécanismes anti-microbiens uniquement au
moment opportun, ce qui prolonge la durée de vie de ces revétements.> Ces méthodes
sont intéressantes, car elles permettent d’améliorer les caractéristiques des surfaces
développées, comme leur durabilité, et de réduire certains désavantages comme la
cytotoxicité de certains agents ou leur dégradation. L’exploration de nouvelle
combinaison d’approches, reposant sur la synergie de difféerents mécanismes d'action,
ouvre la voie a la création de surfaces spécifiques et efficaces. Cette démarche nécessite

33


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

CHAPITRE 1 « INTRODUCTION ET ETAT DE L’ART

une poursuite des investigations pour perfectionner les solutions existantes et en
développer de nouvelles.

1.3.3.4. Les limites des surfaces anti-microbiennes développées a ce jour
Les fonctionnalisations actuelles des surfaces anti-microbiennes présentent

certaines limites qu'il est important de prendre en considération. Les fonctionnalisations
utilisant des brosses polymeres ou des gels sont trés répandues grace a leur facilité de
syntheses, leur faible colOt et la simplicité de la mise en place de protocole de
fonctionnalisation. De plus, les effets anti-microbiens des polymeres reposent souvent sur
des parameétres physico-chimiques (hydrophobie, charge cationique, etc.) plutdt que sur
des interactions avec des récepteurs microbiens, ce qui permet de moduler I'action des
polyméres en ajustant leurs parametres structurels. Leur utilisation est cependant limitée
par leur durabilité dans le temps ou le besoin de les régénérer. La stabilité mécanique des
polyméres attachés de maniere non-covalente est fragile et peut étre modifiée par les
conditions environnementales de la surface comme la température et le pH. De plus, le
relargage des polymeéres dans le milieu peut réduire I'efficacité de la surface sur le long
terme et poser des problémes de toxicité. Concernant les agents anti-microbiens bio-
inspirés, certains inconvénients limitent leur emploi. L'utilisation d’enzymes est trés
prometteuse et est déja répandue pour certains recouvrements aquatiques, cependant
leur application dans le domaine du médical reste encore limitée. En effet, leur non-
sélectivité entraine le risque de dégrader involontairement certaines molécules et induit
des risques de cytotoxicité, leur activité doit donc étre entierement controlée.*® Les
méthodes basées sur la libération des nano-particules ou d’ammonium quaternaires
posent des problémes de résistance microbienne, de durabilité, de cytotoxicité pour les
cellules de mammiféres et d’hypersensibilité chez I’'Homme.>°5"%8 Concernant les AMP,
leur importante diversité est un avantage indéniable, cependant certains peuvent
exprimer de la toxicité ou engendrer des résistances. La compréhension de leur
mécanisme d'action doit donc étre approfondie, et leur choix en fonction des applications
doit étre réalisé avec une sélection méticuleuse.

1.4. Difficulté de la caractérisation des propriétés anti-microbiennes

A cause de la complexité des interactions entre les surfaces et les micro-
organismes et la diversité de leur mode de transmission, de prolifération et d’adaptabilité,
la fabrication de surfaces anti-microbiennes est complexe. Leur caractérisation I'est
d’autant plus, car il est nécessaire de prendre en compte et de quantifier les différentes
propriétés pour une surface anti-microbienne: anti-salissures, bactéricide,
bactériostatique. Parmi les méthodes de caractérisation on retrouve de maniére répandue
I'utilisation de systemes d’imagerie électronique (MEB/MET), de microscopes a force
atomique (AFM), de fluorescence et de méthodes de culture solide ou liquide diverses.>®%°
Ces méthodes sont tres variées et permettent d’étudier différentes propriétés des surfaces
anti-microbienne. Comme il a clairement été démontré par Michalska et al en 2021,
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I’exploration croissante de nouvelles surfaces anti-microbiennes nano-structurées bio-
inspirées nécessite une standardisation des méthodes. Ce manque de coordination
concernant la caractérisation des surfaces rend difficile la comparaison entre études des
efficacités et la compréhension générale des paramétres influencant les mécanismes
d’actions des structures. De plus, cette standardisation nécessite d’étre étendue aux
études se concentrant sur la fonctionnalisation chimique avec des agents biocides et des
polymeres, car les méthodes se développant sont de plus en plus multi-approches et une
compréhension étendue est nécessaire. La plupart des caractérisations employées sont la
fluorescence par marquage live/dead et I'’énumération de colonies sur géloses, mais les
interprétations des résultats de ces approches généralistes manquent souvent de recul sur
la complexité de la caractérisation, ce qui peut les rendre trompeuses.>* Afin de continuer
a approfondir les connaissances concernant les surfaces anti-microbiennes et leur
meécanisme d’action, il est donc nécessaire en ce qui concerne la caractérisation d’avoir
une approche globale, standard et complete.

1.5. Objectifs du projet de these

La prolifération microbienne est un probléme majeur de santé publique qui
entraine des colts économiques et sociaux importants dans presque tous les secteurs
d'activité humaine, notamment les soins de santé, I'industrie alimentaire, les transports
publics et méme l'aérospatiale. Les inquiétudes sont renforcées par la prévalence
croissante de la résistance aux traitements et le manque de nouveaux antibiotiques. Il est
donc crucial de développer des surfaces capables de limiter I'adhésion et la prolifération
des micro-organismes a leurs stades précoces. Il existe déja de nombreuses méthodes
permettant de conférer des propriétés anti-microbiennes aux matériaux, mais elles
présentent souvent des inconvénients. Parmi les différentes approches synthétiques et
naturelles envisagées, celles bio-inspirées semblent prometteuses, car posant moins de
probléme de toxicité et de durabilité. En particulier, la fonctionnalisation de surface avec
des AMPs et les surfaces micro- et nano-structurées pour créer des surfaces anti-
microbiennes sont toutes deux des approches intéressantes avec des avantages
indéniables. La grande variété des AMPs, leurs différents mécanismes d’action, leur
action large-spectre et leur structure synthétisable et modulable en font des candidats de
choix pour la lutte contre les micro-organismes. La structuration de surface quant a elle
est une approche relativement nouvelle. Ses mécanismes d’actions, comme ceux des
peptides anti-microbiens, ne sont pas encore bien élucidés et beaucoup de travail reste a
faire afin de comprendre leurs modes d’action.

Relativement peu d’études se sont penchées sur la combinaison de surfaces nano-
structurées physiguement et de fonctionnalisation peptidique, malgré son potentiel.®%-2
Cette approche a plutdt été utilisée en combinant plusieurs fonctionnalisations
chimiques, en accrochant les peptides sur des surfaces a I'aide de polymeres par exemple
ou en fonctionnalisant des nano-particules avec des peptides. Parmi les études existantes,
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il est possible de tirer plusieurs avantages certains a la combinaison de ces approches.
Premiérement, un renforcement des propriétés anti-bactériennes grace a la combinaison
des activités des approches est possible. L’équipe de Rigo et al. en 2020 a étudié la possible
synergie d’'une nano-structuration avec des micelles polymériques et d'une
fonctionnalisation avec des peptides immobilisés sur celles-ci. Les résultats démontrent
une activité bactéricide accrue significative des nano-structures par rapport a la surface
nue, ainsi qu'un renforcement du pouvoir bactéricide de la surface avec I'ajout de la
fonctionnalisation peptidique aux nano-structures®. Zhu et al. ont fonctionnalisé du
titane, nano-structuré par traitement hydrothermique, recouvert avec des AMP par
extraction sous vide et lyophilisation et ont démontré une augmentation du pouvoir anti-
bactérien du titane nano-structuré.®® Deuxiemement, il est possible de minimiser certains
inconvénients des surfaces par combinaison de plusieurs approches. Comme expliqué
précédemment, I'utilisation d’AMP afin de créer des surfaces anti-microbiennes est tres
prometteuse, mais est ralentie par la cytotoxicité potentielle de certains d’entre eux. Dans
une étude réalisée en 2019 par Chen et al. il a été démontré que la cytotoxicité du peptide
Mélittine peut étre grandement réduite quand celui-ci est immobilisé a la surface d’'une
nano-fibre, mais qu’il conserve son pouvoir anti-bactérien®. La combinaison de nano-
structures avec des peptides pourrait donc améliorer la sélectivité de ces derniers.
Finalement, la combinaison des approches permet de cumuler plusieurs propriétés et
donc de créer des surfaces particulierement propices a certaines applications. Dans une
étude par Li et al., des nano-tubes de dioxyde de titane chargés avec des peptides anti-
microbiens ont démontré une grande activité bactéricide ainsi qu’un pouvoir
ostéoconducteur. Ces deux propriétés peuvent donc étre conférées a la surface par
combinaison des approches®.

Une étude plus approfondie des différents aspects de cette combinaison est nécessaire, car
seuls quelques systemes spécifiques ont été étudiés. De plus, ces études se concentrent
souvent sur une seule espéce bactérienne ou I'utilisation d’un seul peptide et n’évaluent
pas leur potentielle action large spectre.

Les objectifs de cette thése sont multiples. Dans un premier temps, la réalisation de
surfaces fonctionnalisées avec une variété de peptides d’un c6té, et de surfaces nano-
structurées avec différentes morphologies de I'autre, suivies par la caractérisation de leurs
propriétés anti-microbiennes respectives devrait permettre d’investiguer plus en
profondeur les différents parametres pouvant impacter I'efficacité des surfaces créées.
Dans un second temps, il est nécessaire d'établir un protocole de caractérisation
permettant de quantifier précisément les propriétés anti-adhésives, bactéricide et
bactério-statiques des surfaces afin d’acquérir une compréhension étendue de I'impact de
la modification de la surface sur son caractére anti-microbien. Finalement, I’étude de la
combinaison de la fonctionnalisation peptidique avec les nano-structures espéere pouvoir
mettre en lumiére des synergies et permettre de limiter les inconvénients des approches
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seules. Une analyse détaillée des enjeux liés aux sujets de la caractérisation
microbiologique des surfaces anti-bactériennes, de la fonctionnalisation peptidique et de
la nano-structuration sera développée et discutée de maniére a pouvoir mettre en
perspectives les expériences réalisées. Dans chaque partie, de nombreux parameétres
nécessitent d’étre considérés et étudiés. Ces derniers sont illustrés dans la Figure 8 qui
synthétise les sujets abordés durant les différents chapitres de cette these.
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CHAPITRE 2

FONCTIONNALISATION AVEC DES
PEPTIDES ANTI-MICROBIENS

2.1. Les AMPs : de leur découverte aux applications actuelles
2.1.1. Origines et caractéristiques des AMP

2.1.1.1. Définitions et origines des AMPs naturels
Les peptides anti-microbiens (Antimicrobial Peptides, en anglais ou AMPs) jouent

un réle crucial dans le systeme immunitaire de nombreux étres vivants et possédent une
activité contre une gamme variée de micro-organismes (action large-spectre). Les AMPs
font partie de la famille des peptides de défense de I'h6te (Host defense peptides, HDP en
anglais) et peuvent étre eux-mémes classifiés selon leur action : anti-bactériens, anti-
viraux, anti-fongiques, anti-biofilms, anti-parasitaires, etc.%® La découverte du premier
peptide anti-microbien, le lysozyme (enzyme lysant les bactéries présent dans le blanc de
I'ceuf), remonte aux années 1920 et a Alexander Fleming, avant méme la découverte de la
pénicilline.®® Les prémices des recherches concernant les AMPs ont fortement coincidé
avec I'age d'or des antibiotiques, mais il a fallu attendre les années 1980 pour que le
domaine prenne vraimentde I’essor et pour voir apparaitre les premieres grandes familles
de peptides et une classification. La découverte d’AMPs notables tels que les cécropines,
les défensines et les magainines a ouvert la voie a une exploration approfondie de leurs
effets anti-microbiens®” Les avancées technologiques, avec notamment l'invention de la
spectroscopie de résonance magnétique nucléaire bidimensionnelle (RMN 2D), ont
permis de déterminer les structures 3D des peptides anti-microbiens et de favoriser
I’exploration de leurs mécanismes d'action. Ces vingt derniéres années, la découverte de
nouveaux peptides anti-microbiens a connu un essor croissant et ce qui était un ensemble
de 1000 peptides comptabilisés en 2008 s’est élevé a 2000 AMPs en 2012 et a 3569 en
juillet 2023.5768

2.1.1.2. L'importance des bases de données
Par nature, les peptides anti-microbiens sont d'origines diverses, et possédent une

grande variété de propriétés et de structures, détaillés dans la sous-partie suivante.
L’hétérogénéité du groupe formé par les AMPs rend leur recensement difficile et des le
début des années 2000 les premieres bases de données apparaissent afin de faciliter ce
processus fastidieux. Actuellement, il n'existe toujours pas de base de données exhaustive
et les informations sur les AMPs sont réparties au travers de plusieurs dizaines de banques
d’informations. Celles-ci peuvent étre générales ou spécifiques a certaines classes de
peptide, recenser les AMPs naturels et/ou synthétiques et chacune peut contenir certaines
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séquences exclusives.®® Les données quantitatives et les caractéristiques relatives aux
AMPs examinés dans cette revue bibliographique sont issues de différentes bases de
données sources, mais I’Antimicrobial Peptide Database (APD https://dbaasp.org/home,
2003-2023) créée en 2003 et la Database of Antimicrobial Activity and Structure of Peptides
(DBAASP https://aps.unmc.edu/, 2014-2023) ont été les plus fréquemment
consultées.”®"

Les bases de données offrent, entre autres, des informations sur la composition en acides
aminés des AMP, leurs propriétés structurales et chimiques, leurs sources, ainsi que leur
efficacité contre différentes espéces. Certaines bases incluent méme des outils de
prédiction des propriétés des AMPs synthétiques. Les récentes avancées en matiere
d'apprentissage automatique et d’intelligence artificielle laissent entrevoir la possibilité
de prédire les propriétés de nouveaux AMPs de maniere plus efficace. Cependant, ce
domaine est encore en phase d'exploration et de nombreux défis subsistent, notamment
a cause de la non-uniformisation des bases de données, des ensembles étudiés, des
modeéles de prédiction utilisés et de la faible précision des méthodes employées.”?"® Mais
le potentiel d’utilisation de ces approches souligne I'importance de maintenir les bases de
données aussi completes et a jour que possible.

2.1.1.3. Propriétés, structures et classification des AMPs
De nos jours, il est établi que les AMPs sont produits par tous les organismes, des

procaryotes aux étres humains. Cependant, la majeure partie des AMPs mis au jour I'ont
été chez les animaux, les bactéries et les plantes, comme il est illustré dans la Figure 9A.

Par définition, les AMPs sont des séquences d'acides aminés (ou AA), différentiables des
protéines par leurs chaines plus courtes. En terme général, on parle de peptide en dessous
de 10 AA, de polypeptide entre 10 et 100 AA et de protéines au-dessus de 100 AA. La
plupart des AMPs comptent moins de 50 AA, bien que certains soient plus longs et
puissent atteindre jusqu'a 100 acides aminés (Figure 9B). Une liste des 21 acides aminés
et de leurs propriétés est disponible en Annexe A.

La plupart des AMPs ont une charge cationique nette allant de +1 & +10, cependant il est
possible de trouver des peptides avec une charge nette négative (Figure 9C). La majorité
des peptides sont amphiphiles, c’est-a-dire qu’ils sont composés de segments distincts
hydrophiles et lipophiles ou hydrophobes, et possedent un poids moléculaire souvent
largement inférieur a 10 kDa (soit environ 90 acides aminés).

Les AMPs sont souvent classifiés en fonction de leur structure secondaire et se
répartissent en cing grandes classes : les peptides a-hélicoidaux, les peptides 3-feuillets,
les peptides étendus, les peptides avec une structure mixte et finalement les peptides
« inhabituels ». Les AMPs a-hélicoidaux sont les peptides les plus abondants dans la
nature et il a été démontré que la conformation en a-hélice de ces AMPs résulte de leur
interaction avec les membranes microbiennes. Dans cette conformation, les segments
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hydrophiles et hydrophobes répartis le long de la chaine sont regroupés en deux groupes
de part et d’autre de I'hélice, ce qui confére aux AMPs leur caractére amphiphile et
intervient directement dans leur mécanisme d’action.” Ce changement de conformation
estillustré en Figure 11.
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Figure 9 — Données statistiques liées aux AMPs tirées de la base de données APD3 en novembre 2023.7°

Organisme ciblé

Les AMPs [3-feuillets sont constitués d'au moins deux brins (illustrés par les fleches dans
la Figure 10) composés de nombreuses structures linéaires et adoptants une conformation
en «épingle a cheveux ». Les interactions chimiques permettant de stabiliser les deux
brins sont souvent des ponts disulfures (souvent 2 a 4) provenant du pontage de cystéines
dans la séquence, ce qui permet aux AMPs-3 de conserver leur conformation, méme au
contact de membranes microbiennes. Les peptides mixtes ont des séquences pouvant
former des domaines avec différentes structures. Par exemple, la Termicine posséde une
structure a-hélicoidale et des B-feuillets ; la Lactoferricine porcine est a-hélicoidale et
étendue; la Thanatine possede des B-feuillets mais aussi une structure étendue, etc.” Il
arrive que certains peptides présentent une structure cyclique ou en boucle, a cause d’'une
séquence fermée ou de différentes interactions entre les acides aminés de la chaine.
Finalement, les peptides n’ayant pas de structure 3D spécifique comme les a-hélices et [3-
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feuillets, mais une structure linéaire sont souvent désignés comme « étendus ». Les
structures 3D des AMPs sont souvent associées a une chaine peptidique plus riche en
certains acides aminés, comme la lysine, I'alanine, la leucine et la glycine pour les a-
hélices et les B-feuillets.”

Structure 3D a-hélice B-feuillet Etendue Mixte Inhabituelle

Exemple
d’AMP

Gl 00060 GO00RO 06 600006 1C/

Figure 10- Catégories et propriétés des différentes structures 3D chez les AMP.

LL-37 Defensin-6 Indolicidine Termicine Gramicidine

En raison de leurs caractéristiques physico-chimiques uniques et de leurs structures 3D,
les peptides anti-microbiens cationiques présentent de fortes interactions avec les
surfaces chargées négativement, telles que les membranes cellulaires. Cela leur confére
des propriétés anti-microbiennes particulierement intéressantes. Bien que les
meécanismes d'action sur les membranes fassent encore I'objet d'études, et ne soient pas
entierement élucidés a ce jour, certaines caractéristiques générales de leur action sont
déja néanmoins bien connues.

2.1.2. Mécanismes d'interaction des AMPs avec les micro-organismes

2.1.2.1. Cibles cellulaires
Les AMPs faisant partie des HDP chez une grande variété d’espéces, leur utilisation

en tant que molécule de défense contre les infections leur permet d’avoir une action large-
spectre contre de nombreux micro-organismes comme les bactéries (et notablement les
biofilms), les champignons et les parasites (voir Figure 9D). Chez les bactéries, les AMPs
produits leur permettent de rivaliser pour les nutriments dans I'environnement et sont
donc efficaces contre de nombreuses especes bactériennes. Il a aussi été déemontré que les
AMPs sont efficaces contre certains virus comme le HIV et le virus de la grippe A.
Finalement, de plus en plus d'éléments plaident en faveur d'une activité anti-cancéreuse
de certains AMPs. La multiplicité des cibles des AMPs peut étre en grande partie expliquée
par leurs modes d’action variés.’ Leur activité anti-microbienne peut étre subdivisée en
deux mécanismes d'action généraux: la modulation de I'immunité de I'héte ou une
activité anti-microbienne directe. L’activité anti-microbienne directe peut elle-méme
découler de différents modes d’actions, comme I'interaction avec les membranes
microbiennes ou la liaison avec des récepteurs spécifiques externes ou des cibles internes.
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2.1.2.2. Perméabilisation des membranes bactériennes
La majorité des AMPs ont une action basée sur leur interaction avec des éléments

de la membrane microbienne, sans récepteurs spécifiques. Ces interactions sont
majoritairement dépendantes de la charge des AMPs et de leur hydrophobicité.
Actuellement, plus de 85% des AMPs étudiés possedent une activité anti-bactérienne,
leurs mécanismes d’interactions sont donc parmi les mieux décrits dans la littérature.”

Selon I’APD3, il est recensé que 92% des AMPs sont des peptides cationiques.”™ Etant
donné que la surface des membranes bactériennes est souvent chargée négativement a
cause des molécules la composant, il a été démontré que les AMPs se lient initialement a
la surface de la membrane par le biais d'interactions électrostatiques. La structure
caractéristique des AMPs contenant des résidus hydrophiles et hydrophobes leur permet
ensuite d’interagir et de pénétrer dans la bicouche lipidique de la membrane bactérienne,
ce qui entraine une désorganisation de celle-ci. Certains peptides anioniques possedent
également une activité anti-bactérienne, comme le maximin-H5 de grenouille et la
dermcidine humaine. Cependant, ces peptides sont minoritaires et leurs mécanismes
restent trés largement incompris, bien gu’il ait été reconnu que certains agissent en
participant a la réponse immunitaire ou en présence de co-facteurs, comme les ions Zn?
et Ca** qui leur permettraient de prendre des configurations oligomériques et donc de
s’'insérer dans lamembrane bactérienne.®®* Ces peptides ne seront donc pas abordés dans
ce projet.

Les mécanismes d’action des AMPs cationiques sont connus pour créer des disruptions
dans les membranes bactériennes, induisant ainsi la lyse cellulaire. Les principaux
modéles sont représentés en Figure 11. Dans un premier temps, certains AMPs comme les
a-hélices sont connus pour subir un changement de conformation induisant le
regroupement des résidus hydrophobes et hydrophiles de part et d’autre du peptide, puis
de s’accrocher parallelement a la surface, avec leurs résidus hydrophobes orientés vers la
bicouche lipidique.™

Dans certains cas, les AMPs peuvent adopter un mécanisme d’action transmembranaire.
C’est le cas du modéle « Barrel-stave », ou au-dela d’une certaine concentration, les AMPs
vont former des oligomeres et s’insérer verticalement au sein de la couche lipidique de la
membrane. lls vont ainsi former une structure en «tonneau» avec leurs résidus
hydrophiles composant la paroi interne de celui-ci. Au fur et a mesure, les pores
s’agrandissent grace au recrutement progressif d’AMPs au niveau de la membrane, ce qui
finit par entrainer leur transport au travers de celle-ci, puis la fuite du contenu
cytoplasmique et finalement lamort de labactérie. Le modéle du pore toroidal comme son
nom l'indique crée lui aussi des structures responsables de la lyse osmotique de la
bactérie. Cependant, a ladifférence de « Barrel-stave », ici labicouche se déforme et ce sont
uniquement les tétes polaires des lipides qui sont en interaction avec les peptides.
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D’autres modéles ont été décrits et ne nécessitent pas forcément une conformation en
hélice. Les peptides dont le mécanisme d’action suit le modele en tapis recouvrent dans
un premier temps lamembrane de la bactérie grace aux interactions électrostatiques, puis
a partir d’'une certaine concentration peptidique de surface un point de saturation est
atteint. Comme sous I'action d’un détergent, la couche lipidique se replie alors sur elle-
méme, la membrane s’effondre et le cytoplasme s’échappe a I'extérieur de la cellule. Des
agrégats peuvent aussi étre formés quand les AMPs interagissent avec la membrane
cytoplasmique. lls peuvent alors pénétrer dans la membrane et former des micelles
peptides-lipides.
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Figure 11 — Mécanismes d’action des AMPs lors de leur interaction avec une membrane microbienne. Dans le modéle
du tapis, les AMPs sont illustrés sous forme d’hélices par souci de lisibilité. Inspiré de Huan et al.”

2.1.2.3. Mécanismes d'action ciblant des récepteurs cellulaires
Depuis plusieurs années, il a été mis en évidence qu'un certain nombre d’AMPs

cationiques agissent selon d’autres mécanismes d’action et sont capables d'agir sur des
cibles spécifiques.

Certains peptides sont capables de pénétrer les cellules sans déstabiliser la membrane et
d’agir sur la paroi cellulaire ou sur les éléments présents dans le cytoplasme. Ce mode
d’action peut étre leur mécanisme principal ou étre complémentaire a la disruption de la
membrane par un des mécanismes présentés dans la section précédente. Le
fonctionnement connu anti-microbien général intra et extracellulaire des AMPs est
résumé en Figure 12.
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Concernant les cibles extra-cellulaires, certains peptides comme la Nisine oula
Mésentéricine se lient aux lipides Il, des constituants essentiels du peptidoglycane qui
sont ancrés dans la membrane bactérienne. Ces lipides jouent un role crucial dans la
synthése de la paroi cellulaire des bactéries, et I'interaction avec ces AMPs entrave leur
fonction habituelle.

Mécanisme Cible Récepteur Activité AMPs

Inhibition de la synthése de la

; . Vancomycine
paroi cellulaire Y

Formation de pores Nisine

Inhibe les métabolismes de
Acides I'ADN et de 'ARN

nucléiques Inhibe la production de
protéines

Entrave le repliement des

Buforine Il, Indolicidine

Pleurocidine, CP10A, magainine 1

Protéines n Riches en proline: pyrrhocoricine,
protéines nouvellement S :
chaperonnes ) apidécine et drosocine,
synthétisées
Protéases Szl me_tabollsme Histatine-5, ixodidine
cellulaire
RéceFteurs Entrave la division cellulaire  Indolicidine, diptericine, microcine J25
multiples
Ribosome Elfzatiz e el e s Api137, bacténécine 7, Tur1A

synthése de protéine

Mélittine, magainine 2, lacticine Q et

Formation de pores A

Pas de formation de pore Cecropine P1

Figure 12- Les différents modes d’action des AMPs.

Pour les cibles intra-cellulaires, certains AMPs peuvent interagir avec la membrane
cytoplasmique, puis s'accumuler a I'intérieur des cellules. Une fois a I'intérieur, les AMPs
peuvent interagir avec une variété de cibles cellulaires et entraver de nombreux
mécanismes : synthése de protéines et d’acides nucléiques, division cellulaire, repliement
des protéines, action des protéases, etc. C'est le cas de la buforine I, par exemple, qui peut
traverser lamembrane bactérienne d'E. coli sans la détruire et se lier a I'ADN et a 'ARN."™
L'inhibition de I'activité enzymatique par les AMPs est aussi possible, mais ce dernier
mode d’action est souvent minoritaire.”

Contrairement a la destruction de la membrane bactérienne, les mécanismes d’action
extra- et intra-cellulaires nécessitent des cibles spécifiques, a I'instar des antibiotiques, ce
qui peut engendrer des résistances. lls ne seront donc pas explorés durant ce projet, mais
il estimportant de garder a I’esprit le potentiel effet conjoint des mécanismes d’action des
AMP.

2.1.2.4. Modulation de I'immunité
Comme expliqué en introduction, les AMPs naturels font partie des peptides de

défense de I'h6te, ils participent donc a la modulation de I'immunité. En plus de leur
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activité anti-microbienne directe, les AMPs sont produits par de nombreuses cellules
comme les neutrophiles et les macrophages et peuvent étre responsables du recrutement
et de I'activation de cellules de I'immunité innée, comme les mastocytes, les leucocytes et
les cellules dendritiques. Il a aussi été démontré que les AMPs peuvent jouer un role dans
le systtme immunitaire adaptatif, avec le recrutement de lymphocytes T et B.”®
Cependant, les mécanismes exacts de leur fonction dans I'immunité ne sont pas encore

clairement élucidés et cette propriété ne sera pas étudiée durant cette thése.

2.1.2.5.

Spectre d'activité des AMPs
La remarquable diversité des mécanismes d’actions des AMP, parfois mono- ou

multi-activités, en font des candidats idéaux pour des solutions anti-microbiennes large-
spectre. Une des interrogations actuelles & propos des AMPs concerne leur capacité a
cibler spécifiguement de multiples pathogénes tout en ayant peu de toxicité envers les
cellules mammiféres. Une partie des cibles microbiennes, en dehors des bactéries, et leurs
meécanismes d’interaction avec les AMPs sont recenseés dans le Tableau 3.

Tableau 3 — Mécanismes et peptides possédant une activité anti-viral, anti-fongique, anti-cancer et anti-biofilm.

Organisme cible

Mécanismes de ciblage

Actions

Exemple d’AMP

Cellules cancéreuses

Virus

Biofilm

Champignons

Large superficie et présence
d’'un grand nombre
d’éléments chargés
négativement a leur surface
favorisant leur ciblage

Interaction avec des protéines
membranaires (Gp41),
inhibition de I'enzyme
protéolytique NS3/4A

Prévention de la formation
par effets bactéricides sur les
bactéries planctoniques,

vise les éléments essentiels au
maintien du biofilm

Formation de pore,
interactions avec la
membrane et la paroi
cellulaire, inhibition d’acides
nucléique,etc.

Apoptose  ou  nécrose,
inhibition de I'angiogenese,
interférence avec la
synthese interne de
protéines

Prévient le changement de
conformation du virus,
nécessaire a son
intégration, inhibe certains
mécanismes cellulaires

Inhibe les interactions
cellule-cellule, empéche
I'adhésion, interfére avec le
quorum sensing, diminue
I'expression de  genes
essentiels a la formation du
biofilm.

Similaire aux actions anti-
bactériennes.

Poca A, Poca B et
CyO4,
bmattacine2,
latérosporulinel0

Enfuvirtide  (T-
20), télaprévir et
bocéprévir, LL-37

Pleurocidin, Nisin
A, Gramicidin S

Défensines
végétales,
thionines,
cécropines,
mélittine
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Il est postulé depuis des années que cette spécificité est notamment due aux différences
de composition des membranes cellulaires entre pathogenes et hétes. En effet, la
structure de base des membranes cellulaires est composée de protéines et des lipides. La
membrane des cellules bactériennes est composée d’un grand nombre des phospholipides
hydroxylés chargées négativement, la ou ce sont majoritairement des phospholipides non
chargés dans les membranes des cellules de mammiféres.’® Cette différence peut en partie
expliquer I'activité préférentielle des AMPs cationiques envers les bactéries. Bien qu'il
existe chez les bactéries des différences morphologiques importantes au niveau de leur
structure externe, des éléments chargés négativement et spécifiques a chaque type de
membranes sont présents et favorisent I'interaction avec les AMPs : chez les bactéries a
Gram négatif, ce sont les lipopolysaccharides (LPS) et chez les bactéries a Gram positif, ce
sont les acides lipotéichoiques. De la méme maniére, bien que la membrane des
champignons soit différente et majoritairement composée de chitine, elle contient aussi
des éléments de charges négatives, comme le phosphomannane, le phosphatidylinositol
et le diphosphatidylglycérol.” Comme pour les bactéries, les modes d’action des AMPs
anti-fongiques sont basés sur des cibles intra et extra-cellulaire et sur I'interaction des
peptides avec la membrane selon les mémes modeéles précédemment décrits.®°

Les cellules cancéreuses, a la différence des cellules saines, possedent également plus de
phospholipides et de glycoprotéines chargés négativement sur leur membrane. En outre,
la présence d'un grand nombre de microvillosités augmente leur superficie disponible, ce
qui augmente le nombre d’interactions possibles avec les AMPs en surface.?

En résumé, les AMPs utilisent principalement leur caractére cationique afin d’interagir
specifiquement avec les pathogenes et initier leur adhésion, ce qui leur confére cette
propriété large-spectre. Cependant, certaines interactions faibles avec les membranes des
cellules de mammiferes ont été observées, pouvant entrainer une toxicité pour la cellule.
Ces interactions électrostatiques ne sont donc pas seules responsables de I'activité des
AMPs et leurs modes d’action dépendent aussi de nombreux autres parametres.

2.1.2.6. Parametres influencant le caractere anti-microbien des AMPs
L'activité des AMPs est influencée par de nombreux facteurs, tous

intrinséquement liés a la composition et a la longueur de la chaine d’acides aminés.”
Cette derniére est évidemment un paramétre majeur de leur efficacité, car elle influence
la charge nette, I'nydrophobicité et la structure secondaire des AMPs et ainsi leurs
mécanismes d’action sur la membrane bactérienne.

Bien gu’une séquence standard d’AMP soit généralement courte (entre 20 et 50 acides
aminés), sa longueur a une grande importance et peut moduler l'activité anti-
microbienne. En effet, selon le mode d’action du peptide, une certaine taille de séquence
est nécessaire afin d’'interagir avec la bicouche lipidique, s’y insérer et y former des pores
stables pour certains mécanismes. En général, il faut au moins 7 a 8 acides aminés pour
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former une structure amphiphile. La longueur affecte également la structure secondaire
et le mode d'action du peptide. Il a été estimé qu’au minimum 22 acides aminés sont
nécessaires pour traverser la bicouche lipidique bactérienne pour les AMPs ayant une
structure secondaire en hélice-a. Ce minimum s’éleverait a seulement 8 acides aminés
pour les AMPs avec une structure de B-feuillets.”™

La charge nette des AMPs influencant leur capacité a se lier aux membranes cellulaires, il
a été demontré dans la littérature qu’une corrélation directe entre la charge des AMPs et
leurs activités anti-microbiennes était observable et qu’'une augmentation de la charge
nette des peptides conduit souvent a I'amélioration de I'activité des peptides.®® Toutefois,
d’autres études ont démontré que la position des acides aminés cationiques dans la chaine
peptidique impacterait plus I'activité des AMPs que I'augmentation de leur charge nette.®
De plus, pour des peptides dont la charge a été fortement augmentée positivement, une
réduction de leur effet anti-microbien peut aussi étre observée.”

L’hydrophobicité des chaines latérales des acides aminés joue aussi un réle majeur dans
I'efficacité des peptides. Les peptides dépourvus de résidus hydrophobes se fixent
généralement faiblement & la membrane, tandis que les peptides a forte hydrophobie
restent souvent plus longtemps sur lamembrane. En d'autres termes, I'hydrophobicité est
un critére majeur de I'action des AMPs car elle permet aux peptides solubles dans I'eau de
se répartir et de s'insérer dans la bicouche lipidique. Cependant, une hydrophobicité
excessive peut également réduire I'efficacité des peptides et entrainer une toxicité pour
les cellules de mammiféres.”™

Tous les parameétres précédemment cités sont interdépendants, il n’existe donc pas de
solution standard pour optimiser I'efficacité des AMPs synthétiques ou dérivés d’AMPs
naturels. Cependant, certaines approches peuvent étre employées dans ce but.
L’isomérisation L-a-D des acides aminés par exemple permet d’améliorer la stabilité et la
longévité des peptides en insérant des acides aminés plus difficilement dégradables par
les enzymes. La cyclisation des peptides, l'utilisation d’acides aminés non-naturels et
I'«agrafage » des chaines latérales pour forcer certaines conformations sont aussi des
solutions employées.”® Afin de concevoir des AMPs synthétiques et d’explorer
I'optimisation de leur efficacité, différentes synthéses ont été mises au point. De plus, il
est important de noter que les AMPs peuvent avoir une multi-activité, il est donc difficile
d’établir des relations directes et générales entre structures, séquences et mécanismes
d’action. Un nombre croissant de groupes de recherche explorent l'utilisation de modeles
d'apprentissage automatique pour prédire l'activité des AMPs en se fondant sur leur
séquence ou leurs propriétés physico-chimiques. Cependant, ce domaine de recherche en
est encore a ses débuts.”

2.1.3. Synthese des AMPs
Généralement, les AMPs peuvent étre produits par ribosome, sans ribosome ou

synthétisés chimiguement. Dans la nature, les peptides sont générés par transcription

50



CHAPITRE 2 « FONCTIONNALISATION AVEC DES PEPTIDES ANTI-MICROBIENS

ribosomale par les animaux, les plantes et les insectes, ou de maniére non ribosomale a
I'aide d’enzymes par les bactéries et les champignons. Les AMPs peuvent ainsi étre
obtenus a partir d’organismes vivants, en appliquant des processus d'extraction et de
purification plus ou moins complexes. Cependant, ces méthodes de production
nécessitent une adaptation a chaque organisme d'origine pour garantir une bonne pureté
et un bon rendement et ces procédés sont souvent colteux en temps et en argent.

La modification génétique de certains organismes permet de contourner ces limitations
en permettant la production d’AMPs spécifiques en grande quantité par I'expression et la
modification des génes d'une espece hote. Ces espéces hbtes sont principalement des
bactéries ou des plantes, caractérisées par leur vitesse de croissance rapide et des
propriétés génétiques, physiologiques et bio-chimiques bien connues. Cependant, cette
méthode demeure elle aussi onéreuse.>*

La synthése chimique des AMPs, telle que la synthese peptidique en phase solide (SPPS) et
la synthése assistée par micro-ondes, constitue une approche avantageuse pour la
recherche. Elle est souvent moins colteuse et permet un contréle total de la synthése de
la chaine peptidique, autorisant la production d’AMPs non naturels, comme les peptides
contenant des isomeéres D. Cette méthode offre également la possibilité d'incorporer
d'autres éléments dans la chaine que les acides aminés, voire de créer de nouvelles
séquences totalement artificielles. En outre, elle permet une production en quantité eten
gualité intéressante.®® Cependant la synthése peptidique souffre encore d’inconvénients,
comme la difficulté & produire des peptides complexes, comme les peptides circulaires.

L'utilisation de ces méthodes de synthese a facilité la production a grande échelle de
certains AMPs et a permis d'explorer I'impact de certaines altérations de la chaine
peptidique sur leur efficacité anti-microbienne. Ainsi, I'utilisation des AMPs pour lutter
contre les micro-organismes est confirmée comme prometteuse, et leur exploration se
poursuit.

2.1.4. Applications des AMPs

2.1.4.1. Comme nouvelle classe d'antibiotiques
Face a la menace croissante des infections bactériennes résistantes aux antibiotiques

utilisés cliniguement, les AMPs se positionnent comme une solution prometteuse. Leur
action rapide, leur large spectre d'activité et leur faible propension au développement de
résistance en font des candidats attractifs. Le marché mondial global des AMPs connait
une croissance notable, estimé a 5 millions de dollars en 2020 et prévoit d'atteindre 6
millions de dollars d'ici la fin de 2027.5*

Les AMPs peuvent étre utilisés seuls ou en combinaison avec des antibiotiques
conventionnels, des anti-viraux ou d'autres composants anti-microbiens pour obtenir un
effet synergique.® Bien que plusieurs centaines d’AMPs soient en cours d'essais cliniques,
il n’existe que quelques AMPs actuellement approuvés par la FDA. La polymyxine B par
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exemple, est efficace contre les bactéries Gram positives et négatives et est
commercialisée pour traiter les infections des voies urinaires, la méningite, les
septicémies et les infections oculaires. La vancomycine est quant a elle utilisée pour
traiter les infections liées a des bactéries & Gram positif uniquement. Le nombre réduit
d’AMPs commercialisés est principalement d{ a certains défis concernant I'utilisation des
peptides comme leur biodisponibilité et leur potentielle toxicité envers les cellules de
mammiferes, ce qui limite leur utilisation a une application cutanée pour le moment.

Cependant, certaines modifications et voies d’administration ont démontré que les AMPs
peuvent conserver leur activité etavoir une toxicité réduite en les combinant avec d’autres
molécules ou en les immobilisant sur d’autres matériaux. Leur immobilisation sur des
molécules de PEG a notamment démontré une absorption tissulaire non spécifique et une
toxicité cellulaire et une dégradation réduites et une augmentation de leur demi-vie
sanguine.®

2.1.4.2. Comme revétement pour les dispositifs médicaux et les surfaces &
contact fréquent
La toxicité associée aux AMPs est souvent liée aux fortes concentrations utilisées

pour compenser leur demi-vie relativement courte dans notre systeme. Cependant, dans
la nature, il peut étre observeé que les AMPs sont congus pour agir localement, notamment
sur des surfaces. Le mucus épidermique de la peau de requin par exemple, contient des
AMPs permettant d'y empécher la croissance de micro-organismes.® Ainsi, il est donc
encore une fois bon de s’inspirer de la nature pour développer de nouvelles solutions aux
limitations actuelles concernant les AMPs. L'immobilisation stable des AMPs sur un bio-
matériau pourrait étre la voie pour surmonter ces difficultés. L'immobilisation covalente
des AMPs peut augmenter leur stabilité a long terme tout en diminuant leur toxicité, par
rapport aux approches basées sur leur relargage. En outre, l'orientation correcte du
peptide sur un matériau peut entrainer une activité accrue.®* L'immobilisation des AMPs
sur des surfaces afin de conserver leur efficacité anti-microbienne tout en limitant leur
désavantage représente donc une piste prometteuse a explorer.

2.1.5. Avantages et défis de I'utilisation des AMPs comme revétement
Contrairement aux antibiotiques classiques qui nécessitent des cibles cellulaires

spécifiques, chaque AMP peut exercer des activités anti-microbiennes multiples, ce qui
entraine un faible potentiel de développer des résistances chez les bactéries.” En plus de
ces avantages, leur utilisation est efficace sur les biofilms résistants aux antibiotiques et
présente des effets positifs facilitant la reconstruction des plaies et le contrble de
I'inflammation.®? Finalement, les mécanismes d’action des peptides polycationiques sont
souvent ciblés vers les membranes microbiennes chargées négativement, ce qui n’est pas
le cas des membranes des cellules de mammiferes et réduit donc leur potentiel de toxicité
pour certaines concentrations inhibitrices pour les bactéries.® De plus, les méthodes de
syntheses actuelles permettent d’explorer différentes modifications permettant
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d’optimiser la sélectivité des AMP aux pathogénes, et de réduire leur activité envers les
cellules de mammiferes, comme avec I'utilisation d’isoméres D et de lysine.*!

Cependant, bien que les mécanismes d’action des peptides soient connus dans les grandes
lignes, un grand nombre de mécanismes ne sont pas encore entiérement élucidés, leur
efficacité contre les micro-organismes dépend d’'un grand nombre de facteurs et celle-ci
est majoritairement établie quand les peptides sont en solution. Bien que I'immobilisation
de peptides a la surface soit un moyen de limiter leurs désavantages, il est important
d’avoir conscience de I'impact des méthodes d’'immobilisation sur I'efficacité des AMP. En
particulier, les mécanismes d’action des AMPs nécessitent leur insertion dans les
membranes microbiennes et parfois leur migration au sein de celle-ci. Le greffage des
peptides sur une surface peut donc empécher ces mécanismes et le choix de la méthode
d’accroche a un impact majeur sur la conservation de leur efficacité. De plus, il a été
démontré que dans certains cas, la densité surfacique de peptides en contact avec la paroi
bactérienne doit atteindre un seuil pour avoir une efficacité suffisante.® Les conditions
de greffages sur surfaces influencant la densité possible des AMPs, cet aspect doit donc
étre pris en considération.

Charge

Mouillabilité Recouvrement

AMP ~

T
A d
JY

/.J Agents bioactifs

S
$ ?ggﬁgm Paramétres d’accroche

Figure 13 — Les différents facteurs pouvant influencer les propriétés anti-bactériennes d’une surface : focus sur les
paramétres relatifs & la fonctionnalisation de surface.
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2.2. Sélection des AMPs étudiés

2.2.1. Critéres de sélection des peptides d’intérét
Dans le contexte du développement de surfaces anti-microbiennes fonctionnalisées,
la sélection de peptides doit étre guidée par différents criteres.

Premiérement, dans notre cas, I'étude fondamentale des paramétres d'immobilisation des
AMPs nécessite une connaissance des mécanismes d'action du peptide étudié. Comme il
a été établi dans la premiére partie de ce chapitre, les mécanismes d’action des AMPs sont
nombreux etencore trés peu élucidés. Afin de mieux comprendre et mettre en perspective
les résultats de l'efficacité anti-microbienne des AMPs greffés aux surfaces, il était
important de choisir des AMPs dont le mécanisme est connu. Concernant les autres
critéres, les bases de données mentionnées préecédemment ont permis de rechercher et
d'identifier des peptides pertinents pour notre étude.

Un deuxiéme critére déterminant pour la sélection des AMPs est leur efficacité a large
spectre. Bien que les AMPs soient généralement efficaces contre différents micro-
organismes, cela ne s'applique pas a tous les AMPs. Il est donc intéressant de pouvoir
sélectionner des peptides efficaces contre de nombreuses especes de bactéries, mais aussi
contre différents organismes comme les champignons ou les virus.

De plus, les études évaluant I'efficacité des AMPs sont souvent menées en solution plutét
que lorsqu'ils sont immobilisés sur une surface. Bien qu'il soit envisageable d’effectuer
une recherche d'activité anti-bactériennes pour de nombreux AMPs, I'étude d'’AMPs ayant
déja démontré une efficacité apres immobilisation a été privilégiée par souci de
simplification de cette partie du projet.

Afin de faciliter la synthése des peptides, un autre critére de sélection est la longueur de
la séquence des AMP. Des peptides relativement courts (<50 acides aminés) et linéaires
sont privilégiés par souci de simplicité pour la synthése chimique. En effet, certaines
séquences trop complexes sont difficilement synthétisables pas SPPS et certaines
séquences d’intérét considérées pour ce projet ont été impossible a produire ou a purifier.
C’est le cas notamment de la Gramicidine, qui est trop hydrophobe. Le choix des
séquences étudiées a donc été aussi conditionné par la faisabilité et I'accessibilité de la
synthése.

De plus, I'absence de cystéine dans la chaine principale est nécessaire afin de ne pas
induire de greffage aléatoire (le choix de ce critére est justifié en partie 1.3.1.).

Concernant labio-compatibilité des AMPs, choisir des peptides uniquement naturels dans
un premier temps a semblé plus pertinent, car ils induisent souvent moins de risques de
cytotoxicité. Cependant, sélectionner des AMPs dont I'absence totale de cytotoxicité a été
prouvée réduit drastiquement la liste de candidats, ce critére est donc considéré comme
moins important. De plus, comme pour I'efficacité, la toxicité des AMPs est la plupart du
temps établi en solution et pour de trés fortes concentrations. Permettre de
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potentiellement observer des différences de toxicité quand les AMPs sont immobilisés
peut donc étre un sous-objectif du projet. De la méme maniére, I'absence totale de
résistance n’est pas un critére majeur pour cette étude.

Aprés une veille bibliographique des AMPs pertinents et respectant les critéres de
sélections, une liste réduite des peptides d'intérét a été établie (voir Annexe B). Parmi les
candidats, un premier ensemble de deux peptides ainsi qu'un contrfle ont été
sélectionnés et sont présentés dans les sections suivantes.

2.2.2. Cathélicidine humaine ou LL-37
Les cathélicidines sont une des deux sous-familles d’AMPs présents chez les

mammiferes, la deuxiéme étant les défensines. Une seule classe a été identifiée chez
I’'Homme dans cette sous-famille, nommée LL-37, dont les principales caractéristiques
sont illustrées en Figure 14. Ce peptide est produit par les cellules telles que les
neutrophiles et les cellules épithéliales. Il peut moduler la réponse immunitaire en
recrutant les cellules compétentes sur les sites d'infection et favoriser la libération de
cytokines inflammatoires.®!

La cathélicidine humaine LL-37 est un des peptides anti-biofilm les plus étudiés; plus de
2400 publications scientifiques lui ont été dédiées depuis 1996 selon PubMed. En plus de
son action directe sur les membranes microbiennes, il a été démontré que cet AMP est
aussi capable d'affecter le systéme de signalisation des cellules bactériennes. Ce peptide
peut notamment inhiber la formation du biofilm, tel que celui de P. aeruginosa, a une
concentration aussi faible que 0,5 ug/mL.8"%°

CARTE D’IDENTIFICATION

NOM : Cathélicidine humaine / LL-37 / hCAP-18

SLelV]Ne = T Y ToTF Lr IRYK IS TkTe Tkl TG Ik TeTe Tk IR LI IvIalR Y [kIDTFTL IRINY LIVIPTRIT E S
LONGUEUR : 37 acides aminés

ORIGINE : Homo sapiens

MASSE MOLECULAIRE : 4493 g/mol

CHARGE NETTE : +6

RESIDUS HYDROHPOBES : 35%

STRUCTURE 3D: hélice-a

GROUPES CIBLES : Gram+, Gram-, virus, cancer, champignon, biofilm
OBJECT CIBLE : Bicouche lipidique, réplication virale

MECANISME D’ACTION: Modéle du tapis puis detergent-like
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Figure 14 - Caractéristiques et propriétés physico-chimiques de la cathélicidine humaine LL-37. Données tirées de
APD3, DBAASP et PubChem.”07%90
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Son mécanisme d’action a été longuement étudié et il est maintenant établi que cet AMP
suitun modele de tapis a basse densité en surface de la cellule, puis une action de
disruption de lamembrane similaire a celle d’'un détergent a plus haute densité.®* Une fois
la membrane déstabilisée, le peptide LL-37 peut se transloquer dans la bactérie, ou il
interfere avec des cibles internes telles que I'ADN et nuit a des processus tels que la
transcription. Les peptides recouvrent dans un premier temps la surface et s’associe 2 par
2 de maniére anti-paralléle puis finissent par former des tétraméres. Ce peptide nécessite
une association d’au moins 4 peptides afin d’étre fonctionnel.*?

Le peptide LL-37 posséde de nombreuses autres propriétés intracellulaires. Il est par
exemple connu pour stimuler la différenciation des cellules dendritiques et des cellules
osseuses.” Malgré son potentiel évident, cet AMP n‘est toujours pas approuvé comme
agent thérapeutique. En cause, des effets cytotoxiques ont été démontrés en solution,
ainsi que la possible apparition de résistances chez certaines bactéries.®* Ce peptide
faisant partie de notre systéeme de défense naturel, une mauvaise utilisation risquerait de
compromettre les barrieres et mécanismes de protection de corps humain, et il est donc
nécessaire de pousser son étude et lacompréhension de son fonctionnement.

Concernant l'effet anti-bactérien de LL-37 greffé sur une surface, un certain nombre
d’études ont démontré une activité anti-bactérienne sur différentes espéces au travers de
différentes méthodes d’immobilisation. L'immobilisation du peptide KR-12, dérivé du LL-
37, sur des surfaces en titane avec un espaceur PEG a démontré une augmentation de
I'efficacité anti-bactérienne de la surface et une réduction de I'adhésion et de la formation
de biofilms aprés 6 heures d’incubation avec Staphylococcus epidermidis.®® De méme, son
immobilisation sur du polyétheréthercétone (PEEK) a démontré une bonne efficacité anti-
bactérienne contre la méme espéce tout en améliorant I'adhésion, la prolifération et la
différenciation ostéogénique des cellules de mammiferes et en promouvant
I'ostéointégration de la surface.®® L'immobilisation du peptide complet sur du titane a
aussi démontré une augmentation importante du nombre de cellules lysées contre
Escherichia coli lorsque celui-ci est immobilisé & I'aide d’'un espaceur PEG et n’a en
revanche démontré aucune activité lorsque le peptide est greffé sans espaceur ou de
maniére aléatoire et avec une orientation non-controlée.®®

2.2.3. Magainine |

La magainine-1, ainsi que son homologue a deux substitutions, la magainine-2, ont été
découvertes en 1987 par Zasloff.®® Cette découverte a eu lieu lors d'expériences sur des
grenouilles africaines Xenopus laevis, ou il a été observé que celles-ci présentaient des
capacités de cicatrisation exceptionnelles et étaient rarement sujettes a des infections. Ces
peptides, constitués de 23 acides aminés, dont le nom dérive du mot hébreu "bouclier”,
démontrent une activité contre un large éventail de micro-organismes, en particulier les
bactéries a Gram positif.
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Les magainines présentent une structure 3D étendue dans certaines conditions, mais
forment une hélice-a au contact des membranes microbiennes. Leur mécanisme d’action
anti-microbien est basé sur leur interaction avec les lipides des membranes cellulaires et
elles sont capables de perforer les cellules par formation de pores toroidaux, stables grace
a des oligomeéres composés de quatre a sept peptides auto-assemblés parallelement et
insérés perpendiculairement dans la bicouche de la membrane.?” Un effet anti-adhésif sur
les bactéries a de plus été observé, di a la présence d'un groupe amine protoné a
I'extrémité du peptide, les fonctions cationiques étant connues pour avoir des propriétés
répulsives contre les bactéries.” Concernant la cytotoxicité de la Magainine-1, aucun effet
négatif contre les cellules de mammiféeres n'a été clairement établi, au moins a faible
concentration.®

CARTE D’IDENTIFICATION

NOM : Magainine-1

séquence: 0000000000060 0060000000

LONGUEUR : 23 acides aminés

ORIGINE : Xenopus laevis (Xénope lisse) - Amphibien
MASSE MOLECULAIRE : 2409.8 g/mol

CHARGE NETTE : +3

RESIDUS HYDROHPOBES : 43%

STRUCTURE 3D: Etendue
GROUPES CIBLES : Gram+, Gram-, champignon

OBJECT CIBLE : Bicouche lipidique

K MECANISME D’ACTION: Pore toroidal (4-7 monomeéres) /
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Figure 15 — Caractéristiques et propriétés physico-chimiques de la Magainine-1. Données tirées de APD3, DBAASP
et PubChem, 70710

La magainine-1 a démontré une efficacité anti-bactérienne, méme une fois greffée
chimiquement sur des brosses en polymeére contre différentes espéces Gram-positives
(Listeria ivanovii, Enterococcus faecalis et Staphylococcus aureus). De plus, la Magainine-1 a
démontré un pouvoir bactériostatique, méme en étant immobilisée grace & un espaceur
court de 2 a 6 atomes de carbone. %1%
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2.3. Fonctionnalisation de la surface par des AMPs

2.3.1. Choix du substrat et de la méthode d’'immobilisation
Dans ce projet, le choix du substrat n’a pas été imposé par une application précise, cette

étude se voulant plus fondamentale qu’applicative. Une large gamme de matériaux
pouvait donc étre considérée, les plus communs dans la création de surfaces anti-
microbienne étant le silicium ou le dioxyde de silicium, le titane ou le dioxyde de titane,
le fer, I'argent, I'or ou certains polyméres. Le choix de la méthode de fonctionnalisation
de surface par des AMPs est étroitement lié au substrat considéré. Parmi les objectifs de
cette these, la parallélisation des expériences de caractérisation pour différents peptides
est cruciale, une surface de plusieurs cm? accessible en grande quantité était donc
nécessaire. De plus, afin de ne pas occulter I'effet de la fonctionnalisation, il estimportant
de considérer des matériaux n’ayant pas de propriétés anti-microbiennes intrinseques,
comme l'argent par exemple. L'utilisation de matériaux bio-compatibles permet
finalement de garder en considération les potentielles applications des surfaces
développées.

L'immobilisation des AMPs peut étre effectuée selon différentes approches. Parmi celles-
ci les plus fréquentes sont les méthodes physiques d’adsorption, telles que le
recouvrement couche par couche, et les fonctionnalisations chimiques par liaisons
covalentes ou quasi covalentes, comme la chimie CLICK et I'utilisation de monocouches
auto-assemblées (Self-Assembled Monolayer en anglais, ou SAM).85% Les méthodes
d’adsorption physiques sont basées sur des liaisons faibles (non covalentes) qui ne
permettent pas d'assurer la stabilité de la fonctionnalisation, ce qui peut entrainer un
relargage des AMPs et une dégradation de la fonctionnalisation sur le long terme. Les
approches d’immobilisation chimiques en revanche sont particulierement intéressantes
pour le revétement des surfaces, car elles conferent une grande stabilité aux liaisons
surface/AMPs, limitent leur relargage et permettent méme d’accroitre leur activité anti-
microbienne.®

En prenant en considération les différents critéres de durabilité, accessibilité et
compatibilité avec les expériences, un substrat en verre recouvert d'une couche
d’accroche en titane de quelques nanometres puis d’'une couche d’or de 30 nm, couplé a
une fonctionnalisation par auto-assemblage sur thiols s’est imposé comme étant une
solution pour ce projet. Cette combinaison substrat/fonctionnalisation présente de
nombreux avantages. Premiérement, I'affinité trés forte de I'atome de souffre pour les
métaux nobles permet aux espéces thiolées de se lier trés fortement (50— 100 kJ/mol) avec
I'or, permettant I'auto-assemblage des peptides sur la surface.**1%? Grace aux méthodes
de synthése des AMPs telle que la SPPS (décrite en section 1.3.1.), I'insertion contrélée
d’un acide aminé contenant un atome de souffre au bout d’une chaine latérale, permet de
pouvoir ajouter facilement un ancrage aux peptides. De plus, il est par exemple possible
de choisir I'orientation d’accroche des peptides par leur extrémité C-ter ou N-ter en
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fonction de la position d’incorporation de I'élément dans la chaine. Le protocole
d’accroche est aussi largement simplifié, I'auto-assemblage en SAM des peptides thiolés
étant réalisable en une unique étape : les séquences peptidiques en solution dans un
tampon sont déposées directement sur le substrat puis incubées plusieurs heures durant
lesquelles I'immobilisation et 'auto-organisation des AMPs a lieu. Cette approche permet
aussi une flexibilité de la fonctionnalisation, car elle permet d’effectuer des co-
dépositions simplement en réalisant des co-mélanges avec d’autres espéces thiolées,
comme d’autres peptides ou des PEG par exemple. Finalement, cette approche est
largement employée par de nombreuses équipes de recherche depuis plusieurs années,
notamment au sein du laboratoire SyMMES.1%31%4 | es caractéristiques de cette méthode
sont donc bien connues et caractérisées, et il a notamment été démontré que l'activité de
certains peptides greffés a I'aide de thiols pouvaient durablement conserver leur efficacité
jusqu'a six mois apres leur premiere utilisation.**

Au travers d’une participation au projet « MATISS » (Microbial Aerosol Tethering on
innovative surfaces in the International Space Station) et a la fabrication d’échantillons
pour le projet, d’autres types de fonctionnalisations ont été envisagées durant la these. Ce
projet étudie les propriétés anti-bactériennes de matériaux dans I'espace et a pour objectif
de permettre de mieux comprendre les mécanismes d’adhésion des biofilms dans I'ISS. Ce
projet est issu d’une coopération entre I'agence spatiale francaise CNES, I'ENS de Lyon, le
CEA Tech - LETI et l'entreprise de construction Saint-Gobain. Au travers d’une
collaboration avec le CEA-LETI, des surfaces en quartz ont été fonctionnalisées avec le
peptide LL-37. Un protocole de fonctionnalisation adapté a ce type de substrat et aux
séquences peptidiques thiolés a donc été développé, utilisant une silanisation avec le (3-
AminopropyDtriéthoxysilane  (APTES) ainsi qu’'une réticulation par N,N-
diméthylformamide (DMF) et N-succinimidyl-3-maléimidopropionate (SMP).

Figure 16 — Photographie d’une lamelle de quartz fonctionnalisée avec I’AMP LL-37 dans le cadre du projet MATISS.

Ce protocole a finalement été mis en place afin de produire des échantillons, en partant de
solutions peptidiques de fonctionnalisation de concentrations 10, 50 et 100 uM. Deux
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séries d’expériences sont menées en parallele, avec des tests de contamination sur 8 et 16
mois a bord de I'ISS. Les échantillons réalisés sont partis rejoindre I'lISS le 5 juin 2023 a
bord d’'une fusée Falcon 9 de SpaceX et les résultats de ces expériences devraient pouvoir
étre disponibles en 2025.

2.3.2. Syntheése des peptides
Les AMPs synthétisés ont éte fabriqués a facon par différentes sociétés ou laboratoires

spécialisés dans la synthese et l'analyse des peptides. Ceux-ci utilisent la synthése
peptidigue en phase solide (SPPS) pour la production de séquences peptidiques. La SPPS
est une méthode de synthése séquentielle, permettant la création de peptides sur un
support fixe, souvent un polymere insoluble.

Son principe réactionnel estillustré en Figure 17 : la SPPS met en ceuvre des acides aminés
protégés ajoutés successivement a la chaine, du C-terminal au N-terminal, via un cycle
comprenant des étapes de dé-protection, de lavage et de couplage. Initialement, le
premier acide aminé est attaché a un support via une liaison covalente. Le groupe aminé
du résidu fixé est ensuite déprotégé afin de le rendre réactif pour I'étape de couplage
suivante. Un nouvel acide aminé protégé est couplé au groupe aminé déprotégé,
prolongeant ainsi la chaine peptidique et finalement, les réactifs et sous-produits n’ayant
pas réagi sont éliminés par lavage.
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Figure 17 - Syntheése peptidique sur support solide (SPPS). Fmoc : fluorénylméthoxycarbonyle. Reproduit depuis la
thése de Pardoux, E.**®

L'automatisation et les améliorations de la SPPS ces derniéres années ont rendu les
peptides synthétiques plus accessibles pour diverses applications scientifiques et
industrielles, notamment grace a I'ajout d’espaceurs ou d’autres acides aminés au sein de
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la chaine. Cette approche possede un bon rendement grace a I’élimination des espéces
n'ayant pas réagi a chaque étape, avec peu de perte de produit final. Cependant, son
utilisation pour certaines séquences particuliéres est parfois laborieuse.'% Les séquences
trop longues ou trop hydrophobes, par exemple, sont difficiles a synthétiser et a purifier.

2.3.3. Sélection des séquences controles
Afin de tester I'activité anti-microbienne des AMPs, des séquences peptidiques

servant de contréle négatif sont nécessaires afin de déterminer si les propriétés observées
sont spécifiques aux AMPs utilisés, ou sont juste issues de la fonctionnalisation de la
surface. Pour cela, il peut étre intéressant de comparer leur activité a celle de peptide
possédant des caractéristiques peut avantageuse pour l'interaction avec les bactéries,
telles qu’une charge nette neutre ou anionique, une séquence trés courte ou composeée
d’acides aminés ne présentant pas d’activité significative.

Dans de précédents projets, la leucocine A24, un segment de la bactériocine leucocine A
possédant un caractére bactéricide réduit, a été utilisé pour immobiliser des bactéries. En
plus d’avoir une faible activité anti-bactérienne et une séquence de longueur similaire a
la magainine, ce peptide présente une charge nette neutre, ce qui en fait un bon candidat
en tant que contréle. La version randomisée de ce peptide a donc été utilisée comme
contréle pour des sondes a AMPs afin de conserver la méme charge nette tout en
défavorisant sa structure secondaire.'® Cette séquence peptidique adonc été utilisée dans
ce projet comme contréle négatif de I'activité anti-bactérienne et une partie des
expériences a été réalisée avec elle. Cependant, les résultats ont montré une activité anti-
bactérienne non nulle et la validité du peptide contréle a été remis en question et a mené
a le supprimer des expériences. Les liens entre mécanismes d’action et séquence
peptidigue sont trés complexes et la redistribution randomisée des mémes acides aminés
peut ne pas suffire a supprimer I'activité anti-bactérienne d’un peptide. Finalement, une
charge nette neutre n’implique pas I'absence d’acides aminés chargés cationiqguement
dans la séguence et pouvant interagir avec les bactéries.

En revanche, il a été clairement établi dans la littérature que les charges cationiques des
chaines latérales des peptides ont un impact déterminant sur leur activité anti-
bactérienne, car elles permettent leur interaction avec les membranes.’?” Il a donc été
choisi comme nouveaux contrbles de partir de la séquence de la Magainine | et de
substituer les acides aminés positifs tels que la lysine par des acides aminés négatifs
comme l'acide glutamique afin d’annuler son activité. De nouveaux peptides controles
négatifs ont donc été synthétisés par I'’équipe de Didier Boturyn au Département de
Chimie moléculaire de I'UGA et sont résumés dans le Tableau 4. Un contréle de la
propriété anti-adhésive a aussi été ajouté avec une fonctionnalisation d’'une zone avec des
PEG de 800 Da thiolés, connus pour étre hydrophiles et anti-adhésifs.
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2.3.4. Parameétres d'immobilisation
Le choix des paramétres d'immobilisation des séquences sélectionnées a un

impact crucial sur I'efficacité des AMPs greffés.’®® Afin d’essayer d’optimiser les
conditions d’'immobilisation des peptides pour leur permettre de conserver leur activité
anti-microbienne, une série de parametres expérimentaux ont été explorés.

2.3.4.1. Espaceurs
L’ajout d’'un espaceur a la fin de la chaine peptidique permet de conditionner

I’'action des AMPs en surface. Dans la littérature, un certain nombre d’études a démontré
que I'activité bactéricide de peptides comme le LL-37 et la Nisine pouvait entiérement
disparaitre si aucun espaceur n’était utilisé entre le peptide et la surface.®®® Des espaceurs
courts et peu flexible permettent d’'immobiliser les AMPs en limitant leur action anti-
microbienne, ce qui peut étre avantageux pour certaines applications comme I'utilisation
d’AMPs comme sondes dans la détection de bactéries.'® Dans notre cas, I'espaceur ne doit
pas limiter I'activité des peptides. Il doit donc étre suffisamment flexible pour permettre
aux peptides d’interagir les uns avec les autres et suffisamment long pour permettre aux
peptides de s’insérer dans les membranes microbiennes. Il a été démontré que ce
paramétre est parfois plus déterminant encore pour l'activité des AMPs que la
concentration en surface.*®

L'utilisation de PEG comme espaceur est une pratique courante, car ce polymere
correspond aux exigences de longueur, de flexibilité et de biocompatibilité. De surcroit,
celui-ci est connu pour avoir un effet anti-adhésif quand utilisé seul sur des surfaces. Afin
de ne pas affecter I'activité des peptides, un espaceur n’ayant pas d’activité connue est
préférable. Parmi le catalogue d’espaceurs proposé par les entreprises de synthése
peptidique, comme SB-PEPTIDE ou Proteomic Solutions, l'utilisation de p-alanine (voir
Figure 18) asemblé pertinente par sa simplicité d’insertion dans la synthése, sa versatilite,
sa biocompatibilité et son absence d’activite.

Béta-alanine L-alanine
0 0]
H,N OH OH
NH,

Figure 18 — Structure de la chaine des deux isomeres de I’acide aminé alanine.

La B-alanine est un isomere de I'acide aminé naturel de la L-alanine (ou simplement
alanine) avec son groupement amine en position B par rapport au groupe carboxyle.
L'ajout de cet acide aminé a une chaine peptidique permet de rallonger celle-ci de
4 liaisons atomiques (contre 3 pour la L-alanine). L’utilisation d’une série plus ou moins
longue de B-alanine permet de moduler la longueur de I'espaceur et est tres facilement
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mise en place durant la SPPS. Bien qu’il ait été démontré qu’une chaine longue soit plus
flexible et permette au peptide de mieux interagir avec les membranes, un lien trop grand
peut amener a une réduction de la densité de surface des peptides.!'° Afin de conférer aux
AMPs différents degrés de liberté, deux espaceurs plus ou moins longs constitués d’'une
série de B-alanines ont été utilisés. Bien que I’espaceur le plus court soit formé d’une
séquence de seulement trois B-alanines, la longueur de cet espaceur est de 12 liaisons
atomiques, la ou un effet anti-bactérien a pu étre observé chez les magainines pour des
espaceurs inférieurs & 10 liaisons atomiques.®® L’espaceur le plus long est quant a lui
composé d’'une séquence de 10 (-alanines, soit une longueur de 40 liaisons atomiques.
Pour chaque séquence, I'espaceur est indiqué dans le Tableau 4.

2.3.4.2. Orientation du peptide immobilisé
Le sens d'immobilisation des peptides sur une surface (par leur C-ter ou leur N-ter)

a aussi été déemontré comme ayant un impact capital sur leur activité. Les AMPs sont
souvent constitués de différents segments actifs d’acides aminés. La lactoferrine humaine
(hLF), par exemple, contient un domaine cationique N-terminal essentiel a I'activité anti-
bactérienne.” Certains sens d’immobilisation peuvent donc complétement annuler
I'activité des AMPs en rendant leurs sites d’interaction inaccessibles ou induisant des
changements de conformation.*'® Dans une étude par Gabriel et al, I'immobilisation
aléatoire de LL-37 en surface s’est conclue en une baisse de l'activité la ou
I'immobilisation de peptide a partir de son N-ter a permis de restaurer ses propriétés anti-
microbiennes.®

Ancrage en N-terminal Ancrage en C-terminal
3-MPA Cystéine
O O
HS/\)J\OH HS/\‘)J\OH
NH,

Figure 19 — Molécules utilisées pour immobiliser les AMPs selon une orientation préférentielle. 3-MPA: acide 3-
mercaptopropionique.

Afin de caractériser l'activité anti-bactérienne des AMPs en fonction des deux
orientations d’immobilisation sur la surface dorée, les séquences peptidiques ont été
synthétisées en insérant une cystéine en début de chaine ou un acide 3-
mercaptopropionique (3-MPA) en fin de chaine (voir Figure 19). Ces éléments sont ajoutés
durant la SPPS aprés avoir rallongé le peptide avec la séquence de I'espaceur. Pour chaque
séquence, I'ancrage utilisé et I'orientation du peptide sont résumés dans le Tableau 4.

2.3.4.3. Solubilisation des peptides
Afin de procéder a lafonctionnalisation des surfaces, les AMPs synthétisés doivent

étre solubilisés. La solubilité des AMPs dans différents solvants dépend directement de la
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composition en acide aminés de la chaine peptidique et de I'’espaceur. Il est notamment
possible de prédire la solubilité d’'un peptide en se basant sur sa séquence.

Les peptides trés courts (moins de cing résidus), sont généralement trés solubles dans
I'eau ou dans un tampon aqueux. Il faut cependant vérifier I'absence d'acides aminés
hydrophobes (comme W, L, I, F, M, V, Y) dans lachaine. Siun trop grand nombre de résidus
hydrophobes sont présents (> 50%) alors I'utilisation de solvants organiques comme le
diméthylsulfoxyde (DMSO), le DMF ou I'acétonitrile est préconisée. Le DMSO est souvent
le plus utilisé, étant un solvant organique idéal pour les applications biologiques en raison
de sa faible toxicité. Par conséquent, avant de choisir un solvant et de dissoudre le peptide
il est important de connaitre le contenu en résidus hydrophobes des séquences a
solubiliser et de calculer la charge nette du peptide pour déterminer le caractére acide,
basique ou neutre du peptide en utilisant les regles suivantes :

Attribuer une valeur de -1 a chaque résidu acide : D, E, et COOH C-terminal.
Attribuer une valeur de +1 a chaque résidu basique : K, R et le NHz N-terminal.
Attribuer une valeur de +1 a chaque résidu H a pH<6 et zéro a pH >6.

Compter le nombre total de charges du peptide apH 7 (D, E, K, R, COOH C-terminal
et NHz C-terminal).

Longueur de la
chaine

Moins de 6 AA Plus de 6 AA

Dissoudre dans ]
Charge el peptlde

Charge <0
Peptide acide

Charge =0 Charge >0
Peptide neutre Peptide basique

Peptide Peptide non-
hydrophobe hydrophobe

> 25% de résidus < 25% de résidus Peptide Peptide non-
chargés chargés hydrophobe hydrophobe

Eau ou tampon . Solution acide + . .
Solvant organique . Solution acide
aqueux solvant organique

Solution basique + : .
! Solution basique
solvant organique

Figure 20 — Recommandations pour la sélection des solvants pour la solubilisation des peptides. Traduit depuis la
page web « Peptide solubility guidelines » de Sh Peptide.

Pour chaque séquence, le solvant approprié est déterminé a I'aide du raisonnement
illustré en Figure 20. L'utilisation d’ultrasons pendant quelques secondes peut aider a la
dissolution des peptides. Des AMPs correctement solubilisés doivent donner une solution
transparente et sans particule. Les solvants finalement utilisés pour chaque peptide sont
résumes dans la derniére colonne du Tableau 4.

64



CHAPITRE 2 « FONCTIONNALISATION AVEC DES PEPTIDES ANTI-MICROBIENS

2.3.4.4. Concentrations des solutions pepftidiques
Afin de permettre l'auto-assemblage des peptides sur l'or, le choix de la

concentration des solutions peptidiques est capital. En effet, il a été démontré que la
densité d’AMP greffés est directement corrélée aux concentrations utilisées durant les
SAMs.*!* Comme discuté précédemment, optimiser la quantité de peptides immobilisés
permet de ne pas entraver leurs mécanismes d’actions et donc de conserver leur efficacité
anti-bactérienne au maximum. Dans une étude de 2018, une corrélation positive a été
démontrée entre des concentrations de PEG thiolés de 0.05 a 1 mM et la densité de
greffage des SAMs. Selon les concentrations, les densités obtenues s’étendent de 0,6 a
1,5 chaine/nm?. Dans la littérature, les concentrations de peptides utilisées varient de
quelques pM a plusieurs mM selon les applications et les densités de greffage de 0.01 a
5 chaines/nm? 112114

Dans des projets précédents, comme durant la thése d’Eric Pardoux au sein de I'équipe
CREAB du SyMMES et le post-doctorat d’Agnés Roux, I'impact de la concentration
peptidigue pour l'auto-assemblage de sondes sur or a été exploré. Une concentration
optimale de 100 pM, a notamment été établie et utilisée efficacement pour
fonctionnaliser les surfaces.’® La densité des peptides greffés associée a cette
concentration a aussi été déterminée par spectrométrie photoélectronique X (XPS). Parmi
les peptides immobilisés étudiés, la densité de la magainine-1 avec un espaceur de 3 3-
alanines a été quantifiée. Les résultats ont permis de mettre en lumiére une densité de
greffage des peptides entre 1,5 et 2 molécules/nm?, ainsi que des distances inter-peptides
inférieures & 9 A, ce qui illustre la capacité des peptides greffés par SAMs de thiols &
tapisser de maniére trés dense la surface fonctionnalisée.'

En utilisant une densité de greffage théorique de 1,5 peptide/nm? et la concentration
standard de 100 uM, il est possible de calculer le pourcentage de peptides présents dans la
solution nécessaires pour fonctionnaliser uniformément un échantillon :

N . N L. = X S, N
%greffé — AMP greffés x 100 et{ AMP greffés pgreffage échantillon

NamP en sotution [amp en sotution = Na X Vsorution X Csolution

Avec N la quantité de peptides greffés ou en solution, la superficie de I'’échantillon
Sechantilion, 1@ nombre d’Avogadro N, = 6,022 140 857 x 10** mol™*, la densité de
greffage pgrefrage, 1€ volume de solution peptidique Vs, 110, €t Sa concentration Cooytion -

Pour un échantillon de 0.56 cm? a fonctionnaliser avec 30 L de solution peptidique, on
obtient donc un total d’'immobilisation de 4.7% de peptides présents dans la solution.
L'utilisation d’une concentration de 100 uM est donc amplement suffisante pour
permettre aux SAMs de se former correctement pour notre étude. La formation de SAMs
avec d’autres concentrations a été utilisée pour le projet MATISS, cependant I’étude des
paramétres de fonctionnalisation s’est principalement concentrée sur I'impact de
I'orientation des peptides et de la longueur de I’espaceur.
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2.3.4.5. Conditions d'auto-assemblage

Avant de procéder a l'auto-assemblage des peptides sur or, une étape clef du
protocole de fonctionnalisation est le nettoyage de la surface par plasma. L'utilisation
d’un plasma oxygéne/argon permet entre autres d’éliminer les résidus de contamination
organique qui pourrait nuire a la formation uniforme des SAMs. Cette étape permet aussi
d’augmenter I'adhésion des thiols, car les forces nécessaires a la rupture des liaisons entre
le sulfure et I'or sont plus importantes quand I'or est oxydé.'°! Ce nettoyage s’accompagne
de l'augmentation de la réactivité de la surface, de sa mouillabilité mais aussi de sa
rugosité. Un protocole de nettoyage optimisé pour la fonctionnalisation de SAMs
peptidiques peut é&tre trouvé en Annexe H2, basé sur celui développé par Eric Pardoux
pendant sa these.

En ce qui concerne I'étape d’auto-assemblage en elle-méme, I'utilisation de surface de
plusieurs dizaines de mm? a mené a I'exploration de diverses méthodes pour
fonctionnaliser uniformément les échantillons. Initialement, des essais ont été réalisés
avec deux méthodes de fonctionnalisation. La premiére consiste en un dép6t d’'une goutte
de solution peptidique suffisamment grande pour recouvrir toute la surface de
I’échantillon, soit 10 pL pour une surface de 0.25 mm? (voir Figure 21B). Pour la seconde
méthode, une goutte de plus faible volume (soit 5 pL pour une surface de 0.25 mm?) est
déposée et son étalement sur la surface est uniformisé en la recouvrant d’'une lamelle de
verre (voir Figure 21A). Néanmoins, ces méthodes se sont avérées non optimales. Le dép6t
par goutte a abouti a une fonctionnalisation non-uniforme, la goutte ne s’étalant pas sur
I'intégralité de la surface, et cela malgré I'augmentation de la mouillabilité de la surface
grace au plasma, diminuant son angle de contact de 70° a environ 30°. D'autre part, bien
gue le dépbt mettant en ceuvre les lamelles présente les avantages d’utiliser une moins
grande quantité de peptides et d’uniformiser le dépot, sa fragilité a été un obstacle.

Figure 21 — Illustration des différentes méthodes de dépot des peptides en solution sur différentes surfaces dorées. A :
dépot avec lamelle de verre, indiquée par les pointillés, sur un échantillon de 0.25 cm?. B : dép6t par goutte sur un
échantillon de 0.25 cm?. C : dépét en utilisant les chambres 1bidi® 12-wells de 12 puits de 0.56 cm?2.1°
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Par conséquent, dans un souci de praticité et d'uniformité une autre solution a été
employée et le produit «12-wells chamber» d'lbidi® a été employé (voir Figure 21C).***En
plus d’étre biocompatibles, amovibles et auto-collantes sans employer d’adhésif, ces cuves
en silicones permettent d’obtenir des bioréacteurs indépendants, ou différentes
fonctionnalisations et bactéries peuvent étre étudiées en paralléle. Cette approche s'est
aussi avérée plus avantageuse, car elle minimise la perte de solution peptidique a
guelques microlitres, facilite I'identification des zones fonctionnalisées aprés le ringage,
et permet la récupération et la réutilisation de la solution en exces.

En résumé, deux AMPs ont été sélectionnés afin d’étudier I'impact des parameétres
d’immobilisation sur leur activité anti-microbienne. Afin de déterminer les meilleures
conditions d’accroches, I'immobilisation des AMPs selon les deux orientations est testée.
Finalement, afin d’étudier I'impact de la longueur de I’espaceur sur I'activité des peptides,
deux espaceurs seront testés pour le peptide Magainine-1. L’ensemble des séquences
utilisées et de leurs caractéristiques est résumé dans le Tableau 4 ci-dessous. Finalement,
un protocole de fonctionnalisation des surfaces dorées, illustré en Figure 22, a été
optimisé pour la fonctionnalisation multiplexée des différents peptides sur des
échantillons de plusieurs cm? et permet de pouvoir étudier simultanément et dans les
mémes conditions les propriétés anti-bactériennes des AMPs.

o NETTOYAGE SOLVANT e NETTOYAGE PLASMA
» Acétone 3 min a 80% 0.6mbar
* IPA 17h avant incubation
« Eau

5 minutes

avec ultrasons l l l \L

o AJOUT CUVE 12-PUITS o RINGAGE AMPs EN EXCES
Obtention d’un Obtention d’'un réseau
échantillon multiplexé de fonctionnalisations
A7 Référence Contréles
o
= X/‘i\“ms\m@&\\tﬁ &‘?/ % b
R

Figure 22 - Description des étapes principales du protocole de fonctionnalisation des échantillons avec des AMPs.
IPA: 2-propanol
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Tableau 4 - AMPs commandés et fournis par Genecust et Sb Peptides et le laboratoire DCM. Les tailles théoriques de
peptides sont estimées en utilisant I'approximation d’une longueur de 4.0 + 0.2 A par acide aminé.**¢

Masse
Nom Peptide Orientation Espaceur , . Taille Solvant
moléculaire
4809.65 16.4+8.2
LL37C LL-37 C-terminal 3 B-alanines Eau 100%
- g/mol nm

H-LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES(B-ala)(B-ala)(B-ala)C-OH

- . 4794.63 16.4+8.2
LL37N LL-37 N-terminal 3 B-alanines Eau 100%
g/mol nm

SHC3-(B-ala)(B-ala)(B-ala)LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES-OH

. . . 2726.57 10.8+5.4
M3C Magainine | C-terminal 3 B-alanines Eau 100%
g/mol nm

H-GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS B-ala) (8-ala) (B-ala)C-OH

- . . 2711.21 10.8+5.4
M3N Magaininel  N-terminal 3 B-alanines Eau 100%
g/mol nm

3-MPA*(B-ala)(B-ala)(B-ala) GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS-OH

. . . 3224.20 13.6+6.8
M10C Magainine | C-terminal 10 B-alanines Eau 100%
g/mol nm

NH2-GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS(B-ala)(B-ala)(B-ala)(B-ala)(B-ala) (B-ala) (B-ala)(B-
ala)(B-ala)(B-ala)C-OH
3208.75 13.6+6.8

M10N Magaininel N-terminal 10 B-alanines Eau 100%
g/mol nm

3-MPA*(B-ala)(B-ala)(B-ala)(B-ala)(B-ala)(B-ala)(B-ala)(B-ala)(B-ala)(B-ala)-
GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS-OH

Contrdle 10.8#5.4 PMSO 15%
C-M3C . C-terminal 3 B-alanines 2728 g/mol T Tween 15%
Magainine | n
PBS 70%

H-GIGEFLHSAGEFGEAFVGEIMES(B-ala) (B-ala) (B-ala)C-OH

. DMSO 15%
Contréle . . 10.845.4
C-M3N — N-terminal 3 B-alanines 2713 g/mol Tween 15%
Magainine | nm
PBS 70%

3-MPA*(B-ala)(B-ala) (B-ala) GIGEFLHSAGEFGEAFVGEIMES -OH

N DMSO 15%
Controle . . 13.6+6.8
C-M10C T C-terminal 10 B-alanines 3225 g/mol Tween 15%
Magainine | nm
PBS 70%

H-GIGEFLHSAGEFGEAFVGEIMES(B-ala)(B-ala)(B-ala) (B-ala)(B-ala)(B-ala) (B-ala)(B-ala)(B-
ala)(B-ala)C-OH

R DMSO 15%
Controle . . 13.6+6.8
C-M10N . N-terminal 10 3-alanines 3210 g/mol Tween 15%
Magainine | nm
PBS 70%

3-MPA*(B-ala)(B-ala)(B-ala) (B-ala)(B-ala)(B-ala) (B-ala)(B-ala)(B-ala)(B-ala)-
GIGEFLHSAGEFGEAFVGEIMES -OH

*3-MPA = acide 3-mercaptopropionique
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2.4. Caractérisation des propriétés physico-chimiques des surfaces
fonctionnalisées avec des AMPs

2.4.1. Difficultés d’obtenir des données quantitatives et qualitatives
De nombreuses techniques analytiques peuvent étre utilisées afin de caractériser

les peptides immobilisés en surface: microscopie a effet tunnel, spectroscopie
d'impédance électrique, la XPS, spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR),
spectroscopie dichroique circulaire (CD), etc. Ces méthodes permettent d’apporter des
informations cruciales sur la structure et la conformation des peptides. Cependant leur
faible sensibilité en surface et leur incapacité in situ limitent leur application pour étudier
les peptides en temps réel.*° Plus récemment, des techniques telles que la spectroscopie
vibrationnelle a somme de fréquence (SFG) ont été utilisées pour étudier les peptides aux
interfaces solide/liquide in situ et ont permis de déterminer les orientations et structures
secondaires de différents peptides.’'® D’autres techniques quantitatives ou semi-
quantitatives telles que les mesures par micro-balances a quartz (QCM) ou le marquage
fluorescent, permettent d’obtenir des données comme I'épaisseur des SAMs et la densité
de greffage des AMPs, mais celles-ci sont soit trop peu fiables, soit peu adaptées pour des
surfaces possédant plusieurs zones fonctionnalisées avec différents AMPs.

2.4.1.1. XPS
La densité de surface des peptides est un paramétre dépendant intrinsequement

du type de peptide étudié, de la méthode d’accroche ainsi que de I'espaceur utilisé et elle
peut étre difficilement contrdlable. Elle peut dépendre de la densité des groupes réactifs,
les conditions de couplage, de I'encombrement stérique, etc. Une relation linéaire entre la
densité de surface et I'efficacité des AMPs a pu étre démontrée dans certains cas, et des
concentrations trop basses de LL-37 peuvent méme supprimer leur activité.® Pouvoir
déterminer précisément ces densités est donc pertinent pour prendre du recul sur les
résultats de la quantification des propriétés anti-microbiennes des surfaces
fonctionnalisées et de mieux comprendre les mécanismes d’interactions avec les
membranes une fois greffés.

Comme évoqué précédemment, la XPS a pu étre utilisée dans des projets antérieurs pour
quantifier la densité de greffage des peptides sur or. Lors de la thése d’Eric Pardoux, les
expériences d’analyse en XPS ont été menées par Vincent Humblot, au Laboratoire de
réactivité de surface (Sorbonne Université, Paris). Cependant, cette méthode nécessite des
équipements spécifiques, une expertise et une connaissance approfondie en analyse des
spectres XPS. Les données quantitatives obtenues dépendent grandement des modéles de
fit utilisés et sont donc a considérer avec prudence. La XPS n’a donc pas été utilisée pour
quantifier la densité de surface des peptides.

2.4.1.2. Marquage radio-isotopique
L'une des premiéres méthodes historiques de détection moléculaire a été I'utilisation

de radio-isotopes et son utilisation a révolutionné la biochimie moderne.**’ Elle a pu étre
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utilisée au sein du SYMMES pour quantifier la densité d’aptaméres greffés sur des surfaces
d’or par SAMs en remplacant un atome de phosphore par un radio-isotope *P sur le
dernier nucléotide thymine des séquences testées.''8119 Des densités croissantes dans la
gamme de 1 & 8 pmol/cm? ont pu étre mesurées pour des solutions de dépdt possédant des
concentrations de 0,1 a 30 uM. De maniere similaire, le marquage isotopique est une
meéthode permettant de déterminer la densité de peptides en surface en les marquant avec
un isotope tel que le %1.1%° Ces approches sont parmi les plus précise pour quantifier
I'abondance des protéines et des peptides. Cependant, cette caractérisation nécessite des
équipements spécialisés peu disponibles et I'utilisation de molécules marquées par des
isotopes souléve des problémes de sécurité et de santé.

En résumé, les méthodes présentées précédemment permettent toutes d’apporter des
précisions quant au comportement des peptides greffés en surface. Cependant, les
objectifs du projet sont davantage d’assurer un suivi de la répétabilité du protocole de
fonctionnalisation que d’obtenir la réelle quantification de la densité de greffage. Une
approche plus empirigue, mais plus simple a donc été choisie a cet effet, a savoir lamesure
de I'angle de contact.

2.4.2. Mesure de I'énergie de surface
La mesure de I'angle de contact est une méthode empirique permettant de déterminer

la capacité d'un liquide a mouiller une surface. En fonction de I'angle mesuré entre la
surface horizontale et le point de contact de la goutte, il est possible de remonter a
I’énergie de surface du matériau étudié. Par convention, les surfaces dont I'angle de
contact avec l'eau est inférieur a 90° sont qualifiées d’hydrophiles, celles dont I'angle est
supérieur a 90° sont hydrophobes et finalement les surfaces pouvant atteindre des angles
de plus de 150° sont qualifiées de super-hydrophobes. Comme il a été établi
précédemment, la mouillabilité de la surface peut jouer un rdle essentiel dans I'adhésion
des micro-organismes. La mesure de I'angle de contact des SAMs peptidiques permet
d’avoir une estimation de cette énergie et de suivre son évolution en fonction des peptides
et de leurs parametres d’accroche. De plus, cette méthode peut étre mise en place
facilement et rapidement dans un protocole de routine de vérification de la
fonctionnalisation. Elle a donc été utilisée pour contrdler la fonctionnalisation des
différents peptides testés.

Les résultats de cette mesure qualitative, illustrés en Figure 23, démontrent une
augmentation de I’hydrophilie de la surface fonctionnalisée pour I'ensemble des AMPs en
comparaison de I'or plan, a I'exception de LL-37. Il est important de noter que les énergies
de surfaces des AMPs ayant la méme extrémité d’accroche (N ou C) suivent les mémes
tendances, indépendamment de I'espaceur. Ce résultat illustre bien la présence des
peptides en surface et impliquerait que l'auto-assemblage des peptides se fait sans
repliement ou «effondrement» de la séquence peptide+espaceur, méme pour les
espaceurs longs. Le co-mélange des peptides a 50% avec des PEG800 thiolés a démontré
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une réduction encore plus importante de I'angle de contact pour tous les peptides, a
I’exception de la magainine-1 immobilisée en C-ter.
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Figure 23 — Evolution de I'angle de contact pour les différences séquences peptidiques lors de I'auto-assemblage sur
surface d’or d’une solution a 100% constituée de peptides et lors d’'un co-mélange a 50% avec des PEG800 thiolés.
Les peptides CTRL3 et CTRL10 sont les controles négatifs anciennement utilisés pour le projet, la leucocine A24
aléatoire avec un espaceur 3 et 10 B-alanine. Les moyennes et barres d’erreurs sont issues de la mesure de 3 gouttes &
différents endroits de la surface.
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Figure 24 — Variabilité inter-expériences des fonctionnalisations peptidiques. Pour chaque série une nouvelle solution
estdiluée ala concentration finale de 100 uM a partir d’un aliquot conservé a -80°C et auto-assemblé sur un substrat
neuf, nettoyé au plasma. La mesure d’angle de contact est effectuée 18h aprés la fonctionnalisation et aprés ringage
de la surface d’or a I’éthanol. Les moyennes et barres d’erreurs sont issues de la mesure de 3 gouttes a différents
endroits de la surface d’or.
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Le suivi de I'évolution de I'énergie de surface de la fonctionnalisation au cours de
différentes expériences tant a confirmer Ila répétabilité du protocole de
fonctionnalisation. Les résultats illustrés dans la Figure 24 permettent d’établir une
gamme de variabilité restreinte de la mesure de I'angle de contact et de faire le suivi et
I'identification des problémes de greffage lors de la fonctionnalisation.

2.5. Conclusion du chapitre
Dans ce chapitre, les AMPs (AMP) ont été présentés comme une solution

prometteuse pour la création de surfaces anti-microbiennes. Leurs mécanismes variés et
I'influence de nombreux paramétres sur leur efficacité et leur durabilité en font des objets
d’étude complexes, dont notre connaissance doit étre approfondie.

Apres une revue intensive de la littérature, une liste restreinte des peptides pertinents
pour leur immobilisation sur des surfaces d’or modeles a été établie, et parmi celles-ci un
duo de peptide, la cathélicidine humaine LL-37 et la magainine-1, a été sélectionné pour
I’étude des parametres d’'immobilisation des AMP.

Une méthode d’immobilisation basée sur la formation de monocouches auto-assemblées
al’aide de thiols sur une surface en verre doré a été sélectionnée et mise en place. Labonne
fonctionnalisation des surfaces a été confirmée par mesure d’angle de contact et le suivi
de la variation de ce paramétre lors de différentes expériences a permis de confirmer la
répétabilité du protocole de fonctionnalisation.

En étudiant I'impact de la longueur de I'espaceur et de I'orientation du peptide sur leur
activité anti-microbienne au travers du développement d’'une méthodologie standard,
nous espérons pouvoir approfondir notre connaissance de leur mécanisme d’interaction
avec les membranes et examiner leur combinaison avec d’autres approches, comme la
nano-fabrication.
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CHAPITRE 3

LES SURFACES NANO-STRUCTUREES
BIO-INSPIREES

3.1. Surfaces nano-structurées : morphologies, propriétés,
fabrication et enjeux

3.1.1. Surfaces naturelles
Les étres vivants sont le produit de milliards d'années d'adaptation a leur

environnement. Chaque caractéristique, chaque comportement a été fagconné par
I'évolution pour maximiser leurs chances de survie. L’épiderme est la premiere barriére
de protection des étres-vivants contre les agressions extérieures, il est donc attendu de le
voir développer des mécanismes de défense. Chez les insectes par exemple, la pollution
de leurs ailes par des particules étrangeres peut nuire a leur fonctionnalité et donc a leur
survie. Chez de nombreuses espéces animales et végétales, I'épiderme présente des micro-
et nano-structures, qui leur confere différentes propriétés : surface super-hydrophobe,
super-hydrophile, auto-nettoyantes'??, anti-adhésives, anti-corrosives, anti-givre!?212,
auto-réparatrices, etc. Les surfaces pouvant posséder ces propriétés variées sont souvent
classifiées en deux types d’activité : biocide ou anti-salissure.

20 um

=% 500 nm

Figure 25 - Images MEB de micro- et nano-structures anti-microbiennes naturelles présentes chez différentes especes
animales et végétales a. Peau de requin, superhydrophobe!?* b. et f. Peau de gecko, superhydrophobe'? c. Pétale de
rose, superhydrophobe!? d. Feuille de lotus, superhydrophobe!? e. Feuille de riz, superhydrophobe'?® g. Aile de
libellule, superhydrophobe®” h. Ailes de cigales, hydrophile?®i. Ailes de cigales, hydrophobe®°. Images reproduites
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avec permission des éditeurs (*24125127128) oy en libre acces (*2°*2° https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
Recadrés a partir des originaux).

Ces surfaces présentent des morphologies diverses : piliers, fils, colonnes, pores, cénes,
spinules (petites épines molles) et pointes. Les nano-piliers sont largement les plus
étudiés, représentant environ 45% des études.'*® Cette structuration peut se retrouver a
I’échelle nanométrique (1 — 1000 nm) mais aussi micrométrique (1 — 30 um). Quelques
nano-structurations naturelles sont illustrées en Figure 25.

L’'une des études pionniéres concernant I’'exploration de la nano-structuration naturelle
est celle des propriétés et des mécanismes des ailes de cigales par Ivanova et al. >® Il y est
notamment démontré qu’indépendamment de la chimie de surface de l'aile, c’est
réellement I'interaction physique avec les piliers présents en surface qui est responsable
de I'effet bactéricide. Contrairement a d’autres approches anti-microbiennes, comme la
fonctionnalisation chimique, ce type de surface bénéficie donc d’'une action passive, ne
nécessitant pas d’activation ou de régénération. Afin de tirer profit de cette découverte et
de mieux en comprendre les mécanismes, plusieurs équipes de recherche ont décidé de
s'inspirer de surfaces naturelles afin de fabriquer des surfaces artificielles possédant des
propriétés similaires.

3.1.2. Surfaces synthétiques et méthode de fabrication
Un certain nombre de surfaces artificielles ont été directement inspirées des nano-

structures des surfaces naturelles.'*! En 2006, Zhang et al. ont fait partie des premiers a
essayer de reproduire des nano-structures d’ailes de cigales, en utilisant la lithographie
par nano-impression.'®? Depuis, une variété de méthodes inspirées de domaines comme
la microélectronique, I’électrochimie, le biomédical et les technologies de I'information a
pu étre appliquée a la nano-structuration bio-inspirée.

2pum

Figure 26 - Images MEB de micro- et nano-structures anti-microbiennes synthétiques a. Silicium noir, gravure par
ions réactifs!*®b. Diamant, gravure par ions réactifs** c. Titane, gravure hydrothermale!** d. PMMA lithographie®*®
e. Polystyréne, ablation par interférences laser directes (DLIP)**’ f. Or, gravure plasma et électrodépot*®. Images
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reproduites  avec  permission  des  éditeurs  (*3413¢13%)  ou en  libre  acces (¥
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ Recadrés a partir des originaux).

La grande diversité de ces techniques a permis de développer des structurations aux
dimensions et a la morphologie diverses, comme illustré en Figure 26. Les matériaux les
plus utilisés pour réaliser ces surfaces sont le silicium, le diamant, le graphéne, les métaux
(acier inoxydable, dioxyde de titane, or, oxyde de zinc, etc) et certains polymeéres
organiques.>**

Prét de 40% des études évaluant les propriétés bactéricides de structures bio-inspirées
utilisent comme matériau le titane, souvent employé dans le biomédical, et 35% le
silicium, utilisé classiguement comme substrat en fabrication.’*® Les méthodes de
fabrication sont souvent catégorisées en méthodes «top-down» et «bottom-up »,
illustrées en Figure 27.

Top-down Nanostructures Bottom-up

Bulk Fragments Agglomérats Atomes

Erosion Croissance

Figure 27 — Principes et étapes des approches de fabrication « top-down » et « bottom-up »

Pour générer les nano-structures, I'approche « top-down » est basée sur la décomposition
ou I'érosion de la surface brute du matériau, 1a ou lI'approche « bottom-up » implique
I'assemblage d'atomes en structures plus grandes par croissance du matériau. Pour la
fabrication de surfaces bio-inspirées, des méthodes de fabrication appartenant aux deux
catégories sont utilisées. Les techniques les plus répandues, leurs avantages et leurs
inconvénients sont résumées dans le Tableau 5.1°-14? | "approche « bottom-up » présente
l'avantage d'étre plus économique, facile a utiliser et offre un contréle optimal des
parameétres de dépot, permettant ainsi d'obtenir une grande diversité de morphologies.
Cependant elles présentent souvent plus de défauts structurels que les méthodes « top-
down » et sont plus difficilement applicables a des substrats de grande taille.#

De nombreux autres processus existent afin de micro et nano-structurer des surfaces.
Leur développement ces derniéres années, en grande partie motivé par I'intérét croissant
dans le domaine de lamicroélectronique, a permis d’obtenir un catalogue de surfaces anti-
bactériennes de plus en plus étendu, utilisant différentes morphologies et différents
matériaux. Les propriétés des surfaces fabriquées dépendent intrinsequement des
matériaux et des techniques de structuration employées et la relation entre surface et
effets anti-bactérien est encore en cours d’élucidation de nos jours.
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Tableau 5 — Spécificités des méthodes de fabrication les plus répandues pour la production de surfaces bactéricides

nano-structurées bio-inspirées.

Technique Résolution Avantages Inconvénients
LITHOGRAPHIES
Avec masque
Résolution limitée par la longueur
. . d’onde, équipement colteux,
Optique 90 nm Polyvalence, grand débit . .
uniquement possible sur surfaces
planes
; sonm Grandes surfaces, grand débit Nombreuses étapes et contrdle
ar nano- : i :
. . et permettant de hauts ratios nfacgs_salres dés pararfwe_tres,
impression daspect difficilement industrialisable,
matériaux compatibles limités
N Grand débit, haut ratio CodQteux, fabrication des masques
Arayon X 50 nm e
d’aspect difficiles
Sans masque
N 3 i Technique lente donc faible débit,
A faisceau Haute résolution, grand - o
) <10 nm R . peu adapté a I'industrialisation et
d’électrons contr6le de la morphologie . R
technologie colteuse
GRAVURES

Hydrothermale 10 nm

Plasma 1pum

Aions réactifs
(RIE)

10 nm

Humide 5um

Contréle des parametres
géomeétriques, fabrication de

grandes surfaces, peu colteux.

Grand débit

Plus grande précision et
spécificité que plasma, grand
débit

Grand nombre de matériaux,
sélectif, simple

Difficultés a prédire la
morphologie

Cout élevé, instrumentation
complexe

Co(t élevé, instrumentation
complexe

Souvent isotropique, pauvre
résolution

METHODES ELECTROCHIMIQUES

Anodisation 10 nm

Processus simple, grand débit,

nano-structures homogeénes et

hautement organisées

Matériaux limités et faible
contréle de la géométrie

La section suivante vise a expliciter les hypotheses et débats qui entourent la
compréhension de l'influence des paramétres de surface sur leurs propriétés anti-

microbiennes. Les paramétres dont il est question sont détaillés en Figure 28.
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Figure 28 — Les différents facteurs pouvant influencer les propriétés anti-bactériennes d’une surface sont nombreux
et peuvent étre séparés en trois catégories: les paramétres environnementaux, ceux relatifs a la surface et ceux
dépendants du micro-organisme ciblé.

3.1.3. Propriétés et mécanismes des surfaces nano-structurées anti-
microbiennes

3.1.3.1. Nanostructures anti-salissures
Les nano-structures anti-salissures sont la plupart du temps super-hydrophobes,

c’est-a-dire que I'angle de contact entre une goutte d’eau et la surface est supérieur a 150°.
Quand les surfaces super-hydrophobes sont totalement immergées, des bulles d'air
remplissent les vallées de la structuration et I'eau repose uniquement sur I’'apex des nano-
structures, ce qui empéche les bactéries en solution d’adhérer a la surface. Généralement,
une grande rugosité de surface et un matériau avec une faible énergie de surface
permettent la formation de surfaces super-hydrophobes. Grace a cette propriété, les
surfaces sont naturellement auto-nettoyantes car I'adhésion et la contamination de la
surface par les micro-organismes est empéchée, comme illustrée en Figure 29. Ce
phénomeéne est connu sous le nom d’ « effet lotus ».34125143144
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Self-cleaning

Less contact area

Air layer

“ /lw.\
Superhydrophobic accumulation

Figure 29 - Mécanismes anti-microbien d’une gouttelette sur les surfaces superhydrophobes. Recadrée a partir de la
figure de Lee et al, sous licence CC BY 4.0.34

3.1.3.2. Nanostructures mécano-bactéricides
Dans le domaine des surfaces biocides, les surfaces nano-structurées possedent

une place a part. En effet, il a été initialement postulé puis prouvé que leurs propriétés
anti-bactériennes découle d'un effet mécanique directement lié a leur topologie. Pour les
ailes de cigales par exemple, il a été vérifié expérimentalement gu’aucune chimie de
surface n’entrait en jeu lors des interactions avec les bactéries, en recouvrant I'aile d’'une
couche d’or, un matériau inerte envers les bactéries.>® La pénétration des bactéries par les
nano-structures observées sur les ailes de cigales a été proposée comme premier
mécanisme bactéricide par lvanova et al (voir Figure 30 a).>®* Un second mécanisme
d’action, basé sur la déformation de lamembrane bactérienne a été avancé par I’équipe de
Baulin en 2013 (voir Figure 30 b).**

(a)

CeII'waII Penetration
'y o

HHH“ x‘x x‘x T "'

Cell'wall Rupture

IIIIIIII N A G i--i‘

Figure 30 - Mécanismes des surfaces bactéricides. (a) Durant le mécanisme de pénétration, la paroi cellulaire des
bactéries est pénétrée par I'apex affuté des nano-structures de la surface bactéricide. (b) Durant le mécanisme
d'étirement, les parois cellulaires des bactéries peuvent subir une tension d'étirement et une déformation accrue
lorsqu'elles sont en contact avec I'apex de plusieurs nano-structures. Les fleches vertes indiquent la direction du
mouvement de la paroi cellulaire sur les structures de surface, et les points rouges indiquent les points de rupture de
la paroi cellulaire. Reproduit a partir de la figure de Lee et al, sous licence CC BY 4.0.3

Un trop grand étirement de la membrane cellulaire entrainerait sa rupture aux points
d’inflexion entre les nano-structures, ce qui induit un choc osmotique et la mort de la
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bactérie.*® Les parameétres favorisant ce mécanisme seraient donc ceux augmentant la
force appliquée en ces points (et donc la courbure de la membrane entre les structures).
Selon cette théorie, I'efficacité des nano-structures serait majoritairement influencée par
la surface en contact avec les bactéries. Une grande surface de contact aménerait la
membrane de la cellule a plus se déformer entre les nano-structures et a conduire a sa
rupture plus facilement. Une troisieme théorie présentée par Bandara et al. avance que les
interactions fortes entre les bactéries et la surface, favorisées par la nano-structuration,
peuvent provoquer la mort de la cellule lorsque celle-ci tenterait de se déplacer. Des
surfaces propices a I'augmentation des forces d’interactions seraient responsables du
cisaillement et de la déformation de la membrane bactérienne des bactéries motiles.**’
Ces trois mécanismes d’actions démontrent I'importance des forces mécaniques ayant
lieu a I'interface entre la cellule et la surface. Cependant, il a clairement été établi depuis
gu’ils ne sont pas seuls responsables de I'activité bactéricide des surfaces. En particulier,
un bon nombre d’études ont indigué que I'interaction de cellules avec des hano-structures
peut également induire un stress oxydant et provoquer leur mort cellulaire.**®% Cette
activité biochimique induite ne doit donc pas étre négligée et est un facteur dominant
dans I'activité bactéricide.

Pour résumer, ces différentes hypothéses démontrent essentiellement que les
mécanismes d’interactions entre les bactéries et les surfaces sont bien plus complexes
gu’initialement prévu et ne sont pas entierement élucidés. Les parametres pouvant
influencer I'efficacité des surfaces sont nombreux et souvent interdépendants. Dans la
prochaine sous-partie, I'influence de certains de ces paramétres est détaillée.

3.1.3.3. Facteursinfluencant I'activité anti-bactérienne des surfaces nano-
structurées

a. Facteurs dépendant de la surface

Comme il est illustré en Figure 28, I'efficacité mécano-bactéricide d’une surface
dépend du matériau employé, de sa topologie et de la géométrie des micro- et nano-
structures qui la composent. L’élucidation des mécanismes d’interactions entre les
structures et les bactéries en fonction de leur géométrie est encore balbutiante du fait de
leur complexité. Certaines tendances semblent pouvoir étre généralisées, cependant
beaucoup de discussions persistent encore quant a I'impact de chague parameétre.

Géomeétrie des structures. La hauteur des structures semble étre un élément majeur de
I'activité anti-bactérienne. Il a été établi qu’afin de posséder une activité anti-bactérienne,
les structures présentes en surface doivent posséder une hauteur minimale, en dessous de
laquelle les forces exercées sur la membrane bactérienne ne sont pas suffisantes pour
avoir un effet quelconque sur la cellule.’*! Cette théorie semble avoir été confirmée
expérimentalement par plusieurs études, indiquant selon les espéces des hauteurs
minimales entre 120 et 220 nm.**21%3 | ’Taugmentation de la hauteur des nano-structures
semblerait étre corrélée avec celle de leur efficacité, cependant une augmentation au-dela
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d’un certain seuil critique ne semble pas augmenter I'effet bactéricide, et des hauteurs
trop importantes pourraient méme réduire I'efficacité de la surface. Ce plateau de I'effet
pourrait étre expliqué par le fait que les bactéries n'interagissent qu’avec la partie
supérieure de la nano-structure.

Cependant, des nano-structures d'une hauteur dépassant la profondeur de pénétration
des bactéries pourraient empécher leur acces aux débris cellulaires entre les structures,
empéchant ainsi la formation de puits de nutriments accessibles pour les bactéries
vivantes. L’accumulation de débris cellulaires est un enjeu clé de la nano-structuration car
elle peut masquer I'effet des nano-structures et favoriser la croissance de bactéries. Ce
paramétre pourrait donc influencer la durabilité de la surface, en plus de son effet
bactéricide.

Il semble également que la largeur (ou diamétre) des nano-structures joue un réle
significatif dans I'effet anti-bactérien des surfaces. Cependant il est important de noter
gue ce parametre est différent selon la forme des nano-structures étudiées. Une colonne
posseéde un diameétre constant, tandis qu’un pic présente un diamétre de pointe et un
diameétre de base. De méme, des structures en forme d’écailles n’auront pas la méme
largeur selon ladirection considérée et la hauteur de mesure. Il estdonc important de faire
preuve de vigilance quant a la signification des termes employés dans les différentes
études. Afin de ne pas biaiser les comparaisons, il serait plus simple de comparer
I'influence du ratio d’aspect, de I'espacement et de I'angularité des nano-structures.

Le ratio d’aspect correspond au ratio entre la hauteur et la largeur (ou diamétre) d’'une
structure. Un grand nombre d’études se sont penchées sur I'impact du ratio d’aspect sur
I'activité bactéricide des structures, mais il n’existe toujours pas de consensus sur le sujet.
En effet, un plus grand ratio d’aspect pourrait favoriser les mécanismes de rupture et de
pénétration de lamembrane.****** Ce rapport élevé peut aussi étre associé a de plus grands
effets bactéricides par le biais de stockage d’énergie élastique causée par la déformation
des structures au contact des bactéries.’>* Cependant, une augmentation du ratio d’aspect
est souvent associée a une diminution de la rigidité du matériau, ce qui peut déformer les
structures, voir les faire s’affaisser ou se regrouper et donc annuler I'activité anti-
bactérienne.’®**>" Ce lien entre ratio d’aspect et déformation dépend cependant du
matériau utilisé et ne peut pas étre généralisé a toutes les surfaces. **®

La densité et I'espacement de micro- et nano-structures serait aussi un acteur clef de
I'activité bactéricide des surfaces. La sédimentation de débris de bactéries entre les
structures est problématique, car en plus de créer des puits de nutriments pour les autres
bactéries, cela peut minimiser le contact avec les pointes de structures et I'effet
d’étirement de la membrane. Afin d’éviter ce phénomeéne, une premiére solution a
envisager est d’avoir un espacement plus faible que la taille moyenne d’une bactérie.**®
Plusieurs groupes de recherche se sont penchés sur la création de modéles théoriques afin
de déterminer les paramétres optimaux des nano-structures, cependant les différentes
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simulations donnent des résultats contradictoires et deux courants opposés sont apparus.
Dans un premier temps, il a été simulé et théorisé que maximiser I'espacement des
structures pouvait augmenter la déformation de la membrane bactérienne et augmenter
leur activité bactéricide.’®* ' Cependant cette hypothése a rapidement été réfutée
expérimentalement et il semblerait plutdét que réduire I'espacement entre les structures
augmenterait I'effet bactéricide et qu'un espacement inférieur & 200 nm serait donc
préférable. 162163 || a notamment été avancé par Wu et al. qu’il existerait un espacement et
une densité optimale de 40 piliers par um? avec une rugosité d’environ 40 nm.*®*

Le diamétre de la pointe et lI'angularité d'une structure sont fréquemment considérés
comme des parametres essentiels dans l'interaction avec les cellules. L’angularité (ou
tranchant, « sharpness » en anglais) est liée a I'inverse du rayon de pointe de la structure.
L’'apex des structures est le premier élément en contact avec les bactéries, cependant selon
le modéle d’interaction avec les membranes envisagé (pénétration ou étirement) son
influence est discutée différemment. Pour les études se basant sur le modéle d’action par
pénétration, un diamétre de pointe réduit et une grande angularité seraient favorables a
la rupture de la membrane par augmentation de la pression en un point, comme illustré
en Figure 30a.1331%9161165 En particulier, Velic et al., ont simulé que la membrane
bactérienne subit de plus grandes déformations pour des rayons de diamétre de pointe
entre 20 et 60 nm, ce qui indiquerait qu’une grande angularité serait plus efficace que des
structures arrondies.'®® Une autre simulation indique des diamétre de pointe optimaux
entre 100 et 160 nm.*®® Les études basées sur le modéle d’étirement de la membrane
démontrent en revanche qu’un diametre de pointe plus élevé augmenterait la surface de
contact avec la bactérie et par conséquent la déformation de la membrane en suspension
entre les structures et favoriserait donc sa rupture (voir Figure 30b).167.168
Expérimentalement, il semble se confirmer que les nano-structures ayant une grande
angularité sont plus efficaces pour tuer les bactéries, mais leur adhésion est aussi
impactée car une plus faible surface est en contact avec les bactéries. Leur efficacité
semblerait aussi dépendre grandement de leur densité et des conditions et forces
extérieures.’®%170 Ainsi, il est difficile de tirer des conclusions claires de ses études quant a
I'impact seul de I'angularité.

Finalement, I'organisation aléatoire ou ordonnée des nano-structures peut aussi avoir des
effets sur les propriétés anti-microbiennes, mais peu d’études se sont penchées sur le
sujet.

Propriétés intrinseques du matériau. L'effet anti-bactérien d’'un matériau peut étre
directement lié aux propriétés mécaniques du matériau utilisé. Comme souligné
précédemment, des nano-structures avec un ratio d'aspect plus élevé sont moins rigides
et peuvent étre déformées au contact des bactéries.*® Or, la déformation des structures
dépend intrinséquement de la rigidité du matériau initiale.*>* Afin d’optimiser I'efficacité
des nano-structures, la sélection d’'un matériau rigide par nature permet de pouvoir

83



CHAPITRE 3 = LES SURFACES NANO-STRUCTUREES BIO-INSPIREES

conserver I'effet anti-bactérien pour de plus grands ratios d’aspect. L’effet anti-bactérien
d’'un matériau rigide comme les nano-tubes de carbone est moins impacté par leur
hauteur que pour un matériau relativement mou, tel que le polyméthacrylate de méthyle
(PMMA), comme illustré en Tableau 6. Celui-ci peut présenter un effet anti-bactérien
satisfaisant pour certaines hauteurs mais perdre son activité pour des ratio d’aspect plus
importants. Il a cependant été démontré théoriquement que la déflexion, la déformation
et la libération d’énergies mécanigues pour des matériaux moins rigides peuvent étre a
I'origine de déformations chez les bactéries équivalentes ou supérieures a celles générées
par des nano-stuctures plus rigides ayant un plus faible ratio d’aspect.'*®

Tableau 6 — Résumé de modules d’Young caractérisant la rigidité de différents matériaux

Matériau Module d’Young (GPa)
PMMA 15-5

Os humain 10-30

Or polycristallin 60-75

Titane 100-120

Platine 140

Acier inoxydable 200

Nanotubes de carbone 200-4000

En dehors des surfaces structurées, la mouillabilité des surfaces est dictée par I'énergie de
surface du matériau employé, en comparaison avec celle de I'espece considérée.
L’utilisation d’'une surface plane hydrophobe (comme I'oxyde d'indium et d'étain, ou ITO)
ou hydrophile (comme le verre) peut impacter grandement I'accroche des bactéries. Ce
paramétre a clairement démontré un effet durant I'étape initiale d’adhésion, ou les
bactéries plus hydrophobes semble adhérer plus fortement aux surfaces hydrophobes,
tandis que les cellules hydrophiles adhérent plus fortement aux surfaces hydrophiles.'™*
Cependant, les conséquences de ce paramétre sur le plus long terme ne sont pas
clairement définies, car les étapes d’adhésion avancées impliquent un comportement
biologique de la part des bactéries (pili, EPS, etc).1”2 De plus, la mouillabilité de la surface
peut agir conjointement avec les nano-structures, car il a été démontré dans certaines
études que les surfaces hydrophiles peuvent favoriser I'action mécano-bactéricides des
nano-structures.*%*° La mouillabilité du matériau joue donc un réle complexe dans
I'adhésion des bactéries et est étroitement lié aux propriétés biologiques intrinséques a
I’'espéce étudié et aux autres propriétés de la surface. Il est aussi important de souligner
que l'effet des surfaces hydrophiles et hydrophobes dépend fortement des conditions
extérieures (surfaces immergées ou non), de I’hygrométrie et de I'énergie de surface du
matériau utilisé.
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En conclusion, I'impact de lagéométrie des structures et du matériau utilisé est largement
discuté dans de nombreuses publications. Cependant, il n'existe actuellement aucun
consensus sur les dimensions optimales pour obtenir un effet bactéricide efficace.
Certains critéres, tels que l'angularité des structures et leur grand rapport d'aspect,
peuvent étre avantageux sous certaines conditions. Il est essentiel de garder a l'esprit que
I'efficacité des surfaces dépend de nombreux autres parameétres interdépendants qui
nécessitent une caractérisation approfondie.

b. Parametres expérimentaux de I’évaluation de I'effet anti-bactérien

Le choix des parametres expérimentaux, comme les conditions d’évaluation des
propriétés anti-bactériennes et le choix des micro-organismes testés, a un impact majeur
sur les résultats de la caractérisation. La motilité de I'espéce, par exemple, a été démontrée
comme pouvant étre un paramétre permettant aux bactéries de résister a I'efficacité de
certaines nano-structurations. Elle peut méme détruire les nano-structures, par exemple
en faisant plier les nano-piliers sur les ailes de libellules, favorisant I'adhésion de la
cellule.’”™ Nowlin et al. ont démontré que lors de I'incubation de cellules de levure sur des
ailesde libellule, des rayures apparaissent sur la surface nano-structureée, ce qui peut aussi
affecter la durabilité des surfaces.'?® La rigidité de la membrane bactérienne, variant en
fonction des especes et des caractéristiques de leur paroi (a Gram positif ou négatif),
jouerait aussi un role décisif dans leur résistance a I'effet mécano-bactéricide des nano-
structures. Les bactéries Gram positives et négatives ont des parois a la composition et a
I’épaisseur différentes, entre 15 et 80 nm pour les positives et 6 - 15 nm pour les négatives.
Ces différences impactent grandement la rigidité et la flexibilité de la paroi cellulaire. Le
meécanisme d’étirement proposé par Baulin et al. serait par exemple plus efficace pour des
bactéries ayant une membrane plus flexible, comme les Gram négatives.’*® En outre,
plusieurs études ont rapporté que la paroi cellulaire d'une bactérie est capable de se
regénérer et de restaurer son intégrité, sa vitalité et sa reproduction aprés avoir été
perforée a plusieurs reprises.*™

Bien que I'action mécano-bactéricide des nano-structures soit le plus souvent mise en
avant, il a clairement été établi qu’elle n’est pas seule responsable de I'activité bactéricide
des surfaces. En particulier, un bon nombre d’études ont indiqué que I'interaction de
cellules avec des nano-structures peut également induire une cascade de réactions
biologiques et provoquer leur mort cellulaire.'#8-1%° C’est le cas des cellules de S. aureus et
d'E. coli perforées par des nano-structures de dioxyde de titane, dont la mort cellulaire est
provoquée par un stress oxydant aprés exposition. Cette activité biochimique induite ne
doit donc pas étre négligée et est un facteur dominant dans I'activité bactéricide.*#8-*°

Concernant I'environnement, 1a aussi les propriétés des surfaces dépendent grandement
de paramétres extérieurs a la nano-structuration. Une étude réalisée par Valieil et al. en
2020 a démontré que les surfaces se situant a une interface air-liquide ont tendance a
provoquer une mort considérable des bactéries a cette interface'®. Cela est supposément
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causé par la tension de surface, pressant les bactéries contre les nano-piliers et donc
augmentant les risques de rupture de leurs membranes. L’adhésion des bactéries dépend
aussi énormément des protéines présentes dans le milieu, formant la plupart du temps
une couche sur la surface et permettant la création de nouveaux sites favorisant
I’'adhésion des micro-organismes.'”

3.1.4. Défis et perspectives des mécanismes d'actions de la nano-
structuration
Le nombre de parametres pouvant influencer I'efficacité des surfaces anti-

bactériennes est immense. Avec la progression de notre compréhension des mécanismes
d’interaction surface/cellule, de nouveaux paramétres sont découverts régulierement.
Afin de créer efficacement des surfaces anti-bactériennes durables et compétitives, il est
nécessaire d’élucider I'impact de ces paramétres, ou a minima d’en avoir conscience. La
plupart des mécanismes proposés sont souvent issus de modéles biophysiques théoriques
encore largement incomplets, ou d'observation expérimentales tels que des
micrographies électroniques montrant des bactéries perforées.’®®* L'absence de
procédures standardisées pour évaluer les propriétés anti-bactériennes entrave la
compréhension et I'acquisition d’une connaissance globale des mécanismes d'interaction
entre les micro-organismes et les surfaces nano-structurées. Cela est autant vrai dans la
compréhension de I'interaction des bactéries avec des surfaces structurées qu’avec des
surfaces fonctionnalisées chimiquement.5?*®1° En plus d’'une compréhension plus
étendue de I'impact des caractéristiques morphologiques des structures sur I'efficacité
anti-bactérienne des surfaces, I'impact du comportement des especes microbiennes a
aussi besoin d’étre étudié plus en détail.** Finalement, bien que la création de surface
structurée soit prometteuse, la fabrication a grande échelle de ces matériaux ainsi que le
contrble de la qualité et de I'uniformité de leurs caractéristiques restent des défis a
relever.'3!

3.2. Sélection de la méthode de fabrication des échantillons nano-
structurés

3.2.1. Contraintes imposées par le substrat
Comme il a été illustré dans la littérature, les parameétres optimaux pour obtenir

un effet anti-bactérien satisfaisant sont trés différents en fonction de I’espéce testée et du
matériau. Afin de trouver de potentielles synergies entre les nano-structures et leur
fonctionnalisation avec différent peptides, il est nécessaire d’explorer I'espace des
combinaisons possibles, et donc de pouvoir tester un grand nombre de géométries.

Le protocole de caractérisation de propriétés anti-bactériennes développé durant le projet
impose de pouvoir tester des échantillons avec une surface de plusieurs cm?, possédant
une partie nano-structurée et une partie non-structurée de référence. De plus, I'utilisation
de deux échantillons par caractérisation et la nécessité d’avoir des réplicas des
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expériences mettent en évidence la nécessité de pouvoir produire un grand nombre
d’échantillons similaires.

Concernant le choix du matériau, une nano-structuration en or a été sélectionnée. L’or est
un matériau biocompatible, accessible et bien connu en nano-structuration, notamment
au travers de la fabrication de nano-particules d’or. De plus, son utilisation permet
d’utiliser la fonctionnalisation peptidique par SAM thiolés directement sur les
échantillons nano-structurés, sans avoir recours a de nouvelles étapes chimiques de
greffage. Finalement, il pourrait étre intéressant dans les perspectives du projet de
conserver une nano-structuration intégralement en or, afin d'étudier certains
échantillons en utilisant de I'imagerie par Résonnance des Plasmons de Surface (SPRi).
Bien qu’en général I'efficacité anti-microbienne soient testées sur des structures d’au
moins 100 nm (et donc supérieure a la profondeur de pénétration de I'onde utilisée pour
la SPRi), une nano-structuration moins haute combinée a de la SPRi pourrait apporter de
nouvelles informations sur I'interaction des bactéries avec ces structures. La sensibilité de
cette méthode peut notamment étre améliorée grace a la micro et nano-structuration.*®

Cependant, I'utilisation de I'or est largement moins rependue en nano-fabrication que le
silicium ou le titane, une veille bibliographiqgue des méthodes de fabrication des nano-
structures en or a donc été effectuée, conditionnée par les critéres précédents.

3.2.2. Procédés de fabrication des nano-structures d’or dans la littérature
Comme il a été exposé, les méthodes de fabrications sont diverses mais elles sont

souvent adaptées a des matériaux « classiques » tel que le silicium ou le titane et de
nombreuses nano-structures dorées ont été fabriquées en recouvrant des structures en
silicium avec de l'or.

Dans un premier temps, les méthodes de fabrication classiques en micro-électroniques
telles que les techniques de gravure séche et humide sont considérées.'”” Les méthodes de
gravure séches telle que la gravure ionique réactive (RIE) sont trés intéressantes, mais la
faible volatilité des sous-produits de I'or a rendu difficile la mise au point de procédés.'’®
De par les difficultés d’utiliser la gravure séche avec I'or, la gravure humide est encore tres
largement utilisée pour nano-structurer ce matériau. Cependant, la nature isotrope de la
gravure humide rend difficile la création de nano-structures, les hauteurs et épaisseurs
caractéristiques des structures obtenues étant généralementde 10 2100 um.*"®'"° D’autre
méthodes, telles que la nano-struturation par laser femtoseconde, la lithographie
électronique, le micro-patterning et les traitements thermiques sont aussi souvent
utilisés, mais ces procédés présentent souvent des désavantages comme le co(t des
équipements, leurs accessibilités et les temps de fabrication élevés. 180-182

L’électrodépdt par réduction de sels d’or s’est imposé comme une méthode simple,
économiguement accessible et rapide pour structurer de larges échantillons. Elle ne
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nécessite qu’une cellule électrochimique, des sels d’or et un potentiostat pour fonctionner
et permet de fabriquer des échantillons en I'espace de quelques minutes.

Dans une étude par Chattaway et al., il a été possible de former des piliers en
électrodéposant de I'or dans les nano-pores d’'une membrane en polycarbonate.'® De la
méme maniére, Wu et al. ont fabriqué des nano-piliers, des nano-rings et des nano-pépites
en combinant I'électrodépdt d’or avec une matrice poreuse d’aluminium ayant subi ou
non une gravure plasma. Ces méthodes ont permis d’obtenir des structures variées, avec
des parametres géométriques tres différents.

Ces structures ont démontré une activité bactéricide contre Staphylococcus aureus, avec
une réduction d’un facteur 1000 de la viabilité des bactéries adhérées sur les structures
par rapport a l'or plan. Ces méthodes présentent I'avantage de contrbler plutot
strictement la morphologie du dép6t, cependant elles restent relativement longues et

aléatoires en raison de I'étape de fabrication de la membrane poreuse.

La formation de nano-pics par électrodép6t de sels d’or, combiné a un agent directionnel
inorganique (servant a orienté le dépdt en interagissant avec certaines facettes de I'or) a
été sélectionné comme étant la méthode la plus adaptée a la fabrication d’échantillon
nano-structurés. Cette technique, décrite pour la premiére fois par Plowman et al en 20086,
permet de structurer en une seule étape, sans altérer la chimie de surface, contrairement
aux méthodes d’électrodép6t utilisant des additifs organiques.®*!8® Elle permet de
générer des nano-pics et des dendrites de différentes formes.'®-18° Dans une étude réalisée
par Elbourne et al, il a été observé que les nano-structures déposées par électrolyse
présentaient une activité biocide, conduisant a une réduction de 88 % de la viabilité de
Pseudomonas aeruginosa aprés 18 heures, en utilisant des nano-pointes de 300 nm de
haut.’®® Toutefois, I'utilisation de cette technique pour des surfaces supérieures a
quelques mm? n'a pas encore été étudiée de maniére approfondie et son efficacité n'a été
testée que pour une espece bactérienne.

3.2.3. Fabrication des surfaces par électrodépot

3.2.3.1. Objectifs et étapes
Afin de créer les échantillons nano-structurés possédant des morphologies

pertinentes pour la création de surfaces anti-microbienne et utilisables en combinaison
avec la fonctionnalisation, plusieurs objectifs doivent étre remplis. Dans un premier
temps, la conception et la mise en place d’'un montage expérimental basé sur le principe
de I'électrodépdt et permettant de nano-structurer de larges échantillons a la chaine sont
nécessaires. Une caractérisation pertinente devra de méme étre mise en place pour
pouvoir quantifier les paramétres géométriques de la nano-structuration (hauteur,
densité, forme, etc.). Afin de prédire les caractéristiques morphologiques des nano-
structures et pouvoir créer des échantillons pertinents pour cette étude, il semble de plus
important de comprendre et d’étudier I'impact des différents parametres de I'électrodépét
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sur les échantillons obtenus. Une fois ces parametres maitrisés, le montage et les
conditions de dép6t peuvent étre optimisés afin d’obtenir une librairie de morphologies
variées ayant des caractéristiques intéressantes pour la création de surfaces anti-
microbiennes. Finalement, il est nécessaire de s’assurer de la reproductibilité des
échantillons et de la stabilité du montage afin de produire des échantillons de confiances
sans avoir besoin de confirmer systématiquement leurs morphologies avec la
caractérisation.

3.2.3.2. Principe et définitions
L’électrodépdt est un procédeé électrochimique dans lequel un ion métallique en

solution (électrolyte) est réduit et déposé a la surface d’une électrode de travail (WE) sous
I'effet d’'un courant passant entre celle-ci et une contre-électrode (CE). Ce procédé, souvent
connu sous le nom d’électro-plaquage, permet de créer des films minces, mais peut aussi
permettre de créer des dépbts plus ou moins rugueux et des nano-structures. Le
phénomeéne est régi par I'équation suivante :

MY+ nxe o M°

Avec I'ion métallique M™* est réduit a un atome métallique M° aprés avoir gagné n
électrons.

Les différentes étapes de formation du film métallique a la surface de I'électrode sont
illustrées dans la Figure 31. Dans un premier temps les ions métalliques solvatés se
déposent préférentiellement dans les défauts, des sites énergiquement favorables car
présentant une énergie de nucléation plus faible. A proximité de I'électrode, I'ion va étre
réduit en adatome (atome isolé au contact de la surface d'un cristal) grace au transfert
d’électron, puis va former des groupements d’atomes métalliques, puis des grains, créant
ainsi un recouvrement solide rugueux en surface. 191192

lon métallique solvaté 3

Transfert d’électron Cluster Croissance planaire Croissance 3D

Figure 31 - Schéma des principales étapes de nucléation et de croissance des nano-structures a la surface de I'électrode
de travail lors de I'électrodépét.

3.2.3.3. Parameétres influencant le dépdt électrochimique
De nombreux facteurs sont responsables du dépoét et peuvent I'influencer, la

prochaine section abordera les plus importants. La compréhension et la maitrise de ces
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parameétres est un enjeu prédominant afin de trouver les conditions de dépot critiques
pour obtenir des structures dont les formes et dimensions sont pertinentes pour ce projet.

a. Potentiel/courant et durée du dépot

Lors de I'électrodépét, le potentiel présent entre I'électrode de travail et la contre-
électrode induit un courant ionique : les ions se déplacent et se déposent sous forme
réduite sur la surface de I’électrode de travail. Le courant lors du dép6t est donc I'image
de la cinétique de dépébt, il est donc essentiel de pouvoir le contrbler et le mesurer pour
contréler la structuration de la surface. Le courant est lié au potentiel appliqué entre les
électrodes par la loi de Tafel, avec un comportement exponentiel tant que I'apport des
especes n'est pas limité. Il est possible de réaliser I'électrodépbt en mode galvanostat (ou
un courant constant est imposé€) ou en mode potentiostat (ou un potentiel constant est
imposé). La quantité d’atomes N électrodéposés est directement liée au courant | passant
au travers de I'électrode de travail et & la durée du dépét t :

ne
N = E,avec la charge Q = Jl(t)dt (D

n est le nombre d’électrons nécessaires pour réduire un atome métallique et e est la charge
d’un électron, égal a -1,6 x 10*° C. Il est possible de calculer théoriquement I'épaisseur
déposée h en utilisant I'’équation liant la quantité de matiéere N et sa densité d (g/m?) a la
charge Q:

mN,
N=—r dShN,
Y m soit N = I
~ Sh
M @ MQ MQ
h = & donc |h =
M= NasN, © ndsnge’ Y| T ndsk

Avec m la masse électrodéposée (g), M la masse atomique de I'atome déposé, S la surface
de I'électrode (m?), F la constante de Faraday telle que F = N,e = 96 485,34 C et Na le
nombre d’Avogadro égal a 6,02 x 10%.

En intégrant le courant pendant le dépdt il est donc possible de déterminer théoriguement
la charge pour en déduire la quantité d’atome déposés et I'épaisseur moyenne du dépét
réalisé. La modification de la durée de dép6t permet d’accumuler la quantité de matiére
en le prolongeant ou de se limiter uniquement aux premiéres étapes de nucléation en le
raccourcissant.

b. Concentrations en ions métalliques et en additifs

La concentration en électrolyte va directement influencer le courant de dép6t. En
augmentant la concentration d’ions métalliques lors du dép6t, les cinétiques de réactions
vont étre accélérées. Cette vitesse de dépdt va directement impacter la géométrie du
dépdt, avec une croissance dendritique pouvant étre favorisée dans certains cas. '*3
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Une autre maniére de modifier directement la formation des structures est d’orienter la
croissance a l'aide d’agents directionnels. Des additifs organiques et inorganiques, tels
gue de la cystéine ou du plomb (utilisé dans ce projet), peuvent étre employés afin
d’orienter le dép6t et de modifier sa rugosité.*®"19219 En ayant une meilleure affinité de
liaison avec certaines orientations cristallines du matériau électrodéposé, ces agents
limitent les sites et facettes accessibles aux ions métalliques et donc orientent la
croissance du dépot.

c. Agitation

L’agitation exerce une influence fondamentale sur le dépdt, car elle permet de
renouveler les ions dans la couche de diffusion en surface de I'électrode de travail. Lors du
dépdt, les ions dans la double-couche et dans la couche de diffusion vont étre rapidement
consommeés. Si les espéces ne sont pas activement renouvelées, la concentration a
I'interface décroit et la cinétique diminue jusqu’a atteindre un nouvel équilibre. Le dépét
est donc limité par la vitesse de diffusion des ions en solution (Figure 32).

Concentration

h

/

0 € couche diffusion

Avec agitation
Sans agitation et V gnso < Vgittusion

C = Cqoputi -
surface = “solution — Sans agitation et Vneo = Viitrusion

T Vconsommat\on

Csurface 9 0

Distance avec I'électrode

Figure 32 - Profils de concentration des especes ioniques en fonction de la distance avec la surface de I’électrode avec
et sans agitation.

Lors d’'un dépét sous agitation, la couche de diffusion est réduite et les espéces proches de
la surface sont renouvelées plus efficacement, ce qui permet une plus grande vitesse de
dépodt lorsque le régime stationnaire est établi. Ce dépot est donc principalement limité
par la vitesse de consommation des espéces.

d. Autres parametres

Il est important de noter que de nombreux autres parametres tels que le pH,
I'utilisation d’un courant pulsé, la propreté et la rugosité de la surface de I'électrode de
travail et la température de I’électrolyte peuvent impacter le dépoét de différentes facons.
La température, par exemple, permet d’'influencer les courants de convection et donc de
faciliter le déplacement des ions vers la surface. Cependant dans ce projet, I'étude de
I'impact des paramétres a été limitée aux concentrations en électrolyte, en additif, a la
durée du dépbt et au potentiel appliqué. Les autres paramétres ne seront donc pas abordés
plus en détail.
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3.2.3.4. Avantages et défis des dépdts métaliques par voie
électrochimique

L'électrodépdt est une méthode de structuration trés avantageuse du fait de son
accessibilité, de sa facilité de mise en ceuvre et de son adaptabilité au substrat devant étre
structuré. Elle permet de modifier la topologie d’'un matériau trés rapidement (quelques
secondes a plusieurs minutes) pour des codts relativement faibles comparés aux coQts des
appareils de nano et micro-fabrication classiques. Le contréle des parametres de dépot
présente aussi I'avantage de pouvoir influencer et modifier la structuration du matériau,
cependant le grand nombre de ces parametres complique I'optimisation du systeme. Il est
donc souvent nécessaire de réaliser une étude systématique de leur influence sur la
morphologie du dépdt. La littérature a déja amplement démontré I'utilité de
I’électrodépdt de sels d’or pour nano-structurer des échantillons, cependant son
utilisation est limitée pour le moment aux micro-électrodes et une étude plus poussée
pour la nano-structuration de grandes surfaces est nécessaire.

3.2.3.5. Montage expérimental de la cellule électrochimique

a. Réactifs

Afin de nano-structurer les substrats dorés, un processus utilisant une combinaison
d’acide tétrachloroaurique (HAuCI.) et d’acétate de plomb (Pb(CHsCOO)2) a été utilisé.*®
Lors de I'électrodépbt cathodique, les ions d’or sont réduits a la surface de I'électrode de
travail selon la réaction suivante :

Ault + 3e” - Au°

A la contre-¢électrode, la réaction d'oxydation la plus probable pour une électrode inerte
dans un électrolyte agueux est I'électrolyse de I'eau :

3 3
EHZO - 3H* + ZOZ + 3e”

Cette réaction permet de fournir trois électrons a I'anode et ainsi de compléter le circuit
électrique en maintenant I'équilibre des charges.’® Les ions Pb? présents dans
I'électrolyte permettent d’orienter le dép6t d’or Au® dans la direction [111]. En effet, ces
ions ont une affinité particuliere pour les facettes (100) et (110) de I'or polycristallin, ce
qui limite la réduction de I'or sur ces facettes. Les ions AuCl* posseédent quant a eux une
plus grande affinité pour les facettes (111), ce qui permet d’orienter le dépot selon un plan
préférentiel et donc de favoriser I'apparition de nano-pics.*®* Le plomb étant toxique pour
les organismes, son utilisation ici peut étre questionnée. Cependant, il a été démontré par
plusieurs études par spectroscopie a rayons X a dispersion d'énergie (EDX) et
spectroscopie photoélectronique X (XPS) que le plomb n’est pas incorporé dans le dépét
et n’est pas présent a la surface de I'’échantillon apres électrodépot. 184187.188.190
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b. Cellule électrochimique et électrodes

Afin d’optimiser la nano-structuration pour des échantillons de plusieurs cm?, une
cellule personnalisée a été congue. Celle-ci est composée d’'un bécher de 250 mL a bord
haut, sans bec, d’'un capuchon adapté et d’'un systéme trois-électrodes (contre-électrode,
électrode de travail et électrode de référence). Afin d’optimiser la reproductibilité de
I’'expérience, le capuchon permettant le positionnement précis des électrodes a été congue
avec SolidWork puis fabrigué par impression 3D avec de la résine Onyx, résistante a la
plupart des acides. Le bouchon est composé de deux trous adaptés a I'électrode de
référence et a la contre-électrode ; d’'une fente adaptée aux substrats utilisées ainsi que de
deux trous plus petits permettant d’assurer un flux d’azote et de dégazer la solution. Afin
de minimiser I'impact des lignes du champ électrique sur le dépot, les électrodes sont
alignées le long d’'un axe horizontal. La contre-électrode est éloignée au maximum de
I'électrode de travail afin de minimiser I'impact de la réaction ayant lieu a la cathode. Les
différentes électrodes sont immobilisées sur le bouchon a I'aide d’élastiques. La Figure 33
illustre le montage expérimental complet ainsi que le schéma électrochimique et la
réaction ayant lieu pendant I’électrodépot.

Une cellule a trois électrodes est une configuration classique en électrochimie. Le courant
circule principalement entre I'électrode de travail (WE) et la contre-électrode (CE) tandis
gue l'électrode de référence (RE) permet de contrbler et de mesurer le potentiel de
I'électrode de travail par rapport a un potentiel standard connu (voir Figure 33B). Dans
cette expérience, une électrode Ag/AgCl a été utilisée comme électrode de référence et
une tige de graphite comme contre-électrode. Les contre-électrodes inertes comme le
graphite ou le platine sont d’un usage courant en électrochimie. Elles présentent les
avantages d'étre durables et nécessitant peu d’entretien car, comme leur nom I'identique,
la réaction fournissant les électrons n’entraine pas l'altération de I'électrode en elle-
méme. L’utilisation d’une contre-électrode métallique de méme nature que I'élément a
déposer est également une stratégie employée. L'oxydation (dissolution) de cette derniére
permet de compenser la quantité d’ion retirer de la solution par la réduction ce qui assure
une concentration stable de I'électrolyte.
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WE — Echantillon a structurer B
RE — Ag/AgCl 3M KCI
CE — Graphite

Electrodéposition cathodique

Potentiostat

Anode

Cathode

Cellule
électrochimique

Interface de

contréle et logiciel
de traitement

Figure 33 — A. Schématisation du banc d’électrodép6t utilisé pour structurer les échantillons. B. Principe de
I’électrodép6t cathodique employée. C. Photographie du banc de dépbt final et de ses éléments.

3.3. Résultats de I'évaluation de l'influence des paramétres de
dépot

3.3.1. Parametres expérimentaux testés

Durant I'optimisation du dépot, les principaux parametres testés sont I'agitation, la
concentration en sels d’or et en additif, la durée du dépot et le potentiel utilisé entre les
électrodes de travail et de référence. Pour les premiers dépots, des valeurs classiques de la
littérature ont été utilisées, tels qu’une concentration de 6,8 mM pour HAuCls, 1 mM pour
Pb(CHsCOO): et un potentiel de dépot de 0,05V. A partir des résultats préliminaires, il a
ensuite été décidé d’explorer des concentrations plus élevées pour I'or, jusqu’a 100 mM,
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pour différentes durées de dépot et concentration en Pb afin d’établir les paramétres
optimaux pour obtenir les morphologies souhaitées. Dans un premier temps, les
paramétres permettant d’obtenir un dépét homogéne sur toute la surface ont été
investigueés, avec la création de plusieurs séries d’échantillons, puis la caractérisation d’'un
large espace de parametres de dépot a été le sujet d’un stage de Master 2. Ceci a permis
d’établir précisément les parameétres a utiliser pour produire différentes nano-
structurations, ayanta priori un impact sur les propriétés anti-microbiennes des surfaces.
Le protocole d’électrodép6t est détaillé est Annexe |. Une partie des résultats présentés ci-
dessous sont issus du stage de Master 2 de Sara Hélis.

La caractérisation précise des propriétés de surfaces nano-structurées produites est un
enjeu majeur pour pouvoir comprendre les mécanismes entre nano-structures et
propriétés anti-microbiennes. Avant et apres structuration, les surfaces sont donc
caractérisées au Microscope Electronique a Balayage (MEB) et au Microscope a Force
Atomique (AFM), apportant ainsi des informations complémentaires sur I'état de la
surface. La voltampérométrie cyclique est aussi utilisée pour quantifier la surface électro-
active avant et apres dép6t. Les paramétres des acquisitions et le traitement des données
sont précisés en Annexe J.

3.3.2. Effet de I'agitation

Pour rappel, I'agitation joue un rdle majeur sur la répartition des ions dans
I'électrolyte et particulierement dans la couche de diffusion. Cet effet a été confirmé
expérimentalement en mesurant et en comparant le courant surfacique moyen lors de
I'électrodépbt avec et sans agitation (voir Figure 34). La concentration d’HAUCI4 utilisée
pour cette expérience est de 6,8 mM, avec 1 mM de Pb(CHsCOO)zet une agitation de 1000
rpm et le potentiel de travail appliqué est de 0.05V.

1.0 T — T T T T T T

— —Sans agitation

051 __ Agitation

0.0 A

054 7

-1.0 ¢

Courant (mA/cm?)

15 4

-2.0 4

-2.5

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Temps (s)

Figure 34 — Courant surfacique mesuré sans (— —) et avec (—) agitation de 1 000 tours/min lors de I'électrodép6t a
0.05V de 6,8 MM d’'HAuUCl4 +1 mM de Pb(CHsCOO)2

95



CHAPITRE 3 « LES SURFACES NANO-STRUCTUREES BIO-INSPIREES

Pendant I'électrodépdt sans agitation, le courant est initialement de -1,7 mA/cm?, puis
décroit rapidement jusqu’a se stabiliser vers -0,5 mA/cm?. Durant la premiére phase de
dépdt, la vitesse de consommation des ions Au®*" a la surface de I'électrode est plus
importante que la vitesse de diffusion des espéces. Cela entraine une diminution de la
concentration d'ions pres de la surface, ce qui limite la génération de courant, jusqu'a ce
que la vitesse de consommation des ions soit égale a leur vitesse de diffusion, stabilisant
ainsi le courant généré.

Avec agitation en revanche, la quantité d’ion aux abords de la surface est sans cesse
renouvelée par la convection, diminuant I'épaisseur de la couche de diffusion. Avec une
agitation suffisante, la vitesse de consommation des espéces n’est plus limitée par celle de
diffusion des especes et le courant généré est donc uniguement dépendant de la cinétique
de réaction des ions sur la surface. Celle-ci peut étre différente en fonction de la
concentration en sels. En considérant les différentes concentrations pouvant étre utilisées
sur le banc d’électrochimie, une agitation de 1 000 rpm a été considérée suffisante pour le
bon renouvellement des espéces pendant le dépét. Une agitation plus faible ne
permettrait pas de renouveler suffisamment rapidement les espéces ioniques.

Les micrographies MEB des surfaces électrodéposées avec et sans agitation présentent des
nano-structures avec des morphologies différentes, illustrées en Figure 35. En
augmentant le courant surfacique (et donc la vitesse de dépdt) grace a I'agitation, on
observe une densité de pics plus importante sur les bords de I'’échantillon. Le ratio de
surface Rs calculé a partir des voltamogrammes démontre aussi une augmentation de la
surface active plus importante pour I'échantillon agité (Rs = 3) que pour celui non-agité
(Rs=2).

A

Figure 35 - Micrographies MEB aprés électrodépdt d’or A. Sans agitation ; B. Avec une agitation de 1 000 tour/min
(droite).

Le reste des expériences présentées dans ce chapitre sont réalisées avec une agitation de
1000 rpm.
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3.3.3. Effet de la concentration en HAuCl,
Les effets de cing concentrations ont été examinés : 6,8; 12,5; 25; 50 et 100 mM.

La concentration de 6,8 mM a été étudiée en premier car elle correspond a une valeur de
référence dans la littérature 1019

3.3.3.1. Impact de la concentration d"HAuUCls sur le courant surfacique

La mesure du courant surfacique pendant le processus d'électrodépdt pour les
différentes concentrations d'or a confirmé l'influence de cette variable. En plus de
modifier la valeur moyenne du courant sur I'ensemble du dépdt (et donc la charge totale),
la concentration d’HAuUCI. affecte directement la forme du profil du courant, comme
illustré dans la Figure 36.
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Figure 36 — Profiles de la densité de courant lors d’un dép6t de 300 secondes pour différentes concentrations d’HAuCl4

Pour les concentrations les plus faibles, on observe un courant pratiquement constant car
la vitesse de consommation des ions est plus faible. A mesure que la concentration
d’HAuCI: augmente, une premiere phase d’augmentation de la vitesse de dép6t apparait
avant une stabilisation. Ce phénomene est probablement le résultat de I'augmentation de
la surface active apres les premiéres phases de nucléation des hanostructures.

Cette phase transitoire du courant, montre que la concentration n’est pas le seul
paramétre intervenant dans le dép6t et que la structuration plus ou moins rapide de la
surface a un impact directement sur la densité de courant. Pour les fortes concentrations,
la nano-structuration apparaissant dés les premiéres secondes de dépbt augmente la
surface active de I'’échantillon, ce qui rend plus de sites accessibles pour le dépét,
augmentant ainsi le courant total.

La densité de courant est directement liée au taux de dépot, on obtiendra donc des dépdts
plus importants pour la méme durée de dépot en utilisant des solutions plus concentreées.
Les densités de courant obtenues pour les différentes concentrations en HAuUCIs sont
résumées dans le Tableau 7.
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Tableau 7 — Densité moyenne de courant pendant I'électrodép6t & un potentiel de 0,05V pour différentes
concentrations en HAUCla.

Concentration [Au] (mM) Courant surfacique moyen (mA/cm?)
100 -12,7+0,7
50 -101+11
25 -7,0x04
12,5 -45+0,8
6,8 -26+0,2

La mesure de la densité de courant initiale a été réalisée pour plusieurs conditions de
dépbt : une concentration en Pb(CHsCOOQ)z2de 0,5 et 1 mM et une durée de dépbt de 100 et
300 secondes. Pour I'ensemble de ces conditions, des tendances similaires d’évolution de
la densité de courant par rapport a la concentration ont été observées, illustrées en Figure
37. Les mémes tendances sont observables pour les densités moyennes et finales
(Annexe D et AnnexeE). Ces résultats permettent de conclure que pour ces
concentrations, la présence de plomb n’impacte pas les cinétiques de dépdt. Grace a ces
résultats, il sera possible de prédire la densité de courant pour une concentration visée et
permettre de fabriquer plus précisément des morphologies souhaitées.
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Figure 37 — Profil de I'impact de la concentration en HAuCI4 sur la densité de courant initiales lors de I'électrodép6t
aun potentiel de 0,05 V pour différentes concentrations en Pb(CHsCOO): et différentes durées de dépot.

3.3.3.2. Impact de la concentration d'HAuUCIls sur I'homogénéité des
dépbts sur des lames de microscope
Il est important de rappeler que la densité de courant peut varier localement en

surface du substrat. Les bords et coins sont des zones de plus fortes densités de courant.
En effet, ils sont exposés a un électrolyte mieux renouvelé dont la concentration locale est
plus proche de celle de la solution loin de I'électrode de travail et a des concentrations des
lignes de champs électrique. En conséquence des effets de bords sont observés sur

98



CHAPITRE 3 « LES SURFACES NANO-STRUCTUREES BIO-INSPIREES

I’échantillon. Ils se traduisant comme illustré par la Figure 38 par des surplus d’épaisseur
de dépdts sur les bords.

Figure 38 — Micrographies MEB illustrant les effets de bords. A. Ligne d’or de 60 nm de large, fabriquée par
lithographie électronique sur une lame de microscope dorée puis électrodéposée. B. Bord d’une lame de microscope
dorée électrodéposée. Les fleches = indiquent les zones ou des effets de bords sont visibles.

Afin de nano-structurer uniformément une surface, I'aire de celle-ci nécessite d’étre prise
en compte. En effet, la taille de la zone a structurer va directement modifier la répartition
des lignes de champ. Des surfaces milli-métriques la taille des substrats employés
influence aussi la densité de courant et peut donc rendre les échantillons difficiles a nano-
structurer de maniére uniforme. Ici, les substrats sont des lames de verre, avec une surface
immergée d’environ 12 cm?.

Pour la concentration d’'HAuCls la plus faible (6,8 mM), des nano-structures sont
uniquementvisibles sur les bords extrémes des échantillons, quelques microns a partir du
bord (voir Figure 39). Leurs densités, hauteurs et surfaces de la zone nano-structurée
peuvent augmenter avec la durée de dép6t, mais méme pour des dépots de 13 minutes il
n’'a pas été possible d’obtenir un échantillon structuré de maniere totalement uniforme
pour cette concentration.
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540s - 6.8mM /1 mM  200s - 100mM /0.5 mM

Echantillon
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Figure 39 — Photos et micrographies MEB des échantillons électrodéposeés et de I’homogénéité du dépot d’or sur les
surfaces nano-structurées.

Pour les concentrations d’HAuUCI: les plus importantes (100 mM et 50 mM), I’échantillon
est nano-structuré uniformément, la surface de I'échantillon est homogéne et les effets de
bords sont beaucoup moins visibles. Une accumulation de matiére sur la ligne de bord
extréme de I'échantillon est visible (voir en Figure 38B), cependant cette zone ne sera pas
prise en compte lors de la caractérisation microbiologique grace a la chambre en silicone
apposée sur I'échantillon (voir en Figure 40B). Les micrographies MEB de ces effets de
bords, visibles en Figure 40A, permettent d’illustrer I'effet de la densité de courant sur la
nucléation de I'or et I'évolution des morphologies en fonction de celle-ci. Les nano-
structures les plus éloignées du bord semblent croftre de maniére unidirectionnelle et
former des nano-pics. En se rapprochant du bord, la ou la densité de courant est plus
importante, les structures vont se former plus rapidement, et une croissance dendritique
est de plus en plus visible du fait de la forte concentration d’'HAuCI et des cinétiques de
dépbt plus rapides sur les extrémités des échantillons.
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Figure 40 — A. Evolution de la morphologie des nano-structures, créées avec une solution de 50 mM d’HAuUCls et 0,5
mM de Pb(CHsCOO)z a un potentiel de 0,05 V, par rapport a la distance avec le bord de I’échantillon (gauche). Le trait
blanc d’échelle correspond a 2 pum. B. Photographie des zones d’études des surfaces nano-structurées. La région non-
uniforme du dépdt n’est pas considérée car inclue dans les 4 mm de marge de la cuve.

En augmentant la concentration d’HAuUCI4, il est donc possible de pouvoir homogénéiser
la nano-structuration sur toute la surface de I’échantillon, bien que I'épaisseur d’or sous
les nano-structures électrodéposées est probablement différente entre le bord et le centre
de I’échantillon.

3.3.3.3. Impact de la concentration d'HAUCIls sur la morphologie des
nano-structures

L'augmentation de la concentration d’HAuCl: s’accompagnant d’une
augmentation de la densité de courant, il est attendu d’observer un dépot de matiére plus
important pour les solutions concentrées. La Figure 41 illustre 'augmentation quasi-
linéaire de la hauteur moyenne des nano-structures formées sur la surface pour
différentes concentrations d’HAuUCI4. Les valeurs de hauteurs moyennes sont obtenues
par AFM et représentent I'altitude moyennes des pics par rapport au creux le plus bas
mesuré sur I'image (on utilisera hauteur moyenne dans le reste du manuscrit par soucis
de simplicité). Une augmentation des hauteurs moyennes des pics avec la concentration
d’HAuCls est visible. De plus, les mémes tendances sont observées pour les dépéts de 300
secondes comme pour les dépobts de 100 secondes, sauf pour la concentration de 100 mM
qui n"augmente pas significativement par rapport a la concentration de 50 mM pour 100
secondes de dépbt. Concernant la morphologie des nano-structures d’or électrodéposé
observable au MEB, la forme la plus répandue sur les échantillons est une forme de pic,
relativement affuté.
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Figure 41 — Impact de la concentration en HAuCls pour des dép6ts de 100 et 300 secondes et des solutionsa 1 mM de
Pb sur A. La densité de courant B. La hauteur moyenne des nano-structures

L’augmentation en concentration est corrélée avec une augmentation de la taille de ces
pics ainsi qu’une diminution de leur densité, pour les deux durées de dépdt. On peut
observer en Figure 42 la formation de pics des 12,5 mM pour 300 secondes de dép6t et des
25 mM pour 100 secondes. Les pics ne semblent pas avoir d’orientation privilégiée et
présentent une distribution de hauteurs et de largeurs relativement importante (voir
Figure 43).

6.8 mM 12.5 mM 25 mM 50 mM 100 mM

Figure 42 — Micrographies MEB des surfaces nano-structurées pour différentes concentrations et durée de dépdt. Les
images sont prises au centre de I’échantillon, avec un grossissement x 15 000. Le trait blanc d’échelle correspond a
1 pm.

300s

100s

Pour les concentrations d’HAuUCI4 les plus élevées, I'élargissement dans une direction
privilégie des pics semble mener a I'apparition de formes d’écailles, comme il est illustré
par les pics colorés en Figure 43. Les écailles semblent étre orientées de maniére aléatoire
et non-spécifique aux conditions de dépot.
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Figure 43 — Micrographies MEB des surfaces nano-structurées avec une solution a 50 mM d’HAuCl4 et 0,5 mM de
Pb(CH3COO)z2avec une durée de A. 300s de dépdt ; B. 100s de dépdt. Les images sont prises au centre de I’échantillon,
avec un grossissement x 15 000 et une inclinaison de 45° de I'échantillon par rapport a I'axe vertical du détecteur. Les
nano-structures colorées représentent les nano-écailles formées pour les plus fortes concentrations et dont I'axe
d’élargissement est orienté parallelement (rouge) ou perpendiculairement (jaune) au détecteur.

Les caractérisations MEB et AFM sont cohérentes avec les résultats du ratio de surface
active, calculé en intégrant le pic de réduction apparaissant lors de la voltampérométrie
cyclique avant et aprés dépét. En effet, il peut étre observé en Figure 44 que le pic de
réduction des échantillons aprées dép6t augmente avec la concentration et que le ratio de
surface active en découlant suit les mémes tendances. Pour la plus forte concentration,
dépendamment de la durée de dépdt, la surface nano-structurée est 3,5 a 4,5 fois plus
importante que celle du substrat initial. Cependant, le ratio étant moyenné sur toute la
surface de I’échantillon, celui-ci ne tient pas compte de I’hétérogénéité de la structuration
pour les plus faibles concentrations, ni des effets de bords.
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Figure 44 — A. Voltampérogrammes des échantillons avant et aprés dépot ; B. Evolution du ratio entre les surfaces
actives avant et aprés électrodépot.
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3.3.4. Impact de la durée de dépot
Afin de comprendre I'impact de la durée de dép6t sur la morphologie des structures,

deux durées de dépot de 100 et 300 secondes ont été appliqués pour chague concentration
étudiée. Pour certaines concentrations d’HAuCls comme 6,8 mM, un plus grand nombre
de durée de dépbt a été testé : 50s, 100s, 300s, 600s et 800s.

Les résultats de la caractérisation MEB illustrés en Figure 42 démontrent qu’appliquer des
durées de dépodt plus longs (300 secondes vs 100 secondes) permet de structurer les
surfaces méme avec des concentrations faibles. Pour deux durées de dépét différents a la
méme concentration, la vitesse de dépdt est constante et c’est la charge totale qui va
définir la taille des structures. Plus la durée de dépbt augmente, plus la quantité de
matiere déposée a la surface s’accumule, la durée de dépot influence donc directement le
stade de croissance des nano-structures.

Pour le dép6ét a 6,8 mM d’HAuUCI4, I'évaluation de la hauteur de pics par AFM démontre
bien une croissance linéaire des structures en fonction du durée (voir Figure 45A). A partir
des images MEB obtenues, il est donc possible d’établir une valeur seuil au-dessus de
laquelle la nano-structuration de la surface est efficace (voir Figure 45B), méme pour la
plus basse concentration.
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Figure 45 - A. Quantification AFM de la hauteur des pics ; B. Micrographies MEB des surfaces nano-structurées avec
6,8 MM d’HAuUCl4 et 0,5 mM de Pb(CH3COO):2 pour différentes durées de dépot : (a) 100s (b) 300s (c) 600s (d) 800s.

3.3.5. Impact de la concentration en Pb(CH3;COO)2
L’agentdirectionnel Pb(CHsCOO)z permet d’orienter le dépbt de I'or. Pour évaluer son

impact sur la morphologie des structures, deux concentrations ont été évaluées, 0,5 mM
et1 mM.

L’augmentation de la quantité de plomb dans la solution ne semble pas impacter
significativement la densité de courant pour les différentes concentrations, comme en
atteste la Figure 37. De plus, pour les concentrations d’HAuCI4 les plus hautes (100, 50 et
25 mM), pas de différence significative entre les images MEB et les mesures AFM n’a été
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observée. En revanche, pour la concentration d’HAuCls de 12,5 mM, une augmentation
de la hauteur moyenne des pics a été observée pour la plus forte concentration en plomb
(voir Figure 46).

700

mO0.5mM

600 T+ s1mM

500 -

400 +

300 +

Hauteur moyenne (nm)

200 -

100 A

100 50 2
Concentration HAUCl, (mM)

Figure 46 — Quantification de la hauteur moyenne des nano-structures par mesures AFM pour deux concentrations
de plomb et quatre concentrations d’HAuCla.

3.3.6. Synthese des conditions expérimentales optimales

En conclusion, il a été démontré que les nombreux parametres de I'électrodép6t
peuvent influencer le dépot et la morphologie des nano-structures obtenues. L’agitation
de I'électrolyte premierement, permet de s’affranchir de la condition limitante de la
diffusion des espéces durant le dépot et ainsi d’augmenter la densité du courant pendant
celui-ci. La concentration en sels d’or HAUCI4 est un parameétre pouvant influencer de
maniére majeure la nano-structuration. Des concentrations supérieures a 12,5 mM
permettent d’assurer une nano-structuration homogene sur toute la surface du substrat
et la formation de nano-pics de hauteur moyenne variant entre 100 et 600 nm.
Augmenter la concentration en sels d’or permet aussi de réduire les durées de dépét
nécessaires pour obtenir les nano-structures. Les durées de dépét, elles, permettent de
contréler la quantité de matiere déposée, et donc de pouvoir arréter le dépbt des nano-
structures a différents stades de croissance. Finalement, I'effet du plomb n’a pas été
significatif pour les deux concentrations testées. Sa concentration relative a celle de I'or
étant probablement trop faible, évaluer I'effet de concentrations plus importantes
pourrait étre intéressant afin de créer de nouvelles morphologies.

3.4. Echantillons sélectionnés pour la caractérisation de I'activité

anti-bactérienne
Apreés avoir trouvé les conditions optimales afin d’obtenir une nano-structuration

homogeéne, plusieurs lots de lames avec différentes nano-structures d’or électrodéposé
ont été fabriqués et caractérisés afin d’étre utilisés durant le protocole d’évaluation des
propriétés antibactériennes. Les conditions suivantes ont été retenues :
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(A) - [Au] =100 mM, [Pb]=0,5 mM, durée = 300s;
(B) - [Au] =100 mM, [Pb]=0,5 mM, durée = 100s;
(C)-[Au] =100 mM, [Pb]=1 mM, durée = 300s;
(D) - [Au] =50 mM, [Pb]=0,5 mM, durée = 300s.
Les résultats de la caractérisation sont présentés dans le Tableau 8 et la Figure 47.

Tableau 8 - Quantification des aspects morphologiques des nano-structures.

Echantillon Hauteur (nm) RMS (nm) Densité (um2) Ratio Sa
A 439+16 115+6 7x1 38+0,1
B 156+ 11 43.6%3 21+2 2901
C 425+ 49 113+16 12+2 3,7+03
D 198+ 10 60+5 40+£5 28 0,1

Ces surfaces possédent des caractéristiques distinctes particulierement intéressantes car
affutées, avec des hauteurs pouvant varier entre 150 et 450 nm et des densités entre 6 et
45 pics/um, pour certaines proches de valeurs clés de la littérature. L’orientations
aléatoires des pics, avec des morphologies en pics et en écailles présentent la aussi un
potentiel intéressant pour I'utilisation de ces surfaces comme surfaces anti-bactériennes.

Centre Bord

B
 BOEE

Figure 47 - Micrographies MEB (2 colonnes de gauche) et images AFM (colonne de droite) des quatre nano-
structurations apres électrodépdt. Les dimensions des images AFM sont 5 um par 5 um.
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3.5. Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, il a été clairement démontré que les nano-structures bio-
inspirées sont des substrats de choix pour le développement de surface anti-
microbiennes. Leur mécanisme d’action mécano-bactéricide leur permet d’étre efficaces
contre de nombreux micro-organismes. Les procédés de fabrication actuels permettentde
créer une vaste gamme de surfaces synthétiques micro- et nanostructurées, rivalisant
presque avec la diversité des surfaces naturelles. Ces méthodes reproduisent parfois ainsi
efficacement la complexité des structures observées dans la nature.

Cependant, la nouveauté de ce domaine de recherche entraine des complications telles
gue des mécanismes d’action encore en cours de compréhension, de nombreux
parameétres pouvant influencer I'efficacité antimicrobienne des surfaces, la fabrication de
surfaces synthétiques avec des matériaux peu réalistes dans leurs futures applications,
une production d'échantillons limitée et des résultats de caractérisation peu comparables
entre les différents laboratoires.

En utilisant I'électrodép6t de sels d’or, nous avons démontré le potentiel de cette méthode
pour fabriquer rapidement, simplement et avec une bonne reproductibilité un grand
nombre d’échantillons, avec des superficies de plusieurs dizaines de cm?. En faisant varier
les paramétres de fabrication tels que la concentration d’or et la durée de dépdt, des
structures variées ont pu étre obtenues, possédant des géométries pertinentes car affutées
et mesurant entre 100 et 500 nm avec des densités de pics plus ou moins importantes.

L’étude de I'impact des parameétres de dépdt sur la géométrie des nano-structures a
également permis de mieux comprendre les phénomenes de croissance impliqués,
facilitant ainsi la fabrication efficace de surfaces nano-structurées spécifiques en
appliquant les bonnes conditions de structuration. Ces développements ont finalement
abouti a la production de plusieurs dizaines d’échantillons, préts a étre caractérisés pour
évaluer leurs éventuelles propriétés anti-microbiennes.
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CHAPITRE 4

PROTOCOLE DE CARACTERISATION DES
PROPRIETES ANTI-MICROBIENNES

4.1. Introduction aux méthodes de caractérisations des surfaces

anti-microbiennes
Compte tenu de I'impact et de la séveérité des conséquences liées a lacontamination

microbienne, un intérét tout aussi important s’est développé simultanément pour
I'élaboration de méthodes permettant de détecter et de quantifier I'activité microbienne
sur les surfaces. Les enjeux contemporains concernant ce sujet sont de pouvoir créer des
méthodes rapides, efficaces, précises, avec une grande sensibilité et spécificité,
abordables économiquement, faciles d’utilisation et de transport et nécessitant peu de
préparation d’échantillon et d’analyse des résultats.

Les propriétés anti-bactériennes des matériaux et des anti-microbiens en développement
sont toujours évaluées dans des systemes de test in vitro.'®® Les principales méthodes de
détection et caractérisation des micro-organismes peuvent étre séparées en trois
catégories : les méthodes de culture micro-biologique, celles basées sur la reconnaissance
phénotypique et génotypique et finalement les méthodes mettant en ceuvre des
biocapteurs.

Les méthodes phénotypiques permettent d’identifier les especes en se basant sur les
caractéristiques distinctes (morphologie, coloration de Gram, production de métabolites
tels que des gaz, des acides, du sulfure d’hydrogéne, etc.) et les bio-capteurs permettent de
reconnaitre la présence ou non de micro-organismes, mais ces deux approches
n’apportent que peu de connaissance sur la viabilité de celles-ci et leur capacité a
proliférer. D’autres approches micro-biologiques, comme les dénombrements et la
fluorescence, visent plus a quantifier et a séparer les bactéries viables cultivables de celles
non cultivables.

4.1.1. Approches quantitatives

4.1.1.1. Techniques microbiologiques standards

a. Techniques de dénombrement en milieu solide

Les techniques de dénombrement sont des méthodes standards en microbiologie
permettant d’énumérer avec précision le nombre de bactéries présentes dans un
échantillon liquide source (ou inoculum). 1l existe différentes méthodes dérivées de cette
approche, mais seulement la plus répandue sera décrite.
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Le dénombrement en milieu solide (Standard Plate Count method en anglais, ou SPC) est
basé sur I'étalement de différentes dilutions de I'inoculum sur des milieux solides
favorisant la croissance des organismes dans la solution. Son principe est illustré en
Figure 48. Aprés incubation dans des conditions optimisées pour chaque espéce et
souche, les bactéries viables étalées vont former des colonies unitaires distinctes (Colonie-
Forming Unit en anglais, ou CFU) de quelques millimetres de diamétre, dénombrables a
I'eeil nu et permettant de remonter a la concentration initiale de I'inoculum. La dilution
de celui-ci se fait généralement au dixiéme et en série afin de maximiser le nombre de
plagues énumérables. En effet, les boites présentant trop peu de CFUs ne sont pas
statistiguement valides et celles contenant trop de CFUs sont difficilement énumérables.
Une fourchette de 25 a 250 colonies par plaque est statistiquement valide pour I'analyse
des produits laitiers, mais ces bornes peuvent varier en fonction des études, des dilutions
appliquées et des applications.’®'® Afin d’avoir une confiance statistiquement
acceptable dans le SPC, un tripliquéat de chaque dilution est nécessaire.

1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL

e N VR VN Ve

Inoculum
(concentration inconnue)

9.0mL milieu “
_J b \

1:10 1:100 1:10% 1:104 1:10° 1:108

Colonies: ; | | |

/ \o J “ /

? colonies ? colonies 257 colonies 27 colonies 3 colonies 0 colonies
Trog nombreux' Trop peu nombreux pour étre
pour &tre comptés statistiquement valide

CFU/mL = Nombre de colonies sur la plaque x facteur de la dilution de I'échantillon / volume de 'échantillon

Figure 48 — Principe d’'un SPC. Adapté de « Serial Dilution Procedure », de bioRender.com (2024). Récupéré de
https://app.biorender.com/biorender-templates.

Les techniques basées sur la culture microbienne sont considérées comme I'étalon-or de
la détection en raison de leur sensibilité, de leur fiabilité et de leur spécificité, qui
permettent de détecter la contamination bactérienne a des seuils trés bas. L'inconvénient
majeur de ces méthodes est cependant la nécessité d’amplifier les échantillons, ce qui nuit
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grandement a la rapidité de la détection (plusieurs jours). De plus, ces techniques doivent
étre adaptées a chaque espece microbienne et a chaque matériau testé et sont colteuses
en consommables, en temps et en main-d’ceuvre.

b. Marquages fluorescents de viabilité

La microscopie de fluorescence est une technique répandue en micro-biologie. Elle
permet la détection, le dénombrement et I'identification de différents micro-organismes,
en temps réel et est utilisable in vitro ou in vivo. Le principe de la microscopie de
fluorescence est basé sur I'utilisation de sondes organiques fluorescentes pouvant se lier
rapidement a des analytes cibles spécifiques ou non spécifiques. Ce principe permet une
grande sensibilité et sélectivité a un faible colt et une facilité d'utilisation. *°

Un des marquages les plus répandus pour I’étude des bactéries utilise des fluorophores
visant des cibles cellulaires et membranaires, afin de déterminer la viabilité des bactéries
en fonction de I'intégrité de leur membrane.?® |l existe actuellement plus d’une dizaine
de tests fluorescents basés sur le marquage des bactéries « vivantes/mortes ». 2% En
particulier, le kit de viabilité bactérienne prét a I'emploi LIVE/DEAD® BacLight™ de
Invitrogen est tres répandu dans les protocoles de caractérisation des propriétés anti-
microbiennes. Son principe de fonctionnement est basé sur I'utilisation de deux sondes :

Le marqueur SYTQO® 9 qui fluorescence en vert, est perméable aux cellules et peut
colorer I'ARN et I'ADN dans les cellules bactériennes vivantes et mortes.

Le marqueur composé d’iodure de propidium (PI), qui fluorescence en rouge et
est un colorant nucléaire et chromosomique non perméable aux cellules
vivantes.

Tableau 9 — Longueurs d’émission et d’excitation des fluorophores du kit BacLight™.

Fluorophore Emission Excitation
SYTO®9 500 nm 480 nm
Pl 635 nm 490 nm

Le marqueur SYTO® 9 est adapté au marquage de toutes les bactéries qu’elles soient
intactes ou endommagées. Le Pl en revanche ne marque que les bactéries dans lesquelles
le colorant peut pénétrer, et donc dont I'intégrité membranaire est compromise. Une
modification du spectre d’émission est observée en fonction de la proportion de Pl se
fixant aux cellules (voir Figure 49). Les bactéries endommagées sont donc capables
d’exprimer différentes fluorescences en fonction de I'état de leur membrane.

Le marquage fluorescent des bactéries peut étre réalisé en flux ou en statique et peut aussi
mettre en ceuvre d'autres types de marqueurs fluorescents non-organigques, comme
certains nano-matériaux.**® Les avantages de la microscopie de fluorescence, combinées
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a sa capacité a discerner et a quantifier les micro-organismes viables et non-viables, en
font une technique pertinente et complémentaire aux méthodes de cultures pour I'étude
des propriétés anti-microbiennes.

Excitation a 470 nm

100% vivantes

90% vivantes

50% vivantes

Emission de la fluorescence

10% vivantes

1
I 1
1 1

. 1 1

0% vivantes 1 1

T T T

500 550 600 65

Q 700

Longueur d'onde (nm)

Figure 49 - Principe du marquage fluorescent BacLight™ Live/dead. En fonction de la viabilité relative des bactéries
sur la surface, un décalage dans la longueur d’onde d’émission est observé. Reproduit depuis les informations produit
du kit BacLight™ 22

c. Autres méthodes de quantification des micro-organismes

D’autres approches sont couramment utilisées pour dénombrer les bactéries, comme
la numération microscopique directe, la mesure de la turbidité de la culture ou du poids
sec des cellules. Cependant ces technigues ne permettent que d’obtenir un nombre global
de bactéries, sans indication sur leur état de viabilité. De plus elles doivent souvent étre
adaptées a I'espéce étudiée, il faut donc la plupart du temps établir des étalonnages pour
chaque micro-organisme.

La densitométrie (ou la mesure de la turbidité) par exemple, est une autre méthode
d’évaluation permettant de connaitre le nombre de particules dans une solution par
mesure de I'absorbance de la lumiére entre 550 et 600 nm.?*® Cette technique trés
répandue en micro-biologie permet d’estimer facilement et rapidement a I'aide d’un
densitométre ou d’'un spectromeétre le nombre de cellules par unité de volume d’'un
échantillon. Cependant, la concentration bactérienne déduite des mesures de ces
appareils doit souvent étre adaptée pour chaque organisme, la turbidité dépendant de la
taille et de la forme du micro-organisme. La mesure de turbidité peut étre donnée en
densité optigue ou en McFarland (McF). La norme McFarland permet de normaliser la
densité de I'inoculum dans les tests microbiens et compare visuellement I’échantillon
testé avec un étalon physique basé sur un mélange de chlorure de baryum et d’acide
sulfurique. Selon cette norme la conversion suivante peut étre appliquée :

0.5 McF = 1,5 x 108 cellules/mL
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Cependant ces conversions ne prennent pas en compte I'impact de la taille et de la forme
des micro-organismes et ne représentent qu’une estimation de la concentration d’'un
échantillon liquide. La méthode souffre d’une grande variabilité, ne rend pas compte de
la viabilité des bactéries et ne fonctionne que pour des échantillons tres concentrés (au
moins 107 cellules/mL).2%*

4.1.1.2. Méthodes d’'évaluations in vitro

Il existe cing catégories générales de tests in vitro pour évaluer un matériau anti-
microbien : les tests de rapport surface/volume élevé, les tests de zone d'inhibition sur
agar, les tests de suspension, les tests d'adhésion et les tests de biofilm. Ces derniers sont
souvent inspirés des autres tests cités et sont souvent complexes et limités a la
caractérisation d’'un seul comportement microbien, bien que des tentatives de
standardisations soient en cours.®® La description des tests in vitro se concentrera donc sur
les autres méthodes, décrites en Tableau 10 et illustrées en Figure 50.

Tableau 10 — Méthodes d’évaluations in vitro standards des propriétés des surfaces anti-microbiennes.

. — P Propriété
Méthodes Description Quantification | )
évaluée
Tests avec ) " x .
rapport Inoculum placé entre I’échantillon et un
(2) PP autre matériau stérile pour maximiser SPC Relargage
surface/volume e . .
elevé I'interaction avec les bactéries

Tests de zone . L . 3
L Le matériau anti-microbien est placé sur
(2) d'inhibition sur , . , - Relargage
une plaque d’agar inoculée

agar
Le matériau est incubé directement
Tests de dans un milieu liquide inoculé et le

(3) . . N . SPC Relargage
suspension nombre de CFU viable aprés incubation

est mesuré

1. la surface est incubée avec les
bactéries, les non-adhérées sont
éliminées et la surface avec les cellules
adhérées est ajoutée a un milieu liquide

. SPC et Adhésion,
4) Tests d'adhésion  ou une plaque d'agar.

fluorescence bactéricide

2. un flux de bactéries passe a travers
une chambre contenant le matériau,
puis live/dead sur les cellules attachées
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Les méthodes d'essai sont souvent définies par plusieurs organisations comme I'ISO
(Organisation internationale de normalisation), la BS (British Standards), I'IBRG
(International Biodeterioration Research Group) et 'ASTM (American Society for Testing
and Materials).*® En 2018, 16 normes industrielles étaient validées pour tester I'efficacité
de surfaces anti-microbiennes pour différentes applications.?*® Ces méthodes ne sont pas
sans inconvénients et chacune d’entre elle a été révisée plusieurs fois au cours des
derniéres années.

Concernant les tests de rapport surface/volume éleveé (1) - Tableau 10, un faible volume de
solution bactérienne est mis en contact avec un matériau anti-microbien de grande
superficie. La suspension microbienne est ensuite prise en sandwich entre I’échantillon a
évaluer et un matériau stérile (lamelle couvre-objet, feuillet plastique, etc.). Le contact
forcé des bactéries avec la surface est peu représentatif des conditions réelles de la
contamination bactérienne et peut impacter la viabilité des bactéries. De plus, sauf si les
bactéries adhérées sur I'’échantillon et le matériau de recouvrement sont entierement
détachées, la quantification du nombre de bactéries viables aprés contact avec
I’échantillon peut étre faussée par I'adhésion. Le systéeme tout-en-un Petrifilm® (3M, St.
Paul, MN, USA) est une solution commerciale intéressante permettant de s’affranchir de
I'impact du matériau de recouvrement. Trés répandu dans les tests de contamination de
produits agro-alimentaires, ce systéme consiste en une fine couche d'agar sur une feuille
transparente, repliée sur la surface de I'échantillon. L’agar est modifiée avec un colorant
(chlorure de tétrazolium) afin de visualiser plus facilement les colonies. Cependant, ce test
n’est compatible qu’avec de petits volumes (> 50 LIL) peu concentrés et n’est pas utilisable
pour tous les échantillons.%
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Figure 50 — lllustration du principe de différents procédés d’évaluations d’activité anti-microbienne in vitro. (1) Test
de rapport surface/volume élevé. (2) Test de zone d'inhibition sur agar. (3) Test de suspension. (4) Test d’adhésion.
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Pour les tests de zone d'inhibition sur agar (2) - Tableau 10, un effet anti-microbien peut
étre induit avec la pression du matériau sur I'agar, et la encore les conditions sont
contraignantes et peu représentatives de celles de I'application finale du matériau
(présence de nutriments, ralentissement de relargage, etc.). De plus, cette méthode n’est
pas quantitative.®

Pour les tests de suspension (3) - Tableau 10, d’'un c6té un volume trop important
d’échantillon (quelgues mL) peut masquer les effets du relargage, de I'autre I'utilisation
de cellules sous leur forme planctonique les rend aussi plus susceptibles aux agents
biocides.*® Certaines normes rendent possible une utilisation de ce test pour évaluer les
surfaces bactéricides par contact.®® Comme pour le test standard décrit précédemment,
le matériau a évaluer est placé dans un volume de suspension sous agitation et la
réduction du nombre de bactéries en solution est mesurée au bout d’'un certain temps. La
réduction de la concentration permet d’établir le caractére biocide par contact de la
surface. Cependant, cette méthode est critiquée : elle ne permet pas de différencier une
réduction de la concentration a cause d’'un effet biocide, d’une réduction causée par une
grande adhésion des bactéries a la surface.'® De plus, il 'y a aucune assurance que toutes
les bactéries de la solution entrent en contact avec la surface a un moment donné et la
réduction du nombre de bactéries en solution est donc souvent insuffisante pour prouver
un effet anti-bactérien. Des études approfondies ont finalement démontré que cette
méthode n'était pas adaptée a I'évaluation des surfaces tuant par contact.*

Les méthodes d’adhésion peuvent étre réalisées en mode statique ou sous un flux.
L'inconvénient principal des essais statiques est que le dénombrement nécessite un
ringage délicat des bactéries non adhérentes. Cette étape peut étre critique, car il est
reconnu que les interfaces air-liquide peuvent induire des forces permettant de détacher
des bactéries adhérées.>® L'utilisation de flux permet de s’affranchir des inconvénients
précédents mais les chambres sous flux nécessitent souvent des systemes de micro-
fluidique complexes.

La majorité de ces tests permet donc de quantifier uniquement une propriété anti-
microbienne a la fois (relargage ou tuant par contact ou anti-adhésif, etc.), les matériaux
pouvant avoir plusieurs actions combinées sont donc rarement caractérisés de maniere
compléte. Cependant, il est possible de combiner plusieurs méthodes pour pouvoir
déterminer plus précisément les propriétés de la surface : bien que les méthodes (1), (2) et
(3) du Tableau 10 soit uniquement utilisables pour déterminer le relargage (1) et (3) -
Tableau 10 peuvent étre complétées avec un testd’adhésion (4) - Tableau 10 pour détacher
les bactéries adhérées et déterminer leur viabilité. De la méme maniére, I'utilisation d’un
Petrifilm® en combinaison avec un test d’inhibition sur agar permet de discriminer les
matériaux tuant par contact de ceux utilisant un relargage, mais il est impossible de
guantifier la proportion de chaque propriété si le matériau posséde les deux effets.%
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4.1.2. Approches d'imagerie non quantitatives
L’utilisation de méthodes d’imagerie telles que les MEB et AFM est répandue parmi

les études visant a caracteériser les propriétés anti-microbiennes des matériaux. Bien que
ces méthodes ne permettent pas vraiment de quantifier ou de caractériser les effets anti-
microbiens, elles peuvent apporter de précieuses informations quant a I'organisation des
bactéries sur une surface, les forces de rupture et d’adhésion ou I'effet des agents anti-
microbiens ou des nano-structurations sur l'intégrité cellulaire des bactéries, par
exemple.206:207

4.1.3. Enjeux du développement d'un protocole complet par caractériser
les matériaux anti-microbiens
Comme mis en avant dans les chapitres précédents, le terme "anti-microbien" est

utilisé de maniere assez vague dans la littérature pour caractériser I'efficacité de
différentes surfaces. Ce terme englobe une grande variété de propriétés a caractériser :
anti-adhésif, bactéricide, bactériostatique, relargage, etc.

Les approches quantitatives utilisées par les normes telles qu’ISO possédent chacune des
limitations. Afin de dépasser ces inconvénients, de nombreux protocoles sont inspirés des
meéthodes standards. Cependant, ce déploiement de protocoles spécifique a chaque
laboratoire rend problématique la comparaison des résultats, méme pour des matériaux
similaires.?® Il est notamment mis en avant que certains parameétres clefs different entre
les études, comme la concentration de bactéries, le milieu et le temps de croissance au
contact des surfaces.> Ces protocoles sont aussi souvent incomplets ou centrés sur la
caractérisation d’une seule propriété a la fois (souvent le relargage ou I'adhésion). Ils ne
tiennent donc pas compte des différents mécanismes d’action possibles. De plus, les
protocoles utilisés ont tendance a différer en fonction du domaine d’étude principal de
I’équipe de recherche, comme la fonctionnalisation chimique ou la nano-structuration.

Les méthodes de cultures, bien que considérées comme étant les plus fiables, ne
permettent pas de caractériser complétement les propriétés des matériaux anti-
microbiens, car elles ne permettent d’estimer que les bactéries viables et cultivables dans
un milieu liquide. D’autres méthodes sont donc employées en complément mais celles-ci
possedent elles-aussi leurs biais et désavantages. Les techniques basées sur l'activité
catalytique, par exemple, peuvent ne pas étre représentatives de la mort cellulaire, car
certains biofilms sont capables d’induire un état d’hibernation chez les cellules les
composant et réduire leur activité.’®®* De méme avec les marquages fluorescents, la
rupture de I'intégrité de la membrane bactérienne n’est pas toujours synonyme de mort
cellulaire car certaines cellules marquées a I'iodure de propidium sont capables de
proliférer.9

Comme souligné dans la trés pertinente revue de 2018 de Sjollema et al, la difficulté du
transfert de technologie entre le développement et I'application des surfaces anti-
microbiennes est limitée entre autres par la nécessité d’effectuer des essais statistiques
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avant la mise sur le marché. La réglementation croissante concernant les tests sur les
animaux exige de plus en plus d’obtenir des résultats prometteurs et répétables in vitro. Il
est donc nécessaire de mettre au point des méthodes de caractérisation completes et
adaptées a la caractérisation de différents mécanismes d’action. Développer un protocole
universel, efficace, abordable et applicable a des échantillons possédant des propriétés
anti-microbiennes variées est donc un des enjeux majeurs actuellement dans le domaine
de la caractérisation des matériaux anti-microbiens.?®

De maniere plus concréte, il est nécessaire avant de développer un protocole d’établir
clairement les questions auxquelles il doit répondre afin de caractériser chaque propriéte.
Concernant I'aspect anti-salissure ou adhésif de la surface, il est nécessaire d’établir le
nombre total de bactéries ayant adhéré sur la surface étudiée par rapport a une référence.
Afin de vérifier un effet bactéricide d0 au relargage d’especes actives, une quantification
du nombre de bactéries viables avant etapres incubation avec le matériau doit étre ajoutée
au protocole. Pour I'effet bactéricide par contact, la viabilité des bactéries sur la surface
apres incubation devra étre déterminée et finalement, permettre la re-prolifération des
bactéries adhérées et quantifier leur capacité a se redévelopper apres exposition avec le
matériau devrait permettre de séparer un effet bactéricide par contact d'un effet bactério-
statique. La quantité de bactéries adhérées sur la surface apres un nettoyage devrait aussi
permettre de pouvoir établir si la surface est auto-nettoyante ou non.

L’objectif principal de ce chapitre est donc de développer un protocole exhaustif
permettant d’apporter des éléments de réponse pour caractériser chaque propriété établie
précédemment et de I'utiliser pour caractériser les effets anti-microbiens des échantillons
réalisés pendant ce projet. Afin d’y parvenir, tout en ayant un protocole répétable et
objectif, il est nécessaire de prendre en compte les différents paramétres intrinséques aux
espéces étudiées et ceux environnementaux pouvant les affecter pendant la
caractérisation, comme illustrés en Figure 51.
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Figure 51 - Les différents facteurs pouvant influencer les propriétés anti-bactériennes d’une surface : focus sur les
parametres environnementaux et ceux dépendants du micro-organisme ciblé.

4.2. Influences des parameétres environnementaux et cellulaires sur
la caractérisation des matériaux

4.2.1. Impact des parameétres bactériens

4.2.1.1. Parametres intrinseques aux especes testées
Il a été introduit dans le chapitre précédent que certaines caractéristiques des

espéces bactériennes comme leur motilité, leur type de paroi cellulaire et leur
morphologie peuvent impacter I'efficacité d’une surface anti-microbienne. De méme,
différents organismes tels que les virus ou les champignons n’auront pas la méme
sensibilité a l'activité des surfaces. Afin d’évaluer I'effet large-spectre des surfaces
développée, il était donc important de pouvoir tester I'efficacité des surfaces sur une large
gamme de micro-organismes, ou a défaut sur des micro-organismes représentatifs de la
diversité des cibles.

Dans un premier temps, afin de simplifier le développement du protocole, seulement deux
espéces bactériennes sont étudiées, parmi la liste des pathogenes pertinents en Annexe C.
Escherichia coli et Staphylococcus epidermidis ont donc été sélectionnées pour étre les
premieres especes testées (présentée dans le Tableau 1). Une fois les conditions
d’expérimentation clairement définies pour ces espéces, il pourra étre envisagé dans le
cadre d’autres travaux d’adapter le protocole pour la caractérisation d’autres micro-
organismes.
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Comme introduit dans le chapitre 1, ces deux bactéries sont particuliéerement
intéressantes, car leurs propriétés morphologiques et physiologiques sont tres éloignées,
gue ces especes sont impliquées dans de nombreuses infections associées aux
biomatériaux et sont d’intérét dans le domaine bio-médical.

Escherichia coli est une bactérie a Gram négatif en forme de batonnet qu’on retrouve
généralementdans les infections nosocomiales ou associées aux biomatériaux tels que les
endoprothéses biliaires, les filets de renfort de la paroi abdominale (utilisés pour les
hernies par exemple) et les cathéters urinaires.?® Cette bactérie est aussi impliquée dans
de nombreuses infections liées a la contamination de boissons et de nourriture.?® Sa
motilité est active, les bactéries sont capables de recourir a la nage ou I'essaimage pour se
déplacer en utilisant de multiples flagelles orientés dans I'axe de son allongement pour se
propulser.?2® Sa vitesse, pour des liquides avec un faible nombre de Reynolds, peut
atteindre les 30 um/s.?® Les bactéries E. coli sont capables de former des biofilms
rapidement (moins de 2h), méme en absence de matiere organique.?’® Avec plus de
250 sérotypes, E. coli est une bactérie tres polymorphes.?*

Staphylococcus epidermidis est une bactérie a Gram positif sphérique présente dans les
infections nosocomiales et associées aux biomatériaux telles que les prothéses
articulaires, les greffes vasculaires et les prothéses vocales.?°®> Sa motilité est passive et est
principalementbasée sur le glissement causé par la production de surfactant, la formation
de comeétes et I'éjection.?* Ces bactéries sont aussi capable de formation de biofilm, ce qui
aggrave sa prévalence dans les infections associées aux cathéters intraveineux. %2

Ces deux espéces sont anaérobies facultatives, ce qui signifie qu’elles peuvent se
développer en présence ou non d’oxygéne. Leurs temps de génération sont relativement
proches, avec généralement 20 min pour E. coli et 17 a 38 min pour S. epidermidis dans des
milieux riches et oxygénés (le temps de génération de certaines bactéries comme
Mycobacterium tuberculosis peut étre de I'ordre de 12 a 16 heures).??!3 Ces temps de
générations sont a titre indicatif car ils peuvent cependant varier en fonction du type de
bactéries utilisées (OGM) et leur provenance. Ces deux especes, bien que tres différentes
au niveau de leur caractéristiques phénotypiques, ont donc des conditions de cultures
relativement similaires. De plus, il est possible de trouver des sous-especes de chacune de
ses bactéries qui soient de groupe 1, afin de permettre des manipulations hors laboratoire
de confinement 2 (voir Tableau 11). Celles-ci ont donc été sélectionnées parmi le
catalogue référencé de I’American Type Culture Collection (ATCC): Staphylococcus
epidermidis (Winslow and Winslow) Evans ATCC12228 et Escherichia coli (Migula)
Castellani and Chalmers ATCC11775.
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Tableau 11 - Groupes de risque : du plusfaible (1) au plus important (4). Adapté depuis le guide des risques biologiques
du CNRS, édition mai 2017.2*

Critére Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4
Niveau de confinement
. 1 2 3 4
du laboratoire
Pathogéne chez Non Oui Oui Oui
I’'homme Probable Grave Tres grave
Dangereux pour Non Oui Oui Oui
I'opérateur Modérément Risque élevé Risque tres élevé
Existence d’'un ; i i Oui
i Pas nécessaire Oui L, Non
traitement généralement
E. colinon Virus de la .
Exemples . VIH Virus Ebola
pathogéne rougeole

4.2.1.2. Parametres de culture
Afin d’avoir des expériences comparables entre différentes bactéries, il est nécessaire

de tenter d’'uniformiser au maximum le comportement bactérien en fixant leurs
conditions de culture.

a. Phase de croissance des bactéries

La croissance d’une population bactérienne est caractérisée par quatre étapes. Dans un
premier temps, les bactéries placées dans un nouveau milieu connaissent une phase de
latence ou aucune croissance n’est observée. Aprés quelque temps, on observe une phase
de croissance exponentielle, ou chaque génération de cellules posséde le méme temps de
génération et induisant une augmentation de la population bactérienne. Avec
I'appauvrissement en nutriment du milieu, la croissance bactérienne finit par ralentir, des
cellules commencent & mourir et une phase stationnaire est observée, ou le nombre de
nouvelles cellules est équivalent au nombre de cellules mourant. La phase stationnaire est
suivie de la phase de mort, au cours de laquelle une diminution progressive de la
population bactérienne est observée.*®

La phase de croissance des bactéries est un facteur souvent négligé dans I'évaluation des
matériaux anti-bactériens. Il a notamment été démontré dans la littérature que des
bactéries a différents stades de croissance n’étaient pas affectées dans les mémes
proportions et degrés par des surfaces nano-structurées.>* Afin de comparer les études, il
est donc important d’'uniformiser les protocoles de culture en amont des tests. De plus,
cela permet de se placer dans les conditions les plus favorables au développement des
bactéries et d’évaluer le pouvoir anti-microbien d’'un matériau dans le cas de figure d’'une
population bactérienne trés active.
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Dans ce but, il a été décidé d’utiliser des bactéries en phase exponentielle de croissance
afin d’avoir une population bactérienne dynamique homogéne et minimiser le nombre de
cellule mortes dans I'inoculum. Les profils de croissance pour chaque espéce ont donc été
établis préliminairementen milieu riche en utilisant du bouillon tryptique de soja (Tryptic
Soy Broth en anglais, ou TSB). Dans ces expériences, un échantillon de 3 mL de TSB dans
un tube de culture est inoculé avec une colonie bactérienne. L’échantillon est ensuite
incubé a 37°C avec une agitation de 300 rotations par minute (rpm). Toutes les
15 minutes, la turbidité est mesurée par densité optique de I’échantillon afin d’établir la
cinétique de croissance de la bactérie. Afin de réduire la phase de latence et réduire le
temps d’expérimentation le jour méme, I'impact d’'une pré-culture a aussi été étudié. Pour
cela, 3 mL de TSB dans un tube de culture sont inoculés avec une colonie bactérienne et
laissée a 37°C sans agitation. Aprés 17h d’incubation, 300 L de pré-culture sont ajoutés
a 2700 pL de TSB frais. Les résultats du suivi de croissance des espéces avec et sans pré-
culture sont illustrés en Figure 52. Sans pré-culture, il peut étre observé que le début de la
phase exponentielle est vraiment atteint au bout de 30 minutes pour E. coli et 250 minutes
pour S. epidermidis. L’utilisation d’une pré-culture permet de réduire ces temps de latence
a moins de 15 minutes pour E. coli et 75 minutes pour S. epidermidis, et son utilisation a
donc été intégrée au protocole final de caractérisation.

Saturation du détecteur

—=—FL. coli
——FL. coli PC
S. epi.
——8. epi. PC

Unite McFarland (McF)

0 ey
0 100 200 300

Temps d'incubationa 37°C et 300 rpm (min)

Figure 52 - Courbes de croissance pour E. coli et S. epidermidis dans du TSB sous agitation, avec pré-culture (PC) ou
sans. Les mesures d’OD ont été réalisées a I'aide du densitometre portable Densimat de bioMérieux.

Dans un premier temps cette expérience a été réalisée en mesurant la densité optique (ou
OD) de la solution a I'aide d’un lecteur McFarland. Cette méthode de lecture de la densité
optique a permis de fixer les conditions de pré-culture en observant le début de la phase
exponentielle de chaque espéce, cependant elle est limitée par sa plage de détection peu
étendue. Un densitometre a 600 nm a donc été utilisé dans la suite du projet. Son
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utilisation a permis d’établir des profils de croissance plus étendus, de pouvoir accéder a
I'intégralité de la phase exponentielle de chaque espéce et de déterminer précisément la
conversion entre OD et CFU a I'aide d’un SPC. Les résultats du SPC en phase exponentielle
sont les suivants :

Tableau 12 — Conversion OD <> CFU apreés 1h de pré-culture pour E. coli et 2h pour S. epidermidis, a 37°C et 300 rpm
dans du TSB.

Escherichia coli ‘ ATCC11775 ODsoonm=1  8.1+0.8x10% CFU/mL

Staphylococcus epidermidis ‘ ATCC 12228 ODsoonm=1 6.5+0.5x10° CFU/mL

Les résultats du suivi de croissance des especes avec pré-culture sont illustrés en Figure
53. Cette expérience a permis de déterminer la durée de la phase stationnaire avec pré-
culture, ainsi gue de confirmer les temps de génération des espéces bactériennes durant
celle-ci, soit 17 minutes pour E. coli et 62 minutes pour S. epidermidis. Ces temps de
générations sont calculés a partir des courbes de croissances des bactéries. Il est possible
de revenir au temps de génération des espéces bactériennes entre deux points a partir de
la relation suivante :

t
G=—
n d

o t X log(2)
Ng = Ny x 2" log(%
A

)

avec G le temps de génération, n le nombre de génération, N, et Nz le nombre de bactéries
al'instant A et B respectivement et t le temps d’incubation entre les deux points.
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Figure 53 — Courbes de croissance pour E. coli et S. epidermidis dans du TSB sous agitation. Les mesures ont été
réalisées a I'aide du densitometre photometre DE N-600 de Biosan, a partir de 3 échantillons issus d’une méme pré-
culture liquide pour chaque espéce de bactérie et moyennées.
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Afin d’utiliser les bactéries quand elles sont dans leur phase exponentielle, il est donc
nécessaire d’utiliser une pré-culture sur la nuit puis de faire une culture de minimum 20
minutes pour E. coli et 1h pour S. epi.

b. Concentration des bactéries

Les tests industriels et microbiologiques standards prévoient généralement
I'utilisation d'un inoculum défini en terme de concentration pour chaque espéce, exprimé
en CFU par unité de volume. Cependant, cela ne prend pas en compte la surface de
I’échantillon testé et donc la densité surfacique de bactéries en interaction avec la surface.
Dans le reste du manuscrit, le nombre de bactéries par unité de surface sera définie comme
une densité et le nombre de bactéries par unité de volume sera définie comme une
concentration pour plus de clarté. De plus, un nombre important d’études ont tenté
d’établir une concentration standard a utiliser pour différentes applications. En outre, la
concentration d’organismes a partir de laquelle une infection est capable de se déclencher
est trés variée. Pour certaines organisations de santé, une surface est considérée comme
contaminée a partir de 30 bactéries/cm?, certaines plaies peuvent s’infecter a partir de
270 bactéries/cm? et la concentration dans I'urine liée a une infection peut varier de 10° a
108 CFU/mL. Il est donc trés difficile d’établir une concentration test standard sans
prendre en compte I'application finale du matériau et la surface de I’échantillon a tester.
En fonction de la taille de surface testée, la concentration initiale peut affecter la
distribution des micro-organismes sur la surface. Si la concentration de I'inoculum est
trop basse, la détection et I'’énumeération, la possibilité d’obtenir des événements
d’énumération nuls est plus grande et risque d’'impacter la moyenne réelle de la densité
en surface. Si la concentration de I'inoculum est trop élevée, une saturation peut
apparaitre, avec I'accumulation et le regroupement de bactéries, ce qui peut introduire
une source de variation imprévisible ou inhomogene sur la surface. Il est donc important
de trouver un équilibre entre les concentrations expérimentales réalistes liées aux
infections et les contraintes spécifiques du systeme expérimental.

Afin d’observer une adhésion en évitant la formation de biofilm qui pourrait rendre
I’énumération par microscopie de fluorescence difficile etimpliguerait beaucoup d’'étapes
de dilution de I'’échantillon pour les SPCs, une densité de 1000 bactéries/mm? a été
sélectionnée, soit 300 uL d’une solution a la concentration 2 x 10° CFU/mL. Cette
concentration a semblé étre un compromis acceptable entre les fortes concentrations de
10°6-10% CFU/mL classiqguement utilisées dans la littérature et dans certaines norme
comme la JIS Z 2801 qui sont cependant completement irréalistes par rapport a des
concentrations d’exposition réelles, et des concentrations beaucoup plus basses de
102-10* CFU/mL mais cliniguement observables.48113205215-218 | 5 concentration a
évidemment été adaptée en fonction de la taille de la surface a étudier, afin de toujours
correspondre a la méme densité bactérienne par échantillon.
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4.2.2. Impact des parametres environnementaux

4.2.2.1. Milieu de culture et temps d’incubation
Dans les méthodes de caractérisation de I'efficacité anti-bactérienne, I'utilisation

d’'un inoculum liquide est une des techniques les plus répandues avec celle d’'un gel
inoculé. Bien que ces méthodes soient peu réalistes quant aux conditions réelles de
contamination, elles sont accessibles sur un plan technique. En effet, la pulvérisation de
bactéries est plus représentative de certaines conditions de contamination que les
bactéries en milieu liquide, cependant son utilisation est plus difficile a mettre en ceuvre,
nécessite un équipement spécialisé, pose des difficultés de contrdle et de reproductibilité
de la quantité d’inoculum et peut poser des problemes de sécurité avec le potentiel
relargage de pathogenes dans I'air.*® Utiliser un inoculum liquide a donc semblé étre plus
accessible et son utilisation reste pertinente concernant les enjeux de proliférations dans
des secteurs comme le traitement des eaux, les recouvrements aquatiques ou les sondes
urinaires.

La sélection du milieu de prolifération des bactéries est la encore un parametre important
pouvant affecter les performances des surfaces. Dans un milieu riche comme le TSB, qui
est adapté a la culture d'une large gamme de bactéries, de levures et de moisissures, la
prolifération des bactéries est fortement encouragée. Cette croissance induite par la
présence de nutriments place le matériau dans les conditions les plus défavorables a son
efficacité, avec des bactéries dynamiquement tres actives.

Dans plusieurs études, I'utilisation de milieux stériles physiologiques comme un tampon
phosphate salin (Phosphate-buffered saline, en anglais ou PBS) ou une solution de NacCl
0.9% permet d’incuber les bactéries avec les surfaces sans risque d’une prolifération
exponentielle. Cependant ces milieux ne sont pas optimisés pour la survie des bactéries et
selon les espéces ces milieux peuvent méme réduire la viabilité des cellules.

D’autres milieux sont optimisés pour empécher la prolifération des bactéries tout en
limitant leur mortialité. C’est le cas des milieux de récupération maximale, tel que le
bouillon de sel de tryptone (Tryptone Salt broth, en anglais ou TS) qui posséde une
composition permettant de limiter le choc physiologique que subissent les cellules
bactériennes lorsqu'elles sont introduites dans un milieu physiologique. Ce milieu
posseéde un niveau de peptone suffisant pour assurer la survie des organismes présents
pendant 1 a 2 heures, mais aussi empécher leur multiplication.

L'avantage principal de l'utilisation d’'une solution physiologique ou d'un milieu
pauvre comme milieu d’'incubation avec la surface est que la prolifération est limitée, ce
gui permet de comparer plus facilement le nombre de bactéries en début d’expérience et
post-incubation. Cela permet d’adapter plus facilement les dilutions pour le SPC et de ne
pas former de biofilm qui rendrait I'’énumération par fluorescence difficile. Cependant, il
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estimportant de s’assurer que pendant la durée de I'expérience, la mortalité des bactéries
est due a I'action des surfaces exclusivement, et non au milieu liquide employé.

Afin de controler I'effet des différents milieux sur la viabilité des bactéries, 3 échantillons
de 2 mL d’une pré-culture dans du TSB sont centrifugés pour chaque espéce et les
bactéries sont re-suspendues dans du TSB frais, du TS ou du PBS. Les solutions
bactériennes sont ensuite incubées pendant 2h & 37°C avec une agitation de 150 rpm. Un
SPC est utilisé pour mesurer la concentration réelle en bactéries vivantes des échantillons
au début de I'incubation (t = 0) et au bout de 2h. Les résultats de I'’énumération sont
illustrés en Figure 54.
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Figure 54 — Mesure par SPC de I’évolution de la concentration en bactéries aprés 2h d’incubation a 37°C avec une
agitation de 150 rpm dans différents milieux pour A. Escherichia coli ; B. Staphylococcus epidermidis. Les barres
d’erreurs représentent I'intervalle de confiance a 95% de I"’énumération sur au moins 3 boites pour chaque dilution,
dont le dénombrement est compris entre 25 et 250 CFU/bofte.

Il peut étre observé que pour le milieu riche TSB, une augmentation de la concentration
est visible aprés 2h d’incubation pour les deux espéces bactériennes. Contrairement a ce
qui été attendu, une augmentation conséquente de la concentration pour E. coli est
observée pour le milieu de récupération TS. L'utilisation du PBS en revanche engendre
une stagnation de la concentration qui confirme que cette espéce bactérienne ne peut pas
proliférer en solution dans ce milieu. Pour S. epidermidis, une diminution de la
concentration est visible pour le TS comme pour le PBS et cela dés la re-suspension des
bactéries dans les difféerents milieux at=0.

A la suite de ces expériences, I'utilisation du PBS pour I'incubation a été décidée pour le
protocole final. La mortalité engendrée par la sélection de ce milieu pour S. epidermidis
pourra étre remise en perspective avec celle mesurée pour la surface contréle.
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4.2.2.2. Nettoyage et conditionnement des échantfillons pré-
caractérisation

Dans une grande partie des protocoles d'évaluation des propriétés anti-
bactériennes des surfaces décrits dans la littérature, I'efficacité est évaluée sans précision
sur le pré-traitement ou la stérilisation de I'’échantillon préalable a I'exposition aux
bactéries. Cependant, cette étape peut grandement modifier les propriétés des surfaces,
avec la création de résidus a la suite de l'interaction d’'un nettoyant avec une
fonctionnalisation ou la modification de la topographie de la surface.

En ce qui concerne la préparation des surfaces préalables a la fonctionnalisation, les
surfaces des échantillons sont nettoyées a I'aide de lavages successifs dans différents
solvants (Acétone — 2-propanol — Eau) puis d’un plasma composé a 75% d’oxygéne (O2) et
a 25% d’argon (Ar), permettant d’éliminer les résidus organiques sur la surface. Apres le
dépdt des AMPs et I'étape de formation des SAMs pendant 17h, les échantillons
fonctionnalisés sont rincés en utilisant le solvant utilisé pour solubiliser les peptides afin
d’enlever les résidus d’AMPs n’ayant pas formé de SAMs. Ce rincage est suivi d’'un bain
d’eau ultra-pure, puis d’une stérilisation sous poste de sécurité microbiologique avec de
I'éthanol a 70° avant caractérisation microbiologique. L’éthanol est un solvant
couramment utilisé pour I'auto-assemblage de thiols sur or.?9220 | es SAMs sur substrats
d'or sont relativement difficiles a nettoyer et des traitements puissants sont nécessaires
pour les éliminer : traitement ozone, rayonnement UV, le traitement thermique (plus de
200 °C), méthodes électrochimiques, faisceau laser ou solution de NHisOH-H202 —
H20.220221 | e ringage avec de I'’éthanol ne risque donc pas d’interagir avec les thiols lors du
nettoyage post-fonctionnalisation.

Par ailleurs, I'impact du plasma Oz + Ar sur les nano-structures nécessite d'étre
caractérisé. En effet, certaines études ont démontré une modification de la topologie de
surfaces d’or plan aprés plasma, il est donc possible d’observer un changement dans la
topographie des matériaux post-plasma.’®® Sur surface plane, I'augmentation de la
rugosité est visible directement aprés plasma et a tendance a diminuer jusqu'a se
rapprocher de la valeur de référence aprés 24h.'° Des substrats d’or plans et nano-
structurées avec des pics de différentes hauteurs moyennes ont donc été caractérisés par
AFM et MEB avant et aprés passage au plasma (voir Tableau 13).

Tableau 13 — Echantillons utilisés pour I'évaluation de I'impact du traitement plasma sur la topographie des nano-
structures dorées.

Nom échantillon Conditions d’électrodép6t Hauteur post-
Durée [HAUCI]  [Pb(CH:COO)] fabrication
Référence Os N/A N/A ~2nm
100s_100:0.5mM 100s 100 mM 0.5mM 156+ 11 nm
300s_100:0.5mM 300s 100 mM 0.5mM 439+16 nm
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Les mesures AFM post-plasma ont été réalisées 17h apreés le traitement plasma, dans I'air
et a température ambiante et les résultats sont illustrés en Figure 55 et Figure 56.

Pré-plasma Post-plasma

Figure 55 — Micrographies MEB des échantillons nano-structurés (300 secondes avec 100 mM d’HAuUCl4 et 0.5 mM
de Pb(CHsCOO)2) avant et 17h apres plasma. Les mémes résultats sont observables pour les échantillons de 100
secondes avec 100 mM d’HAuUCI4 et 0.5 mM de Ph(CH3COO0).

Pour l'or plan comme pour les deux types d’échantillons nano-structurés, la
caractérisation AFM n’a démontré aucune différence significative de hauteur moyenne
pour les mesures avant et apres plasma, ce qui est confirmé par les micrographies MEB.
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Figure 56 — Caractérisation AFM des échantillons plans et nano-structurés pré- et post-plasma. Les noms des
échantillons correspondent a leurs conditions d’ED sous le format temps-de-dépot_[Au:Pb]. Les images AFM ont été
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acquises en mode Tapping avec un taux de balayage fixé & 0,5 Hz pour 25 um? (512 x 512 lignes). Les moyennes et
barres d’erreurs des échantillons sont calculées a partir d’au moins 3 images par échantillons, grace a la hauteur
moyenne obtenue pour chagque image calculée grace a Gwyddion.

Il a donc été conclu de ces expériences que l'utilisation du plasma pour nettoyer les
surfaces des contaminations organiques ne posait pas de problémes de modification des
nano-structures aprés 17h d’attente post-traitement. Cependant, des expériences
complémentaires ont démontré que I'utilisation d’un tel plasma peut avoir d’autres
conséquences que la modification topologique des échantillons.

4.2.2.3. Suspicion de présence d'oxyde d'or généré par plasma
Premiérement, un nettoyage plasma augmente la réactivité de la surface et peut

drastiguement modifier sa mouillabilité, comme illustré en Figure 57. Ce parametre peut
impacter de maniére conséquence I'interaction entre les bactéries et les propriétés de la
surface et ne doivent donc pas étre modifiées artificiellement par le plasma.
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Figure 57 — Evaluation de I’évolution de la mouillabilité de la surface aprés un traitement plasma oxygéne, suivi d’un

nettoyage a I’éthanol ou non. A. Résultats de lamesure d’angle de contact; B. Photographies illustrant lamouillabilité
des surfaces pour les deux traitements.
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De plus, lors de I'exposition de surfaces dorées a des radicaux d'oxygene, un oxyde de
surface métastable peut se former.??2?2 La présence d'un tel oxyde lors de la
caractérisation microbiologique peut biaiser les résultats, les oxydes métalliques étant
connus pour avoir des propriétés anti-microbiennes, notamment gréace a I’apparition de
ROS. Cet oxyde est instable, mais I'or peut mettre plusieurs jours a revenira son état
d’origine aprés un plasma.?*® La couche d'oxyde peut cependant étre réduite plus
rapidement grace a un bain d’éthanol pur pendant plusieurs minutes.??® L’apparition d’'un
oxyde d’or, réduit par le contact a I’éthanol serait cohérent avec les résultats d’angle de
contact, les oxydes métalliques étant en général de nature hydrophile.??

Afin d’estimer la concentration élémentaire présente en surface post-plasma et post-
ringage éthanol, des mesures d’XPS sur différents échantillons préparés en amont ont été
réalisées au CEA-LETI par Nicolas Gauthier et les spectres ont été analysés avec l'aide
d’'Hippolyte Durand. La présence d’une plus grande quantité d’oxygéne en surface a
notamment été démontrée, avec une augmentation de preés de 14% (en proportion totale)
entre une surface passée au plasma uniqguement et une surface passée au plasma puis a
I’éthanol 70° pendant 15 minutes (voir Figure 58). Les spectres et modeles de fit utilisés
sont fournis en Annexe F et Annexe G.
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Figure 58 — Quantification basée sur I’analyse des spectres XPS des différences de pourcentage élémentaires cumulé
d’oxygeéne et d’or pour des échantillons passés au plasma, et nettoyés ou non a I’éthanol 70°. Les moyennes sont
obtenues a partir de 3 mesures pour chaque échantillon et les barres d’erreurs représentent I'intervalle de confiance a
95% de lamesure.

Afind’éliminer lapiste d’'un potentiel relargage d’or ou d’oxyde d’or a cause du traitement
plasma dans I'inoculum lors de la caractérisation, une analyse par spectrométrie
d'émission optique par plasma a couplage inductif (ICP-OES) a été effectuée. Cette
technique permet de déterminer lacomposition d'éléments dans des échantillons liquides
a l'aide d'un plasma couplé avec un spectrometre. La sensibilité de I'ICP est de I'ordre du
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Hg/L. Les surfaces ayant été nettoyées au plasma ont donc été mises au contact de PBS
pendant 2h, puis celui-ci a été récupéré et analysé a I'aide de I'lCP et aucune trace d’or, ni
d’aucun autres élément en dehors de ceux présents dans la composition du PBS n’ont pu
étre détectés.

4.2.2.4. Autres parametres expérimentaux
Il est important de mentionner qu’'une multitude d’autres parametres peuvent

impacter I'efficacité des surfaces pendant leur caractérisation : humidité, température,
flux d'air, répartition de I'inoculum, temps d’exposition, etc. Pour les méthodes
employant des volumes faibles comme les tests avec rapport surface/volume élevé,
I'humidité et la température de la chambre d’incubation sont décisives pour éviter
I’évaporation trop rapide du milieu. Pour les tests de suspension et d’adhésion, I'agitation
va permettre d’homogéneéiser le relargage s'il y en a ou de favoriser I'interaction d’un plus
grand nombre de bactéries avec la surface. Le choix de puits ou de contenants adaptés
pour les tests de suspension est aussi important. La température quant a elle permet
d’accélérer le développement des bactéries dans les milieux riches.*®

Pendant le développement du protocole, ces parametres ont donc pu étre explorés et
adaptés aux difféerentes méthodes de caractérisation employées.

4.3. Optimisation des étapes du protocole
Afin d’apporter des réponses aux différents objectifs devant étre remplis par le

protocole, plusieurs méthodes d’évaluation des propriétés anti-microbiennes ont été
explorées pour quantifier I'adhésion et la viabilité des bactéries sur la surface et en
solution.

4.3.1. Enumération sur gélose
De la littérature, il ressort clairement que les méthodes d’énumération basées sur la

culture des bactéries restent les méthodes les plus robustes afin de quantifier la viabilité
des bactéries grace a leur fiabilité, leur faible colt et leur adaptabilité a différentes
especes.?’® Cependant, leurs contraintes matérielles telles que le nombre de boftes a étaler
et la quantité de réactif utilisé pour des échantillons inutilisables sont un frein majeur a
leur utilisation, en particulier pour les tests avec un nombre important d’échantillons. La
nécessité d’utiliser des triplicats et un grand nombre de dilutions afin d’obtenir des
résultats statistiguement représentatifs augmente drastiquement le nombre d’étalements
a effectuer pour chaque échantillon.

De maniére plus pratique et dans le cadre de la caractérisation en paralléle de I'effet anti-
microbien de plusieurs AMPs immobilisés sur un matériau, I'utilisation d’'un SPC
standard pour chaque échantillon reviendrait a étaler plus d’'une cinquantaine de plaques
par expérience au minimum.

Habituellement pour un SPC standard, 2 a 3 dilutions sont nécessaires pour estimer la
concentration d’un échantillon. Limiter le nombre de dilutions en visant uniquement
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celles statistiquement pertinentes est un moyen de réduire la quantité de consommables
utilisés. Pour cela, il est nécessaire de pouvoir connaitre approximativement la
concentration des échantillons. Or, dans le cadre d’'une activité anti-microbienne
inconnue, la concentration des échantillons apres interaction avec la surface est
imprévisible et une plage de dilution large doit étre explorée. La mesure de la densité de
surface ne pouvant étre utilisée qu’avec des échantillons trés concentrés, il est donc
impossible de réduire la plage de dilution.

Le déenombrement par goutte (Spot Plating Assay, en anglais ou SPA) est une méthode
alternative au SPC qui permet de réduire le nombre de manipulations, de consommables
et de temps consacrés pour I'étalement des échantillons. Le principe de cette méthode est
de réduire I'échelle du SPC pour faire tenir les étalements dans une méme plaque. Une
goutte de quelques micro-litres, déposées plusieurs fois et pour plusieurs dilutions sur
une unique bofite de pétri permet le dénombrement du nombre de bactéries viables dans
I’échantillon. Cette méthode a été utilisée efficacement pour dénombrer des solutions et
est, avec des paramétres optimaux, similaire et autant statistiquement valable qu’un
SPC.227_23O

Afin d’accélérer les dénombrements, cette méthode a donc été employée dans le protocole
final & la place des SPC initialement utilisés. Pour cela, des boftes de Petri de 120 mm de
cOté ont été utilisées afin de maximiser la surface de la gélose. Aprés plusieurs tests, il a
éteé établi que jusqu’a 6 gouttes de 30 UL pouvaient étre déposées en série sur la largeur de
la boite, permettant de dénombrer 36 gouttes par boites au maximum. Afin de conserver
une marge et de ne pas saturer la bofte, 6 gouttes diluées en série, répétées 4 fois ont été
utilisées pour chaque échantillon. Le principe d’'un SPA standard est illustré en Figure 59.
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Figure 59 - Déroulement du SPA pour le dénombrement de la concentration en bactéries vivantes des échantillons
liquides. Les dilutions en série utilisées peuvent aussi étre de dilutions par 5 ou par 10.

Lamise en place du SPA dans le protocole adonc permis d’accélérer I'étape d’énumération
des bactéries en solution et de permettre de traiter un plus grand nombre d’échantillons
en parallele. Cette étape du protocole pourra étre utilisée pour caractériser la
concentration exacte de I'inoculum et la viabilité de bactéries dans la solution en contact
avec les échantillons.
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4.3.2. Microscopie de fluorescence et marqueurs de viabilité
Afin de déterminer le nombre de bactéries ayant adhéré a la surface ainsi que leur état

de viabilité, la fluorescence avec marqueurs de membranes telle que le kit live/dead
BacLight™ d’Invitrogen semble étre une des méthodes les plus pertinentes.

Les surfaces des échantillons (puits) faisant 56 mm?, il est impossible de pouvoir couvrir
I’entiereté de la surface par microscopie. Le choix de I'objectif du microscope doit donc
tenir compte de la résolution nécessaire pour énumérer correctement les bactéries
unitaires et de la surface totale couverte par I'image. Aprés utilisation de plusieurs
objectifs, il a été déterminé que le grossissement minimal permettant de discerner les
bactéries distinctement tout en couvrant la plus grande surface possible était un
grossissement x20. Afin de faire une estimation de la population bactérienne sur la
surface, cing zones aléatoires sur la surface de I'’échantillon sont imagées, ce qui
représente a ce grossissement 4% de la surface totale de I'’échantillon. Pour un
grossissement x40, cette proportion tombe a moins de 1%, et pour un grossissement x10,
les bactéries sont difficilement discernables quand elles sont regroupées en paquet.
Augmenter le nombre de micrographies par échantillon permettrait d’augmenter la
superficie couverte et donc la robustesse statistique du dénombrement, cependant avec la
mise en paralléele de plusieurs échantillons a imager, cela prendrait trop de temps par
échantillon (plus d’une minute par duo d’image, soit environ 1h pour 8 échantillons) et
ceux-ci pourrait sécher. De plus, I'impact des fluorophores présents dans le kit live/dead
est de plus en plus discuté et remis en question, et il est possible que ces intercalants ai un
effet nocif pour la viabilité des bactéries aprés un certain temps d’exposition.?°*23! Réduire
le temps d’échantillonnage pour la fluorescence est donc nécessaire et limite la quantité
d’image obtenues.

Les filtres de fluorescence Cy3 et GFP compatibles avec les longueurs d’onde d’émission
et d’excitation des fluorophores, recensés dans le Tableau 14, ont été utilisés. D’autres
paramétres liés a l'acquisition des images de fluorescence doivent étre adaptés en
fonction des échantillons comme les proportions et le volume de chaque marqueur
fluorescent.

Tableau 14 - Longueurs d’émission et d’excitation des filtres utilisés et des fluorophores du kit BacLight™.

Filtre/ Fluorophore Emission Excitation

Cy3-4040C 570-613nm 513-556 nm
GFP-1828A (FITC) 502-538 nm 457 —487 nm
SYTO® 9 500 nm 480 nm

Pl 635 nm 490 nm
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Des images non-traitées de fluorescences avec un grossissement x20 sur E. coli, obtenues
pour une méme zone avec les deux marqgueurs en utilisant leurs filtres associés sont
illustrées en Figure 60.

Syto 9 — GFP 1828A Pl —Cy3 4040C

100pm

Figure 60 — Exemple d’images types obtenue par microscopie de fluorescence d’E.coli sur des surfaces d’or planes.

4.3.3. Récupération des bactéries adhérées aux surfaces
Afin de caractériser I'effet anti-salissure, adhésif ou actif par contact d’'une surface,

il est nécessaire de pouvoir établir précisément le nombre de micro-organismes ayant
adhéré. Un certain nombre de méthodes et de protocoles sont décrits dans la littérature
pour réaliser le décrochage des bactéries.

4.3.3.1. Décrochage par ultrasons
Les bains a ultrasons sont couramment utilisés pour le nettoyage de diverses

surfaces et leur efficacité a été étudiée pour détacher les bactéries et les biofilms. Le
décrochage par ultrasons est donc utilisé dans plusieurs méthodes de caractérisations
microbiologiques et notamment dans les normes JIS Z 2801 et ISO 22196.2%

En s’inspirant de plusieurs protocoles visant a évaluer I'efficacité anti-microbienne de
surfaces fonctionnalisées, différentes expériences de dénombrement des bactéries viables
adhérées ont été effectuées.®* 13232 Cependant, les résultats peu reproductibles obtenus
ont mené a considérer I'impact des ultrasons sur les bactéries ainsi que les différents
systemes de bain ultrasons utilisés.

La viabilité de bactéries avant et aprés passage 3 minutes dans un bain ultrasons
(Elmasonic S15-35W /37 kHz) aen particulier été évaluée a I'aide d’'un SPC. Les résultats
démontrent une réduction de la viabilité de l'ordre de 18%, cependant d’autres
expériences dans les mémes conditions ont démontré une augmentation ou une
stagnation de la concentration. L'uniformité des ultrasons ainsi que la fréquence et la
puissance employées ont donc été remis en cause. La répartition de l'intensité des
ultrasons peut étre facilement vérifiée par un simple test utilisant une feuille
d’aluminium plongée dans le bain, comme illustré en Figure 61. Ce test a été effectué pour
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plusieurs modéles de bains ultrasons pour vérifier I’'hnomogénéité des ultrasons selon
deux plans (profondeur dans le liquide et positionnement dans le bain). Pour tous les
modeles, une répartition hétérogéne a été observée, avec la majorité de la puissance au
centre du bain et en surface. Cela illustre bien le fait que le positionnement de
I’échantillon dans le bain et le type de bain utilisé peut impacter fortement son traitement
et la reproductibilité de I'expérience.

A B

Temps d’utilisation

30s

137 mV

. ~ 150 cm?
Feuille

d’aluminium

P | ~210 cm?
100 mm :

151 mm

Figure 61 - Test de la feuille d'aluminium pour visualiser la répartition des ultrasons. A. Positionnement vertical et
horizontal des feuilles dans le bain; B. Résultats en fonction du temps de I’effet des ultra-sons sur la surface en contact
avec le bain (zone bleue)

Un autre inconvénient de I'utilisation des ultrasons est le réchauffement possible de
I’échantillon a cause des phénomeénes de cavitation. L’augmentation de la température du
milieu peut réduire la viabilité et la croissance des bactérie présentes dans celui-ci ou au
contraire promouvoir leur croissance.*®#2En fonction de la fréquence et de I'intensité, les
bactéries peuvent étre impactées differemment, comme illustré dans la Figure 62.

- High frequency (> 500 kHz)

. Increase drugs’ delive
Bacteria declumping Stimulate of Sssue ry
Bacterial killing

High regeneration
intensity
(> 5 W/icm?)

Low intensity
(<3 Wicm?)

Acoustic biocidal effect Increase drugs’ activity
Sl {EE X EG IR ERCE «  Increase bacterial growth

Low frequency (< 500 kHz)

Figure 62 - Impacts biologiques des ultrasons sur les bactéries en fonction des différents niveaux de fréquence et
d'intensité. Reproduit depuis Li et al conformément a la licence CC BY-NC 4.0.2%
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Pour des intensités et des fréquences trop importantes, les bactéries peuvent mourir et la
concentration décroitre. Dans le cas du bain utrason Elmasonic, la faible intensité et la
basse fréquence utilisées auraient plutdt tendance a augmenter la croissance des
bactéries, cependant le manque d’uniformité des ultrasons dans le bain ne permet pas de
garantir que cet effet est le méme partout, en fonction d’ou est placé I'échantillon dans le
bain.

De plus, bien que les bains ultrasons soient largement employés, il est difficile de trouver
dans la littérature les informations concernant leur puissance et leur fréquence. Celles-ci
peuvent aussi différer en fonction des études, ainsi que le niveau d’eau, ce qui rends
difficilement comparable les résultats de caractérisation micro-biologiques obtenus. La
trop grande variabilité des effets des ultrasons sur les bactéries, couplée avec la difficulté
de contréler précisément leurs paramétres a donc amené a considérer d’autres protocoles
de détachement des bactéries.

4.3.3.2. Décrochage par famponnage
Le tamponnage est une méthode de décrochage des bactéries inspirée des

Petrifilm. En apposant I'’échantillon contaminé sur une géloses plusieurs fois, les bactéries
adhérées et viables sur la surface sont transférées vers le milieu de culture solide ou elles
peuvent se développer et étre énuméreées (voir Figure 63).

Echantillon aprés incubation

avec les bactéries Tamponnages

consécutifs

OTOTeO®
®@TeTO®
@O~ ®@
e eo™e®

\\ Incubation sur
la nuit a 37°C

Figure 63 — Méthode de tamponnage pour le décrochage de bactéries adhérées.

Cependant cette technique a vite été éliminée, car elle ne fonctionne que pour de faibles
concentrations et entraine souvent des amas de bactéries difficilement dénombrables. De
plus, cette méthode est particulierement sensible a la pression employée pour le transfert
et est colteuse en temps, chaque échantillon devant étre tamponné plusieurs fois. La
gélose est un milieu relativement fragile et les bords des échantillons peuvent générer des
coupures dans celle-ci, rendant le dénombrement impossible (illustré par les fléches
blanches dans la Figure 63). En outre, le taux de transfert est inconnu et il est possible
gu’un certain nombre de bactéries restent adhérées sur la surface du matériau.
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4.3.3.3. Quid d'un protocole de caractérisation de |'activité anti-
microbienne sans détachement des bactéries 2
Détacher mécaniquement les bactéries sans affecter leur état de viabilité et en

assurant le décrochage de I'ensemble des cellules présentes sur une surface semble
complexe et aléatoire. Sans cette caractérisation, il est difficile de distinguer une surface
active par contact bactéricide, d’une bactériostatique. De plus, le marquage au PI (kit
BacLight™) des bactéries n’est parfois pas représentatif de leur réelle viabilité, ce qui
empéche l'utilisation exclusive des résultats de la microscopie de fluorescence pour
déterminer la viabilité des bactéries adhérentes. Il devient difficile de déterminer si les
bactéries en contact avec la surface sont capables de re-proliférer une fois décrochées. Il a
donc fallu trouver une autre solution pour caractériser I'ensemble de ces propriétés sans
passer par le décrochage des bactéries. A cet effet, I'utilisation d’une double incubation,
sans décrochage mécanique, comme I'ont fait Parreira et al. dans leur publication de 2019
semble appropriée.?*® Le principe de cette méthode est basé sur la ré-incubation d’une
surface ayant été en contact avec un inoculum, afin de permettre le décrochage naturel
des bactéries adhérées apres la premiere incubation et leur prolifération. La double
incubation, combinée avec la microscopie de fluorescence, permet donc de vérifier la
guantité et la viabilité réelle des bactéries se décrochant de la surface apres exposition au
matériau, sans utiliser d’action mécanique pouvant biaiser leur état.

A la suite d’optimisations, un protocole général de caractérisation des propriétés anti-
microbiennes a été utilisé. Les étapes principales de celui-ci sont illustrées en Figure 64 et
le protocole détaillé est disponible en Annexe K. Afin de réaliser les expériences avec une
viabilité optimale pour les bactéries, une pré-culture est effectuée sur la nuit précédant les
expériences. En début d’expérimention, I'inoculum est enrichi pendant 1h pour E.coli et
2h pour S. epidermidis afin d’obtenir une solution suffisamment concentrée pour mesurer
sa concentration grace a un spectrométre a 600 nm. La concentration est ensuite ajustée
pour chaque espéce bactérienne par des dilutions en séries afin d’inoculer les échantillons
avec environ 1000 bactéries/mm?, soit ~2 x 10° CFU/mL pour un puits de 300 pL d'une
superficie de 56 mm?>.

Une premiére incubation dans du PBS pendant 2h est effectuée sous agitation afin de
permettre aux bactéries d’interagir avec la surface. La quantification du nombre de
bactéries viables en solution apres I'incubation, combinée avec la quantification de
I'adhésion bactérienne par microscopie de fluorescence permet d’évaluer la viabilité en
solution et lI'adhésion, ainsi que le nombre de bactéries par unité de surface et la
proportion de bactéries viables/non-viables (voir Figure 64 et Tableau 15). Une seconde
incubation dans du TSB cette fois permet de quantifier le décrochage des bactéries et ainsi
leur capacité a proliférer. De cette maniére, I'activité bactériostatique, bactéricide ou tres
adhésive de la surface peut étre établie.
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Figure 64 — Etapes principales du protocole final de caractérisation des propriétés anti-microbiennes. Protocole
inspiré de Parreira et al.**®

La force de ce protocole réside dans l'interprétation générale des propriétés anti-
microbiennes observées, en fonction des résultats de plusieurs étapes de caractérisation,
qui permet de confirmer certains résultats pouvant étre biaisés sans le contexte des autres
étapes. En combinant les observations réalisées apres chaque étape consécutive du
protocole, illustrées en Tableau 15, il est possible de suivre précisément I’évolution des
bactéries en contact avec la surface. Dans un premier temps, la quantification par SPA du
nombre de bactéries viables dans un milieu physiologique tel que le PBS permet
d’observer si une évolution de la concentration de I'inoculum a lieu dans les premiéres
étapes d’interaction avec la surface : une réduction (cas A) pourrait étre causée par le
relargage d’'un agent biocide par la surface ou par un effet biocide par contact de la surface
sur des bactéries. En venant observer par microscopie de fluorescence les bactéries
adhérées a la surface, il est possible de quantifier 'augmentation (cas C - D) ou la
réduction (cas E - F) de I'adhésion de celles-ci, ainsi que I'effet de la surface sur leur
viabilité (proportions vivantes/mortes par marquage SYTO® 9/PIl), par rapport a un
échantillon de référence. L’étape de ré-incubation des surfaces ayant été au contact des
bactéries dans un milieu riche tel que le TSB permet dans un second temps de compléter
les observations en évaluant la capacité des bactéries adhérées a repeupler le milieu en se
décrochant de la surface (cas G). Cette étape peut notamment permettre de faire la
différence entre un effet biocide ou bactériostatique par contact: en microscopie de
fluorescence, des bactéries abimées et incapables de proliférer ou mortes sont toutes deux
marquées au Pl, rendant la différenciation entre effet bactéricide et bactério-statique
impossible. En observant le détachement et la prolifération de ces bactéries apres
interaction avec la surface, il est possible de conclure sur la propriété du matériau (cas G -
H). En combinant la caractérisation du relargage des bactéries par la surface par SPAaune
seconde visualisation des bactéries sur la surface apres incubation dans un milieu riche
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par microscopie de fluorescence, il est possible de conclure sur la capacité du matériau a
empécher (cas K et L) ou non (cas | et J) la prolifération de bactéries en surface et la
formation de biofilm dans des conditions favorables de croissance.

Tableau 15 - Observations pouvant étre effectuées a chaque étape de caractérisation du protocole.

Etapes du protocole Dénombrement Viabilité | Abbréviation Observation
I
+ou= /_/;/ // A Pas d'effet bactéricide en solution
Liquide . .
.
- / / B Effet biocide en solution
Grande adhésion en surface, sans effet
. - + C P .
Incubation milieu + bactéricide significatif*
physiologique (PBS) i D Grande adhésion en surface, avec effet
Surface baf:terlmde’s!gnlflcatlf '
+ E Faible adhésion en surface mais sans
effet bactéricide significatif*
Faible adhésion en surface, avec effet
- F . P,
bactéricide significatif
. G Relargage et capacité des bactéries a
L proliférer sous forme planctonique
Liquide o
) H Pas de relargage de bactéries capables
de proliférer sous forme planctonique
Incubation milieu + | Grande adhésion en surface, sans effet
riche (TSB) d'une + bactéricide significatif*
lame exposée aux i J Grande adhésion en surface, avec effet
bactéries bactéricide significatif*
Surface . o .
Faible adhésion en surface mais
+ K . .
bactéries viables*®
) L Faible adhésion en surface et effet
bactéricide significatif*

Afin de faciliter les manipulations a effectuer pour chaque étape, plusieurs optimisations
ont été apportées au protocole final. Concernant I'utilisation du SPA, sa mise en place a
permis de réduire le nombre de plagues a une par échantillon. Le séchage des géloses
avant dépot, qui peut impacter le diametre final des plots, ainsi que le temps d’incubation
des géloses pour chaque espéce bactérienne ont été optimisés afin de faciliter le
dénombrement. En effet, les bactéries ayant des croissances plus ou moins rapides selon
les especes (de plusieurs heures a plusieurs jours), les colonies formées pendant
I'incubation peuvent vite devenir trop grosses et rendre difficile le dénombrement,
comme il est illustré en Figure 65. En outre, I'utilisation des cuves 12-puits d’lbidi® a
permis de mettre en paralléle les expériences en séparant chaque lame de microscope
dorée en 12 zones identiques, chacune de 56 mm? et avec un volume de 300 pL. De cette
maniére, pour la fonctionnalisation, les 6 AMPs ainsi que les 4 contrdles négatifs ont pu
étre étudiés simultanément sur une méme lame en utilisant le méme inoculum. Pour les
nano-structures, des triplicats pour chaque espéce peuvent aussi étre réalisés sur une
seule lame. Cette mise en parallele des expériences permet notamment d’améliorer la
comparabilité des résultats entre les échantillons, obtenus dans les mémes conditions et
le méme jour.
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Figure 65— Résultat d’un SPA pour les deux espéces étudiées apres incubation a 37°C. A. Staphylococcus epidermidis
apres 17h d’incubation ; B. Escherichia coli aprés 8h d’incubation ; C. Escherichia coli aprés 17h d’incubation. Une
durée d’incubation trop longue comme pour I’échantillon C rend le dénombrement difficile a cause de la taille des
colonies.

En conclusion, un protocole rigoureux et reproductible a pu étre mis en place afin de
caractériser les différentes propriétés anti-microbiennes des échantillons préparés
pendant cette thése. Celui-ci est applicable a des substrats de quelques mm? a plusieurs
dizaines de cm?, n’est pas spécifique a un matériau en particulier et s’affranchit de
nombreux désavantages ayant été mises en avant dans la littérature, comme la
caractérisation limitée a une seule propriété de la surface des méthodes standards ou le
décrochage mécanique des bactéries pouvant biaiser les résultats.

4.4. Traitement des données de microscopie de fluorescence
La mise en paralléle des expériences jusqu’a 12 surfaces étudiées simultanément,

associée a l'utilisation de la microscopie de fluorescence deux fois par expérience avec
deux marqueurs différents et en imageant chaque échantillon cing fois, produit plusieurs
centaines d'images de fluorescence par expérience. Afin d’estimer la valeur statistique du
dénombrement total associé a chaque fluorophore, les bactéries de chaque image doivent
donc étre dénombrées.

Pour illustrer visuellement I'adhésion totales sur les surfaces grace aux images de
microscopie obtenues, les images de chaque fluorophore pour une méme zone doivent
étre combinées (une image SYTO® 9 avec une image PI). Cependant, une différence
d’intensité entre les deux marqueurs peut étre observée et la fluorescence du SYTO® 9 par
exemple peut masquer celle du Pl quand les images sont combinées. De plus, les
fluorophores live/dead, en particulier le PI, peuvent souffrir de bruit de fond important,
différente en fonction de la densité de bactéries sur la surface ou de la concentration en
fluorophore en solution.?® Ce bruit de fond peut rendre moins discernables certaines
bactéries et doit donc étre corrigé.

141



CHAPITRE 4 = PROTOCOLE DE CARACTERISATION DES PROPRIETES ANTI-
MICROBIENNES

Il a de plus été observé expérimentalement que de nombreuses bactéries ont une
fluorescence intrinseque aux 2 longueurs d’émission des marqueurs utilisés. Cette
observation peut étre expliqué par le mécanisme d’action du SYTO® 9 (marquant toutes les
bactéries) et du Pl (marquant les bactéries aux membranes ayant perdu leur intégrité) qui
peut engendrer une fluorescence a cheval entre les longueurs d’émission des deux
fluorophores. Cependant cette double fluorescence peut fausser le nombre réel de
bactéries ayantadhéré a la surface avec certaines bactéries pouvant étre dénombrées deux
fois.

La correction des images, la combinaison 2 par 2 des deux fluorescences et le
dénombrement sont des opérations facilement réalisables a I'aide de logiciels tels que
Imagel. Cependant, ces multiples étapes, ainsi que le hombre important d’images par
expérience allongent fortement la durée de traitement des données expérimentales. En
passant 3 minutes par images en moyenne, c’est plus de 8h de traitement de données
manuelles pour obtenir les résultats d’'une expérience, SPA exclue. De plus, identifier et
dénombrer les bactéries exprimant une fluorescence pour les deux marqueurs rallonge
d’autant plus ce temps de traitement.

La nécessité de développer un programme permettant d’automatiser une partie du
traitement des données s’est donc vite imposée. Différentes solutions utilisant les
logiciels MatLab et Python ont été testées pour analyser les fichiers d’images accumulées,
et c'est finalement ce dernier langage qui a été sélectionné pour développer le
programme.

4.4.1. Principe de fonctionnement du programme d’analyse des images
avec Python
Afin de commencer & développer le programme, il était important de définir quel

type de programme était pertinent et les objectifs que celui-ci devait remplir :

1. Parcourir de maniéere automatique les images stockées dans plusieurs dossiers
pour différentes especes bactériennes, échantillons et temps d’incubation.

2. Corriger les images pour supprimer le bruit et faciliter I'énumération.

3. Dénombrer le nombre de bactéries sur chaque image.

4. Comparer les images de chaque colorant pour dénombrer les bactéries
exprimant les deux fluorescences.

5. Combiner les images deux a deux pour fusionner les deux fluorescences et
obtenir une image finale colorée et possédant une échelle.

6. Enregistrer les images finales, ainsi que les dénombrements dans un fichier
type tableur des bactéries vertes, rouge ou superposées.

Les points 2. et 3. ont nécessité une attention particuliere. Lors des premieres expériences
réalisées avec le protocole final, il a été observé que plusieurs images « type » pouvaient
étre obtenues : des bactéries individuelles bien discernables, des images bruitées, des
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amas, etc. Les histogrammes de répartition des pixels en fonction des nuances de gris
obtenus pour les images de fluorescence sont variés et peuvent se ressembler, comme il
estillustré en Figure 66.

Bactéries uniformément Bruit important et amas de

réparties bactéries Amas 3D

Bruit important

Nombre de pixels

t
Valeur de gris )

Figure 66 — lllustrations et histogrammes de différentes images brutes pouvant étre obtenue par microscopie avec la
fluorescence live/dead. Pour les histogrammes, le signal brut est représenté en noir et en log en gris.

Pour les images de fluorescence, cet histogramme présente souvent un pic important vers
des nuances proches du noir (0) représentatif du fond. Les pixels représentatifs des
bactéries, dont les valeurs se rapprochent de la saturation (255) en fonction de I'intensité
de la fluorescence, sont plus réparti sur une plage de valeurs de gris plus étendue et ne
forment pas de pic discernable. Les images avec un grand bruit de fond possédent souvent
un histogramme étendu sur de nombreuses valeurs de gris, ce qui rend difficile la
distinction des pixels des bactéries de ceux du bruit de fond. Les images fortement
contrastées en revanche possédent un pic plus étroit et souvent plus proche de la valeur
0. Ces histogrammes sont souvent utilisés pour catégoriser des images en plusieurs cas,
cependant pour la fluorescence il est difficile de séparer les images avec des amas des
autres en se basant uniguement sur leur spectre de valeur de gris.

Concernant le bruit de fond de I'image, celui-ci est particulierement présent dans les
images de fluorescence au PI, qui est connu pour avoir une fluorescence intense méme
dans sa forme non-liée avec les bactéries.?? De plus pour les bactéries n’exprimant qu’une
faible fluorescence, un bruit de fond significatif peut étre observé.

Ce bruit peut impacter le dénombrement des bactéries et doit étre éliminé pour ne pas
biaiser les informations tirées des images, comme illustré en Figure 67. Pour cela il est
possible de modifier I'intensité et le contraste de I'image pour réduire I’histogramme aux
pixels pertinents. De cette maniere, les valeurs des pixels du bruit sont réduites a O et
celles de bactéries se rapprochent de 255 afin d’étre plus discernables. Pour automatiser
ce traitement, il nécessaire d’établir plusieurs catégories d’'image pour définir un
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traitement optimal pour chacune d’elles. Cependant, la grande variété d’images et
d’histogrammes obtenus ainsi que les variations d’intensité de la fluorescence entre
plusieurs bactéries d’'une méme image a cause de I'inhomogénéité du marquage a rendu
la catégorisation difficile.

Images combinées sans correction Images combinées avec correction Images combinées avec correction
background, sans correctionintensité background, sans correctionintensité background, avec correctionintensité

Figure 67 — Influence de la correction du fond et de I'intensité de la fluorescence sur le rendu de I'image finale.

Une autre difficulté a été rencontrée pour le point 3., cité dans les étapes clefs du
protocole, a propos de la méthode d’énumération. Pour dénombrer les bactéries
individuelles, la méthode des maximas basée sur la proéminence des pixels est trés
efficace. Cependant quand des amas trés denses de bactéries sont présents, cette méthode
n’est plus valide. Afin de tout de méme estimer la densité de bactéries, une autre méthode
utilisant un seuil estemployée. Cependant, 'automatisation de la sélection du traitement
approprié en fonction de l'image est difficile en se basant uniquement sur les
histogrammes de celles-ci. Ces deux méthodes sont expliquées plus en détails dans la
suite du manuscrit.

Les difficultés rencontrées concernant la catégorisation des images, renforcées par la
nécessité de vérifier pour chaque image si le traitement est approprié, amené a considérer
une autre approche que l'automatisation compléte. L'utilisation d’une interface avec
visualisation pour I'opérateur a semblé judicieux afin de sélectionner les traitements
pertinents tout en contrdlant visuellement les images et automatiser le reste des taches.
Un programme Python utilisant le module tkinter (permettant la création d'interfaces
graphiques) a donc été développé, et un module permettant d'utiliser le méme
dénombrement par maxima qu’lmagel a pu étre intégré au code. #°

4.4.2. thpes clefs du programme Python
L’'interface programmée est donc constituée d’'une fenétre principale ou I'image

traitée est affichée, ainsi que de différents volets s’affichant au fur et a mesure des
traitements. Une représentation du programme dans son ensemble est illustrée en Figure
68.

Les encadrés numérotés représentent les différents volets s’affichant a droite de I'image.
Aprés chaque validation du traitement de I'image, le volet suivant s’affiche pour
continuer le traitement. Un bouton retour permet de revenir sur le traitement validé si
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celui-ci est remis en question. Le programme prend en entrée le dossier complet d’'une
expérience a traiter (Figure 68A), c’est-a-dire toutes les images générées pour chaque
échantillon et pour chaque incubation.

Lancement du programme

y

Dossier de ]
Fexpérience a traiter |
& \l, . 9 N
Affichage de I'image p| Luminosité et .
g g B contraste D F Coloration des
& manuelle images,
e E combinaison,

Choix de la Danambramentll — ajout de I'échelle
correc?ion _dg I i Enregistrement de et enregistrement
la luminosité 0 la photo corrigée

et contraste Choix du type

; ) de Stockage du
& Vivante » puis « Morte » ) e dénombrement Calcul des
o N superpositions entre
3¢ |== les deux images
Nouveau Dénombrement| =
dﬁgtgz par maxima Compilation des dénombrements :
o vivantes, mortes et avec les deux
fluorescences
!

>

Progression du traitement

Figure 68 — Schéma de fonctionnement général du programme de traitement des données de fluorescence.

Grace a la nomenclature des images, celles-ci sont associées deux par deux et une boucle
alafin du traitement de chaque duo permet de les combiner pour obtenir I'image finale et
de dénombrer les superpositions. A la fin du traitement de chaque image, les
dénombrements sont stockés puis compilés ensemble pour générer un fichier complet a
la fin du traitement intégral du dossier. Une vidéo illustrant I'interface de traitement pour
guelques images est disponible en scannant le code QR de la Figure 69 ou en utilisant le
lien https.//www.youtube.com/watch?v=Hv3RYIXBma3I.

Figure 69 — QR code permettant d’accéder a une vidéo illustrant I'interface principale du programme.

Ce programme semi-automatique et séquentiel est composé de plusieurs étapes de
traitement pouvant étre adapté aux différentes images et décrites dans les sous-sections

suivantes.
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4.42.1. Correction de l'intensité et du contraste
Pour le traitement de I'image afin de réduire le bruit de fond (Figure 68B et D), un

premier volet de sélection apparait sur I'interface et permet de choisir une méthode de
traitement de I'intensité et du contraste automatique ou manuelle, en fonction de I'image.
Pour les images correspondant a des cas «simples», c’est-a-dire une population de
bactéries avec une fluorescence uniforme et peu de bruit de fond, le traitement
automatique ajuste légerement les paramétres de I'intensité et du contraste. Cela permet
de masquer le bruit de fond de I'image en remettant ses pixels a zéro tout en augmentant
subtilement l'intensité de la fluorescence des bactéries. Les seuils utilisés pour le
traitement automatique ont été définis comme optimaux lors du traitement des images a
la main avant la création du programme. Pour la correction manuelle de I'intensité et du
contraste, des curseurs permettent d’ajuster le minimum et le maximum de chaque
parametre apparaissent aprés avoir sélectionné la méthode. L'image affichée est
automatiguement mise a jour a chaque modification d’un curseur et permet de visualiser
en temps réel le traitement.

4.4.2.2. Choix de la méthode d'énumération

Aprés validation du traitement de I'image, un nouveau volet apparait afin de
sélectionner la méthode d’énumération appropriée : par maxima ou par seuil (Figure
68C). Les méthodes sont illustrées en Figure 70.

Figure 70 — lllustration des différentes organisations des bactéries pouvant étre obtenues par microscopie A.
Agglomération et C. Répartition des bactéries distinctes, ainsi que de leurs méthodes de dénombrement appropriées
B. Méthode du seuil et D. Méthode des maxima.

146



CHAPITRE 4 = PROTOCOLE DE CARACTERISATION DES PROPRIETES ANTI-
MICROBIENNES

Le principe de I'’énumération par seuil est de pouvoir faire une approximation du nombre
de bactéries dans un amas en comptabilisant le nombre de pixels au-dessus d’un seuil.
Une estimation du nombre de bactéries dans I'amas est calculée en divisant la totalité des
pixels sélectionnée par la taille d’'une bactérie standard en pixel (environ 10 pixels? pour
S. epidermidis et 20 pixels? pour E.coli). Le seuil appliqué peut étre ajusté manuellement
par 'utilisateur gréce a un curseur et est visualisable en direct sur I'image affichée sur
I'interface, comme sur la Figure 70B.

La méthode des maxima, inspirée d’ImageJ, utilise la proéminence pour comptabiliser le
nombre de maxima locaux dans une image. En définissant une proéminence spécifique
(ou une hauteur culminante), seuls les pixels se distinguant de leur entourage par une
valeur supérieure a la proéminence sont comptabilisés. Cette valeur de culminance peut
étre définie par I'utilisateur et les points sélectionnés sont superposés sur I'image
originale comme sur la Figure 70D. Le nombre total de bactéries dénombrées est aussi
affiché et mis a jour quand la proéminence est modifiée.

Pour énumérer le plus précisément possible les bactéries, la méthode des maxima est
préférée pour les images ou les bactéries sont réparties uniformément et celle du seuil est
utilisée pour les images présentant des amas. Pour les images intermédiaires a ces deux
cas, il a été démontré que I'approximation fournie par la méthode du seuil est
relativement proche de I'énumération du nombre de bactéries par la méthode des
maxima, comme illustré en Figure 71. Les deux méthodes peuvent donc étre utilisées
efficacement pour énumérer les bactéries qui ne sont pas sous la forme d’amas trop
importants.

Figure 71 — Différences d’énumération des bactéries sur une partie d’image fluorescente. A. Image originale ; B.
Méthodes des maxima (proéminence = 5 ici) ; C. Méthode du seuil (seuil = 100 en valeur de gris ici). La méthode B
dénombre un total de 100 bactéries et la méthode C en dénombre 95.

4.4.2.3. Enregistrement automatique apres validation
Apres la validation de dénombrement, le programme affiche I'image de

fluorescence suivante. Celui-ci traite les images zone par zone (2048 pixels x 2044 pixels),
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en affichant les images obtenues avec les deux fluorophores I'une aprés I'autre. Une fois
le traitement des deux images d’'une méme zone confirmé, le programme va
automatiguement dénombrer les maxima dans les deux longueurs d’onde pour un méme
pixel, en superposant les 2 images (Figure 68E). Une marge de tolérance de + 6 pixels par
ligne et colonne est ajoutée dans le cas des maxima au cas ou il y ait un léger décalage
(<1%) entre les deux images. Cette marge peut étre modifiée dans le code si besoin, tout
comme la taille en pixels des bactéries étudiées.

Les dénombrements des bactéries a fluorescence strictement rouge, strictement verte et
possédant les deux fluorescences sont ensuite stockées dans un fichier. Les métadonnées
du traitement (valeurs du contraste et de Ilintensité corrigés, méthodes de
dénombrement, seuil ou proéminence utilisés, etc.) sont de méme stockées afin de garder
la trace du traitement.

Le programme continue en superposant les deux images, en leur associant chacune une
couleur (les images sources étant en valeur de gris) et en ajoutant une échelle de taille sur
I'image, adaptée au grossissement de I'objectif de microscope utilisé (Figure 68F). L'image
finale est ensuite enregistrée dans un dossier et la boucle du programme recommence
pour le duo d’'image suivant.

4.4.3. Représentation des données
Gréce a la mise en place d’'un programme semi-automatique, la durée du traitement

des données de fluorescence a pu drastiguement étre réduit, avec en moyenne une
centaine d’images traitées en 30 minutes pour un utilisateur expérimenté. Un certain
nombre d’améliorations, notamment structurelles, peuvent é&tre apportées au
programme. Cependant celui-ci fonctionne de maniere satisfaisante pour traiter les
données du protocole de caractérisation.

Un autre script permet de représenter les données obtenues grace au programme. Celui-
ci utilise les dénombrements de chagque zone pour revenir & un nombre de bactéries
présentes dans chaque puits. Il calcule aussi les pourcentages de réduction ou
d’augmentation de la densité par rapport a la référence, ainsi que les proportions des
bactéries dans chaque état : mortes, vivantes et superposées (entre les deux états). Ces
informations sont réunies sur deux diagrammes en barres empilées, afin de donner la
densité totale d’organisme sur la surface et les proportions de viabilité (voir Figure 72).
Afin de permettre de visualiser I'hétérogénéité de la densité des bactéries entre les images,
des points illustrant les dénombrements pour chaque zone sont superposés aux barres,
comme illustré en Figure 72A et B.
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Figure 72 — Exemple de graphique généré pour les dénombrements des bactéries fluorescentes par le programme semi-
automatique. A. Dénombrement du nombre de bactéries sur la surface d’un puit apreés I'incubation dans du PBS. B.
Dénombrement du nombre de bactéries sur la surface d’un puit apres I'incubation dans du TSB. C. Représentation en
pourcentage de la population totale des différents groupes de viabilité de bactéries de A. D. Représentation en
pourcentage de la population totale des différentes populations de bactéries de B.

4.5. Résultats de Ila caractérisation micro-biologique des
échantillons
Apres avoir établi un protocole de caractérisation des propriétés microbiologiques
exhaustif ainsi qu’'un programme permettant de traiter efficacement les données, le
protocole a pu étre appliqué aux différents échantillons fonctionnalisés et nano-
structurés pour déterminer leurs propriétés anti-microbiennes.

4.5.1. Etude des surfaces nano-structurées
Deux groupes de nano-structures fabriquées par électrodép6t ont été testés a I’aide

du protocole de microbiologie, celles du groupe D (voir chapitre 3) de 200 nm et celles du
groupe A de 450 nm en moyenne. En fonction du traitement de la surface en amont de la
caractérisation, il a pu étre observé des résultats tres différents.
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4.5.1.1. Effet du plasma et du neftoyage sur les propriétés antfi-
microbiennes des surfaces nano-structurées
Comme il a été mentionné plus tét dans ce chapitre, le nettoyage plasma des

surfaces nano-structurées augmente la quantité d’oxygéne en surface de I’échantillon,
probablement par la formation d’'un oxyde d’or. Les propriétés anti-microbiennes des
échantillons ayant subi ce traitement puis une stérilisation de 30 secondes a I'’éthanol 70°
préalablement a la caractérisation ont été évaluées a I'aide du protocole établi
précédemment.

Staphylococcus epidermidis. Grace a la quantification SPA (voir Figure 73), on peut
remarquer une réduction de prés de 95% par rapport a I'or plan de la viabilité dans
I'inoculum en contact avec les nano-structures durant I'incubation dans le milieu
physiologique (cas B - Tableau 15). Cette reduction importante de la viabilité des bactéries
en solution par rapport a I'or plan laisse penser au relargage d’un agent biocide par la
surface nano-structurée.
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Figure 73 —Nombre de bactéries viables en solution dans un puits, dénombrées par SPA pour S. epidermidis A. Aprés
2h en milieu physiologique (PBS) ; B. Apreés 4h de ré-incubation de la surface contaminée dans un milieu riche (TSB).

Pour la ré-incubation de la surface contaminée dans un milieu riche (TSB) favorisant la
prolifération des bactéries, des résultats similaires sont observés. La ou les bactéries
adhérées sur I'or plan sont capables d’étre libérées sous forme planctonique et de
proliférer dans le TSB, celles adhérées aux surfaces nano-structurées ne se re-développent
pas (cas H - Tableau 15). Avec la caractérisation par microscopie de fluorescence (voir
Figure 74), il peut étre observé que les bactéries tendent a adhérer a la surface plane, mais
aussi sur les surfaces nano-structurées, en grande quantité : on retrouve presque autant
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de bactéries adhérées sur la totalité de la surface qu’en solution dans le volume du puits.
De telles densités de bactéries en surface montrent une augmentation du nombre de
micro-organismes pendant les 2 premiéres heures d’incubation en milieu physiologique
(cas D - Tableau 15). Bien que les expériences de croissance des espéces bactériennes dans
le PBS aient indiqué que la viabilité de S. epidermidis avait plutdt tendance a diminuer en
solution aprés 2h dans le PBS par rapport a sa concentration initiale, I'adhésion aux
surfaces peut favoriser la prolifération des bactéries, ce qui expliquerait leur forte densité
en surface observeées pour les expériences au contact des substrats.

A 2h incubation B 4h re-incubation
%104 PBS a 37°C et 100 rpm %10% TSB a 37°C et 100 rpm

(] E@8 Mortes
% Superposées
B Vivante

Bacteries par puit
&=
Bacteries par puit

Figure 74— Nombre et répartition des bactéries vivantes, mortes et superposées, en surface dans un puits, dénombrées
par fluorescence pour S. epidermidis A. Apres 2h en milieu physiologique (PBS) ; B. Aprés 4h de ré-incubation de la
surface contaminée dans un milieu riche (TSB).

Malgré la différence relativement faible de bactéries en surface entre les échantillons
nano-structurés et I'or plan (moins de 25% en moyenne), on observe cependant une plus
grande proportion de bactéries marquée au Pl (mortes + superposées sur le graphique)
pour les nano-structures, en moyenne 95%, contre 50% pour I'or plan. Cela laisserait
entendre un effet bactéricide ou bactério-statique par contact ou causé par le relargage
d’un agent biocide sur la membrane des bactéries. Pour la ré-incubation en milieu riche,
en revanche, on observe un plus grand nombre de bactéries sur les échantillons nano-
structurés, avec une proportion assez importante de bactéries marquées au SYTO® 9 et
donc potentiellement viables : 54% en moyenne, contre 40% pour I'or plan (cas | - Tableau
15). Les observations des différentes étapes du protocole pour Escherichia coli sont
synthétisées en Tableau 16 (lignes grisées). Les différents résultats semblent indiquer
I'action d’'un agent biocide relargué en solution et efficace en solution et sur les bactéries
adhérées en surface dans un milieu physiologique. La ré-incubation dans un milieu riche
a permis de montrer que les bactéries adhérées ne sont plus capables de proliférer sous
forme planctonique, bien que leur viabilité sur la surface semble augmenter avec le
nouveau milieu, ce qui laisse penser a une atténuation de I'effet bactéricide par relargage
grace au changement de milieu ou effet protecteur des protéines contenues dans le TSB.
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Tableau 16 - Tableau récapitulatif des observations durant les différentes étapes du protocole de caractérisation

micro-biologique sur S. epidermidis pour une surface nano-structurées passée au plasma et nettoyées 30s a I’éthanol
70°.

Etapes du protocole Dénombrement Viabilité | Abbréviation Observation
+ou= A Pas d'effet bactéricide en solution
Liquide
- B Effet biocide en solution

Grande adhésion en surface, sans effet
+ C P PP
Incubation milieu + bactéricide significatif*
physiologique (PBS) i b Grande adhésion en surface, avec effet
bactéricide significatif*
Surface . - .
+ E Faible adhésion en surface mais sans
effet bactéricide significatif*
Faible adhésion en surface, avec effet
- F . P
bactéricide significatif
+ G Relargage et capacité des bactéries a
- proliférer sous forme planctonique
Liquide L
) H Pas de relargage de bactéries capables

de proliférer sous forme planctonique

Incubation milieu Grande adhésion en surface, sans effet

riche (TSB) d'une bactéricide significatif*

lame exposée aux Grande adhésion en surface, avec effet
bactéries bactéricide significatif*

Faible adhésion en surface mais

bactéries viables*

Faible adhésion en surface et effet

bactéricide significatif*

Surface

Escherichia coli. La caractérisation de I'effet anti-microbien de la surface nano-structurée
passée au plasma puis a I'éthanol 70° pendant 30 secondes a été effectuée dans les mémes
conditions. Des tendances encore plus fortes que pour S. epidermidis sont observées pour
E. coli, avec une concentration de bactéries en solution inférieure a la limite de détection
de la SPA (cas B - Tableau 15) : aucune colonie n’est observée des la premiére demi-
dilution (données non-illustrées).
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Figure 75 - Nombre et répartition des bactéries vivantes, mortes et superposées, en surface dans un puits, dénombrées
par fluorescence pour E. coli A. Apres 2h en milieu physiologique (PBS); B. Aprés 4h de ré-incubation de la surface
contaminée dans un milieu riche (TSB).
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De laméme maniere, les bactéries adhérées ne sont pas capables de re-proliférer durant la
ré-incubation dans le milieu riche (cas H - Tableau 15). Cependant, certaines différences
par rapport a S. epidermidis peuvent étre observées par fluorescence, illustrées en Figure
75. Aprés incubation avec la surface dans le milieu physiologique, une plus faible quantité
de bactéries adhérent aux surfaces nano-structurées en comparaison de I'or plan. La
encore, environ 50% des bactéries semblent viables sur la surface dorée plane et ces
résultats sont cette fois similaires sur I'or nano-structuré, aucun effet biocide n’est
observé par rapport a la surface de référence (cas E - Tableau 15). Lors de la ré-incubation
dansle TSB, les bactéries viables sur la surface nano-structurée ne semblent pas proliférer,
contrairement a I'or plan qui voit sa population bactérienne en surface augmenter. De
plus, les bactéries adhérées possedent la encore une viabilité proche de 50% (cas L -
Tableau 15). Les résultats des différentes étapes du protocole, synthétisées dans le Tableau
17,semblentindiquer laencore le relargage d’'un agent biocide par lasurface, avec un effet
biocide persistant en milieu riche méme sur les bactéries adhérées.

Tableau 17 - Tableau récapitulatif des observations durant les différentes étapes du protocole de caractérisation
micro-biologique sur E.coli pour une surface nano-structurées passée au plasma et nettoyées 30s a I’éthanol 70°.

Etapes du protocole Dénombrement Viabilité | Abbréviation Observation
+ou= / A Pas d'effet bactéricide en solution
Liquide
- B Effet biocide en solution
Grande adhésion en surface, sans effet
+ C e o
Incubation milieu + bactéricide significatif*
physiologique (PBS) ) D Grande adhésion en surface, avec effet
Surface baf:tenmde's!gnlﬂcanf .
+ E Faible adhésion en surface mais sans
effet bactéricide significatif*
Faible adhésion en surface, avec effet
- F s A,
bactéricide significatif
+ G Relargage et capacité des bactéries a
- proliférer sous forme planctonique
Liquide -
) H Pas de relargage de bactéries capables
de proliférer sous forme planctonique
Incubation milieu + | Grande adhésion en surface, sans effet
riche (TSB) d'une + bactéricide significatif*
lame exposée aux ) J Grande adhésion en surface, avec effet
bactéries bactéricide significatif*
Surface . . .
Faible adhésion en surface mais
+ K . :
bactéries viables*
Faible adhésion en surface et effet
- L P P,
bactéricide significatif

La méme caractérisation a été menée sur des échantillons passés au plasma sans
nettoyage a I'’éthanol 70° post-plasma. Dans ce cas, une réduction importante du nombre
de bactéries en solution (énumérées par SPA) par rapport a la concentration initiale de
I'inoculum est visible pour tous les échantillons, méme I'or plan. Aucune re-prolifération
n’est observée apres avoir incubé les surfaces ayant été au contact des bactéries dans le
TSB. Ces résultats, combinées a ceux dela caractérisation des échantillons nettoyés
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a I'’éthanol post-plasma, montrent que I'effet bactéricide généreé par I'action du plasma sur
I'or est plus difficilement nettoyable sur les nano-structures que sur I'or plan. Aprés un
nettoyage de 30 secondes a I'éthanol, I'or plan semble retrouver un comportement
normal, la ou les surfaces nano-structurées semblent relarguer un agent biocide. Cette
différence d’effet est probablement causée par la forte rugosité des échantillons nano-
structurés, rendant plus difficile la réduction de I'oxyde d’or.

Afin d’éliminer cet effet, indépendant de I'action induite par les nano-structures, I'étape
de simple rincage de 30 secondes a été remplacée par un bain de 10 a 15 minutes a
I’éthanol 70°. Une différence de coloration de I'or nano-structuré apres plasma, invisible
pour des lavages plus courts car uniforme sur la surface, a été observée durant ce
nettoyage intensif et semble disparaitre a la fin de la durée prolongée du nettoyage a
I’éthanol (voir Figure 76)

Figure 76 — Apparition d’une différence de coloration sur I’échantillon nano-structuré pendant le nettoyage de 10
minutes a I’éthanol 70°.

Afin de confirmer I’élimination de I'agent biocide grace au bain d’éthanol et de comparer
I'efficacité des ringcages rapides et longs, des tests supplémentaires ont été effectués. Une
premiére expérience a éteé réalisée pour comparer la viabilité des bactéries aprés 2h en
contact avec des échantillons dorés plan et nano-structurés ayant subi les deux types de
nettoyage. Pour cela, un SPA sur I'inoculum avant et aprés incubation avec les surfaces
est utilisé (voir Figure 77).
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Figure 77 — Schéma de I'expérience d’évaluation de I'effet d’un nettoyage long ou court sur I'activité biocide des
surfaces planes et nano-structurées. Un SPA est réalisé avant et aprés incubation avec des bactéries.
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Les résultats de cette expérience, illustrés en Figure 79A démontrent que pour les nano-
structures ayant subi le nettoyage long, I'effet biocide est réduit et on obtient une
concentration proche de celle de I'inoculum apres 2h. Les nano-structures ayant été
nettoyées rapidement ont, en revanche, un effet bactéricide confirmé, avec une réduction
de 84% de la viabilité en solution. L’activité de I'or plan sur les bactéries en solution, en
revanche, n’est pas statistiguement différente pour les deux traitements ce qui confirme
gu’un lavage court est efficace sur les échantillons non-nanostructurés.

Une seconde expérience a été effectuée pour confirmer que l'activité bactéricide est
majoritairement due au relargage d’un agent dans le milieu liquide, et non pas a un effet
biocide par contact des surfaces (voir Figure 78). Pour cela, une solution de PBS stérile est
mise en contact pendant 2h avec les nano-structures passées au plasma, sans lavage
éthanol pré-caractérisation. Apres cette durée d’incubation, le PBS est ensuite récupéré et
un inoculum bactérien y est ajouté jusqu’a une concentration d’environ 2x10° CFU/mL.
Afin d’avoir un contréle négatif pour cette expérience, la méme chose est effectuée pour
un échantillon de PBS n’ayant pas été au contact des nano-structures. Un suivi temporel
de I’évolution de la viabilité dans les deux milieux PBS a ensuite été effectué grace a un
SPA réaliseé toutes les 30 minutes.

o Nettoyage de la o Incubation 2h (O o Récupération du PBS © Quantification

surface au plasma dans du PBS et ajout bactéries
— — —
. :~ -
e i~ N

-

Figure 78 - Schéma de I'expérience d’évaluation de I'effet d’un nettoyage long ou court sur I'activité biocide des
surfaces planes et nano-structurées. du SPA avant et aprés incubation avec des bactéries ; B. Suivi cinétique de la
viabilité dans du PBS ayant été en contact avec les surfaces.

Les résultats du suivi temporel sont présentés en Figure 79B et démontrent que pour le
PBS ayant été au contact des nano-structures, une réduction de I'ordre de 96% est visible
des 30 minutes. La concentration de bactéries viables en solution continue de diminuer
dans le temps, jusqu’a atteindre 99.8% apres 120 minutes. Une légere décroissance de la
viabilité des bactéries est observée pour le PBS de référence n’ayant pas été au contactavec
les nano-structures, mais cet effet est probablement lié a la réduction de la croissance
bactérienne en milieu PBS.

155



CHAPITRE 4 = PROTOCOLE DE CARACTERISATION DES PROPRIETES ANTI-
MICROBIENNES

A b5 X10° B 35 20
' oPlasma+ | ¢ |- Inoculum
30s ethanol Nano aprés plasma
2+ —I—_} mPlasma +
10' ethanol
= el ccmmmmmemmmmmmmmme
15 T T e
7T

Concentration CFU/mL
Bactéries/mL

05 +

Inoculum Or plan Nano 0 30 60 90 120
Temps d'incubation (min)

Figure 79 — A. Dénombrement par SPA du nombre de bactéries viables en solution aprés 2h d’incubation avec des
surfaces ayant subi différents traitements. B. Evolution temporelle de la concentration de bactéries viables en PBS par
SPA.

Ces expériences permettent de conclure qu’apres plasma, I’or relargue un agent biocide
trés efficace dans le PBS. Afin d’éliminer cet agent, un nettoyage a I’éthanol 70° de
guelques secondes pour I'or plan et de plusieurs minutes pour I’'or nano-structuré doit étre
utilisé. Aprés avoir intégré le nettoyage long a I’éthanol post-plasma pour les surfaces
nano-structurées, I'efficacité propre a celles-ci a pu étre évaluée.

4.5.1.2. Propriétés anti-microbiennes des nano-structures de 150 nm non-
fonctionnalisées
Dans un premier temps, le protocole de microbiologie a été utilisé pour déterminer
les propriétés anti-bactériennes des nano-structures du groupe B (Tableau 8, 150 nm).

Escherichia coli. L’énumération par SPA des surnageants, illustrée en Figure 80, a
démontré pour l'incubation de 2h en PBS qu’en moyenne la quantité de bactéries
planctoniques pour les échantillons nano-structurés n’est pas significativement différent
de I'inoculum de départ. Cependant une Iégére réduction est observée en solution pour
les bactéries en contact avec I'or plan. (cas A - Tableau 15). Pour la ré-incubation de 4h de
la surface en milieu riche en revanche, on observe une augmentation plus importante du
nombre de bactéries en solution pour les surfaces nano-structurées, de I'ordre de +114%
en moyenne par rapporta I'or plan, ce qui démontre la capacité des bactéries a se détacher
des surfaces nano-structurées et a proliférer sous forme planctonique. (cas G - Tableau
15).
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Figure 80 - Nombre de bactéries viables en solution dans un puits, dénombrées par SPA pour Escherichia coli A. Apres
2h en milieu physiologique (PBS) ; B. Apreés 4h de ré-incubation de la surface contaminée dans un milieu riche (TSB)

Les dénombrements par fluorescence des bactéries adhérées, illustrés en Figure 81,
confirment ces tendances, avec des taux d’adhésion similaires aprés 2h en PBS entre I'or
plan et les nano-structures, autant en termes de densité que de proportions
vivantes/mortes/superposées (cas C - Tableau 15).
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Figure 81 - Nombre et répartition des bactéries vivantes, mortes et superposées, en surface dans un puits, dénombrées
par fluorescence pour Escherichia coli A. Aprés 2h en milieu physiologique (PBS); B. Aprés 4h de ré-incubation de la
surface contaminée dans un milieu riche (TSB).

Cependant, pour la remise en incubation dans le TSB, une réduction de 63% en moyenne
des bactéries adhérées est visible par rapport a I'or plan, indiquant une préférence pour
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les bactéries a se décrocher et a proliférer en solution plutdt que sur la surface nano-
structurées. La proportion de bactéries viables en plus faible pour les nanostructures que
pour I'or plan (cas L - Tableau 15). De plus, il semble que les bactéries aient plut6t
tendance a se regrouper pour former des micro-colonies sur I'or plan alors qu’elles sont
plus uniformément réparties sur les nano-structures, comme en atteste la Figure 82.

Nanostructures 400 nm Or plan

2h dans PBS

4h dans TSB

Figure 82 — Images de microscopie utilisant la fluorescence live/dead pour Escherichia coli.

Les résultats des différentes étapes du protocole, synthétisées dans le Tableau 18,
semblent indiquer un effet plutét bactériostatique des nano-structures de 150 nm sur
Escherichiacoli, avec une diminution de I'adhésion sur le long terme par rapportal’or plan
et une tendance a proliférer en solution plutét qu’en surface.
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Tableau 18 - Tableau récapitulatif des observations durant les différentes étapes du protocole de caractérisation

micro-biologique sur E. coli pour une surface nano-structurées avec des pics de 150 nm en moyenne.

Dénombrement Viabilité | Abbréviation

Observation

Etapes du protocole
Liquide
Incubation milieu
physiologique (PBS)
Surface
Liquide
Incubation milieu
riche (TSB) d'une
lame exposée aux
bactéries
Surface

+ou=

Pas d'effet bactéricide en solution

Effet biocide en solution

Grande adhésion en surface, sans effet
bactéricide significatif*

Grande adhésion en surface, avec effet
bactéricide significatif*

Faible adhésion en surface mais sans
effet bactéricide significatif*

Faible adhésion en surface, avec effet
bactéricide significatif*

Relargage et capacité des bactéries a
proliférer sous forme planctonique

Pas de relargage de bactéries capables
de proliférer sous forme planctonique
Grande adhésion en surface, sans effet
bactéricide significatif*

Grande adhésion en surface, avec effet
bactéricide significatif*

Faible adhésion en surface mais
bactéries viables*

Faible adhésion en surface et effet
bactéricide significatif*

Staphylococcus epidermidis. Des tendances similaires ont été observées pour le
S. epidermidis sur des nano-structures de 150 nm. Les résultats de la quantification des
bactéries viables en solution aprés 2h dans du PBS semble ne pas indiquer de différence
avec l'or plan (cas A - Tableau 15). En revanche, a I'inverse d’E. coli., une diminution de
25% en moyenne de la concentration de bactéries viables en solution apreés la ré-
incubation dans le TSB est observée (cas H - Tableau 15). Cette différence pourrait étre
expliguée par la motilité active d’Escherichia coli qui lui permettrait de se détacher plus

facilement de la surface que S. epidermidis qui n’est pas motile activement.
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Figure 83 - Nombre de bactéries viables en solution dans un puits, dénombrées par SPA pour Staphylococcus
epidermidis A. Aprés 2h en milieu physiologique (PBS) ; B. Apres 4h de ré-incubation de la surface contaminée dans
un milieu riche (TSB)

Gréace aux résultats de microscopie de fluorescence (voir Figure 84), on observe un taux
d’adhésion et de bactéries viables similaires a I’or plan au bout de 2h (cas D - Tableau 15).
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Figure 84 - Nombre et répartition des bactéries vivantes, mortes et superposées, en surface dans un puits, dénombrées
par fluorescence pour Staphylococcus epidermidis A. Apres 2h en milieu physiologique (PBS); B. Aprés 4h de ré-
incubation de la surface contaminée dans un milieu riche (TSB).

Cependant, apres la ré-incubation dans du TSB, une réduction de I'adhésion bactérienne
de 82 % en moyenne est observable, bien que les bactéries adhérées semblent plus viables
pour les nano-structures (cas K - Tableau 15). Les différentes observations obtenues,
synthétisées dans le Tableau 19, semblent indiquer un effet plutét bactéricide par contact
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des nano-structures de 150 nm sur Staphylococcus epidermidis, avec une diminution de la
viabilité en solution des bactéries relarguées par la surface par rapport a I'or plan et une
tendance a moins proliférer sur la surface nano-structurée.

Tableau 19 - Tableau récapitulatif des observations durant les différentes étapes du protocole de caractérisation
micro-biologique sur S. epidermidis pour une surface nano-structurées avec des pics de 150 nm en moyenne.

Etapes du protocole Observation

Pas d'effet bactéricide en solution
Liquide
Effet biocide en solution

Grande adhésion en surface, sans effet
Incubation milieu bactéricide significatif*
physiologique (PBS) Grande adhésion en surface, avec effet
bactéricide significatif*
Faible adhésion en surface mais sans
effet bactéricide significatif*
Faible adhésion en surface, avec effet
bactéricide significatif*
Relargage et capacité des bactéries a
proliférer sous forme planctonique
Pas de relargage de bactéries capables
de proliférer sous forme planctonique
Incubation milieu Grande adhésion en surface, sans effet
riche (TSB) d'une bactéricide significatif*
lame exposée aux Grande adhésion en surface, avec effet
bactéries bactéricide significatif*
Faible adhésion en surface mais
bactéries viables*
Faible adhésion en surface et effet
bactéricide significatif*

Surface

+

Liquide

Surface

Les résultats des expériences présentées semblent indiquer que les nano-structures sont
peu favorables au développement des bactéries a leur surface et affectent leur capacité a
proliférer aleur contact. Ces effets dépendent néanmoins de I’espéce étudiée. Les résultats
pour les structures de 200 nm restent a étre effectués afin de vérifier si la différence de
hauteur moyenne des pics peut impacter les propriétés anti-bactériennes des surfaces.

4.5.2. Propriétés anti-microbiennes des surfaces planes fonctionnalisées
avec des AMPs
Parmi les expériences de caractérisation des AMPs, I’étude de I'impact de la longueur

de I'espaceur et de leur orientation de greffage sur I'efficacité de peptides, ainsi que la
comparaison de I'efficacité de LL-37 et de la Magainine 1, ont été réalisées. Cependant, les
dizaines d’expériences menées ne permettent pas de conclure précisément quant a
I'efficacité individuelle de chaque peptide. La mise en évidence tardive du relargage d’un
agent biocide post-plasma, ainsi que les différentes optimisations ayant été ajoutées au
protocole final de caractérisation des propriétés anti-microbiennes au cours de la thése
ont limité le nombre d’expériences exploitables. De plus, les effets de peptides, plus
subtils que ceux des nano-structures ou du plasma, sont plus difficiles a quantifier par
fluorescence du fait de bruits de fond pouvant apparaitre pour certaines
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fonctionnalisations et des débris cellulaires pouvant étre engendré par I'interaction avec
les AMPs.

Des tendances générales sont tout de méme visibles, avec un nombre de bactéries viables
en solution souvent similaire pour les AMPs a I'or non-fonctionnalisé aprés 2h dans du
PBS, comme illustré en Figure 85. Ces observations permettent de supposer que I'effet
biocide des AMPs n’agit que peu sur les bactéries en solution, et est plutdt actif sur les
bactéries adhérées. Pour le LL-37 fixé par son terminal C, en revanche, on peut observer
une diminution de la viabilité dans le PBS aprés 2h, ainsi qu’un faible relargage des
bactéries en solution apres ré-incubation dans le TSB. Ces résultats laissent supposer une
action biocide par contact, avec une forte interaction des bactéries avec le peptide. Ces
hypotheses semblent étre confirmée par les résultats de la caractérisation par microscopie
de fluorescence, illustrés en Figure 86, ou un grand nombre de bactéries adhérées sont
visibles sur le LL-37 en comparaison avec I'or plan apres 2h dans le PBS. Pendant la ré-
incubation avec le TSB une augmentation drastique de la mortalité des bactéries adhérées
pendant la ré-incubation est aussi observée.
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Figure 85 - Nombre de bactéries viables en solution dans un puits, dénombrées par SPA pour Escherichia coli A. Aprés
2h en milieu physiologique (PBS) ; B. Aprés 4h de ré-incubation de la surface contaminée dans un milieu riche (TSB)

Pour les autres AMPs, une faible adhésion sur la surface est observée apres 2h dans le PBS
et un faible relargage de bactéries viables en solution sont généralement observeés. Ce
relargage est similaire aux performances d’une fonctionnalisation PEG, servant de
contréle positif grace a ses propriétés anti-adhésives. Le nombre de bactéries adhérées,
trés faible sur le PEG aprés incubation dans le PBS mais aussi dans le TSB, confirme son
efficacité sur la réduction de I'accroche des bactéries.
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Le peptide contrdle C-M3C semble exprimer une plus faible interaction avec les bactéries,
visible par 'augmentation de la concentration de bactéries viables en PBS. Durant la ré-
incubation de la surface dans le milieu riche, I'absence de prolifération des bactéries pour
le peptide contrdle peut découler de la faible accroche de celles-ci sur le peptide non-
chargé pendant I'incubation avec le PBS, probablement a cause de la réduction du nombre
de charges positives dans la séquence du peptide. Ces hypothéses sont confirmées par les
résultats de microscopie de fluorescence, ou une adhésion similaire au PEG est visible en
milieu riche. Cependant, ces résultats restent & confirmer car I'adhésion des bactéries
dans le PBS semblent plus importante que pour I'or plan, avec une grande viabilité.

Ces résultats démontrent I'efficacité de la fonctionnalisation peptidique pour limiter
I'accroche sur la surface et le relargage des bactéries. Un effet biocide clair peut étre
observeé pour toutes les séquences. L'utilisation d’'un espaceur court de 3 3-alanines pour
immobiliser les AMPs semblent donc ne pas entraver leur activité anti-microbienne, et
cela pour les deux sens d’orientation des peptides.
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Figure 86 - Nombre et répartition des bactéries vivantes, mortes et superposées, en surface dans un puits, dénombrées
par fluorescence pour Escherichia coli A. Aprés 2h en milieu physiologique (PBS) ; B. Apres 4h de ré-incubation de la
surface contaminée dans un milieu riche (TSB).

Cesrésultats de la caractérisation des propriétés des AMPs sont encourageants, cependant
pour conclure sur les effets individuels de chaque AMPs, un plus grand nombre
d’expériences est nécessaires, sur les deux espéces bactériennes.

4.5.3. Combinaison de la fonctionnalition peptidique avec les nano-
structures
Pour la combinaison des approches, aucun résultat consolidé n’a été obtenu

jusqu’a présent. En effet, un grand nombre d’expériences réalisées ont été biaisées par
I'impact du nettoyage plasma, présenté précédemment et mis en évidence tardivement. Il
peut étre néanmoins intéressant de constater que pour les expériences réalisées sans
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lavage rigoureux post-plasma, les auto-assemblages d’AMPs semblent empécher ou
diminuer le relargage d’agent biocide dans la solution, comme illustré en Figure 87.
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Figure 87 - Nombre de bactéries viables en solution dans un puits, dénombrées par SPA pour Escherichia coli A. Aprés
2h en milieu physiologique (PBS) ; B. Apres 4h de ré-incubation de la surface contaminée dans un milieu riche (TSB).
Ces résultats sont obtenus pour un lavage éthanol court, insuffisant pour empécher le relargage d’un agent biocide
par les nanostructures.

4.6. Conclusion du chapitre
L’élaboration d’un protocole de caractérisation des propriétés anti-microbiennes

des surfaces, visant a étre exhaustif et adaptable a divers matériaux anti-microbiens tout
en permettant l'analyse en parallele de nombreux échantillons, a mis en évidence la
complexité de cette tache.

Les méthodes de culture traditionnelles se sont avérées souvent peu pratiques pour un
grand nombre d'échantillons en raison de la quantité de manipulations et de réactifs
nécessaires et ont nécessité d’étre adaptées. De plus, le détachement mécanique des
bactéries adhérées a la surface, crucial pour évaluer leur nombre et leur viabilité, s'est
avéré étre un défi. Cependant, en combinant séquentiellement plusieurs méthodes,
comme la culture en milieu liquide et la microscopie de fluorescence, il a été possible de
surmonter les biais et limitations potentiels liés a cette étape délicate.

L'utilisation d'une double incubation dans le protocole de caractérisation a confirmé la
robustesse et la fiabilité de cette méthode, démontrant sa capacité a identifier avec
précision les propriétés anti-microbiennes spécifiques d'une surface en combinant les
résultats des différentes étapes de caractérisation. Celle-ci a notamment permis de mettre
en avant les variations d'effets des nano-structures sur les différentes espéces
bactériennes utilisées, avec un comportement plutét bactério-statique pour E. coli et
bactéricide pour S. epidermidis. Pour les deux especes, une diminution de I'adhésion sur
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les surfaces en milieu riche est observable, indicatrice de matériaux défavorisant la
prolifération de bactéries sur leur surface.

L’'impact crucial de I'utilisation d’'un plasma Oz/Ar sur I'efficacité des nano-structures a
aussi été mis en évidence, avec la formation et le relargage d’un agent biocide pouvant
réduire de 99% la population bactérienne en moins d’une heure. L’identification exacte
de la nature de cet agent reste encore a étre effectuée, mais les résultats obtenus ouvrent
des perspectives intéressantes pour le développement de surfaces anti-microbiennes
efficaces. L’élimination de cet agent biocide grace a une étape de lavage post-plasma a
I’éthanol 70° pendant plusieurs minutes a aussi été confirmé.

Les expériences réalisées ont permis de mettre en avant les différentes propriétés des
surfaces développées durant cette thése. Les surfaces nano-structurées ont démontré une
activité bactéricide par contact et bactériostatique, différentes en fonction des espéces.
Cela permet de conclure que de telles topologies peuvent avoir des effets anti-microbiens
et méritent d’étre investiguées plus en profondeur. Les AMPs ont aussi démontré des
tendances biocides encourageantes, en particulier pour le LL-37 greffé par son N-ter. De
plus, les premiers résultats démontrent qu’un espaceur court est suffisant pour conserver
I'activité de la magainine 1 et du LL-37. Bien que des expériences supplémentaires soient
nécessaires pour valider les premieres tendances observées pour les AMPs et les nano-
structures, les résultats actuels témoignent de I'efficacité du protocole pour évaluer les
effets anti-bactériens des surfaces. Ces conclusions ouvrent des perspectives
prometteuses pour le projet en cours, en suggérant des axes d'amélioration potentiels
pour renforcer la robustesse et la reproductibilité du protocole.
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CHAPITRE b5
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Au cours des travaux réalisés durant cette thése, de nombreux domaines gravitant
autour de la création de surfaces anti-microbiennes efficaces ont été explorés.

Les principaux défis rencontrés durant ce projet découlent directement de la complexité
des mécanismes d’interaction entre les cellules microbiennes et les surfaces. Afin de
définir plus précisément le sujet, le premier chapitre a établi clairement les différentes
propriétés anti-microbiennes pouvant étre observées, les approches existantes pour
conférer ces propriétés aux surfaces et les limitations de certaines approches.

Dans le chapitre 2, dédié aux peptides antimicrobiens (AMPs), leur potentiel pour créer
des surfaces anti-microbiennes efficaces a été exploré. La diversité des mécanismes
d'action des AMPs et I'impact de plusieurs paramétres sur leur efficacité ont été mis en
évidence, soulignant la nécessité d'une compréhension approfondie et d'une
caractérisation précise et robuste. Une revue exhaustive de la littérature a permis
d'élaborer une liste de peptides pertinents pour la fonctionnalisation de surface, parmi
lesquels les AMPs LL-37 et magainine-1 ont été initialement sélectionnés pour une étude
approfondie. Il est également apparu clairement, a partir des travaux existants, que les
parameétres d'immobilisation des AMPs jouent un rdle crucial dans la préservation de leur
activité, justifiant ainsi une étude approfondie pour définir les espaceurs et les
orientations d'ancrage les plus favorables. Les mesures d'angle de contact ont confirmé la
répétabilité du protocole de fonctionnalisation et la formation adéquate des
monocouches auto-assemblées.

Dans le chapitre 3, I'intérét des nano-structures bio-inspirées pour le développement de
surfaces anti-microbiennes, notamment grace a leur mécanisme mécano-bactéricide, est
mis en évidence. Bien que les procédés de structuration actuels permettent de produire
une variété de surfaces, la complexité de leurs mécanismes d'action, les nombreux
parametres géométriques influengant I'efficacité anti-microbienne, la production limitée
d'échantillons et la caractérisation souvent incompléte des propriétés de ces surfaces
compliquent leur exploitation. L'utilisation de I'électrodépdt de sels d'or a permis de
démontrer avec succes son potentiel en permettant une fabrication rapide, simple et
reproductible de nombreux échantillons aux nano-structures variées. L'étude des
paramétres de dépdt a permis d’améliorer notre compréhension et de faciliter la
production efficace de surfaces nano-structurées spécifiques. Finalement, ces avancées
ont abouti a la création de plusieurs dizaines d'échantillons.
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Pour finir, I'élaboration d'un protocole exhaustif de caractérisation des propriétés anti-
microbiennes des surfaces, adaptable a divers matériaux anti-microbiens et permettant
I'analyse en paralléle de nombreux échantillons, a permis de dépasser certains
désavantages des méthodes de caractérisation classiques. Afin de contourner les
problemes de répétabilité des protocoles utilisant le détachage mécanique des bactéries
adhérées a la surface, I'utilisation séquentielle de méthodes telles que la culture en milieu
liguide et la microscopie de fluorescence a été mise en place. L'incorporation d'une double
incubation dans le protocole de caractérisation a confirmé la robustesse et la fiabilité de
cette méthode, permettant une identification précise des propriétés anti-microbiennes
spécifiques d'une surface en combinant les résultats des différentes étapes de
caractérisation. Ce protocole a permis de révéler des variations d'effets des nano-
structures sur différentes espéces bactériennes, avec un comportement bactério-statique
pour E. coli et bactéricide pour S. epidermidis. 1l a aussi permis de confirmer I’effet biocide
des AMPs sur les bactéries pour un espaceur court. L'impact crucial du plasma Oz/Ar sur
I'activité des nano-structures aaussi pu étre souligné, avec la formation d'un agent biocide
réduisant significativement la population bactérienne. Bien que I'identification précise de
cet agent reste a confirmer, les résultats suggerent des perspectives intéressantes pour le
développement de surfaces anti-microbiennes efficaces. Malgré la nécessité de réaliser
des expériences supplémentaires pour valider les tendances observées pour les AMPs et
les nano-structures, les résultats actuels attestent de I'efficacité du protocole pour évaluer
les effets anti-bactériens des surfaces et les premiers résultats sont prometteurs, autant
pour les AMPs que pour les hano-structures.

Plus généralement, les travaux réalisés durant cette thése ont permis d’explorer de
maniére approfondie différentes stratégies de conception de surfaces anti-microbiennes,
mettant en lumiére la pertinence de certaines approches. En particulier, les recherches
menées ont pu mettre en avant la complexité de la conception et de la caractérisation de
surfaces anti-microbiennes, ainsi que la multitude de paramétres spécifiques a chaque
étape de développement et pouvant impacter fortement I'efficacité des surfaces
développées. Cette thése a aussi permis de souligner I'absence de protocoles standardisés
de caractérisation de I'efficacité anti-microbienne des surfaces. Ce manque rend les
comparaisons entre équipes de recherche difficiles et ce constat nous a donc conduit a
développer un protocole reproductible et qui permet d’adresser un grand nombre de
caractérisations. La quantité de résultats obtenus grace a ce protocole a aussi permis de
faire ressortir la nécessité de recourir a des méthodes d’analyses semi-automatiques pour
les résultats de fluorescence, afin d’accélérer le traitement des données tout en conservant
un maximum d’'informations sur les images obtenues.

Ces diverses conclusions ouvrent des perspectives intéressantes pour la suite du projet et
les expériences réalisées ont permis d’identifier des axes d'amélioration pour renforcer la
robustesse et la reproductibilité du protocole.

170



CHAPITRE 5 « CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

5.1. Caractérisation complémentaire des SAMs et élargissement de

la fonctionnalisation a d’'autres AMPs

Dans un premier temps, la variabilité des résultats de caractérisation des
propriétés anti-microbiennes concernant les peptides améne a approfondir notre
connaissance des parametres de la fonctionnalisation peptidique. Afin de conclure quant
aux effets de I'espaceur et de I'orientation sur I'efficacité des AMPs, il est nécessaire
d’intégrer au projet la caractérisation des SAMs pour confirmer une fonctionnalisation
homogene et reproductible. La possibilité d’erreur de synthése, de mauvaise
solubilisation ou purification pour les peptides synthétisés a facon doit pouvoir étre
confirmée ou non, de maniére a éliminer les parametres variables avant la caractérisation.
Pour celal'utilisation de QCM ou des tests de colorimétrie semi-quantitatif pourraient étre
utilisés (comme le sulfo-SDTB ou un test de Bradford modifié) pour estimer la densité
surfacique d’AMPs et vérifier leur attachement correct.823¢

Le choix des peptides tels que la magainine 1 et le LL-37, souvent utilisés dans la
littérature, était stratégique pour la fonctionnalisation afin de comparer les résultats
obtenus avec ceux d’autres études. Cependant, pour la création de surfaces anti-
microbiennes efficaces, d’autres peptides et combinaisons de peptides devront étre
considérés et testés seuls ou en combinaison avec les nano-structures. Des AMPSs
pertinents pouvant étre explorés sont recensés dans la liste réduite en Annexe B. En
fonction du peptide étudié, certains pourraient démontrer de meilleurs résultats une fois
greffés en surface que les deux peptides initialement évalués.

Une fois la répétabilité du protocole de caractérisation pour les peptides confirmée, il sera
intéressant d’explorer d’autres parametres de la fonctionnalisation peptidique, comme
différentes combinaisons de peptides anti-microbiens pour tenter d’élargir le spectre
d’action et Il'efficacité, ou envisager de tester d’autres concentrations d’AMPSs.
L'expérimentation avec d'autres approches de fonctionnalisation, axées sur des espéces
hydrophobes ou anti-adhésives par exemple, peut également ouvrir des perspectives
intéressantes pour améliorer les propriétés des surfaces anti-microbiennes. En somme,
ces améliorations et perspectives visent a affiner les méthodologies existantes, a
diversifier les peptides testés, et a explorer de nouvelles approches de fonctionnalisation
pour progresser vers des surfaces anti-microbiennes plus efficaces et adaptées a une
variété d'applications.

5.2. Exploration d’autres micro- et nano-structures dorées

Parmi les différents approfondissements pouvant étre explorés dans le domaine de la
nano-structuration, élargir le domaine d’étude des paramétres de dép6t semble pertinent
pour tenter d’accéder a d’autres dimensions de nano-pics ou a des morphologies
différentes. Plus spécifiqguement, il pourrait étre intéressant d’envisager des
concentrations en agent directionnel Pb(CHsCOO). beaucoup plus élevées. Les
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expériences réalisées a 0,5 mM a 1 mM ne démontrent pas de différences significatives de
la nano-structuration entre ces deux concentrations, ce qui peut étre causé par les
concentrations d’or élevées employées. Des concentrations de plomb de plusieurs mM
pourraient donner des résultats intéressants pour différentes concentrations d’or.
Cependant il sera nécessaire de vérifier que cela n’'impacte pas les résultats de la
caractérisation micro-biologique, le plomb étant trés toxique. Envisager un autre agent
directionnel non-toxique, comme des cystéines, semble important dans le futur du projet.
D’autres types de matériaux, comme I'argent et le titane pourraient aussi étre utilisés afin
de se rapprocher des matériaux plus pertinents pour des applications liées a la santé.

Une autre approche pouvant donner des résultats intéressants pour la création de surfaces
anti-microbiennes est I'exploration de la combinaison de nano-structuration avec une
micro-structuration. Ces structures, existantes déja dans la nature comme sur la peau des
geckos par exemple (voir Figure 88), pourraient permettre de conférer d’autres propriétés
aux surfaces, comme un effet auto-nettoyant ou anti-adhésif.’®> Ce type de doubles
structurations a différentes échelles peut étre réalisé, en combinant plusieurs méthodes,
comme la lithographie électronique et I'électrodép6t. C’est ce qui a été fait durant le projet
sur des surfaces dorées ou des lignes et des disques de plusieurs dizaines de microns ont
été électrodéposés uniquement sur les structures en utilisant une résine compatible avec
la solution d’HAuUCI.. Certaines des structures obtenues sont illustrées en Figure 89.

Figure 88 — Image SEM des régions du dome épidermique (écailles) et des zones entre les écailles sur la région dorsale
du Iézard. Les spinules (minuscules poils) sont a peine visibles a la surface de la peau. Reproduit avec permission de
I’éditeur a partir des figures de Watson et al. 125

Concernant les optimisations possibles pour le processus d’électrodép6t, lavariation de la
densité de courant a été identifiée comme étant un parameétre influent sur la vitesse de
formation et la taille des nano-structures. L'exploration de dépbts en mode galvano-
statique plutdt que potentio-statique est intéressante afin d’améliorer la maitrise des
résultats.

Ces ajustements méthodologiques visent a enrichir la diversité des morphologies pouvant
étre obtenues et a offrir des perspectives pour I'élaboration de surfaces aux propriétés
améliorées, contribuant ainsi a I'évolution des approches nano-structurées dans le
domaine des surfaces anti-microbiennes.
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Figure 89 — Structures obtenues par lithographie électronique puis par électrodépdt. L’échantillon se compose de
lignes de 6 et 60 um de large, de plots de 30 um, 90 pum et 120 um de diamétre et de carrés de 9mm?. A. Image générale
de I'échantillon ; B. Plot de 60 um de diamétre ; C. Lignes de 6 um de large ; D. Micro-particules générées
spontanément par décollement de I'or lors de I’électrodépot.

5.3. Optimisation de la caractérisation microbiologique

Dans le volet de la caractérisation microbiologique, quelques améliorations et
explorations expérimentales peuvent aider a renforcer la rigueur des résultats obtenus et
a élargir ainsi la compréhension des propriétés et des performances des surfaces anti-
microbiennes étudiées.

Premiérement, I'étape de ringage dans le protocole de caractérisation est une des parties
les plus délicates de celui-ci. Plusieurs méthodes de ringcage ont été testées (pipetages,
bains, etc.) mais cette étape nécessite encore d’étre perfectionnée. En effet, les interfaces
eau/air peuvent fortement influencer la viabilité et la répartition des bactéries sur la
surface, ce qui peut fausser le dénombrement par fluorescence.®® Il pourrait étre pertinent
d’imaginer un systéme permettant le rincage et le marquage fluorescent des bactéries
sans exposer les échantillons a ces changements de conditions, ce qui peut étre rendu
particulierement difficile pour les matériaux hydrophobes. De plus, pour optimiser les
résultats de cette étape, la récupération des solutions de ringage est aussi recommandée,
permettant ainsi d'évaluer les proportions de bactéries perdues, mais cette amélioration
doitétre intégrée de maniére a ne pas accroitre lacomplexité du protocole, déja long. Cette
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optimisation pourrait étre intégrée a un systeme permettant de tester le protocole dans
des conditions de flux.

De la méme maniere que pour les peptides, étendre la caractérisation microbiologique a
d’autres micro-organismes tels que ceux pouvant étre trouvés en Annexe C, comme des
Enterobacter ou des Candida, est un enjeu permettant de confirmer I'efficacité large spectre
de la fonctionnalisation et de la nano-structuration. Les conditions de culture devront
évidemment étre adaptées a chaque espece. En plus de tester de nouvelles especes
microbiennes, évaluer la toxicité des surfaces envers les cellules de mammifére semble
nécessaire etdoit étre intégré a la caractérisation afin d’établir plus clairement les surfaces
pouvant étre utilisées pour des dispositifs médicaux et autres applications bio-médicales.
Cela permettrait de comparer la toxicité de certains peptides immobilisés en surface vs en
solution.

Afin de mieux appréhender les mécanismes ayant lieu a I'interface entre les cellules et les
surfaces, des techniques innovantes et complémentaires au protocole d’évaluation des
propriétés anti-microbiennes peuvent étre envisagées. La SPRI, en particulier, est une
méthode optique de détection intéressante pour caractériser les interactions entre les
micro-organismes et les surfaces, sans utilisation de biomarqueur et en temps réel. Une
version Haute Résolution (HR) de cette méthode a notamment été développée au
laboratoire SYyMMES et a pu étre employée pour la détection précoce de bactéries.?’
L'utilisation d’une telle méthode, combinée avec des AMPs pourrait permettre de faire le
suivi du comportement de bactéries individuelles pour différentes fonctionnalisations et
ainsi de venir comparer plus en profondeur les interactions de celles-ci avec plusieurs
surfaces. De méme, I'optimisation de I'électrodépét ou d’un autre procédé pour obtenir
des structures anti-bactériennes de moins de 100 nm (limite de détection de la SPR)
pourrait permettre d’utiliser cette méthode pour mieux comprendre les interactions avec
les nano-structures.

5.4. Avutres améliorations ou pistes a explorer

Parmi les pistes a explorer, l'identification de I'agent biocide généré par plasma
demeure un défi, malgré les analyses d'ICP et d'XPS ayant éliminé certaines hypothéses
de toxicité. Les tentatives de titrage colorimétrique pour vérifier la formation de peroxyde
d'hydrogéne apres l'interaction avec les nano-structures plasma ont été entravées par des
volumes d'échantillons réduits et une sensibilité insuffisante de la technique pour les
faibles concentrations d'actif (inférieur 4 0,1 mM).

De plus, pour améliorer le traitement des données de microscopie de fluorescence
obtenue lors du protocole microbiologique, lI'intégration de modules de reconnaissance
de forme et de taille dans les méthodes d'énumération des bactéries pourrait permettre de
renforcer la fiabilité du dénombrement, permettant une séparation plus précise entre les
bactéries intactes, les débris cellulaires et toute contamination de la surface.
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L'utilisation de techniques d'imagerie telles que le MEB ou I’AFM pour illustrer les
interactions entre les bactéries, les nano-structures et les peptides pourrait aussi offrir des
perspectives prometteuses pour enrichir la caractérisation et la compréhension des
interactions avec les différentes surfaces.

Enfin, I'exploration de la possibilité de recycler les échantillons nano-structurés en les
nettoyant ou en utilisant des méthodes de décrochage des SAMs permettrait de pouvoir
réutiliser les échantillons nano-structurés et peut contribuer a des pratiques
expérimentales plus durables, alignées avec les préoccupations environnementales
contemporaines.

5.5. Conclusion générale et perspectives long-terme
Gréce a cette thése, le potentiel de la fonctionnalisation chimique avec des AMPs

mais aussi des nano-structures a été mis en avant. Afin de confirmer la pertinence de ces
approches, il était nécessaire de pouvoir établir une méthodologie compléte permettant
I’évaluation des propriétés anti-microbiennes. En examinant différentes méthodes, les
limitations et biais de certaines ont été mis en lumiere et la base d’un protocole se voulant
exhaustif a été établie. La généralisation d’un tel protocole permettrait de comparer les
résultats de différentes études et de pouvoir améliorer les standards et les normes visant
la caractérisation des matériaux anti-microbien. Bien que ce protocole nécessite encore
plusieurs améliorations, il a cependant permis de mettre en avant des différences de
comportement et d’activité pour différents échantillons. Les surfaces antimicrobiennes
sont un vaste sujet avec de nombreuses applications possibles et mettre en avant la
compréhension des différents effets anti-microbiens sur différentes espéces permettrait
d’approfondir notre compréhension de ces mécanismes et de pouvoir prédire les
matériaux les plus pertinents en fonction de chaque application. Les perspectives a long
terme de cette thése sont multi-dimensionnelles, allant de la recherche fondamentale a
des applications pratiques potentielles qui pourraient contribuer significativement a la
lutte contre les infections microbiennes. Avec la standardisation des protocoles
d’évaluation des propriétés anti-microbiennes, il sera possible d’approfondir nos
connaissances des interactions surface/cellules et de pouvoir comparer objectivement et
plus précisement l'efficacité de matériaux trés différents. L’exploration d’autres
fonctionnalisations, spécifiques aux applications des surfaces, pourraient permettre de
réaliser des protections durables et bio-compatibles. L'utilisation d’agents favorisant la
cicatrisation ou I'intégration des surfaces dans le corps humain pourraient permettre de
concevoir des implants et des prothéses plus facilement intégrées et moins sujettes aux
infections. Des matériaux plus résistants, utilisables pour les surfaces a contact répété
peuvent aussi étre étudié et pourraient permettre de limiter la propagation de virus et
d’infections nosocomiales.
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ANNEXES

A. Catégorisation selon leurs propriétés des 21 acides aminées naturels

Acides aminés avec des chaines latérales chargéees
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B. Listes réduites d’AMPs pertinents pour le projet de these

Critéres de sélection

i , Absence L, Longueur Efficacité Non-toxicité Cible la
Peptides Séquence . Linéarité . . . .
Cystéine chaine immobilisé humains membrane
Mag 1 GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS v v 23 v v
Mag Il GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS v v 23 v v v
MSI-78* GIGKFLKKAKKFGKAFVKILKK v v 22 v v -
Gram A VGALAVVWWLWLWLW v v 15 \ v v
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES v \ 37 v v -
KRIVQRIKDFLRNLVPRTES, KSKEKIGKEFKRIV
KR-20, KS-30, RK-31* QRIKDFLRNLVPRTES, RKSK v v 20, 30,31 - - -
EKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES

KR-12 KRIVQRIKDFLR v v 12 v v
Nisin A ITSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCHCSIHVSK x 34 i N v
Nisin Z ITSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCNCSIHVSK x 34 v v v
Melimine* TLISWIKNKRKQRPRVSRRRRRRGGRRRR v - 29 v 9 v
Mel 4* KNKRKRRRRRRGGRRRR \ 17 \ i \J
Temporin-Sha FLSGIVGMLGKLF v v 13 v v
[K3]SHa et D-[K3]SHa FLKGIVGMLGKLF v v 13 v - v
Tet213 KRWWKWWRRC x v 10 \ - v
HLf1-11 GRRRRSVQWCA x \ 11 v v v

X

v

*

synthétique




C. Listes réduites des micro-organismes pertinents pour le projet de these

. . Abondances | Abondance | Niveau de
Régne Classe Gram Ordre Famille Genre .
ISS Mal. Nos. |sécurité bio
Escherichia coli 1 2
Salmonella 2 2
Shigella 3 2
Enterobacteriaceae . |-g . 1
L. Yersinia pestis 3 20u3
Enterobactéries X .
. Klebsiella pneumoniae 1 2
Gammaproteobacteri L
a Négatif Enterobacter 1 2
Yersiniaceae Serratia marcescens 3 1
Morganellaceae Proteus mirabilis 3 2
Pseudomonadaceae Pseudomonas aeruginosa 1 20u3
Pseudomonadales R
Moraxellaceae Acinetobacter 1 1 2
Legionellales Legionellaceae Legionella 2 20u3
Methylobacterium 1 3 1
Alpha Proteobacteria | Négatif Rhizobiales Methylobacteriaceae Microvirga 3 lou?2
- Meganema 3 1
Bactérie
Staphylococcus aureus 1 )
(methycillin-resisitant)
Staphylococcus epidermidis 1 1
Staphylococcaceae Staphvl 1
Bacillales ap yoco.ccus 1 1
saprophyticus
Bacilli Positif Staphylococcus 1 )
lugdunensis
. Bacillus cereus 2 2
Bacillaceae . n
Bacillus subtilis 3 1
Streptococcaceae Streptococcus 2 2
Lactobacillales Enterococcus (Vancomycin-
Enterococcaceae ) 1 2
resistant)
Clostridia Positif Clostridiales Peptostreptococcaceae Clostridioides difficile 1 2
Rhodotorula
Microbotryomycetes - Sporidiobolales Sporidiobolaceae L 1 2
mucilaginosa
Penicillium 1 1
Champigons Eurotiomycetes - Eurotiales Trichocomaceae chrysogenum
Aspergillus 1 1 1
Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Candida 1 1
Tremellomycetes - Tremellales Tremellaceae Cryptococcus 1 2




D. Profils de I'impact de la concentration en HAuCIH4 sur la densité de courant moyenne lors de I'électrodépdt pour

différentes concentrations en Pb(CH3COO0)2 et différentes durées de dépét.
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E. Profils de I'impact de la concentration en HAUCI4 sur la densité de courant finale lors de I'électrodépot pour différentes
concentrations en Pb(CH3COO0)2 et différentes durées de dépéot.
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F. Spectres XPS des échantillons nano-structurés post-plasma
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G. Spectres XPS des échantillons nano-structurés post-plasma ayant subi un

CPS

[=) ~ ] =l
o o o (=]

n
o

[ (7]
o =]

—
(=]

240%
230%
220%
210;
200;
190€

180]

T T T T T T T

T T - - T T - - T T T -
544 540 536 532 528
Binding Energy (eV)

nettoyage 10 minutes a I'éthanol 70°

4
x 10

. CKLL 14s 1 4pl/. 1s 5s
1 Au NOO r‘ ’A\ Ell 4p }An 45;/2 “:nH 4f E
] u 4p3/2 Au 4d5/2 1
] Au 4d Au 4f5/
] |Au 4£7.
1 Au 5p
] Aus
] Aus
h 4
E 4
] 4
:\\wnh LA'_,)J‘/'\/

T T T T T T

0

I
600 300
Binding Energy (V)

183



ANNEXES =

Audf 10

x 10%

I
96 92 88 84 80

Binding Energy (eV)
X 103

30

T T T T T T

T - |
536 532 528
Binding Enerev (eV)

184



ANNEXES =

H. Préparation des surfaces dorées fonctionnalisées avec des AMPs

1. Matériels
Lames dorées
Pistolet argon
Générateur de plasma
Bain ultrason
Chambre humide nitrate de potassium 94%
Puits en silicone 12 —wells, removable de 1bidi®
Ethanol 70%,
Eau distillée,
Phosphate Buffered Saline (PBS) 1X;
Peptides thiolés en solution

2. Nettoyage des surfaces pré-fonctionnalisation

Avant fonctionnalisation, les lames sont rincées de maniére successive 5 minutes dans
des bains ultrasons d’acétone, puis d’'IPA et finalement d’eau ultra pure. Les échantillons
sont ensuite séchés au pistolet argon avant d’étre nettoyés a I'aide d’un plasma Oz/Ar
minimum 17h avant la fonctionnalisation.

Pression : 0.6 mbar (générateur pulsé)

Fréquence : 13.56 mHz

Puissance : 40 watts (75% Oz et 25% Ar) a 80%

Temps : 3 min puis conservé dans une boite de pétri hermétique, a température
ambiante

3. Préparation des SAMs

Avant utilisation, les AMPs aliquotés du réfrigérateur a -80°C sont laissés a température
ambiante jusqu’a totale décongélation. Les aliquots de peptides sont ensuite passés au
bain ultrasons pendant 5 minutes afin de bien homogénéiser les solutions. Les peptides
sont ensuite dilués dans du PBS ou de I'EDI, a une concentration finale de 100, 50 ou
10uM. Pour I'étape d’auto-assemblage, les puits en silicone Ibidi® sont déposés sur la lame
dorée préalablement nettoyée, en veillant a appliquer une pression modérée et uniforme
sur toute la surface. Ensuite, 30 pL de solution peptidique dont ajoutés a chaque puits, en
vérifiant quand I'entiéreté de la superficie du fond du puits est recouverte. Un couvercle
adapté au produit Ibidi est ajouté sur les puits en silicone. Les échantillons sont
finalement conservés dans une chambre humide pendant 17h a 25°C pour l'auto-
assemblage (nitrate de potassium a 94% d’humidité).
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4. Nettoyage des surfaces post-fonctionnalisation

Apreés I'auto-assemblage, les lames dorées sont nettoyées en les passant 1 minute dans un
bain de PBS / 1 minute dans un bain d’EDI / 10 & 15 minute dans un bain d’éthanol 70°.
Elles sont ensuite laissées sécher sous environnement stérile.

I. Fabrication des surfaces dorées nano-structurées par électrodépot

1. Matériels
a. Appareils utilisés

Bain ultrason (Brandson 200)
Agitateur magnétique avec barreaux aimantés
Support immobilisateur pour la cellule électrochimique
Potentiostat CHI604C (CHInstrument)
Ordinateur portable

b. Electrodes
Contre-électrode de platine — Basi
Contre-électrode de graphite 6mm & — Northern Materials Innovations Itd
Electrode de référence argent/chlorure d'argent (Ag/AgCl 3M KCI; BASI, cat. no.
MF-2056)

c. Consommables et verrerie
Tube Téflon thermorétractable, transparent, 12 pouces (BASI, cat. no.MF-2027)
Unité de filtrage (VWR Vacuum filtration 250 mL 0.2um, cat. no. 10040-464)
Lames de microscope Fisherfinest (Fisherbrand, cat. no. 12-550C)
Capuchon en Onyx
Cellules porte-lames en verre
Cellule électrochimique (béchers sans bec de 250 mL)
Elastiques d’immobilisation des électrodes
Gaufres de silicium et boites de transport
Scotch de dépot
Flacon de stockage de I'électrode de référence avec bouchon (BASi, cat. no.MR-
5275)

d. Réactifs et produits
Acide tétrachloroaurique(ll) trihydrate HAuCls-3H20 - Fischer Scientific
Acétate de plomb(Il) trihydraté Pb(CHsCOQ)2-3H20 - Fischer Scientific
Acétone (CHs)2CO — HoneyWell,
Acide chlorhydrique 37% HCI - Regent
OptiClear™ — Life Science Product,
2-propanol (CHs)2CHOH - High Purity Products
Acide sulfurique 98% (wt/wt) H2SO4 — Sigma-Aldrich
Eau désionisée Milli-Q (18 MQ/cm).
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2. Nettoyage des substrats

Avant évaporation, avant voltamétrie cyclique et apres électrodép6t, les substrats sont
lavés en utilisant des bains ultrasons consécutifs de 5 minutes. Les sustrats sont placés
dans la cellule porte-lame en verre puis nettoyé en utilisant, dans I'ordre : de I'OptiClear™,
de 'acétone, du 2-propanol et de I’eau déionisée. L’eau déionisée est préalablement filtrée
avec une unité de filtrage VWR Vacuum.

3. Préparation des substrats pré-électrodépot

Les lames de verres Fisherfinest sont nettoyées comme décrit dans la sous-partie
précédente. Elles sont ensuite immobilisées 2 par 2 sur des gaufres de silicium a I'aide de
scotch de dépbt et envoyée au service des évaporations de I'IMDQ (Infrastructure
matériaux et dispositifs quantiques) du Département de Physique de I'Université de
Sherbrooke. Dans I'ordre, une couche d’accroche de 3 nm de titane est évaporée avec
rotation a une vitesse de 0,05 nm/s, puis une couche d’or de 30 nm est évaporée avec
rotation a une vitesse de 0,2 nm/s.

4. Voltampérométrie cyclique

La voltampérométrie cyclique (CV) fait partie des méthodes classiques utilisées en
électrochimie et permet de fournir des indications quant aux comportements oxido-
réductifs de certaines espéces. Le principe de cette méthode est de caractériser la réponse
en courant résultant de la variation linéaire du potentiel appliqué entre les électrodes de
référence et de travail. Un voltampérogramme classique est illustré en Figure 90.

; Zone de charge
de la double
couche

ferresreerrre s rne e nan ;

10 s - Zone de formation
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<
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€
(o]
i
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=)
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0 1 ,6

Potentiel (V) vs Ag/AgCI

Figure 90 — Illustration des régions d’intérét d’un voltampérogramme théorique de I'or aprés une voltampérométrie
cyclique dans H2SOa.
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Lors du balayage vers des potentiels positifs, la double couche de I’électrode de travail va
se charger puis sa surface va étre oxydée. Quand le balayage évolue vers les potentiels
négatifs, la couche d’oxyde formée va ensuite étre réduite.?® La voltampérométrie
cyclique est utilisée pour mesurer la surface électrochimique avant et aprés chaque
électrodépdt. En supposant que I'oxygene chimisorbé forme une couche monoatomique
de ratio 1 avec les atomes de métal de la surface, la charge associée a la réduction de la
couche d’oxyde est donc proportionnelle a la densité surfacique en atomes métalliques.
Pour I'or polycristallin la densité surfacique de charge est classiquement de 390 + 10
pC/cm?. La surface électro-active est donc calculée en intégrant le pic de réduction du
voltampérogramme et en la divisant par la densité de charge d'une monocouche d'oxyde
d'or.%®

Une contre-électrode en platine est utilisée et la cellule a trois électrodes est plongée dans
une solution de H2SO4 a 0,5 M sous agitation a 600 tr/min. Trois cycles de 0 a 1,6 V sont
enregistrés et moyenné pour extraire la charge du pic de réduction.

Les voltampérogrammes obtenus peuvent aussi apporter des informations concernant la
présence et la proportion des facettes cristallines de I'or. Les différents pics composant le
pic d’oxydation peuvent chacun étre associé a une orientation cristallographique, comme
résumeé dans le Tableau 20. #4024

Tableau 20 — Potentiels des pics associés aux facettes de I'or polycristallin dans 0.1 M de H2SOa. Inspiré de
Jeyabharathi et al >*°

Facettesdel’or Potentiel du pic d’oxydation (V vs Ag/AgCl dans 3M KCI)

(100) 1,14
(110) 1,2
(111) 1,35

La cellule électrochimique est placée sur la plaque de I'agitateur magnétique et sécurisé a
I'aide du support en métal comme illustré en Figure 92. Dans le capuchon en Onykx,
I’électrode de référence est insérée dans le trou == (voir Figure 94) et I'électrode de travail
(substrat doré) dans le trou =4 de maniére a immerger environ 2/3 de la surface totale.
L’embout long d’arrivé de gaz est inséré dans le trou =2 et sécurisé avec des élastiques.
Finalement, la contre-électrode en platine est placée dans I'adaptateur en Onyx =2 puis
insérée dans le trou du capuchon prévu a cette effet. Toutes les électrodes sont connectées
aux pinces correspondantes du potentiostat CH Instrument 604C. Le bécher sans bec est
rempli avec 250 mL d’H=SO4 a 0.5 M et la solution est purgée pendant 10 min en faisant
buller I'arrivée d’azote. Le flux d’azote est ensuite réduit et la solution est mise sous
agitation a 600 tours/min. Aprés quelques minutes de stabilisation, la voltamétrie
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cyclique est effectuée. Les parametres suivantssont imposés a l'aide de l'interface
CHI604C :

Potentiel initial : 0

Potentiel final : 1,6 V

Polarité du scan : positive

Vitesse du scan : 0,1 V/s

Nombre de segment : 6

Intervalle d’échantillonnage : 0,1 V

=
Sensibilité : 0,01 A/V Figure 91 - Schéma SolidWork du
capuchon en Onyx

H2S04 Set-up d'électrodépot HAuUCI4/Pb(CHsCOO)2

> | Potentiostat

' Contréle CH Instrument

Figure 92 - Montage expérimental d'électrodépot

Apres I'acquisition, les voltamogrammes sont enregistrés sous formats .txt et .bin pour
leur traitement. Les CV sont enregistrées de la méme maniére apres I'électrodépét. Entre
chaque changement de solutions, les échantillons sont nettoyés dans de I'’eau déionisée
filtrée pendant plusieurs minutes a 1000 tous/min.

5. Electrodépét

Pour procéder a I'électrodépét, la contre-électrode de platine est remplacée par la contre-
électrode de graphite. La cellule électrochimique est rempli avec la solution
d’HAuCI4/Pb(CH3COO0)2 désirée et celle-ci est dégazée pendant 10 minutes. La solution
d’électrodépbt est ensuite mis sous agitation de 1000 tours/min. L’électrodép6t est
effectué utilisant I'interface CHI604C en mode chrono-ampéromeétrie avec les parametres
suivants :

Intervalle d’échantillonnage : 0.009 sec
Sensibilité : 0,1 A/V
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Le potentiel appliqué et ladurée de I'électrodépdt sont adaptés a chaque expérience. Apres
I'acquisition, les courbes de courants sont enregistrées sous formats .txt et .bin pour leur
traitement.

J. Caractérisation des nanostructures post-électrodépot
1. Microscopie électronique a balayage (MEB)

Les micrographies MEB ont été acquises a I'aide de I'instrument Axia™ ChemiSEM™ a des
inclinaisons de 0° et 45°. La distance de travail entre le détecteur et I'écantillon peut aller
jusqu'a 8 mm, avec un grossissement de x 15000, un temps d'acquisition de 1 ps, une
intensité de 12 pA et une tension d’accélération de 30 kV. Pour évaluer I'homogénéité de
la surface nanostructurée, au moins 4 micrographies ont été prises a différentes distances
du centre de I'échantillon. Des mesures de spectroscopie X a dispersion d'énergie (EDX)
ont également été réalisées sur I'Axia™. Les images ont été analysées avec le logiciel
Imagel.

2. Microscope a force atomique (AFM)

Les images AFM ont été acquises a I'aide du Dimension Icon Scanasyst (Veeco, Bruker) en
mode Tapping avec des sondes ScanAssist-Air. Le taux de balayage a été fixé a 0,5 Hz et
au moins 3 images/échantillon de 25umz2 (512 x 512 lignes) ont été acquises. Les images
ont été analysées avec le logiciel Gwyddion.
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K. Caractérisation micro-biologique des propriétés anti-microbiennes des

surfaces

1. Matériels
2 lames identiques a tester,
Plasma Oz,
Chambre 12-puits amovible en silicone IBIDI®
Ethanol 70%,
Eau distillée stérile,
PBS stérile 1X,
TSB (Tryptic Soy Broth / Bouillon Tryptone Soja) stérile,
Densitométre 600nm,
Centrifugeuse MiniSpin
Matériel stérile (0éze, pinces, pipettes graduées, etc.),
Géloses TSA (Trypcase Soy Agar / Gélose Trypcase-Soja),
Kit BacLight™ Live/Dead pour bactéries,
Microscope a fluorescence.

2. Pré-culture

Inoculation de 5 mL de TSB avec une colonie bactérienne a I'aide d’'une oéze et incubation
18h a 37°C sans agitation.

3. Culture

Diluer 300 pL de solution de pré-culture dans 9mL de TSB et incuber plusieurs heures en
fonction de I'’espéce étudiée afin d’attendre la phase exponentielle de croissance. A 37°C
sous agitation constante (300 rpm), pour Escherichia coli attendre 1h et pour
Staphylococcus epidermidis attendre au minimum 2h.

Prélever 2 mL de I'inoculum et transférer dans un Eppendorf stérile pour centrifuger
10 mina 5000 x g (soit 9000 rpm avec la centrifugeuse Minispin). Vider le surnageant et
le remplacer par 2 mL de PBS, puis re-suspendre les bactéries en vortexant quelques
secondes. Mesurer la concentration bactérienne a I’aide du densitométre 600nm. Prélever
1 mL de la solution bactérienne et le diluer au 10e dans 9mL de PSB. Répéter I'opération
plusieurs fois pour finalement obtenir une concentration finale proche de
2x10° CFU/mL.

4. Incubation en milieu physiologique

Déposer 300uL de I'inoculum dans chaque puits Ibidi ® et incuber 2h a 37 °C sous agitation
constante (100 rpm). Bien fixer le couvercle des puits pour éviter I’évaporation. Diluer
I'inoculum jusqu’'a une concentration permettant d’énumérer précisément la
concentration initiale par SPA (voir étape 6).

5. Incubation en milieu riche
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Nettoyer les puits et la lame en les immergeant dans du PBS puis retirer les puits et
nettoyer la lame en la placant dans un Falcon de 50 mL et en agitant 20 fois le tube.
Remettre de nouveaux puits en silicone sur la lame au méme endroit et les remplir avec
300pL de TSB stérile puis incuber 4h & 37°C sous agitation constante (100 rpm).

6. Caractérisation du surnageant par SPA

Prélever 200puL de solution de chaque puit afin de les quantifier par énumération. Avant
le SPA, faire sécher sans couvercle les géloses 5 minutes sous la PSM (15 min si elles
viennent d’étre coulées). Effectuer six demi-dilutions de la solution en parallele dans une
plaque 96-puits en prélevant successivement 150 pL de la dilution précédente et en la
diluant dans 150 pL de PBS. Laisser une colonne de la plague 96-puits vide entre chaque
dilution. A l'aide d’une multi-pipette de 12 canaux, prélever 30 pL de chaque puits de la
ligne de dilution en série et les déposer sur une gélose carrée. Répéter cette étape quatre
fois pour chaque ligne afin de déposer en tout 120 pL pour chaque dilution de
I’échantillon. Répéter la SPA pour les autres échantillons : un échantillon = une ligne de
la plaque 96 =4 lignes de plots par gélose. Laisser sécher les géloses déposées a 20°C
sous PSM pendant 15 min avec couvercle, puis les mettre en incubation. Aprés 24h
d’incubation (ou plus ou moins en fonction de I’espéce) faire I'’énumération des géloses.

7. Caractérisation par microscopie de fluorescence

Nettoyer les puits et la lame en les immergeant dans du PBS puis retirer les puits et
nettoyer la lame en la plagant dans un Falcon de 50 mL et en agitant 20 fois le tube. Sortir
les colorants du kit BacLight™ aliquotés a 1:10 du congélateur et les laisser revenir a
température ambiante a I’abris de la lumiére. Centrifuger afin de récupérer un maximum
de solution puis passer 5 minutes au bain a ultrason. Mélanger 3L de chaque colorant
dans un Eppendorf et ajuster & 200 pL avec de I'eau distillée puis centrifuger 1 minute et
conserver a I'abris de la lumiére. Sortir la lame du Falcon et déposer 10pL de solution
BacLight™ par zone de puits puis recouvrir d’une lamelle et laisser incuber au moins 15
minutes a I'abris de toute lumiere. Au microscope a fluorescence avec un grossissement
x20, prendre 5 prises de vues par puits.
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o Préparation de I'inoculum a 2 x 10° CFU/mL

P Mesure
Enrichissement

300 pL PC, + 9 mL TSB
2h 3 37°C et 300 rpm
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e Ensemencement de deux lames et incubations

Nouveaux puits
Nettoyage
PBS

Incubation 2h a
37°Cet 100 rpm

: Incubation 4h a 37°C
300 it TSB
g et 100 rpm

Lame n®2

Lame n°1
t=20h

t=18h

o Mesure de la concentration exacte des surnageants par Spot Plating Assay

Demi-dilution en série
150yL + 150 TSB

TN
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(

8®-
oe

Q
000 Q0
800000000000
000000000000
000000000000
900000000000
000000000000
/,,_~000000@ooooo

Incubation a 37°C
sur la nuit

Surnageants

t=20h
t=24h
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e Enumération par fluorescence des bactéries en surface

Agitation x 20 LIVE/DEAD® /’

BacLight™ Y 4

Nettoyage PBS
50 mL

Fluorescence «

—_— T

10ul/puit

t=20h
t=24h
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