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DEFINITION DU TRAVAIL DE THESE



Cette these s’est déroulée @EA de Grenoble en partenariat avec le groupe
sidérurgiquelgine-Alz dont le centre de recherches dédié aux acierydaises est basé a
Isbergues (62, Ugine-Alz, Research Center). Leadendial dans la production d’acier
inoxydable, Ugine-Alz développe de nouveaux pradawec des surfaces fonctionnelles a
nettoyabilité (aptitude au nettoyage) améliorée.l'eure actuelle, de nombreux tests
d’évaluation de la nettoyabilité des surfaces eristonsistant a encrasser les surfaces et a
appliguer un cycle de nettoyage. Les surfaces lles mettoyables seront évidemment celles
ou le dépdt résiduel est le plus faible. Dans l& @es micro-organismes, il est important
d’inclure des tests de viabilité pour évaluer edtité du nettoyage et d’'inclure un paramétre
de la cinétique pour I'encrassement et le nettoydee différentes surfaceke premier
objectif pratique de cette thesedtait donc de faire rentrer ce parameétre de cjnétdans les
procédures standards d’évaluation du nettoyagestridl Il pourra ensuite étre appliqué a la
définition de nouvelles surfaces, de nouveaux a&gemttoyants ou de procédures de
nettoyage innovantes plus slres et plus économdsengms et en énergie. Les dispositifs
expérimentaux mis au point a Grenoble sont des@nésudier la formation de la premiére
couche du biofilm (cellules adhérentes mais noggegs).

Par ailleurs, il a été déemontré que le détachencefitlaire par des forces de
cisaillement, produites par un flux de liquide,gméte un seuil et procéde par un mécanisme
de pelage (Décavé et al., 2002). Ce travail esu\awporter, pour les cellules a parois
déformables, le support théorique et la validagapérimentale pour la mesure quantitative
de I'adhérence cellulaire avec les chambres a fexplus, il met 'accent sur la nécessité
d’étudier la cinétigue de détachement des cellglesr caractériser un couple cellule-
matériau.

Notre second objectifétait donc de valider un cadre théorique pour taakeement de
cellules présentant des caractéristigues mécanidquetype de celles des levures ou des
microorganismes a coque. De la sorte, nous aurordisgosition une méthode pour
systématiser et analyser, d’'une maniére quangtafinteraction entre un micro-organisme et
un matériau. Ces informations permettront de dédarformation de la premiére couche de
microorganismes dans un biofilifvoir figure 1), la plus profonde, et la plus difficile a

enlever(étape adhésion figure 1)
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Figure 1 : Etapes de formation d’un biofilm. D’aprés (Fontaine-Aupart, 2005)

Lors de ce travail de these, trois microorganisore£té choisis pour leur taille et leur
classification différentes: une bactérie GranEscherichia coli, une bactérie Graim
Staphylococcus epidermides une levuré&accharomyces cerevisiae

Afin d’étudier I'influence de la rugosité du sulairplusieurs états de surface, en acier
AISI 304, ont été élaborés au sein du Centre déd€tebes d’'Ugine-Alz : un acier inoxydable
avec une finition polie miroir et des surfaces @e&s/aux joints de grains avec des tailles de
grain de 20, 40 et 100um d’une profondeur deA8Hnm, 150+ 50 nm et 65Q 150 nm.

Les recherches se sont portées sur la cinétigdétdehement de ces microorganismes
adhérents aux aciers inoxydables, ceci sous catdrakercée a I'aide d’'une chambre a flux
radial. Le but final était de visualiser quel tyge matériau était le plus adéquat pour limiter
I'adhésion des microorganismes sur des appareitmiigentaires et/ou médicaux.

Dans la premiére partie de ce manuscrit, nous teifesns une synthese
bibliographique des données concernant les aamersydables, les microorganismes et les
facteurs influengant leur adhésion. La deuxiemdigatécrit les modes d’obtention des
surfaces d’acier inoxydable, les méthodes utilisgiedéveloppées au cours de ce travail de
these. La troisieme partie présente les résulthtenas pour les trois microorganismes

sélectionnés, ainsi que les discussions et pergpsct
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



11

La bioadhésion sur des surfaces d'acier inoxydableun phénomeéne courant dans
l'industrie, particulierement dans I'agroalimengaiflaiterie, vinification, brasserie...), la
restauration collective mais également dans debcapjpns médicales ou pharmaceutiques.
Les bactéries et les champignons microscopiquesgeptent une source chronique de
contamination pour les produits alimentaires (Bareteal., 1999) ou le matériel médical. Cela
pose un probléme d'hygiene et de santé publiquenithre conséquent auquel il est urgent
d’apporter des solutions.

Ainsi, dans cette synthése bibliographique, nousliétons les aciers inoxydables,
puis les microorganismes, et enfin, les interastiphysico-chimiques mises en jeu lors de

I'adhésion.
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Chapitre | : Les aciers inoxydables

I. Composition et classification des aciers inoxydables

[.1. Définition

Les aciers inoxydables jouent un grand role damsndmbrables domaines : vie
guotidienne, industrie mécanique, agroalimentainémie, transports, médecine et chirurgie,
etc.

Les aciers inoxydables sont des alliages métaliqlens lesquels le fer représente
'élément majoritaire, le carbone et le chrome wntsgénéralement présents a un taux
respectivement inférieur a 2 % et au moins 12%adsp A ceci viennent s’ajouter d’'autres
éléments, notamment le nickel, mais aussi parfeismblybdéene et le vanadium, afin
d’améliorer la résistance a la corrosion et a laatyon (Lacombe et al., 1990).

Par ailleurs, le terme d'«acier inoxydable» estrivppe pour deux raisons : ce type
d’acier contient des éléments d’'alliage (chromekel) qui s’'oxydent. C’est cette couche
passive, composée d'oxydes, qui protége l'aciersmaiiquement pour certains types
d’environnement, comme en milieu neutre. Il y acwmarosion dans d’autres environnements

comme les milieux chlorurés ou autres.

Il existe de multiples nuances d'aciers dits «irdadyles» désignées, par la
normalisation américaine AlISI (American Iron aneebtinstitute), « 304», «304L», «316L»,
etc. qui correspondent a des compositions difféeen€Chaque nuance est préconisée pour
certains types d’environnements, son utilisationsdad’autres environnements serait

déconseillée car ceci pourrait entrainer une camnodu matériavoir table 1).
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o ) ) Type de Aciers
Applications Microorganismes ) ) )
microorganisme inoxydables
Industrie agro- gslterla rnonocﬁogenes Gram_ AISI 304
alimentaire almonella typhimurium Gram_ AIS| 316L*
Escherichia coli Gram
Restauration Listeria monocytogenes Gram®
collective nocyloge ; AlSI 304
Escherichia coli Gram
Pseudomonas Gram’
aeruginosa
Domaine hospitalier Staphylococcus Gram” AISI 304
P epidermidis AISI 316L*
Staphylococcus aureus Gram”
Escherichia coli Gram’

Table 1. Types d'aciers inoxydables utilisés dansifférents domaines rencontrant de
contaminations avec certaines bactéries. (*): utdé en cas d’expositiona des milieu
chlorurés ou a des protocoles de nettoyage et des@dection potentiellement corrosifs

En plus de la résistance a la corrosion, les aanersydables possédent une qualité
déterminante qui est la résistance mécanique. @'ad@éments d'alliage, pour I'essentiel des
métaux relativement « nobles » comme le nickeinddybdéene, le cuivre, améliorent encore
la résistance chimique, en particulier dans lesemil non oxydants. Les propriétés de
résistance de ces alliages ont été découvertes9&8 I[brsque lI'on s’apercut que des
échantillons polis en vu d’examens de laboratogesubissaient pas d’oxydation. En fait, on
peut dire que les aciers inoxydables ne peuvent s corrodés a froid en présence
d’humidité. L'action des solutions aqueuses et tgle la corrosion électrochimique prend le
pas sur la corrosion chimique directe; la bonnedeiiu matériau dépend donc des potentiels
électrochimiques en surface. Le dépdt de partictdeuses étrangéres sur les surfaces
d’acier inoxydable devient catalyseur pour le déppement d’'une corrosion localisée en
milieu humide (Baroux et al., 1990).

Ainsi, une bonne utilisation des aciers inoxydalviésessite donc un métal d’'une tres
grande homogénéité chimique pour éviter des camsdiocales et un passage de I'état actif a
I'état passif en tous les points de la surface s&po
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[.2. Les principales catégories

Il existe différentes catégories d’acier inoxydalbjeon distingue en fonction de
'usage mais également en fonction des élémentsi@utes qui sont partagés en éléments
ety-génes. Les élémentsgenes sont appelés ainsi en raison de leur priqpeadavoriser,
pour le fer, une structure cristallographique cubigentrédfigure 2a) (i.e que les atomes
occupent les sommets et le centre d’'un cube). @Géesais du Cr, Mo, Nb, V, Ta. Dans les
élémentsy-genes, le réseau cristallin du fer favorisé estyghe cubique a faces centrées,
c’est-a-dire que les atomes sont disposés aux stsntitecube et au centre de ses faces
(figure 2b). Dans cette catégorie, on trouve le C, N, Mn, Np,etc... (Lacombe and
Béranger, 1990).

Les aciersmartensitiques sont souvent choisis autant pour leurs propriétés
mécaniques que pour leur résistance a la corrofimme sont pas altérés par un certain
nombre de réactifs: eau et sa vapeur, air, ac@bte$, solutions de sels neutres... Au-dela
d’'un pourcentage de 16% de chrome (avec du niclkel)ésistent a de I'eau de mer et a des
atmosphéres marines. lls sont employés, en paeticdans les aubages de turbines a vapeur,
pour des pieces mécaniques en coutellerie et gsumktruments de chirurgie. Ces aciers
inoxydables sont constitués d’'une teneur équivalent. ety-genes. Cette teneur est calculée
en effectuant la somme des pourcentages en pogddiderses additions et y-génes et en
affectant, a chaque pourcentage, un coefficientecteur pour tenir compte du fait que le
pouvoira et y-génes des divers éléments n’est pas identiqueplusscourants titrent 13 %
de chrome avec au moins 0,08 % de carbone.

Les acierderritiques : Cette catégorie posséde une forte teneur ereélsn
genes. Leurs caractéristiques mécaniques sont dagaunoins favorables que la catégorie
« martensitique ». En revanche, leur résistanca @&okrosion est trés améliorée. lls se
comportent bien dans l'acide nitrique dilué (2HNG®H,O) jusqu’a 60 a 70°C, dans certains
acides organiques, au contact des produits alinmestadans les atmospheéres rurales et
urbaines.

Les aciersausténitiques sont de loin les plus nombreux, en raison de leur
résistance chimique tres élevée et aussi de leomsds caractéristiques mécaniques. lls

possedent une forte teneur en élémegénes. Les teneurs en éléments d'addition avaisine
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les 18 % de chrome et 10 % de nickel. La teneucahbone est tres basse et la stabilité
améliorée par des éléments tels que le titane nioksum.

Les aciersaausténo-ferritiques ont des propriétés intermédiaires entre les deux
catégories précédentes et parmi eux se trouventaliages particulierement aptes a la

soudure et d'autres trés résistants a la corrasierngranulaire.

Figure 2 : Structure des métaux de symétrie cubique (a) structure cubique centrée ; (b) structure
cubique a faces centrées (Lacombe and Béranger, 199

II. Le film passif

II.1. Définition et composition

[1.1.1. Définition

La représentation classique des aciers inoxydatuegrend des couches successives

de métal, oxydes et hydroxydes, le tout recouvartyme couche de contamination résultant
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généralement de l'adsorption de matériaux carbotesl’air ambiant ou des phases
d’élaboration (figure 3). Cette couche protectrice de quelques nanomeétégmidseur,
appelée film passif, se forme soit a I'air, soitseution aqueuse de maniére naturelle sous le
pouvoir oxydant de I'eau (Dubois, 2000).

Contaminants { C,C-H, C-0 ¢ 0,434 nm
H,O
Hydroxydes Fe* cr®, OH ~142nm
r
Oxydes . Fe? Ee% cr¥ 0% ~3nm
s
. o Fe Cr. Ni Epaisseur du

Alliage métallique < » b Matériau

~

Figure 3: Représentation schématique des différentes coucheomposant un acier inoxydable. La quantité d'e¢
présente est d’environ 3% selon la technique XPS (Ibois, 2000)

11.1.2. Composition

Le film passif est composé majoritairement de mdksd’eau, d’anions et de cations
de métaux oxydables comme le fer, le chrome. Césnsasont sous forme d’oxydes,
hydroxydes (situés en extréme surface) et d’oxybwyltes plus ou moins hydratés (Vittoz,
1997). Par ailleurs, on y note un maximum relatd doncentration en chrome. La
composition de la couche passive dépend a la foisutdbstrat métallique, des traitements de
surface subis par le métal i.e. I'histoire du mé&taldu milieu dans lequel le matériau est
immergé (Boulangé-Petermann, 1997a). Plusieurs le@eé&istent pour expliquer la structure
des films passifs. Okamoto (Okamoto, 1973) propasemécanisme de déprotonation de
l'eau : les molécules d’eau s’adsorbent sur laaserfmétallique, un cation métallique est

dissous puis le site M(Odise déprotonéigure 4).
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Figure 4 : Formation d’'un film passif selon Okamoto Dislution et déprotonisatior
d’'un cation (a), répétition du processus (b), formion de ponts entre les sites («
formation et consolidation du film (d) (Okamoto, 193)

Le second model@igure 5) utilise une adsorption de I'oxygene de I'eau swsudace
métallique (b), il y a ensuite changement de pasitivec I'oxygene (c) puis le processus se

répéte (d, e) et produit un film passif composé&uement d’oxydes métalliques (Sato and
Cohen, 1964).

MMMMMM 000000 MMMMMM
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(@) (b) (c)
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MMMMMM 000000

000000 MMMMMM
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(d) (e)

Figure 5: Naissance d'un film passif a partir d'un métal (3, puis adsorptior
d’oxygéne (b), changement de place (c), répétitiodu phénoméne (d + ¢
(d’aprés (Sato and Cohen, 1964))
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II.2. Stabilité du film passif

Dans certaines conditions, le film passif peut @truit. Sa stabilité dépend, en effet,
du pH, de la teneur en chlorures et du pouvoir aryy/dEn milieu neutre, par exemple, et en

absence de chlorures, il n’y a pas de problemedesion.

Les facteurs provoquant une dépassivation peuveatd@s acides forts qui créent une
corrosion généralisée ou inter-granulaire ; deseml chlorurés qui induisent une corrosion
inter-granulaire ou par piqlres ; la températuré augmente l'affinité du chrome pour
I'oxygéne et, dans le cas de traitement thermiquéos d’'un soudage, favorise la formation
de carbure de chrome aux joints de grain : I'aicierydable contient une certaine quantité de
carbone se combinant au chrome sous forme de earlE;Cs. Ceux-ci précipitent de
préférence le long des joints de grain et appasemisen chrome la matrice avoisinante. Ces
zones appauvries sont trés étroites mais leur temrewchrome descend en dessous du seuil

d’'inoxydabilité. La rupture du film passivant edtarigine de la corrosion inter-granulaire.

Les films passifs ne doivent donc pas étre condgddébomme « inertes » car ils sont en
constante modification et restructuration face eomditions environnementales comme nous

I'avons vu ci-dessus.

I1.3. Phénoméne de corrosion

Comme tous les métaux, ces aciers peuvent subirurs®i corrosion chimique
uniforme qui attaque les surfaces de maniére @gulisoit d'autres formes de corrosion
localisée comme celles caractérisant les aciers/dables.

L’'un des types de corrosion pouvant affecter leasradnoxydables esa corrosion
inter-granulaire (Béranger and Charbonnier, 1990). Celle-ci seuwérau niveau des joints
de grain qui sont, d’'une fagcon générale, des zalesordonnées séparant des grains
d’orientations cristallographiques différentes. @eses inter-granulaires présentent une forte
sensibilité aux attaques localisées dans certailiesum corrosifs. Le plus fréquemment, cette
corrosion est due a l'état sensibilisé de l'aci€et état résulte d’'une précipitation de

composeés riches en chrome qui entraine un apgaewmient de la matrice en cet élément au
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voisinage des joints de graifigure 6). L'autre cause de cette corrosion peut étre la
ségrégation d’éléments mineurs aux joints de gmmme le silicium, le soufre et le
phosphore.

Un autre exemple de corrosion &storrosion par piqdres qui se déroule en général en
présence d’'un milieu agressif. Le métal subit umefdissolution localisée qui conduit au
développement de piqglres sur la surface passivea(@hd Keddam, 1990). Par définition,
ceci intervient lorsqu’une dissolution anodique artpnte apparait sur une zone restreinte de
la surface de l'acier ; il y a rupture locale dmnfipassif qui conduit a un début de corrosion si
celui-ci ne se reconstruit pas. Les milieux lessptourants susceptibles de produire la
corrosion par piqdres sont chlorurés, comme |'eaunter ou la concentration des ions
chlorures Clest de I'ordre de 0,5M (Baroux et al., 1990).

Enfin, les aciers inoxydables peuvent étre sujets& corrosion sous contrainte Ce
phénomene de fissuration des matériaux est dipélsence d’'un environnement et d’'un
régime de contraintes statiques (Combrade, 1996 produit méme dans des milieux trés
peu agressifs.

Pour information, la corrosion peut-étre égalemewtivée par la présence de
microorganismes. Les micro-organismes qui sontigupk, principalement les bactéries du
type aérobie et anaérobie, modifient I'environnenwenl'acier inoxydable se trouve, créant
des crevasses, des zones différentielles d'aératiaim environnement plus agressif avec la
présence des meétabolite€e type de corrosion est appelée MIC(Microbiologically
Influenced Corrosion) (Ibars et al., 1992) (Costeret al., 1995).

Teneur en Chrome (Cr)

Joint de grains avec
/ carbures de Cr

Zone appauvrie en Cr

<>

Carbures

Zone appauvrie en
chrome

> Distance

Figure 6: A: Schéma de la corrosion inter-granulae au joint de grain; B: Profil de
concentration en Chrome (Cr) au niveau d’un joint ¢e grain lors d’'une attaque inter-granulaire
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III.1. Théories de la croissance du grain

La croissance de grain est le processus par léguaille moyenne des grains augmente
au cours d’'un recuit. Cela s’explique par la nétegmour le systeme de diminuer I'énergie
libre associée a la surface des joints de grain.

Dans une publication des années 1950, Burke etbtilir(Burke and Turnbull, 1952) ont
expliqué la cinétique parabolique de croissancgrdm. lls modélisent la migration des joints
de grain comme la conséquence d’un transport at@adgravers ces joints, sous l'effet d’'une
pression due a la courbure de la surface. Lessjdie grain tendent a migrer vers le centre de
leur courbure et donc a réduire leur aire, domdigie qui y est associée. La force motrice de
croissance pour un grain de taille R egR2ouy est I'énergie du joint de grain. En supposant
une relation linéaire entre la vitesse et la forz#rice, on obtient dR/dt = M*{ZR) d’ou une
croissance parabolique. En fait, la croissancerdm gesulte du comportement collectif d’un

ensemble de joints de grain.

C.S. Smith (Smith, 1952) produisit une seconde ipatibn dans laquelle il définit que
« la croissance normale d’'un grain résulte d’irdeoas entre les contraintes topologiques du
remplissage de I'espace et les besoins géométrpiégquilibre des tensions de surface ».
Cette constatation a donné naissance a toute unilefade théories et de simulations
numeriques qui s’attachent a prédire non seulentiémblution temporelle de la taille
moyenne, mais aussi celle de la distribution dailke des grains (Feltham, 1957) (Hilbert et
al., 2003) (Hunderi and Ryum, 1980).

[1I.2. L’attaque des joints de grain

Dans une attaque électro-nitrique, on observe la foromatie sillons aux joints de
grain car ils se dissolvent plus vite que lintérieles grains. Cela arrive méme quand il n'y a
pas de carbures intergranulaires. Cette attaguérpnéielle des joints est liée en partie a
d’éventuelles ségrégations chimiques (S, P,...) maitout au fait que le joint de grain est
une zone désordonnée dans laquelle les atomemsom liés au réseau et donc plus faciles a
« décrocher » par dissolution anodique. L'éventéaliune précipitation de carbures et d’'une

déchromisation associée ne fait qu'amplifier lerméene.
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Afin d’étudier cette surface mais également I'agéhée de cellules sur celle-ci, quelques
techniques sont couramment utilisées. En voiciques-unes présentées dans le paragraphe

suivant.

IV. Techniques d'études des surfaces et de I'adhérence des cellules au

substrat

Lors de cette thése, l'analyse de la surface d#srelits états de surface d’acier
inoxydable a été, entre autre, effectuée a l'aiddadtechnique XPS (Spectroscopie de
Photoélectrons a rayons X)Le détachement des cellules a, quant a lui, @ié&grace a

I'utilisation d’'une chambre a flux radial.

[V.1. Physico—chimie des surfaces

Parmi les techniques se prétant a I'analyse chiendgs surfacesa Spectroscopie de
Photoélectrons a rayons X (XPS)est particulierement attractive car elle combime u
information qualitative, quantitative et de la séildté de la surface utilisée. Les résultats
obtenus donnent donc une analyse élémentaire f@adi et quantitative), une analyse de
surface et une information sur la concentrationfdastions chimiques présentes en surface
(Bosquillon et al., 2004).

La technique peut-étre appliquée a l'étude de lanpmsition chimique de surfaces
microbiennes et de la surface exposée par deslnbgofiL’analyse étant réalisée sous
atmosphere lyophilisée, elle requiert une déshgticm préalable de I'échantillon qui doit

étre donc bien contrélée (Dufrene et al., 1999).

Une autre techniquéa Microscopie a Force Atomique(AFM), permet également
d’effectuer une topographie de la surface étuditaimsi de mesurer sa rugosité. Cette
technique permet I'étude de surfaces planes ehtaate résolution. Elles utilisent une sonde
de faible dimension (pointe) maintenue a proximibdmédiate de ['échantillon. Un
déplacement relatif sonde-surface permet une acafbge point par point de I'échantillon. Le

probleme de cette technique est que la résolugodégrade rapidement lorsque la surface
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n’'est pas parfaitement plane (plus de 1um de Jelief technique AFM emploie une sonde
mécanique, pour amplifier les caractéristiques gogphiques de la surface d’un facteu?, 10
et produit des images 3D de la surface.

IV.2. Adhésion cellulaire

Par ailleurs, afin d’étudier le détachement de augganismes en fonction d’'une
contrainte appliquée par un fluxne chambre a flux radial peut étre utilisée (voir matériel
et méthodes). On peut ainsi obtenir une cinétijudatachement en fonction de la contrainte
appliguée (Cozens-Roberts et al., 1990) (Cozensifobt al., 1990).

Dans ce méme type d’étude, Bowen mesure le détasitede bactéries du substrat
par le biais d’une technique de rotation d’'un des¢Bowen et al., 2002). Le désavantage de
cette technique, par rapport a la chambre a fldiakaest que la rotation du disque entraine
un échauffement de ce dernier et ainsi une éléval®la température du substrat. Ceci peut
donc affecter le détachement des cellules adhérente

A Tinverse, I'équipe de Olofsson étudie les étap@sales de l'interaction avec le
substrat a I'aidel’'une microbalance a cristal de quartz(Olofsson et al., 2005). A l'aide de
cette technique, il peut détecter de tres petiigbments de masse comme les propriétés
viscoélastiques durant I'adhésion des celluledassurface du cristal ce qui rend possible de
suivre l'interaction et le processus d’adhésiorcaurs du temps.

Par ailleurs, il existe de nombreux facteurs affect'adhésion microbienne aux aciers
inoxydables : la nature physique et chimique ebtation du substrat, le type de matériel
organique et de microorganismes potentiels recotveasurface et la nature de l'interface
(solide-liquide dans le corps ; solide-air dans desfaces environnementales) (Verran and
Whitehead, 2005) (Donlan, 2002). Dans le paragrapineant, quelques-uns de ces facteurs,

liés au solide et pouvant modifier cette adhéssenpnt présentés.

V. Facteurs pouvant modifier |'adhésion au niveau du solide

Selon Meltzer (Meltzer and, 1993), « on n'a pasoemdrouve de surface exempte de

biofilms. La structure de la surface peut influenda quantité de films déposée, mais
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seulement lors des toutes premieres heures deobdign. En général, les surfaces lisses
montrent un taux initial plus faible que les suemcugueuses mais la formation du biofilm

apres une période de quelques jours, est inévitable

V.1. La charge de surface du solide

A un pH physiologique, virtuellement toutes les tBaes portent une charge de
surface nettement négative. L'acier inoxydablecgaiement chargé négativement engendrant
ainsi des forces électrostatiques de répulsiondersapproche de la bactérie. Cette charge de
surface peut-étre modifiée pardel et la composition ionique de la solution environante.
Plus la force ioniqgue du milieu augmente, plus H@slon bactérienne et I'adsorption
moléculaire sont importantes (Tidswell, 2005).

De méme,l'adsorption générale de protéines(ayant lieu pendant les premiéres
étapes de I'adhésion) augmente avec I'hydrophabdtit substrat (Pamula et al., 2004) (Nath
et al., 2004). Cette adsorption de composés orgasigentraine des modifications des
propriétés physicochimiques de surface des corgsésence telles que la charge (Boulangé-
Petermann et al., 1995) ou I'énergie libre (BoutaRgtermann et al.,, 1993) (Boulangé-
Petermann, 1996). Ces modifications, en transfornem liaisons physiques a l'interface,
peuvent favoriser ou au contraire inhiber 'adhégie microorganismes (Bellon-Fontaine et
al., 1999).

La composition du film passif est également primordiale dans I'adhésion
bactérienne. Ainsi, certains auteurs ont démontr@ Iq rugosité ne semblait pas étre un
facteur prépondérant, a I'oppose, la physico-chidgs surfaces d’acier polarisées semblait
gouverner I'adhésion de certaines souches coinnmeesenteroide@Boulangé-Petermann et
al., 1998)mais également la composition du film passif (BagPetermann et al., 2004).
Redy et al. (Redey et al., 1999) (Redey et al.02@0t également montré que I'énergie de
surface jouait un réle important dans I'attachenakentellules osseuses sur un biomatériau.

Lerebour G. (Lerebour et al., 2004) a démontré$juaureutait moins adhérent au
substrat Episkif (bipolaire, hydrophile) que sur un acier inoxyaafiinipolaire, basique et
hydrophile). Ainsi, pour eux, est-il préférable madrele substrat hydrophobe et apolaire
avec l'utilisation de traitements de surface appéspafin de réduire I'adhésion microbienne

et les liens adhésifs entre les microorganisméssibstrat.
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De méme, I'équipe de John (John et al., 1996) aodéé qu’'untraitement par
plasma oxygéne augmentait significativement I'adhésion & aureusaux cathéters de
polyuréthane enduits d’hydrogel, le traitement ifiadt la charge et I'énergie de surface des

cathéters en les rendant plus hydrophiles.

V.2. Le nettoyage des surfaces

Les traitements de nettoyage influencent énormémaettiarge et I'énergie de surface
du matériau (Boulangé-Petermann, 1997a) (Boulamgérann, 1996; Boulangé-Petermann
et al., 1993). Ainsi, en nettoyant les surfacescale I'éthanol (95%), un détergent alcalin
(RBS 35) ou une séquence soude (0,2M) - acidequéri(0,5M), l'acier inoxydable peut
présenter des surfaces plus ou moins chargées seténlergies de surface différentes,
engendrant ainsi une adhésion différente du migausme. Dans certains cas, ces
traitements peuvent permettre de diminuer I'adsomptles bactéries et de protéines sur la
surface (Midelet and Carpentier, 2004). L’équipeBiesscher a conforté I'hypothese que
I'élimination de biofilms sur des surfaces métalkg peut étre diminuée en utilisant un
traitement nettoyant approprié (Busscher et aB0)1@omme I'oxazaborolidine par exemple
(Jabbour et al., 2005).

V.3. La rugosité du matériau

La rugosité joue un role essentiel dans I'adhéslea microorganismes. Pedersen
(Pedersen, 1990) rapporte qu’un plus grand nomdraidroorganismes (facteur 1,5) colonise
une surface d'un acier inoxydable d'un fini de agd rugueux qu'un acier inoxydable
électropoli. Il explique cette difféerence dans &t fque les surfaces rugueuses ont de plus
grandes surfaces disponibles pour la colonisatiormg@elles engendrent plus de forces de
cisaillement. D’autres données permettent de cterfocette idée que peu de cellules
bactériennes adherent sur les surfaces lisses atreefeaconclusion que le polissage pourrait
étre utilisé pour limiter 'adhésion bactérienndir(fFet al., 1997) (Arnold and Bailey, 2000)
(Arnold et al., 2004). D’autres montrent, au coiraune influence de la rugosité sur
'adhésion bactérienne par une augmentation du romé cellules adhérentes (Gillis and
Gillis, 1996) (Pereira da Silva et al., 2005) (Vaebtke et al., 1990) (Medilanski et al., 2002),
ou une diminution de I'adhésion (Baharloo et aDP5) ou une meilleure différentiation
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cellulaire (Marchisio et al.,, 2005). Cependant,taies auteur, enfin, contrairement aux
précédents, ont trouvé que la topographie de sunféavait pas beaucoup d'influence sur
'adhésion bactérienne (Hilbert et al., 2003) (Eatkal., 2004) (Boulangé-Petermann et al.,
1998) (Garry et al., 1995). En conclusion, il n&& pas encore d’effet net de la rugosité sur

'adhésion bactérienne et, par conséquent, sugtkectilement.

VI. Nouvelles surfaces fonctionnelles

Depuis quelgues années, les unités de recherctagwetioppement industrielles
développent des surfaces fonctionnelles inhibant ples en plus l'adhésion des
microorganismes ou permettant leur élimination dmigre plus aisée. Certains chercheurs
ont mis au point des surfaces fonctionnelles reedas de plusieurs couches de poly-
électrolyte (Shi et al., 2005). Celles-ci sont d¢itunées de polyethylenimine quaternaire et
d’'un complexe d’argent-polyethylenimine. Ces coschessédent un potentiel antibactérien
tres efficace. L’équipe de Hu a également prospaatéa quaternisation de groupes pyridine
au sein de groupes pyridinium placées sur dessbileci confere a la surface des propriétés
antifongiques et antibactériennes hautement efca&t de longue durée. Les bactéries et les
spores de champignons en contact avec les billatkpées sont lysées et leur contenu
intracellulaire libéré dans le milieu (Hu et alQ0B). D’autres auteurs ont transféré des
propriétés stimuli-dépendantes a des surfaces dérima (verre, or, acier inoxydable)
notamment en les conditionnant avec des couchg®lgmeéres sensibles au pH, comme le
chitosan et le polystyrene-b-poly(acrylic acid) {P8A), ou d'autres sensibles a la
température comme le poly(N-isopropylacrylamide)NIPAAM) (Callewaert, 2004;
Callewaert, 2005; Callewaert et al., 2004). Afinrdadre I'acier inoxydable antibactérien et
antiadhésif pour les protéines, certaines équipesecherche combinent I'electro-greffage et
la polymérisation radicale de transfert d’atomemétova et al., 2006). Pour Ignatova, une
"greffe en deux étapes" a été réalisée. Cette igabrest basée sur I'electro-greffage de
chaines de polyacrylate contenant un initiateurr paypolymérisation radicale de transfert
d'atome (ATRP) du méthacrylate 2-(tert-butylamitioye(TBAEMA) ou la copolymérisation
de TBAEMA avec l'un ou l'autre méthacrylate mondmgeether de poly(ethylene oxide)
(PEOMA) ou d’'acide acrylique (AA) ou de styrene.nfmarées a la surface nue d'acier
inoxydable, les chaines du polyTBAEMA, les poly(TBMA-Co-PEOMA) et les
poly(TBAEMA-Co-AA) diminuent l'adhérence de bacexipar 3 a 4 unités dordre de
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grandeur comme indiqué par des tests d'adhérenSealgeuset de bactéries de type Gram
Dans un autre registre, la destruction de biofilpeut étre réalisée avec des surfaces
recouvertes d’'une couche de dioxyde de titane ATpgbotocatalytique sous forme anatase
(Raulio et al., 2005) (Bekbolet and Araz, 1996)nfKet al., 2003) (Kuhn et al., 2003)
(Amezaga-Madrid et al., 2003). Cette technique sepsur I'oxydation photocatalytique de
TiO, sous l'effet de rayonnement UVA. En présence d'eaad’oxygene, des radicaux OH
hautement réactifs sont générés par le; BOes UVA. En effet, les photocatalyseurs de,TiO
sont capables de détruire les bactéries en décamplasmatiere organique par oxydation en
créant des trous dans la bande de valence et paiaie des radicaux OHproduits par
I'oxydation de I'eau.

Cependant, il reste des points techniques a areélpmur ces méthodes : les surfaces
fonctionnelles recouvertes de plusieurs couchgsotieélectrolyte inhibent la croissance des
bactéries mais sans les détacher ; la quatermsdgogroupes pyridine au sein de groupes
pyridinium placées sur des billes se révele étfécitit et lourd a réaliser sur des aciers
inoxydables de fabrication industrielle, de mémue "greffe en deux étapes" ; les couches
de polymeres de chitosan, PS-PAA ou PNIPAAM, nd gas stables au cours du temps et
sensibles a la contamination qui peut modifier dige de surface des substrats en se
mélangeant a ces couches de polyméres ; enfinQg fiécessite une source de lumiére et
n'est donc utilisable que pour des surfaces exjgoisd® lumiére.

A l'opposé, dans les milieux ou l'adhésion de baeseréductrices de sulfate est
recherchée, la présence de nickel, dans la congosit substrat, est recommandée afin

d’obtenir un taux d’adhésion plus important (Lopésl., 2005).

Ainsi, aprés avoir présenté la physico-chimie dasases d’acier inoxydable, nous
allons, dans le chapitre suivant, développer lesnéles sur le microorganisme et son

adhésion.
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Chapitre Il : Microbiologie et adhésion

La classification actuelle des especes est divisedrois domaines : les Bactéries

(E.coli, S. epidermidis.), les EucaryotesS( cerevisiaget les Archaebactéri¢igure 7).

Domain |Bacteria Eukarya Archaea
Kingdom i |z AR
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Figure 7: Classification phylogénétique. Seulementjuelques exemples de Bactéries
Eucaryotes sont montrés. Des endosymbioses de mitochondréd de chloroplaste sor
indiqués par les fleches diagonales inférieures stipérieures (Doolittle, 1999)

I. Les Bactéries et Archaebactéries

Les Bactéries et Archaebactéries ne possedens, ldaplupart des cas, qu’'un seul
chromosome circulaire (sauf exception), sans menebraicléaire. La cellule se divise de
maniere simple (septation, scissiparité...) et langartimentation cellulaire est élémentaire

avec absence de mitochondries.

[.1. Composition de la paroi des bactéries de type Gram™ et Gram"

La paroi sert a la classification des micro-orgamgs et représente 20% de la masse
séche. Elle a un r6le majeur dans la résistanag@eeksion osmotique et aux déformations.
La coloration de Gram (ou non-coloration) est ratréde d’'une différence structurale de la
paroi. Cette coloration est une étape prélimingogr la reconnaissance d’'une bactérie.

Réalisée en présence d’iode, suivie d'un lavadel@obl : on trouve alors deux cas distincts:
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soit les bactéries sont décolorées, on les appdtles bactéries de type Grafoas
d’Escherichia coli; soit les bactéries conservent la coloration, les appelle alors des
bactéries de type Grdnfcas deStaphyloccocus epidermidlide résultat de cette coloration

de Gram s’explique par la composition des parois dieux types de bactéries.

I.1.1. Les bactéries de type Gram*

La paroi des bactéries Grar(figure 8A) est plus épaisse que celle des bactéries
Gram. Elle est généralement composée de muréine (pgpyichne) et d’acide teichoique.
Cette muréine peut représenter jusqu'a 50% du pteds paroi. Elle est formée de chaines
polysaccharidiqgues linéaires composées d'une albeen de deux osamines N-
AcétylGlucosamine (NAG) et de N-AcetylMuramique (MA liées a un peptide.
Ce peptidoglycane assure un role structurant (edgie et pression). Il donne donc la forme
cellulaire et empéche la lyse par un milieu hypmoe. A cette muréine sont associés, en
plus faibles quantités, d’'autres polymeres comnsealgdes téichoiques, teichuroniques et
lipoteichoiques et des protéines de surface. Gdesasont ancrés, soit dans la membrane, soit
dans le peptidoglycane. lls servent aussi a rielienembrane a la paroi. Plus le réseau formé

est dense, plus la paroi est rigide.

1.1.2. Les bactéries de type Gram-

La paroi des bactéries Graffigure 8B) est constituée de peptidoglycane recouvert
d'une membrane externe dans laquelle sont inséré&s dipoprotéines, des
LipoPolySaccharides (LPS) et des trimeres : c’estréseau lache et plus mince que la
membrane des bactéries Giamans les parois des bactéries Gramm trouve plus d’acides
aminés et de lipides. Ces bactéries Graeuvent étre hydrophobes, ceci étant lié a la
présence des protéines de surface. Le LipoPoly&adeh (LPS) constitue les feuillets
externes de la paroi externe de cette bactérie.n@ohacide teichoique, il stimule la réponse
immunitaire, possede un role d’ancrage et de strattbn de la membrane externe. Ce LPS
est composé de trois partiese: lipide A, qui ancre le LPS dans le feuillet externe de la
membrane externeune partie centrale (ou « core») constitué de sucres comprenant deux
sucres caractéristiques, I'acide céto-désoxyoctuei{KDO) et un heptosd’antigene O

constitué d'une longue chaine glucidique d’envid@rsucres (Neidhardt et al., 1994).
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1999)
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1.1.3. Le rGle de la paroi

C’est une barriere mécanique et chimique, actiwez das bactéries Grarpour les
transports de composés hydrophiles (sucres, acidesés et ions) a l'aide de canaux,
constitués de porines, permettant la diffusion ipasqNeidhardt et al., 1994). Le
peptidoglycane assure la forme cellulaire. La ceuth plus externe a des propriétés
antigéniques, i.e. que la présence de particuldgitida production d’anticorps, on obtient
alors une définition de sérotypie bactérienne (@rad'acide teichoique chez les bactéries
Grant, au LPS chez les bactéries Gipm

[.2. Les appendices des surfaces bactériennes et substances polymériques
extracellulaires (EPS)

Il existe difféerentes catégories d’appendices, ttuasts des surfaces bactériennes,
non systématiquement présents. Parmi Esxcils ou flagelleséléments de nature protéique
(la flagelline). Ce sont des unités sphériques élicdn et ancrées dans la membrane
plasmique, et différents d’'une espéce bactériennaeaautre. Ces appendices filamenteux
peuvent mesurer de 6 a 15um de long sur 12 a 30@puidseur. lls permettent les
déplacements microbiens : ils ont donc un role dmckimiotaxie. Ils ont aussi des propriétés
antigéniques car ils provoquent la formation d'emips que I'on peut mettre en évidence
dans la plupart des cas et jouent également unddie la réponse immunitaire innée. On
trouve plusieurs types d’insertion des flagellealotriche ou lophotriche (une touffe de
flagelles polaires), péritriche (flagelles répasiis toute la surface de la bactérie), amphitriche
(un flagelle a chaque pble) et monotriche (un flagklle polaire)Xfigure 9).

Parmi les éléments de la surface bactérienne swend égalementes pili (ou
fimbriae) qui sont des éléments de la cellule dastdsies Gram de nature protéique, la
piline, mais en général plus courts et plus fine ps flagelles. On distingue deux catégories
de pili : les pili communs et les pili sexuels. g communs mesurent 2 a 3um de long,
disposés régulierement a la surface de la bactisigpermettent la fixation de certaines
bactéries sur les muqueuses, ce qui conditionmeplauvoir pathogene. Les pili sexuels sont

plus longs mais en nombre plus restreint (1 a 4) lg@s pili communs. lls jouent un réle
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essentiel dans 'attachement des bactéries eré® al cours de la conjugaison. lls servent
également de récepteurs de bactériophages spésifiqu

Autre structure de surfacées curli, composés d’un seul type de sous unité, la cyrline
qui differe de tous les types de protéines de gslioonnues et est ciblée sans peptide signal
clivable. Sa synthése se fait préférentiellemeatesatempératures inférieures a 37°C (Olsen et
al., 1989).

Enfin, il existedes substances polymeériques extracellulaires (EP&mposées d’'un
mélange hétérogéne de polysaccharides, protéiciéesanucléiques, lipides et recouvrant la
surface des microorganismes. Les substances pagnesiracellulaires microbiennes (EPS)
sont les composantes clés pour l'agrégation de®+oiganismes en biofilms, et floculations.
Les EPS sont riches en polysaccharides de haus pmatEculaire (10 a 30 KDa) et possédent
généralement une composition hétéropolymériquechizdne de polysaccharide peut étre non
branchée ou branchée avec des chaines d’autre®santp attachés a la chaine polymérique.
Généralement, les polysaccharides sont formés dmsaccharides, avec des hexoses et des
pentoses formant le coeur de 'EPS (Bhaskar and|&H2305).

Figure 9 : Schéma de différents types d'insertion @ flagelles. A : insertion amphitriche chezZSphaerotilus
natans(barre d'échelle = 3 um); B et C : insertion péritiche chezProteus vulgarigbarre d’échelle = 2,5 um) €
Escherichia col (barre d’échelle = 7,6 um); D : insertion monotritie chezVibrio costicolus(barre d’échelle =
1,2 um) (Leclerc et al., 1983)
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[.3. Exemples dune bactérie Gram  (Escherichia col) et Gram’
(Staphylococcus epidermidis)

Afin d’étudier la cinétique de détachement de nocganismes sur un acier inoxydable,
deux bactériesH. coli et S. epidermidisont été sélectionnées pour leur différence die ta
entre elles et aveBaccharomyces cerevisjdeur classification respectivement de type Gram
et Grami et les problémes que ces deux bactéries engendtam$ les industries

agroalimentaires et/ou les hopitaux.

1.3.1. Escherichia coli

E. coli est une entérobactérie Grarmmaérobie facultative qui colonise typiquement la
le systeme intestinal humain. D’une taille d’enmirdum(figure 10), d’épaisseur environ de
0,7um, de forme ovoide, elle posséde des pili @dhfigure 11) et des flagelles. Isolée,
groupée par deux ou plus rarement en alBasoli peut apparaitre sous forme coccobacillaire
ou filamenteuse dans des cultures agées. Cettérieapossede une mobilité péritriche
réduite, voire une immobilité et se trouve parfercapsulée. Sa culture est tres facile avec
une grande tolérance de pH et un pH optimum deSg3empérature optimale de croissance
est 37°C mais est également possdritre 15 et 45°C.

Figure 10: Image de microscopie épifluorescente H. coli aprés coloration avec u
marqueur de viabilité. Barre d’échelle : 25um. D’apés Kugler et al. (Kugler et al., 2005)
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Figure 11 : Flagelles et pili cheE. coli (Leclerc et al., 1983)
Barre d’échelle : 0,2um

E. coli est un germe commensal de lintestin de tousnesaux y compris 'Homme
et représente 80% de la flore intestinale aérobee.germe se retrouve dans les matieres
fécales et, de 1a, se répand dans les sols et darrmalementE. coli a une fonction de
suppression de bactéries nuisibles et permet déhédiser de nombreuses vitamines.
Cependant, il existe une minoritéEd’ coli capables de causer des infections humaines. |l
peut, s'il arrive a franchir les muqueuses intedén, devenir pathogéne et déterminer des
infections urinaires, biliaires, génitales et trasement une septicémie. C’est un pathogene
opportuniste.

Ce microorganisme peut étre présent dans certhimerds, comme le boeuf haché, et
dans I'eau ou ils trahissent une contaminationléadsux Etats-Unis, la grande majorité des
infections dues &. colia été causée par la consommation de bceuf haclfésasiment cuit
(ASPC, 2000). En octobre 1996, dans le ConnecttutEtat de New-York, des cas de
gastro-entérite ont été liés a la consommationidie ou de jus de pommes non pasteurisés,
mettant en cause, pour certaines contaminatiortgntamination des pommes par du fumier
(ASPC, 1997). En 1995, dans le Peel Memorial Hakpitans I'Ontario, une vingtaine de
personnes ayant un lien avec I'hépital, ont sotufférne colite hémorragique aigué due a la
consommation de salade (ASPC, 1997).
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1.3.2. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidisest une bactérie de type Grarisolée ou en amas ayant la forme de
grappe de raisin de 0,8 a 1um de diam@tgeires 12 et 13) La grande majorité des souches

sont capsulées mais certaines perdent leur calosslde la culture. La température optimale
de croissance est de 37°C.

Figure 12: Image de microscopie fluorescente d&. epidermidisapres coloration avec u
marqueur de viabilité. Barre d’échelle : 25um. D’apés Kugler et al. (Kugler et al., 2005)

Figure 13 : Micrographe électronique a balayage des. epidermidis(Harin,
2005). Barre d’échelle : 1um

Cette bactérie opportuniste est responsable esbemtéent d’infections nosocomiales,
favorisées par la présence de cathéters veineux, numeériaux prothétiques,
'immunodépression et la multirésistance de ce typdactérie aux antibiotiques. Espéce la
plus frequemment isolée en milieu hospitaler,epidermidigpeut provoquer des infections

(septicémies) chez les sujets porteurs de matétiginger (cathéters intra-vasculaires,
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prothéses ostéo-articulaires, boitiers de stimadatardiaque, valves de dérivation du liquide
céphalo-rachidien...). La production d’exopolysagdates (EPS) augmente sa capacité

d’adhésion aux biomatériaux et empéche la pénétratantibiotiques.

II. Les Eucaryotes

Les Eucaryotes constituent un groupe d’organisnmeseliulaires ou pluricellulaires
assez différent des Bactéries et Archaebactériss possedent un noyau entouré d’une
membrane, des chromosomes linéaires, une divigda dellule pouvant se faire par méiose
(menant a la formation des gametes) et mitose i¢egmn de la cellule), une
compartimentation cellulaire élémentaire plus oumaaomplexe, comprenant notamment
des mitochondries. Les Eucaryotes regroupent kstgd, les animaux et champignons ainsi
gue diverses especes unicellulaires tels que lélseanou les paramécies. Au cours de ces
travaux de these, nous avons choisi d’étudier ucaryote appartenant au régne des

champignons Saccharomyces cerevisjda levure de biére.

II.1. Saccharomyces cerevisiae

11.1.1. Généralités

Saccharomyces cerevisiast une levure utilisée depuis l'aube de I'hurdaddns
I'élaboration du pain, du vin et de la biére detdédarmentation. Ainsi, dans ces domaines,
elle est appelée « levure de boulanger » ou «dedarbiere ». Elle appartient au regne des
champignons et a la division des Ascomycetes. Dadoovoide et d’'une taille de 4 a 5um
(voir figure 14), sa reproduction est optimale & une températungpree entre 28 et 30
degrés. Elle se divise par bourgeonnement d’otnsom de « budding yeast », contrairement
a d’autres levures comn®& pombequi se divisent par fission et sont donc appelétssion

yeast ».

Saccharomyces cerevisiagiganisme modele en biologie cellulaire et en tigué,

fut le premier eucaryote dont le génome ait eteusdce en 1996. Son génome de 16
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chromosomes est composé de 13 millions de pairbasks et de 6 275 génes. On estime que

cette levure partage 23 % de son génome avec I'Htomm

S. cerevisiae

: = A of
- Acc¥% SpotMagn Bet Wb I———— 10t
.~ 500KV 2.0 2000x SE 87 Multi-imaging Centre. Cambridge
\

Figure 14 : Amas deSaccharomyces cerevisia&compagnés
d’ Escherichia coli (Wikipédia, 2006)

I1.1.2. La paroi des levures

La paroi des levures détermine la forme de la keelét l'intégrité de I'organisme
durant sa croissance et sa division cellulaireisTgvoupes de polysaccharides forment la
paroi : des polyméres de mannose liés de maniéadestde a des peptides (mannoprotéines,
40%), des polymeéres de glucogeg{ucans, 60%) et des polymeres de N-acetyl-glusosa
(chitine, 2%) (Orlean, 1997).

& Les mannoprotéines : la couche externe de la plraiellules de levure se compose de
protéines qui sont liées, par l'intermédiaire d'sé@ene, de thréonine ou d'asparagine, a un
complexe de polysaccharide de 150 unités ou pluP-teannose (les mannanes). La
structure de polysaccharide peut atteindre jus§Q% de la masse séche de la paroi
cellulaire. Ces protéines peuvent étre reliéess® deb glucanes par un reste de l'ancre de
GPI (glycosylated phosphatidylinositol ou GPIl-amghqgu'ils ont recue pendant la
maturation dans le réticulum endoplasmique. Le mande I'ancre de GPl a comme
conséquence la sécrétion de protéines de la peltalaire (cell wall proteins ou CWPSs)
dans le milieu (Shimoi et al., 1995) (Kollar et,all997). Une autre classe de
mannoprotéines est directement liée fe3-glucans, ce sont les PIR-CWP qguotpin

with internal_epeats-cell wall proteins.
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& Les B-glucanes : deux sous-types flegglucanes existent : leg-1,3-glucanes les plus
abondants; ils forment une structure fibrillairgnposée de troighaines linéaires
hélicoidales enlacéed’'environ 15008(1—3) liés a des unités de glucose (Krainer et al.,
1994); lesp-1,6-glucanes moins abondants et plus courts coéspdain polymere de
100-350B(1—6) lies a des unités de glucose (Magnelli et 8023.

& La chitine est un composant essentiel de la pagitulaire des levures méme si elle ne
représente que 1-2% du poids de la masse seche plrdi. C’'est un homopolymere
linéaire composé d’environ 120 résidus de N-agkigbsamine liés par des porfis
(1—4). DansSaccharomyces cerevisiat Candida albicansil a été démontré que la
chitine était attachée de maniére covalente B8 et deg-1,6-glucanes (Kapteyn et
al., 1997) (Klis et al., 2001). L’ensemble de ceartkes est résumé ddagigure 15.
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Figure 15 : Modéle moléculaire de la paroi cellulag de Saccharomyces cerevisi
(Martin-Yken et al., 2002)

Un autre exemple d’eucaryote est celui de I'anibetyostelium discoideurdont la
cinétique de détachement a été étudiée par Détalté(Bécavé et al., 2002) (Décavé et al.,

2002). Le paragraphe suivant résume quelques-unsssicaractéristiques.
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1I.2. Dictyostelium discoideum

D. discoideumest un organisme reconnu par le NINafional Institutes of Health
USA) comme modele pour la recherche biomédicalestQun microorganisme pouvant se
déformer et avancer en émettant des pseudopodesoritlitions nutritivesPDictyostelium
discoideumse présente sous forme d'une petite cellule d’envitOum de diamétre se
nourrissant par phagocytose de bactéries ou deelge\at se divisant de maniére mitotique
(Kessin, 2001). En cas de carence nutritive, ldsiles s’engagent dans un processus de
différenciation et de morphogenese conduisantfartaation d’'une structure pluricellulaire.
Ceci débute par I'émission d’'un chimio-attractaiBMPc qui attire les autres amibes du
voisinage. Celles-ci produisent a leur tour de I'R&4 Cela aboutit a des aggrégats d’amibes
qui vont, par la suite se différencier en une sdde€limacon” (16h de culture), dont la taille
peut atteindre jusqu'a 1 millimetre et qui peutdéplacer pendant plusieurs heures sur le
substrat. Vers 24h de culture, une fructificatiohea avec I'apparition d’'une tige et d’'une
masse de spores, le tout reposant sur un disqua. Hass cellules deDictyostelium
discoideumn’ont qu’une simple membrane plasmique dans ldgusbnt insérées des
protéines transmembranaires comme les intégrihesy la pas d’intégrines, au sens strict,
chezD. discoideunmais trois classes de protéines d’adhérence IAteg IB (Cornillon et
al., 2000), sad A (Fey et al., 2002) et phg 3 (Fjbgui présente des similitudes avec les
intégrines (Cornillon et al., 2006).

Depuis quelques années, de nouvelles méthodasdd'ét de détection des cellules
adhérentes, présentées dans le paragraphe sgioahgpparues permettant d’élargir le panel

des techniques existantes.

IIT. Etude de I'adhésion et de la quantification du nombre de cellules

adhérentes

[II.1. Méthodes expérimentales d’ observation

Lors de cette these, nous avons utilesénicroscopie a fluorescencafin de détecter

et compter le nombre de cellules adhérentes ssubstrat. Cet outil d’analyse permet de
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détecter, quantifier et fournir des images aussn ldes composants naturels des systemes
biologiques que des sondes extrinseques (antibiEgiq désinfectants, marqueurs
d’activité...). La résolution de la distribution dfémsité de fluorescence peut étre effectuée de
maniere spectrale et temporelle permettant ainsioteler localement les biofilms (Lacroix-
Gueu et al., 2005). Certains marqueurs fluoresceotsme I'acridine orangée, se liant a
'ADN et aux ARN cellulaires (McFeters et al., 1991ou le DAPI (4’,6-diamidio-2-
phenylindole dihydrochloride) se liant spécifiquarna I’ADN, sont couramment utilisés afin
de dénombrer et de visualiser les cellules adhése@’est, par ailleurs, cette technique que
nous allons utiliser lors des expériences meneesoauvs de cette these. Les marqueurs
fluorescents permettent également de distingudnines especes bactériennes au sein de
populations pluri-bactériennes (Shapiro, 2000) @u vikualiser la viabilité des cellules
etudiées (Allion, 2004) (Bunthof et al., 1999) (Morer et al., 2000).

Une autre technique de microscopéemicroscopie électronique a balayage (MEB)
permet, entre autre, de visualiser les appendmitef flagelles) des bactéries qui jouent un
réle aussi bien dans la mobilité des cellules caresdeur adhésion (Beveridge and Graham,
1991; Prigent-Combaret et al., 2000). Cette tealmigermet également de mesurer les
variations de concentrations de certaines espeaiesiques importantes pour évaluer et
comprendre l'activité des micro-organismes étudiédléanmoins, l'observation par la
technique MEB pose certains problemes liés a lpgoedion et a la déshydratation pouvant
engendrer la perte de certains appendices commeilledDe plus, elle ne permet pas
d’observer, en continu, des phénomeénes dynamiques.

Récemment, le développement de nouvelles appratiei®logie moléculairetelles
gue les puces a ADN, la protéomique, I'hybridatisoustractive d’ADNc, ont permis
aujourd’hui de commencer a dresser un inventaisediféérences d’expression génique des
bactéries incluses en biofilms et ou en susper(sitain et al., 2004) (Vilain et al., 2004). On
peut ainsi obtenir et caractériser des mutant®baos avec des propriétés d’adhésion altérés
(Le Thi et al., 2001).

Une autre techniquéa technique ATR-FTIR (Attenuated Total Refectance- Fourier
Transform Infrared spectroscopy), offre des avaegaggnificatifs tels que I'investigation du
développemenin situ de microorganismes, non-destructurant, en tenglsetéen condition
hydratée (Schmitt and Flemming, 1998). Cependaite dechnique n’offre qu’une mesure
globale du nombre de cellules et non les variateastantes sur I'ensemble d’'une surface.

Enfin, on peut utiliseda technigue AFM (Microscopie a Force Atomique)qui

apporte des indications précieuses sur les prégrighysico-chimiques et mécaniques des
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enveloppes bactériennes, notamment la variatiostdeture des enveloppes bactériennes
selon différentes valeurs de pH (Gaboriaud eR805). Récemment, la technique AFM s’est
avérée étre un outil trés puissant pour exploresudace, a I'échelle nanométrique, de
microorganismes, que ce soit du point de vue stratdes propriétés physiques ou des
interactions moléculaires (Dufrene, 2002) (Dufre2@03; Dufrene, 2004; Nunez et al., 2005;
Touhami et al., 2006). Par ailleurs, cette techmigermet de cartographier, a I'échelle du
nanometre, des propriétés de surface comme l'anihék charge (Ahimou et al., 2003),
I’hydrophobie (Dufrene, 2000) et I'élasticité.

Cette liste est loin d’étre exhaustive... Cependeette étude de I'adhérence et du
détachement de cellules peut étre affectée desépmrd par des paramétres liés au

microorganisme lui-méme, son mode de culture.

[II.2. Parameétres affectant I'adhérence cellulaire aux matériaux

De nombreux facteurs peuvent modifier 'adhésiollutzre sur des surfaces de
matériau. Parmi ceux-ci, certains sont liés a Igspogie du microorganisme lui-méme, la
présence d’appendices (pili, flagelle...), le modecdéure, le temps de contact avec le

substrat et la conposition du milieu de suspension.

I11.2.1. Le caractere hydrophobe des cellules

L’hydrophobie globale d’'un microorganisme peut @éresurée a I'aide de la technique
MATS (Microbial Adhesion To Solvents ;(Bellon-Fomta et al., 1996)). En effet, il a été
démontré que cette caractéristigue du microorgansarévele importante du point de vue de
'adhésion. Faille et al. (Faille et al., 2002) atémontré, par exemple, que le hombre de
spores hydrophobes adhérentes Biillus cereuset leur résistance aux procédures de
nettoyage étaient dix fois plus élevés par rappales spores hydrophiles Bacillus subtilis
Cette hydrophobie peut étre également dépendaritétaliephysiologique des cellules. Ainsi,
'équipe de Bellon-Fontaine (Bellon-Fontaine et, d990) a démontré des souches non
encapsulées étaient sensibles a I'énergie de sudacsubstrat, tandis que les souches
encapsulées n'y étaient pas sensibles.
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I.2.2. La présence d'appendices (pili, flagelle) ou de substances

polymériques extra-cellulaires

La stabilité des biofilms peut étre due a la pnéesed’appendices. Plusieurs auteurs
ont décrit I'influence positive de la présence lBgélles et de la mobilité sur les différentes
étapes de formation du biofilm (Lejeune, 2003) @M€ and Kolter, 1998) (Piette and
ldziak, 1991) (Gavin et al., 2003) (Soutourina d@wertin, 2003) (Vatanyoopaisarn et al.,
2000) (Moreira et al., 2003). Les flagelles peuyent effet, faciliter le contact avec le
substrat en franchissant la zone de répulsionsréstatiques (Herald and Zottola, 1988) et
ceci peut aider a former une couche plus importdateellules directement en contact avec la
surface. Les pili jouent également un réle primalrdians I'adhésion et/ou I'autoaggrégation
des microorganismes (Bieber et al., 1998), lesém@st n'ayant pas de pili étant moins
adhérentes que les autres (Fletcher et al., 12%Xpression de certains types de pili, comme
le type IV (Park et al., 2002) (Rakotoarivoninaakt 2002) ou le type IIl (Di Martino et al.,
2003), peut étre corrélée avec la capacité de deeba a coloniser ’'homme, aussi bien en
adhérant au tissu épithélial, ou en permettant M&tilitd ou la compétence pour la
transformation naturelle et I'autoagglutination. k@&e des appendices dans l'adhérence
explique la capacité des cellules, aux propriésutface différentes, a coloniser le méme

type de surface.

La synthése et la présence de composés extraatedhiinfluencent 'adhésion. Ainsi,
il a été mis en évidence que les rhamnolipides;aliiyides extracellulaires, peuvent faciliter
la motilité, notamment d@. aeruginosaDeziel et al., 2003) (Kohler et al., 2000), aféac
I'architecture du biofilm, en permettant les intrans cellules-cellules et I'attachement des
cellules aux substrats (Davey et al., 2003), éraitla polarité de la surface cellulaire (Zhang
and Miller, 1994). L’adhésion cellulaire initialewa surfaces matérielles est modulée,
également, par la présence de substances polyresrigxtracellulaires (EPS) produites
microbiologiquement et comprenant différentes maaiécules (Beech et al., 2005). Ces
EPS sont les matériaux de construction pour leggags microbiens tels que les biofilms, les
floculations (« biofilms planctoniques »). Leursyg@osants majeurs ne sont pas uniguement
des polysaccharides mais également des protéindgnstcertains cas des lipides, avec une
minorité d’acides nucléiques et d’autres biopolyeserLa matrice EPS est un systeme
dynamique construit par les organismes et répondartchangements environnementaux

(Flemming and Wingender, 2001).
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Les roles des EPS sont multiples : protection @tk contre des facteurs non
favorables (Ryu and Beuchat, 2005) (Ryu et al.,42000le dans le métabolisme des
microorganismes, interactions avec d'autres orgaess adhésion a des objets de nature
inorganique (Pyrog, 2001) (Tsuneda et al., 2003yoé¢ dans I'architecture du biofilm
(Danese et al., 2000).

[11.2.3. Le mode de culture

Le mode de culture est une caractéristique imptatgni peut modifier fortement
I'adhésion des organismes. Il a été démontré quent@érature de croissance avait un effet
significatif sur la mobilité électrophorétique addlire et la production de flagelles (Briandet
et al., 1999) et, par conséquent, sur I'adhésion.

La température de croissance et la phase de amosspeuvent modifier la
composition de la paroi et donc les propriétéstitpes de surface, I'hydrophilie et le
caractere électron donneur, électron accepteubatggéries (Chavant et al., 2002) (Briandet et
al., 1999) (Santiago et al., 1999) (Toren et @98) et I'expression des genes d’adhésion
(Toren et al., 1998). La composition de la pardiutare peut étre affectée par I'aération de
la culture. En utilisant un flux d’air de 0,5 I/miAguilar-Uscanga a ainsi pu maintenir un
taux d’'oxygene constant de 50% @© 50%) et comparer a une pression partielle gn O
nulle : le taux de croissance et de chitine éteitement meilleur quand la pression partielle
en Q était supérieure a 50% (Aguilar-Uscanga and Frian2003).

La vitesse de rotation lors des centrifugations iffeedhydrophobie des cellules :
PourE. coli, lorsque la vitesse de rotation augmente, I'hydotye des cellules augmente et
donc lI'adhésion aux substrats diminue ; a I'opposér S. epidermidislI’adhésion se trouve
renforcée. Ceci s’explique par le fait que les e endommagées par les contraintes
élevées, dues aux forces de cisaillement de cegd#tion, relarguent leur matériel
intracellulaire qui contribue a une modification ldesurface cellulaire des cellules vivantes

restantes et a une modification de leur hydrophobie

I1.2.4. Le temps de contact entre le microorganisme et son substrat

Le temps de contact entre le microorganisme et |sdrstrat est également trés

important et tres influent sur 'adhésion. Aingrtains auteurs ont pu mettre en évidence un
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adhésion plus forte des cellules sur une plaqueede aprés un temps de contact (Mercier-
Bonin et al., 2004) (Beresford et al., 2001) ounclibation plus longs (Fletcher et al., 1993).

l11.2.5. Le milieu de suspension

Le milieu de suspension présente de nombreux pamsnus aussi importants les
uns que les autres. Parmi eux, la composition ébrize ionique influent nettement sur la
capacité cellulaire & adhérer. En effet, les @éasrigterfaciales entre la bactérie, le milieu et
le substrat jouent, comme nous l'avons vu précédeminichapitre IIl) sur I'adhésion
(Stanley, 1983). Ainsi, en augmentant la conceiotrate plusieurs cations du milieu ou des
nutriments, 'adhésion se trouve modifiée (Fletcli®88) (Cowan et al., 1991).

A l'opposé, certains auteurs n’ont pas trouvé tliece de la force ionique du milieu
sur I'adhésion bactérienne. Par exemple, I'équipeMercier-Bonin a testé des solutions
salines de 0,2; 0,9 et 2% w/v correspondant a oneefionique de 33, 150 et 330 mM
respectivement. Ceci n'a pas eu de réelle influengel’adhésion de levures initialement
emballées sous formes d’agrégats secs en formegee (Mercier-Bonin et al., 2004).
Vallido-Rodriguez a trouvé une adhésion similainer sles surfaces hydrophobes et
hydrophiles avec des forces ioniques variant dea D0 mM (solution tampon de KCI)
(Vadillo-Rodriguez et al., 2005). Le pH du miliesteaussi un facteur pouvant changer

'adhésion cellulaire (Briandet et al., 1999).

La combinaison de méthodes microscopiques, micpisca balayage d’électrons,
microanalyse de sondes a électrons et la micros@ofiirce atomique permettent d’évaluer et
de corréler les formes et les fonctions des mattifios de surfaces et d’étudier ainsi leur
influence sur 'adhésion des microorganismes (Adredlal., 2004). Par ailleurs, lors de cette
adhésion, des interactions physico-chimiques aaii. liCelles-ci sont expliquées dans le

chapitre IIl.
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Chapitre 11l : Interactions physico-chimiques misesen jeu

lors de 'adhésion

Durant le transport d’'un microorganisme d’un fluee@ne surface, celui-ci est soumis
a des modifications de forces intervenant lors ole ¢dépot sur la surface et lors de son

détachement.

I. Interactions électrostatiques

Une particule en suspension et une surface immergggérent une charge de surface
due a l'adsorption ionique ou lionisation des grements chargés présents en surface
(James, 1991). La concentration d’ions differe @nberfaces par rapport a l'intérieur de
chaque phase (solide, liquide) engendrant une doedoiche ionique associée aux surfaces
bactériennes et solides souvent qui sont négatixehnet et al., 1992). Cette double couche
présente deux régions: une dite compacte appmiéehe de Sterpn d’épaisseur 1 nm,
matérialisant la distance minimum d’approche dess,idiydratés ou non et possedant un
potentiel y, ou potentiel de surfac€figure 16); la deuxiéme partie de l'interface est
constituée par la couche diffuse. Elle s’étend yieg centre de la solution. La distribution
ioniqgue n'y est pas uniforme car un champ électrida traversant favorise une nette
attraction des cations vers la surface chargéelam séparant ces deux couches est appelé
plan de Helmoltz Dans la couche diffuse, le potentietlécroit de maniere exponentielle en

fonction de la distance. La distance caractéristiggt appelée distance de Debye (d).

Pour de fortes concentrations en électrolytepai€seur de la double couche est faible
et les interactions électrostatiques liées au n@emoent de cette couche seront faibles. L'effet
des charges de surface est masqué. On observeéimrpbne inverse lors de solutions
faiblement chargées.
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Figure 16: Modele de Stern. Représentation schématique de leariation de potentiel er

fonction de la distance de la particule chargée (dprés (Boulangé-Petermann, 1993))

II. Approche thermodynamique

II.1. Notions de l'approche thermodynamique

La base de l'adhésion, selon la théorie thermoahyaae, est constituée par les
interactions entre atomes et molécules. A I'échaldtdéculaire, I'adhésion est assurée grace
aux interactions de van der Waals, constituéesnéeement d’interactions dispersives et
aux interactions acido-basiques, aux forces élstettigues, liaisons hydrogénes et
hydrophobie de la surface. Ces interactions sqme¢ngantes de la tension et de I'énergie libre

superficielle du liquide et du solide.

Les forces de van der Waals ont plusieurs origiQesdénombre trois effets : les forces
de Keesom ou effets d'orientation, les forces deyPeu effets d'induction et les forces de
London ou effets de dispersion. Les forces de Kmes@sultent d'une interaction
intermoléculaire entre dipbles permanents et soncipalement liées a I'électronégativité.

Elles apparaissent entre au moins deux moléculesresl(dipdles dits permanents), d'ou leur
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ancien nom d'interaction « dip6le-dipdle ». Lexésr de Keesom, tout comme les forces de
Debye (dipble permanent /dipdOle induit) et de Londdipble induit /dipble induit) ne sont

gu'une composante des forces de Van der Waaldotass de dispersion de London sont des
forces faibles intermoléculaires créées par deSlelpinduits. Elles sont comprises dans les
forces de van der Waals et existent du fait queeasité électronique des molécules est
probabiliste : il y a une forte chance a tout monpeur que celle-ci ne soit pas équitablement
répartie a travers la molécule, ce qui crée unrlégament dipolaire. Les moments dipolaires
vont varier trés rapidement au cours du temps.i&irghaque distribution hétérogene se crée
un moment dipolaire induit qui peut interagir avies moments dipolaires induits des

molécules voisines et une force s'exerce entremekcules. Naturellement, ces dipbles
induits peuvent également réagir avec un dipdlenpaent (molécule polaire) mais les forces
qui en résultent prennent alors le nom de forceBealeye. L'effet apparait également dans les
molécules polaires, mais ce sont alors les foree&e&kesom qui prennent le dessus le plus
souvent et les forces de London jouent alors ue sdluvent minime dans les interactions

entre dipbles (Parsegian, 2005).

II.1.1. La tension superficielle d'un liquide

Pour un liquide, les molécules internes du liquededu gaz attirent de maniere
respectivement forte et faible, un atome situé &udace de ce liquide. Ceci entraine la
création d’une tension superficielfe. Pour pouvoir augmenter la surface d’'une quand@g
il faudra un travaidW =y, dS (Dubois, 2000). Si on considére la tension engexdiquides,

on parle de tension interfaciale.

I1.1.2. Energie libre superficielle d’'un solide

Pour un solide, on ne parle plus de tension sugelié mais d’énergie libre
superficielle ys. Celle-ci résulte d’'un déséquilibre entre lesskais atomiques libres en
surface auquel viennent s’ajouter les déséquilibtssaux espéces adsorbées.

Les interactions entre les atomes peuvent étreatieen dispersivesy), covalentes

("), ioniques 1), polaires 1*) ou métalliquesy™). On peut donc écrire :
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Ys= YSd +YSC+ Ysi +§(sIO +Ysm +. (1)

Fowkes, en 1964, réduisit cette équation aux fodmeslispersion de London et aux
interactions acide-base d’ou :
1s=1%s+1%s (2)
Avec y%s composante dispersive de I'énergie superficiellesalide ety”s composante

polaire.

I1.1.3. Energie libre interfaciale

Lorsqu’on considére I'énergie entre deux interfa@sdide-liquide), les molécules de
chaque phase subissent des attractions au sein deétear phase. Cette énergie lipge est
différente deys et y.. Elle peut étre décomposée également en interacti@persives et
polaires :

YsL= YdSL + 'YpSL (3)

II.1.4. Exemple d'adhésion d'une bactérie, immergée dans un milieu, sur

un solide

Pour un systéme bactérie-liquide-solide ou lestefide charges électriques ou
d’interactions biochimiques spécifiques peuvent &iégligés (Absolom et al., 1983), le

changement de la fonction d’énergie libtd{®", est, par aire de surface :

AR = YBs-YsL - YsL (4)

ot F*%"est I'énergie libre de surface d’adhésigggest la tension interfaciale bactérie-
substratyg. est la tension interfaciale bactérie-liquide . est la tension interfaciale

substrat-liquide. L’adhésion pourra avoir lietr&{"est négative.
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II.2. Mouillabilité et capillarité

La mouillabilité caractérise la facilité avec latje une goutte de liquide s’étale sur
une surface solide. C’est une méthode courammeéligéat dans I'étude des phénoménes
d’adhésion qui permet, entre autre, de détermigeetgie thermodynamique d’adhésion et,
donc, de maniére indirecte I'énergie libre supésfie du solide.

I1.2.1. La méthode de la goutte posée

Suivant les interactions ayant lieu entre un soéitlen liquide, une goutte de liquide
déposée sur un substrat solide prend une configarplus ou moins étalée. En 1805, Young
décrit I'équilibre thermodynamique d'une goutteulde sur un solide dans un systéme

solide/liquide/vapeuffigure 17) par :

Ysv=7sL +yLv cod (5)

ou ysy est I'énergie libre superficielle du solide engenéce de la vapeur du liquide ;
yLv estla tension superficielle du liquide en présencealgapeur ;
ysLest I'énergie libre interfaciale entre le liquiddessolide ;
0 est I'angle de contact du liquide sur le solide.

et

Ysv=Ys-Te (6)

avec ys énergie de surface du solide sous vide

et T, pression d'étalement
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Figure 17 : mouillage d’un solide par une goutte tjuide (de Gennes et al., 2003)

Ainsi, si une surface est hydrophobe, I'affinité ltau et le solide sera faible et les
angles de contact a I'eau seront élews®9(°). Sur une surface hydrophile, I'affinité entre

'eau et le solide sera importante d’ou des mesdi@syles de contact faible@<90°).

I1.2.2. Modéeles physico-chimiques des énergies de surface

11.2.2.a. Modéle d’Owens et Wendt (Owens and Wendt, 1969)

Dans ce modéle, les composantes polgfret dispersive/s,d de I'énergie de surface

des solides sont exprimées selon I'équation gédanuétr

Yo =¥s +7 = 24 )P - 24 v D) (7)

11.2.2.b. Modéle de Van Oss, Good et Chaudhury (van Oss and Good, 1988):

Dans le modéle Van Oss, Good et Chaudhury, I'éaéntgrfaciale entre un solide et

un liquide s'écrit avec :

YsL = 7s + T — Z(YSLW,YLLW)l/Z _ Z(YS+YL-)1/2_ 2(YL+YS-)1/2 (8)

avecy,w composante des interactions de Lifshitz-van-der{#yahey ~ le caractére
donneur ou accepteur d’électrons des surfacesilRars,
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et y=y" +y* (10)

avecy”® composante acido-basique de la surface.

En utilisant des liquides différents dont les congobss dispersives et polaires sont
connues, on peut obtenir I'énergie de surface lideso
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Conclusion de la synthese bibliographique

La bio-adhérence est, en partie, expliguée paiokees interfaciales directement liées
a la surface du solide, au liquide de suspensi@u eéhicro-organisme. Concernant le micro-
organisme adhérant, la possession d'appendices, cdmposants extracellulaires,
I’hydrophobicité, la charge de surface et la tadie cellules peuvent clairement modifier
'adhésion. La température peut changer la stractigr la paroi cellulaire et par conséquent
les forces interfaciales mises en jeu dans les migoas d’adhésion.

Les propriétés de surface d’'un acier telle quedaposition chimique, la rugosité,
trous, inclusions et recouvrement par des filmgytle ou des revétements organiques, jouent
un role dans I'adhésion. La topographie et la catjpm du film passif de I'acier inoxydable
influent sur lI'adhérence du micro-organisme. La iltahilité et I'énergie de surface sont
également d’'une importance non négligeable. Edéingomposition moyenne aqueuse du
liquide de suspension, la présence des macromekcue nutriments, le pH et la

température sont des variables importantes.
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MATERIEL ET METHODES
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Chapitre 1V : Obtention et analyses des aciers ingdables

I. Préparation des matériaux

Lors de ces travaux de thése, le matériau utikséue acier inoxydable austénitique
AISI 304. En industrie, les tbles d’acier austénitigsont obtenues a partir d’'une coulée
continue directe en brame d’épaisseur voisine den8MEnsuite, ces tbles subissent un
laminage a chaud les ramenant a 3mm d’épaissews Ellbissent ensuite un recuit et un
laminage a froid qui les amenent & une épaissedrse0,1mm. La tble obtenue est alors a
I'état écroui. Pour finir, un recuit final de restallisation et d’adoucissement est réalisé sous
atmospheére protectrice dans le cas d'un fini rebuifant (ou 2R) ou sous atmosphére
oxydante suivie d’'un décapage chimique pour unréouit décapé (ou 2B).

Les essais d’adhérence cellulaire sont réaliséslasiréchantillons de 39 * 45 rim
découpés dans une tdle d’acier inoxydable AISI @@paisseur 1,5 0,imm. L’analyse du
métal est présentée daaghble 2ci-dessous.

Dureté

Composition chimique (% massique) (HRC)

C Cr Ni Mn Si Mo Cu Co N2 Ti
0O 18 8 08 04 02 01 01 01 O 43

Table 2 : Caractérisations effectuées sur le métde base

II. Traitements thermiques et analyses des grains obtenus

II.1. Traitement thermique

Apres la découpe, les échantillons (exceptés ceag an état de surface poli miroir
PM) subissent un traitement thermique dans un @agaf’) & 1150°C. Ce recuit conduit &
une croissance de grafwoir figure 18) de taille définie en fonction du temps passé dans
four.
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Figure 18: Visualisation de la croissance de grains. Phot@n lumiere réfléchie (G x20) d’échantillon
polis attaqués. A : d’'une taille de grain 40um (bae d'échelle 100um) ; B d'une taille de grain de
100um (barre d’échelle 100um)

II.2. Evaluation de la taille des grains

L’évaluation de la taille du grain s’effectue seltan norme ASTM E.112 ; cette
méthode de l'intercepte circulaire & un cerclersave étre la méthode la plus couramment
utilisée. Elle consiste a comptabiliser le nombrgadets de grains d’'un échantillon, appelés
interceptes, que coupe un cercle, appelé chamgiadeetre de 79,58 mm disposé sur le verre
dépoli du microscope ou de diamétre de 7,95 mne sians les oculaires de grossissement
x10. Le nombre de champs n’est pas imposé, meesdmmandé d’effectuer 5 mesures avec
un minimum de 20 a 25 interceptes par champ. Lesnps doivent étre sélectionnés au
hasard. Le grossissement du microscope (SME Olyfhpakyo) doit étre adapté pour avoir
au moins 20 interceptes. Pour obtenir I'indice ASTM® la taille du grain, on applique la
formule ci-dessus :

Indice ASTM = 6.644 x Logp [(N moyen x g)/250] — 3.288(11)

Avec N moyen la valeur moyenne du nombre totaltdiceptes divisé par le nombre
de champ observés ; g, le grossissement utilisé lpsumesures du nombre d’interceptes ;
250, la circonférence en mm du cercle de diamé&trégs8. Le résultat de I'indice ASTM est
arrondi au dixiéme supérieur ou inférieur.

Cependant, par gain de temps, I'évaluation deilla u grain est récapitulée danstddble 3
comprenant les mesures réalisées a un grossisserh@dtet x200. L'indice ASTM est

connecté a la taille réelle des grains suivantlition :

1000

l2(G+3)

d=
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(12)

Avec d correspondant au diametre moyen des gramgifi) et G I'indice ASTM des grains.

Grossissement x100 Grossissement x200

temps de Nbre moyen Indice Nbre moyen Indice taille des

recuit (s) d'interceptes ASTM d'interceptes ASTM  grains (um)
30 - - 69 8,29 20
80 - - 34,5 6,29 40
90 - - 31 5,98 44,5
110 - - 29 5,78 47,7
130 - - 26 5,47 53,1
150 - - 24 5,24 57,5
210 - - 21 4,85 65
420 315 4,02 - - 87,8
600 28 3,68 - - 98,8
610 29,5 3,83 - - 100
900 25,5 3,41 - - 108,5

Table 3: Evaluation de la taille du grain a un grossissemérnx100 et x200 selon
norme ASTM. Les caractéres en gras (20, 40 et 100ursont les tailles de grai

utilisées, par la suite, lors des expériences

On obtient ensuite la courbe de croissance deagyem fonction du temps de recuit
(figure 19). Cependant, cette croissance de grain en fonctiotemiyps de recuit n’est pas
infinie. On constate que la croissance commence are cinétique parabolique — le carré de
la taille de grain est une fonction affine du terdpsecuit(figure 20) — qui est caractéristique
d’'une évolution contrélée par la réduction de stefale joints de grain. Cette cinétique

ralentit ensuite jusqu’a saturation des taillegyden, due aux particules ancrant les joints de

grain.
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[1.3. La technique Electron Back Scattering Diffraction (EBSD)

Afin de visualiser l'orientation cristallographiquees grains, une analyse EBSD
(Electron Back Scattering Diffraction) a été efféxu L’analyse EBSD a été réalisée en
utilisant un filament en Tungsténe et en balayastdkectrons avec un microscope (Jeol
840A) opérant a 20 kV avec une distance de tral@iP0 mm. Le faisceau d’électrons est
diffracté et les profils sont capturés a I'aiderdgucaméra analogique CCD et indexés avec un
systeme OIMTM TSL. L'orientation des grains est ceasée par la normale de la surface

exposée. Le dispositif expérimental est décritfagures 21 et 22

beam control
I] |] beam control -
electron
beam

SEM-monitor

objective lens phosphor
screen lead glass window

sample "tk camera
P %\ = ” TV-camera f—=>—1 aenpifior
sample holder h + —_

SEM vacuum image
chamber processor

=—EBSD-
monitor

stage
control

computer

Figure 21: Schéma du dispositif expérimental de leechnique EBSD
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Le schéma da figure 21 représente le dispositif expérimental générabadethnique
EBSD.La figure 22 représente le schéma et la photo de la zone éreadefigure 21 ou a
lieu la capture des électrons diffractés.

Ecran
phosphore

(matériau cathodoluminesc)

Faisceau incident

Echantillon

(Ecran: 40 incliné de 70

50 mm

Figure 22: Schéma et photo du dispositif de bombardement d&chantillon par un faisceau d'électrons don
les électrons diffractés sont capturés sur un écratle phosphore

Un grain a une orientation cristallographique denné& diagramme de diffraction des
électrons sera donc caractéristique de la structarmistalline et de [I'orientation
cristallographique de chaque grain. Au passage daint de grain, cette orientation
cristallographique change ainsi que, par conséguanposition du faisceau d’électrons
diffracté également. Cette position du faisceauledtéons étant connue pour chaque
diagramme, on obtient en fin d’acquisition une @graphie d'orientation des grains qui

révele la microstructure de I'échantillon (morphgéy taille des grains.. (figure 23).
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<111> Figure TSL

Figure 23: Obtention des différents faisceaux d'élgrons et des orientation
cristallographiques correspondantes

Il existe trois orientations cristallographiques/ppegiées(figure 24), déterminées par
les indices de Miller (h,k,l) : <001>, <110> et 41 Pour chacun de ces plans, on peut
calculer la distance réticulaire i.e. la distanggasant deux plans de méme orientation :

dua = a/ (I + I + Y2
avec a = parametre de maille
L'orientation <001> correspond aux faces du cubsaedistance réticulaired;- = a.
La distance réticulaire des orientations <110><11> vaut, respectivementigh- = a /v 2
et d411-= a /\ 3. L'orientation cristallographique <001> possédac la distance réticulaire
la plus grande. Ainsi, les plans <001> seront lesnsdenses et leur énergie de surface sera

la plus importante.
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Figure 24: Schémas des différentes orientations cristallogphiques.e : repere égal a 1 pour les axes X, §
z. a = parametre de maille. A Orientation cristallographique <001> correspondan a toutes les faces ¢
cube et ne coupant seulement que I'un des trois axeB: Orientation cristallographique <110> coupan
deux des trois axes. C : Orientation cristallograplgue <111> coupant les trois axes

III. Les traitements de surface

[II.1. Obtention des échantillons de surface polie attaquée (PA) et polie miroir
(PM)

Lors de cette these, deux états de surface vomtnéis au point : une surface polie
miroir (PM) et une surface polie attaquée (PA),deenier traitement étant appliqué a des
alliages avec des tailles de grain différentes 480t 100um).

Apres le traitement thermique et la vérificationladaille des grains, les échantillons
sont ensuite polis et les joints de grain sont pésalors d’'une attaque électro-nitrique
(mélange 60% HN®- 40% HO) sous une intensité de courant de 0,6A pendanin230s
(générateur de tension PolipoWestruers). Ce décapage chimique crée un réseaandelx
de profondeur variant en fonction du temps d’ata(oir chapitre 1, 8lll, B)

Le polissage des échantillons s'effectue a I'aitiene polisseuse Abramifh Sur le
disque porte-échantillons, 4 échantillons d’acrexydable sont fixées a l'aide d’'un ruban
adhésif double face, puis on effectue le polissagec un papier d’'une taille de grain de
800um, sous une pression de 1,8B pendant 2 misoies eau, puis avec un papier d’'une
taille de grain de 1200um, sous une pression dB pghdant 2 minutes sous eau. Les
échantillons d’acier inoxydable sont ensuite paliec un drap « SAT» de 6um, vaporisé au
préalable avec une poudre de diamant de 6um, pehadaim sous pression 1,8B puis avec un
drap « SAT » de 3um, vaporisé au préalable avec une pouddéadent de 3pum, pendant 3
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min sous pression 1,5B et enfin avec un drap «"SA®le 1um, vaporisé au préalable avec

une poudre de diamant de 1um, pendant 1,5 mingession 1B.

Trois types de surface polie attaquée PA ont étéséda des échantillons polis
attaqués PA avec une taille de grain de 20um, 46u&00um obtenus avec un temps de
traitement thermique respectivement de 30s, 80&l@s. La profondeur de grain obtenus,
mesurée par analyse profilométrique, est de 10@nre0. En ce qui concerne les surfaces
polies miroir PM, le traitement thermique et I'aftee €lectro-nitrique ne sont pas nécessaires.
Les échantillons sont uniqguement polis aprés leugage.

Ceci permet donc d’avoir une topographie de seri@ifférente avec soit un
échantillon poli miroir PM, soit un échantillon pattaqué PA (avec des tailles de grain
différentes). Par ailleurs, les chimies de surfdes aciers inoxydables polis attagqués PA et
polis miroir PM peuvent étre éventuellement diffées et doivent étre contrélées (XPS,

mouillage) avant les expériences d’adhésion.

III.2. Analyse de profilométrie des échantillons

Les analyses de profilométrie ont été réaliséesesure d’'Ugine-Alz a Isbergues, a
l'aide d’un profilométre HOMMEL T 8000 équipé d’une pointe en diamant de 2um de
diamétre. Les images tridimensionnelles obtenuégmsuite été analysées a I'aide du logiciel
TalyMap Universal 2.0.21

I11.3. La Spectroscopie de photoélectrons X (XPS)

La spectroscopie de photoélectrons X (XPS) reptigélisation de [I'effet
photoélectrique découvert par Hertz en 1887 etigu@eé par Einstein en 1905. Cette
technique est couramment utilisée dans le domaiee aciers inoxydables pour la
caractérisation des couches passives. Elle pernmese&lement l'identification et le dosage
des éléments présents en surface mais égalemdatdanination des états chimiques dans
lesquels ils se trouvent.

Tous les échantillons ont été analysés aprés uartrant de nettoyage au plasma froid
afin de réduire la contamination de surface et poontrer les pics venant des couches

intérieures. Les traitements plasma sous argonétinteffectués dans une unité March |
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Instrument Plasmod®. La puissance de radiofréequétaiede 50 W et la durée du traitement
10min. Apres avoir subi le méme traitement de yatie au RBS que celui fait avant
'adhésion (voir partie IV ; C), les échantillongié&nt transférés dans les trois minutes dans
les instruments de Spectroscopie de PhotoélectoriEPS). L'appareil utilisé pour les
analyses réalisées lors de cette thése est le endXlRBE2 de Vacuum Generators®
employant une source de rayons X achromatique MdR53.6eV) avec une puissance de
300 W. Les spectres sont obtenus avec un passéagerdie 30 eV afin de déterminer quels
éléments sont présents dans les quelgues nm excxasukf valeur de I'angle d’incidence entre
la surface et la direction de la détection destedas était de 30°. La pression typique
d'analyse était de 1§ Torr et la zone analysée était de 10 x 4°mroutes les énergies de
liaison sont référencées par rapport au pic deocexic-H a 285.0 eV.

Les courbes utilisées pour l'ajustage des analgtent gaussienne/Lorentzienne
avec C 1s et O 1s et des especes métalliques c@n@et Fe 2p. L'erreur absolue lors des

mesures des concentrations atomiques peut étneseséi 10%.

[1I.4. Les mesures d’angles de contact

Les angles de contadd)(ont été mesurés sur les surfaces solides (S}ilsant un
goniométre Kriiss G-10, et la technique de la goutte sessile aviéérelints liquides purs (L):
diiodomethane, formamide et eau. L’énergie libresddace a été estimée par (Owens and
Wendt, 1969).

Yoy (COSB+1)/12(y!)™ = (v&) (Ve 1 vi)™? + (¥s)™? (13)

v? est la composante apolaire de Lifshitz-van der [8Vey” la composante polaire incluant
les interactions ioniques, hydrogéne et acide-base.
Les énergies libres de surface des différents degiisont répertoriées dalastable 4 ci-

dessous.
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Liquides yL (mJ/m 2) de (mJ/m 2) v.” (mJd/m 2) v (mJ/m 2) YL (mJ/m 2)
Eau 72,8 21,8 51 25,5 25,5
Formamide 58 39 19 2,28 39,6
Diiodométhane 50,8 50,8 0 0 0

Table 4 : Composante totale {(), composante apolaire de van der Waals y,(°),
composante polaire 4, "), accepteur d’électrons . ") et donneur d’électrons {¢.°) de
I'énergie libre de surface des solvants utilisés po mesurer les angles de contact d
différents substrats

Les mesures ont été effectuées, pour chaque éibrargt chaque liquide, avec 5
gouttes différentes pour lesquelles les deux amdgesontact sont pris en compte. Pour un
méme liquide, la différence de mesure ne doit pagder 5° entre les deux angles d’'une

méme goutte, de méme entre les mesures de goiitéesrtes.

[I1.5. Nettoyage des échantillons avant I’adhésion bactérienne

Avant de déposer les cellules sur I'acier inoxydaloke dernier est nettoyé selon un
protocole bien défini afin d’homogénéiser le filmasgif pour I'ensemble des aciers
inoxydables. Les échantillons sont trempés dansmétange éthanol/acétone 50/50 a
température ambiante pendant 10 min ; puis essay@s du papier Kimwipes (Kimberly-
Clark®); immergés dans un bain de RBS 35 & une conciemtréihale de 2% (détergent
alcalin commercial, Société des Traitements de Seyfaille) durant 10 min au bain-marie a
60°C ; rincés dans trois béchers successifs d'éedillék a 60°C et dans de I'eau distillée a

température ambiante puis essuyés avec du paprevriges.

Les traitements de surface et méthodes expérinesniadrmettent d’obtenir et de
caractériser les matériaux souha{téble 5).
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Traitements de
surface des
échantillons

Effets des traitements de surface sur les échantill ons

Traitement
thermique
Polissage

Attaque électro-
nitrique

Méthodes
expérimentales
Calcul indice ASTM
EBSD

Profilométrie

XPS
Angles de contact
Nettoyage avec le

détergent alcalin
d’une concentration
de 2%

croissance de grains

élimination des oxydes en surface
création de sillons, aux joints de grains, de profondeur variable en fonction du temps
d'attaque

Objectifs des méthodes expérimentales

évaluation de la taille des grains
visualisation de I'orientation cristallographique des grains
mesure de la topographie des échantillons PM et PA, de la taille des grains et de la
profondeur aux joints de grains.
caractérisation et homogénéité du film passif des différents échantillons
calcul de I'énergie libre de surface des aciers inoxydables PM et PA

homogénéisation du film passif et propreté des échantillons

Table 5 : Effets des traitements de surface sur l&chantillons et objectifs des méthodes expérimemés
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Chapitre V : Les microorganismes

I. Choix des microorganismes

Trois types de microorganismes ont été choisis din visualiser I'impact sur
'adhésion. Ainsi, chacun d’entre eux posséde urpach important dans le secteur
agroalimentaire, comme la levur8accharomyces cerevisjaeu hospitalier comme
Staphyloccocus epidermidet Escherichia coli.De plus, plusieurs critéres, résumeés dans la

table 6, permettent de diversifier I'étude de cette aathesur les aciers inoxydables :

Présence d'appendices

Type Taille Forme ot surfactants
Saccharomyces
cerevisiae Eucaryote 4-5 um ovale non
Escherichia coli Gram’ 1-1,5um ovoide pili-curli-EPS-flagelle
Staphyloccocus Gram® <lpm ovoide EPS

epidermidis

Table 6 : Caractéristiques des microorganismes utiés. EPS = Exopolysaccharides

Il est cependant important de noter que pour obtemé quantité importante d’'EPS
(exopolysaccharides) produites farcolietS . epidermidis il faut attendre, en moyenne, 24
a 48 h d’adhésion. Lors des expériences faitesoatsale cette thése, les microorganismes
sont lavés avec la solution tampon adéquate etélmiadhérer pendant seulement 35 min.
L'influence des EPS sur l'adhésion et donc sur légackement des cellules peut étre
considérée comme négligeable. De plus, fgaucoli, les curli ne sont exprimés de maniére
optimale qu'a des températures inférieures a 38¥€¢ peu de nutriments, une osmolarité du
milieu basse et durant la phase stationnaire desanace (Olsen et al., 1993) (Olsen et al.,
1989). Toutes ces conditions, exceptée la phasmrstatre de croissance, ne sont pas
requises dans notre mode de culture utilisé faucoli. La production de curli sera donc

limitée.
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II. Modes de culture des microorganismes

II.1. La levure Saccharomyces cerevisiae : mode de culture

La levureS. cerevisiagétudiée YB4741 (fournie par le laboratoire IBCP R5086
CNRS, Lyon) était conservée a -80°C dans du gly@R0%. Toutes les expériences ont été
réalisées avec des cultures cellulaires en phad®rstaire lancées a partir d’'une seule
colonie nouvellement isolée. Une fraction de laisoh du stock cellulaire était étalée sur des
boites de YPD-agar (1% extrait de levures; 2% pemt®% dextrose et 1,5% agar) et
incubées pendant 24 heures a 30°C. Le jour suiuaet,seule colonie d8. cerevisiagtait
transférée dans du milieu YPD (1% extrait de lesuB8o peptone; 2% dextrose) et incubée a
37°C sous agitation (pour moins de 20h). Les aedlidont prélevées en phase stationnaire
lors des expériences. La culture en phase staii@nétit entretenue pendant une semaine a
'aide de dilutions de la suspension de levureaqale matin avec du milieu YPD afin
d’obtenir une densité optique a 600nm @z de 0,1. La densité cellulaire était calculée
aprées mesure de la densité optique de la suspedsige a une longueur d’'ondede 600
nm. Une courbe de calibration a été effectuée disant la chambre de Malassez afin de
déterminer la relation entre la [g§ghmet la densité cellulaire.

Les cellules deS. cerevisiagtaient ensuite centrifugées (3500 rpm, 5 min)éda
trois fois dans du tampon KN@60 mM nitrate de potassium, pH 7, conductivite06,9
mS/cm) et resuspendues dans le méme tampon & noent@tion de 1@ellules/ml. Afin
d’obtenir une répartition homogéne des cellules I&rhantillon d'acier inoxydable, la
suspension de levures était mixée avec un vorteiédtantillon d’acier inoxydable était
recouvert avec 3 ml de la suspension diluée derdsvl.’adhésion des levures dépend de
nombreux parametres, en outre celui du nombre piguages réalisés avant |'expérience
sous flux radial qui doit étre constant (ici 3 mpmges étaient imposés avant
I'expérimentation) afin de ne pas engendrer uneification dans la composition de la paroi
cellulaire de la levure et donc des forces d’adieslifferentes. Ce nombie repiquages a

€galement été respecté lors des manipulationskavedi et S. epidermidis
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I1.2. Escherichia coli: mode de culture et visualisation du mode de
détachement

[1.2.1. Mode de culture

Les bactéries utilisées sont issues de la soucHeblle (Stratagene®, Amsterdam,
Pays-Basjésistante a la tétracycline. Celles-ci sont corgsey a -80°C. Une anse est prélevée
apres décongélation de I'eppendorf et ensemencétisuilieu LB-agar (1% Bacto-tryptone,
1% NaCl, 0.5% Bacto-yeast extract, 1,5% agar, gdiprel). La boite de Petri est laissée
pendant une nuit a 37°C. Une colonie est ensuise ®n culture dans du milieu LB (1%
Bacto-tryptone, 1% NaCl, 0.5% Bacto-yeast extrgsp 1 litre). Les bactéries sont prélevées
en phase stationnaire de croissance (détermingeéalnble en effectuant une courbe de la
croissance . colilors d'une mise en culture & 37°C sous agitatibfiqut environ 13h30 *
30 min pour que cette phase soit atteinte. Chaguelgul de la culture est dilué dans 10mL
de LB. Ainsi, le lendemain matin, la culture estrée densité optique de 600nm d’environ 2,4
en phase stationnaire. La mesure de la turbiditépaatrophotomeétre a été calibrée avec une
cellule de Malassez afin d’établir la correspondarntre la densité optigue a 600 nm
DOsoonm €t la concentration cellulaire en cellules/mL. Undture fraiche était effectuée
toutes les semaines. Les cellules étaient enseittiftigées (3500 rpm, 5 min), lavées trois
fois dans du tampon KIRO, (10mM, pH 7) et resuspendues dans le méme tamporea
concentration de I6ellules/ml. Afin d’obtenir une répartition homogeules cellules sur
I'échantillon d’acier inoxydable, la suspensionEd’coli était mixée avec un vortex et

I'échantillon d’acier inoxydable était recouverieavd ml de la suspension diluée.

[1.2.2. Visualisation du mode de détachement d'E. coli

Pour cette expérience, une nouvelle chambre aéél&sée(voir figure 25) afin de
visualiser directement, sous microscope, le détaehéde cellules €&. coli et ainsi filmer ce

processus.
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Figure 25: Schéma de la chambre de visualisation du mode
détachement dE. coli

Aprés centrifugation et resuspension dans le tankpdaP O, (voir 8llI.A ci-dessus), 260ul de

la solution sont placés sous la lamelle et laissigrer pendant 35min. Du tampon JRy

10 mM est placé de chaque cété de la lamelle &inedpas assécher la lamelle. Aprés ce laps
de temps, a l'aide de deux pipettes placées despaiautre de la lamelle, une contrainte de
flux de 2 Pa est exercée par des inspirations feulmments de tampon. La durée de
'expérience est de 50s. Pendant cette durée,lmndii mode de détachement, composé de
100 prises (1 prise/0,5s) est enregistré a I'agléaccaméra RTcolor, avec un gain de 16, une

ouverture de diaphragme de 4 x 4 et un objectgrdesissement x100 a immersion.

11.3. Staphyloccocus epidermidis : mode de culture

Les bactéries utilisées sont issues de la soucheCATZ228 (LGC Promochef Les
bactéries sont réhydratées en utilisant une pipgdisteur avec 0,5mL du milieu TSB
(Tryptone Soja Bouillon ; Biomérielixréférence 42100) Le tout est vortexé et agité avan
transfert du contenu entier dans un tube de 5mLT8B. Les dernieres gouttes de la
suspension sont transférées sur une boite de TSBBiganérieux, référence 43011) mise en
incubation pendant 24h a 37°C. Le reste des bastéthydratées est ensuite conservé, pour
une nouvelle inoculation, a -80°C dans du milieu T&8 lendemain, une colonie est isolée
de la boite de Petri est mise en culture dans dieuniSB a 37°C sous agitation pendant
12h30+ 30 min. Les bactéries sont prélevées en phase gtairende croissance (déterminée
au préalable en effectuant une courbe de la cruissdeS. epidermididors d’'une mise en
culture a 37°C sous agitation). Chaque soir, 1ghdrilture est dilué dans 10ml de TSB. La
mesure de la turbidité au spectrophotometre aadiiérée avec une cellule de Malassez afin

d’établir la correspondance entre la densité optig620 nm (D&onm €t la concentration
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cellulaire en cellules/mL. Une culture fraiche g&&ffectuée toutes les semaines. Les cellules

de S. epidermidisétaient ensuite centrifugées (3500 rpm, 5 min)éda trois fois dans du

tampon PB$%10mM potassium phosphate; 15mM NaCl ; pH 7) aispendues dans le méme

tampon & une concentration de 2,6cillules/ml. Afin d’obtenir une répartition homoggn

des cellules sur I'échantillon d’acier inoxydalke,suspension était mixée avec un vortex et

I'échantillon d’acier inoxydable était recouverteav3d ml de la suspension diluée. thble 7

récapitule les principales caractéristiques desauiganismes utilisés.

Observation par

Nom Classe microscopie
électronique a balayage
Saccharomyces .
o Eucaryote/champignon
cerevisiae

Escherichia coli

Staphylococcus
epidermidis

Procaryote/Gram

Procaryote/Gram”

1pm

Table 7 : Récapitulatif des microorganismes utilisg

III. Analyse physiologique des surfaces bactériennes a l'aide de la

technique MATS (Microbial Adhesion to Solvents ; (Bellon-Fontaine et al.,

1996))
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La technique MATS permet de caractériser le caradtgdrophobe/hydrophile et les
propriétés Lewis acide/base du microorganisme étu@ette méthode est basée sur la
comparaison entre I'affinité d'une cellule microte pour un solvant monopolaire et un
solvant apolaire. Le solvant monopolaire peut atigle ou basique mais les deux solvants
doivent avoir des composantes de tension de sutatéshitz-van der Waals similaires.

Les solvants utilisés sont le chloroforme (acid@gétate d'éthyle (basique), le décane et
I’hexadecane qui sont des solvants apolaires. Ldifférentes composantes sont récapitulées
dansla table 8 ci-dessous. Les cellules sont diluées a une @eaptique comprise entre 0,8
et 0,9. Une guantité de 0,4 mL de chaque solvanines en présence de 2 mL de solution
bactérienne. Le tout est vortexé pendant 1mindifibtenir une élution qui est laissé au repos
pendant 15min. Aprés ces 15min, on préléve la ispluaqueuse et on mesure sa densité
optique. Le calcul de I'affinité des cellules paersolvant est obtenu grace a I'équation :

% d’affinité = (1-A/A o) * 100
A étant la densité optique finale ey fa densité optique initiale.

Solvants v (mJim?) vy (mI/m?) vy (mJ/im?)
Chloroforme 27,2 3,8 0
Hexadécane 27,7 0 0

Acetate 23,9 0 19,4
d’'Ethyle
Décane 23,9 0 0

Table 8 : Composantes van der Waalsy("), accepteur d'électron:
(y" et donneur d’électrons §) de I'énergie libre de surface de
solvants utilisés pour le test MAT:!
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Chapitre VI : Chambre a flux radial et madélisation

des cinétiques de détachement

La chambre a flux radial permet d’appliquer, via értoulement agqueux dans une
géomeétrie contrdlée, une contrainte de cisaillencenstante dans le temps et de mesurer la

vitesse de détachement des cellules qui en résulte.

I. Description

Le dispositif expérimental est décrit a fggure 26. Le dispositif de
détachement de cellules sous écoulement hydrodgu@ngans une chambre a flux radial est
inspiré du dispositif original utilisé par Cozenslerts (Cozens-Roberts et al., 1990)
(Cozens-Roberts et al., 1990) pour étudier I'adi@xede billes de latex ou de cellules
vivantes. Le substrat, un échantillon d’acier indedyle AISI 304 poli miroir PM ou poli
attaqué PA nettoyé au préalable (voir chapitre )V &t déposé sur le support se trouvant
dans le réservoir inférieur. 3 ml de chaque sotutie microorganismes sont étalés sur la lame
d’'acier. Aprés un temps de sédimentation et d'aslidr de 35 minutes, la lame est
recouverte du tampon adéquat (voir ci-dessus) pbague microorganisme jusqu’au niveau
des évacuations du réservoir inférieur, reliées@ ppmpe a eau, qui maintient constant le
niveau de tampon dans le réservoir. Un disque &m sxoxydable de 80 mm de diamétre est
ensuite posé délicatement sur le substrat. Le diggtipercé en son centre d’un trou de 1,5
mm de diameétre. La distanae entre le substrat et le disque est fixée a I'aide vis
micrométriques (0,2@ 0,01 mm). L’orifice central du disque est relié par twyau a un
réservoir supérieur contenant le tampon adéquécdulement est alors généré par gravité
entre les réservoirs supérieur et inférieur. Un@p® péristaltique alimentée par un troisieme
réservoir maintient le niveau de fluide constamsiée réservoir supérieur. Ainsi, le débit
reste constant au cours de I'expérience. Le dédlitnvique est mesuré par le volume de
fluide pompé pendant la durée de I'expérience.yimaétrie radiale du dispositif d’'injection de

fluide sur le substrat permet de générer un écarié@ symetrie radiale.
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Figure 26 : A et B: Vue générale et photo du dispa# expérimental de la chambre a flux radial.
C : Vue détaillée de la chambre d’écoulement (Déca\et al., 2002)
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II. Contrainte a la paroi et acquisition des images

Lors de chaque expérience, 1 ml de la solutiorBdeerevisaed’E. coli ou deS.
epidermidis en phase stationnaire, est prélevé. La densit&ugp est mesurée afin de
connaitre le nombre de cellules par mL. Les cdllglent récupérées par centrifugation a 3500
rpm pendant 5 min. Apres avoir enlevé le surnagesllgs sont suspendues dans 1 ml de
KNO3 60mM pH7 pourS. cerevisiaecdans du KHPO, 10mM pH7 pourE. coli, dans du
tampon phosphate (10mM potassium phosphate; 15m8 NaH 7) pourS. epidermidigt a
nouveau centrifugées. Cette procédure de lavageepstée deux fois puis les cellules sont
diluées dans du KNO60mM (pourS. cerevisae du KH,PO, 10mM pH7 ou du tampon
phosphate (10mM potassium phosphate; 15mM NaCl; PHa une concentration
respectivement de $@el/ml pourS. cerevisae 10 cel/ml pourE. coli; 2,6.10 cel/ml pour
S. epidermidis3mL de la dilution sont déposés sur la lame drade 16 crh Pour chaque
expeérience, des cellules nouvellement lavées diligées et aucun ‘stock’ d8. cerevisae
d’E. coliou deS. epidermidisavées n’est conserve.

Apres avoir laissé adhérer les cellules, I'échiamtit’acier inoxydable est placé 5 min
dans du KNG, du KH,PO, ou du tampon phosphate (suivant les cellules égdliceci afin
d’enlever les cellules non adhérentes, puis 10 ¢aims de I'acridine orangée a 25mM (qui
colore les cellules vivantes) et, a nouveau, 5 dains du KNQ, du KH,PO, ou du tampon
phosphate afin de laver le surplus d’acridine oéand’'observation d&. cerevisiaed’E. coli
ou deS. epidermidis’effectue au microscope a épifluorescence (Nikanophot-2) sous un

grossissement x 40. L’excitation s’effectue a,d&d’une lumiére bleue\(, = 450-490nm) et
une verte pour I'émissionA(,,> 510nm). Plusieurs images de @BD x 525um sont

enregistrées en fonction de la distance du poimct (Diagnostic Instrument SPOT RT
Color digital camera). La distance du point d'imipast mesurée en utilisant la régle dont est
équipé le microscope. Le nombre de cellules surwhamage est déterminé en utilisant le
programme Media Cybernetics Image Pro Plus. Typitgrg, chaque aire contient, suivant le
type cellulaire, 200 cellules d8. cerevisiae600 cellules . coli et 1000 cellules d&.
epidermidis A cause de la symétrie de la chambre, le mémesstrst appliqué des deux cotés
du point d'impact. Comme la visualisation des deBuadhérentes est effectuée des deux
cOtés du centre, la méme contrainte est obtenu deis. Une moyenne des deux

pourcentages de cellules adhérentes a une mémaiotaest effectuée.
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On calcule ensuite le pourcentage de cellules Hé&scen fonction de la contrainte
hydrodynamique locale et du temps. La densité led@lhi initiale est déterminée sur une
plague « témoin », de méme nature que I'échanjihon soumise a un flux et traitée comme
I'échantillon. La contrainte hydrodynamique vaut :

0 =3Dn/rd? (Cozens-Roberts et al., 1990))

ol D = débit en fifs ; n = viscosité de I'eau (=0,001 Pa.s) représente la distance par
rapport au centre (en métre) ; d représente lartistentre 'échantillon et le disque (=°10

metre).

Pour chaque expérience, le nombre de cellules li&tac(N) en fonction de la
contrainte appliquéeo] et du temps (t) est calculé. Les données sontrtegs sur un
graphique(figure 27), a o constant, et le pourcentage de cellules détaok@denction du
temps est ajusté par une cinétique du premier pgdiiedéfinit deux parametres, en fonction
de la contrainte, I'efficacité de détachement degides af) et la cinétique de détachement
k(o) : N(o, t) = e@) [ 1 - exp(- kO).1) ] (15)

] _ -2
(L4} A ok ag=4%5MNm I

2 o=0(8 N.m -2

Gl o

40

lemps (minj

Figure 27: Pourcentage de cellules détachées en fonction dumps @

des contraintes définies. Exemple de cellules dB. discoideur

adhérentes sur du verre(Décavé, 200z
Les dépendances®(et k(o) peuvent alors étre déterminées et interprétéagia du modéle
développé par B. Fourcade, D.Garrivier et E.Décdvécgve, 2002) et établissant les

expressions :

(T "

V2 &

e(o) = % 1+ Erf
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et k(o) = ko (0/400)** exp [(0/400)"7] (17)

Ceci conduit a caractériser 'adhérence par gquparametres Osoy, la contrainte
hydrodynamique requise pour détacher 50% des es]lal la variance non dimensionnelle
de la distribution log-normalegle taux de détachement intrinseéquepgta contrainte de

référence pour le détachement a laquelle la cantéraippliquée doit étre comparée.

Le paragraphe suivant développe la modélisationciediques de détachement suivant le
modeéle physique de Décavé et al. (Décavé et d15;dDécave et al., 2002).

IIT. Modélisation des cinétiques de détachement

Dans le cadre de cette thése, le modéle utilisé¢ panalyse quantitative de la
cinétique de détachement est celui de Décavé ([Béetml., 2002). Il décrit le pelage d’'une
cellule adhérente sur un substrat et soumise deenaydrodynamique.

Afin de mesurer I'adhésion cellulaire, deux paras®tdoivent étre déterminés : la
force d’adhésion, i.e. le stress mécanique négespaur détacher une cellule a partir d’'un
substrat, et la cinétique de détachement, i.eerfgps nécessaire a une cellule pour quitter le
substrat en fonction du stress appliqué.

Le flux est appliqué pendant un temppuis, aprés que le disque ait été enleve, la
densité de cellules décollédKt,r) est déterminée en fonction de la distance partir du
centre du disque. Expérimentalement, on observehangmene a seuiligure 27). Le temps
caractéristique nécessaire pour atteindre le pladeainue lorsque la contrainte augmente, la
valeur de ce plateau augmentant lorsque la cotgraimgmente également. Ces courbes de
cinétique sont ajustées avec une cinétique de preordre. Le pourcentage de cellules
décollées vérifie alors la relation

dn/dt = -k(c) (n-e(c)) (18)
qui correspond a I'équatiqi9).

L'efficacité de détachement est le pourcentageetlales détachées aprés une période
de temps longue ; I'inverse de la constante du teudétachement est le temps caractéristique

pour le détachement d’'une cellule du substrat.
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On peut interpréter I'équation 8 de la facon suiganchaque cellule posséde une
contrainte critique de détachemesy A une contrainte donnée, les cellules dont la
contrainte critiques. est inférieure & se détachent. Expérimentalement, la distribution de
taille des seuils individuels des cellutgssuit une loi log-normale i.e. suivant une équatien
la forme :

f(60) = (LN21 & o) exp[- (If(oc / 612)/2 62 (20)

Par conséquent, I'efficacité est I'intégrale daecéti log-normale et est donnée par I'équation
(16) ou Erf est la fonction erreur. Deux parametres sont efirsey, la contrainte
hydrodynamique requise pour détacher 50% des eslktlo, la variance non dimensionnelle

de la distribution log-normale.

Par ailleurs, pour une contrainte donnée, la catestdu taux de détachemenskéera
€gale a I'équatioifl7). Deux parametres sont définis: le taux de détaene intrinseque k

et gy, la contrainte de référence a laquelle la conteaappliquée doit étre comparée.

Expliquons plus en détail I'origine, dans cette ¢ante du taux de détachemens)k(
de I'exponentielle et de la puissance 1/2. Dansdelele présenté par Décavé, en premiere
approximation, les sites d’adhésion d’'une celldetsmodélisés par des contacts individuels
ayant un comportement mécanique dépendant d’'udewak (modélisée par un ressort) et

une attache non-covalente représentée par le lgiaong (figure 28).

Kon < > Koft
| |

Figure 28: Modélisation d'un pont adhésif par I'associationd’un
ressort de raideur k et d’une attache non-covalente

Lorsque le lien est attaché, il existe une forcanti vers le haut, exercée sur l'attache

non-covalente, égale f3 = kz avecz I'extension du pont adhésif. Les ponts adhésifs s
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tendent afin de lutter contre la force appliquée lea liens. Cependant, quand cette force
extérieure devient trop importante, il y a ruptdeepont adhésif.

Un pont adhésif possede donc deux états : un étathk et un état attaché, plus bas en
énergie du fait de I'affinité intrinséque des poatthésifs pour le substrat. Un pont adhésif
évolue dans une moyenne de potentiel dont I'al{figeire 29) est composée de deux puits

(état attaché et détaché).

A U détachement attachement B U
A IV N A
Dot M Aon
<+—r o>
AV
AU B . A
z b
U o
’
.." ........ /
A . A - /

Figure 29 : Allure d’'un potentiel d'un pont adhésif a deux états. A : sans fae
extérieure ; B : avec une force extérieure croisséamde 1 a 3

En absence de force, dans un régime thermo-actesdyréssion microscopique de
détachement et d’attachement est donc, selon Fressions de Kramers (Hanggi, 1990):
K%t = maom/ 2y exp[AU/KgT] (21)
et
k%n = ogom/ 21y exp[AU/kpT] (22)

avecAU =V —Va et AU =Vy- Vg les hauteurs des barrieres de potentiel vues
respectivement a I'état attaché (A) et détaché gR)ws et oy sont les courbures, dues aux
barrieres de forme parabolique, des deux minimaetge (en A et B) et du maximum (en
M). Par ailleurs, la constante d’équilibre localg Bntre ponts adhésifs attachés et détacheés,
s’écrit :
Ke = KoK i = wg/oa eXp[AG/kgT] (23)

avecAG = Vg - Va.
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Pour simplifier, on admet quex = wg, on a donc :
Ke = Kon/K it = expAG/kgT] (24)

En présence d’'une fordb, le travail cette force extérieure appliquée surdn adhésif s’écrit
W = Kk(z +6)d =~ kzd = fbo ; 6 étant la coordonnée de réaction suivarit’énergie du pont
adhésif sous une force extérieure s’écrit U* = U=WJ —fp,5. Les hauteurs des barrieres de

potentiel valent donc :

a I'état détaché, AU* = U*\y— U*a = AU - foAoxt (25)
a I'état attaché, AU = U* y— U*g =AU’ - fpAon (26)

Les taux de détachement et d’attachement s’écril@mt :
Koft(2) = Kott €XPffoAot/ KeT] (27)
et kn(2 = Kon exp[foAon/ ksT] (28)

Pour simplifier, on posAon =Aott = A, etA [ kgT =1, (force exercée sur un lien), on a donc, en
généralisant :
k = ko, expffp/ fo (29)

Cette relation est valable dans le cas d’un senil @dhésif. Pour des liens multiples, suite a la
courbure R présentée par la cellule au contact du substeatehsion des lieng décroit en

VX, x étant la distance séparant le lien considété ken le moins distendu. Le rappditfo
1/2 1/2

est alors remplacé par le rappdti/fl] " = [c/oo] < car la force localdb sur le lien le plus
tendu est proportionnelleca
La formule exacte est :

k(o) =k, [exp(o/4o)? | (o/400)] (30)

Celle-cia été obtenue par Garrivier et Décavé en déterminarelation vitesse de pelage-

force appliquée (chapitre 4.4.3. de la thése dexd®c
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RESULTATS
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Chapitre VII : Physico-chimie des surfaces d’acier

inoxydable

Dans cette partie, nous analyserons les caraaéegs des aciers inoxydables
gue ce soit I'énergie de surface obtenue a pasirntesures d’angles de contact, la
composition du film passif déterminée a partir gectres XPS, la rugosité mesurée par des
analyses de profilométrie, et enfin, [I'orientationistallographique obtenue grace a la
technique EBSD.

I. Energie de surface des aciers inoxydables

Les mesures d’'angles de contact obtenues suri’at®d 304 d’état de surface poli
miroir et poli attaqué avec une taille de grain2fe 40 et 100um ont été réalisées, apres
nettoyage au détergent alcalin d’'une concentrdiiaie de 2%, en utilisant la méthode de la

goutte posée. Les résultats sont récapitulésldaable 9.

eau formamide diiodomethane vsd vs’ VLW v Y Y AB
PA20 um 67,4°(0,4) 41° (1) 46,5° (3,5) 3634 10(15 36(36) 2,1(0,2) 8,108 8(08)
PA40pum 68,2°@1,2) 40,4°(2,6) 47° (2) 3654 913 36@B6) 2,302 7,207 8(0,8)
PA 100 um 67,4° (1,4) 42° (2) 46,9° (2,1) 3654 10@5 36@36) 1902 8508 8(0,98)

PM 62,7°(1,3) 40,5° (1,5) 44,5° (1,5) 3634 12@18 3737 1501 12@12) 9(09)

Table 9 : Mesures de I'énergie de surface des acseinoxydables polis miroir (PM), polis attaqués (PA)avec
une taille de grains de 20, 40 et 100um selon la tinéde d’Owens et Wendt (Owens and Wendt, 196%t var

Oss, Good et Chaudhury (Good et al., 1993)<’ composante dispersiveys" composante polaire,yLW

composante de Lifshitz—van-der-WaaIS‘y+ ety caractére accepteur ou donneur d’électrons de la dace ety"®
composante acido-basique

Les résultats présentés ci-dessus montrent une déréieé de surface entre les
échantillons polis miroir PM et ceux polis attaquea. Les échantillons possedent une
hydrophilie de surface similaire et une énergiesdeface quasi-identique également. Le
nettoyage au détergent alcalin d'une concentratd 2% nous assure bien une

homogénéisation des surfaces avant les expériaieatachement sous flux, ceci a une
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échelle de 10-100 um. En effet, les angles de coptamettent I'estimation des énergies de

surface au niveau macroscopique et non microsaepiq

II. Composition du film passif

La techniqgue XPS est utilisée afin d’analyser I fpassif recouvrant les différents
états de surface polis miroir (PM), et polis ateg|(PA) avec des tailles de grain de 20, 40 et

100um. Les résultats de ces analyses sont résianéladable 10

PM PA20 PA40 PA100
Fe/Cr 90° 0,2 1 0,3 0,4
OH/Ox90° 1,7 0,75 1,2 0,8
OH/Ox30° 1,2 1 1,1 1,2
d (nm) 2 15 3 2
D (nm) 2 2 2 3

Table 10 : Analyse XPS d’un poli miroir (PM) et despolis attaqués (PA) 20, 40 et 100um
D = épaisseur de la couche de contamination (nmy;= épaisseur du film passif (nm)

Les échantillons ont été, au préalable, nettoyésc de détergent alcalin d’'une
concentration de 2% afin de s’assurer de 'homogguies films passifs avant 'adhésion des
microorganismes. L'analyse par XPS montre une héméit¢ de I'épaisseur du film passif
entre 2 nm et 3 nm pour les échantillons polis miPd/1 et polis attaqués PA. La couche de
contamination est sensiblement équivalente pourégesantillons polis miroir PM et polis
attaqués PA (1,5 a 3 nm d’épaisseur). La teneueelFe) et chrome (Cr) est homogene
(rapport de 0,3 0.1). Pour la surface polie attaquée avec une tadlegichin de 20um, la
différence observée peut s’expliquer par une agtagn peu plus importante pour cet
échantillon mais cela reste conforme aux résutibtenus par Dubois (Dubois, 2000). Pour
les teneurs en hydroxyles (OH) et oxydes (Ox)tdéegurs sont homogenes (rapport de+l,2

0,4) et également en accord avec ceux obtenus pari®Qubo
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III. Topographie des surfaces

Le profil topographique de chaque type d’échamtilloété réalisé, au sein du Centre
de Recherche d’'Ugine-Alz, afin de vérifier la pmofleur des joints de grain des échantillons
polis attaqués PA et la planéité de I'échantillaii pniroir PM. Les résultats sont montrés

dansla figure 30.

B 0 0.05 0.1 0.15 0.2mm
<Jo.616um

<J0.522pm

Aire (%) 21.9 75.2 2.96
Volume de vide (%) 125 70.6 99.7
Volume de matiére (%) 98.8 29.4 0.349
Volume de vide (umxmm2/mm2) 0.00654 0.0637 0.207
Volume de matiére (umxmm2/mm2) 0.517 0.0265  0.000724
Epaisseur moyenne de vide (um) 0.00654 0.0637 0.207
Epaisseur moyenne de matiére (um) 0.517 0.0265  0.000724

Figure 30 Profil topographique d'un échantillon poli attaqué (PA) avec une taille de grain de 20u
(figure A). Grossissement du grain fléché en figuré. (figure B). Profil topographique d’'un échantillon
poli miroir (figure C). Les différentes couleurs carespondent a différentes profondeurs notées dana
légende. On peut donc noter une différence tresette: I'échantillon poli miroir (C) est lisse ave une
amplitude maximale de 400nm, obtenue sur 1mMm correspondant & la planéité de I'échantillon, tadis
que, pour I'échantillon poli attaqué PA 20um (A etB) les grains sont visibles et présentent diffénte:
profondeurs ce qui révéle des grains plus ou moirattaqués lors de I'attaque électraitrique. La mesure
est obtenue sur une aire de 0,04 nfret I'échelle en z présente un écart de 15050 nm. En figure B, or
peut noter la présence de joints de mée (fleches) i.e. que les plans, de part et d’autréu joint sont
paralléles

Les profils topographiques des aciers inoxydabtdsgttagués avec des grains de taille
20pum (PA 20um) - ainsi que ceux avec des grairtaitle 40 et 100pum (data non montrés) -
et de I'échantillon poli miroir PM sont différenbigs et reproductibles. La visualisation des
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joints de grain attaqués sur I'’échantillon d’adrexydable poli attaqué PA avec une taille de
grain de 20um est tres nette. Sur ce dernier, Ijyapades joints de grain montre une
hétérogénéité de la profondeur d’attaque des diftérgrainsSur la figure 30A, deux types

de grains de profondeurs différentes (rouges etggupeuvent étre observes principalement,
ceux-ci ont donc été attaqués différemment lor$ad@aque électro-nitrique. Certains grains
(rouges) sont moins attagués de maniere moins mlefoque d’autres (jaunes) avec
respectivement une profondeur de 0,522um contrE6Q® (€gende figure A) On a donc
une différence de profondeur maximale, représeemémune sur la légende, de 0,1um. Les
grains d’'une profondeur de 0,616um (jaunes) reptéae environ 80% de la surface totale
analysée, ceux de 0,522um de profondeur (rougas) gtésents a environ 20%. On a donc la
présence d’hauteurs différentielles, pouvant é&tlematisées par des « marches », sur ces

aciers inoxydables polis attaquégure 31).

b0 .

¢1oo nm ¢50 m T

-
grain peu attaqué grain fortement grain
attaqué moyennement
attaqué

Figure 31 : Schématisation des attaques différenties (« marches ») visibles en figure 30A

Par ailleurs, grace a des analyses de topographpepfondeur des joints de grain des
échantillons polis attaqués avec une taille dengtlai 20, 40 ou 100um a été estimée a£150
50 nmavec un temps d’attaque électro-nitrique de 2mim 20in de visualiser I'influence de
la profondeur de gravage sur la cinétique de détaeht des microorganismes, des aciers
inoxydables polis attaqués PA, avec une taille cengde 100um, ont subi une attaque
électro-nitrique de 1 et 4 min. Les profondeurgyd®n obtenues sont, respectivement, 400
50nm et 65Q 150 nm.

IV. Métallurgie des surfaces

L’hypothése d’une orientation cristallographiqudfédente des grains plus fortement
attaqués a été émise et vérifiée grace a des asaly&BSD (Electron BackScattering
Diffraction) réalisées au CMTC-INPG (Consortium désyens Technologiques Communs —
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Institut National Polytechnique de Grenoble). Cepégiences permettent de mettre en
évidence les orientations cristallographiques dififes des grains grace a des couleurs
différentes(figure 32A). Afin de comparer les orientations cristallinesest profondeurs des
grains, une zone de 1 M été délimitée (cercles noirs) a l'aide de mardaites avec une

pointe en diamant. L’analyse profilométrique esusailisée da figure 32B.

B um
® o & 11
X H?u ¥ 00
; . 07
- B 05
. 0.3
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Figure 32 : A: Analyse en EBSD des orientations cristallographiges de la zone délimitédg)
Marques faites au diamant. B : Analyse profilométrque de la zone délimitée. La profondel
d’un grain (voir Iégende) peut donc étre associé ae son orientation cristallographique

Quatre classes principales attaquées plus fortesomtvisibles: des grains a 200 nm
de profondeur, correspondant a des couleurs rosesetsaumon, et d’autres a 400 nm de
profondeur, correspondant aux couleurs rouge, s et orange. Ces grains plus attaqués
correspondent a une orientation <001> (a 25° ppespendiculaire a la surface. Par la suite,
cette attaque nous permettra de repérer des gehids montrer que le nombre de cellules

adhérentes dépend de I'orientation cristallograpdides grains.

V. Conclusion

Cette élaboration des échantillons d’acier inoxyelaimus permet donc d’obtenir une
topographie différente, avec des surfaces poligsinet polies attaquées avec des tailles de
grain de 20, 40 et 100um, mais une chimie et ueegénde surface équivalentes, mesuréees a
laide de la technigue XPS et des angles de cantB& plus, des orientations
cristallographiques différentes sont obtenues gaades attaques préférentielles des joints de
grain. Ceci apporte un nouvel élément d'étude padhérence cellule-substrat associant la
technique ElectronBackScattering, ou EBSD, a I'asmlppographique.
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Chapitre IX: Cinétigue de détachement deSaccharomyces

cerevisiaea des surfaces d’acier inoxydable

La levureSaccharomyces cerevisiast un champignon de 4 a 5um, de forme ovale,
se cultivant a 30°C sous agitation. Cet organissteur modéle en biologie cellulaire et en
génétique et fut le premier eucaryote dont le génainété séquencé en 1996.

I. Analyse physiologique de S. cerevisiae a I'aide du test MATS

Le test MATS a été réalisé avec des cellules c@sva 30°C sous agitation,
température requise pour leur croissance optinmaks également a 21°C et 37°C afin
d’étudier I'influence de la température de cultsue la physiologie des cellules. Les résultats
obtenus sont présentés dém$igure 33. Le test MATS est un moyen simple de s’assurer que

les propriétés physico-chimiques de surface déslegln’évoluent pas.

100%

80%

60% -

40%

20% ~

0% -

21T

Figure 33 : Test MATS pourS. cerevisiaaultivée a 21, 30 et 37°([[[] :Hexadécane, g
Chloroforme ; [##]: Décane }%4] : Acétate’Hthyle

PourS. cerevisiaecultivéea 30°C les résultats du test MATS montrent une grande
affinité pour le Chloroforme (66%) tandis que cgltaur le Décane (5%) et I'Acétate d’Ethyle
(6%) est faible et celle pour I'Hexadécane estenulla différence d’affinité entre le
Chloroforme et I'Hexadécane révéle le caractéréenetnt basique de cette souche (66%).
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Les cellules sont aussi un peu acides (affinitér pdweétate d’Ethyle 6%) mais le caractere
Lewis-base est nettement prononcé. Elles sont y@®philes (faible affinité a 'Hexadécane
et au Décane). Lorsque I'on diminue la températiereulturea 21°C les cellules deviennent
un peu moins hydrophiles qu’'a 30°C (plus d’affintgur I'Hexadécane et le Décane), mais
restent trés basiques (649%).37°C, les cellules dé&. cerevisiaesont acido-basiques et trés
hydrophiles. Ces résultats sont en accord avec déguilar-Uscanga (Aguilar-Uscanga and
Francois, 2003) qui démontre une influence dergtrature sur la composition de la paroi.
La masse séche deglucanes totaux, en particulier, va dans le semd’aligmentation
d’hydrophilicité de 21 a 37°C. Ceci pourrait s’eégpler par le fait que leg-glucanes
constituent 60 % de la paroi des cellules de levataju’une augmentation de leur quantité au
sein de la paroi modifierait I'hydrophilie des cadls et son énergie de surface.

II. Cinétiques de détachement de S. cerevisiae adsorbé sur un
substrat d'acier inoxydable avec un fini de surface poli miroir (PM) et poli

attaqué (PA)

Les cellules deS. cerevisiaecultivées a 30°C sous agitation, dans un milieDY
sont placées, apres avoir adhéré pendant 35mirs, ldachambre a flux radial remplie de
tampon KNQ 60mM. Les résultats des tests sont présentédemfigures 34 et 35
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Figure 31 : Cinétique de détachement pour un échaifibn d’acier inoxydable poli miroir (A) et un
poli attagué (B) (20um de taille de grain, 0 & 100n de profondeur) sous différentes contraintes.
[J: 6 =25Pa A 6 =35Pa :c =50Pa M : 90PaA : 180Pa. Les données ont été ajustées avee
cinétique du premier ordre, déterminant I'efficacité de détachement et le taux de détachem
constant
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Sur la figure 34, on peut noter que la cinétique de détachementlestrapide pour
un acier inoxydable poli attaqué (PA), de taillegdain 20um, que pour un poli miroir (PM).
Par exemple, a 200Pa, le plateau est atteint aidpour I'échantillon poli miroir PM mais a
10 min pour I'échantillon poli attaqué PA. La ciiggie de détachement de I'ensemble des
échantillons polis attaqués PA est homogéne, leeqaétant atteint a 10 min pour une
contrainte de 200Pa. Il est a noter que, quelque Isocontrainte appliquée, la valeur
maximale de détachement est la méme pour les dehantllons présentés ici ainsi que les

échantillons polis attaqués PA avec une taillerdengle 40 et 100um.
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Figure 35: Taux de détachement ld) et efficacité de détachement ef de S. cerevisiaepour un
échantillon poli miroir (A,C) et poli attaqué avecune taille de grain de 20um (0 a 100nm de profondex
(B,D). Ces courbes ont été ajustées avegy, = 53Pa ets, la variance non-dimensionnet de Iz
distribution log-normale, = 0,58. C et D : constard du taux de détachement lf). Ces courbes ont &
ajustées avec k= 7.10° min™* et 6, = 5Pa pour I'échantillon poli miroir PM ; k o-6.10° min et 6o= 1,2P¢
pour I'échantillon poli attaqué PA. La détermination des parameétres donnant le meillgr fit des donnée:

expérimentales et une estimation de I'erreur ass@® a cette détermination ont été réalisées a I'addL
programme Kaleidagraph
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Sur la figure 35, I'efficacité de détachementad(montre,en 35A et 35B une valeur
seuil de détachement. En dessous de 15Pa, le taukétdchement est négligeable. Tandis
gu'au dessus de cette valeur, l'efficacité de déamnt augmente linéairement avec la
contrainte et, au dessus ée= 100Pa, plus de 80% des cellules sont détachaesonstante
du taux de détachement montrée sur les figld®8 et 35D croit de maniere quasi-
exponentielle avec la contrainte Ces résultats expérimentaux ont été ajustésidelde
I'expression décrite par Décavé et al. (Décavé.e802) reliant le mode de pelage d’'une
cellules sur un substrat. Ceci sera plus ampleragpliqué au chapitre Xll traitant de la
modélisation.

Afin de comprendre la petite mais significativef@iénce du taux de détachement de
S. cerevisiaea partir d'un échantillon poli miroir ou poli atftaé, deux composantes
gouvernant les cinétiques de détachement ont égidgrées, a savoir, le pelage d’'une aire
adhésive adhérant sur un substrat, et le processtusattachement d& cerevisiagui méne
au glissement des cellules plutdt qu'a leur dépagversible. Le premier processus a été
décrit dans Décavé et al. (Décavé et al., 2008¢péend seulement de la physico-chimie de la
surface et des caractéristiques des cellules. Cadmserond processus est étroitement lié a la
topographie de la surface et a la texture criggadiphique, nous avons réalisé une série
d’échantillons a topographie contrélée. La compasiétait identique pour 'ensemble du lot
mais la taille des grains (via le traitement thepum) et les profondeurs des joints de grain

(via la durée d’attaque électro-nitrique) étaidffédentes.

III. Etude de l'influence de la taille et de la profondeur des joints de

grain sur le détachement de S. cerevisiae

Lors de I'élaboration des aciers inoxydables palimqués (PA), les échantillons
subissent, apres le recuit, une attaque électrioe afin de creuser les joints de grain. Pour
les surfaces polies attaquées PA étudiées danarégnaphe Il de ce chapitre, le temps
d’attaque était de 2 min 30s amenant a une profonde grain de 150nm 50. Afin de
modifier la profondeur des joints de grain, pouteétude, I'attaque a été effectuée pendant 1
min et 4 min amenant a des profondeurs respedaiwd®0nm: 50 et 650nme 150. La figure

36 résume les résultats obtenus.
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Figure 36 : Effet de la rugosité sur le détachementle Saccharomyces cerevisiagdhérant sur une
surface d’'acier inoxydable poli attaqué. A et B : ffet de la taille des grains :m 20um; A 40pm ; o
100um. C et D effet de la profondeur de gravage pown échantillon poli attaqué avec une taille d
grains de 100pum :m 125nm eto 650nm. L'efficacité de détachement des cellules esbntré en A et C
la constante du taux de détachement kj est montrée en B et D. La détermination des paraétres
donnant le meilleur « fit» des données expérimentales et une estimation IEreur associée a cett
détermination ont été réalisées a I'aide du programe Kaleidagraph

L’efficacité de détachement®(deS. cerevisia@dhérente sur des échantillons variés
d’acier inoxydable poli attaqué est a peu pres aalge : 20 a 30% de variations ont été
observés poussg, la contrainte hydrodynamique de détachement requase détacher 50%
des cellules adhérentes geta variance non-dimensionnelle de la distributmgrnormale, ce
qui n'est pas corrélable avec la taille des grainkg profondeur de gravagigures 36A et
36C). Ces variations sont étroitement liees a la vdii@bintrinséque des échantillons
biologiques et/ou a la reproductibilité expérimémta

En contraste, le taux de détachemen) kfarie de maniére importante (3 a 5 fois) et

systématique avec les caractéristiques topograpsidigures 36B et 36D) La tendance
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générale est que &( est plus important quand la taille des grains gat petite et la
profondeur des joints de grain plus grande. La itleries joints de grain et la hauteur des
niveaux générés par I'attaque électro-nitriquelitacaient le détachement des levures a partir

des surfaces d’acier inoxydable.

IV. Effet de Iorientation cristallographique sur ['‘adhésion de

Saccharomyces cerevisiae a des surfaces d'acier inoxydable

La possibilité d’identifier I'orientation cristalggaphique des grains avec la technique
de 'EBSD (Electron BackScattering Diffraction) pestnen plus, d’examiner si la nature
cristallographique de la surface exposée influehiadhésion des cellules. Ainsi, une
expérience sous flux a été réalisée avec I'écthamtinontréen figure 32 ou la forme et
I'orientation cristallographique de chaque grain é® enregistrées dans une zone prédéfinie.
La taille des grains est de 100um et la profondkuigravage de 100nm. Le centre de la
chambre a flux radial est positionné de telle sque la contrainte exercée sur les cellules,
dans la zone étudiée, soit d’environ 50Pa. La ddetkexpérience est de 15min. A partir de
la cinétiqgue de détachemeiigure 34, on s'attend a ce que, en moyenne, environ 40% des
cellules soient détachés. Les cellules restantes gmorées avec de I'acridine orangée et
visualisées au microscope a eépifluorescefficeire 37A, coloration rouge) La structure
granulaire et cristallographique du substrat epesuosée avec la distribution spatiale des
cellules restantes. La plupart des cellules nétgerd pas dans les joints de grain. Les cellules
restantes ne sont pas réparties de maniére homegeneiote une adhésion préférentielle sur
des grains appartenant a la classe d’orientatiastatographique <001>: 1708 130
cellules/mnd sur cette classe comparé & 18280 cellules/mm sur les autres orientations
cristallographiques. L’'expérience, réalisée deuss,falonne un résultat reproductible.
L'adhésion deS. cerevisiaesur les aciers inoxydables est donc sensible @efitation

cristallographique.
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Figure 37 : Visualisation simultanée des cellules adhérant sue substrat poli attaqué et les joints d
grain. L’échantillon correspond a la figure 10 (10@m de taille de grain et 100nm de profondeur ¢
gravage). Aprés application d'un flux, les cellulesestantessont colorées avec I'acridine orangée (i
rouge). Les joints de grain sont visualisés en migscopie avec lumiére réfléchie (en vert). Banalyse
EBSD de la méme aire. Les cercles blancs indiqueleis marques d’'indentation. Les grains correspondal
sont facilement reconnaissables (par exemple, leusl gros sur la gauche)La barre d'échelle représent:
120pm

La cinétique de détachement &accharomyces cerevisiast plus rapide sur un
échantillon poli attagué PA que sur un échantipohi miroir PM. Cependant, le pourcentage
de cellules détachées au plateau est le méme gusbiie type de traitement de surface, poli
miroir ou poli attaqué, et la taille de grain cal&siée. La constante du taux de détachemgnt k
et o, valent, respectivement pour les échantillons puii®ir et polis attaqués, 7.2onin™ et
5Pa: 6.10 et 1,2Pa. L'efficacité e] est équivalente pour I'ensemble des échantillons
étudiés avec upbsoy, la contrainte hydrodynamique requise pour détaéiés des cellules,
égale a 53Pa et un la variance non-dimensionnelle de la distributiog-normale, égale a
0,58.

La profondeur des joints de grain a une nette émibe sur le détachement des
levures : la constante de détachemertugmente 3 a 5 fois quand la taille de grain diminu
et la profondeur des attaques de grain croit. lessires se révelent étre sensibles a
l'orientation cristallographique des grains avece uadhésion préférentielle sur ceux

appartenant a I'orientation <001>.
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Chapitre X : Cinétigues de détachement dscherichia coli

adsorbée sur des surfaces d’acier inoxydable

E. coli est une bactérie Grarmesurant environ 2um et de forme ovoide. La souche
retenue pour les expériences est XLI-blue, souchistadéice a la tétracycline. Celle a été
choisie non pour cette caractéristigue mais pour omogénéité de taille par rapport a
d’autres souches comme JM109. En choisissant uroanganisme plus petit et de forme
ovoide, les résultats attendus étaient une motditade la cinétique de détachement des

cellules avec une influence plus forte de la rugosi de la profondeur de gravage.

I. Analyse physiologique d'E.coli a I'aide du test MATS

Le test MATS a été realisé sur des culturds doli cultivées dans un milieu LB, sous
agitation, a 37°C, température optimale pour learssance. Les résultats sont présentés dans
la figure 38 dans laquelle sont regroupés, pour effectuer ungacaison, les résultats du test

MATS obtenu aveS&. cerevisiaeultivée a 30°C.

100% ~

40%

0% i
E.coli S.cerevisiae
Figure 38 : Test MATS pour E. coli cultivée a 37°C et comparaison les résulte

du test MATS obtenus pourS. cerevisaé 30°C== : Chloroforme## : Décane
[%-] : Acétate d’Ethyle
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PourE. colia 37°C, les résultats du test MATS montrent une grande affinité pour
le Chloroforme (87%) tandis que celle pour le Décant assez faible (20%) et celles pour
I'Acétate d’Ethyle (4%) et pour 'Hexadecane (0%hscespectivement infime et nulle. La
différence d’affinité entre le Chloroforme et I'Heecane révele le caractére trés basique de
cette souche (87% environ) encore plus §ueerevisiag66%). Les cellules sont peu acides
(affinité pour I'Acétate d’Ethyle 4%), ce résultata# un peu plus faible que po8.
cerevisiae(6%). Cependant, le caractere Lewis-base estmetteprononcé. Elles sont trés
hydrophiles (faible affinité a I'Hexadecane et agécBne). Les bactéri&s coli sont donc tres

hydrophiles et encore plus basiques §ueerevisiae

II. Cinétiques de détachement d'E.co/i a une surface d'acier

inoxydable poli attaqué et poli miroir

Les expériences sous flux ont été réalisées, del'de la chambre a flux radial remplie
de tampon KHPO, 0,001 M, avedE. coli sur des surfaces d’'acier inoxydable poli miroir et
poli attaqué avec des tailles de grain de 20, 4Dt m. Les résultats sont présentés dans la

figure 39.
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Figure 39 : Cinétique de détachement . coli pour un échantillon d’acier inoxydable poli miroir (A) et poli
attaqué avec une taille de grain de 20um (B) (0 ®@nm de profondeur) sous différentes contraintes.[]: ¢ =
0,25Pa A ©6=0,37Pa D ©=0,62Pa M :0,92PaA : 1,8Pa. Les données ont été ajustées avee wmétique
du premier ordre, déterminant I'efficacité de détadhiement et le taux de détachement

Sur la figure 39, on peut noter que la cinétique de détachementlestrapide pour
un acier inoxydable poli miroir PM que pour un édilbon poli attaqué PA avec une taille de

grain de 20um. Par exemple, a 1,8Pa, le plateaatesht a 5min pour I'échantillon poli
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miroir PM mais a 15min pour celui poli attaqué Plla cinétigue de détachement de
'ensemble des échantillons polis attaqués PA estdgéne. Il est a noter que quelle que soit
la contrainte appliquée, la hauteur du plateauégsiivalente pour les deux échantillons

présentes ici ainsi que ceux avec une taille de giea40 et 100um.
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Figure 40 : Taux de détachement lf) et efficacité de détachement e d’E. coli pour un échantillon
poli miroir (A,C) et poli attaqué 20um (0 a 100nm @ profondeur) (B,D). A et B : les courbes ef
ont été ajustées, pour le PM, aveesyy, = 0,54Pa e% = 0,8 et pour le PA20um aveeésgy, = 0,7Paet &
=1,03. C et D : les courbes ks ont été ajustées avecgk= 0,07min’ et o, = 0,022Pa pour le PM ; k-
0,05 min et 6= 0,11Pa pour le PA20um. La détermination des paraéires donnant le meilleur fit
des données expérimeates et une estimation de l'erreur associée a cettitermination ont éte
réalisées a I'aide du programme Kaleidagraph

D’apresla figure 40, on peut noter que, tout comme les levures, taffité de
détachement aux temps longs ne dépend pas dedgramhie de surface. En effetoy, la
contrainte hydrodynamique requise pour détacher 88%cellules,est a peu prés semblable
(0,54 et 0,7Pa) pour un échantillon poli miroir BM poli attaqué PAfigure 40 et 41A) Par
contre, la cinétigue de détachement)kést considérablement ralentie sur les échansillon
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polis attaqués PA aveg &t o, respectivement égaux a 0,05 thet 0,11Pa , contre 0,07 rifin

et 0,022Pa pour un échantillon poli miroir Rfiures 40C, 40D et 41B)L’hypothése de ce
constat est que cet effet soit di au piégeage detries dans les joints de grain. Les
bactéries étant plus petites et plus allongéedegulevures, elles pourraient étre retenues dans
les joints de grain ou, du moins, génées par ceux-es résultats montrés ici correspondent
aux échantillons polis attaqués PA avec une tailegrain de 20um, les résultats étant
similaires pour les échantillons avec une taillegdgn de 40 et 100uifigure 41). Il n'y a

donc pas d’effet net de la taille de grain surnitettique de détachement des bactéfiesoli.
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Figure 41 : Influence de la taille de grain sur I'fficacité e(s) (A) et le taux de détachement k) (B)
d’E. coli. En B, courbe pleine— = fit pour I'échantilla poli miroir PM, ll= PA20um,O = PA100um
A : PA40um et courbe hachurée— — = fit poue PA100un

III. Etude de l'influence de la profondeur des joints de grain sur le

détachement d'Escherichia coli

L’influence de la profondeur des joints de grainlsudétachement des celleg€dtoli
a été étudiée avec, comme p8urcerevisiaedes échantillons d’acier inoxydable poli attaqué
(PA) dont le temps d’attaque électro-nitrique étlaitl et 4min correspondant respectivement
a des profondeurs de grains de 10Grsnet de 650nm 150.
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Figure 42 : Effet de la profondeur de gravage sur'éfficacité (A) et le taux de détachement (B) &. coli sur
un PA100umE : PA100um attaqué pendant 1min® : PA100um attaqué pendant 4min ; en B courbe
pleine— : fit pour le PM ; courbe grands tires — = : fit pour le PA100um attaqué pendant 1m ; courbe
petits tirets ----- - fit pour le PA100um attaquépendant 4min

D’aprés ces résultats, on peut en déduire quedaité est la méme quelle que soit la
profondeur de gravage. Cependant, plus la profandiegravage augmente, plus la cinétique
de détachement est ralentiig).42B et 43A) Il semble, par ailleurs, que #iminue quand la
profondeur de gravage augmente. Ceci est confimfé@gere 43B avec la représentation de
ko* en fonction de lprofondeur de gravage. La constante de détacheesertonc moins
importante quand la profondeur des grains augmente’évolue pas en fonction de la
profondeur de gravagf@igure 43B). Ce résultat est logique ca, ne dépend que de la
géométrie de la cellule et du nombre de liens sifthét non pas de la rugosité de la surface

sur laquelle le microorganisme adhere.
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Figure 43: Influence de la profondeur de gravage (nm) d'un éhantillon poli attaqué PA
avec une taille de grain de 100um surA) et 6, (B)
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IV. Influence de [lorientation -cristallographique des grains sur

I'adhésion d'E. coli

Comme au chapitre 1X, paragraphe IV, une expériamees flux a été réalisée avec
I'échantillon montréen figure 32 ou la forme et I'orientation cristallographique dhaque
grain a été enregistré dans une zone predéfinike (des grains 100um ; profondeur de
gravage 100nm ; contrainte environ 50Pa ; durébedpérience 15 min). Comme pour les
levures, les bactériek. coli sont répartis de maniere hétérogefiigure 44) apres
I'application du flux. Les cellules restantes sphis nombreuses sur les grains d’orientation
cristallographique <001>: 3009100 cellules/mm sur cette classe comparé a 240050
cellules/mni pour les autres classes. L'expérience a été ééalieux fois. Le résultat est

reproductible.

Figure 44 : Répartition hétérogéne des bactérieg. coli aprés I'application d’'un flux. En
pointillés, un grain d'orientation cristallographique <111>, sur lequel on dénombre peu
cellules adhérentes comparé au grain d’orientatiorcristallographique <001> en trait plein
Image obtenue par superposition de photos des jositde grain (en vert) prises en lumiél
réfléchie et des cellules (en rouge) prises en dpdrescence. Barre d’échelle; 40um

V. Visualisation du détachement d'E. coli

Le détachement sous fluxEl’ coli a été visualisé sous microscopie a épifluorescence
avec cameéra. Le dispositif expérimental mis au tpedumettait les cellules adhérentes a des
contraintes, appliquées a l'aide d’un flux de ldpiémanant d’une pipette, et permettant leur
détachement. LAgure 45, permet de résumer le mode de détacheméntodli.
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Figure 45 : Mode de détachement d'une cellul&. coli (en pointillés) soumise un flu
(direction notée par la fleche)

Comme nous pouvons le voir, le détachemeht dbli peut se décomposer en quatre
étapes : la cellule est d’'abord bien adhérenteJesgubstrat, sur toute sa longuefigyre
45A ; t =1s) ; certains des points d'attache se rompemellule n'est plus fixée que par 'une
de ses extrémités et se réoriente suivant le serfisnd (figure 45B, t = 18s ;45C, t = 225s).
Enfin, la cellule se détache et se trouve empgtgde flux figure 45D, t = 32s). Ainsi, la
cellule dE. colin’est pas fixée sur toute la surface en contaet & substrat et le nombre de
ponts adhésifs n'est pas élevé ce qui permet ceerdeddétachement. Le fait que la cellule
reste attachée un moment a une de ses extrémitgserdat supposer l'implication
d’appendices (flagelles, pili) dans ce mode d’ttacent.

Par ailleurs, lors de cette expérience, nous aponsiettre en évidence un renforcement de
'adhérence apres application du flux. En effeqrav’expérience, les cellules sont soumises

au mouvement brownien et, apres application dy #llgs sont immobiles.

VI. Conclusion

La cinétique de détachemengd’coli est trois fois plus rapide sur un échantillon poli
miroir que sur un échantillon poli attaqué coneaient a ce qui avait été observé avec les
levures : la constante du taux de détachemgnesk équivalente & 0,05 rfinpour un
échantillon poli attaqué et 0,022 riirpour un échantillon poli miroir. La cinétique de
détachement pour 'ensemble des surfaces poliaguates est homogéne et quelle que soit la
contrainte appliquée, la valeur du plateau est &mm pour I'ensemble des échantillons
étudiés. Comme pour les levures, I'efficacité deadgement ne dépend pas de la topographie
de surface. Ainsi, l&sg, €t similaire pour un échantillon poli miroir etlpattaqué (0,54 et
0,7Pa). De méme que poBr cerevisiaela taille des grains n’a pas d’influence nette lau
cinétique de détachement EI' coli qui est, par ailleurs, sensible a [lorientation

cristallographique des grains avec une adhésiciéneréielle sur ceux d’orientation <001>.
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Chapitre Xl : Cinetiques de détachement dé&taphylococcus

epidermidisa des surfaces d’acier inoxydable

Nous avons poursuivi nos expériences en choisigssamicroorganisme encore plus
petit quUE. colia savoirS. epidermidisCette bactériest une bactérie Grdpde forme ovoide
et mesurant moins de 1um, elle est responsabla @déupart des infections nosocomiales

favorisées par la présence de matériel étrangerletpatient (cathéter, protheses...).

I. Analyse physiologique de S. epidermidis a I'aide du test MATS

Les bactérieS. epidermidiont été cultivées a 37°C dans du TSB sous agitaties

résultats obtenus avec le test MATS sont représeaunitéa figure 46.

100%

80%

60%

E.coli S.cerevisiae S.epidermidis

Figure 46 : Test MATS effectué pourS. epidermidiscultivé a 37°C
et comparé aux résultats obtenus ave€&. coli et S. cerevisiae
[II HexadécaneEs :Chloroforme ¥ : Décand+-4 : Acétate
d’Ethyle

D’aprés ces résultat§taphylococcus epidermidan peut noter une grande affinité

pour le Chloroforme (90%). Les affinités pour I'Hedecane et le Décane sont également
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assez importantes (respectivement 81% et 75%)gand celle pour I'Acétate d’Ethyle est
assez faible (13%). La différence d’affinité enleeChloroforme et 'Hexadecane révéle le
caractére acido-basique de cette souche et sooghalrie peut étre estimée avec I'affinité
pour le Décane et I'Hexadecane. Ces résultats tsemtdifférents de ceux obtenus p@&ur

cerevisiaeet E. coli, plus basiques et hydrophileS. epidermidisest hydrophobe et acido-

basique. Ainsi, on peut émettre I'hypothése d'urfeuénce de cette physiologie bactérienne
sur I'adhésion.

II. Cinétiques de détachement de S. epidermidis adsorbés sur des

aciers inoxydables poli attaqué et poli miroir

Des expériences similaires a celles faites &ewerevisiaet E. coli ont été réalisées

avecS. epidermidisa l'aide de la chambre a flux radial remplie dmpon phosphate. Les
résultats sont donnés dansitpre 47.
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Figure 47 : Efficacité (A) et taux de détachement(¢) (B) pour S. epidermidisur un acier inoxydable pol
attaqué (PA) avec différentes tailles de grain ou g miroir (PM). ll: PA20um ; A : PA4OuUm; QO :
PA100um; @ : échantillon poli miroir PM. En B, le fit représente la tendance moyenne de I'ensemble
données (voir figure 48B)

D’aprésla figure 47, on note que la cinétiqgue de détachemer8.depidermidisur un
échantillon poli attaqué PA est équivalente a celle un échantillon poli miroir PM. La
rugosité n’influence donc pas le détachementSdeepidermidistout comme la taille des
grains : aucune différence n’est remarquée enteesurface polie attaquée avec une taille de
grain de 100um, 40 ou 20um. Ces résultats sersotitéis dans le chapitre XIl. Les valeurs

de o509 €t & Sont respectivement, pour I'échantillon poli mirBM : 0,94Pa et 1,15; et pour
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les échantillons polis attaqués PA, avec une tdilegrains de 20um : 0,88Pa et 1,60, de
40um : 0,92Pa et 1,58 et 100um : 0,81Pa et 1,19y B donc aucune différence significative
entre 'ensemble de ces types d’acier inoxydables.

III. Influence de la profondeur des joints de grain sur le

détachement de Staphylococcus epidermidis

La cinétique de détachement8eepidermidia également été étudiée sur une surface
d’acier inoxydable poli attaqué avec une taille gtain de 100um et une profondeur de
100nm + 50 et 650nm+ 150 (respectivement 1 et 4 min d'attaque électroguie). Les
résultats de ces expériences sont visualisésladigsire 48.
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Figure 48 : Influence de la profondeur de gravagews la cinétique de détachement d&. epidermidisEfficacité (A) et
taux de détachement (B) en fonction de la contraietA : échantillon poli attaqué avec une taille dgrain de 100un
(PA100um) attaqué pendant 4min[] : PA100um attaggé pendant 1min ;O : PA100Oum e@ : dantillon poli miroir
PM. Les courbes ont été ajustées avec, pour I'échillon PA100um 1min, 6500, = 0,89 eté = 0,99Pa et pour |
PA100um 4min, o500, = 1,06 et & = 1,42Pa. En B, le fit représente la tendance mayge de I'ensemble des donné
(voir figure 45B). Pour plus de lisibilité, les bares d’erreur ont été omises

On peut noter qu&. epidermidisa une efficacité de détachement sur un échantillon
poli attaqué PA avec une taille de grain de 100wmasgidentique quelles que soient la
profondeur de gravage et le taux de détachemeriasinsur les échantillons polis attaqués
avec une taille de grain de 100um (PA100um) atmqendant 4min et 1min. Ainsg.
epidermidisn’est pas sensible a la profondeur des jointsrdim gL' efficacité de détachement
étant la méme sur une surface polie miroir PM diepaitaquée avec une taille de grains de
20, 40 ou 100um (quelle que soit la profondeur davage), on peut donc regrouper
'ensemble de ces données sur un graphifigere 49).
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Figure 49 : Efficacité et cinétique de détachement (A et)Bour I'ensemble des échantillons polis attaqu
PA et polis miroir PM pour S. epidermidis Les courbes ont été ajustées avesiqy, = 0,92 Pag = 1,32,6¢
=0,11 Pa et k= 0,040 Pa

D’aprésla figure 49, on voit nettement une efficacité et une cinétiqaalétachement

similaires pour I'ensemble des types d’acier in@abylds utilisés pous. epidermidis

IV. Influence de [l'orientation -cristallographique des grains sur

I'adhésion de Staphylococcus epidermidis

Pour S. epidermidis I'étude de linfluence de [l'orientation cristafjaaphique a
également été étudiée comme pBurcerevisiaet E. coli. Apres une adhésion de 35min sur
un échantillon poli attaqué PA de taille de grad®@m sur lequel une zone a été repérée, les
bactéries sont soumises a une contrainte sousdfiemxviron 0,15Pa pendant 15min. Les
cellules restantes sont ensuite colorées a l'awridirangée et observées au microscope a
épifluorescence. Tout comme pdair cerevisiaeet E. coli, I'adhésion deS. epidermidisest
plus importante sur des grains appartenant a sseld’ orientation cristallographique <001>.
On note, en effet, une répartition hétérogéar figure 50) des cellules restantes apres
'expérience de détachement sous flux.

On note environ 13 15@ 115 cellules/mm pour la classe <001> contre 945090
cellules/mmi pour les autres classes. Les cellules sont domsitdes a I'orientation
cristallographique.
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Marque
d’indentation

Figure 50 : Répartition hétérogéne des. epidermidisapres I'application d’un flux. En pointillés,
grain d’orientation cristallographique <110> sur lequel on note peu de cellules adhérent
comparé au grain d'orientation cristallographique <001>, en trait plein. La marque de repérag
faite avec une pointe en diamant est visible. Imagebtenue par superposition de photos des joir
de grain (en vert) prises en lumiére réfléchie etab celluleg(en rouge) prises en épifluorescen
Barre d’échelle : 40pm

V. Conclusion

La cinétiqgue de détachement 8e epidermidisest similaire pour un échantillon poli
miroir ou poli attaqué et ceci quelle que soitddleé des grains. L'efficacité de détachement
est similaire pour 'ensemble des échantillonsptafondeur de gravage n’a pas d’influence
sur le détachement & epidermidis sa cinétique de détachement n’est pas ralendadila
profondeur de gravage augmente. Comme pour les ¢eégédents microorganismes,
S.epidermidisest sensible a l'orientation cristallographiques dgains avec une adhésion
préférentielle sur ceux appartenant a l'orientak@@1>. L'ensemble des résultats obtenus
pour les trois microorganismes est récapitulé dateble 11
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détachement  Influence de Influence de la Influence de
Microorganisme plus aisé sur la taille de profondeur d'attaque l'orientation
PM ou PA grain des joints de grain cristallographique
. Cinétique de détachement Adhésion
Détachement " .
. . augmente quand préférentielle sur les
S. cerevisiae PA facilité sur un ; e .
PA20 prc_)fondeur plus grains d'orientation
importante <001>
Cinétique de détachement e Adh_e5|on
. : préférentielle sur les
E. coli PM Aucune ralentie quand profondeur . N .
. grains d'orientation
plus importante <001>
Adhésion
S. epidermidis Equivalent Aucune Aucune pref.erentllellle sur.les
grains d'orientation

<001>

Table 11 : Récapitulatif des résultats obtenus pouB. cerevisiagE. coli et S. epidermidis
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Ce travail de these utilise le modeleGrrrivier et Décavé (Décavé et al., 2002)
portant sur le mode de détachement, par pelagegdellule adhérente a un substrat. Ces
auteurs s’étaient intéressés au microorganidbietyostelium discoideumune amibe
présentant la particularité de pouvoir se déforpsgrémission de pseudopodes contrairement
aux microorganismes étudiés ifi. cerevisiagE. coliet S. epidermidispossedent des tailles
différentes entre eux, nettement plus petite Qudiscoideumet appartiennent a des classes
différentes de microorganismes.

Les principaux résultats obtenus dans le cadreetie these peuvent étre résumés ainsi :

» L’efficacité de détachement ne dépend ni de lasit§mi de la taille des grains.

» L’orientation cristallographique des grains infleenleur détachement : on note une
répartition hétérogene des cellules apres passage fiix, avec une adhésion
préférentielle sur les grains appartenant a I'eaagon <001>, qui expose une surface
d’énergie plus importante.

» S. cerevisiagune levure, présente une cinétique de détachephesitrapide sur un
acier inoxydable poli attaqué (PA) que poli mir@M). S. cerevisiaest sensible a la
profondeur d’attaque des joints de grain et a tesilé des grains.

* E. coli, bactérie Gramplus petite queS. cerevisiae présente une cinétique de
détachement plus rapide sur un échantillon polomPM que sur un échantillon poli
attaqué PAE. coli est sensible a la profondeur des joints de g&@ncinétique de
détachement est ralentie sur un échantillon ptdagae PA avec une taille de grain de
100um attaqué pendant 4 min par rapport a un éttbanpoli attaqué avec la méme
taille de grain mais attaqué pendant 1min.

« S. epidermidis bactérie Gramdont la taille est encore plus petite Eu'coli, se
détache aussi rapidement d’une surface d’acierystedxe poli attaqué PA que d’'une
surface d’acier inoxydable poli miroir PM. Sa cigée de détachement n’est pas
ralentie lorsqu’on augmente la profondeur de gravag les surfaces polies attaquées
PA.

Dans cette partie, nous allons interpréter cegmdiffts points, puis nous proposerons des
ameliorations dans I'élaboration des surfaces diaicioxydable pouvant réduire 'adhésion

des microorganismes.
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I. Equivalence de l'efficacité de détachement, pour les trois

microorganismes, sur un échantillon poli miroir PM et poli attaqué PA

L’efficacité est le pourcentage de cellules dééasha une contrainte donnée, pour
un temps «infini». Afin dexpliquer I'équivalencede celle-ci, pour les trois
microorganismes, sur un échantillon poli miroir M poli attaqué PA, rappelons que, dans
le modele de Décavé et al. (Décavé et al., 2009)liqué au Chapitre VI 8lll, elle est
interprétée dans le cadre d’'un modéle de pelagaide de contact entre le microorganisme
et le substrat.

La cellule est attachée au substrat par un enseaeliens adhésifs qui fluctuent entre un état
lié et un état libre. La différence d’énergie erdes deux états est appeld8,qn LOrsqu’une
force extérieure est appliquée sur un lien, la goddé de détachement (lie> libre)
augmente et la probabilité d’attachement gidlibre) diminue. Il existe une force maximale
fb*, exercée sur le lien, pour laquelle les étatelitt lié ont la méme énergie :

fb* = AGagn/ A = fo (AGagksT) (31)
AvecA, I'énergie nécessaire pour passer de I'état adtamindétaché, a I'état d’équilibre.

Ceci est valable a I'échelle microscopique d’'um.i@ransposé a I'échelle d'une
cellule, il existe une contrainte extersgtelle que, pour le lien le plus tendu, I'énerge d
I'état libre soit égale a celle de I'état attac@eé.lien se dissocie donc et la méme situation se
reproduit avec le lien voisin qui devient le liendlus tendu. On a donc un mode détachement
par pelage lorsque > o.

Le modeéle de Décavé et al. montre, par ailleurs,:qu

650%/ Go= (AGagi{ksT)? + (/3 — 2) (32)
La constante d’échelle, est fonction des parametres géométrique (taildeRa cellule) et
biologique (densité ndes liens). Le parameétreG,q/ks T représente I'énergie d’interaction
par lien adhésif. De ce fait, on comprend I'indégserce desso,Vis-a-vis de la présence et du
nombre de grain. En effet, les propriétés chimigdessurface des échantillons d’acier
inoxydable utilisés sont essentiellement les mémesd que soit le traitement de surface
(comme lindiquent les mesures avec la techniqu& XPles angles de mouillag&)Xagnne
change donc pasComme mentionné précédemmentdépend de la taille de la cellule et de
la densité des liens et non pas de la topograghgidace du matériau. Ainsi, I'efficacité sera
semblable pour un acier inoxydable poli attaquépoli miroir avec un microorganisme

considéré.
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Les différences de valeurs de l'efficacité d’un marganisme a un autre sont dues a
des valeurs, pourspy, Non similaires (50Pa po&:. cerevisiae 0,7Pa pouE. coliet 1Pa pour
S. epidermidis L'effet du gravage sur la cinétigue de détachenest di & des temps de
pelage prolongés, pot. coli, diminués poufS. cerevisiaet inchangés pous. epidermidis
L’interprétation des cinétiques de détachement siéeatuée au paragraphe lll.

La forme de la courbe d’efficacité de détachementiée a la distribution statistique
des contraintes seuig. A une contrainte donnég pour les cellules dont la contraintgest
inférieure &o, le lien le plus tendu se détache et le pelagetdélbonduisant au détachement
de la cellule. Décavé et al. (Décave et al., 2@d2)montré que pour une population cellulaire
donnée dd®. discoideum les contraintes cinétiques sont liées a la tdilda cellule, les plus
grosses se détachant a des contraintes plus faldeslistribution des contraintes seuils
reflete la distribution des tailles cellulaires ggates dans une population cellulaire donnée.
Ainsi, &, la variance non-dimensionnelle de la distributiog-normale, ne dépend pas de la
topographie de la surface ni du type cellulairésédti Pour les trois microorganismes étudiés,
& est compris entre 0,6 et 1,3 et la forme de lalmod’efficacité est similaire.

II. Sensibilité a I'orientation cristallographique des grains

Lors des expériences menées lors de cette thegg,avons remarqué l'influence de
'orientation cristallographique des grains sur d&tachement de chacun des trois
microorganismes. En effet, aprés le passage d'ux, fla répartition des cellules était
hétérogéne et avait lieu préférentiellement sur dgains appartenant a I'orientation
cristallographique <001>. Ces grains présentemtnee surface libre une face de plus haute
énergie que les surfaces les plus denses tellexealles d’orientation <111>. Il est donc
naturel que les cellules y adhérent mieux car fgieede la surface masquée par la cellule
contribue aAGgqp, I'€nergie par unité de surface lors d’un contagtule/substrat : plus cette

énergie est élevée, plus difficile sera le détadr@m
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III. Interprétation des cinétiques de détachement

III.1. Propriétés mécaniques des cellules étudiées

Le « comportement mécanique » des microorganignelés, dans le cadre de cette
these, different entre eux. En eff&t, cerevisiaeest un microorganismeesurant entre 4 et
5um, de forme ovale, possédant une coque assesseéaioonm) et donc, par conséquent,
peu déformableS. epidermidisest une bactérie Grdnayant donc une paroi plus épaisse
(50nm), et se présentant sous forme coccobacilaiptupart du temps donc peu déformable
également. Cette bactérie mesure moins de 1unt éedsrme ovalek. coli est une bactérie
Gram, ayant donc une paroi plus fine (15nm) et étamicduus facilement déformable que
les deux précédents microorganismes. Sa tailldee$ta 2um et sa forme est ovoide.

Dans les sections suivantes, nous allons intenprées différences entre le
comportement d&. cerevisiagE. coli et S. epidermidisvis-a-vis de la rugosité de surface.
Dans la premiere section (I11.2), nous montrons lqueééformabilité cellulaire explique le fait
gue la cinétigue de détachemenkEdtoli soit ralentie sur des surfaces rugueuses. Nous
calculerons aussi I'énergie d’adhésion maximalegeflule. Dans la seconde section (l11.3),
nous montrons que I'énergie cinétique acquise paraellule lorsgu’elle franchit un obstacle,
est considérablement plus grande pour une grodidecet peut donc expliquer que la

cinétique de détachement 8ecerevisia@st accélérée sur les surfaces rugueuses.

[II.2. Thermodynamique et adhésion

Sur un échantillon poli attaqué PA, contraireménin échantillon poli miroir PM, la
topographie est caractérisée par la présence @wautdifférentielles (« marches »). Au
voisinage d’'une marche, la cellule ne pourra épolastpographie locale qu'au prix d’une
distorsion d’autant plus colteuse que la cellutepéss rigide. Pour qu’une adhésion d’'une
cellule bactérienne sur un solide ait lieu, laétiéhce d’énergie\F, entre I'énergie dépensée
lors d’une adhérence cellule/solide Y et I'énergie dépensée lors de la déformationade |

cellule au niveau du joint de grain,q¥¥ doit étre négative:

AF = -Wogh AA + Wysr AA (33)
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Avec AF la différence d’énergie, WWh I'énergie par unité de surface lors d’'un contact
cellule/solide (adhérence), M I'énergie dépensée par unité de surface lora déformation

et AA la variation d’aire de la cellule. Par ailleutd/,qnAA représente donc I'énergie
d’adhésion Egn

Si la déformation de la cellule bactérienne estdacomme dans le casH’ coli, I'adhésion

des cellules lors d’'un gravage sera facilitée einatique de détachement sera ralentie sur les
aciers inoxydables polis attaqués PA par rappocedx polis miroir PM(figure 51) et
Wadh>Wdéf d’'ouUAF négatif. PoulS. cerevisiaeet S. epidermidisWggs sera important et

supérieur a Wadh domF sera positif, 'adhésion ne sera pas facilitédgaugosité.

PM PA

E.coli ) I G
\ Joint de grain

S.epidermidis O Q

S.cerevisiae

~

2um

Figure 51: Comportement des trois microorganismesa I'échelle sur un ader
inoxydable poli miroir (PM) et au niveau d'un joint de grain de 150nm sur un acie
inoxydable poli attaqué (PA)

D’apreés la thése de Décavé (Décavé, 2002):

o509/ 60= (AG/KeT)?+ [(n?/3) — 2] (34)

Avec AG est I'énergie par lien adhésif effk= 4 x 10* J.

En prenant I'exemple du poli miroir PM, les valedesssog, €t 6o SONt respectivement, po8t
cerevisiae 53 et 5Pa, pouE. coli: 0,54 et 0,022Pa et po&r. epidermidis 0,94 et 0,11Pa.
Avec ce calcul, on aboutit a la valeursi@. Le nombre de liens adhésifs est donné par:
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nbre de liens = Gntacdt Sien = (chontactz) I Sien = (2tRN) / Sen (35)

Avec Sontactla surface de la zone de contact, R le rayon duamiganisme, h la hauteur du
lien, estimée ici a 1nm, el la surface d’'un lien adhégiigure 52).

R est estimé a 2,5um paBr cerevisiag0d,7um pouk. coliet 0,4um pouS. epidermidis

La surface d’un lien est estimée & 4°nrn aboutit & un nombre de liens de 980, 28®et 1

pourS. cerevisiagE. colietS. epidermidis
Comme : Edn =AG X nbre de liens (36)

Ainsi, I'application numérique degk, I'énergie d’adhésion, donrses x 10" J/cellule pourS.

cerevisiae2,5 x 10" J/cellule pourE. coliet4,5 x 10 J/cellule pourS. epidermidis

" Eixx

contact

Figure 52 : Schématisation de la surface de contadtune cellule. h = hauteur d’un lien,0 = angle
entre le point de contact de la cellule et le liele plus tendu, R = rayon du microorganisme, Rutac
= rayon de contact. Le calcul, pour aboutir a la sdface de contact (Sntacy, €St :

h = R-Rco® = R*(67/2) car c@s~ 1 — %2)

et 6= 2(h/R)"?

Reontact = RSiNG ~ R@ = R*2(h/R)*2

Scontact= chontath = 2nRh

II1.3. Energie cinétique et adhésion

D’un point de vue cinétique, sur une surface paliaquée (PA), le mouvement
d’entrainement des cellules par le liquide perneeted faire rouler jusqu’aux joints de grain
ou elles peuvent se détacher plus facilement lerdiinergie de contact est plus faible
(cellule peu déformable). Les arguments que noogssaavancés, jusqu’a présent, négligent
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I'énergie cinétique propre de la cellule en mouvetnpouvant la conduire a se détacher au
niveau de la « marche » comme si elle « trébuchdfour rester au contact avec la surface
au-dela du joint de grain, la cellule doit possédee énergie cinétique {Einférieure ou
équivalente a I'énergie d’adhésiogyi=Or, E vaut :

E.= Yo mVf (37)
Avec m la masse de la cellule et v la vitesse #aeuaelle la cellule est entrainée par le fluide.
On peut évaluer la vitesse du fluide au niveauadeellule a partir de la contrainte exercée a
la paroi :

o(r) =n (AV/ AZ) =0 (38)
avecn la viscosité dynamique = @Pa/s,Az la différence de hauteur entre le substrat et le
centre de la cellule (soit le rayon R de cetteuball eto(r) la contrainte appliquée a une
distance r du centre du disque (on prerdsa). Comme la vitesse au niveau de la paroi (z =
0) est nulle, on aboutit a :

V = Rosow /1 (39)

La masse de la cellule est estimée a partir devetume pour une densité de 1. Ainsi,
I'application numérique d’Edonne 5,8 x 18°J pourS. cerevisiagl0%? J pourE. coliet 1,4 x
102 J pourS. epidermidis Eagn, I'énergie d’adhésion, est de I'ordre de’1G 10" J. La
composante d’énergie cinétique ne peut donc jonerdle important que suUs. cerevisiae

pour lequel elle vaut 5,8.78J.

[II.4. Comparaison entre les trois microorganismes

Dans le cas dé&. cerevisiagE: est plus importante quesds la cellule sera donc
détachée aujoints de grain et le détachement sera facilitéusuéchantillon poli attaqué PA
par rapport & un échantillon poli miroir PM. Pdor coli, E; est plus petite queJk, cette
bactérie ne se détachera donc pas aux joints de taecinétique de détachement sera donc
plus rapide sur un acier inoxydable poli miroir Rje sur un acier inoxydable poli attaqué
PA. Enfin, pourS. epidermidis E; et Egn sont petites toutes les deux et la rugosité ne
modifiera pas la cinétique de détachement. En,effe¢t Eg, ont un ordre de grandeur trop
petit pour, respectivement, obtenir un détachenderf. epidermidisaux joints de grain et
pour favoriser I'adhésion. On ne notera donc padifiérence de cinétique de détachement

sur un échantillon poli miroir PM ou poli attaqua Rable 12)
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E. Eadn déformabilité comportement aux joints de grain
S. cerevisiae 5,8x10°J 3,6x10%J - détachement
E. coli 10 2,5x10""J + adhésion
S. epidermidis 1,7 x 102J  45x10"J - probabilité équivalente pour les deux cas

Table 12: Comportement des trois microorganismes @tliés aux joints de grain. E = énergie cinétique et Ey, =
énergie d’adhésion

Lors de la synthése bibliographique, nous avoné noat certain désaccord entre les
auteurs au sujet de l'influence de la rugosité laghésion initiale et le détachement de
microorganismes. Apres ce travail de thése, nous@ts émettre I’hypothese que la rugosité
augmente davantage I'adhésion des bactéries @@mnmme P. aeruginosgVanhaecke et al.,
1990) et, dans notre cal, coli (Terada et al., 2005), que les bactéries GrammmeS.
mutans(Eick et al., 2004)S. thermophilugBoulangé-Petermann et al., 1998),cereusetB.
subtilis (Garry et al.,, 1995)t, lors de nos études. epidermidis(Ha et al., 2005).
Néanmoins, cela va a I'encontre des résultats deiog auteurs comme Pereira da Silva et al
(Pereira da Silva et al., 2005) qui trouvent ungnaentation de l'adhésion d& sanguis
(Gram)) sur des surfaces rugueuses de titane mais psqudks la rugosité était nettement
plus importante que dans le cas de nos échantilRarses et al. démontrent, quant a eux, une
adhésion plus importante @ aureugGram) sur un acier inoxydable rugueux (2B) que sur
un acier inoxydable poli miroir (Barnes et al., @p8ontrairement a Allion et al.(Allion et al.,
2006) pour lesquels I'adhésion 8eaureusest plus importante sur un acier moins rugueux. Il
faut cependant prendre en considération les émedgesurface (angles de contact) de ces
substrats qui peuvent étre trés différents de celdculées lors de ce travail de thése. Enfin,
pour Saccharomyces cerevisjgeeu de travaux sur l'influence de la rugositél'suthésion de
ce microorganisme ont été réalisés. On peut cignmoins, les travaux de Boulangé et al.
qui ont démontré un détachement facilité Slecerevisiaeet d’Acetobacter acetsur des
échantillons d'acier inoxydable (Ugiclédn plus rugueux que ceux employés dans le cadre
de cette these, par rapport a des échantillonsmpiodiir (2R) (Boulangé-Petermann et al.,
1999).
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IV. Influence de la profondeur du gravage des joints de grain sur le

détachement des microorganismes

Lorsqu’on augmente la profondeur des joints dengeam prolongeant du temps de
'attaque électro-nitrique, la cinétique de détawhet dE. coli ralentit contrairement a celle
de Saccharomyces cerevisiaet Staphylococcus epidermidisPour S. cerevisiae le
détachement est facilitée lorsque la profondeuttatise des joints de grain est importante
(650+ 50 nm). En ce qui concerrie coli, sa sensibilité vis-a-vis de la profondeur du goev
des joints de grain peut s’expliquer par le faie quette bactérie possede une adhésion
favorisée aux joints de grain et que, méme si wditions de culture les limitent, elle
posséde des pili (100 a 300) et curli mais égalémea dizaine de flagelles. Ces appendices
peuvent favoriser I'adhésion aux joints de graindehc ralentir le détachement. Plus la
profondeur du joint de grain sera importante, pdusinétique de détachement sera ralefie.
epidermidisne possede pas de flagelle ni de pili et son aoinésest pas favorisée aux joints
de grain, cela pourrait expliquer le fait que cétetérie ne soit pas sensible a la profondeur

du gravage des joints de grain comme l'est, a baggE. col..

V. Recommandations

L’influence de I'état métallurgique du substrat Badhésion cellulaire dépend du type
de cellules et les recommandations seront done@rdiitieées : pouls. cerevisiagil est
préconisé d'utiliser une surface d’acier inoxydaplai attaqué, avec des joints de grain
d’environ 650+ 50 nm ; concernank. coli, 'emploi de surfaces d’acier inoxydable poli
miroir est souhaité afin de faciliter son détachetmenfin, pourS. epidermidisnous avons
noté aucune différence significative entre le diétatent cellulaire d’'un substrat en acier
inoxydable poli miroir ou poli attaqué avec unebfai profondeur des joints de grain,
I'utilisation de I'un ou l'autre sera donc possiblu niveau de nos résultats, nous pouvons
donc dégager une méthode d’analyse en fonctionndesoorganismes dont on souhaite
diminuer I'adhésion sur le substrat. Cette démasdiesynthétisée par I'arborescefigeire
53. Pour une cellule donnée, nous pouvons identiiecomportement type attendu et les
recommandations métallurgiques afférentes. Il e8gnmoins, important de noter que ces

recommandations sont valables dans le cas de é&tada premiére couche du biofilm et non
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pas pour un biofilm déja bien formé. La couche eltutes, au contact direct avec le matériau,
reste la plus difficile a enlever dans le cas d#éleontamination.

Dans le cadre de cette thése, nous avons montrka qaidle de grain n’influe pas, de
maniere significative, sur les cinétiques de deétadnt et n’a aucune influence sur les seuils
de détachement. Il n'est donc pas nécessaire ditae parametre pour la conception de
surfaces facilement nettoyables.

Nous avons noté également que la profondeur diatales joints de grain joue un
réle déterminant dans le détachement cellulairenains pour les cellules suffisamment
grandes. Ce paramétre peut étre contrélé industrieht par les conditions et la durée de
I'attaque électro-nitrique. C’est en effet sur pescédés que I'on doit jouer, une attaque plus
prolongée conduisant a la formation de marches phportantes. Dans cette optique, le
nouveau décapage chimique UG @ base d'acide chlorhydrique, mis au point an sei
centre de recherche d’'Ugine-Alz, pourra étre w@ilis

Enfin, nous avons montré que la surface d’oriemmatcristallographiqgue <001>
exposée était favorable a I'adhésion pour I'ensendigls cellules étudiées. Afin de contréler
ce parametre, les conditions de laminage (texterel@ormation) et de recuit (texture de
recristallisation) peuvent étre modulées. Ugine-péut alors améliorer la nettoyabilité des
aciers laminés a froid. Ceci présente un grandé@htéconomique puisque I'adhésion des
bactéries sur les aciers pose de nombreux problédaresle secteur de I'agro-alimentaire ou

I’hygiéne est primordiale.

Exemple de Etat de surface
microorganisme recommandée

taille d’environ 1pum  —» S.epidermidis | PA peu gravé ou
PM
avec
/ coque t,aulltle syp;erleure ou S.cerevisiae PA
Cellule X egale a oym
taille d'environ 1pm —» E.coli PM
sans
coque o
taille supérieure —» D.discoideum ND

ou égale a 5um

Figure 53 : Type de surfaces en acier inoxydable cemmandées suivant les caractéristiques de la cdéetudiée
PM = surface polie miroir (ou 2R industriel), PA =surface polie attaquée (ou 2B industriel), ND = nodéterminé
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VI. Autres domaines d'applications envisageables

Au niveau des applications possibles des donndtesaes lors de cette thése, on peut
citer, dans le domaine médical, les problemes elindns, dues a la pose de cathéters ou a
des piqlres accidentelles avec des seringues cod@$n qui pourraient étre diminuées en
modifiant le type d’acier inoxydable utilisé powslpointes en contact direct avec le milieu
sanguin.

Par ailleurs, dans le domaine des centrales nuetediencrassement des surfaces des
condenseurs de I'échangeur thermique tertiaire temsentrales par les biofilms pose un
probléeme de santé publique auquel le CEA, méme'g€8t concerné qu’indirectement, peut
répondre dans le cadre de sa mission d’aide tegarageEDF. En effet, les amibes libres du
genreNaegleriag Acanthmoebaet Balamuthiatrouvent dans les eaux de refroidissement du
circuit tertiaire des centrales nucléaires des itimms favorables a leur développement en se
nourrissant de diverses bactéries, telleslegpgionella(Gram) ou Xanthomonas maltophilia
(Gram), tapissant, sous forme de biofilms, les paroid'@éghangeur et fournissant toute la
nourriture nécessaire a la prolifération de cesbami Libérées dans I'environnement,
certaines de ces amibes peuvent causer des majmaies. Actuellement, la chloration est la
solution la plus adaptée, néanmoins, le taux déahigbochloreux qui doit étre maintenu (0,5
a 1 mg/ml) entraine un déseéquilibre de I'écosystemeaval. L'usage de nouvelles surfaces
d’acier plus facilement nettoyables pourrait dogre,réduisant fortement la taille du biofilm
bactérien, diminuer significativement le nombre dmmibes présentes. Par ailleurs, ce
probléeme se rencontre également au sein des imehudaitieres, brasseries, ou la perte
d’efficacité des équipements de types échangeerstfues et la dégradation esthétique ou
fonctionnelle des matériaux, dues aux microorgaegsraont fréquentes.

Enfin, dans le secteur de lindustrie agro-alinaget les toxi-infections dues a
I'encrassement de surfaces en acier inoxydablestglie les plans de travail, conditionneurs
d’air, convoyeurs, cuves, fats (brasseries, domaitieole) et autres machines (ensacheuse,
gerbeuse, mélangeur), pourraient étre réduitestibsant des surfaces d’acier inoxydable
mieux nettoyables. Ces remarques sont égalememtblgal dans les domaines de la
biopharmaceutique, de I'industrie chimique, de Viemnnement (processus d’évacuation des
eaux usées), de la marine et de l'industrie péimiclue (pose de cables sous-marins et

souterrains).
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CONCLUSION GENERALE
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La nettoyabilité des surfaces d’acier inoxydablgrd une application dans les secteurs
agroalimentaire et médical, est une motivation gtdelle durable pour les types de travaux
gue nous avons menés. Actuellement, deux finisnéma froid sont proposés sur ce marché,
(2R recuit brillant et 2B recuit décapé) sans qauene valorisation ne soit faite en termes de
statut hygiénique de ces deux surfaces. Ainsi, aveacier plus facilement nettoyable, de
nouveaux marchés peuvent s’ouvrir pour Ugine-Alzwetciter I'intérét de nouveaux clients.
Inversement, la compréhension des mécanismes emmajeu permettra de produire des
aciers favorisant 'adhésion d’autres microorgamisroomme les levures dans les réacteurs de
fermentation.

Dans le cadre de cette thése, pour les trois migamismes considérés, nous avons pu
montré que l'efficacité de détachement ne dépesddpda rugosité et de la taille des grains.
L’orientation cristallographique des grains, patlears, influence le détachement des
microorganismes avec une adhésion préférentieddesugrains appartenant a I'orientation
<001>, présentant exposée une surface d'énergise phportante. Les cinétiques de
détachement sont différentes pour les trois migamismes :S. cerevisiaeprésente une
cinétique de détachement plus rapide sur un anexydable poli attaqué (PA) que poli
miroir (PM) ; pourE. coli, bactérie Gramplus petite queS. cerevisiagla cinétique de
détachement est plus rapide sur un échantillon mpotbir PM par rapport & un échantillon
poli attaqué PA ; eB. epidermidisbactérie Grafdont la taille est encore plus petite Eu’
coli, se détache aussi rapidement d’'une surface d’emgydable poli attaqué PA que d’'une
surface d’acier inoxydable poli miroir PM. Enfimgrecernant I'influence de la profondeur de
gravage des joints de grains, sé&ilcoli y est sensible, sa cinétique de détachement étant
ralentie sur un échantillon poli attaqué PA avee taille de grain de 100um attaqué pendant
4min par rapport a un échantillon poli attaqué aleméme taille de grain mais attaqué
pendant 1min.

Un certain nombre de perspectives sont donc ers@dags a I'issue de ce travail, tant du
point de vue de son application directe que dei celda compréhension fondamentale de la
biologie de I'adhésion. Dans le sillage immédiatndére travail, la technique expérimentale
de fluorescence peut étre améliorée, en contoureaptobleme de sa durée limitée, par
insertion d’'une protéine GFP (Green Fluorescentep
Un aspect directement utilisable de ce travailldesée est la mise en oeuvre conjointe de la
technique EBSD et de la topographie, afin d’études surfaces industrielles et, ainsi d’aider

a la mise au point du décapage industriel peu gtava
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A plus long terme, de nouveaux aspects de I'adhésellulaire peuvent étre étudiés
tels que l'effet de la structure cristalline deslarface exposée sur I'adhésion mérite d’étre
étudié soigneusement sur des microstructures. Lalisaéon d’aciers inoxydables
monocristaux, avec une orientation cristallograpligéfinie, validerait les résultats obtenus
lors de ces travaux de these et faciliterait la matnension de I'influence de I'orientation
cristallographique sur I'adhésion bactérienne. Eeetbppement d’une modélisation du type
de celle de Décavé (Décaveé et al., 2002) seraisageable.

Du point de vue de la biologie cellulaire, il sermtéressant d’étudier le détachement de
mutants dE. coli, sans flagelle ni pili, sur les aciers inoxydahpedi miroir et poli attaque,
mutation déja réalisée par certains auteurs, coMaoreira et al (Moreira et al., 2003), sur des
mono-couches de cellules HeLa et HEp-2. Des extractet étalements de protéines
flagellines seraient également envisageables ssrsdbéstrats divers afin d’étudier leur
adsorption et de mettre au point le substrat adéupiéant celle-ci.

Enfin, les mémes approches et questionnements gienirétre effectués sur d’autres
classes de matériaux, ayant éventuellement subi tdgtements de surface (UV,

bombardement d’électrons sous lumiere pulsée), ades polymeres semi-cristallins.



119

BIBLIOGRAPHIE



120

Absolom, D. R., Lamberti, F. V., Policova, Z., ZmgN., van Oss, C. J. and
Neumann, A. W. (1983). Surface thermodynamics ofdyéal adhesion.

Aguilar-Uscanga, B. and Francois, J. M. (2003)t#dy of the yeast cell wall
composition and structure in response to growtlditmms and mode of cultivatiobhett Appl
Microbiol 37, 268-74.

Ahimou, F., Touhami, A. and Dufrene, Y. F. (200Rgal-time imaging of the surface
topography of living yeast cells by atomic forcecroscopy.Yeast20, 25-30.

Allion, A. (2004). Environnement des bactériesarisiblité aux biocides. lonité de
Recherche en Bioadhésion et Hygiéne des MatérlaBxil) de I'INRA de Massyol.
Docteur de I'ENSIA, spécialité Sciences Alimentaifdassy: Ecole doctorale Agriculture
Biologie et Santé.

Allion, A., Baron, J.-P. and Boulangé-Petermann2006). Surface energy and
roughness impact on cell distribution and viabil@jofouling

Amezaga-Madrid, P., Silveyra-Morales, R., Cordobe=#B, L., Nevarez-Moorillon,
G. V., Miki-Yoshida, M., Orrantia-Borunda, E. andliS, F. J. (2003). TEM evidence of
ultrastructural alteration on Pseudomonas aerugibgghotocatalytic TiO2 thin filmg.
Photochem Photobiol BO, 45-50.

Arnold, J. W. and Bailey, G. W. (2000). Surfacadires on stainless steel reduce
bacterial attachment and early biofilm formatiocarsning electron and atomic force
microscopy studyPoult Sci79, 1839-45.

Arnold, J. W., Boothe, D. H., Suzuki, O. and Bajl& W. (2004). Multiple imaging
technigues demonstrate the manipulation of surfeccesduce bacterial contamination and
corrosionJ Microsc216, 215-21.

ASPC, A.d. S. P. d. C. (1997). Eclosion d'infecsi@ Escherichia coli 0157:H7 liée a
un lysotype rare, en milieu hospitalier-OntarioRelevé des maladies transmissibles au
Canada vol. 23, pp. 33-37.

ASPC, A. d. S. P. d. C. (1997). Notes internatiesaEclosions d'infections a
Escherichia coli O157:H7 et de cryptosporidiosésdia la consommation de cidre non
pasteurisé - Connecticut et Etat de New-York. O&tdl®96 Agence de Santé Publique du
Canada ASPQ3.

ASPC, A.d. S. P. d. C. (2000). Lutte contre ldedtions dues &scherichia coli
0157:H7 associées au boeuf haché au Carapace de Santé Publique du Canada ASPC
26.



121

Baharloo, B., Textor, M. and Brunette, D. M. (200S)bstratum roughness alters the
growth, area, and focal adhesions of epithelidscahd their proximity to titanium surfaces.
J Biomed Mater Res P4, 12-22.

Barnes, L. M., Lo, M. F., Adams, M. R. and Chaméier| A. H. (1999). Effect of milk
proteins on adhesion of bacteria to stainless steé&cesAppl Environ Microbiol65, 4543-
8.

Baroux, B., Lemaitre, C. and Dabosi, F. (1990).rGsion par piqlres et corrosion
caverneuse. Ites aciers inoxydables(ed.s B. B. Lacombe P, Béranger B.), pp. 307-88%
Ulis.

Beech, I. B., Sunner, J. A. and Hiraoka, K. (200&icrobe-surface interactions in
biofouling and biocorrosion processéd. Microbiol 8, 157-68.

Bekbolet, M. and Araz, C. V. (1996). InactivatiohEscherichia coli by
photocatalytic oxidationChemospher82, 959-65.

Bellon-Fontaine, M.-N., Benezech, T., Bitner, MdaBouix, M. (1999). Nettoyage,
désinfection et hygiene dans les bio-industries.

Bellon-Fontaine, M.-N., Rault, J. and van OssJ.G1996). Microbial adhesion to
solvents: a novel method to determine the eleatimmar/electron-acceptor or Lewis acid-
base properties of microbial cel3olloids Surfaces B Biointerfac&s 47-53.

Bellon-Fontaine, M. N., Mozes, N., van der Mei,&, Sjollema, J., Cerf, O.,
Rouxhet, P. G. and Busscher, H. J. (1990). A corspaiof thermodynamic approaches to
predict the adhesion of dairy microorganisms tadsslibstrataCell Biophysl7, 93-106.

Béranger, G. and Charbonnier, J. (1990). La camositergranulaire des aciers
inoxydables. IrLes aciers inoxydableqed.s B. B. Lacombe P, Béranger B.), pp. 414. Le
Ulis.

Beresford, M. R., Andrew, P. W. and Shama, G. {200isteria monocytogenes
adheres to many materials found in food-processimgronmentsJ Appl Microbiol90,
1000-5.

Beveridge, T. J. and Graham, L. L. (1991). Surfagers of bacteriaMicrobiol Rev
55, 684-705.

Bhaskar, P. V. and Bhosle, N. B. (2005). Microlagiracellular polymeric substances
in marine biogeochemical processésrrent Scienc@&8.

Bieber, D., Ramer, S. W., Wu, C. Y., Murray, W.Tbbe, T., Fernandez, R. and
Schoolnik, G. K. (1998). Type IV pili, transientdiarial aggregates, and virulence of
enteropathogenic Escherichia c8tience280, 2114-8.



122

Bosquillon, C., Rouxhet, P. G., Ahimou, F., Simbn, Culot, C., Preat, V. and
Vanbever, R. (2004). Aerosolization propertiesfate composition and physical state of
spray-dried protein powder3.Control Releas89, 357-67.

Boulangé-Petermann. (1997a). Effect of cleaniagtinent on surface properties of
stainless steePRitture Vernici Eur.73, 19-22.

Boulangé-Petermann, L. (1993). Etude physico-adlpimiet électrochimique de
l'adhésion dé.euconostoc mesenteroidetsStreptococcus thermophilasdes surfaces d'acier
inoxydable. InNancy | Nancy: Nancy |I.

Boulangé-Petermann, L. (1996). Processes of bexdih on stainless steel surfaces
and cleanability: a review with special referenzéhte food industry. IBiofouling vol. 10,
pp. 275-300.

Boulangé-Petermann, L., Baroux, B. and Bellon-&im&, M.-N. (1993). The
influence of mettalic surface wettability on ba@eadhesiond. Adhesion Sci. Technal,
221-230.

Boulangé-Petermann, L., Bellon-Fontaine, M.-N. Badoux, B. (1998).
Electrochemical aspects of encapsulated bactehiesamh to stainless steel surfaces.

Boulangé-Petermann, L., Doren, A., Baroux, B. Betlon-Fontaine, M.-N. (1995).
Zeta potentiel measurements on passive ma@ilsnal of colloids and interface Scientél,
179-186.

Boulangé-Petermann, L., Jullien, C., Dubois, PBEnezech, T. and Faille, C. (2004).
Influence of surface chemistry on the hygienicugaif industrial stainless steBiiofouling
20, 25-33.

Boulangé-Petermann, L., Rault, J. and Bellon-HaetaM.-N. (1997). Adhesion of
Streptococcus thermophilus to stainless steel aftbrent surface topography and roughness.
Biofouling11, 201-216.

Boulangé-Petermann, L., Verhnet, A., Dupre, K. utdainet, M. and Haegeli, F.
(1999). Ugiclean: a new improved surface for clagnartrate deposits formed during the
wine making process. l8tainless steel'99 Science and Market - 3rd Europeagressvol.

1, pp. 323-332. Chia Laguna Sardinia, Italy.

Bowen, W. R., Fenton, A. S., Lovitt, R. W. and @i, C. J. (2002). The
measurement of Bacillus mycoides spore adhesiomgwomic force microscopy, simple
counting methods, and a spinning disk techni@ietechnol Bioeng9, 170-9.

Briandet, R., Meylheuc, T., Maher, C. and Bellantine, M. N. (1999). Listeria

monocytogenes Scott A: cell surface charge, hydsbjgity, and electron donor and acceptor



123

characteristics under different environmental groednditions Appl Environ Microbiol65,
5328-33.

Bunthof, C. J., van den Braak, S., Breeuwer, BmbBouts, F. M. and Abee, T. (1999).
Rapid fluorescence assessment of the viabilityreEsed Lactococcus lactisppl Environ
Microbiol 65, 3681-9.

Burke, J. E. and Turnbull, D. (195Br0g. Metal Phys3, 220.

Busscher, H. J., Bellon-Fontaine, M.-N., Mozes,ydn der Mei, H. C., Cerf, O. and
Rouxhet, P. G. (1990piofouling 67, 55-63.

Callewaert, M. (2004). Surface modification byratii-responsive polymers: from
model systems to stainless steel cleanabilitfzdoulté d'ingénierie biologique, agronomique
et environnementale&ol. docteur en sciences agronomiques et ingéralogique, pp. 208.
Louvain la Neuve (Belgique): Université catholiqlesLouvain.

Callewaert, M. (2005). Modifying stainless stegifaces with responsive polymers:
effect of PS-PAA and PNIPAAM on cell adhesion aidemoval.Journal of Adhesion
Science and Technology

Callewaert, M., Grandfils, C., Boulange-Petermdnrand Rouxhet, P. G. (2004).
Adsorption of poly(N-isopropylacrylamide) on glaasostratal Colloid Interface Sc276,
299-305.

Chavant, P., Martinie, B., Meylheuc, T., BellonAEaine, M. N. and Hebraud, M.
(2002). Listeria monocytogenes LO28: surface ploghiemical properties and ability to form
biofilms at different temperatures and growth plsa8ppl Environ Microbiol68, 728-37.

Combrade. (1990). Corrosion sous contrainte gjuatcorrosion. Ides aciers
inoxydables (ed.s B. B. Lacombe P, Béranger B.), pp. 335.Wks.

Cornillon, S., Gebbie, L., Benghesal, M., Nair, lReller, S., Wehrle, B., Charette, S.
J., Bruckert, F., Letourneur, F. and Cosson, PFO§20An integrin-like Adhesion Molecule in
Free-living Dictyostelium Amoeba&MBO reportsn press.

Cornillon, S., Pech, E., Benghezal, M., Ravanelaynor, E., Letourneur, F.,
Bruckert, F. and Cosson, P. (2000). Phglp is atnaresmembrane protein superfamily
member involved in dictyostelium adhesion and plstsis.J Biol Chen275, 34287-92.

Costerton, J. W., Lewandowski, Z., Caldwell, D, lkorber, D. R. and Lappin-Scott,
H. M. (1995). Microbial biofilmsAnnu Rev Microbio#l9, 711-45.

Cowan, M., Warren, T. and Fletcher, M. (1991). dtlxspecies colonization of solid

surfaces in laboratory biofiim&iofouling 3, 23-34.



124

Cozens-Roberts, C., Quinn, J. A. and LauffenbefgeA. (1990). Receptor-mediated
adhesion phenomena. Model studies with the Raéfilcal- Detachment AssaRiophys J58,
107-25.

Cozens-Roberts, C., Quinn, J. A. and LauffenbyigeA. (1990). Receptor-mediated
cell attachment and detachment kinetics. Il. Experital model studies with the radial-flow
detachment assaBiophys Jb8, 857-72.

Danese, P. N., Pratt, L. A. and Kolter, R. (20@Xopolysaccharide production is
required for development of Escherichia coli K-1@fitm architecture.J Bacteriol182,
3593-6.

Davey, M. E., Caiazza, N. C. and O'Toole, G. A0@). Rhamnolipid surfactant
production affects biofilm architecture in Pseudoem® aeruginosa PAOJ Bacteriol185,
1027-36.

de Gennes, P.-G., Brocherd, F. and Quere, D. 2@pillarity and wetting
Phenomena
Drops, Bubbles, Pearls, Wawes: Springer.

Décavé, E. (2002). Comportement cellulaire soosilément hydrodynamique:
aspects expérimentaux et théoriquessitanoble ) pp. 217. Grenoble: Université Joseph
Fourier.

Décavé, E., Demilly, M., Fourcade, B., Bruckert, Boulangé-Petermann, L. and
Brechet, Y. (2005). Biological cell detachment kiog from an inert substratehilosophical
magazine85, 3173-3189.

Décavé, E., Garrivier, D., Brechet, Y., Bruckéitand Fourcade, B. (2002). Peeling
process in living cell movement under shear fl&lvys Rev Lei®9, 108.

Décavé, E., Garrivier, D., Brechet, Y., Fourcd8leand Bruckert, F. (2002). Shear
flow-induced detachment kinetics of Dictyosteliumabideum cells from solid substrate.
Biophys J82, 2383-95.

Deziel, E., Lepine, F., Milot, S. and Villemur, 003). rhlA is required for the
production of a novel biosurfactant promoting swiaigrmotility in Pseudomonas aeruginosa:
3-(3-hydroxyalkanoyloxy)alkanoic acids (HAAS), theecursors of rhamnolipids.
Microbiology 149, 2005-13.

Di Martino, P., Cafferini, N., Joly, B. and Darf#e-Michaud, A. (2003). Klebsiella
pneumoniae type 3 pili facilitate adherence andilmdormation on abiotic surfaceRes
Microbiol 154, 9-16.



125

Donlan, R. M. (2002). Biofilms: microbial life aurfacesEmerg Infect Dis3, 881-
90.

Doolittle, W. F. (1999). Phylogenetic classificatiand the universal treScience
284, 2124-9.

Dubois, P.-E. (2000). Influence de l'acido-basidé surface sur les propriétés
d'adhésion et de durabilité d'oxydes métalliqugxplibation au systéme aciers inoxydables-
époxydes. IrfEcole doctorale Matériaux et Génie des Procé@gnoble: INPG.

Dufrene, Y. F. (2000). Direct characterizatiortled physicochemical properties of
fungal spores using functionalized AFM prob@mphys J78, 3286-91.

Dufrene, Y. F. (2002). Atomic force microscopyp@nverful tool in microbiologyJ
Bacteriol 184, 5205-13.

Dufrene, Y. F. (2003). Recent progress in theiappbn of atomic force microscopy
imaging and force spectroscopy to microbiolo@urr Opin Microbiol 6, 317-23.

Dufrene, Y. F. (2004). Using nanotechniques td@epmicrobial surfacedNat Rev
Microbiol 2, 451-60.

Dufrene, Y. F., Boonaert, C. J. and Rouxhet, R1699). Surface analysis by X-ray
photoelectron spectroscopy in study of bioadhearmhbiofilms.Methods Enzymd@10, 375-
89.

Eick, S., Glockmann, E., Brandl, B. and Pfister, (2004). Adherence of
Streptococcus mutans to various restorative mégena continuous flow systerd.Oral
Rehabil31, 278-85.

Faille, C., Jullien, C., Fontaine, F., Bellon-Faine, M. N., Slomianny, C. and
Benezech, T. (2002). Adhesion of Bacillus sporasEscherichia coli cells to inert surfaces:
role of surface hydrophobicit¢an J Microbiol48, 728-38.

Feltham, P. (1957Acta Metall.5, 97.

Fey, P., Stephens, S., Titus, M. A. and Chishé&lm.,. (2002). SadA, a novel
adhesion receptor in DictyosteliuthCell Biol 159, 1109-19.

Flemming, H. C. and Wingender, J. (2001). Relegasfanicrobial extracellular
polymeric substances (EPSs)--Part II: TechnicatetspWVater Sci Technal3, 9-16.

Fletcher, E. L., Weissman, B. A., Efron, N., Fijs S. M., Curcio, A. J. and Brennan,
N. A. (1993). The role of pili in the attachmentRgeudomonas aeruginosa to unworn
hydrogel contact lense€urr Eye Red.2, 1067-71.

Fletcher, M. (1988). Attachment of Pseudomonasréiscens to glass and influence of

electrolytes on bacterium-substratum separaticamt®.J Bacteriol170, 2027-30.



126

Flint, S. H., Bremer, P. J. and Brooks, J. D. @)98iofilms in dairy manufacturing
plant_description, current concerns and method®wfrol.biofouling 11.

Fontaine-Aupart, M.-P. (2005). La Microscopie am#le et biphotonique pour I'étude
des biofilms: ses performances et ses limitemtkrfaces Microorganisme-Solution: de la
cellule au biofilmRamonchamp.

Gaboriaud, F., Bailet, S., Dague, E. and Joran(R@05). Surface structure and
nanomechanical properties of Shewanella putrefadiecteria at two pH values (4 and 10)
determined by atomic force microscogyBacteriol187, 3864-8.

Garry, P., Andersen, T., Vendeuvre, J. L. andddeRontaine, M.-N. (1995).
Influence de la rugosité de surfaces en polyurétisam I'adhésion d@acillus subtiliset
Bacillus cereusin Adhesion des microorganismes aux surfadesl.s J. F. M-N Bellon-
Fontaine), pp. 21-30.

Gavin, R., Merino, S., Altarriba, M., Canals, Rhaw, J. G. and Tomas, J. M. (2003).
Lateral flagella are required for increased cellexénce, invasion and biofilm formation by
Aeromonas spd=EMS Microbiol Lett224, 77-83.

Gillis, R. J. and Gillis, J. R. (1996). A compavatstudy of bacterial attachment to
high-purity water systems surfacéBtrapure waterl3, 27.

Good, A. C., Peterson, S. J. and Richards, W1€R3). QSAR's from similarity
matrices. Technique validation and applicatiornie comparison of different similarity
evaluation methods. Med Chen36, 2929-37.

Ha, K. Y., Chung, Y. G. and Ryoo, S. J. (2005)h&ence and biofilm formation of
Staphylococcus epidermidis and Mycobacterium tubdests on various spinal implants.
Spine30, 38-43.

Hanggi, P. (1990). Reaction-rate theory: fifty seeafter kramersRev. of Mod.
Physics62, 251.

Harin, L. (2005). Scanning electron micrograpltsadpidermidisThe University of
Lowa: Hardin Library for the health sciences.

Herald, P.-J. and Zottola, E.-A. (1988). AttachtnainListeria monocytogenes to
stainless steel surfaces at various temperatucepldivaluesJ. Food Sci53, 1549-1552.

Hilbert, L. R., Bagge-Ravn, D., Kold, J. and Grdam(2003). Influence of surface
roughness of stainless steel on microbial adhesioicorrosion resistandet.
Biodeterioration Biodegs2, 175.



127

Hu, F. X., Neoh, K. G., Cen, L. and Kang, E. TO@3). Antibacterial and antifungal
efficacy of surface functionalized polymeric beadsepeated applicationBiotechnol
Bioeng89, 474-84.

Hunderi, O. and Ryum, N. (198Q). Mater. Scil5, 1104.

Ibars, J. R., Moreno, D. A. and Ranninger, C. @)9Microbial corrosion of stainless
steel.Microbiologia 8, 63-75.

Ignatova, M., Voccia, S., Gilbert, B., Markova, €ossement, D., Gouttebaron, R.,
Jerome, R. and Jerome, C. (2006). Combinationeatregrafting and atom-transfer radical
polymerization for making the stainless steel stgfantibacterial and protein antiadhesive.
Langmuir22, 255-62.

Jabbour, A., Srebnik, M., Zaks, B., Dembitskyavid Steinberg, D. (2005).
Evaluation of oxazaborolidine activity on Streptocoes mutans biofilm formatiomnt J
Antimicrob Agent26, 491-6.

James, A.-M. (1991). Charge properties of microted surfaces. New-York USA:
VCH Publishers.

John, S. F., Derrick, M. R., Jacob, A. E. and HapdP. S. (1996). The combined
effects of plasma and hydrogel coating on adhesi@taphylococcus epidermidis and
Staphylococcus aureus to polyurethane cathdt&fglS Microbiol Lettl44, 241-7.

Kapteyn, J. C., Ram, A. F., Groos, E. M., KolRr, Montijn, R. C., Van Den Ende,
H., Llobell, A., Cabib, E. and Klis, F. M. (199AIltered extent of cross-linking of betal,6-
glucosylated mannoproteins to chitin in Saccharaeyerevisiae mutants with reduced cell
wall betal,3-glucan contert.Bacteriol179, 6279-84.

Kessin, R. H. (2001). Dictyostelium-Evolution, Idelology and the development of
multicellularity. Cambridge, UK.: Cambridge UniveBs.

Kim, B., Kim, D., Cho, D. and Cho, S. (2003). Baxatidal effect of TiO2
photocatalyst on selected food-borne pathogeniteiacChemospheré2, 277-81.

Klis, F. M., de Groot, P. and Hellingwerf, K. (2D0Molecular organization of the
cell wall of Candida albican&led Mycol39 Suppl 1, 1-8.

Kohler, T., Curty, L. K., Barja, F., van Delden, &d Pechere, J. C. (2000).
Swarming of Pseudomonas aeruginosa is dependaleto-cell signaling and requires
flagella and pili.J Bacteriol182, 5990-6.

Kollar, R., Reinhold, B. B., Petrakova, E., Yeh,H Ashwell, G., Drgonova, J.,
Kapteyn, J. C., Klis, F. M. and Cabib, E. (1997)ciitecture of the yeast cell wall. Beta(1--



128

>6)-glucan interconnects mannoprotein, beta(1-gty@an, and chitin] Biol Chenm272,
17762-75.

Krainer, E., Stark, R. E., Naider, F., Alagram#&mand Becker, J. M. (1994). Direct
observation of cell wall glucans in whole cellsSEccharomyces cerevisiae by magic-angle
spinning 13C-NMRBiopolymers34, 1627-35.

Kugler, R., Bouloussa, O. and Rondelez, F. (20B%)dence of a charge-density
threshold for optimum efficiency of biocidal catiorsurfacesMicrobiology 151, 1341-8.

Kuhn, K. P., Chaberny, I. F., Massholder, K., B&c, M., Benz, V. W., Sonntag, H.
G. and Erdinger, L. (2003). Disinfection of surfad®y photocatalytic oxidation with titanium
dioxide and UVA lightChemospher&3, 71-7.

Lacombe, P., Baroux, B. and Béranger, B. (19963%. &ciers inoxydables. Les Ulis:
Les éditions de Physique.

Lacombe, P. and Béranger, B. (1990). Structurdgagtammes d'équilibre des
diverses nuances d'aciers inoxydables. Conséqusuacésurs traitements thermiquesLis
aciers inoxydables(ed.s B. B. Lacombe P, Béranger B.), pp. 11:88.Ulis.

Lacroix-Gueu, P., Briandet, R., Leveque-Fort,B®llon-Fontaine, M. N. and
Fontaine-Aupart, M. P. (2005). In situ measuremehtsral particles diffusion inside mucoid
biofilms. C R Biol328, 1065-72.

Le Thi, T. T., Prigent-Combaret, C., Dorel, C. dmgjeune, P. (2001). First stages of
biofilm formation: characterization and quantificet of bacterial functions involved in
colonization procesdethods Enzymd@36, 152-9.

Leclerc, H., Izard, D., Husson, M.-O., WattreaRd Jakubczak, E. (1983).
Microbiologie générale. Paris.

Lejeune, P. (2003). Contamination of abiotic stefa what a colonizing bacterium
sees and how to blur itrends Microbioll1, 179-84.

Lerebour, G., Cupferman, S. and Bellon-FontaineNM(2004). Adhesion of
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidertoidne Episkin reconstructed
epidermis model and to an inert 304 stainless stdmdtrateJ Appl Microbiol97, 7-16.

Lopes, F. A., Morin, P., Oliveira, R. and Melo,H..(2005). The influence of nickel
on the adhesion ability of Desulfovibrio desulfams.Colloids Surf B Biointerface46, 127-
33.

Magnelli, P., Cipollo, J. F. and Abeijon, C. (2002 refined method for the
determination of Saccharomyces cerevisiae cell gatiposition and beta-1,6-glucan fine
structure Anal Biochen801, 136-50.



129

Marchisio, M., Di Carmine, M., Pagone, R., Piditél. and Miscia, S. (2005).
Implant surface roughness influences osteocladifgnation and differentiation] Biomed
Mater Res B Appl Biomatéis, 251-6.

Martin-Yken, H., Lagorce, A. and Francois, J. (2D0'he yeast Saccharomyces
cerevisiae cell wall: molecular architecture, regoty pathways, remodelling mechanism in
response to environmental conditions, and bioteldgal values. IrRecent Research
Development Microbiolgwol. 6, pp. 503-526.

McFeters, G. A., Singh, A., Byun, S., Callis, P.aRd Williams, S. (1991). Acridine
orange staining reaction as an index of physioldgctivity in Escherichia colil Microbiol
Methods13, 87-97.

Medilanski, E., Kaufmann, K., Wick, L. Y., Wann€&, and Harms, H. (2002).
Influence of the surface topography of stainlesslsin bacterial adhesiddiofouling 18,
193-203.

Meltzer and. (1993). High purity Water Preparationthe Semi-conductor,
Pharmaceutical, and Power Industries: Tall Oakdishibg, Inc., Littleton CO.

Mercier-Bonin, M., Ouazzani, K., Schmitz, P. amatthois, S. (2004). Study of
bioadhesion on a flat plate with a yeast/glass hegltem.J Colloid Interface Sc271, 342-
50.

Midelet, G. and Carpentier, B. (2004). Impact lebning and disinfection agents on
biofilm structure and on microbial transfer to dgonodel food.J Appl Microbiol97, 262-
70.

Moreira, C. G., Carneiro, S. M., Nataro, J. Pabuusi, L. R. and Elias, W. P. (2003).
Role of type | fimbriae in the aggregative adhegattern of enteroaggregative Escherichia
coli. FEMS Microbiol Lett226, 79-85.

Mortimer, F. C., Mason, D. J. and Gant, V. A. (QRdFlow cytometric monitoring of
antibiotic-induced injury in Escherichia coli usingll-impermeant fluorescent probes.
Antimicrob Agents Chemothéd, 676-81.

Nath, N., Hyun, J., Ma, H. and Chilkoti, A. (200&urface engineering strategies for
control of protein and cell interactiorBurfaces Sciencéx 0, 98-110.

Neidhardt, F. C., Ingraham, J. L. and Schaeckte{1994). Physiologie de la cellule
bactérienneUne approche moléculaire.

Nunez, M. E., Martin, M. O., Chan, P. H., DuongKL, Sindhurakar, A. R. and
Spain, E. M. (2005). Atomic force microscopy of teai@l communitiesMethods Enzymol
397, 256-68.



130

O'Toole, G. A. and Kolter, R. (1998). Flagelladawitching motility are necessary
for Pseudomonas aeruginosa biofilm developnidot.Microbiol 30, 295-304.

Okamoto. (1973). passive film of 18-8 stainlegekstructure and its function.
Corrosion Sciencé3, 471-489.

Olofsson, A. C., Hermansson, M. and Elwing, H.020 Use of a quartz crystal
microbalance to investigate the antiadhesive piatleoit N-acetyl-L-cysteineAppl Environ
Microbiol 71, 2705-12.

Olsen, A., Arngvist, A., Hammar, M., Sukupolvi,&d Normark, S. (1993). The
RpoS sigma factor relieves H-NS-mediated trandongt repression of csgA, the subunit
gene of fibronectin-binding curli in Escherichidicdol Microbiol 7, 523-36.

Olsen, A., Jonsson, A. and Normark, S. (1989)tdfibectin binding mediated by a
novel class of surface organelles on EschericHiaMature338, 652-5.

Oltra, R. and Keddam, M. (1990). Méthodes d'étudestrochimiques de la corrosion
localisée des aciers inoxydables a I'état passife$ aciers inoxydableged.s B. B.
Lacombe P, Béranger B.), pp. 217-253. Les Ulis.

Orlean, P. (1997). Biogenesis of yeast wall arthse components. lim molecular
and Cellular Biology of the Yeast Saccharomyceswusiae, Cell cycle and biologyol. 3
(ed.s J. Pringle, Broach, J. and Jones, E., Egsp49-326. new york.

Owens, D. K. and Wendt, R. S. (1968)Appl. Polym. Scil3, 1740-7.

Pamula, E., De Cupere, V., Dufrene, Y. F. and Reti. G. (2004). Nanoscale
organization of adsorbed collagen: influence ofsstate hydrophobicity and adsorption time.
J Colloid Interface Sc271, 80-91.

Park, H. S., Wolfgang, M. and Koomey, M. (2002)d\fication of type IV pilus-
associated epithelial cell adherence and multiEllehavior by the PilU protein of
Neisseria gonorrhoeakfect Immun70, 3891-903.

Parsegian, V. A. (2005). Van der Waals ForcedHafndbook for Biologists,
Chemists, Engineers.

Pedersen. (1990). Biofilm deveelopment on stasnédsel and PVC surfaces in
drinking waterwater researct24, 239.

Pereira da Silva, C. H., Vidigal, G. M., Jr., dedda, M. and de Almeida Soares, G.
(2005). Influence of titanium surface roughnesattachment of Streptococcus sanguis: an in
vitro study.Implant Dent14, 88-93.

Piette, J. P. and Idziak, E. S. (1991). Role agélla in adhesion of Pseudomonas
fluorescens to tendon sliceésppl Environ Microbiol57, 1635-9.



131

Prescott, L., Harvey, J. and Klein, D. (1999).damyotic cell structure and fonction.
In Microbiology 4/e (ed.s M. G. Hill), pp. Partie | chapitre llI.

Prigent-Combaret, C., Prensier, G., Le Thi, TVidal, O., Lejeune, P. and Dorel, C.
(2000). Developmental pathway for biofilm formationcurli-producing Escherichia coli
strains: role of flagella, curli and colanic adithviron Microbiol2, 450-64.

Pyrog, T. P. (2001). [Biological functions of matrial exopolysaccharidesylikrobiol
Z 63, 80-101.

Rakotoarivonina, H., Jubelin, G., Hebraud, M., ll@ed-Martinie, B., Forano, E. and
Mosoni, P. (2002). Adhesion to cellulose of ther@positive bacterium Ruminococcus
albus involves type IV piliMicrobiology 148, 1871-80.

Raulio, M., Pore, V., Areva, S., Ritala, M., LekkeV.., Linden, M., Rosenholm, J. B.,
Lounatmaa, K. and Salkinoja-Salonen, M. (2005).tiketion of Deinococcus geothermalis
biofilm by photocatalytic ALD and sol-gel TiO(2) saces.J Ind Microbiol Biotechnql1-8.

Redey, S. A., Nardin, M., Bernache-Assolant, ey RC., Delannoy, P., Sedel, L. and
Marie, P. J. (2000). Behavior of human osteoblastlts on stoichiometric hydroxyapatite
and type A carbonate apatite: role of surface gndrgiomed Mater ResS0, 353-64.

Redey, S. A., Razzouk, S., Rey, C., Bernache-Aa#pD., Leroy, G., Nardin, M. and
Cournot, G. (1999). Osteoclast adhesion and agtritsynthetic hydroxyapatite, carbonated
hydroxyapatite, and natural calcium carbonateticeiahip to surface energiesBiomed
Mater Res45, 140-7.

Ryu, J. H. and Beuchat, L. R. (2005). Biofilm faton by Escherichia coli 0157:H7
on stainless steel: effect of exopolysaccharideGumdi production on its resistance to
chlorine.Appl Environ Microbiol71, 247-54.

Ryu, J. H., Kim, H. and Beuchat, L. R. (2004).asttment and biofilm formation by
Escherichia coli O157:H7 on stainless steel asi@mited by exopolysaccharide production,
nutrient availability, and temperatueFood Prot67, 2123-31.

Santiago, N. I, Zipf, A. and Bhunia, A. K. (199®)fluence of temperature and
growth phase on expression of a 104-kilodaltondriatadhesion protein in Listeria
monocytogeneAppl Environ Microbiol65, 2765-9.

Sato, N. and Cohen, M. (1964). The kinetics ofdamoxidation of iron in neutral
solution.Journal of Electrochemical Society 1, 512-522.

Schmitt, J. and Flemming, H. C. (1998). FTIR-spesstopy in microbial and material
analysisiInt. Biodet. and Biod41, 1-11.



132

Shapiro, H. M. (2000). Microbial analysis at tlegée-cell level: tasks and
techniquesJ Microbiol Methods42, 3-16.

Shi, Z., Neoh, K. G., Zhong, S. P., Yung, L. Yari§, E. T. and Wang, W. (2005). In
vitro antibacterial and cytotoxicity assay of miaeered polyelectrolyte-functionalized
stainless steell Biomed Mater Res.A

Shimoi, H., limura, Y. and Obata, T. (1995). Mal&r cloning of CWP1: a gene
encoding a Saccharomyces cerevisiae cell wall pretdubilized with Rarobacter
faecitabidus proteased.Biochem (Tokya)18, 302-11.

Smith, C. S. (1952). Metal interfaces, pp. 65.Vv€land OH.

Soutourina, O. A. and Bertin, P. N. (2003). Regatacascade of flagellar expression
in Gram-negative bacteriREMS Microbiol Re27, 505-23.

Stanley, P. M. (1983). Factors affecting the iersible attachment of Pseudomonas
aeruginosa to stainless stegean J Microbiol29, 1493-9.

Terada, A., Yuasa, A., Tsuneda, S., Hirata, AtaKai, A. and Tamada, M. (2005).
Elucidation of dominant effect on initial bacteradhesion onto polymer surfaces prepared by
radiation-induced graft polymerizatio@olloids Surf B Biointerface43, 99-107.

Tidswell, E. C. (2005). Bacterial adhesion: corsations within a risk-based
approach to cleaning validatidADA J Pharm Sci Technéb, 10-32.

Toren, A., Landau, L., Kushmaro, A., Loya, Y. d&adsenberg, E. (1998). Effect of
Temperature on Adhesion of Vibrio Strain AK-1 toullea patagonica and on Coral
Bleaching.Appl Environ Microbiol64, 1379-1384.

Touhami, A., Jericho, M. H., Boyd, J. M. and Begge, T. J. (2006). Nanoscale
Characterization and Determination of Adhesion Esmaf Pseudomonas aeruginosa Pili by
Using Atomic Force Microscopy. Bacteriol188, 370-7.

Tsuneda, S., Aikawa, H., Hayashi, H., Yuasa, Al Hirata, A. (2003). Extracellular
polymeric substances responsible for bacterial idheonto solid surfac&EMS Microbiol
Lett 223, 287-92.

Vadillo-Rodriguez, V., Busscher, H. J., van deriM& C., de Vries, J. and Norde, W.
(2005). Role of lactobacillus cell surface hydropicdy as probed by AFM in adhesion to
surfaces at low and high ionic strendfiolloids Surf B Biointerface$l, 33-41.

van Oss, C. J. and Good, R. J. (1988). Orientatiadhe water molecules of hydration
of human serum albumid.Protein Cheny, 179-83.



133

Vanhaecke, E., Remon, J. P., Moors, M., Raef)é¢-Rudder, D. and Van Peteghem,
A. (1990). Kinetics of Pseudomonas aeruginosa aoihés 304 and 316-L stainless steel:
role of cell surface hydrophobicithppl Environ Microbiol56, 788-95.

Vatanyoopaisarn, S., Nazli, A., Dodd, C. E., Ré4;. and Waites, W. M. (2000).
Effect of flagella on initial attachment of Listarmonocytogenes to stainless stégipl
Environ Microbiol 66, 860-3.

Verhnet, A., Leveau, J. Y., Cerf, O. and Bellomtaine, M. N. (1992). Role of
electrostatic interactions Baccharomyces cerevisiadhesion to the inner surface of
champagne bottleBiofouling 5, 323-334.

Verran, J. and Whitehead, K. (2005). Factors &ffganicrobial adhesion to stainless
steel and other materials used in medical devlogd. Artif Organs28, 1138-45.

Vilain, S., Cosette, P., Hubert, M., Lange, Cntéu, G. A. and Jouenne, T. (2004).
Comparative proteomic analysis of planktonic anthobilized Pseudomonas aeruginosa
cells: a multivariate statistical approaémal Biochen829, 120-30.

Vilain, S., Cosette, P., Hubert, M., Lange, Cntéu, G. A. and Jouenne, T. (2004).
Proteomic analysis of agar gel-entrapped Pseudosreraginosa?roteomics4, 1996-2004.

Vittoz, C. (1997). Mouillabilité et acido-basicitke surface. Applications aux aciers
inoxydables. IMNPG. Grenoble.

Wikipédia. (2006)Saccharomyces cerevisjaéed. I. e. |. Wikipédia).

Zhang, Y. and Miller, R. M. (1994). Effect of adkslomonas rhamnolipid
biosurfactant on cell hydrophobicity and biodegtamaof octadecanéppl Environ
Microbiol 60, 2101-6.



134

ANNEXES



135

| XPS a 90° d’un échantillon potoir (PM)

7

énéra

Annexe 1: Spectre g

Title Spectre général a 90° PM

~ Name: ID: Mode: Source: Pass: Dwell Time: Step: Scans: Scale: Offset.  |Date Created:
Gen 90 Original ESCA Mg 5 100 0.5 3 131072 0 8/7/2004 _
0)
Wi <\ ()
M .@r/v e C
(o) 9c.¢, (.
i wa?w‘r e
n by
t fix&éé&i%f
s
o(Jui|
|
;,v\
| ghled () g ()
¢ | L9 A » v @?& e do C Aneids
,ﬁ, W W fe)
g/{c[s.z.i\.s {i?tt&?\(k\(..&?f%iﬁ\. tvmeii(esy{zis.}//M\ /_« R
‘ i
_________________________________________________ﬂ__ﬁ______:______~__________ _______________._.ﬁ__________
601 501 401 301 201 101 0




136

é (PA

| XPS a 90° d'un échantillon ptikcpu

énéra
avec une taille de grain de 20

2. Spectre gé

Annexe

L

v -

Title Spectre général a 90° PA 20pm

Name: ID: Mode: Source: Pass: Dwell Time: Step: Scans: " Scale: Offset: Date Created:
Gen 90 Original ESCA Mg 5 100 0.5 3 65536 0 8/7/2004
mwsﬁms@
o
zp, @m
v
v
; Lot /
ﬁ _ C(Jonrt ) )
| /£ Nnta »C. w(. dmﬁ“
J fupe \ ?ﬁu (D) & \Eme@? o7 ; 1\3
m Y /\ &”\ i
,_ e (T)
ﬂ \ & / GENG)
_,___________H______________________________________________________________________________________.__._—
1NNN ann onn NN ann ENN ANN kelalal aNnN 1NN



137

Title Spectre général a 90° PA 40pm

Scans: Scale: Offset: Date Created:
3 65536 0 8/7/2004

Step:
0.5

ZmBm“ __u” _<.o,am“ moEom“ _ummm“ Uim__._.._.:m_
Gen 90 Original ESCA Mg 100

Q3-8 3.3)

H /&\ /\1%3 ?&??0 Z%\D Dé?% Lo

[/

y £

| XPS a 90ud’échantillon poli attaqué (PA) avec une taill

©

@

XS

S (1)

o e

S v ﬁz § Fe (T)

o E - (1)
0n =

m \/\\Eﬁ
o |

¢ g | { =0)
en _________________~____q_______________________:__d___________________________________________—____________;
m W 1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100

<5 T



138
| XPS a 90° d’'un échantillon pitdicué (PA) avec une tai

7

énéra

Annexe4: Spectre g
de grain de 100um

Title Spectre général a 90° PA 100pm

Name: ‘ ID: Mode: Source: Pass: Dwell Time: Step: Scans: Scale: Offset:  |Date Created:
Gen90 | Original ESCA | Mg 5 100 0.5 3 65536 0 8/7/2004 =
fol®)
(7 /4

i Q‘ﬁ

I

1)
()
\ pwwm\\wsﬁ

_______________m_________________________~__________________________________“_~_______________._u___________

1001 901 801

701

601

501

401

301

201

101

0




139



