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R�esum�e

En milieu aquatique, 90% des microorganismes se pr�esentent sous forme de bio�lm plutôt que

dans un �etat planctonique. Les bio�lms peuvent se former sur la plupart des surfaces humides,

en particulier, les milieux poreux en raison de leur grande surface sp�eci�que. La formation du

bio�lm dans les milieux poreux repr�esente un domaine pr�ecieux pour la recherche scienti�que en

raison de sa pertinence pour de nombreux processus industriels, tels que que le traitement des

eaux, la bio-m�ediation des sols, la r�ecup�eration du p�et role et le stockage duCO2. Cependant, le

d�eveloppement du bio�lm n'est pas simplement une agr�egation passive de cellules, il implique

des interactions biologiques, physiques et chimiques avecle micro-environnement. Les �etudes

macroscopiques ont d�emontr�e que les conditions hydrodynamiques dans les milieux poreux

jouent un rôle d�ecisif sur la dynamique d'accumulation des bio�lms, ce qui in
uence �a son tour

les propri�et�es hydrodynamiques comme la porosit�e, la perm�eabilit�e et la chute de pression. Dans

cette th�ese nous avons mis au point une m�ethodologie et un dispositif exp�erimental permettant la

caract�erisation de la structure d'un bio�lm. A partir de ce tte proc�edure, une �etude exp�erimentale

sur l'in
uence de l'�ecoulement sur la formation et la struc ture des bio�lms a �et�e e�ectu�ee sur une

souche bact�eriennePseudomonas Putida. Les bio�lms sont d�evelopp�es dans des micros cellules

d'�ecoulement de type H�ele-Shaw (en PDMS ou PMMA) et aliment�es en continu avec un milieu

nutritif. La caract�erisation de la colonisation avant croi ssance du bio�lm a �et�e �egalement r�ealis�ee

a�n de pouvoir caract�eriser la variabilit�e statistique e t la reproductibilit�e des exp�eriences. La

formation du bio�lm sur un support solide dans un �ecoulement cisaill�e a �et�e �evalu�ee apr�es 24 h,

48 h et 72 h de d�eveloppement pour deux conditions hydrodynamiques, Re=0:04, � w = 0 :0021

Pa et Re=2, � w = 0 :094 Pa. Les observations ont �et�e e�ectu�ees sous microscope confocal �a

l'aide de marqueurs 
uorescents. Des images 2D sont prises en di��erentes positions puis sont

utilis�ees pour e�ectuer une reconstruction 3D du bio�lm avec l'�evaluation de la distribution

spatiale sur une zone de 12� 12mm2. Nous avons ensuite mis en �evidence que les bio�lms

form�es sont peu sensibles aux conditions de colonisation initiales. Nous avons �egalement observ�e

une strati�cation du bio�lm selon la hauteur. La couche inte rne pr�esente une faible �epaisseur

(5 � 10�m ) mais avec une structure dense, tandis que la couche externepr�esente plutôt une

structure �lamenteuse. Le rapport des fractions volumiques entre ces deux couches peut varier

de 3 jusqu'�a 12, selon le temps de formation. Cet �ecart est d'autant plus important pour le cas de

faible cisaillement que celui de fort cisaillement. Ceci montre que la partie sup�erieure du bio�lm

semble être contrôl�ee par les conditions hydrodynamiques. En analysant la distribution spatiale

du bio�lm, nous avons constat�e une forte h�et�erog�en�eit �e apr�es 48 h de d�eveloppement pr�esente

dans la structure, ainsi qu'une diminution de la fraction volumique de la biomasse apr�es 72h,

pour les deux conditions hydrodynamiques impos�ees. Ceci �evoque de probables processus de

d�etachement ou une �erosion du bio�lm. Les taux de croissance mesur�es sont largement inf�erieurs

aux taux de croissance observ�es en culture libre. Ce r�esultat indique �egalement un possible e�et

de l'hydrodynamique sur la croissance du bio�lm. Au �nal, cette �etude nous a permis d'obtenir

des informations sur la structure et le taux de croissance apparent du bio�lm, ainsi que l'e�et

de l'hydrodynamique sur ses propri�et�es �a l'�echelle de quelques pores. Ce changement d'�echelle,

permettra �a terme de d�evelopper des outils pour simuler et/ou mod�eliser l'�evolution de la

morphologie et la distribution spatiale d'un bio�lm dans un milieu poreux.
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Abstract

In the aquatic environment, 90% of microorganisms are present as a bio�lm rather than

free-swimming cells. Bio�lms may develop on most of humid surfaces, in particular, in porous

media for their high speci�c surface area. Bio�lm formation in porous media is very interesting

subject for many scienti�c researchers, because of its relevance to many industrial processes such

as water treatment, soil bio- mediation, oil recovery andCO2 storage. However, the development

of the bio�lm is not just a passive aggregation of bacteria cells. It involves biological, physical and

chemical interactions with the bacteria's micro-environment. Several studies in macroscopic scale

have shown that hydrodynamic conditions in porous media play an essential role on the dynamics

of bio�lm growth, which in turn a�ects hydrodynamic propert ies of porous media such as

porosity, permeability and pressure drop. In this thesis wehave developed an experimental device

and an appropriate methodology for the characterization ofbio�lm's structure. An experimental

study on the in
uence of 
uid 
ow on the formation and structu re of bio�lms was performed

using a bacterial strain Pseudomonas Putida. Bio�lms were grown in micro Hele-Shaw 
ow

cell (in PDMS or PMMA) under laminar 
ows ( Re = 0 :04 � 2) and fed continuously with

a nutrient medium. Characterization of initial colonizati on was also carried out in order to

examine the statistical variability and reproducibility of experiments. Bio�lm formation on a

solid support under a sheared 
ow (� w = 2 :1 � 10� 3 Pa and � w = 9 :4 � 10� 2 Pa) was evaluated

after 24, 48 and 72h of development. Observations were made under a confocal laser scanning

microscopes using 
uorescent tag. 2D images were taken at di�erent positions in the 
ow cell

and used to perform a 3D reconstruction of bio�lm's structure and an evaluation of its spatial

distribution for an observation area of 12� 12mm2. The results show that bio�lms formation

is not sensitive to initial colonization. A strati�cation of bio�lm was also observed. The inner

layer has a thin thickness (5� 10�m ), but with a dense structure, while the outer layer show

rather a �lamentous structure. The ratio of volume fraction s between these two layers varies

from 3 to 12, depending on the formation time. This di�erence is more important in the case of

low shear stress than that of high shear stress, which means that the upper part of the bio�lm

seems to be controlled by the hydrodynamic conditions. By analyzing the spatial distribution

of the biomass, we found that after 48h, the bio�lm present a signi�cant heterogeneity and the

volume fraction of biomass decreases after 72h for both two hydrodynamic conditions, which

suggests probable detachments or erosions of bio�lm. Concerning the growth kinetics, di�erent

apparent growth rates were observed for each observation time. These values are signi�cantly

below the growth rates observed in free culture medium. Thisresult also indicates a possible

e�ect of hydrodynamics on the growth of bio�lm. This experim ental study of bio�lm formation

in micro-scale allowed us to obtain the information on the bio�lm structural and its apparent

growth rate, as well as the hydrodynamic e�ect on its properties across several pores of the

porous media. This scaling up makes it's possible to developeventually mathematical models to

simulate the evolution bio�lm's morphology and its spatial distribution in the porous medium.



Nomenclature

Lettres Latines

b h� 1 taux de mortalit�e
C Kg:m � 3 concentration
CV � coe�cient de variation
d m diam�etre
D m 3cell:m� 2 densit�e surfacique de la biomasse
Ddif f m2:s� 1 coe�cient de di�usion
DO � densit�e optique
H �m �epaisseur du bio�lm
h m hauteur
K d h� 1 taux de d�etachement
K s kg:m� 3 constante de demi saturation
l m longeur
N cellules nombre de bact�eries
N0 cellules nombre de bact�eries initales
p Pa pression
Q m3:s� 1 d�ebit du 
uide
r x kg:m� 3:h� 1 vitesse de croissance
Re � nombre de Reynolds
S kg:m� 3 concentration du substrat
s m2 surface occup�ee par les bact�eries
t s temps
T � C temperature du milieu
u m:s� 1 vitesse du 
uide
V m3 volume
V ar � variance
w m largeur
X kg:m � 3 concentration en biomasse
X 0 kg:m� 3 concentration initiale en biomasse
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Lettres Grecques

� � fraction volumique de la biomasse
� � facteur de variation
� � porosit�e
� � angle de contact
� nm longeur d'onde
� h � 1 vitesse sp�eci�que de croissance
� kg:m � 3 masse volumique du 
uide
� � l'�ecart type
� w Pa contrainte de cisaillement �a la paroi

Indices et Exposants

bv bact�erie vivante
cv volume de contrôle
em emission
ex excitation
ext couche externe du bio�lm
int couche interne du bio�lm
i position horizontale d'�echantillonnage dans la

chambre d'�ecoulement
j position verticale d'�echantillonnage dans la

chambre d'�ecoulement (direction z)
surf surface de la paroi inf�erieure



Chapitre 1

Introduction g�en�erale

\Certainly we felt that pure, plantonic cultures were the only way to work ; Yet,

in nature, bacteria don't like that, in fact most of them occur in mixed, surface-

dwelling, communities."

Pr. Roberto Kolter, Harvard Medical School

En milieu naturel, 90% des esp�eces bact�eriennes ne viventpas individuellement en suspen-

sion, mais en communaut�es complexes adh�erant �a des surfaces, autrement dit le mode de vie

dominant des bact�eries est probablement enbio�lm . Le bio�lm est une communaut�e de mi-

croorganismes �x�ee �a des surfaces expos�ees �a des environnements humides, en particulier, les

milieux poreux en raison de leur grande surface sp�eci�que.Les premiers bio�lms sont d�ecouverts

en 1683 dans un �echantillon de grattage d'une surface dentaire. Zobell (1943) a observ�e que les

bact�eries colonisent pr�ef�erentiellement les parois des 
acons. Joneset al. (1973) a d�etect�e l'exis-

tence d'une matrice polyosidique autour des aggr�egats microbiens dans les �ltres des stations

d'�epuration. Characklis (1973) a d�emontr�e la tenacit�e et r�esistance des d�epôt microb iens dans

les conduites d'eau industrielles. Juste �a la �n du XXeme Costerton et al. (1978) a propos�e la

premi�ere th�eorie des bio�lms sur la base de l'observation de communaut�es microbiennes sessiles

dans les torrents de montagne. De plus, de nombreuses �etudes ont �et�e e�ectu�ees pour com-

prendre ces syst�emes vivants. Cependant, il y a encore un manque de connaissances g�en�eral sur

la fa�con dont les bio�lms se d�eveloppent, changent et se d�etachent (Wagner et al., 2010).

Les bio�lms sont ubiquitaires, ils concernent le monde animal, v�eg�etal, min�eral, aquatique

ainsi que l'industrie. Les bio�lms ont de nombreux rôles, positifs ou n�egatifs, �a jouer. Ils sont

ainsi fr�equemment identi��es comme �etant la source de lou rds probl�emes industriels. De fait,

l'�elimination des bio�lms constitue un enjeu majeur dans de nombreux secteurs industriels,

de l'agro-alimentaire �a l'industrie lourde en passant par le milieu hospitalier. N�eanmoins, les

bio�lms peuvent aussi être utilis�es pour la production ou l'�elimination de mol�ecules (par �xation

ou biod�egradation) o�u leurs propri�et�es sont mises �a pr o�t. C'est aussi pour cette raison que la

formation du bio�lm dans les milieux poreux repr�esente un domaine pr�ecieux pour la recherche

scienti�que en raison de sa pertinence pour de nombreux processus industriels, tels que le

traitement des eaux, la bio-m�ediation des sols, la r�ecup�eration du p�etrole et le stockage du

5
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dioxyde de carbone.

L'�epuration biologique par bio�ltration est un proc�ed�e �a culture �x�ee permettant l'�epuration

biologique d'e�uents liquides ou gazeux pollu�es. Un bio�l tre est compos�e d'un bassin garni avec

un mat�eriau �ltrant. Son mode op�eratoire consiste �a fair e passer l'e�uent �a traiter au travers

de ce mat�eriaux �ltrant, pr�esent sous forme granulaire de quelques millim�etres de diam�etre. Les

granules servent de support �a la biomasse �epuratrice qui se d�eveloppe sous forme de bio�lms suite

aux �echanges de mati�eres (polluant, oxyg�ene,. . . ) entre le liquide et le bio�lm, le milieu poreux

�etant satur�e. Ces granules pr�esentent une grande surface d'�echange (surface sp�eci�que) ce qui

contribue �a intensi�er ces �echanges avec les micro-organismes. La bio�ltration est couramment

utilis�ee dans les applications industrielles. Ceci s'explique par les nombreux avantages qu'elle

conf�ere par rapport aux traitements par cultures libres. N�eanmoins, les proc�ed�es �a cultures

�x�ees poss�edent quelques inconv�enients.

A�n d'am�eliorer la performance du proc�ed�e, il est n�eces saire de mieux appr�ehender et

d�ecrire la croissance bact�erienne dans un tel syst�eme, notamment les aspects concernant les

couplages entre l'hydrodynamique et la dynamique de d�eveloppement d'un bio�lm. Cependant,

ce probl�eme est complexe en raison de son caract�ere multi-�echelle et multi-physique. En parti-

culier, la description des multiples couplages entre l'hydrodynamique et la croissance du bio�lm

constitue un des verrous scienti�ques �a lever. Pour illustrer la question, la �gure 1.1 indique

plusieurs interactions qui se produisent dans le bio�ltre.Nous pouvons mettre en �evidence des

corr�elations entre (i) les conditions hydrodynamiques ; (ii) le transport des nutriments/ l'acti-

vit�e biologique dans le bio�lm ; (iii) le volume et la morphol ogie du bio�lm (densit�e, porosit�e,

surface sp�eci�que) ; (iv) la composition du bio�lm (l'EPS, la biomasse active et non active . . . )

et (v) le d�etachement et le r�e-attachement des bact�eries du bio�lm. On identi�e un fort cou-

plage entre des m�ecanismes physiques, biologiques et chimiques qui se traduisent �a di��erentes

�echelles : (i) transfert de masse, dynamique de d�eveloppement du bio�lm et r�etroaction sur

l'�ecoulement local (ii) propagation, distribution spati ale du bio�lm et modi�cation de l'hydro-

dynamique �a l'�echelle de quelques pores (iii) traduction de ces e�ets �a l'�echelle globale en termes

de perm�eabilit�e, existence de chemin pr�ef�erentiel et r edistribution des �ecoulements, e�cacit�e de

traitement.

A l'heure actuelle, une grande partie de ces couplages et desprocessus qui les d�ecrivent

sont mal connus. La di�cult�e est d'abord de type m�ethodolo gique lorsqu'on essaie d'aborder

la question du point de vue exp�erimental. La majorit�e des �etudes exp�erimentales e�ectu�ees

implique l'utilisation de r�eacteurs macroscopiques, o�u les conditions hydrodynamiques sont

di�ciles �a contrôler et o�u les mesures se font souvent en utilisant des bilans de masse glo-

baux (Stoodley et al. (2002); Karrabi (2009)). Le d�eveloppement r�ecent de nouvelles techniques

d'imageries (microtomographie aux rayons X) permet en outre des investigations plus �nes et

nouvelles en termes de param�etres accessibles car elles donnent acc�es �a la description en trois di-

mensions du bio�lm dans les milieux poreux. Citons par exemple les travaux de (Ivankovic et al.,

2015; Rolland du Roscoatet al., 2014; Davit et al., 2011).

Malgr�e d'ind�eniables progr�es du point de vue exp�erimen tal, le manque de donn�ees exhaus-

tives sur des processus cl�es fait qu'il n'existe pas actuellement de mod�eles simples et satisfaisants

permettant de d�ecrire �a priori et donc d'optimiser/ou de c ontrôler le pilotage d'un proc�ed�e par
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Figure 1.1 { Sch�eme illustratif de l'interrelation entre les condition s hydrodynamiques et le
bio�lm.

cultures �x�ees. La mani�ere la plus rigoureuse de d�evelopper ce type de mod�ele consisterait �a

�ecrire ces processus �a l'�echelle locale, puis par des techniques de changement d'�echelle de passer

�a l'�echelle macroscopique (Orgogozoet al., 2010; Gol�er et al., 2009; Anthony et al., 2005).

Les processus �a mod�eliser �etant mal connus, beaucoup de mod�eles sont �ecrit directement

�a une �echelle correspondant �a quelques pores en utilisant une formulation de type milieu

continu (Kildsgaard & Engesgaard, 2001; Brovelli et al., 2009). Les �equations g�erent en g�en�eral

des champs de concentration (biomasse, EPS . . . ) pour repr�esenter le bio�lm, des formula-

tions empiriques permettant de remonter �a une fraction volumique. Ces mod�eles n�ecessitent

des lois de fermeture pour certains processus macroscopiques repr�esentatifs des couplages

entre la croissance de la biomasse et le fonctionnement du syst�eme. Parmi ces lois de fer-

meture, citons la perm�eabilit�e e�ective ( Karrabi , 2009; Taylor et al., 1990), la dispersivit�e ef-

fective (Taylor & Ja��e , 1990), les termes d'�erosion et d�etachement du bio�lm ( Rittman , 1982;

Picioreanu et al., 2001), les termes de transfers de masse (Lopez et al., 2003). Pour ne citer

qu'une des di�cult�es auxquelles sont confront�es les mod�elisateurs, la description des lois de

croissances est un point majeur. La plupart du temps, ces lois sont bas�ees sur des cin�etiques

emprunt�ees aux cultures libres : il s'agit de la classique loi de Monod. L'utilisation d'une telle

loi de croissance, adapt�ee aux bio�lms (en utilisant di��e rentes formulations, selon le type d'ap-

proche pour mod�eliser le bio�lm) soul�eve certaines questions :

{ Comme on le verra dans le chapitre2, une bact�erie attach�ee �a une surface subit des chan-

gements physiologiques et ph�enotypiques qui mettent en doute la valeur des constantes

cin�etiques utilis�ees, issues de mesures en exp�erience batch, pour des cultures libres.

{ Consid�erer ces param�etres comme intrins�eques (constant) commence �a être remis en cause

dans la mesure o�u cette adaptation physiologique est un processus dynamique, les bact�eries

s'adaptant aux conditions de stress environnemental ext�erieur.

{ Selon les di��erentes strat�egies de mod�elisation possibles, si ces approches peuvent rendre

compte de certains ph�enom�enes, d'autres processus cruciaux sont repr�esent�es de mani�ere

imparfaite.
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Sur ce simple exemple, on voit bien que des progr�es dans la connaissance de la dynamique

des bio�lms �a l'�echelle locale est un point n�ecessaire, en compl�ement d'investigations r�ealis�ees

aux autres �echelles. Ceci constitue la motivation de ce travail, et de la contribution apport�ee �a

ces questions scienti�ques.

Les travaux de th�ese pr�esent�es dans ce manuscrit sont consacr�es �a l'�etude des bio�lms �a

l'�echelle locale, depuis la taille des bact�eries (environ 1 �m ) jusqu'�a formation d'une structure

continue de bio�lms de l'ordre de quelques centaines de microm�etres. Bien que les dimensions

des installations de bio�ltration utilis�ees pour le trait ement de l'eau soient �a des �echelles bien

sup�erieures, le choix de cette �echelle d'observation locale de quelques centaines de microm�etres

est dict�e par une volont�e de comprendre l'e�et de l'hydrod ynamique sur les propri�et�es de crois-

sance de bio�lms (distribution spatiale, morphologie, cin�etique de croissance) aux �echelles per-

tinentes des objets de traitement : les bact�eries.

La d�emarche scienti�que est pr�esent�ee en six chapitres dans ce manuscrit. Nous verrons

dans un premier temps une synth�ese bibliographique �a propos des bio�lms (composition et

formation), ainsi que les couplages entre les conditions hydrodynamiques et le d�eveloppement

de bio�lms. Dans ce chapitre, nous avons �egalement pr�esent�e les techniques d'observation de

bio�lms les plus utilis�ees.

A�n de montrer les m�ethodes, protocoles et dispositifs exp�erimentaux utilis�es dans ce travail,

le troisi�eme chapitre est d�edi�e �a la pr�esentation d�et aill�ee des exp�eriences r�ealis�ees au cours de

ce travail pour amener �a un protocole �able et reproductibl e.

Le quatri�eme chapitre est consacr�e �a la mise en place des outils de traitement et d'analyse

d'image que nous avons utilis�es.

Sachant que la biomasse du bio�lm est suppos�ee proportionnelle au nombre de bact�eries ini-

tiales, le cinqui�eme chapitre est d�edi�e �a la phase de colonisation initiale des supports d'adh�esion

du bio�lm, avec une analyse de la reproductibilit�e entre les positions analys�ees et la distribution

spatiale.

Dans le sixi�eme et dernier chapitre, nous pr�esentons les m�ethodes d'analyse des donn�ees et

les r�esultats obtenus pour le bio�lm form�e : la taille de l' image repr�esentative, les fractions volu-

miques dans la hauteur du bio�lm, la distribution spatiale, ainsi que la cin�etique de croissance

du bio�lm. La conclusion g�en�erale propose une mise en lumi�ere des r�esultats essentiels et trace

les perspectives qui ont �et�e ouvertes par ce travail de th�ese.



Chapitre 2

Etat de l'art

Les micro-organismes comme les bact�eries, les virus, les champignons, les micro-algues et les

protozoaires sont les formes les plus simples de la vie et ilsconstituent la majorit�e de la biomasse

vivante. Le bio�lm est la principale forme de vie microbienne, en cons�equence il est de plus

en plus �etudi�e en tant que syst�eme d'organisation communautaire pour ces micro-organismes

(Mann & Wozniak , 2012; Wagner et al., 2010; Briandet et al., 2012).

Comme pour toutes les formes de vie communautaires, les bio�lms bact�eriens conf�erent des

avantages biologiques importants pour les organismes qui les constituent, comme par exemple

le r�eagencement strat�egique des bact�eries lorsqu'ils sont expos�es �a des situations de stress envi-

ronnementaux (Mann & Wozniak , 2012; Costerton et al., 1995).

Selon Stoodley et al. (2002), ces adaptations structurelles et les inter-relations entre les

bact�eries du bio�lm sont rendues possibles par l'expression d'ensemble de g�enes qui donnent lieu

�a des ph�enotypes qui di��erent profond�ement des bact�er ies de la même esp�ece sous leur forme

planctonique. Ainsi, il existerait un syst�eme de communication intra et inter-esp�eces, utilis�e

par les bact�eries Gram-n�egatives et Gram-positives, leur permettant de r�eguler une vari�et�e de

fonctions physiologiques.Liu & Tay (2002) rapportent que cette communication entre cellules se

fait par le biais de mol�ecules produites par les bact�eries. Ce ph�enom�ene, appel�e Quorum sensing

ou \cell-to-cell signaling molecules", fournit un m�ecanisme de contrôle de l'expression g�en�etique

en r�eponse �a la densit�e cellulaire dans le bio�lm. Il perm et la mise en �uvre d'une autor�egulation

du bio�lm en regard d'un stress environnemental externe. Des �etudes r�ecentes montrent aussi

que le quorum sensing joue un rôle majeur en permettant aux bact�eries de s'organiser en

communaut�e et de construire des structures architecturales complexes (Miller & Bassler, 2001;

Bassler, 1999; Liu & Tay , 2002). Ainsi, en termes de propagation d'organismes vivants et de

leur aptitude �a coloniser des environnements vari�es, lesbact�eries sont les formes de vie les plus

r�eussies, les bio�lms �etant l'un de leurs m�ecanismes de survie (Costerton et al., 1995).

Les bio�lms peuvent entrâ�ner de nombreux probl�emes dansdivers domaines, comme les

complications occasionn�ees par les contaminations bact�eriennes, notamment dans le secteur

agroalimentaire et dans le domaine m�edical. Malgr�e ces inconv�enients, on constate que dans

plusieurs cas les bio�lms ont des e�ets positifs, ou même vitaux. Par exemple, la colonisation

du tractus intestinal est vital pour la digestion. La colonisation de la surface de racines est

un �el�ement important pour la d�egradation de polluant dan s les sols et leur assimilation par

certaines plantes.

9
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2.1 Qu'est ce qu'un bio�lm

Il n'est pas facile de donner une d�e�nition que l'on peut consid�erer comme juste et compl�ete

de ce que sont les bio�lms. En e�et, ils sont le r�esultat d'un processus cyclique syst�ematique com-

plexe qui comprend le transport et l'adsorption de particules organiques et inorganiques ainsi

que de microorganismes sur une surface humide, et, ensuite la production d'EPS (Exopolysac-

charides) , biopolym�eres qui sont impliqu�es dans le processus de �xation du bio�lm ( Das et al.,

2013). Ces assemblages vivants varient consid�erablement dansleur structure et dans leur com-

position. Cette variation provient justement de ce processus complexe, qui est in
uenc�e par

les caract�eristiques du lieu de formation du bio�lm, les conditions environnementales (nutri-

ment, oxyg�ene, surface d'adh�esion, stress environnemental, temp�erature et pH) et les mol�ecules

pr�esentes initialement sur la surface.

D'une fa�con plus g�en�erale, un bio�lm est une communaut�e de micro-organismes assez com-

plexe, adh�er�ee �a une surface et encapsul�ee dans une matrice de substances polym�eriques ex-

tracellulaires (EPS) produite par les membres de cette communaut�e. Selon Costerton et al.

(1995), cette d�e�nition inclut les agr�egats (par exemple les 
o cs microbiens dans les stations

d'�epurations) et aussi les populations bact�eriennes adh�erant �a des surfaces (par exemple les

bio�lms dans les pores de milieux poreux). Les bio�lms peuvent être constitu�es d'une ou plu-

sieurs esp�eces de bact�eries et se d�evelopper sur des interfaces solides ou liquides vari�ees, que

l'on rencontre par exemple dans l'environnement : fond de rivi�eres, cailloux, racines. . . et dans

les organismes vivants : tube digestifs, plaque dentaire, plaies . . . (Costerton et al., 1987).

Dans les prochains paragraphes nous allons d�ecrire les principaux composants du bio�lm :

bact�eries et substances polym�eriques extracellulaires. Nous allons pr�esenter �egalement les �etapes

de la formation des bio�lms et les e�ets connus ou suppos�es des conditions hydrodynamiques

sur le d�eveloppement des bio�lms.

2.1.1 Les bact�eries

Les bact�eries sont des micro-organismes unicellulaires procaryotes que l'on peut rencon-

trer sous di��erentes morphologies : forme allong�ee ou en b̂atonnets, forme sph�erique, forme

plus ou moins spiral�ee. Les bio�lms compos�es de bact�eries, qui pr�edominent dans une gamme

vari�ee d'�ecosyst�emes, sont souvent des communaut�es multi-esp�eces hautement structur�ees

(Stoodley et al., 2002).

Selon Meyer et al. (2004), les bact�eries sont les plus petits organismes connus, dot�es d'un

m�etabolisme leur permettant de crô�tre et de se diviser parl'assimilation de substances nutri-

tives. Leur diam�etre est habituellement d'environ 1 �m . Comme on peut le voir sur la �gure 2.1

la cellule apparait entour�ee d'une enveloppe rigide, qui lui donne sa forme, sa r�esistance. Elle en-

toure une seconde enveloppe beaucoup plus mince et plus d�elicate, la membrane cytoplasmique.

Entre la paroi et la membrane cytoplasmique se trouve un espace appel�e espace p�eriplasmique.

Le cytoplasme est d�e�ni comme �etant le mat�eriel biologiq ue inclus dans l'espace entour�e par

la membrane cytoplasmique : il comprend la phase liquide (cystosol) et les organites. En tant

que cellules procaryotes les bact�eries sont des organismes particuli�erement simples, caract�eris�ees

par une absence d'organites plus complexes (comme par exemple : le r�eticulum endoplasmique,
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l'appareil de Golgi, les mitochondries et les chloroplastes). Ainsi, le cytoplasme d'une bact�erie

contient uniquement des ribosomes, des substances de r�eserve, des pigments, des vacuoles �a gaz

et l'appareil g�en�etique (�lament d'ADN). En ce qui concer ne la locomotion, certaines bact�eries

poss�edent un 
agelle, des cils ou une capsule externe, qui sont des composants facultatifs de la

cellule procaryote.

Figure 2.1 { La structure typique d'une cellule bact�erienne qui est un organisme procaryote.
(Image r�ealis�e par : Mariana Ruiz Villarreal, LadyofHats (domaine public), via Wikimedia
Commons).

Les bact�eries sont des organismes asexu�es et leur reproduction se fait par division cellulaire.

On appelle cela un mode de reproduction binaire ou scissiparit�e. Dans le cas des bact�eries,

organismes vivants procaryotes, la scissiparit�e consiste en une simple division d'une bact�erie en

deux, l'organisme qui en r�esulte �etant g�en�etiquement e t morphologiquement identique �a l'orga-

nisme m�ere. Ainsi, la croissance bact�erienne implique l'augmentation d'une population qui peut

se produire en milieu liquide,(bacteries en suspension sous forme dite libre ou planctonique),

ou en milieu solide (bact�eries adh�er�ees sur une surface sous forme de bio�lm - bact�eries dites

sessiles).

La croissance bact�erienne peut être classiquement repr�esent�ee selon la �gure 2.2. Cette

croissance est r�ealis�ee en milieu de culture liquide (culture libre) et en conditions de nutriments

non renouvel�ees (en batch). On peut ainsi caract�eriser di��erentes phases pour la vitesse de

multiplication de la culture bact�erienne, phases reconnaissables sur la courbe :

{ Phase `Latence' : il s'agit d'une phase d'adaptation des bact�eries au nouveau substrat

du milieu (adaptation enzymatique). Au cours de cette p�eriode il n'y a pas de division

cellulaire, le taux de croissance est nul (� = 0).

{ Phase `Acc�el�eration' : Cette phase correspond au commencement de la division cellulaire.

{ Phase `Exponentielle' : Dans cette phase on observe une croissance rapide o�u le taux

de croissance atteint un maximum (� = � max ) et reste constant, avec taux de morta-

lit�e presque nul. La dur�ee de la phase exponentielle est tr�es variable en fonction des

caract�eristiques g�en�etiques des bact�eries et des conditions environnementales.

{ Phase `D�ec�el�eration' : Apr�es une p�eriode de croissan ce exponentielle, les conditions envi-
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Figure 2.2 { Allure typique de la croissance bact�erienne en culture libre

ronnementales deviennent d�efavorables du fait de l'�epuisement des nutriments essentiels ,

de l'accumulation de m�etabolites toxiques et de la limitat ion de l'espace disponible.

{ Phase `Stationnaire' : Dans cette phase le taux de croissance devient nul (� = 0).Les

cellules continuent �a se diviser et m�etaboliser, mais unepartie des cellules devient non

viables. Le taux de division cellulaire est tr�es proche du taux de mort cellulaire, ce qui

maintient constant le nombre de cellules viables dans la population. La courbe de crois-

sance atteint un plateau. La dur�ee de la phase stationnaired�epend de l'�equilibre entre

le taux de division cellulaire et le nombre de cellules qui deviendront non viables (mort

cellulaire ou impossibilit�e de diviser) en raison de conditions environnementales de plus

en plus d�efavorables.

{ Phase `D�eclin' : Dans cette phase le taux de croissance estn�egatif ( � < 0). Au cours

de cette phase les cellules perdent leur capacit�e �a se diviser, le taux de mort cellulaire

devient sup�erieur au taux de division et le nombre de cellules viables d�ecrô�t de fa�con

exponentielle jusqu'�a l'extinction compl�ete de la popul ation.

2.1.2 Substances polym�eriques extracellulaires (EPS)

Les substances polym�eriques extracellulaires (en anglais : extracellular polymeric substances

ou EPS) sont des biopolym�eres produits par divers microorganismes : arch�ees, bact�eries et eu-

caryotes. Dans le cas des syst�emes qui nous int�eressent, les EPS sont des biopolym�eres d'ori-

gine microbienne dans lesquels les micro-organismes du bio�lm sont incorpor�es. Ces EPS sont

soup�conn�es de jouer un rôle important dans le d�eveloppement du bio�lm.

Les EPS sont caract�eris�es par leur apparence g�elatineuse. Ils sont responsables de la mor-

phologie, la structure, la coh�esion et l'int�egrit�e fonc tionnelle des bio�lms. Leur composition

d�etermine la plupart de leur propri�et�es physico-chimiq ues et biologiques (Wingender et al.,

1999).

SelonFlemming et al. (2007) ; Das et al. (2013), si les bio�lms peuvent être vus m�etaphoriquement

comme une \ville de microbes", les EPSs repr�esentent alorsles \maisons des cellules du bio�lm"

car ils les abritent des al�eas physiques, biologiques et chimiques rencontr�es dans l'environne-
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ment o�u se d�eveloppe le bio�lm. Les EPS ont ainsi plusieurs fonctions dans le bio�lm, comme

la promulgation de l'adh�erence des bact�eries sur la surface et entre elles, la formation et la

maintenance de la structure du bio�lm, l'augmentation de la r�esistance du bio�lm contre le

stress environmental et la protection du bio�lm contre les pr�edateurs ( Costerton et al., 1995).

Les EPS d�eterminent ainsi un micro-environnement dans lesquelles vivent les cellules du bio-

�lm, micro-environnement caract�eris�e par sa structure ( porosit�e, densit�e, quantit�e d'eau) et ses

propri�et�es (charge du bio�lm, hydrophobie, stabilit�e m �ecanique) :

{ En terme de stabilit�e m�ecanique, les EPS ont ainsi un rôl e protecteur contre la dessiccation

des bio�lms dans les milieux naturels car ils poss�edent unegrande quantit�e d'eau avec un

tr�es grand nombre de liaisons hydrog�enes dans leur structure.

{ En terme de r�eaction �a un stress environnemental, ils peuvent entre autre, prot�eger les

micro-organismes d'�el�ements toxiques. Par exemple, selon des �etudes exp�erimentales in

vitro, les cellules bact�eriennes dans les bio�lms sont plus r�esistantes aux antibiotiques que

les cellules de la même esp�ece �a l'�etat planctonique (Ceri et al., 2001). Teitzel & Parsek

(2003) ont ainsi observ�e que les bio�lms �etaient entre 2 �a 600 fois plus r�esistants au stress

engendr�e par les m�etaux lourds que les cellules en culturelibre.

Les EPSs comptent entre 50% et 90% de la mati�ere organique totale des bio�lms (Evans,

2003). En terme de composition, selonFlemming et al. (2007), contrairement �a la connaissance

commune, les EPSs sont certainement plus que des polysaccharides. Ils comportent, en autre,

une grande vari�et�e de prot�eines, des glycoprot�eines, des glycolipides et, dans certains cas, des

quantit�es surprenantes de l'ADN extracellulaire. Ainsi en ce qui concerne les bio�lms envi-

ronnementaux, les polysaccharides repr�esentent souventuniquement un composant mineur du

biopolym�ere. Cependant, les diverses fonctions de l'ADN des bio�lms commencent seulement �a

�emerger (Das et al., 2013).

En�n, selon Leriche et al. (2000) le taux de production des EPSs ne d�epend pas seulement

du type d'organisme mais est �egalement fonction des conditions en termes de nutriments, âge du

bio�lm, et environnement. Comme on le verra dans un paragraphe ult�erieur, les conditions en-

vironnementales du point de vue hydrodynamique semblent enparticulier avoir une importance

cruciale.

2.1.3 Formation des bio�lms

Selon Stoodley et al. (2002), on distingue cinq �etapes dans le m�ecanisme de formationdes

bio�lms, comme illustr�e sur la �gure 2.3 :

1. la phase de transport et d'attachement des cellules vers un substrat, ainsi que la cr�eation

de ce qu'on appelle un �lm de conditionnement ;

2. l'adh�esion des cellules de fa�con r�eversible avec la production d'EPS ;

3. le d�ebut de la croissance microbienne et de l'�evolutionde l'architecture du bio�lm avec le

d�eveloppement des micro-colonies primaires ;

4. la maturation du bio�lm avec le d�eveloppement des colonies ;
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5. le d�etachement microbien ou le d�etachement de coloniesde bio�lm en r�eponse aux condi-

tions hydrodynamiques.

Suite au d�etachement, les microorganismes (ou colonies) sont dispers�es �a nouveau dans le milieu

environnant, o�u ils peuvent coloniser d'autres portions de la surface.

Figure 2.3 { Les di��erentes �etapes de la formation d'un bio�lm . A chaqu e �etape correspond
une image de d�eveloppement d'un bio�lm de P. aeruginosa (Monroe, 2007).

2.1.4 Mod�elisation de la cin�etique de croissance bact�er ienne

La plupart du temps, la description des lois de croissance est bas�ee sur des cin�etiques em-

prunt�ees aux cultures libres. L'�equation 2.1 pr�esent le mod�ele le plus utilis�e pour d�ecrire la

dynamique de la croissance bact�erienne :

dX
dt

= ( � � b)X (2.1)

o�u X est la concentration en biomasse suppos�ee proportionnelle au nombre de cellules,� le taux

de croissance bact�erienne,b le coe�cient de mortalit�e et t est le temps.

Pour l'application de cette �equation, il faut trouver des l ois de fermeture pour le taux de

croissance (� ) et le taux de mortalit�e ( b). Supposant une cadence de division cellulaire constante,

nous obtenons l'�equation de type exponentiel suivante :

X
X 0

= exp[( � � b)t] (2.2)

Le taux de mortalit�e ( b) est g�en�eralement consid�er�e comme �etant constant, cependant le taux

de croissance (� ) n'est pas constant et d�epend des conditions physico-chimiques. Les substrats,

comme le milieu nutritif ou l'oxyg�ene, peuvent �eventuell ement devenir le facteur limitant de

la vitesse sp�eci�que de croissance. Le mod�ele le plus classique pour cet e�et particulier de

limitation est le mod�ele de Monod (�eq. 2.3). Le mod�ele de Monod (1941) est utilis�e pour rendre
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compte des phases exponentielle, de d�ec�el�eration et stationnaire de la croissance. Les phases

de latence, d'acc�el�eration et de d�eclin ne sont pas consid�er�ees. Ce mod�ele vise �a d�eterminer la

valeur du taux de croissance� , en faisant une analogie avec les syst�emes enzymatiques.

� = � max

nY

i =1

Si

K Si + Si
(2.3)

La param�etre � max , le taux de croissance maximum (en g�en�eralh� 1 ou j � 1), donne le taux de

croissance de la population lorsque celle ci n'est pas limit�ee par la concentration en substrat : la

biomasse croit alors de fa�con exponentielle, et ce d'autant plus vite que � max est grand. Si est

la concentration du substrat i dans le milieu de culture.K Si est la constante de demi saturation

pour le substrat i et �egale en fait �a la concentration telle que le taux de croissance soit inf�erieur

de moiti�e �a sa valeur maximale.

Dans l'�equation 2.3 on constate bien que les substrats sont des facteurs limitants du taux

de croissance bact�erienne. La croissance est ralentie si pour un substrat i , Si est inf�erieure ou

du même ordre de grandeur queK Si . Dans le cas contraire, si on suppose que pour tous les

substrats la concentration Si est consid�erablement sup�erieure �a K Si , on observe une tendance

du taux de croissance� � � max . En�n, le taux de croissance � d�epend de la concentration des

substrats utilis�es pour la croissance. Si l'un des compos�es n�ecessaires �a la nutrition des bact�eries

se trouve en apport limitant, sa concentration r�egle la vitesse des synth�eses cellulaires et le

rythme des divisions.

Il existe d'autres mod�eles que ceux de la loi de Monod. En grande majorit�e ces mod�eles

sont en fait de simples adaptations de la loi de Monod. Nous devons cependant souligner que

tous ces mod�eles propos�es dans la litt�erature conservent une valeur plus ou moins empirique et

sont valables pour une culture pure, un substrat pur et un r�eacteur ferm�e. Ainsi nous ne nous

�etendrons pas plus sur les formulations des cin�etiques decroissance. Retenons juste les points

suivants :

{ s'il existe des e�ets de l'hydrodynamique sur ces cin�etiques, elles n'apparaissent pas ex-

plicitement dans ces lois ;

{ les param�etres intervenant dans les lois cin�etiques ne font apparâ�tre que les conditions

physico-chimiques ;

{ ces lois relient la concentration de biomasse avec la quantit�e de bact�erie. Cependant, la

biomasse dans un bio�lm est repr�esent�ee par la quantit�e de bact�eries conjointement �a la

quantit�e d'EPS ;

{ les param�etres de la loi de Monod sont cal�es sur des valeurs exp�erimentales issues de

cultures en batch o�u les bact�eries sont en suspension. Rien ne prouve que les param�etres

mesur�es soient encore valables dans les bio�lms sous �ecoulement.

En�n, la loi de Monod a �et�e �etablie pour des bact�eries en s uspensions libres, dans des

conditions tr�es favorables de croissance. Ainsi il est di�cile d'utiliser les lois similaires �a la loi

de Monod, pour caract�eriser les cin�etiques de croissance�a l'�echelle du bio�lm.
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2.1.5 Couplages entre les hydrodynamiques et le d�eveloppe ment du bio�lm

Les conditions hydrodynamiques, particuli�erement la vitesse d'�ecoulement et les forces

r�esultantes comme par exemple le taux de cisaillement, in
uencent fortement la structure et

la morphologie du bio�lm, aussi bien que la r�epartition des microorganismes et leur activit�e.

Les di��erentes �etudes men�ees sur le d�eveloppement des bio�lms en pr�esence de conditions

hydrodynamiques vari�ees, montrent que les caract�eristiques du bio�lm comme la quantit�e de

biomasse �x�ee, la production d'EPS, la densit�e et l'�epai sseur, varient consid�erablement suivant

le taux de cisaillement impos�e. Les travaux cit�es ici sont r�ef�erenc�es dans les tableaux 2.1 et 2.2.

L'e�et du cisaillement sur la structure et le comportement du bio�lm est observ�e d�es le

commencement de la formation de bio�lm. Ainsi, Lecuyer et al. (2011) et Mbaye (2011) ont

observ�e l'e�et de la contrainte de cisaillement sur des caract�eristiques de l'adh�esion des cellules

bact�erienne sur supports solides.Mbaye (2011) a mis en �evidence que l'augmentation du temps

de contact initial et de la force ionique favorise l'adh�esion cellulaire. Il a �egalement observ�e le

caract�ere discret du d�etachement : le d�etachement a lieu lorsqu'un seuil de contrainte est at-

teint. Ce seuil est caract�eris�e par une augmentation brusque de la quantit�e de cellules d�etach�ees

(Fig.2.4). En ce qui concerne le taux d'adh�esion,Lecuyer et al. (2011) ont observ�e que l'augmen-

tation de la contrainte de cisaillement entraine une augmentation de l'e�cacit�e du transport des

bact�eries vers la surface accompagn�e d'une diminution dela probabilit�e d'adh�esion sur la surface

(\sticking e�ciency " en anglais) : le nombre de bact�eries a dh�erentes d�ecrô�t exponentiellement

avec le taux de cisaillement. Ils ont �egalement observ�es que le temps de s�ejour caract�eristique de

bact�eries sur la surface avant d'être d�etach�ees, augmente approximativement lin�eairement avec

le cisaillement tant que l'on est en de�c�a d'une valeur critique d'environ 3 Pa (Fig. 2.5). Au del�a

de cette valeur, la probabilit�e de d�etachement augmente (diminution du temps caract�eristique).

Cela est �a relier �a l'e�et de seuil constat�e par Mbaye (2011).

En terme d'activit�e m�etabolique des cellules bact�erien nes, les conditions hydrodynamiques

semblent aussi avoir une importance cruciale.Qi et al. (2008) ont constat�e que plus la contrainte

de cisaillement impos�ee est �elev�ee, plus le temps n�ecessaire pour que les micro-organismes s'ac-

climatent aux conditions environnementales est long.

Mbaye (2011) quant-�a-lui a mesur�e des valeurs exp�erimentales du taux de croissance des

bact�eries P. Putida adh�er�ees sur une surface lors de la phase initiale de d�eveloppement du

bio�lm, pour di��erents taux de cisaillement impos�es, en � ecoulement laminaire. Ces mesures

ont �et�e compar�ees au taux de croissance de ces mêmes bact�eries en culture libre. Les r�esultats

pr�esent�es sur la �gure 2.6 montrent le changement du taux de croissance le taux de cisaillement,

ainsi que les �ecarts entre les taux de croissance obtenus pour les bact�eries �x�ees et les cultures

libres. Il est �a noter que les taux de croissances mesur�es,quelles que soient les conditions

d'�ecoulement, correspondent �a la phase exponentielle, comme illustr�e dans les courbes cin�etiques

de croissance de la �gure2.6.

Sim~oeset al. (2007) ont montr�e quant �a eux que les cellules d'un bio�lm g�en�e r�e par un

�ecoulement turbulent ont une taille r�eduite, avec une dim inution de leur activit�e m�etabolique.

Cette di��erence de l'activit�e m�etabolique est �evalu�e e au travers de l'activit�e respiratoire (lami-
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Auteur num�erique ou
exp�erimentale

Micro-organisme Echelle Dimension Caract�eristiques hydrauliques

Davit et al. (2011) exp�erimentale L'eau brute de la
rivi�ere Garonne
(France)

milieux
poreux

l = 40 mm, dint =
3:5 mm, Mat�eriau granu-
laire : d = 500 �a 3000 �m

Q = 6 mL=min , 3:5 mL=mim , 0:007 mL=s et
0:5 mL=s

Duddu et al.
(2009)

num�erique bio�lm chambre semi-circulaire
2 � 0:5 mm et
rayon=25 �m

u = 0 :83 mm=s (Re = 0 :83) et u = 6 :7 mm=s (Re =
6:7)

Picioreanu et al.
(2000a),test�ee
par Duddu et al.
(2009)

num�erique bio�lm chambre semi-circulaire
2 � 0:5 mm et
rayon=25 �m

u = 0 :83 mm=s (Re = 0 :83) et u = 6 :7 mm=s (Re =
6:7)

Chopp et al.
(2002, 2003)
(m�ethode test�ee
par Duddu et al.
(2009))

num�erique bio�lm chambre semi-circulaire
2� 0:5 mm, rayon=25 �m

u = 0 :83 mm=s (Re = 0 :83) et sans �ecoulement

Lecuyer et al.
(2011)

experimental et
numerique

Pseudomonas aeru-
ginosa

bio�lm 3 cm � 200 �m ou
400 �m � 65 �m

Q = 0 :1 �l=min (� w = 10 � 2 P a) �a Q = 80 �l=min
(� w = 10 P a)

Lemoset al. (2015) exp�erimentale Bacillus cereus bio�lm Le bio�lm se d�eveloppe
autour des cylindres : l =
5 cm, dint = 2 :2 cm

Re = 1000 (� w : 0:02 P a). Re = 3200 (� w = 0 :12 P a)
et Re = 4000 (� w = 0 :17 P a)

Liu & Tay (2002) review
Mbaye (2011) exp�erimentale Pseudomonas

putida
bio�lm 28 mm � 17 mm � 250�m Exp�erience d�etachement : Qmin = 2 :13 ml=min

(umean = 0 :008m=s. Re = 2, � w = 0 :2P a)
Qmax = 750 ml=min (umean = 2 :94m=s, Re = 735.
� w = 70:6 P a)
Exp�erience croissance initiale :Qmin = 0 :1 ml=min
(Re = 0 :09, � w = 9 P a)
Qmax = 10:63 ml=min (Re = 10, � w = 1000 P a)

Table 2.1 { Travaux concernant les couplages entre les conditions hydrodynamiques et le d�eveloppement de bio�lm
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Auteur num�erique ou
exp�erimentale

Micro-organisme Echelle Dimension Caract�eristiques hydrauliques

Qi et al. (2008) exp�erimentale bio�lm bact�erien (bact�erie
non pr�ecis�e)

bio�lm Le bio�lm se d�eveloppe autour
des cylindres :l = 53 mm, dint =
53 mm

u = 0 :032, 0:056 et 0:089 m=s

Pereira et al.
(2002)

exp�erimentale Pseudomonas 
uorescens bio�lm tube semi-circulaire l = 50 cm,
dint = 1 :5 cm. Pi�ece amovible
pour �evaluer le bio�lm : 2 :34 cm2

Laminaire : Re = 2000, u = 0 :21 m=s;
Turbulent : Re = 5500, u = 0 :51 m=s

Rusconi et al.
(2011)

experimental et
numerique

Pseudomonas aeruginosa bio�lm 6 mm � 200 �m � 85 �m angles
dans le canal : 210� �a 330�

Q = 0 :5, 1:0 et 1:5 �L=min

Sim~oeset al.
(2007)

exp�erimentale Pseudomonas 
uorescens bio�lm tube semi-circulaire : l = 45cm,
dint = 1 :6 cm. Pi�ece amovible
pour �evaluer le bio�lm : 1 :75 �
1:25 cm

Laminaire : Re = 2000, u = 0 :20 m=s;
Turbulent : Re = 5200, u = 0 :532 m=s

Stoodley et al.
(1999)

exp�erimentale Pseudomonas aeruginosa.
Pseudomonas 
uorescens.
Klebsiella pneumoniae et
Stenotrophomonas malto-
philia

bio�lm 200 mm � 3 mm � 3 mm Re = 0 �a 5275 ( � w = 10:11 P a)

Tsai (2005) exp�erimentale bio�lm bact�erienne
(bact�erie non pr�ecis�e)

bio�lm Le bio�lm se d�eveloppe autour
des cylindres : l = 18:1 cm,
dint = 15:6 cm

u = 20 cm=s (� w = 0 :07 P a), u =
40cm=s(� w = 0 :17P a) et u = 60 cm=s
(� w = 0 :29 P a)

Vieira et al. (1993) exp�erimentale Pseudomonas 
uorescens bio�lm tube semi-circulaire : l = 50 cm,
dint = 2 :06 cm. Pi�ece amovible
pour �evaluer le bio�lm : 0 :99 �
10� 2 m2

Exp�erience transfert de masse :Re =
8250 �a 14700 (u = 0 :34 �a 0:61 m=s)

Vrouwenvelder et al.
(2010)

exp�erimentale bio�lm bact�erien (bact�erie
non pr�ecis�e)

bio�lm 0:07 m � 0:30 m � 0:04 m E�et d'�ecoulement sur la coh�esion du
bio�lm : Q = 6 L=h (u = 0 :06 m=s) et
Q = 30 L=h (u = 0 :31 m=s)

Table 2.2 { Travaux concernant les couplages entre les conditions hydrodynamiques et le d�eveloppement de bio�lm
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naire : 4:94� 10� 17 mgO2cell� 1min � 1 ; turbulent : 6 :40� 10� 19 mgO2cell� 1min � 1).

Il faut d'ailleurs �a ce stade distinguer l'activit�e m�eta bolique des cellules individuelles dans

le bio�lm de l'activit�e totale du bio�lm. En particulier, l 'activit�e globale du bio�lm va d�ependre

de processus hydrodynamiques li�es au transfert de masse, mais aussi �a la structure du bio�lm

(morphologie, densit�e cellulaire, r�esistance au transfert...).

Ainsi, des auteurs tels queLemoset al. (2015); Vrouwenvelder et al. (2010); Qi et al. (2008);
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Figure 2.5 { Lecuyer et al. (2011) : (a) in
uence de la contrainte de cisaillement sur le taux
d'adh�esion ; (b) in
uence de la contrainte de cisaillement sur le temps de s�ejour caract�eristique.
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.

Liu & Tay (2002); Pereira et al. (2002); Stoodley et al. (1999); Vieira et al. (1993) ont constat�e

que le taux de cisaillement (en condition laminaire ou turbulente) d�etermine la morphologie

du bio�lm. Plus le taux de cisaillement est �elev�e, plus les bio�lms d�evelopp�es sont compacts et

denses avec une morphologie moins h�et�erog�ene qu'en laminaire (Fig.2.7). Ils pr�esentent aussi

une coh�esion entre les microorganismes plus importante parrapport aux bio�lms d�evelopp�es �a

un plus bas taux de cisaillement.

Une partie de l'explication de cette morphologie di��erent e est li�ee au fait que le taux de

cisaillement provoque un d�etachement du bio�lm plus ou moins important (�erosion continue ou

d�etachement de patch). Ce ph�enom�ene s'accompagne de l'attachement ou r�e-attachement plus

ou moins important des bact�eries dans une autre zone, entrâ�nant une redistribution spatiale

des bact�eries. Le rôle important que peut prendre la g�eom�etrie du syst�eme d'�ecoulement sur

cette morphologie est report�e parRusconi et al. (2011). Ils ont mis en �evidence que la variations

du champ hydrodynamique dû au changement de la tortuosit�ede microcanaux (leur syst�eme

d'�etude) in
uence �egalement la structure du bio�lm. Ils o bservent notamment la formation de

\streamers" (la formation d'�elongations dans la structur e du bio�lm), attribu�es �a d'�ecoulement

secondaire.

En ce qui concerne les ph�enom�enes de transfert,Vieira et al. (1993) et Lopez et al. (2003)

constatent que la di�usion interne dans le bio�lm est fortement d�ependante des conditions hydro-

dynamiques impos�ees par le 
uide circulant au-dessus de lacouche microbienne (en conditions

turbulentes). Les changements de structure observ�es (bio�lm plus mince et dense, avec une plus

forte coh�esion entre les composants du bio�lm quand le cisaillement augmente) s'accompagnent

d'une di�usivit�e interne moins importante. Le coe�cient d e transfert de masse interne dans le
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Figure 2.7 { Di��erentes structurations du bio�lm : la contrainte de cis aillement pari�etal aug-
mente entre les clich�es (a) et (e)

bio�lm ne semble pas changer de mani�ere signi�cative dans la gamme de cisaillement ou Rey-

nolds �etudi�e.

En ce qui concerne la production d'EPS,Qi et al. (2008) ont d�emontr�e que la s�ecr�etion des

expolym�eres est une sorte de r�eponse physiologique d�efensive du micro-organisme �a l'augmen-

tation des contraintes de cisaillement. L'augmentation brusque des contraintes de cisaillement

sur le bio�lm augmente signi�cativement la s�ecr�etion d'e xopolym�eres apr�es une p�eriode d'accli-

matation. Ils interpr�etent cette r�eponse biologique des bact�eries �a travers un renforcement de

la matrice d'EPS comme une protection contre les forces exerc�ees par le 
uide. N�eanmoins, une

fois que le bio�lm a r�etabli un �etat d'�equilibre, la s�ecr �etion des EPS chute �a volume relativement

constant.

Lemoset al. (2015) ont observ�e que les bio�lms form�es sous plus fort taux de cisaillement

�etaient plus r�esistants �a des traitements m�ecaniques, ou une combinaison entre un traitement

chimique et m�ecanique, par rapport �a ceux form�es sous taux de cisaillement plus faibles. Ce-

pendant, ils n'ont pas trouv�e une relation directe entre l' augmentation de la contrainte de

cisaillement et la production d'EPS.

Sim~oeset al. (2007) quant �a eux ont observ�e que le bio�lm g�en�er�e par un �eco ulement tur-

bulent produisait moins de matrice de polym�ere extracellulaire que les bio�lms g�en�er�es par un

�ecoulement laminaire. Ce fait est associ�e �a la diminution de l'activit�e m�etabolique cellulaire d�ej�a

�evoqu�ee dans un paragraphe pr�ec�edent. Cependant l'activit�e globale du bio�lm en condition tur-

bulente est plus grande (malgr�e cette diminution de l'activit�e m�etabolique) car ils observent �a

la fois une plus grande densit�e cellulaire (nombre de cellules/cm2) et une plus grande masse de

bio�lm par unit�e de surface.

Tsai (2005) ont rapport�e un e�et de la vitesse d'�ecoulement sur le comportement dynamique
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des bact�eries du bio�lm. Les r�esultats exp�erimentaux on t montr�e que la quantit�e de cellule (en

CFU/ cm2) du bio�lm �etait ind�ependante de l'�ecoulement pour des c ontraintes de cisaillement

�egale �a 0:07 et 0:17 Pa mais �etait signi�cativement a�ect�ee lorsque la contrain te de cisaillement

a �et�e augment�ee jusqu'�a 0 :29 Pa (r�eduction de quantit�e des bact�eries en terme de CFU/ cm2)

(Fig.2.8). Leur conclusion est que l'augmentation de la contrainte de cisaillement pouvait favo-

riser �a la fois la di�usion des nutriments et de l'oxyg�ene d ans le bio�lm ainsi que le transport

de bact�erie vers la surface. Cependant, si le cisaillementest excessif, la formation du bio�lm

n'en est pas facilit�e dans la mesure o�u ces contraintes de cisaillement excessives entrainent le

d�etachement du bio�lm et son endommagement. SelonDuddu et al. (2009) il est clair que les

crit�eres de d�etachement bas�es uniquement sur la forme dela structure du bio�lm, sans prendre

en compte les e�ets d'�ecoulement local, ne sont pas appropri�ees. La �gure 2.9 montre les si-

mulations num�eriques pr�esent�ees dans leur travail. Ces observations sont �a relier aux e�ets de

seuils d�ej�a observ�es par Lecuyer et al. (2011) et Mbaye (2011).

(a) (b)

(c)

Figure 2.8 { Tsai (2005) : Cin�etique de croissance bact�erienne �a di��erents tau x de cisaillement.

En conclusion, on constate ainsi que la r�esistance au transfert d�epend des conditions hydro-

dynamiques impos�ees mais �egalement de la structure du bio�lm. On observe qu'une contrainte

de cisaillement �elev�ee peut conduire �a une augmentation de la turbulence, ce qui facilite le

transport de masse dans le bio�lm. Par voie de cons�equence,le bio�lm se structure de mani�ere

plus compacte, �a cause d'une contrainte de cisaillement �elev�ee, qui �a son tour peut r�eduire la

di�usivit�e du substrat dans les bio�lms. Pour r�esumer, le s conditions hydrodynamiques peuvent

avoir un double e�et sur la structure du bio�lm ( Qi et al., 2008; Liu & Tay , 2002).
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(a) Re = 0 :83 (Picioreanu et al., 2000a) (b) Re = 6 :7 (Picioreanu et al., 2000a)

(c) Sans �ecoulement (Chopp et al., 2002, 2003) (d) Re = 0 :83 (Chopp et al., 2002, 2003)

(e) Re = 0 :83 (Duddu et al., 2009) (f) Re = 6 :7 (Duddu et al., 2009)

Figure 2.9 { Duddu et al. (2009) : (a) et (b) Croissance du bio�lm simul�e en utili-
sant le mod�ele cin�etique de Picioreanu et al. (2000a) (a) Re = 0 :83 ; t= 0 ; 1; 2; 3; 3:5; 4; 4:5
jours (b) Re = 6 :7 ; t = 0 ; 20; 40; 60; 80; 100; 120 jours ; (c) et (d) Croissance du
bio�lm simul�e en utilisant le mod�ele cin�etique de Chopp et al. (2002, 2003) (c) Sans
�ecoulement, t = 0 ; 1:2; 3; 5; 7; 9; 11:2; 13:4; 15:6; 17:8; 20 jours et (d) Re = 0 :83 ; t =
0; 0:06; 1:4; 2:5; 3:7; 4:9; 6; 7:3; 8:5; 9:6; 10:7 jours ; (e) et (f) Croissance du bio�lm simul�e en utili-
sant le mod�ele cin�etique de Duddu et al. (2009), les r�esultats sont pour le taux de d�etachement
�elev�e ; (e) Re = 0 :83 ; t = 0 ; 1:1; 2:4; 3:8; 5:2; 6:7; 8:2; 9:6; 11:1; 12:4; 13:8 jours. (f) Re = 6 :7 ;
t = 0 ; 0:07; 1:5; 2:1; 3; 3:6; 4:4; 5:1; 5:8; 6:4; 6:9 jours.

2.2 Technique d'observation

La mesure de la croissance bact�erienne en bio�lms peut être r�ealis�ee par di��erentes tech-

niques, comme les mesures directes (par exemple la d�etermination du poids sec ou humide), ou

les mesures indirectes (comme la turbidit�e, densit�e optique DO). Ces techniques, classiquement

utilis�ees en microbiologie, permettent uniquement d'observer dans un environnement donn�e

le comportement global d'une population microbienne : les r�esultats obtenus repr�esentent la

moyenne du comportement de chaque individu constituant la population observ�ee.

Ces r�esultats obtenus avec ces techniques classiques peuvent être int�eressantes car on obtient

un r�esultat statistique g�en�eral. Cependant, comme nous l'avons expliqu�e auparavant, dans le

bio�lm, pour laquel le m�ecanisme organisationnel n'est que partiellement connu, ces structures

complexes permettent l'adaptation de la population globale aux stimuli exog�enes. Ils assurent

ainsi des fonctions sp�eci�ques des populations structur�ees (Paolozzi, 2015). Ainsi, on constate



24 CHAPITRE 2. ETAT DE L'ART

que pour mieux comprendre le processus de structuration du bio�lm, il est n�ecessaire d'avoir

une observation �a l'�echelle bact�erienne.

La microscopie �electronique �a transmission (MET) et la mi croscopie �electronique �a balayage

(MEB) sont utilis�ees pour �evaluer la structure de bio�lms . Ces techniques fournissent des images

�a haute r�esolution, cependant elles ont des limites li�ees �a la p�en�etration de l'�echantillon et

n�ecessitent la d�eshydratation de l'�echantillon, ce qui peut perturber l'observation de la struc-

ture du bio�lm. L'observation au microscope confocal �a balayage laser (CLSM), conjointement

avec le marquage 
uorescent du bio�lm est la technique la plus souvent utilis�ee pour acqu�erir

des donn�ees �a propos du bio�lm. Cette m�ethode permet l'observation non destructive dans

l'�etude in situ des bio�lms. Il permet aussi l'�etude de la s tructure physique des bio�lms (recons-

truction 3D), le suivi du d�eveloppement d'un bio�lm, et l'� evaluation de la r�eponse d'un bio�lm

�a l'environnement ( Carvalho & Fonseca, 2007). Cette technique d'observation du bio�lm est

accompagn�ee de l'acquisition, du traitement et de l'analyse d'images.

Kuehn et al. (1998) ont propos�e une m�ethode automatis�ee pour l'acquisitio n et l'analyse

d'image. Pour l'analyse d'images, ils ont utilis�e un outil d'analyse d'image (QUANTIMET 570).

Pour tester cette m�ethode, des bio�lms monocultures d�evelopp�es sur chambre d'�ecoulement ont

�et�e observ�es sous microscope confocal. Selon les auteurs, les r�esultats obtenus sont compa-

tibles avec d'autres travaux exp�erimentaux. Givskov et al. (2000) et Xavier et al. (2003) ont

�egalement d�evelopp�e des programmes pour l'analyse 3D dubio�lm. Le programme d�evelopp�e

par Givskov et al. (2000) (Comstat) utilise un seuillage manuel des images acquises, tandis que

Xavier et al. (2003) propose un seuillage automatique. Pour tester ces programmes d'analyse

d'images, Givskov et al. (2000) ont �egalement d�evelopp�e des bio�lms monocultures form�es sur

chambre d'�ecoulement et observ�es sous microscope confocal. Xavier et al. (2003) ont test�e leur

programme avec des images de bio�lms provenant de di��erentes con�gurations exp�erimentales.

Beyenal et al. (2004b) ont d�evelopp�e davantage les programmes r�ealis�es parGivskov et al. (2000),

Xavier et al. (2003) et leur programme (ISA). Cela a permis d'obtenir un unique programme

qui traite un plus grand nombre de param�etres d'une fa�con automatique (seuillage automa-

tique), obtenant ainsi une m�ethode d�ecrivant mieux la str ucture du bio�lm. Pour la binarisa-

tion des images, ils ont utilis�e la m�ethode de seuillage \s�election it�erative", car ils ont suppos�e

qu'une proc�edure automatique est plus reproductible que dans le cas d'op�erateurs humains

(Beyenal et al. (2004a) et Yang et al. (1999)).

Cependant, on constate que la d�etermination d'un seuil pour la binarisation des images est

un travail complexe et �a part enti�ere. Pour extraire les par am�etres morphologiques statistique-

ment signi�catifs �a partir d'une s�erie d'images du bio�lm , une m�ethode �able et pr�ecise de

seuillage d'image est n�ecessaire. SelonYang et al. (2001), les seuillages des images du bio�lm

pr�esentent une di�cult�e suppl�ementaire par rapport �a d 'autres �etudes cit�ees dans la litt�erature :

la d�etection des bords dans le bio�lm. Des �etudes utilisant des mat�eriaux 
uorescents ou des cel-

lules microbiennes isol�ees poss�edant g�en�eralement une taille standard, constituent une r�ef�erence

pratique pour estimer la pr�ecision des proc�edures d'analyse d'image appliqu�ee. Dans le cas du

bio�lm, il n'y a pas une taille standard car il pr�esente plus ieurs tailles d'agr�egats di��erents.
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Le choix du seuil est subjectif et, dans une m�ethode manuelle, d�epend de la compr�ehension

de l'op�erateur �a propos du contenu analys�e. Ainsi, id�ea lement, une m�ethode automatis�ee est

pr�ef�erable pour �eviter le jugement personnel de l'op�er ateur. Yang et al. (2001) ont v�eri��e la

performance de cinq types de seuillages automatiques d'image. Ils ont utilis�e le seuillage ma-

nuel comme r�ef�erence pour �evaluer la pr�ecision des proc�edures de seuillage. En comparant les

r�esultats des seuillages automatiques r�ealis�es avec leseuillage manuel, la m�ethode de s�election

it�erative (utilis�e par Beyenal et al. (2004b)) pr�esente un meilleur r�esultat par rapport aux autres

m�ethodes automatiques test�ees.

Pourtant, il est di�cile d'a�rmer qu'une m�ethode automati que de seuillage des images

sera appliqu�ee avec succ�es sur tous les bio�lms et sur la totalit�e du bio�lm. G�en�eralement,

selon la densit�e du bio�lm et la profondeur de la couche observ�ee, le passage de la lumi�ere

est plus ou moins perturb�e, entrainant des images plus bruit�ees, ce qui complique davantage

l'automatisation du seuillage.

Comme indiqu�e pr�ec�edemment, pour obtenir des r�esultat s acceptables, il est indispensable

d'avoir une m�ethode �able de seuillage d'image. On estime qu'un seuillage automatique est

important, d'autant plus dans la mesure o�u une quantit�e d' images consid�erable est n�ecessaire

pour avoir des donn�ees repr�esentatives. En revanche, a�nd'avoir des donn�ees �ables, un contrôle

visuel syst�ematique s'impose. Ce contrôle n�ecessaire peut être r�ealis�e en comparant les images

trait�ees aux images originales.

2.3 Micro
uidique

Pour mieux comprendre les e�ets de l'hydrodynamique sur le bio�lm �a micro �echelle, des

syst�emes micro
uidiques ont �et�e utilis�es, permettant l'observation des cellules individuelles sous

conditions environnementales contrôl�ees.

La micro
uidique apparâ�t dans les ann�ees 1990 comme une branche des syst�emes mi-

cro�electrom�ecaniques, plus connus en Anglais sous l'acronyme de MEMS (pour Micro Electro

Mechanichals Systems). SelonTabeling (2003), la micro
uidique est la discipline qui �etudie la

manipulation et le contrôle de 
uides simples ou complexes, mono ou multiphasiques dans des

microsyst�emes arti�ciels. La dimension des canaux micro
uidiques (hauteur ou largeur) doit

être comprise entre 1�m et 1 mm.

Les dispositifs micro
uidiques trouvent leur application dans divers domaines comme les

syst�emes analytiques, les dispositifs biom�edicaux, lesoutils de la chimie et de la biochimie, et

les syst�emes pour la recherche fondamentale (McDonald et al., 2000). Nous pouvons observer

dans le tableau2.3 que les dimensions caract�eristiques des �el�ements d'int�erêt de la microbiologie

s'appliquent bien �a la micro
uidique. Ainsi, �a micro-�ec helle, les syst�emes micro
uidiques sont

de plus en plus utilis�es pour observer le d�eveloppement dubio�lm ( Tabeling, 2003).

Comme vu dans la section2.1.3, apr�es l'attachement des bact�eries �a la surface, les bact�eries

forment des microcolonies dont l'�evolution se traduit par la formation d'un bio�lm dont la

dimension caract�eristique en terme de hauteur varie dans une gamme allant d'une dizaine �a

quelques milliers de microns. La technologie micro
uidique est donc d�ej�a bien adapt�ee car les

�echelles de tailles vis�ees (de la bact�erie au bio�lm lui même) sont compatibles avec la plupart
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des technologies d�evelopp�ees dans le domaine de la micro
uidique.

Ces syst�emes permettent de contrôler pr�ecis�ement les conditions hydrodynamiques et des

param�etres environnementaux tels que la temp�erature et la pression. Ce contrôle, dans des dis-

positifs miniaturis�es, o�re de nombreuses perspectives en recherche dans le domaine de l'analyse

des bio�lms (Whitesides, 2006). En particulier, la maitrise des conditions environnementales �a

petite �echelle o�re la possibilit�e d'�etudier plus �neme nt l'�etude de l'�evolution de leur structure

sous di��erents contraintes dont les contraintes induites par les conditions hydrodynamiques.

Cette observation �a l'�echelle locale a permis un progr�es consid�erable de la recherche dans les

domaines de la biologie cellulaire.

Element Taille
Epaisseur de la membrane cellulaire 10 nm
Lysosome 200 nm
Prokaryote 1-10 �m
Bact�erie E.Coli 2 �m
Mitochondrie 3 �m
Eucaryote 10 - 30�m

Table 2.3 { Tailles de cellules et constituants cellulairesTabeling (2003).

2.3.1 Les avantages et inconv�enients de la micro
uidique

En tant que technologie, la micro
uidique o�re de nombreux avantages et peu d'inconv�enients

(Whitesides, 2006). La micro
uidique permet d'analyser et de manipuler des cellules indivi-

duelles avec des conditions environnementales bien pr�ecises. Les informations chimiques et

biochimiques ne sont plus r�eduites �a une moyenne sur une population macroscopique mais

deviennent disponibles pour chaque cellule.

Par rapport �a des exp�eriences r�ealis�ees �a macro-�echelle, la micro
uidique pr�esente plu-

sieurs avantages comme : (i) le coût plus faible pour la fabrication et l'utilisation du syst�eme

d'�ecoulement ; (ii) la diminution du temps d'analyse ; (iii ) la r�eduction de la consomma-

tion de r�eactifs ; (iv) la r�eduction de la production de sou s-produits potentiellement nocifs

(McDonald et al., 2000) ; (v) la manipulation et la st�erilisation de petites quant it�es, ce qui

r�eduit consid�erablement le risque de contamination par d'autres microorganismes et (vi) une

plus grande facilit�e �a mettre en �uvre des exp�eriences en parall�eles (ou en s�eries), ce qui acc�el�ere

l'acquisition de donn�ees.

Cependant, les syst�emes micro
uidiques pr�esentent quelques inconvenients. Par exemple,

la quantit�e consid�erable des �etapes �a suivre lors de la fabrication des moules et des syst�emes

micro
uidiques. Un autre inconv�enient est li�e au fait que les petits canaux peuvent s'obstruer

facilement : par cons�equent les syst�emes micro
uidiquessont di�cilement r�eutilisables car ils

sont di�ciles �a nettoyer. En toute rigueur, chaque exp�eri ence n�ecessite une nouvelle fabrica-

tion ( Becker & Gartner, 2000). Dans le prochain paragraphe nous citerons quelques avantages

et inconv�enients sp�eci�ques des micro-chambres d'�ecoulement con�cue avec l'�elastom�ere Poly-

dim�ethylsiloxane (PDMS).
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2.3.2 Polydim�ethylsiloxane - PDMS

L'�elastom�ere PDMS est le mat�eriau le plus couramment uti lis�e en micro
uidique principa-

lement pour les applications en microbiologie en raison de ses nombreux avantages en regard

des quelques inconv�enients qu'il g�en�ere. C'est une technologie dite \douce" et ces m�ethodes ont

pour principe la r�ealisation d'une puce �a partir d'un moul e.

Selon McDonald et al. (2000), le PDMS est un excellent mat�eriau pour la fabrication de

syst�emes de micro-canaux pour une utilisation avec des �echantillons biologiques dans des so-

lutions aqueuses. Plusieurs raisons sont avanc�ees : (i) ilest optiquement transparent de sorte

qu'il peut être utilis�e pour un certain nombre de sch�emas de d�etection ; (ii) il durcit �a des

temp�eratures basses ; (iii) il est non toxique ; les bact�eries peuvent être cultiv�ees directement

sur les syst�emes micro
uidiques ; (iv) il peut être d�efor m�e de mani�ere r�eversible ; (v) il peut être

scell�e �a lui-même ou dans autre mat�eriau de mani�ere r�e versible ou irr�eversible apr�es le traite-

ment de la surface au plasma (�a l'�echelle atomique avec la formation de liaisons covalentes) ; (vi)

sa chimie de surface peut être contrôl�ee par des techniques relativement bien d�evelopp�ees et (vii)

en tant qu'�elastom�ere, il peut se mouler parfaitement sur les surfaces bien lisses ou rugueuses,

ainsi que former des d�etails �a l'�echelle du micron avec une grande �d�elit�e et une grande facilit�e

de reproduction (r�eplique par moulage). Un autre avantageest que le PDMS est un mat�eriau

peu coûteux, simple et rapide �a mettre en oeuvre.

Cependant, le PDMS a quelques inconv�enients. Les plus contraignants pour les cultures

d'organismes sur puce sont : (i) le PDMS est un �elastom�ere hydrophobe et il est di�cile de le

mouiller avec des solutions aqueuses. Ainsi, il peut y avoirla formation de bulles �a l'int�erieur du

syst�eme de micro-canaux di�ciles �a enlever (nucl�eation des bulles) ; (ii) Il est sujet �a l'adsorp-

tion des esp�eces hydrophobes ; (iii) on constate une certaine �evaporation des phases aqueuses

�a travers le PDMS ; (iv) il est souvent incompatible avec l'u tilisation de solvants inorganiques,

ou avec des solut�es organiques de faible poids mol�eculaire et (v) il est �egalement sensible aux

temp�eratures �elev�ees. Malgr�e ces limitations d'utili sation, le PDMS est le dispositif micro
ui-

dique le plus utilis�e en microbiologie compar�e aux autres�elastom�eres ou plastiques.

2.4 Conclusion

Les travaux pr�esent�es dans ce chapitre, nous permettent de rendre compte du degr�e impor-

tant du couplage entre l'hydrodynamique et la dynamique bact�erienne, avec l'in
uence �evidente

du r�egime d'�ecoulement sur l'activit�e et la composition du bio�lm.

On observe l'in
uence de l'hydrodynamique sur le transfert de nutriments et d'oxyg�ene �a

l'int�erieur du bio�lm, mais �egalement sur la structure et la morphologie du bio�lm (production

d'EPS, taux de croissance, d�etachement, densit�e, porosit�e . . . ), avec un fort couplage entre les

m�ecanismes physiques, biologiques et chimiques.

De ce fait, l'objectif de cette �etude consiste �a mettre au point une m�ethodologie pour �etudier

l'in
uence des param�etres hydrodynamiques sur le d�eveloppement du bio�lm mono esp�ece

(bact�erie Pseudomonas Putida) �a l'�echelle locale. On cherche �a analyser l'in
uence �e ventuelle

d'un changement du \stress" hydrodynamique sur la distribution spatiale, la morphologie et
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la cin�etique de croissance bact�erienne dans le bio�lm. Cetravail de recherche vise �egalement �a

obtenir des donn�ees quantitatives repr�esentatives de laformation du bio�lm avec les analyses

en trois dimensions �a l'�echelle locale.

Pour que les donn�ees soient plus faciles �a interpr�eter, les exp�eriences doivent se produire

dans un environnement contrôl�e. Pour cela, en se basant sur les connaissances acquises de la

litt�erature, une micro-cellule d'�ecoulement a �et�e con �cue dans l'optique d'imposer un cisaillement

contrôl�e dans la zone d'�etude. Nous avons utilis�e deux mod�eles des chambres d'�ecoulement mi-

cro
uidique : une chambre d'�ecoulement avec l'�elastom�e re PDMS et une chambre d'�ecoulement

en PMMA (polym�ethacrylate).



Chapitre 3

Mat�eriels et M�ethodes

Ce chapitre est consacr�e aux m�ethodes, protocoles et dispositifs exp�erimentaux utilis�es au

cours de ce travail a�n de proc�eder �a la culture et �a l'obse rvation des bio�lms.

On pr�esente dans un premier temps le systF�eme biologique utilis�e (micro-organisme et milieu

de culture). En particulier certains tests ont �et�e e�ectu �es a�n de d�e�nir le protocole optimal

pour la pr�eparation du milieu de culture et la pr�e-culture des bact�eries.

Dans un deuxi�eme temps, les divers dispositifs exp�erimentaux d�evelopp�es au cours de la

th�ese sont pr�esent�es. Une attention particuli�ere est p ort�ee sur le coeur de ces dispositifs, �a

savoir les micro-chambres d'�ecoulements utilis�ees dansce travail. En particulier, en plus d'une

chambre en PMMA (pr�ec�edemment utilis�ee dans la th�ese de Mbaye (2011) , mais que nous

avons modi��ee), nous avons d�evelopp�e un nouveau dispositif bas�e sur une technique de moulage

et l'utilisation d'un polym�ere (PDMS). La quali�cation de l'hydrodynamique des chambres est

pr�esent�ee dans cette partie �a partir de simulations num�eriques.

En�n, dans un troisi�eme temps, nous pr�esentons la technique d'observation mise en �uvre

dans la th�ese. Cette technique est bas�ee sur l'utilisation d'un microscope confocal et n�ecessite

l'utilisation de 
uorochromes. De nombreux tests, destin�es �a valider la possibilit�e ou non, de

visualiser certains composants du bio�lm sont pr�esent�es dans cette partie ainsi que des tests

permettant de jauger la compatibilit�e des divers 
uorochr omes entre eux.

3.1 Syst�eme biologique

3.1.1 Souche bact�erienne

Le microorganisme s�electionn�e pour cette �etude est la souche bact�erienne Pseudomonas

putida DSM 6521 (L'Institut Leibniz DSMZ-Collection allemande de microor ganismes et de

cultures cellulaires). Nous la noteronsP. putida par la suite.

P. putida est une bact�erie gram-n�egative qui se trouve couramment dans les sols et les mi-

lieux aquatiques (Pardo & Guadalix, 1996). Elle a d�ej�a �et�e utilis�ee dans les travaux de th�ese de

Mbaye (2011). Il s'agit d'une bact�erie non pathog�ene qui peut d�egrad er un grand nombre de

compos�es di��erents du carbone, y compris certains d'entre eux qui sont des polluants toxiques.

Cette bact�erie est couramment utilis�ee pour la bio-rem�e diation dans les industries p�etroli�eres et

chimiques. Elle se d�eveloppe par duplication cellulaire selon un m�etabolisme �energ�etique pure-

29
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ment respiratoire (organisme a�erobie strict). Pour son d�eveloppement, elle n'a pas de facteurs

de croissance particuliers, en dehors de carbone et �egalement d'azote et de phosphore.

Pseudomonasest un genre de microorganisme unicellulaire en forme de bâtonnet droit

(diam�etre : 0 :7 �a 1:1 �m ; longueur : 2:0 �a 4; 0 �m ). Elle peut se d�evelopper dans une gamme

de temp�erature comprise entre 4 et 40� C. La croissance �a 4� C est relativement faible ; au-del�a

de 40� C, la croissance est impossible. La croissance deP. putida est optimale pour un pH

proche de la neutralit�e (pH = 6.8) ; elle est impossible en dessous de 4.5 (Palleroni, 1984). Se-

lon Rochex et al. (2004), la surface cellulaire deP. putida est hydrophile en raison d'un fort

caract�ere "donneur d'�electrons", comme le r�ev�ele la m�ethode de partition MATS (Microbial

Adhesion To Solvents).Power et al. (2007) ont �egalement con�rm�e ce caract�eres hydrophile par

des mesures d'angle de contact (� compris entre 36� et 49� � 8� selon le substrat d'adh�esion)

3.1.2 Milieux de culture

En microbiologie, un milieu de culture est un milieu qui poss�ede des �el�ements essentiels �a la

multiplication des bact�eries et permet leur d�eveloppement. Deux milieux de culture sont utilis�es

pour �etudier le comportement des bact�eries P. putida : le milieu liquide Luria Broth (LB) et le

milieu solide Luria Broth Agar (LA).

3.1.2.1 Milieu Luria Broth (LB)

Le milieu de culture LB est une solution standard classiquement utilis�ee pour e�ectuer des

cultures bact�eriennes. La solution LB est constitu�ee de trois composants principaux : extraits de

levure, peptone cas�eine et chlorure de sodium. Les extraits de levure fournissent des vitamines,

des acides amin�es et de l'azote, essentiels �a la croissance des bact�eries. La peptone constitue

une source de peptides et d'acides amin�es. Le chlorure de sodium est ajout�e pour maintenir

la solution �a une force ionique donn�ee et apporter �egalement des min�eraux n�ecessaires �a la

croissance bact�erienne. La solution est ajust�ee �a pH 7 etautoclav�ee �a 121� C pendant 20 minutes.

Le milieu de culture qui circule dans la chambre d'�ecoulement et celui utilis�e pour l'�elaboration

de la pr�e-culture sont des variations du milieu LB. Les sections suivantes pr�esentent les essais

pour �etablir la meilleure formule de ce milieu, qui sera utilis�ee au cours de cette �etude. Nous

avons ainsi analys�e l'e�et des di��erents milieux de cultu re sur la croissance bact�erienne deP.

putida. Pour simpli�er le calcul du taux de croissance, le milieu nutritif doit être compos�e d'un

nombre r�eduit de composants (substrats), tout en permettant la croissance des bact�eries. Deux

variations du milieu LB ont �et�e test�e, il s'agit du milieu LB sans Peptone et du milieu LB avec

Peptone (LB standard).

Nous avons pr�epar�e un volume de 100ml de chaque milieu en 4 exemplaires. Une colonie

de bact�eries est pr�elev�ee sur la bô�te de petri avec le milieu LA pr�epar�e la veille (voir la section

3.1.2.3). Les bact�eries P. putida ont �et�e cultiv�ees dans ces milieux de culture pendant 25 heures.

La population de bact�eries en suspension a ensuite �et�e d�etermin�ee par la mesure de la densit�e

optique DO600 (absorbance �a 600nm).

Les r�esultats de la mesure de la densit�e optique pour les deux variations du milieu LB sont

pr�esent�es sur la �gure 3.1. Comme nous pouvons le constater, dans le milieu LB avec peptone,

la valeur de DO600 de la suspension bact�erienne est plus grande que celle dansles milieux LB
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sans peptone : environ 1 unit�e plus �elev�ee. Ceci correspond �a environ 40% d'augmentation de la

DO600. La même courbe montre que le milieu LB sans Peptone assure d�ej�a le d�eveloppement de

la suspension bact�erienne. Comme expliqu�e dans le paragraphe pr�ec�edent, on cherche le milieu

constitu�e d'un nombre r�eduit de composants pour simpli�e r le calcul du taux de croissance.

C'est pour cette raison que le milieu LB sans peptone a �et�e choisi pour alimenter la chambre

d'�ecoulement. Il contient : 5 g=l de l'extrait de levure et 5 g=l de chlorure de sodium. Par la

suite, nous appelons ce milieu \le milieu LB modi��e".
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Figure 3.1 { Densit�e optique moyenne (absorbance 600nm) pour les deux milieux de culture :
milieu LB sans Peptone et milieu LB avec Peptone (LB standard)

3.1.2.2 Milieu Luria Broth Agar (LA)

Le milieu Luria Broth Agar est en fait un milieu Luria Broth st andard dans lequel on ajoute

9g/l d'agar solidi��e. La solution est �egalement ajust�ee �a pH 7. Apr�es st�erilisation en autoclave

( 121� C pendant 20 minutes), le milieu est vers�e dans des bô�tes de P�etri st�eriles et laiss�e �a

refroidir et �a solidi�er sous hotte �a 
ux laminaire. Les boi tes ainsi pr�epar�ees sont utilis�ees pour

stocker les cultures bact�eriennes.

3.1.2.3 Pr�e-culture

La pr�e-culture est la solution bact�erienne de P. putida qui sera dilu�ee pour être inject�ee

dans la chambre d'�ecoulement pour la colonisation initiale de la surface d'observation.

Dans les travaux deMbaye (2011), la pr�e-culture �etait pr�epar�ee �a parti d'�echantill ons de

P. putida pr�elev�es �a partir d'une bô�te de p�etri fournie par le LT HE et contenant du milieu de

culture solide LA. Pour pr�eparer cette boite de p�etri, sel on le mode de pr�eparation du laboratoire

LTHE, une culture contenant 20% de glyc�erol st�erile, conserv�ee �a � 20� C, est pr�ealablement

d�econgel�ee (culture stock). Elle est inocul�ee dans un milieu LB standard pendant 24 heures

sous agitation �a 180 rpm et �a T = 30 � C. Cette culture bact�erienne est ensuite �etal�ee sur

une bô�te de p�etri contenant le milieu LA pendant 48 heures. La bô�te de p�etri est conserv�ee
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�a 4 � C et utilis�ee pendant plusieurs semaines. Cependant, �a T= 4� C, les bact�eries peuvent

continuer �a se multiplier, et il peut y avoir aussi un changement de m�etabolisme des bact�eries.

De plus, la d�econg�elation et la recong�elation r�ep�etit ive de la culture peuvent �egalement a�ecter

le m�etabolisme de ces cellules.

Pour que les exp�eriences soient reproduites dans des conditions identiques, un mode de

pr�eparation du milieu de culture plus rigoureux a �et�e mis en place. Ainsi la culture est pr�elev�ee

sans être d�econgel�ee au moyen d'un inoculateur en inox. Elle est ensuite �etal�ee sur des bô�tes de

p�etri contenant le milieu LA. Le milieu est cultiv�ee pendan t 23 heures �a 30� C dans un incubateur

statique. Apr�es 23 heures, un pr�el�evement sur la bô�te est r�ealis�e pour la pr�eparation de la pre-

culture. La colonie pr�elev�ee est ensuite incub�ee dans unmilieu de culture LB jusqu'�a atteindre

la phase exponentielle o�u les bact�eries sont en conditions optimales. Nous obtenons ainsi notre

pr�e-culture.

Il est possible d'utiliser le milieu LB standard ou modi��e p our pr�eparer la pr�e-culture car

ces deux milieux ont des avantages et des inconv�enients. Enutilisant le milieu LB standard pour

la pr�e-culture, les bact�eries vont atteindre la phase exponentielle beaucoup plus vite qu'avec le

milieu de culture LB modi��e. Par contre il va y avoir un chang ement de milieu de culture au

moment de la dilution de la pr�e-culture, dans la mesure o�u la pr�e-culture est dilu�ee avec le milieu

LB sans peptone avant d'être inject�ee dans la chambre d'�ecoulement remplie �egalement avec le

milieu LB sans peptone. SelonSherwoodet al. (2010), le passage d'un milieu riche �a un milieu

pauvre (shift-down) provoque une croissance en �equilibreinstable, car les vitesses de synth�eses

des composants cellulaires varient les unes par rapport auxautres, jusqu'�a ce qu'un nouvel �etat

d'�equilibre soit atteint. Dans l'exp�erience de shift-do wn, il y a une p�eriode de latence parce

que les cellules ont besoin de temps pour fabriquer les enzymes n�ecessaires �a la biosynth�ese de

nutriments disponibles. Les cellules deviennent plus petites et se r�eorganisent, d'un point de

vue m�etabolique, jusqu'�a ce qu'elles soient capables de se d�evelopper �a nouveau. En utilisant

directement le milieu LB modi��e, il n'y a pas de changements de milieux de culture pendant

les essais. Ainsi les bact�eries ne ressentent pas le stressprovoqu�e par un changement du milieu

de culture qui peut occasionner des modi�cations de leur comportement.

A�n de d�eterminer le milieu de culture, le volume et le temps d'inoculation pour atteindre

la phase exponentielle, des mesures des cin�etiques de croissance des bact�eries ont �et�e e�ectu�ees.

La cin�etique de croissance est mesur�ee pour quatre volumes di��erents de chaque milieu : 2, 3,

4 et 7 ml . A�n d'�etablir de fa�con rigoureuse la quantit�e de bact�e ries initiale �a utiliser dans

l'exp�erience de d�eveloppement de bio�lm, nous avons mesur�e la cin�etique de croissance. Pour

cela, nous avons pr�elev�e sous hotte �a 
ux laminaire une colonie sur la bô�te de p�etri qui a ensuite

�et�e inocul�ee dans les quatre milieux di��erents. De mani �ere g�en�erale, on consid�ere qu'une seule

bact�erie donne une seule colonie (Unit�e Formant Colonie -UFC) sur un milieu de culture LA

(bô�te de p�etri). Des milieux de culture contenant des colonies pr�elev�ees �a partir de la bô�te

de p�etri sont cultiv�es dans une �etuve �a temp�erature con stante T = 30 � C et sous agitation

de 180 rpm. Les valeurs deDO600 de chaque �echantillon sont relev�ees au cours du temps

d'incubation.

A�n de v�eri�er la reproductivit�e de l'exp�erience, �a cha que analyse trois exemplaires ont �et�e

compar�es. La �gure 3.2, montre l'�evolution de la DO600 en fonction du temps d'inoculation. La



3.1. SYST�EME BIOLOGIQUE 33

0.1

1

10

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

D
O

 6
00

 n
m

Temps (heures)

2ml
3ml
4ml
7ml

(a) Cin�etique de croissance bact�erienne : milieu LB avec peptone
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(b) Cin�etique de croissance bact�erienne : milieu LB sans peptone

Figure 3.2 { Cin�etique de croissance bact�erienne (DO600) avec la bact�erie P. putida et les
milieux LB sans et avec peptone.

�gure (a) correspond au milieu LB sans peptone, et la �gure (b) correspond �a celui avec peptone.

Les valeurs deDO600 correspondent aux valeurs moyennes des trois exemplaires analys�es. Le

tableau 3.1montre le taux de croissance bact�erienne pour les di��erents milieux LB avec di��erents

volumes.

Comme �evoqu�e auparavant, des pr�ecautions ont �et�e pris es pour que la quantit�e de bact�eries

initiale soit la plus constante possible (pr�el�evement d'une colonie sur le milieu LA). Malgr�e cela,

nous ne pouvons pas avoir une certitude que la quantit�e de bact�eries initiale inocul�ee est la même



34 CHAPITRE 3. MAT �ERIELS ET M �ETHODES

� ([h� 1]) � ([h� 1])
Volume Milieu LB LB sans peptone LB avec peptone
2 ml 1:0 1:2
3 ml 0:7 0:7
4 ml 0:7 0:8
7 ml 1:0 0:9
Moyenne 0:85 0:9

Table 3.1 { Taux de croissance bact�erienne� dans la phase exponentielle pour les di��erents
milieux LB.

pour tous les exemplaires. Les valeurs deDO600 mesur�ees �a l'instant z�ero ne peuvent pas être

prises en compte car l'erreur de mesure de l'instrument d'analyse de laDO (spectrophotom�etre)

est grande par rapport �a la mesure de laDO initiale ( DO600 initiale proche de 0.002). De ce

fait, les courbes de cin�etique de croissance bact�eriennene peuvent pas être normalis�ees.

Comme observ�e sur les courbes pr�esent�ees sur la �gure3.2, les pentes de la phase exponen-

tielle pour les deux milieux (milieu LB sans et avec peptone)sont semblables. Cette observation

est con�rm�ee par le tableau 3.1, o�u les taux de croissance bact�erienne dans la phase exponen-

tielle sont du même ordre de grandeur. Ainsi nous consid�erons que la peptone n'in
uence pas

(ou tr�es peu) la phase exponentielle.

Pour la pr�eparation de la pr�e-culture, nous cherchons �a avoir un volume pr�esentant un temps

d'incubation adapt�e pour les essais de d�eveloppement du bio�lm. Comme �evoqu�e pr�ec�edemment,

le pr�el�evement de la pr�e-culture doit être fait pendant la phase exponentielle, o�u le taux de

croissance est maximal et le taux de mortalit�e presque nul.La pr�e-culture doit �egalement avoir

une concentration bact�erienne importante.

Comme mentionn�e ant�erieurement le taux de croissance bact�erien dans la phase exponen-

tielle pour les deux milieux de culture sont du même ordre degrandeur. Ainsi, nous avons

choisi d'utiliser le milieu LB sans peptone car, comme cela ad�ej�a �et�e dit auparavant, l'avantage

d'utiliser le milieu de culture LB modi��e est qu'on �evite u n changement de milieu de culture

au moment de la dilution de la pr�e-culture ou au moment de l'injection des bact�eries dans la

chambre d'�ecoulement, pr�ec�edemment remplie avec le milieu LB modi��e. Ainsi, les bact�eries ne

seront pas soumises �a un e�et \shift-down" qui provoque une croissance en �equilibre instable.

Pour la suite de travail, nous allons utiliser un volume de 3ml LB modi��e pour la pr�eparation

de la pr�e-culture. Le pr�el�evement de la solution bact�er ienne sera r�ealis�e apr�es 4 heures d'incuba-

tion (T = 30 � sous agitation �a 180 rpm), ce qui correspond �a uneDO600 d'environ 1, autrement

dit, vers le milieu de la phase exponentielle. Ce temps d'incubation est ad�equat et adapt�e �a la

logistique n�ecessaire �a la mise en place du protocole exp�erimental complet.

En conclusion, dans ce travail, le microorganisme s�electionn�e pour le d�eveloppement du

bio�lm mono-esp�ece est la bact�erie P. putida, d�ej�a util is�ee dans les travaux de th�ese deMbaye

(2011). Di��erents milieux de cultures ont �et�e �etudi�es, dans le but de trouver un compromis entre

la composition du milieu de culture et les temps de cultures des bio�lms ou des pr�e-cultures.

Ainsi, un milieu plus simple en terme de sources de carbone rend plus facile d'�eventuelles

interpr�etations ult�erieures en terme de cin�etique de cr oissance. Il s'est av�er�e qu'un milieu LB
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sans peptone o�rait un tel compromis car la peptone in
uencetr�es peu la croissance.

Pour assurer une reproductibilit�e des exp�eriences que nous r�ealiserons, il �etait en outre

n�ecessaire de s'assurer, que d�es la phase de pr�e-culture, l'�etat m�etabolique des bact�eries pr�elev�ees

pour �etablir cette pr�e-culture soit le plus stable possib le. C'est pourquoi nous avons modi��e le

protocole standard utilis�e jusque-l�a. En particulier, ( i) nous �evitons la d�econg�elation de la culture

stock pour e�ectuer le pr�el�evement bact�erien permettan t la pr�eparation des boites de p�etri qui

seront incub�ees et serviront �a l'inoculation des pr�e-cu ltures (ii) ces boites de p�etri ne sont pas

conserv�ees pour être r�eutilis�ees et une boite de p�etri est pr�epar�ee syst�ematiquement �a chaque

fois qu'une pr�e-culture est n�ecessaire. De même, pour �eviter des e�ets de shift-down (passage

d'un milieu riche �a un milieu pauvre) et un stress bact�erie n, le milieu LB modi��e sans peptone

sera utilis�e quelles que soient les �etapes au cours des exp�eriences (pr�e-culture, croissance du

bio�lm)

3.2 Dispositifs exp�erimentaux

Le dispositif exp�erimental est compos�e des �el�ements suivants : un syst�eme d'injection du mi-

lieu nutritif (LB modi��e), une chambre d'�ecoulement o�u l e bio�lm est d�evelopp�e, un microscope

pour faire la visualisation et la capture des images, un r�eservoir �a l'aval pour la r�ecup�eration

des d�echets.

Pour �etudier le d�eveloppement du bio�lm sous faible cisaillement, un pousse-seringue mul-

ticanaux (KDScienti�c, mod�ele Legacy 220) est utilis�e po ur alimenter la chambre d'�ecoulement

(Fig.3.3). Pour �etudier le d�eveloppement du bio�lm sous fort cisai llement, le pousse-seringue

est remplac�e par un syst�eme d'alimentation gravitaire �a pression constante (Fig.3.4).

Ce second syst�eme est compos�e : d'un r�eservoir de stockage, d'une pompe-p�eristaltique et

d'un deuxi�eme r�eservoir (r�eservoir d'alimentation) av ec un dispositif de d�ebordement. Le dispo-

sitif fonctionne grâce �a un syst�eme de double r�ecipient (r�eservoir d'alimentation) o�u le niveau de

la colonne d'eau est gard�e constant, selon le sch�ema illustratif de la �gure 3.5. Le dispositif de

d�ebordement permet d'envoyer le 
uide vers la chambre d'�ecoulement avec un d�ebit constant :

le d�ebordement du 
uide dans le r�eservoir d'alimentation est renvoy�e dans le r�eservoir de sto-

ckage pour garder un niveau constant du milieu LB modi��e et ainsi une alimentation en continue.

Figure 3.3 { Syst�eme d'alimentation pousse-seringue multicanaux
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Figure 3.4 { Syst�eme d'alimentation �a d�ebit constant
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Figure 3.5 { Sch�ema illustratif du syst�eme gravitaire
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3.2.1 Chambre d'�ecoulement

Nous avons utilis�e des chambres d'�ecoulement dans l'optique d'�etudier le d�eveloppement

de la croissance des bact�eries deP. putida et l'in
uence �eventuelle de l'�ecoulement sur ce

d�eveloppement et sur la structure du bio�lm �a micro �echel le (quelques centaines de microns).

Les 3 chambres pr�esent�ees par la suite utilisent comme plaque inf�erieure une lamelle en

verre borosilicat�e transparent. L'angle de contact de la lamelle en verre apr�es la proc�edure de

nettoyage (�ethanol �a 70% puis rin�cage avec de l'eau type 1st�erilis�ee) est de 37� . Par la suite

nous d�enommerons les dimensions des chambres d'�ecoulement et ses composants : \l" pour la

longueur, \w" pour la largeur et \h" pour la hauteur.

3.2.1.1 Chambre d'�ecoulement pour l'observation au microscope �a 
u orescence

Pour les observations des bio�lms sous microscope �a 
uorescence, une chambre d'�ecoulement

micronique a �et�e sp�ecialement con�cue pendant la th�ese de Mbaye (2011) (Fig. 3.6.a). Un sch�ema

illustratif est pr�esent�e sur la �gure 3.6.b. La plaque sup�erieure en polym�ethacrylate de m�ethyle

(PMMA) a les dimensions suivantes :l = 75 mm, w = 25 mm, et t = 13 mm. Elle est perc�ee

de puits d'entr�ee et de sortie. La plaque inf�erieure (lamelle en verre) sert de support d'adh�esion

aux bact�eries. Ses dimensions sont :l = 22 mm, w = 32 mm et h = 0 :15 mm.

Un joint d'�etanch�eit�e (Gene Frame, Thermo Scienti�c) de dimension int�erieure : l = 28 mm,

w = 17 mm et h = 250 �m est coll�e entre la plaque inf�erieure et le support sup�erieur, ce

qui permet de cr�eer un micro canal parall�el�epip�edique p our l'�ecoulement tout en assurant son

�etanch�eit�e par rapport au 
uide. Les dimensions de ce canal sont pr�esent�ees sur �gure 3.6.c. La

zone d'observation est de :l = 20 mm, w = 17 mm et h = 250 �m (zone en gris). Par la suite

nous d�enommerons cette chambre : \chambre en PMMA".

3.2.1.2 Chambre d'�ecoulement pour l'observation sous MCBL 
uoresce nce

Le microscope confocal �a balayage laser - MCBL (en anglais CLSM pour confocal laser

scanning microscope) permet de r�ealiser des images bien d�e�nies et de tr�es faibles profondeurs de

champs. Ceci exige que la chambre d'�ecoulement soit bien plane et horizontale sur la platine du

microscope pendant la visualisation et la r�ealisation desimages,ceci, sur l'ensemble de l'image,

sans avoir de d�ecalage dans la nettet�e de l'image.Pour lesobservations sous microscope confocal,

nous avons utilis�e deux mod�eles de chambres d'�ecoulement : Chambre d'�ecoulement en PMMA

et chambre d'�ecoulement PDMS.

Chambre d'�ecoulement en polym�ethacrylate de m�ethyle (PMMA)

Nous avons modi��e la chambre d'�ecoulement con�cue pendant la th�ese de Mbaye (2011) pour

le microscope �a 
uorescence (Olympus mod�ele IX70) du LRP a�n qu'elle soit mieux adapt�ee �a

la platine du microscope confocal. La nouvelle chambre d'�ecoulement est moins �epaisse et plus

�etroite dans sa longueur (Dimension : l = 50 mm, w = 25 mm et h = 9 mm), avec l'entr�ee

et la sortie situ�ee au-dessus de la chambre d'�ecoulement ;cela rend la chambre plus stable et

�evite qu'elle se d�eplace pendant les observations, commele montre la �gure 3.7.a. Un sch�ema
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Figure 3.6 { (a) Chambre en PMMA ( Mbaye, 2011) ;(b) Sch�ema de la chambre en PMMA
(Mbaye, 2011) et (c) Dimensions de la zone d'�ecoulement du 
uide. En gris les dimensions de
la zone d'observation.
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illustratif est pr�esent�e sur la �gure 3.6.b.
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Figure 3.7 { (a) Chambre en PMMA modi��e ; (b) Sch�ema de la chambre en PMMA modi��e et
(c) Dimensions de la zone d'�ecoulement du 
uide. En gris lesdimensions de la zone d'observation.

Nous avons repris le même joint d'�etanch�eit�e pour d�eli miter la zone d'�ecoulement du 
uide.

Pour le support d'adh�esion nous utilisons la lamelle en verre ayant une taille qui couvre la

totalit�e de la chambre d'�ecoulement ( l = 50 mm et w = 24 mm). Ceci permet d'avoir la partie

inf�erieure de la chambre d'�ecoulement bien horizontale et reposant sur la platine du microscope,

sans porte-�a-faux. Cela permet de fournir des images sans d�ecalage du plan focal. La zone

parall�el�epip�edique d'�ecoulement est cr�e�ee �egalem ent par le joint d'�etanch�eit�e ( l = 28 mm,

w = 17 mm et h = 250 �m ) et la zone d'observation est aussi del = 20 mm, w = 17 mm et
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h = 250 �m (Fig. 3.6.c). Par la suite nous d�enommerons cette chambre : \chambreen PMMA

modi��ee".

Comme �evoqu�e dans la section2.3.1 (chapitre 2), les syst�emes micro
uidiques sont norma-

lement �a usage unique car ils sont di�ciles �a nettoyer. Deu x probl�ematiques majeures existent

pour le nettoyage du syst�eme micro
uidique en PMMA : celui-ci ne peut pas être autoclav�e et

les petits canaux d'alimentation peuvent s'obstruer facilement (Fig.3.7). De plus, dans notre cas,

des 
uorochromes sont utilis�es lors des essais, ce qui rendle nettoyage encore plus d�elicat. Ce-

pendant, pour cette chambre, nous avons pris la d�ecision dela r�eutiliser en raison de contraintes

de coût et de temps de fabrication consid�erablement �elev�es.

Au cours des exp�eriences avec cette chambre, nous avons n�eanmoins constat�e pour certaines

exp�eriences des contaminations du syst�eme d'�ecoulement par des bact�eries autres queP. putida,

ce qui nous a amen�e �a rejeter les r�esultats obtenus lorqu'il y avait contamination. L'ensemble

du syst�eme d'�ecoulement est pr�ealablement st�erilis�e avant chaque exp�erience, �a l'exception de la

chambre car le PMMA ne peut pas être autoclav�e. De ce fait, la seule hypoth�ese vraisemblable

est que les contaminations proviennent de la chambre d'�ecoulement, probablement �a travers des

spores bact�eriens form�es dans la chambre. Nous avons exp�eriment�e plusieurs techniques de net-

toyage de la chambre, comme par exemple l'utilisation d'un bain ultrasonore ou d'un bain avec

un m�elange d'�ethanol et d'hypochlorite de sodium ou l'exp osition �a une lampe �a rayons ultra-

violets. Malgr�e cela, nous avons encore rencontr�e des probl�emes de contaminations sur plusieurs

essais ce qui a conduit �a leur invalidation. Pour r�esoudre cette probl�ematique, nous avons mis

en �uvre une nouvelle technique d'�elaboration en concevant une chambre d'�ecoulement �a usage

unique utilisant l'�elastom�ere PDMS. Cette chambre est d�etaill�ee dans le prochain paragraphe.

Chambre d'�ecoulement avec l'�elastom�ere Polydim�ethylsil oxane (PDMS)

Comme �evoqu�e dans la section2.3.2(chapitre 2), la fabrication des syst�emes micro
uidiques

avec l'�elastom�ere PDMS a de nombreux avantages, comme parexemple le coût relativement

bas du produit et le temps rapide de fabrication de la chambre. Ainsi, �a chaque exp�erience une

nouvelle chambre a �et�e fabriqu�ee pour minimiser d'�even tuelles contaminations. La chambre en

PDMS et son sch�ema illustratif sont pr�esent�es sur la �gur e 3.8.a et 3.8.b, respectivement.

Le protocole de fabrication de la chambre d'�ecoulement en PDMS suit 2 �etapes : la fabrication

du moule, o�u sera coul�e le PDMS, puis la fabrication du syst�eme micro
uidique. Ces 2 �etapes

ont �et�e r�ealis�ees au laboratoire Liphy. L'annexe A d�etaille ces 2 �etapes de fabrication.

Pour que la partie inf�erieure de la chambre d'�ecoulement s'ajuste parfaitement sur la platine

du microscope et soit bien plane et horizontale, la chambre en PDMS aura les mêmes dimensions

que la "chambre en PMMA modi��ee", ainsi ses dimensions en \x" et \y" sont les mêmes que la

lamelle en verre utilis�ee comme support d'adh�esion (l = 50 mm et w = 24 mm). La dimension

ext�erieure en z de la chambre est d'au moins 1:5 mm, suivant la quantit�e de PDMS coul�e dans le

moule. L'entr�ee et la sortie sont situ�ees �egalement au-dessus de la chambre d'�ecoulement. Selon

les dimensions montr�ees sur la �gure3.8.c, la zone d'�ecoulement du 
uide est de : l = 45 mm,

w = 17 mm et h = 210 �m . La zone d'observation (en gris) est de :l = 20 mm, w = 17 mm et

h = 210 �m .

Le rapport d'aspect du syst�eme micro
uidique est le rapport entre la profondeur (hauteur)
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(a)

Sortie du fluide

E ��� � �  du fluide Zone d'observation

E ��� � �  de la celule Hele-Shaw

Sortie de la celule Hele-Shaw

(b)

4� � �

210 µm

1

�

�

�

20 mm

(c)

Figure 3.8 { (a) Chambre en PDMS ; (b) Sch�ema de la chambre en PDMS et (c) Dimensions
de la zone d'�ecoulement du 
uide. En gris les dimensions de la zone d'observation.

et l'ouverture (largeur) du circuit 
uidique. Selon Tabeling (2003), on se limite g�en�eralement �a

des rapports d'aspect sup�erieurs �a 0:05, �a cause de la d�eformabilit�e de l'�elastom�ere.

Pour r�ealiser des comparatifs avec les essais r�ealis�es sur la chambre en \PMMA modi��e",

nous voulons essayer de garder les mêmes dimensions de la zone d'observation sur les chambres

en PDMS. Le rapport d'aspect de la chambre en PDMS est de 0:01 (y = 17 mm et z = 210 �m ),

ce qui est inf�erieur �a 0 :05 : cela pourrait entrâ�ner des e�ets de d�eformation du syst�eme au cours

des essais. Pour avoir un syst�eme micro
uidique en PMDS moins d�eformable, nous avons alors

pris quelques pr�ecautions :

{ Les chambres ont �et�e consid�erablement �epaissies, avec une �epaisseur d'au moins 1:5 mm ;
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{ L'utilisation du PMDS Sylgard 184 (Dow Corning) permet d'ob tenir un bon compromis

entre la rigidit�e et la facilit�e de d�emoulage ;

{ Le temps de r�eticulation de ce PDMS est de 48 heures �a la temp�erature ambiante (25 � C)

et 35 minutes �a 100� C. Pour assurer la r�eticulation compl�ete de l'�elastom�er e, et ainsi

augmenter la rigidit�e, �a la �n de la fabrication du syst�em e, celui est plac�e dans un four �a

65� C pendant plus de 48 heures.

Un autre point du rapport d'aspect, est le collage de la lamelle de verre sur le syst�eme en

PMDS. Selon le protocole pr�esent�e sur l'annexeA.2, le PDMS se colle facilement sur une lamelle

de verre �a l'aide d'un traitement plasma. Cependant, avec un rapport d'aspect inf�erieur �a 0 :05,

la partie sup�erieure du micro-canal peut �egalement coller sur la lamelle en verre, supprimant

ainsi le passage du 
uide. Pour �eviter que la zone d'�ecoulement soit obstru�ee pendant le collage

de la lamelle en verre, un cache en plastique a �et�e con�cu avec les mêmes dimensions que la zone

d'�ecoulement. Ce cache est mis sur la zone d'�ecoulement avant le traitement plasma et il est

retir�e avant la pose de la lamelle en verre. Avec ce cache, lazone d'�ecoulement n'est pas a�ect�ee

par le traitement plasma assurant que la zone de collage de lalamelle en verre soit constitu�ee

uniquement par les bords de la chambre.

3.2.2 Caract�erisation de l'hydrodynamique des chambres d' �ecoulement

A�n d'�etudier l'in
uence des conditions hydrodynamiques sur la croissance et la structure du

bio�lm, il est indispensable d'avoir un r�egime d'�ecoulem ent bien �etabli et contrôl�e dans la zone

d'observation, d'o�u l'importance et la rigueur �a accorde r au dimensionnement des syst�emes

d'�ecoulement. En particulier, la forme de l'entr�ee et de l a sortie doit être bien choisie pour

atteindre un r�egime �etabli le plus rapidement possible. Bakker et al. (2003) ont compar�e les

pro�ls de vitesse obtenus par la simulation num�erique pourdes chambres d'�ecoulement de formes

di��erentes. Les r�esultats de ces simulations ont montr�e que la forme de la taille de l'entr�ee et la

sortie des chambres d'�ecoulement pouvaient avoir une in
uence sur le r�egime hydrodynamique.

Le tableau 3.2 pr�esente quelques exemples des dimensions des syst�emes micro
uidiques pour

l'�etude de la formation de bio�lm.

Ainsi, comme nous pouvons l'observer �a partir de ce tableau, de part ses dimensions, notre

syst�eme di��ere de la plupart des chambres d'�ecoulement de tr�es faibles dimensions couramment

utilis�ees dans le domaine de la micro
udique : la chambre d'�ecoulement que nous avons con�cue

comporte un microcanal rectangulaire de surface 28mm � 17 mm et une hauteur �egale �a 250 �m

pour la chambre en PMMA modi��e et �egale �a 210 �m pour la chambre PDMS.

Cette g�eom�etrie a �et�e choisie a�n de cr�eer une zone d'ob servation �a cisaillement uniforme,

sans e�et des bords, avec une surface d'observation su�samment grande. La surface de la zone

d'observation doit en e�et permettre une prise des images sur l'ensemble du bio�lm a�n de

d�elimiter la surface minimale repr�esentative du bio�lm.

Pour les deux premi�eres versions de la g�eom�etrie du syst�eme (chambre en PMMA et chambre

en PMMA modi��e), la section divergente de l'entr�ee permet tait d'avoir une r�epartition uniforme

du 
ux la plus rapide possible. En�n, quelques soient les versions, l'entr�ee et la sortie de la cellule

ont �et�e r�ealis�ees de mani�ere sym�etrique a�n de minimi ser les zones de recirculation qui pourraient
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Auteur Microorganisme Mat�eriaux Longueur x Largeur y Hauteur h
Rupprecht et al. (2012) Dictyostelium discoideum PDMS 36 mm entr�ee : 200 �m

et sortie : 5 mm
(forme conique)

50; 100; 150�m

Janakiraman et al.
(2009)

Pseudomonas aeruginosa PDMS 8 mm 600 �m 250 �m

Meyer et al. (2011) Escherichia coli PDMS 2 cm 500 �m 100 �m
Bahar et al. (2010) Acidovorax citrulli PDMS 3:7 cm 80 �m 50 �m
Park et al. (2011) Pseudomonas aeruginosa PDMS 300 �m 40 �m
Rusconi et al. (2010) Pseudomonas aeruginosa PDMS 200 �m 100 �m
Rusconi et al. (2010) Pseudomonas aeruginosa PDMS 88:5 mm 200 �m 85 �m
Benoit et al. (2010) Pseudomonas aeruginosa Polystyr�ene canal long (forme

serpentin)
370 �m 70 �m

Richter et al. (2007) Pichia pastoris et Candida
albicans

PDMS 3 mm 1 mm 20 �m

Table 3.2 { Quelques exemples des dimensions des syst�emes micro
uidiques pour l'�etude de la formation de bio�lm.
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a�ecter l'�ecoulement dans la zone d'observation. Le design de la sortie de ces chambres a comme

objectif d'�eviter l'accumulation des bio�lms et des gazes form�es pendant la respiration cellulaire

�a l'int�erieur des chambres.

3.2.2.1 Hypoth�eses sur le r�egime d'�ecoulement

Du fait des faibles dimensions de la chambre et du petit rapport d'aspect (hauteur/largeur),

l'�ecoulement cr�e�e dans le microcanal est laminaire et presque partout du type Hele-Shaw, sauf

pr�es de l'entr�ee et de la sortie. La vitesse verticale est tr�es faible et l'�ecoulement peut être

consid�er�e en premi�ere approximation comme bidimensionnel :

u =

8
><

>:

ux = u(z)

uy = 0

uz = 0

(3.1)

La vitesse du 
uide s'�ecrit alors :

u(z) = 6 umean

� � z
h

�
�

� z
h

� 2
�

(3.2)

o�u umean est la vitesse moyenne du 
uide qui passe par la section verticale du microcanal :

umean = Qin =(h � w). Le pro�l th�eorique de la vitesse d'�ecoulement est parabolique. La

contrainte de cisaillement �a la paroi not�ee � w est donn�ee par la relation suivante :

� w = �
du
dz

�
�
�
�
w

=
6�Q in

h2w
(3.3)

Les d�ebits appliqu�es pour chaque exp�eriences sont de l'ordre deQmin = 25 �l=min et Qmax =

1000 �l=min . Ces vitesses correspondent �a de faibles contraintes de cisaillement. Le choix de

cette gamme relativement faible est justi��e par la taille r �eduite de la zone d'observation travers�ee

par les cellules bact�erienne (tableau3.3). D'ailleurs, les gammes du nombre de Reynolds utilis�e

dans ce travail est conforme �a la gamme utilis�ee sur la bio�ltration dans le milieu industriel

(Mbaye, 2011).

Conditions hydrodynamiques
min max

� w [Pa] 2:4 � 10� 3 9:4 � 10� 2

Re 0:05 2
Q [�l=min ] 25 1000
umean [m=s] 9:8 � 10� 5 3:9 � 10� 3

Table 3.3 { Gamme de d�ebit, de vitesse et de contraintes de cisaillement dans les chambre
d'�ecoulement.

3.2.2.2 Validation de l'hydrodynamique

Pour valider la nature laminaire du r�egime d'�ecoulement, des simulations num�eriques di-

rectes ont �et�e r�ealis�ees sous OpenFOAM pour d�etermine r le champ hydrodynamique du 
uide
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au sein de la chambre d'�ecoulement. OpenFOAM est un code open-source cod�e enC + +. Il

utilise la m�ethode des volumes �nis pour simuler des ph�enom�enes de m�ecanique des 
uides.

Ces calculs peuvent s'e�ectuer en parall�ele et sont par d�efaut en 3D. Nous allons pr�esenter les

r�esultats obtenus sur la chambre en PMMA modi��e. Des calcu ls similaires ont �et�e e�ectu�es pour

la chambre en PDMS et les valeurs des champs de vitesse obtenus sont similaires.

Les �equations de Navier-Stokes sont �ecrites avec la formulation vitesse-pression et r�esolues

�a l'aide de la m�ethode des volumes �nis.

r � u = 0

�
�

du
dt

+ u � r u
�

= r (� pI + � )
(3.4)

Nous avons utilis�e le solveur \simpleFoam" pour la r�esolution des �equations de Navier-Stokes.

C'est un solveur implant�e dans OpenFOAM pour les �ecoulements incompressible et stationnaire.

La discr�etisation utilise un maillage d�ecal�e pour les va riables de pression et vitesses et suit un

sch�ema d�ecentr�e du second ordre en espace.

Le maillage utilis�e ici a �et�e cr�e�e sous ANSYS 15.0, puis converti au format OpenFOAM

grâce �a la fonction \
uent3DMeshToFoam" (Fig. 3.9). Le maillage compte 3989508 mailles.

A�n d'avoir une meilleur pr�ecision et convergence, pour la partie de la zone d'observation, nous

avons choisi un maillage structur�ee qui ne contient que deshexa�edres. Pour les parties conver-

gentes et divergentes, un maillage non-structur�e a �et�e employ�e. Ce dernier maillage contient

principalement des t�etra�edres dont la taille minimum est de 10� 4 mm. Les connexions entre

les di��erentes zones ont �et�e ra�n�ees a�n de capter le max imum d'informations au niveau des

changements de section.

x

yz

chambre d'�ecoulement

entr�ee sortie

zone d'observation

Figure 3.9 { Geom�etrie et maillage

A l'entr�ee, un pro�l de vitesse sous forme paraboliqueU inlet est impos�e. A la sortie, la pres-

sion est suppos�ee constantep = 101325Pa. Pour les surfaces solides de la chambre d'�ecoulement,

une condition d'adh�erence est appliqu�ee.

Les �equations (3.4) ainsi que les conditions limites sont r�esolues de mani�ere it�erative jusqu'�a

ce que le crit�ere de convergence soit atteint. La technique\under relaxation" est adopt�ee a�n

d'�eviter les divergences.
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La �gure 3.10 repr�esente le champ de vitesse dans la chambre d'�ecoulement pour un d�ebit

du 
uide Q = 1000 �l=min . Nous pouvons constater que le distributeur divergent cr�ee bien

un �ecoulement 2D selon le plan (x; y) dans la zone d'observation. Ainsi du fait de la section

divergente, le 
uide ralentit tr�es rapidement, sans que des recirculations, ou des �ecoulement

secondaire soient observ�es dans cette partie (Fig.3.10.b). Les lignes de courant sont �egalement

trac�ees sur la �gure 3.11 : elles con�rment qu'il n'y a pas de zones de recirculation mises en

�evidence dans la zone d'entr�ee du divergent ainsi que la zone de sortie du convergent.

0.004 0.008 0.012 0.016

U Magnitude

0 0.0168

	

y


entr�ee sortie

(a)

0.004 0.008 0.012

U Magnitude

0 0.0127

(b)

Figure 3.10 { (a)Champ de vitesse dans la chambre d'�ecoulement pour un d�ebit du 
uide
Q = 1000 �l=min ; (b) zoom sur la section entr�ee divergente

�

y�

entr�ee sortie

Figure 3.11 { Ligne de courants pour un d�ebit du 
uide Q = 1000 �l=min

Sur les �gures 3.12 et 3.13, nous avons trac�e les pro�ls des trois composantes du vecteur

vitesse du 
uide ux , uy et uz selon la longueur (directionx) et selon la largeur (direction y) de

la partie \microcanal". Premi�erement, nous constatons que quelque soit le d�ebit appliqu�e, la

composanteuz est de l'ordre de 10� 11 � 10� 10 m=s, sauf �a l'entr�ee ( x < 0:003 m) et �a la sortie

(x > 0:025m). Ceci implique qu'uz est tr�es faible et n�egligeable devant ux et uy . Deuxi�emement,

la composanteuy est presque nulle au centre du microcanal, mais non n�egligeable dans les

zone proche de l'entr�ee et de la sortie. Cependant le rapport ( uy=ux )max reste inf�erieur �a 0 :1,

ce qui signi�e que l'�ecoulement selon x est dominant dans le microcanal. Troisi�emement, les

pro�ls de ux selon x et y montrent que dans une zone limit�ee 0:005 m < x < 0:0023 m et

� 0:006 m < y < 0:006 m, ux est quasi-constante avec une variation inf�erieure �a 2:6%. Ceci

correspond �a une zone del � w = 18 � 12 mm2 au centre du microcanal, dans laquelle, la

contrainte de cisaillement locale est uniforme et peut être bien contrôl�ee par le d�ebit d'entr�ee,

comme le montre la �gure 3.14. Cette zone est utilis�ee par la suite pour l'observation par

microscopie.
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Figure 3.12 { Pro�l de vitesses ux , uy et uz selonx sur les lignesy = 0 mm (� ), y = � 3 mm
(?) et y = � 6 mm (+).
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Figure 3.13 { Pro�l de vitesses ux , uy et uz selon la largeur (directiony), �a di��erents positions
sur la longueur du microcanal :x = 5 mm (� ), x = 14 mm (?) et x = 23 mm (+), avec un
d�ebit du 
uide �egal �a 25 et �a 1000 �l=min
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Figure 3.14 { Contrainte de cisaillement �a la paroi sur la coupe transversale �a mi longueur de
la chambre d'�ecoulement

La validation des champs de vitesse dans la chambre d'�ecoulement a �et�e e�ectu�ee en com-

parant nos r�esultats num�eriques avec ceux donn�es par l'�equation 3.2. Les pro�ls de vitesse

u(z) sont trac�es pour di��erentes positions dans le microcanal. Sur les �gures 3.15.a et .b sont

pr�esent�es les r�esultats obtenus avec le d�ebit 100 �l=min . Les r�esultats pour le d�ebit du 
uide

Q = 25 �l=min sont similaires.
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Figure 3.15 { Pro�l de vitesse selonz sur les lignesx = 5 ( � ), x = 14 mm (?) et x = 23 mm
(+) pour un d�ebit du 
uid Q = 1000 �l=min . La vitesse th�eorique calcul�ee par l'�equation 3.2
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La �gure 3.15.a compare le pro�l de vitesseu(z) au centre (x = 14 mm; y = 0 mm) avec celui

proche de l'entr�ee (x = 5 mm; y = 0 mm) et celui proche de la sortie (x = 23 mm; y = 0 mm;).

La �gure 3.15.b quant �a elle compare le pro�l de vitesseu(z) en proximit�e de paroi ( y = � 6 mm)

�a x = 5 ; 14 et 23mm.

La concordance entre les r�esultats num�eriques et th�eoriques implique que sur toute la zone

rectangulaire d�elimit�ee par [ x = 5 mm; y = � 6 mm] et [x = 23 mm; y = 6 mm], l'�ecoulement

est de type 2D parabolique et invariant selon le plan (x; y). Etant donn�e que le rapport d'as-

pect (h=w = 0 :25=17) est tr�es faible devant 1, l'e�et des parois n'in
uence donc que tr�es peu

l'�ecoulement et cet e�et est per�cu uniquement sur une r�eg ion tr�es r�eduite �a proximit�e des pa-

rois lat�erales de la chambre d'�ecoulement (Happel & Brenner, 1965). Par ailleurs, grâce �a la

forme particuli�ere de l'entr�ee et de la sortie, la r�epart ition du 
uide est homog�ene, et le r�egime

d'�ecoulement est �etabli tr�es rapidement (2 mm apr�es le distributeur divergent).

Comme cit�e auparavant, les valeurs des champs de vitesse obtenus pour la chambre en PDMS

sont similaires.

Cette quali�cation de l'�ecoulement est primordiale pour l a suite car elle permet de bien

contrôler les conditions hydrodynamiques. L'existence d'un �ecoulement laminaire et �etabli 2D

plan nous permettra d'exercer un cisaillement uniforme dans la zone d'�etude pourvu que le

d�ebit impos�e soit contrôl�e.
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3.3 Technique d'observation du bio�lm

L'observation du bio�lm est bas�ee sur la spectroscopie de 
uorescence, appel�ee aussi 
uo-

rom�etrie ou encore spectro
uorom�etrie. Le principe de la m�ethode consiste �a colorer les cellules

bact�eriennes avec un 
uorochrome, �a exciter le syst�eme �a une longueur d'onde donn�ee� ex

(lumi�ere d'excitation), puis �a observer, �a l'aide d'un m icroscope muni de �ltres sp�eci�ques, la


uorescence �emise �a la longueur d'onde caract�eristiquedu 
uorochrome � em (lumi�ere d'�emission),

g�en�eralement par absorption des photons. Selon la loi de Stokes, l'�energie emmagasin�ee par un

photon est inversement proportionnelle �a sa longueur d'onde.

E = h:c=�

o�u h = constante de Planck, c = vitesse de la lumi�ere. Du fait de la dissipation d'�energi e,

l'�energie �emise est plus faible que l'�energie excitatrice et donc la longueur d'onde d'�emission est

toujours plus �elev�ee.

Les bact�eries que nous avons utilis�ees n'�etant pas naturellement 
uorescentes, elles doivent

être au pr�ealable color�ees par des 
uorochromes. Un 
uorochrome, ou encore 
uorophore ou

sonde 
uorescente, est une substance chimique capable d'�emettre de la lumi�ere de 
uorescence

apr�es excitation. Ce sont souvent des mol�ecules polynucl�eaires h�et�erocycliques contenant de

l'azote, de l'oxyg�ene avec des syst�emes d'�electrons d�elocalis�es et des structures r�eactives qui per-

mettent de les coupler �a des structures biologiques. Ce sont d'excellents marqueurs pour identi-

�er les structures bioactives. L'utilisation de 
uorochro mes en biologie mol�eculaire d�ebute �n du

19�eme si�ecle. L'int�erêt de cette technique est grande car leur sensibilit�e est �elev�ee ( Bunthof et al.,

2001) et leur mise en �uvre est rapide (30 �a 60 min ). Cependant la 
uorescence ne peut pas être

permanente, l'intensit�e de la 
uorescence diminuant avecle temps jusqu'�a devenir ind�etectable.

Les marqueurs 
uorescents utilis�es pour quanti�er la viab ilit�e bact�erienne sont des indi-

cateurs d'�etats physiologiques et d'activit�es biologiques tels que l'int�egrit�e membranaire ou

une activit�e enzymatique. Dans nos �etudes, nous utilisons divers 
uorochromes en fonction

des composants existant dans le bio�lm (cellules vivantes,cellules mortes, EPS). Le choix des


uorochromes est donc primordial pour une analyse optimaleen multi-
uorescence :

{ 
uorochromes dont les spectres ne doivent pas ou tr�es peu se chevaucher ;

{ intensit�e de 
uorescence forte pour des marqueurs de faible expression ;

{ et en�n compatibilit�e des 
uorochromes avec la con�gurat ion optique du microscope.

Dans les paragraphes suivants, nous d�etaillons les microscopes utilis�es pendant notre �etude,

ainsi que les tests r�ealis�es pour d�eterminer les types de
uorochromes �a utiliser pour l'identi�-

cation des di��erents composants dans le bio�lm ainsi que leurs dosages.

3.3.1 Microscope

L'analyse de l'�evolution spatiale et temporelle de la croissance du bio�lm dans la chambre

d'�ecoulement a �et�e r�ealis�ee au moyen d'un microscope confocal �a balayage laser �a objectif invers�e.

Les tests r�ealis�es �a propos des 
uorochromes ont �et�e e� ectu�es au moyen d'un microscope �a


uorescence �a haute r�esolution aussi �a objectif invers�e, mais �egalement �a l'aide du microscope

confocal. Ce syst�eme invers�e nous permet d'observer progressivement la structure du bio�lm
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selonz depuis la plaque inf�erieure jusqu'�a la position de la plaque sup�erieure sans retourner la

chambre d'�ecoulement, contrairement �a des syst�emes de microscopie classique.

3.3.1.1 Microscope confocal �a balayage laser

Le principe du microscope confocal �a balayage laser (CLSM)consiste �a focaliser, par l'in-

term�ediaire d'un objectif, un faisceau laser qui va exciter les 
uorochromes en un point de

l'�echantillon, puis �a r�ecup�erer, sur un photomultipli cateur, le signal lumineux �emis en ce point.

Un diaphragme (pinhole) qui arrête tout signal ne provenant pas du plan focal est plac�e devant

le photomultiplicateur. Le pinhole autorise une des principales caract�eristiques du microscope

confocal : avoir une tr�es faible profondeur de champ, commenous pouvons l'observer dans le

tableau 3.4. Avec une faible profondeur de champs, nous pouvons r�ealiser l'analyse de minces

couches de bio�lm (�epaisseur de la taille des bact�eries),ainsi que la reconstitution de sa structure

3D via ordinateur.

Objectif Ouverture Milieu de Distance Profondeur de
num�erique (NA) contact de travail champ (488 nm)

10� phase 0:3 air 11000�m 4767:61 nm
40� phase 1:3 huile 100 �m 299:10 nm
63� 1:4 huile 100 �m 236:00 nm
40� 0:8 air 3300�m �

Table 3.4 { Objectifs du microscopes confocal

Le signal re�cu des 
uorochomes est ampli��e dans le photomultiplicateur, trait�e a�n d'am�eliorer

le rapport signal sur bruit, puis num�eris�e. L'image est construite point par point par balayage

du champ analys�e �a l'aide de miroirs de d�e
ection de la source lumineuse.

Le microscope confocal (TCS SP8, Leica) que nous avons utilis�e est celui localis�e au Liphy

(Laboratoire Interdisciplinaire de Physique). Il est �equ ip�e de plusieurs sources laser : un laser

Argon modulable en puissance avec trois raies 458=488=514 nm de 50 mW ; un laser solide

DPSS 561 nm de 20 mW et un laser H�elium N�eon 633 nm de 10 mW . Ces lasers �a gaz

permettent de fournir des faisceaux lumineux de faible diam�etre (quelques dixi�emes de mm),

intenses et monochromatiques (longueur d'onde parfaitement d�e�nie). Les objectifs utilis�es sont

apochromatiques (Tab.3.4)

Le syst�eme de scanner est con�gur�e pour obtenir des imagesde haute r�esolution, jusqu'�a

8192� 8192 pixels. La gamme de la fr�equence de balayage par ligne est de 1 �a 8000 Hz. Une

platine motoris�ee et automatis�ee permet de g�erer la d�ep lacement de l'�echantillon suivant 3 axes.

L'acquisition d'images peut se faire suivant diverses con�gurations : XY , XY Z , XZ , Xt , XZt ,

XY t , XY Zt , XY � , XZ� , XY Z� , XY �t , XY Z�t avec une fr�equence et sur une dur�ee pa-

ram�etrables. Les images ainsi form�ees sont stock�ees surla m�emoire d'un ordinateur.

3.3.1.2 Microscope �a 
uorescence

Les microscopes �a 
uorescence permettent d'observer un �echantillon via un marquage

sp�eci�que par des 
uorochromes. Seul le signal provenant de ces mol�ecules 
uorescentes est
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d�etect�e, ce qui permet de localiser et d'observer un constituant donn�e dans un �echantillon. Le

microscope de 
uorescence utilis�e dans cette �etude (IX70, Olympus) est situ�e au Laboratoire

Rh�eologie et Proc�ed�es. Il est �equip�e de trois objectif s, 10� , 40� et 100� , �a immersion d'huile.

Le microscope dispose d'un syst�eme de zoom �a 1:5� . La source lumineuse de ce microscope est

une lampe �a vapeur de mercure. Le tableau3.5 pr�esente les �ltres disponibles sur le microscope :

Filtre Longueur d'onde d'excitation Longueur d'onde d'�emission
UV 365� 415 450� 515
Blue 470� 500 510 - �n du spectre
Rouge 503� 552 565� 637

Table 3.5 { Les �ltres disponibles sur le microscope �a 
uorescence.

Ces �ltres nous permettent de s�electionner la bande spectrale d'�emission selon le 
uoro-

chrome utilis�e. Une cam�era CCD (KY-F55B, JVC) permet d'en registrer des images.

3.3.2 Marqueurs des bact�eries

Les marqueurs des bact�eries sont des marqueurs des acides nucl�eiques qui se �xent �a l'ADN

apr�es avoir p�en�etr�e dans la cellule. Le principe pour di ��erencier les cellules vivantes et mortes

se base sur leur int�egrit�e membranaire.

3.3.2.1 DAPI

Le marqueur DAPI (4',6'-diamidino-2-ph�enylindole) est u ne mol�ecule 
uorescente capable

de se lier fortement aux bases ad�enine (A) et thymine (T) de l'ADN. Il colore les cellules mortes

et vivantes. DAPI absorbe la lumi�ere ultraviolette ( � max
ex = 358 nm), et �emet une 
uorescence

bleue brillant ( � max
em = 461 nm). Nous avons v�eri��e la performance du DAPI (Invitrogen) s ous

le microscope �a 
uorescence (IX70, Olympus) avec avec une excitation par UV (produits par

une lampe �a vapeur de mercure).

3.3.2.2 Live/Dead BacLight

LIVE/DEAD BackLight est une m�ethode d�evelopp�ee par Molecular Probes qui permet de

di��erencier et de d�enombrer les cellules viables et mortes. Le principe est bas�e sur une double

coloration par l'interm�ediaire de deux 
uorophores : Syto 9 et l'iodure de propidium (propidium

iodide - PI). SYTO9 cible les acides nucl�eiques, mais il estcapable de traverser la membrane

cellulaire des cellules mortes et vivantes (Auty et al., 2001). Il colore donc, en vert, la totalit�e

des cellules d'un �echantillon (�emission �a � max
em = 500 nm) apr�es une excitation �a � max

ex = 480 nm.

L'iodure de propidium (PI) est un agent intercalant de l'ADN , une fois li�e �a ce dernier le PI �emet

une 
uorescence rouge (� max
em = 635 nm) apr�es excitation �a � max

ex = 490 nm. Ce 
uorochrome

ne peut p�en�etrer dans les cellules que si les membranes sont alt�er�ees, donc seules les cellules

mortes ou endommag�ees sont color�ees en rouge. (Fig.3.16).

La concentration optimale pour ces deux 
uorochromes a �et�e �etablie �a : 2 :5 ml (Syto9 ou

PI)/ L et 2:0 ml (Syto9 ou PI)/ L , pour le microscope �a 
uorescence et le microscope confocal,
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5 µm

Figure 3.16 { Cellules P. putida DSM 6521 marqu�es par SYTO9 et PI. En vert : cellules
vivantes, en rouge : cellules mortes.

respectivement. Pour le microscope �a 
uorescence, la concentration des 
uorochromes a �et�e

mesur�ee sur quelques bact�eries. Pour le microscope confocal, la concentration a �et�e mesur�ee

dans un bio�lm d�evelopp�e pendant 72h, c'est �a dire pour un e quantit�e de biomasse plus �elev�ee.

Nous pouvons constater que la concentration de Syto9/PI optimale pour le microscope confocal

est inf�erieure �a celle pour le microscope 
uorescence, alors que les essais au microscope confocal

ont �et�e r�ealis�es avec une biomasse plus importante. Cela est dû au syst�eme de d�etection du

microscope confocal qui poss�ede une haute sensibilit�e : pour obtenir la même intensit�e de signal,

moins d'�energie lumineuse est donc n�ecessaire.

3.3.3 Marqueur des EPS

Comme mentionn�e dans la section2.1 (chapitrer 2), un composant important des EPS est

constitu�e par les polysaccharides. Les polysaccharides font partie de la famille des glucides, au-

trement dit des sucres. Le marquage des EPS se fait classiquement par des lectines. Ce sont des

prot�eines capables de se �xer sur des glucides de fa�con sp�eci�que. Concanavalin A (Con.A) est

une prot�eine (glycoprot�eine) de la famille des lectines. Elle se �xe aux sucres D-mannose et D-

glucose. Con.A ne 
uoresce pas toute seule, elle est en g�en�erale conjugu�ee avec un 
uorochrome

pour colorer les EPS.

Nous avons test�es le marqueur des EPS Con.A lie �a deux 
uorochromes : Tetramethlyrhoda-

mine (ConcTetra, Invitrogen) et Alexa
uor 647 (Conc647, Invitrogen). Tetramethlyrhodamine

�emet une 
uorescence jaune (� max
em = 580 nm) apr�es excitation �a � max

ex = 555 nm, tandis que

Alexa
uor 647 �emet une 
uorescence rouge (� max
em = 668 nm) apr�es excitation �a � max

ex = 650 nm.
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Les deux 
uorochromes conjug�es avec la lectine Con.A sont dilu�es �a une concentration de 2:5 g=L

avec 0:1 M de biocarbonate de sodium. De l'azoture de sodium �a 2mM est �egalement ajout�e.

Il agit comme un biocide pour inhiber la croissance des bact�eries. Les solutions sont ensuite

conserv�ees �a 20� C.

Lors de la dilution, avant l'injection dans la chambre d'�ec oulement, nous nous sommes

aper�cus qu'un pourcentage du conjugu�e reste sous forme d'agr�egats visibles en suspension.

Pour avoir une meilleure dissolution de ces agr�egats, plusieurs techniques ont �et�e exp�eriment�ees :

�ltration avec �ltre PVDF (Polyvinylidene di
uoride) �a 0 :2 �m , �ltration avec �ltre AC (Ac�etate

de cellulose) �a 0:2 �m , ultrason �a faible puissance (30 watts) et centrifugation �a faible vitesse

(2500 rpm).

Les �ltrations et le syst�eme �a ultrasons n'ont pas su�samm ent chang�e la quantit�e d'agr�egats

dans la solution de ConcA. La technique la plus e�cace �etait la centrifugation �a faible vitesse

( 2500 rpm pendant 2 min ). Apr�es la centrifugation, le surnageant est r�ecup�er�e et dilu�e avec

du bicarbonate de sodium (0:1 M ) jusqu'�a la concentration de travail. Nous avons constat�e

�egalement que la solution de Conc647 pr�esente des agr�egats plus petits.

3.3.4 Compatibilit�e des 
uorochromes

A�n d'obtenir une analyse optimale en multi-
uorescence, un des crit�eres les plus importants

est que les spectres d'�emission de 
uorescence ne doivent pas se chevaucher. Nous avons donc

r�ealis�e des tests de compatibilit�e des 
uorochromes avec une pr�e-culture bact�erienne de P.

putida 6521 dans un milieu de culture LB modi��e. La concentration �nale des 
uorochromes

dans l'�echantillon est :

{ SYTO9 : 24:88 �l=L ;

{ Iodure de propidium : 24:88 �l=L ;

{ DAPI : 1 mg=L ;

{ ConcTetra et Conc647 : 0:1 g=L

3.3.4.1 Compatibilit�e entre ConcTetra et DAPI

Les �gures 3.17 montrent les images du double marquage ConcTetra/DAPI obtenues par le

microscope �a 
uorescence (IX70,Olympus). Les images sontprises avec les �ltres de d�etection

correspondant �a chaque 
uorochrome dans deux positions di��erentes.

La �gure 3.18montre les spectres d'excitation et d'�emission du marqueur DAPI, ConcTetra

et des di��erents �ltres respectifs. Par rapport �a l'inten sit�e de 
uorescence �emise par le ConcTetra,

nous avons observ�e une perte de l'intensit�e avec le doublemarquage. Dans la �gure 3.18, nous

pouvons observer une superposition entre la �n du spectre d'�emission du DAPI et le spectre

d'�emission du �ltre pour la ConcTetra. Cela peut justi�er l a perte de l'intensit�e avec le double

marquage.
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5 µm

(a) Visualisation des EPSs

5 µm

(b) Visualisation des bact�eries

5 µm

(c) Visualisation des EPSs

5 µm

(d) Visualisation des bact�eries

Figure 3.17 { Images d'une culture bact�erienne deP. putida avec les 
uorochromes ConcTetra
et Dapi prises sous microscope �a 
uorescence : (a) et (c) Visualisation des EPSs avec ConcTetra ;
(b) et (d) Visualisation des bact�eries avec le 
uorochrome Dapi ; (a) et (b) Images prises sur le
même emplacement et (b) et (d) Images prises sur le même emplacement.
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Figure 3.18 { Spectres d'excitation (�� ) et d'�emission (|) du marqueur DAPI (en bleu) et
du marqueur ConcTetra (en rouge).
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Nous avons constat�e �egalement que DAPI perd rapidement ses propri�et�es de 
uorescence

(quelques minutes) dû au photobleaching, c'est �a dire la destruction irr�eversible d'un 
uoro-

chrome excit�e par la lumi�ere en pr�esence d'oxyg�ene. Ce m̂eme comportement a �et�e observ�e avec

le double marquage.

3.3.4.2 Compatibilit�e entre ConcTetra et Syto9/PI

Les �gures 3.19 (a), (b) et (c) montrent les images prises sur microscope confocal du triple

marquage ConcTetra/SYTO9/PI. Nous pouvons observer les bact�eries vivantes (en vert), mortes

(en rouge) et les EPS (en jaune).

5 µm

(a) D�etecteur SYTO9

5 µm

(b) D�etecteur ConcTetra

5 µm

(c) D�etecteur PI

5 µm

(d) Superposition des 3 d�etecteurs

Figure 3.19 { Images avec le triple marquage ConcTetra/SYTO9/PI sous microscope confocal
de 
uorescence d'un bio�lm de P. putida apr�es 48 h de croissance.

Sur la �gure 3.20 nous pouvons observer quelques superpositions des spectres d'�emission.

Cependant, en ce qui concerne la d�etection sous le microscope confocal, il est possible d'ajuster
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la fenêtre spectrale de d�etection pour chaque 
uorochrome a�n d'avoir une meilleure s�eparation

des di��erentes 
uorescences. Dans le microscope confocalTCS SP8 (Leica), la lumi�ere �emise par

l'�echantillon est di�ract�ee par un prisme. La lumi�ere pas se ensuite par une fente, et est collect�ee

par un photomultiplicateur. En se d�epla�cant, la fente \ba laie" ainsi la gamme de longueur d'onde

voulue. Ainsi, avec un r�eglage de la fenêtre spectrale adapt�e pour chaque 
uorochrome, nous

pouvons d�etecter de mani�ere sp�eci�que l'�emission de chaque marqueur.
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Figure 3.20 { Spectres d'excitation (�� ) et d'�emission (|) des 
uorochromes : ConcTetra
(en bleu), SYTO9 (en vert) et PI (en rouge)

3.3.4.3 Compatibilit�e entre Conc647 et Syto9/PI

Comme nous l'avons montr�e pr�ec�edemment, le 
uorochrome Conc647 permet aussi de mar-

quer les EPS en les colorant en rouge. En comparant les spectres d'excitation et d'�emission du

Conc647 avec ceux du SYTO9 et ceux du PI (Fig.3.21), nous pouvons constater l'incompati-

bilit�e entre le marqueur Conc647 et le marqueur PI, car leurs spectres d'�emission sont presque

enti�erement superpos�es, ce qui signi�e qu'il est impossible de distinguer les deux.
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Figure 3.21 { Spectres d'excitation (�� ) et d'�emission (|) des 
uorochromes : Conc647 (en
bleu), SYTO9(en vert) et PI(en rouge)

Par contre, il y a un �ecart important entre le spectre d'�emi ssion du SYTO9 et celui du

Conc647 : il sera facile de d�etecter ces deux 
uorescences sur deux fenêtres di��erentes (Fig. 3.22
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prise sous microscope confocal).

µm10

(a) D�etecteur SYTO9

µm10

(b) D�etecteur Conc647

Figure 3.22 { L'image avec le double marquage SYTO9/Conc647 r�ealis�ee sous microscope
confocal d'un bio�lm de P. putida apr�es 320 h de croissance.

3.3.5 Conclusion sur les 
uorochromes

La d�etermination du choix des 
uorochromes et de leur condition d'utilisation a �et�e r�ealis�ee

�a partir de l'analyse de culture bact�erienne sur des lamelles en verre et dans les chambres

d'�ecoulement PMMA et PMMA modi��ee et observ�ees principal ement avec le microscope confo-

cal (TCS SP8, Leica) et, dans une moindre mesure, avec le microscope �a 
uorescence du LRP.

En ce qui concerne le microscope confocal, qui constituera notre principal moyen d'observa-

tion par la suite, les r�eglages des fentes spectrales de d�etection pour chaque 
uorochromes sont

pr�esent�es dans le tableau 3.6.

La visualisation des bact�eries avec les 
uorochromes Syto9 et PI a pr�esent�e des performances

acceptables, comme on peut l'observer sur la �gure3.19.a et 3.19.c. Nous constatons que le


uorochrome DAPI n'est pas adapt�e pour les exp�eriences que nous envisageons car il perd

rapidement ses propri�et�es de 
uorescence (quelques minutes), alors que l'acquisition des images

pour chaque exp�erience dure quelques heures. D'ailleurs,ce type de 
uorochrome n'est pas

compatible avec le microscope confocal, car il n'est pas �equip�e d'une lampe UV pour l'excitation

de DAPI. En cons�equence, les 
uorochromes choisis pour l'observation des bact�eries ont �et�e le

Syto9 et PI.

Le marquage des EPS, même en utilisant les techniques de dilution pr�esent�ees auparavant,

s'av�ere toujours d�elicat et pose des probl�emes m�ethodologiques di�ciles �a appliquer. En particu-

lier, quelques soient les pr�ecautions prises, le 
uorochrome ConcTetra forme encore des agr�egats

plus ou moins gros. Ces agr�egats nuisent �a l'observationsdes EPS car il est di�cile de distinguer

les agr�egats des EPS que l'on d�esire marquer.

Le tableau 3.6 montre en outre qu'il existe un recouvrement des spectres d'�emission entre

les 
uorochromes iodure de propidium (PI) et Conc647. Par cons�equent, il est impossible de
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r�ealiser un double marquage PI/Conc647, que ce soit avec lemicroscope �a 
uorescence ou avec

le microscope confocal.

Fluorochrome Source laser fente spectral
SYTO9 Argon 448 nm 490-522 nm
ConcTetra Argon 555 nm 570-590 nm
Iodure de pro-
dium

Argon 514 nm 699-747 nm

Conc647 HeNe 633 nm 651-800 nm

Table 3.6 { Source laser et fente spectrale de d�etection pour chaque 
uorochrome

Pour des bio�lms plus d�evelopp�es, on rencontre deux autres di�cult�es pour l'observation des

EPS avec la lectine ConA ; �a savoir : (1) l'identi�cation du t emps de di�usion des 
uorochromes

�a l'int�erieur du bio�lm et (2) l'ajustement de la puissanc e du laser.

L'EPS n'�etant pas visible sous lumi�ere transmise, nous n'avons ainsi pas de rep�ere comparatif

pour savoir si des EPS sont pr�esents en certains lieux du bio�lm. Par cons�equent, nous ne

pouvons pas savoir si la di�usion de la ConcA �a l'int�erieur du bio�lm a �et�e r�ealis�ee de mani�ere

compl�ete, d'autant plus que, dans les exp�eriences r�ealis�ees, sur les premi�eres couches des bio�lms

nous n'observons pas une quantit�e consid�erable d'EPS. Lapuissance du laser joue �egalement un

rôle important car l'observation des zones rouges (qui sont potentiellement des EPS) augmente

avec la puissance du laser. Ainsi, selon le r�eglage de la puissance du laser nous pouvons visualiser

des fausses r�egions ou supprimer des r�egions contenant des EPS.

Pour toutes ces raisons, dans notre travail de th�ese, nous n'avons pas poursuivi l'objectif

de l'observation des EPS sur les exp�eriences de croissancedu bio�lm, et nous nous sommes

principalement consacr�es �a l'�etudes de la structuratio n du bio�lm, via l'observation des bact�eries

vivantes (
uorochrome Syto9) et mortes (
uorochrome PI).

3.4 Conclusion

Ce chapitre a pr�esent�e certains outils, m�ethodes, protocoles et dispositifs exp�erimentaux qui

seront utilis�es pendant la th�ese. Les exp�eriences de croissances du bio�lm n�ecessitent de passer

par trois �etapes principales : (i) la pr�eparation des cult ures bact�eriennes avant inoculation dans

les chambres d'�ecoulement (ii) la croissance du bio�lm sous hydrodynamique contrôl�ee (iii)

l'observation du bio�lm sous microscope au moyen de 
uochrome.

Quelle que soit l'�etape de d�eroulement du processus exp�erimental, des pr�ecautions ont �et�e

mises en place pour assurer la reproductibilit�e des essaiset ainsi avoir une interpr�etation non

biais�e des r�esultats. La reproductibilit�e des essais est d'autant plus n�ecessaire dans notre travail

que l'observation de l'�evolution temporelle de la croissance du bio�lm ne peut pas être r�ealis�ee

en continu sur la même chambre d'�ecoulement : la bact�erieutilis�ee pour cette �etude, P. putida,

d�ej�a utilis�ee dans la th�ese de Mbaye (2011), ne 
uoresce pas naturellement et les marqueurs


uorescents endommagent la structure du bio�lm.

Au niveau de l'�etape de pr�e-culture, di��erents milieux d e cultures ont ainsi �et�e �etudi�es. Le

but �etait en premier lieu de trouver un compromis entre la composition du milieu de culture

et les temps de cultures des bio�lms ou des pr�e-cultures. Deplus, un milieu plus simple en
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terme de sources de carbone rend plus facile d'�eventuellesinterpr�etations ult�erieures en terme

de cin�etique de croissance. Il s'est av�er�e qu'un milieu LB sans peptone o�rait un tel compromis

car la peptone in
uence tr�es peu la croissance. Pour assurer une reproductibilit�e des exp�eriences

que nous r�ealisons, il �etait en outre n�ecessaire de s'assurer, que d�es la phase de pr�e-culture, l'�etat

m�etabolique des bact�eries pr�elev�ees pour �etablir cet te pr�e-culture soit le plus stable possible.

C'est pourquoi nous avons modi��e le protocole standard utilis�e jusque-l�a. En particulier, (i) nous

�evitons la d�econg�elation de la culture stock pour e�ectu er le pr�el�evement bact�erien permettant

la pr�eparation de la culture bact�erienne solide (en milieu LA) qui servira �a l'inoculation des

pr�e-cultures (ii) cette culture bact�erienne solide n'est pas conserv�ee pour être r�eutilis�ee et une

nouvelle culture est pr�epar�ee syst�ematiquement �a chaque fois qu'une pr�e-culture est n�ecessaire.

Cette derni�ere proc�edure minimise aussi certains risques de contamination. De même, pour

�eviter des e�ets de shift-down (passage d'un milieu riche �a un milieu pauvre) et un stress

bact�erien, le milieu LB modi��e sans peptone sera utilis�e quelles que soient les �etapes au cours

des exp�eriences (pr�e-culture, croissance du bio�lm).

Au niveau des dispositifs permettant la croissance des bio�lms, des chambres d'�ecoulements

ont �et�e con�cues a�n de pouvoir d�evelopper un bio�lm sous conditions hydrodynamiques contrôl�ees

et permettre son observation sous microscope �a 
uorescence ou microscope confocal. En ce qui

concerne les observations sous microscope �a 
uorescence,c'est la chambre d'�ecoulement en

PMMA con�cue pendant la th�ese de Mbaye (2011) (�gure 3.6) qui a �et�e utilis�ee. Pour les ob-

servations sous microscope confocal des d�eveloppements sp�eci�ques ont �et�e r�ealis�es. Pour cela,

deux chambres ont �et�e con�cues : Chambre en PMMA modi��ee ( Fig. 3.7) et chambre en PDMS

(Fig.3.8). Une des raisons qui a amen�e �a ces d�eveloppements concerne la bonne adaptation

des chambres d'�ecoulement avec la platine du microscope confocal. Cela a n�ecessit�e quelques

changements dans le design de ces chambres par rapport �a la chambre en PMMA initiale : (1) di-

minution de l'�epaisseur, (2) diminution de sa longueur (3) modi�cation des positions de l'entr�ee

et de la sortie situ�ees d�esormais au-dessus de la chambre d'�ecoulement et (4) taille de la lamelle

en verre qui couvre d�esormais la totalit�e de la partie inf�erieure de la chambre d'�ecoulement.

Ce design permet d'avoir une chambre plus stable sur la platine et ainsi d'obtenir des images

sans d�ecalage du plan focal. Une autre raison de ces d�eveloppements a �et�e l'existence de conta-

minations sur la chambre PMMA, qui pour des raisons de coût et de temps de r�ealisation, est

recycl�ee sur les exp�eriences. Le d�eveloppement de chambres moul�ees en PDMS, jetables, permet

de pallier cette di�cult�e. Il est �a noter que la g�eom�etri e des chambres d'�ecoulements que nous

avons con�cues di��ere de la plupart des chambres de tr�es faibles dimensions, couramment utilis�ees

dans le domaine de la micro
uidique (la r�ealisation d'une chambre PDMS avec un micro-canal

de notre taille est d'ailleurs une premi�ere originale). Les choix e�ectu�es sur la taille de la zone

d'observation ont en particulier �et�e guid�es par la volon t�e de pouvoir g�en�erer un cisaillement

contrôl�e et uniforme et d'avoir une surface su�samment gr ande pour garantir de pouvoir obser-

ver la structure du bio�lm sur une surface repr�esentative. La validation des champs de vitesse

dans ces deux chambres d'�ecoulement (PMMA modi��ee et PDMS) a �et�e r�ealis�ee en comparant

le r�esultat th�eorique (eq. 3.2) avec les r�esultats de simulations num�eriques. Les simulations ont

�et�e r�ealis�ees avec des d�ebits de l'ordre de ceux qui seront appliqu�es sur les essais de croissance

du bio�lm.
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Cette comparaison montre que sur la zone d'observation, et dans la gamme des d�ebits qui

seront utilis�es, l'�ecoulement (zone maximale : 18� 12 mm2 situ�e au milieu de chambre) est bien

de type laminaire 2D, avec un pro�l de vitesse parabolique (poiseuille), invariant selon le plan

(x ; y).

En�n, l'observation du bio�lm n�ecessite l'utilisation de 
uorochrome. Des tests ont �et�e ef-

fectu�es a�n de d�eterminer les marqueurs 
uorescents �a mettre en �uvre et leurs conditions

d'utilisation dans la suite du travail (d�eveloppement du b io�lm - chapitre 6). Ces tests ont �et�e

r�ealis�es sous les deux microscopes : le microscope confocal avec la chambre PMMA modi��ee et

lamelles en verre, et le microscope �a 
uorescence (IX70, Olympus) avec la chambre PMMA et

lamelles en verre.

Concernant les marqueurs des bact�eries, les 
uorochromestest�es �etaient : SYTO9, IP et

DAPI. L'observation des bact�eries avec les 
uorochromes Syto9 et PI a pr�esent�e des perfor-

mances acceptables (Fig.3.19.a et Fig. 3.19.c), tandis que le DAPI perd rapidement ses pro-

pri�et�es de 
uorescence. De plus, le 
uorochrome DAPI n'est pas compatible avec le microscope

confocal, o�u sera e�ectu�e la majorit�e des 'observation de la croissance du bio�lm dans la suite

du travail. Par cons�equent, les 
uorochromes choisis pourl'observation des bact�eries ont �et�e le

Syto9 et PI �a une concentration de 2:0 ml (Syto9 ou PI)/ L .

Deux marqueurs des EPS ont �et�e test�es : ConcTetra et Conc647. Nous avons rencontr�e 3

di�cult�es majeures pour l'observation des EPS avec ces marqueurs : (1) la formation d'agr�egats


uorescents, (2) l'identi�cation du marquage des 
uorochr omes (sans rep�ere comparatif sous

lumi�ere transmise) et (3) l'ajustement de la puissance du laser.

De ce fait, dans la suite du travail nous n'avons pas poursuivi l'objectif de l'observation des EPS.

Les essais exp�erimentaux de ce travail de th�ese ont �et�e focalis�es sur l'observation des bact�eries

vivantes (
uorochrome Syto9) et mortes (
uorochrome PI).



Chapitre 4

Traitement d'images

Ce chapitre est consacr�e �a la mise en place des outils de traitement et d'analyse d'image que

nous avons utilis�es dans notre travail. Pour les traitements envisag�es, nous nous sommes servis

de biblioth�eques de fonctions d�ej�a existantes (boite �a outil de Matlab). Cependant, bien que

nous n'ayions pas d�evelopp�e d'algorithmes sp�eci�ques pour r�ealiser la plupart des op�erations

math�ematiques sur les images, le choix des traitements r�ealis�es et leur s�equencement a fait

l'objet d'une attention particuli�ere. En e�et, il s'agit d 'extraire des images l'information utile,

�a savoir les pixels correspondant �a la pr�esence de bact�eries dans le plan focal d'observation. Or

une image brute comporte toujours du bruit qui peut amener �a des erreurs dans les mesures.

Cela est d'autant plus d�elicat ici que les objets d'int�er êts sont petits, et que le bruit peut g�en�erer

des artefacts de même taille que les objets recherch�es.

Du point de vue de sa num�erisation, une image peut être vue comme un ensemble d'in-

formations exprim�ees sur un certain nombre de bits dans unematrice de pixels. L'information

associ�ee �a chaque pixel est en g�en�eral d�eriv�ee de l'intensit�e du rayonnement mesur�e en ce point.

Le traitement d'images num�eriques est l'ensemble des techniques qui utilisent des op�erations

math�ematiques qui visent �a am�eliorer l'image, corriger les d�efauts d'acquisition et �a am�eliorer les

d�etails d'int�erêt. En g�en�eral, l'objectif est de fair e des modi�cations de l'image pour faciliter sa

visualisation ou pour la pr�eparer pour l'analyse num�eriq ue, c'est �a dire, l'extraction de donn�ees

quantitatives �a partir de l'image.

Il n'existe pas une m�ethode de traitement d'images g�en�erale �a tous les domaines d'appli-

cation possibles et chaque domaine n�ecessite le d�eveloppement d'algorithmes sp�eci�ques. Nous

avons utilis�e le logiciel MATLAB qui dispose d'une bô�te �a outils d�edi�ee au traitement d'images

num�eriques a�n de mettre en place des programmes qui permettent de faire le traitement d'une

fa�con \semi-automatique" et \it�erative". Dans notre cas , un programme \semi-automatique"

est d'autant plus important que la quantit�e d'images �a trai ter est consid�erable.

De mani�ere g�en�erale, toute m�ethode de traitement d'ima ges comprend 5 �etapes majeures :

formation et num�erisation de l'image, pr�e-traitement, s egmentation, post-traitement et ana-

lyse de l'image. Ainsi, dans ce chapitre nous allons pr�esenter ces 5 �etapes avec les principales

techniques adopt�ees pour le traitement d'images de l'�etat initial de colonisation et du bio�lm

d�evelopp�e.

63
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4.1 Formation et num�erisation d'image

L'�etape initiale de formation de l'image est fortement d�e pendante des capacit�es et de la

qualit�e de l'�equipement qui capture l'image (par exemple l'objectif du microscope et le d�etecteur

de lumi�ere visible). La num�erisation est la transformati on de l'image en un �chier informatique

o�u des op�erations sur chaque pixel peuvent être e�ectu�ees via un ordinateur.

Les images de l'�etat initial de colonisation ont �et�e pris es avec l'objectif 40� (immersion

dans l'huile) et un zoom �egal �a 1. Ces images ont une forme carr�ee. Cela correspond �a une taille

d'image de 290:63 �m � 290:63 �m , pour une d�e�nition de 1024 pixels � 1024pixels. Les images

du bio�lm ont �et�e prises �egalement avec l'objectif 40 � (immersion dans l'huile), avec un zoom

allant de 2 �a 3. Cela correspond �a une taille d'image comprise entre 83:04 �m � 83:04 �m et

145:31 �m � 145:31 �m . Pour les images du bio�lm, la d�e�nition �etait de 512 pixels � 512pixels.

Les images ont �et�e enregistr�ees au format :tif f non compress�e. Chaque pixel de l'image

correspond �a une certaine intensit�e lumineuse que l'on notera I . Les images de la colonisation

initiale sont cod�ees sur 8 bits, c'est-�a-dire, sur 256 niveaux de gris allant de 0 (noir) pour une

intensit�e minimale �a 255 (blanc) pour une intensit�e maxi male. Les images du bio�lm form�e,

color�ees avec les 
uorochromes, sont cod�ees sur 24 bits, c'est-�a-dire, 3 fois 8 bits, avec une

intensit�e lumineuse divis�ee entre les couleurs primaires rouge, vert et bleu. L'intensit�e lumineuse

est cod�ee de 0 �a 255 pour chaque couleur (codage RVB).

Les prises des images ont �et�e faites de mani�ere �a repr�esenter au mieux l'ensemble de la zone

d'observation. Ainsi, les images ont �et�e acquises d'une fa�con \semi" al�eatoire : nous avons �x�e un

point situ�e au niveau du centre de la chambre d'�ecoulementet nous avons d�eplac�e l'emplacement

de la prise de vue en \x" et en \y" . Nous avons ainsi balay�e une zone de 12mm � 12 mm.

L'acquisition des images a �et�e faite tous les 4mm, pour un total de 17 images au niveau de

chaque chambre d'�ecoulement (conform�ement �a la �gure 4.1).
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Figure 4.1 { Positions des prises des images
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4.2 Pr�e-traitement

L'objectif est d'ajuster la qualit�e de l'image pour corrig er des d�efauts provenant de l'acqui-

sition et pour mettre en �evidence les d�etails d'int�erêt . Cela facilitera leur visualisation et leur

segmentation. La correction d'arri�ere-plan est une op�eration typique de pr�e-traitement et cette

op�eration est n�ecessaire en particulier pour les images issues du microscope optique.

Dans le cadre de cette �etude, cette �etape est particuli�erement importante : dans le cas de

l'observation de l'�etat initial, nous sommes int�eress�e s uniquement par les bact�eries attach�ees sur

la plaque inf�erieure de la chambre d'�ecoulement, tandis que pour l'observation de la structure

du bio�lm, nous somme int�eress�es par l'�evolution spatia le (selon \z") de la quantit�e de bact�eries

contenue dans le bio�lm. Dans tous les cas, il y a des objets situ�es en dehors de la zone de focali-

sation, notamment des bact�eries. Ces objets ont tendance �a \polluer l'image". Avant d'identi�er

les bact�eries dans un certain plan d'observation, il est donc n�ecessaire de faire une correction

d'arri�ere plan en �eliminant tous ces "bruits de fond" a�n d e rendre les images plus faciles �a

exploiter.

Pour �eliminer ces bruits de fond, nous avons appliqu�e un �l tre \imbothat" pour le traitement

des images de l'�etat initial, sur laquelle les bact�eries apparaissent plus fonc�ees que le fond, et un

�ltre \imtophat" pour le traitement des images du bio�lm, su r laquelle les bact�eries apparaissent

plus claire que le fond.

Selon Russ (2011), l'�el�ement structurant des �ltres \hats" est constitu� e d'un disque plat

reposant sur la surface de l'image et d'un cylindre central de petit diam�etre. Ce �ltre est centr�e

sur chaque pixel de l'image, avec le bord reposant sur la surface de l'image (Fig. 4.2.a). La

mise en oeuvre de ce �ltre est r�ealis�ee en comparant la valeur maximum ou minimum de la

brillance (en fonction du bruit qui doit être rejet�e) entr e la r�egion correspondant �a l'int�erieur du

chapeau (r�egion approximativement circulaire) et celle correspondant �a la couronne du chapeau

(bord)(Fig. 4.2.b). Si la di��erence entre les pixels les plus brillants (ou les plus sombres) sur la

r�egion �a l'int�erieur et l'ext�erieur du chapeau d�epass e un seuil, la valeur du pixel est remplac�e par

la moyenne ou la m�ediane de la r�egion �a l'ext�erieur. Donc , selon l'exemple pr�esent�e sur la �gure

4.2.c, le bruit retrouv�e dans la r�egion �a l'int�erieur du cha peau sera remplac�e par la moyenne (ou

m�ediane) de la r�egion �a l'ext�erieur. La �gure 4.2.d pr�esente un objet qui d�epasse les fronti�eres

de la r�egion interne du chapeau. Comme cet objet est pr�esent �a la fois sur la r�egion interne et

externe du chapeau, la valeur du maximum (ou minimum) de la brillance sera la même. Dans

ce cas la valeur de la brillance dans ce point est conserv�ee.Ainsi, en choisissant proprement la

taille de l'�el�ement structurant, ce �ltre permet d'homog �en�eiser le fond sans modi�er les objets

�etudi�es.

La taille th�eorique des bact�eries du genre Pseudomonasest comprise entre 0:7�m � 2:0�m

et 1:1�m � 4:0�m . Connaissant la r�esolution de l'image, nous pouvons calculer, pour chaque

image, la taille la plus adapt�ee pour l'�el�ement structur ant du �ltre. Nous appelons la taille de

cet �el�ement structurel \DiskSize". Cette valeur est comp ar�ee ensuite avec la longueur moyenne

des cellules calcul�ee �a partir des images trait�ees. Cecinous permet d'ajuster la structure du
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�ltre utilis�e selon l'�echantillon.

DiskSize =
L Bact

Rs
(4.1)

\ L Bact " est la plus petite longueur th�eorique d'une bact�erie (da ns notre cas 2:0�m ) et \ Rs"

est la r�esolution de l'image.

(a) (b)

(c) (d)

Figure 4.2 { (a) Image illustrative du �ltre \hat" ; (b) R�egions du �ltre \hat" ; (c) et (d)
exemples de l'application du �ltre \hat".

La �gure 4.3.a montre une image de l'�etat initial du bio�lm (�a t = 0) et la �gure 4.3.b

pr�esente l'image apr�es la transformation \imbothat". Ce traitement permet d'homogen�eiser le

fond et de supprimer certains bruits. Cependant, le r�esultat manque encore de contraste.

4.3 Segmentation

La segmentation est le processus de division d'une image num�erique en plusieurs r�egions

(ensemble de pixels) ou d'objets dans le but de simpli�er et/ou de modi�er la repr�esentation

d'une image a�n de faciliter son analyse. A ce stade les r�egions d'int�erêt pour l'�etude sont

s�electionn�ees : dans notre cas, ce sont les bact�eries. Ainsi, dans cette �etape il faut d�etecter les

bact�eries pr�esentes sur chaque image avec la meilleure exactitude possible. Toutefois, dans la

plupart des cas, l'histogramme de l'image �ltr�ee n'est pas bimodal, ce qui rend l'identi�cation
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µm10

(a)

µm10

(b)

µm10

(c)

µm10

(d)

Figure 4.3 { (a) Image original de l'�etat initial de la colonisation ; (b ) Image obtenue apr�es
la transformation \imbothat" ; (c) Contour des bact�eries o btenue en calculant le gradient du
niveau de gris ; (d) Image obtenue apr�es la binarisation

des bact�eries tr�es d�elicate par un seuillage direct. De ce fait, nous avons choisi une m�ethode de

d�etection de contour bas�ee sur le gradient des niveaux de gris.

Dans le domaine du traitement d'images num�eriques, de nombreuses m�ethodes ont utilis�e

des �ltres de type d�erivateur qui permettent d'�evaluer le gradient des niveaux de gris. Si nous

consid�erons que le bord r�eel des bact�eries correspond sur l'image �a la variation la plus rapide

des niveaux de gris, sa pr�esence va donc se traduire par un maximum local dans la valeur du

gradient. L'utilisation d'un seuil sur la valeur du gradien t o�re un moyen simple de di��erencier

les bact�eries qui sont situ�ees dans une zone proche du planfocal de l'objectif et celles qui en

sont plus �eloign�ees.

Une images num�erique se pr�esente sous la forme d'une matrice I dont la valeur de chaque

l'�el�ement I ij repr�esente l'intensit�e du niveau de gris du pixel de coordonn�ees (i:j ). La norme du
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gradient des niveaux de gris de l'image s'�ecrit math�ematiquement par :

kr I k =

s �
�
�
�
@I
@x

�
�
�
�

2

+

�
�
�
�
@I
@y

�
�
�
�

2

(4.2)

Les d�eriv�ees peuvent être approxim�ees par des m�ethodes aux di��erences �nies. Les �ltres

les plus utilis�es (Roberts, Prewitt, Sobel. ...) sont pr�ed�e�nis dans la boite �a outils de traitement

d'images o�erte par le logiciel MATLAB ( Gonzalezet al., 2003). Cependant, ces �ltres ont le

d�efaut d'être anisotropes et privil�egient donc une composante directionnelle sur l'image. Cette

observation a conduit Marmottant (2001) �a utiliser un �ltre, appel�e sigma, plus respectueux

de l'isotropie. Pour chaque pixel, le gradient est d�e�ni comme l'�ecart-type entre la valeur des

niveaux de gris de ce pixel et celles des huit pixels voisins :

� =

r D
(I � h I i )2

E
(4.3)

La moyennehI i ) est calcul�ee par la convolution de l'image avec la matrice

1 1 1

1 0 1

1 1 1

Une valeur de seuil de l'intensit�e I S est ensuite calcul�ee en utilisant la m�ethode d'Otsu

(Otsu, 1979) a�n d'obtenir une image binaris�ee. En e�et, cette valeur c orrespond �a la fronti�ere

du contour des bact�eries (ou de colonies dans le cas du bio�lm). Nous e�ectuons ensuite un

seuillage sur l'image dont le fond a �et�e pr�ealablement homog�en�eis�e (�ltre \hat") : tous les

minimums locaux dont la profondeur h est inf�erieure �a I S sont �elimin�es. Les minimum locaux

sont d�e�nis par des pixels connect�es dont les niveaux de gris (not�es I int ) sont identiques et

inf�erieurs �a ceux des pixels voisins (not�es I ext ). La profondeur d'un minimum local h est la

di��erence entre I int et I ext Soille (1999). La �gure 4.3.c donne un exemple d'image trait�ee par

le �ltre sigma. L'identi�cation du plus fort gradient d�elimite le contou r des bact�eries. La �gure

4.3.d donne un exemple d'image binaris�ee.

Cependant, malgr�e les pr�ecautions prises par rapport au choix de la m�ethode de segmenta-

tion, plus adapt�ee aux traitements des images avec des bact�eries, nous avons rencontr�e quelques

di�cult�es au niveau de la segmentation des images de fa�conautomatique, principalement dans

le cas d'un bio�lm d�evelopp�e. Nous observons que chaque image a une intensit�e lumineuse

di��erente, ce qui complique la segmentation. Cette di��er ence de l'intensit�e lumineuse est due �a

deux facteurs principaux :

1) Position de prise des images selon \x" et \y" : Les images prises �a la proximit�e du bord de

la chambre d'�ecoulement ont moins de lumi�ere compar�ees aux images prises au milieu. Cela se

produit car les bords de la chambre d'�ecoulement sont plus �epais qu'au centre. Les bords laissent

passer moins de lumi�ere �a travers la chambre, cr�eant ainsi des ombres sur la zone d'observation,

ce qui gêne l'observation des bact�eries ou du bio�lm. Par cons�equent, �a chaque position nous

avons besoin d'ajuster la lumi�ere en jouant sur le r�eglagedu microscope confocal. Cependant,

même avec cet ajustement, l'intensit�e de lumi�ere n'est jamais exactement la même pour toutes
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les images.

2) Position de prise des images sur \z" : En ce qui concerne le bio�lm d�evelopp�e, selon la

densit�e du bio�lm et la profondeur de la couche observ�ee, le passage de la lumi�ere est plus ou

moins perturb�e. Pour rem�edier �a ce probl�eme, nous utili sons la technique de compensation de

lumi�ere. Ceci permet de r�egler l'intensit�e en fonction d es besoins, en r�eglant soit la puissance

du laser, soit le gain, soit les deux.

En pratique, nous �xons la valeur de la puissance du laser ou/et du gain pour obtenir une

visualisation optimale de l'image prise au niveau de la lamelle en verre (hbiof ilm = hmin = 0)

et pour l'image prise au niveau de la couche la plus profonde du bio�lm ( hbiof ilm = hmax ). De

mani�ere logique, l'intensit�e de lumi�ere n�ecessaire pour la visualisation du bio�lm est plus faible

sur hmin (I min ) que sur hmax (I max ).

En faisant augmenter lin�eairement la puissance (ou gain) de I min �a I max , suivant l'�epaisseur

observ�ee, nous pouvons observer clairement les cellules bact�eriennes �a l'int�erieur du bio�lm.

Cependant, comme la compensation se fait de mani�ere lin�eaire et la densit�e du bio�lm n'est pas

forcement lin�eaire selon l'�epaisseur (direction \z"), l es images acquises sur les di��erentes couches

du bio�lm n'ont pas les mêmes intensit�es. Par cons�equent, il est impossible d'imposer un seuillage

unique pour di��erencier les bact�eries situ�ees dans ou hors du plan focal pour l'ensemble des

images prises. Malgr�e la compensation de la lumi�ere avec le microscope CLSM et la technique de

segmentation mis en place, certaines images ont une qualit�e insu�sante pour proc�eder �a l'analyse

des images. Ces images correspondent principalement �a desbio�lms d'�epaisseur importante (par

exemple les bio�lms d�evelopp�es pendant 72h). A cause de l'obstruction de la lumi�ere, ces images

pr�esentent un bruit de fond �elev�e.

C'est pourquoi, apr�es un premier traitement automatique, on proc�ede syst�ematiquement �a

un contrôle visuel, en comparant les images trait�ees aux images originales. Si l'op�erateur juge

que les images ne sont pas trait�ees correctement par l'algorithme, celles-ci doivent être alors

trait�ees �a nouveau de fa�con \manuelle", en ajustant le seuil jusqu'�a ce que l'on juge le traitement

correct. Pour une exp�erience donn�ee, le pourcentage d'images trait�ees de fa�con \manuelle" est

tr�es variable. Par exemple, dans un bio�lm d�evelopp�e sur 24 h �a faible d�ebit (22 �l=mim ),

ce qui correspond �a une densit�e bact�erienne faible, le pourcentage d'images trait�ees de fa�con

\manuelle" est proche de 2%. Pour des bio�lms d�evelopp�es sur 72 h �a fort d�ebit (1000 �l=mim )

ce pourcentage peut monter �a 95%.

4.4 Post-Traitement

Le post-traitement est la phase dans laquelle la d�etectionet la d�e�nition des structures

obtenues �a l'�etape pr�ec�edente peut être am�elior�ee ( lissage des contours, supression des bruits...).

A ce stade, il faut être prudent a�n de ne pas produire d'artefacts qui peuvent interf�erer sur

l'analyse de l'image.

Les op�erations de traitement les plus largement utilis�ees pour les images binaires sont les

transformations utilisant la morphologie math�ematique. Celles-ci comprennent l'�erosion et la

dilatation, ou des combinaisons ou �evolutions de ces deux op�erations ( Russ, 2011).

Pour les images du bio�lm d�ej�a d�evelopp�e, nous avons uti lis�e la fermeture morphologique,
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qui correspond �a l'application de l'op�eration morpholog ique de dilation suivie par une �erosion,

la transformation transpos�ee. Dans l'op�eration de dilat ation, la valeur du pixel de sortie est la

valeur maximale de tous les pixels dans le voisinage du pixeld'entr�ee. Le voisinage est d�e�ni

par un �el�ement structurant de taille et forme g�eom�etriq ue donn�ees. Dans une image binaire,

si l'un des pixels est d�e�ni par une valeur �egale �a 1, le pix el de sortie est ainsi mis �a 1. Dans

l'op�eration d'�erosion la valeur du pixel de sortie est la v aleur minimale de tous les pixels dans

le voisinage du pixel d'entr�ee. Dans une image binaire, si l'un des pixels est r�egl�e sur 0, le pixel

de sortie est �x�e �a 0. La fermeture a �nalement pour e�et de f aire disparâ�tre les trous de petite

taille dans les structures et de connecter les structures proches.

4.5 Analyse d'image

L'analyse d'image vise �a mesurer certaines caract�eristiques de l'image trait�ee a�n de l'in-

terpr�eter de fa�con pertinente. Les informations recherch�ees peuvent être de plusieurs genres

comme par exemple le nombre moyen ou la dimension des bact�eries.

Dans notre cas, apr�es le post-traitement, un programme d�evelopp�e sous logiciel Matlab vient

ensuite analyser chaque image en rep�erant la position de chaque bact�erie. Nous obtenons ainsi

la surface occup�ee et le nombre de bact�eries sur chaque image. Nous avons choisi de calculer le

nombre des bact�eries uniquement pour les images concernant l'instant initial de colonisation car

il est di�cile d'identi�er le nombre de bact�eries lors qu'e lles sont sous forme de colonies dans

un bio�lm d�evelopp�e. Comme le montrent les images de la �gure 4.4, les bact�eries dans la phase

de colonisation sont dispers�ees sur toute la surface du support et plus facilement identi�ables.

L'image 4.3 pr�esente en rouge le r�esultat du comptage des bact�eries.En comparant les r�esultat

donnant le nombre de bact�eries obtenu automatiquement viale traitement des images et ceux

obtenus par comptage manuel nous estimons que l'erreur est inf�erieure �a 5%.

µm10

Figure 4.4 { R�esultat du comptage (identi�cation des bact�eries)
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Une m�ethode bien connue pour d�elimiter chaque object est l'algorithme de segmentation

\ligne de partage des eaux" (LPE), ou \watershed" en anglais. Toutefois, l'e�cacit�e de cette

m�ethode d�epend de la d�e�nition de l'image. plus exactement du nombre de pixels que contient

l'objet d'int�erêt, ainsi que de la forme des objets.

Dans notre �etude nous utilisons la bact�erie P.Putidas qui a une forme de bâtonnet. Dans

les images prises sur le bio�lm, le nombre de pixel des objetsd�etect�es est tr�es variable, selon

la taille et la d�e�nition de l'image, mais surtout selon le n iveau de maturation du bio�lm et de

l'espace disponible pour le d�eveloppement des bact�eries.

Pour les images concernant le d�eveloppement du bio�lm, nous observons ainsi des �laments

bact�eriens de quelques centaines de pixels. De plus, au cours du d�eveloppement du bio�lm, les

bact�eries ont moins d'espace disponible sur le support (lamelle en verre). Nous avons alors ob-

serv�e que les bact�eries qui se d�eveloppent avec moins d'espace ont une tendance �a avoir une plus

petite taille : dans ce cas chaque bact�erie est d�e�nie pourun nombre r�eduit de pixels, environ

15 pixels.

La �gure 4.5 pr�esente un d�etail d'une position donn�ee d'une image de bio�lm, apr�es bina-

risation et l'application du traitement de segmentation \w atersheld". Nous pouvons constater

sur l'image (b) qu'�a cette position plusieurs bact�eries se retrouvent sous la forme de petites

colonies. Nous observons sur l'image (d) qu'apr�es l'application du traitement \watershed" nous

ne retrouvons pas la d�elimitation exacte des bact�eries etdonc le nombre correct de bact�eries.

La �gure 4.6 pr�esente une image arti�cielle test de plus grande r�esolution, contenant des objets

"simples" en forme de "bulles". Dans ce cas on constate que letraitement \watersheld" est

plus e�cace pour segmenter les bulles agglom�er�ees. Cependant, même dans ce cas, on observe

encore des limitations de la m�ethode : les "bulles" superpos�ees avec une plus grande zone d'in-

tersection ne sont ainsi pas bien identi��ees. Notre cas �etant plus complexe, on constate au �nal

que la m�ethode \watersheld" n'est pas adapt�ee pour le traitement des images avec une petite

r�esolution et avec des bact�eries se d�eveloppant sous formes de colonie.
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µm10

(a)

(b) (c) (d)

Figure 4.5 { (a) Image acquise pendant la formation du bio�lm ; (b) Image avec un zoom
sur un d�etail de la colonisation ; (c) Image obtenue apr�es la binarisation et (d) Image avec
l'application du traitement \watersheld"

(a) (b)

(c) (d)

Figure 4.6 { Figures (a) et (c) : Images binaris�ees avec des bulles ; Figures (b) et (d) : Images
avec l'application de le traitement \watersheld"
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4.6 Conclusion

Ce chapitre a pr�esent�e la proc�edure mise en oeuvre pour traiter les images et en extraire

l'information pertinente en vue de leur analyse ult�erieure.

Selon les con�gurations �etudi�ees par la suite (colonisation initiale de la lamelle ou �etude

d'un bio�lm d�evelopp�e), les images auront une d�e�nition et une r�esolution di��erente. Dans la

premi�ere con�guration, la d�e�nition des images est de 1024 pixels � 1024pixels (pour un champ

d'observation de 290:63 �m � 290:63 �m ) et elles sont cod�ees sur 8 bits. Dans le second cas,

la d�e�nition des images est de 512pixels � 512 pixels (pour un champ d'observation allant de

83:04 �m � 83:04 �m �a 145:31 �m � 145:31 �m selon le zoom utilis�e) et elles sont cod�ees sur

24 bits. Les d�eveloppements ont �et�e r�ealis�es avec Matl ab par une utilisation la plus judicieuse

possible de la biblioth�eque d'outils de traitement disponible sous Matlab. La �gure 4.7 pr�esente

un sch�ema illustratif des principales techniques de traitement d'images utilis�ees.

Quelle que soit la con�guration �etudi�ee, une attention pa rticuli�ere a �et�e apport�ee quant �a

l'�elimination des objets hors focus ou �a l'�elimination d u bruit de fond inh�erent �a l'instrument

de mesure. Les �ltres morphologiques de type \imbothat" et \i mtophat", pour lesquels la taille

de l'�el�ement structurant peut être param�etr�ee, se mon trent particuli�erement e�cace. Ces �ltres

permettent une homog�en�eisation du fond tout en pr�eservant la forme des objets d'int�erêts.

Malgr�e cela, du fait du contraste des images pr�etrait�ees, l'extraction des objets par un simple

seuillage direct n'est pas envisageable. Nous avons donc utilis�e une m�ethode de d�etection de

contour bas�e sur le calcul du gradient de niveau de gris des images. On a pr�ef�er�e le �ltre Sigma

qui pr�eserve l'isotropie. L'image du gradient est ensuitebinaris�ee, le seuil �etant calcul�e selon la

m�ethode d'Otsu : cette m�ethode permet de d�etecter de mani�ere pr�ecise le contour des bact�eries

ou des colonies.

Avant segmentation des images, un op�erateur morphologique (fermeture) a �et�e appliqu�e a�n

d'am�eliorer la d�e�nition des objets d�etect�es (�elimin ation de pixels isol�es ou de trous, connexion

de structures proches). La segmentation consiste ensuite �a identi�er chaque objet a�n d'en

calculer les caract�eristiques (d�enombrement, calcul desurface etc.). Pour le d�enombrement,

l'individualisation de chaque objet est primordiale et nous avons test�e l'algorithme de \partage

des eaux" (ou \watershed"), a�n d'am�eliorer encore la d�et ection des bact�eries sur les images.

Cependant, dans nos con�gurations, cet algorithme ne se montre que \relativement" performant

et seulement sur des situations o�u le nombre d'objets est assez faible. La caract�erisation des

objets par comptage des bact�eries individuelles sera doncr�eserv�e au cas o�u l'on analysera les

conditions de la colonisation initiale de la lamelle de verre au cours des exp�eriences. Pour la

caract�erisation du bio�lm, il vaut mieux raisonner en surf ace pour minimiser les biais.

Notons pour �nir que la proc�edure de traitement pr�esent�e e 4.7 n'est que semi-automatique.

Selon la structure et le degr�e de d�eveloppement du bio�lm, les conditions d'illumination va-

rient d'une image �a l'autre. Malgr�e les pr�ecautions pris es au niveau du pr�etraitement (ho-

mog�en�eisation), il est di�cile de trouver un seuil applic able �a tout un set d'images de mani�ere

automatique. Le traitement s'e�ectue donc en deux passes : un premier traitement par le pro-

gramme que nous avons d�evelopp�e, puis, quand cela est n�ecessaire, ajustement manuel du seuil

par inspection visuelle des images trait�ees par rapports aux images brutes.
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Formation 
et Numérisation d'image 

Figure 4.7 { Sch�ema illustratif des principales techniques adopt�ees pour les traitements
d'images.



Chapitre 5

L'�etat initial de la colonisation

La dynamique de la croissance bact�erienne peut être mod�elis�ee de di��erentes fa�cons et,

d'un fa�con g�en�erale, la biomasse initiale d'un bio�lm, s uppos�ee proportionnelle au nombre

de bact�eries initiales, est donc un des param�etres importants pour la mod�elisation. Ainsi, un

point important concerne l'�etat initial de colonisation d e la plaque inf�erieure des chambres

d'�ecoulements pour chaque essai. En e�et, la structure du bio�lm, sur les temps courts, peut

être fortement d�ependante des conditions initiales. Même sur les temps longs, si les proces-

sus hydrodynamiques li�es aux ph�enom�enes d'�erosion/d�etachement ont une place importante

dans la structuration du bio�lm ( Picioreanu et al., 2000c), il n'est pas certain que l'on perde la

\m�emoire" de l'�etat initial et que la structure du bio�lm s oit moins sensible �a ces conditions

initiales. De plus, comme nous l'avons vu au chapitre pr�ec�edent, l'utilisation de 
uorochromes

impose de fortes contraintes sur le d�eroulement des exp�eriences (puisqu'il n'est pas possible

de suivre un bio�lm en continu) et sur leur analyse du point de vue statistique. Dans ce cha-

pitre, nous pr�esentons ainsi une �etude visant �a caract�e riser l'�etat initial de colonisation de la

chambre d'�ecoulement et sa variabilit�e d'une exp�erience �a l'autre. Cette �etude permettra entre

autre de valider un protocole exp�erimental d'inoculation des chambres d'�ecoulements qui soit

su�samment robuste pour, �a d�efaut d'assurer une reproduc tibilit�e parfaite d'un essai �a l'autre,

minimiser cette variabilit�e.

5.1 D�eroulement de l'exp�erience

Les pr�eparations des syst�emes d'�ecoulement pour la caract�erisation de l'�etat de la coloni-

sation initiale se sont d�eroul�ees au laboratoire LTHE (La boratoire d'Etude des Transferts en

Hydrologie et Environnement). Les observations de l'occupation de la surface du support ont

�et�e r�ealis�ees au laboratoire Liphy. Pour ces exp�erien ces la chambre d'�ecoulement utilis�ee �etait

la chambre PMMA modi��ee.

L'ensemble du syst�eme d'�ecoulement est pr�ealablement st�erilis�e avant chaque exp�erience.

Les tuyaux et les aiguilles d'injection sont st�erilis�es �a l'autoclave �a une temp�erature de 120� C

pendant 20 min . La chambre d'�ecoulement et la lamelle en verre sont st�erilis�ees par exposition

�a une lampe �a rayons ultraviolets. Ces deux derniers �el�ements sont ensuite mis en contact avec

de l'�ethanol �a 70%. Le contact avec l'�ethanol doit être r apide pour ne pas modi�er les pro-

75
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pri�et�es de la surface des lamelles en verre : quelques secondes sont su�santes pour compl�eter la

st�erilisation. Apr�es le contact avec l'�ethanol, la cham bre et la lamelle en verre sont rinc�ees avec

de l'eau st�erilis�ee. Les seringues utilis�ees pour le rin�cage de la chambre d'�ecoulement et de la

lamelle en verre, sont des seringues st�eriles �a usage unique. L'assemblage et la manipulation du

syst�eme, aussi bien que le rin�cage de la lamelle en verre sont r�ealis�es sur un poste de s�ecurit�e

microbiologique - PSM (hotte �a 
ux laminaire verticale).

A chaque exp�erience une nouvelle pr�e-culture est pr�epar�ee en trois �etapes, selon la section

3.1.2.3 : (i) inoculation des bact�eries (pr�evel�ee de la solution stoke congel�ee) dans le milieu

LA et incubation pendant 23 h �a 30 � C (ii) pr�el�evement d'une colonie dans le milieu LA pour

l'inoculation en 3 ml du milieu LB modi��e (iii) incubation de la pr�e-culture pen dant 4 h �a

30� C sous agitation �a 180 rpm. Pour pr�econiser une concentration surfacique initiale la plus

constante possible pour toutes les exp�eriences, apr�es 4h d'inoculation, la pr�e-culture est dilu�ee

avec le milieu LB modi��e jusqu'�a une DO600 t 0:1.

Apr�es assemblage, le syst�eme est rempli avec le milieu LB modi��e. Ensuite un volume de

1ml de la solution bact�erienne pr�ealablement pr�epar�ee est inject�e dans la chambre d'�ecoulement

�a l'aide d'une seringue. Le syst�eme est laiss�e au repos enconditions statiques (sans �ecoulement)

pendant 10 min pour e�ectuer l'adh�esion initiale des bact�eries sur le support d'adh�esion. A la

�n de la phase d'adh�esion initiale, un volume d'environ 10 ml de milieu LB modi��e est inject�e

manuellement via une seringue pour permettre l'�evacuation de la plus grande quantit�e possible

des bact�eries rest�ees en suspension.

Apr�es l'�evacuation des bact�eries en suspension, les bact�eries initiales �x�ees ont �et�e visualis�ees

sous microscope confocal avec la lumi�ere transmise. L'observation de la colonisation initiale a

�et�e r�ealis�ee en fond clair (les bact�eries sont plus fon c�ees que le fond), sans 
uorochromes. Nous

avons utilis�e l'objectif 40 � �a immersion dans l'huile. Un zoom de 1 est utilis�e, ainsi la taille

de l'image est de 290:63 �m � 290:63 �m , pour une d�e�nition de 1024 pixels � 1024 pixels.

La vitesse du scanner a �et�e �x�ee �a 400 hz. Avec cette d�e�nition et cette vitesse de scanner, le

temps pour scanner chaque image est d'environ 8 secondes. Cette r�esolution a �et�e choisie a�n

d'avoir une bonne visualisation et une bonne identi�cation des bact�eries.

5.2 Reproductibilit�e de l'�etat initial

Des essais ont �et�e e�ectu�es pour v�eri�er la reproductib ilit�e de l'�etat initial entre les chambres

d'�ecoulement dans une même exp�erience. Nous avons r�ealis�e 8 exp�eriences o�u 2 �a 4 chambres

d'�ecoulement ont �et�e analys�ees �a chaque essai. Le protocole exp�erimental suivi �etait le même que

celui d�ecrit dans la section 5.1, le seul changement dans le protocole �etait le nombre d'images

acquises. Pour avoir des donn�ees plus repr�esentatives dela surface occup�ee, une zone plus

grande, de taille 18mm x 12 mm a �et�e balay�ee. La prise d'images a �et�e faite tous les 3 mm,

ce qui donne un total de 35 images pour chaque chambre (voir �gure 5.1.a). Les essaisn 1 et 2

constituent une exception dans la mesure o�u la zone balay�ee �etait de 18 mm x 9 mm, soit un
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total de 28 images pour chaque chambre. (voir �gure5.1.b).
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Figure 5.1 { Positions des prises des images pour l'�etat initial du bio�lm. (a) Les essaisn 3 ,
4 et 5 et (b) les essaisn 1 et 2

Apr�es avoir �et�e acquises, les images ont �et�e trait�ees a�n de calculer le nombre de bact�eries

adh�er�ees ainsi que la surface occup�ee par ces derni�eres. Le tableau 5.1 r�esume les r�esultats des 5

essais les plus pertinents. L'annexeB pr�esente les r�esultat du traitement des images pour toutes

les positions dans les chambres. La variablest correspond �a la somme de la surface occup�ee par

les bact�eries si sur l'ensembles des images prises pour chaque chambre analys�ee : st =
P

si .

hst i correspond �a la valeur moyenne dest �a chaque essai. � stotal est l'�ecart relatif entre st et

sa valeur moyenne.N est la somme du nombre de bact�eries d�enombr�ees sur l'ensemble des

images prises pour chaque chambre analys�eeN =
P

N i . hN i est le nombre moyen de bact�eries

attach�ees. � N est l'�ecart relatif sur le nombre de bact�eries. Il est calcul�e par rapport au nombre

moyen de bact�eries pour chaque essai. Le tempstP 1 est le temps �ecoul�e entre l'�evacuation des

bact�eries en suspension et la prise de la premi�ere image (P1).

Les r�esultats de ces essais montrent que le temps �ecoul�e entre l'�evacuation des bact�eries en

suspension et la prise des images joue �enorm�ement sur la quantit�e de bact�eries adh�er�ees sur

la surface. Comme les images sont trait�ees par un programmede fa�con \semi-automatique",

un autre facteur d'importance est la qualit�e des images acquises. En g�en�eral, nous pouvons

constater que pour un même essai, les derni�eres chambres �a analyser, sans �ecoulement pendant

plus longtemps (environ 2 heures), ont moins de bact�eries adh�er�ees sur la surface, comme on

le constate pour les essaisn 2 et 3. Suite �a des observations sous microscope, il s'av�ere que les

bact�eries ont une tendance �a se d�etacher de la surface en verre lorsqu'elles sont expos�ees �a un

environnement sans �ecoulement.

En ce qui concerne l'augmentation de la quantit�e de bact�eries dans la chambre 1:2 de l'essai

n1, on observe l'existence de lignes pr�ef�erentielles de d�epôt avec une plus grande concentra-

tion de bact�eries sur ces zones (voir �gure5.2). Ces lignes pr�ef�erentielles sont probablement

dues �a un d�efaut de la lamelle de verre ou �a des traces laiss�ees lors du nettoyage de la lamelle

de verre : cela peut entrâ�ner une plus grande a�nit�e des bact�eries pour ces zones �a cause
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Essais Chambre Nb.
images

st �st � stotal N hN i � N tP 1

[pixels] [pixels] [%] [cellule] [cellule] [%] [hr]
1 1:1 28 596208 644768 � 7:53 23311 25491 � 11:70 1h17

1:2 28 693329 +7 :53 28474 +11:70 2h29
2 2:1 28 395023 367311 +7 :54 14081 13964 +0 :84 0h38

2:2 28 390297 +6 :26 14302 +2 :42 1h02
2:3 28 316612 � 13:80 13508 � 3:26 1h25

3 3:2 35 464250 436507 +6 :36 19867 20849 � 4:71 0h42
3:3 35 433566 � 0:67 20346 � 2:41 1h11
3:4 35 411705 � 5:68 22333 +7 :11 2h15

4 4:1 35 716231 689785 +3 :83 29092 27166 +7 :09 0h57
4:2 35 739455 +7 :20 28265 +4 :05 1h28
4:3 35 715558 +3 :74 27048 � 0:43 1h58
4:4 35 587897 � 14:77 24257 � 10:71 2h21

5 5:1 35 522464 382606 +36:55 26432 19573 +35:04 0h34
5:2 35 309701 � 19:05 15498 � 20:82 1h09
5:4 35 315652 � 17:50 16789 � 14:22 2h19

Table 5.1 { Reproductibilit�e de l'�etat initial. La taille et la d�e�n ition d'images : 290:63 �
290:63 �m et 1024� 1024pixels, respectivement

de di��erence dans l'�etat de surface. En ce qui concerne la plus grande quantit�e de bact�eries

mesur�ee dans la chambre 4:1 de l'essain4, il s'av�ere que certaines images acquises dans cette

chambre ont une mauvaise qualit�e. Cela entrâ�ne des erreurs sur le calcul de la surface colonis�ee.

µm10

(a)

µm10

(b)

Figure 5.2 { Prise des images de la chambre 1:2 avec l'observation des lignes pr�ef�erentielles
de d�eposition des bact�eries et une plus grande concentration des bact�eries sur cette zone.

Pour l'essain2, la chambre 2:1 n'a pas montr�ee l'existence d'un grande quantit�e de bact�eries

en suspension. Cependant, la chambre 2:2, examin�ee ensuite, a r�ev�el�ee une plus forte remise en
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suspension (en particulier �a partir de la position P16 - voir �gure 5.1.b, soit 1h apr�es l'adh�esion).

La chambre 2:3, examin�ee apr�es la chambre 2:2, montrait quant �a elle une encore plus forte

quantit�e de bact�eries en suspension, ceci sur toutes les positions observ�ees. Si nous n�egligeons

la derni�ere chambre �a analyser (chambre 2:3), l'�ecart relatif descend �a 0 :6 % pour la surface

occup�ee et 0:8 % pour le nombre de bact�eries.

Pour l'essai n3, on constate visuellement l'existence de bact�eries en suspension en sortie de

la zone observ�ee pour la premi�ere chambre analys�ee (chambre 3:2). Ainsi, pour cette chambre, si

on compare la surface occup�ee au niveau des 7 premi�eres positions (P1 �a P7) et des 7 derni�eres

positions (P22 �a P28) nous constatons une di��erence de 157% sur la surface occup�ee. La derni�ere

chambre quant �a elle (chambre 3:4) sou�re de la mauvaise qualit�e de plusieurs images. Si nous

n�egligeons cette derni�ere chambre, nous obtenons une �ecart relatif de 3:4 % et 1:2 % pour la

surface occup�ee et le nombre de bact�eries respectivement.

L'essain4 est lui aussi entâch�e par des biais dus �a certaines images de qualit�e m�ediocre pour

la chambre 4:1 et chambre 4:4. Si nous n�egligeons la derni�ere chambre (chambre 4:4) , l'�ecart

relatif est 2:2 % et 3:9 % pour la surface occup�ee et le nombre de bact�eries respectivement.

En�n, dans l'essai n5, toutes les images de la chambre 5:1 sont de mauvaise qualit�e, alors

que la chambre 5:2 et chambre 5:4 ont des qualit�es d'images comparables. Si nous n�egligeons la

premi�ere chambre, l'�ecart relatif est de 0:95 % et 4 % pour la surface occup�ee et le nombre de

bact�eries respectivement.

Finalement, en ce qui concerne la reproductibilit�e de la colonisation initiale pour une même

s�erie d'essais, si nous faisons abstraction de l'essain1 (structures pr�ef�erentielles pour le d�epôt et

l'adh�esion des bact�eries), des chambres pour lesquellesles images �etaient de qualit�e m�ediocre,

ainsi que des cas o�u la quantit�e de bact�eries en suspension est prohibitive pour �eviter les biais

lors de l'analyse semi-automatique, les valeurs maximalesde l'�ecart relatif sont �egales �a 3 :42 %

et 4 % pour la surface occup�ee et le nombre de bact�eries respectivement (conform�ement au

tableau 5.2).

Essais Chambre Nb.
images

st �st � stotal N hN i � N tP 1

[pixels] [pixels] [%] [cellule] [cellule] [%] [hr]
2 2:1 28 395023 392660 +0 :60 14081 14192 � 0:78 0h38

2:2 28 390297 � 0:60 14302 +0 :78 1h02
3 3:2 35 464250 436507 +3 :42 19867 20107 � 1:19 0h42

3:3 35 433566 � 3:42 20346 � 1:19 1h11
4 4:1 35 716231 723748 � 1:04 29092 28135 +3 :4 0h57

4:2 35 739455 +2 :17 28265 +0 :46 1h28
4:3 35 715558 � 1:13 27048 � 3:86 1h58

5 5:2 35 309701 312677 � 0:95 15498 16144 � 4:00 1h09
5:4 35 315652 +0 :95 16789 +4 :00 2h19

Table 5.2 { Principaux r�esultats par rapport la reproductibilit�e de l'�etat initial

Pour conclure, a�n d'�eviter -ou du moins minimiser- le d�et achement des bact�eries lorsque

les conditions statiques sont impos�ees, le temps �ecoul�eentre l'injection du milieu LB pour

l'�evacuation des bact�eries en suspension et la �n de l'acquisition des images ne doit pas d�epasser

1 heure. Ce r�esultat explique les contraintes et donc les di�cult�es engendr�ees pour observer dans
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des conditions id�eales l'�etat de la colonisation initial e de toutes les chambres d'�ecoulement pour

un même essai.

Parmi ces di�cult�es, le d�eplacement du syst�eme d'�ecoul ement, depuis le laboratoire o�u sont

cultiv�es les bio�lms (LTHE) vers le laboratoire o�u sont fai tes les analyses au microscope confocal

(Liphy), est l'un des probl�emes les plus contraignants : ced�eplacement contribue de mani�ere

non n�egligeable au temps pour lequel les bact�eries se retrouvent en conditions statiques (avec

une tendance de plus en plus forte au d�etachement de la plaque inf�erieure). Le d�eplacement de

l'exp�erience peut aussi engendrer des d�egradations, comme par exemple l'endommagement de

la plaque inf�erieure ou la d�econnexion de certains tuyaux. De plus même si ces d�egradations

sont �evit�ees, le simple d�eplacement des exp�eriences les rend vuln�erables �a une contamination

ext�erieure par d'autres bact�eries.

Pour contourner ces contraintes, une m�ethode alternativea �et�e utilis�ee pour avoir tout de

même une caract�erisation de l'�etat initial des exp�erie nce qui ont suivies (chapitre 6) : cette

m�ethode consiste �a utiliser une seule chambre t�emoin pour une même s�erie d'essais. La chambre

t�emoin doit être pr�epar�ee en même temps et selon le même protocole que les chambres o�u

le bio�lm se d�eveloppera. Apr�es pr�eparations, les chambres d'�ecoulement sont plac�ees sur le

syst�eme d'alimentation du milieu LB et l'�ecoulement est a morc�e. Ensuite la chambre t�emoin

est d�eplac�ee jusqu'au microscope pour l'acquisition desimages de l'�etat initial. D'apr�es ce qui

a �et�e montr�e plus haut, la proc�edure de colonisation ini tiale des chambres est relativement bien

contrôl�ee pour une même s�erie d'essai. On fait alors l'hypoth�ese que la chambre t�emoin est

repr�esentative pour la s�erie et qu'elle donne une bonne indication des conditions initiales pour

les autres chambres d'�ecoulement.

5.3 Distribution spatiale

Pour pouvoir analyser l'homog�en�eit�e de la r�epartition spatiale des bact�eries initialement

adh�er�ees sur le support inf�erieur, nous avons compar�e la quantit�e de biomasse mesur�ee �a chaque

position analys�ee avec la biomasse moyenne de la chambre d'�ecoulement. Cette analyse a �et�e

r�ealis�ee sur les essais pr�esent�es dans le tableau5.2. Nous avons utilis�e en priorit�e les essais dis-

posant de 35 positions analys�ees, plus repr�esentatifs dela surface. Ainsi l'essain2, comprenant

seulement 28 positions, n'a pas �et�e pris en compte.

Pour �evaluer cette distribution, l'�ecart type ( � ), le coe�cient de variation (CV) et le coe�-

cient de variation corrig�e (CV') ont �et�e calcul�es pour l es param�etres concernant la surface et le

nombre des bact�eries. Le coe�cient de variation est le rapport de l'�ecart-type sur la moyenne

arithm�etique exprim�e en pourcents (donc sans dimension) :

CV =
�
�x

:100 (5.1)

o�u �x est la moyenne de la surface occup�ee (ou du nombre de bact�eries) sur toutes les positions.

Le coe�cient de variation sert �a �evaluer la dispersion d'u ne distribution (�echantillon ou

population) et �egalement �a valider la repr�esentativit� e de la moyenne. SelonVeysseyre(2006),
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une valeur du coe�cient de variation inf�erieure �a 15% trad uit une bonne homog�en�eit�e de la

distribution. Ainsi, si le coe�cient de variation est inf�e rieur �a 15%, la r�epartition spatiale est

consid�er�ee homog�ene et la moyenne est repr�esentative de la distribution et, inversement, si

le coe�cient de variation est sup�erieur �a 15%, la r�eparti tion spatiale est consid�er�ee comme

h�et�erog�ene et il faut utiliser avec prudence la moyenne de la distribution.

Le coe�cient de variation corrig�e (CV') est le coe�cient de variation sans la prise en compte

des images proches de la paroi de la chambre d'�ecoulement (c'est �a dire, sans prendre en compte

les positionsP1 �a P7 et P29 �a P35, conform�ement �a la �gure 5.1.a).

Dans notre syst�eme, le rapport d'aspect entre la hauteur etla largeur du micro-canal est de

0:015, soit un rapport tr�es petit devant 1. Ainsi, en comparant la valeur de CV avec CV', nous

pouvons v�eri�er si le d�epôt bact�erien pour l'�etat init ial n'est pas a�ect�e par la proximit�e des

parois.

Dans cette analyse, la distance entre la premi�ere (ou derni�ere rang�ee) d'images et la paroi

de la chambre est la même que pour les essais r�ealis�es pourle d�eveloppement du bio�lm, soit

2:5 mm (voir �gure 4.1 et �gure 5.1a). Les r�esultat obtenus sont pr�esent�es dans le tableau5.3

et sur les graphiques de la �gure5.3.

Essais Chambre hsi i � (si ) CV(si ) CV 0(si ) hN i � (N ) CV(N ) CV 0(N )
[pixels] [pixels] [%] [%] [cells] [cells] [%] [%]

3 3:2 13264 4239 31:96 17:73 568 155 27:36 14:85
3:3 12388 3462 27:95 21:29 581 148 26:52 17:35

4 4:1 20464 2997 14:64 12:45 831 88 10:65 10:32
4:2 21127 3493 16:54 17:40 808 99 12:25 13:66
4:3 20445 6720 32:87 38:01 773 236 30:54 34:54

5 5:2 8849 1422 16:07 14:47 443 58 13:13 13:13
5:4 9019 2868 31:80 25:24 480 138 28:67 20:52

Moyenne : 24:55 20:94 Moyenne : 21.16 17.83

Table 5.3 { Analyse de la r�epartition spatiale sur les chambres d'�ecoulement

En ce qui concerne l'in
uence des parois sur la d�eposition bact�erienne, en comparant CV

avec CV', sur les 7 chambres analys�ees, lorsque les images acquises �a proximit�e des parois ne sont

pas prises en compte, on constate une r�eduction du coe�cient de variation sur 5 chambres et

une augmentation sur 2 chambres. Ces valeurs ne pr�esententpas la même tendance �a proximit�e

des parois pour tous les essais (croissance ou d�ecroissance selon les cas). Nous consid�ererons

donc que les parois n'a�ectent pas l'�ecoulement et par l�a même le d�epôt des bact�eries.

En ce qui concerne la distribution initiale des bact�eries sur la chambre d'�ecoulement, en exa-

minant la valeur de CV, nous pouvons constater que les chambres 4:1, 4:2 et 5:2 pr�esentent une

r�epartition plutôt homog�ene. Cependant, 4 chambres sur 7 pr�esentent aussi une valeur de CV

sup�erieure �a 15%. Au �nal, ces premiers r�esultats montre nt que la distribution spatiale initiale

des bact�eries pr�esente une certaine h�et�erog�en�eit�e mais qui reste accepable avec une moyenne

CV(si ) �egale �a 25% et CV(N ) �egale �a 21%.
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Figure 5.3 { R�epartition spatiale initiale des bact�eries.
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5.4 Conclusion

Des essais ont �et�e r�ealis�es pour v�eri�er la reproducti bilit�e et la distribution spatiale de l'�etat

initial de la colonisation. Les exp�eriences se sont d�eroul�ees dans un environnement st�erile, en

utilisant la chambre PMMA modi��ee et le milieu LB modi��e.

La caract�erisation de la distribution initiale des bact�e ries a �et�e r�ealis�ee tout en identi�ant

les facteurs pouvant amener certains biais sur cette caract�erisation.

Parmi ces facteurs, la qualit�e intrins�eque des images, prises en lumi�ere transmise, est impor-

tante : Comme nous l'avons vu au chapitre4, nous avons mis en place des traitements visant �a

r�eduire au maximum le bruit de fond a�n de comptabiliser de l a mani�ere la plus pr�ecise possible

le nombre de bact�eries et la surface colonis�ee.

Au-del�a des probl�emes de manutention, favorisant d'�eventuelles contamination, un autre

facteur est li�e au protocole suivi pour la mise en place des exp�eriences : nous avons ainsi

mis en �evidence l'importance de la dur�ee pendant laquelle les bact�eries sont en conditions

statiques, entre le moment o�u on proc�ede �a l'�evacuation des bact�eries restant en suspension et

la premi�ere prise d'image. Une dur�ee trop longue semble favorable �a une remise en suspension des

bact�eries ce qui nuit �evidemment �a la reproductibilit�e des r�esultats. Cela impose des contraintes

logistiques au niveau du d�eplacement des exp�eriences du lieu de culture vers le lieu d'observation.

Cela impose aussi des contraintes sur le protocole exp�erimental lui-même, en particulier quand

plusieurs chambres d'�ecoulement sont cultiv�ees en parall�eles. Dans ce cas, il est tr�es di�cile

d'assurer que cette dur�ee est inf�erieure au seuil critique pour toutes les chambres (analys�ees de

mani�eres s�equentielles) : ceci introduit un biais dans l'analyse de la reproductibilit�e statistique

de l'�etat initial entre les di��erentes chambres.

Pour pallier cette di�cult�e, utiliser une seule chambre t� emoin pour un jeu d'essai semble

en premi�ere approximation être une alternative acceptable pour assurer la repr�esentativit�e de

l'�etat initial pour toutes les chambres de cet essai. Cettem�ethode a aussi l'avantage d'un gain

de temps notable, pour la suite du travail, �etant donn�e la q uantit�e d'images acquises et de la

dur�ee n�ecessaire pour le traitement et l'analyse des images.

En ce qui concerne les donn�ees quantitatives pour la caract�erisation des conditions initiales :

nous n'observons pas l'in
uence directe des parois en comparant les di��erentes valeurs du coef-

�cient de variation CV et CV'. Toutes les positions pour lesquelles seront prises les images sont

donc repr�esentatives. La distribution initiale des bact�eries sur la chambre d'�ecoulement quant

�a elle a une tendance vers une h�et�erog�en�eit�e d'un nive au acceptable de l'ordre de 21 �a 25%.

En�n, nous pouvons observer que, dans un même essai, les concentrations surfaciques ini-

tiales dans les di��erentes chambres sont semblables. Cette similitude n'est pas observ�ee d'un

essai �a l'autre, malgr�e les pr�ecautions prises pour avoir une concentration surfacique initiale la

plus constante possible. Cela s'explique par le fait que dans un même essai, les chambres sont

inocul�ees avec la même solution bact�erienne, c'est �a dire, avec la même pr�e-culture dilu�ee avec

le milieu LB modi��e jusqu'�a une DO d'�a peu pr�es 0 :1. Comme pour chaque essai une nouvelle

pr�e-culture est �elabor�ee, les solutions bact�eriennes d'injection n'ont pas forc�ement exactement

la même concentration d'un essai �a l'autre.
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Chapitre 6

D�eveloppement du Bio�lm

Ce chapitre est consacr�e �a la pr�esentation des r�esultats obtenus sur le d�eveloppement de

bio�lms sous di��erentes conditions hydrodynamiques, ainsi qu'�a une analyse des ph�enom�enes

de croissance et de structuration mis en �evidence.

Dans un premier temps, le protocole exp�erimental utilis�e pour le d�eroulement des exp�eriences

ainsi que les conditions hydrodynamiques explor�ees au cours du suivi de la croissance des bio-

�lms, sont pr�esent�es.

Dans un second temps, une analyse est d�evelopp�ee a�n de d�eterminer l'aire �el�ementaire

repr�esentative des images pour laquelle le bio�lm est repr�esent�e dans son ensemble.

Dans un troisi�eme temps la structure du bio�lm en d�evelopp ement est analys�ee en

s'int�eressant aux courbes moyenn�ees des pro�ls de fractions volumiques sur toutes les posi-

tions d'observation. Puis une analyse de la distribution spatiale du bio�lm est e�ectu�ee a�n

d'apporter un premier regard �a une �echelle sup�erieure dequelques millim�etres repr�esentative de

la matrice solide du bio�lm.

En�n, la derni�ere section de ce chapitre a pour but d'identi �er une tendance de l'�evolution

du d�eveloppement du bio�lm avec le temps pour les conditions hydrodynamiques explor�ees.

6.1 D�eroulement de l'exp�erience

A�n d'avoir un d�ebit d'injection stable dans les chambres d '�ecoulement, deux syst�emes

ont �et�e utilis�es. Pour les exp�eriences sous plus faible cisaillement, nous avons utilis�e la chambre

d'�ecoulement en PDMS (Fig. 3.8) aliment�ee en nutriment �a l'aide d'un pousse-seringue (Fig.3.3).

Pour �etudier le d�eveloppement du bio�lm sous plus fort cis aillement, le syst�eme d'alimentation

gravitaire (Fig. 3.4 et 3.5) et la chambre d'�ecoulement \PMMA modi��e" (Fig. 3.7) ont �et�e

utilis�es.

Une chambre t�emoin pour l'observation de la colonisation initiale est pr�epar�ee en même

temps et de la même mani�ere que les autres chambres pour l'observation du d�eveloppement du

bio�lm (conclusion du chapitre 5).

Avant chaque exp�erience l'ensemble du syst�eme d'�ecoulement est pr�ealablement nettoy�e

et st�erilis�e. Les r�eservoirs du syst�eme d'alimentatio n gravitaire (r�eservoir d'alimentation et de

stockage) sont nettoy�es avec un m�elange de 50% d'hypochlorite de sodium (5% m=m) et 50%

d'�ethanol �a (70 % m=m). Les seringues utilis�ees sont st�eriles et �a usage unique. Les tuyaux et

85
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les aiguilles d'injection sont st�erilis�es sous l'autoclave �a une temp�erature de 120� C pendant

20 min . La chambre d'�ecoulement et la lamelle en verre sont st�erilis�ees par exposition �a une

lampe �a rayons ultraviolets et ensuite mises en contact avec de l'�ethanol 70% (pendant environ

5 secondes), puis rinc�ees avec de l'eau st�erilis�ee. L'assemblage et la manipulation du syst�eme,

ainsi que le rin�cage de la lamelle en verre sont r�ealis�es sous un poste de s�ecurit�e microbiologique

- PSM (hotte �a 
ux laminaire verticale). Le milieu de cultur e LB modi��e (voir section 3.1.2.1)

est le milieu de culture choisi comme la source de nutriment.Ce milieu est st�erilis�e dans un

autoclave (120� C pendant 20 min ).

Sachant que la bact�erieP. putida est une bact�erie a�erobie, le milieu de culture a besoin d'être

oxyg�en�e avant d'être inject�e dans la chambre d'�ecoule ment. Ceci est assur�e par une agitation

en continu (agitateur magn�etique) du milieu qui est en contact avec l'air �ltr�e.

Pour les exp�eriences avec une alimentation par pousse-seringue, l'oxyg�enation doit être

r�ealis�ee avant le remplissage des seringues. Le milieu doit être agit�e pendant au moins 3 h

�a 180 rpm pour garantir une saturation en oxyg�ene du milieu de culture (LB modi��e).

La mesure de la concentration en oxyg�ene dans le milieu a �et�e r�ealis�ee avec un oxym�etre

(MultiLine 3430,WTW). La �gure 6.1 montre la courbe d'oxyg�enation du milieu LB modi��e

�a la temp�erature de 24 � 1� C. Au bout de 3 h l'oxyg�ene dissous (DO) atteint une valeur de

8:1 mg=l. Cette valeur est en accord avec la valeur de th�eorique de l'oxyg�ene dissous dans une

solution �a salinit�e de 5 pour mille �a une temp�erature de 24 � C, comme le milieu LB modi��e.
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Figure 6.1 { Courbe de l'oxyg�enation du milieu LB modi��e

Pour les exp�eriences sous plus fort cisaillement, l'oxyg�enation est r�ealis�ee dans le r�eservoir

d'alimentation en contact avec l'air �ltr�e (Fig. 3.5). L'agitation est maintenue en continu tout le

long de l'exp�erience.

La colonisation initiale de la plaque inf�erieure est r�ealis�ee en suivant le protocole pr�esent�e

en section5.1 du chapitre 5 : (1� ) pr�eparation de la pr�e-culture, (2 � ) dilution de la pr�e-culture

jusqu'�a ce que la valeur deDO600 diminue �a 0 :1, (3� ) injection de 1 ml de la pr�e-culture dilu�ee

dans la chambre d'�ecoulement, (4� ) repos statique du syst�eme d'�ecoulement pendant 10min

pour e�ectuer l'adh�esion initiale sur le support (lamelle en verre) et (5� ) �evacuation des bact�eries

en suspension par une injection de 10ml de milieu LB modi��e.

Ensuite les chambres d'�ecoulement sont reli�ees au syst�eme d'alimentation et le 
ux est

amorc�e. Le bio�lm est d�evelopp�e dans des conditions ambiantes �a temp�erature contrôl�ee (21 :5�

3� C). La chambre t�emoin est plac�ee sous le microscope confocal pour l'observation de la surface
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colonis�ee au tempst = 0.

Comme d�ecrit dans le chapitre 4, les images de la colonisation initiale ont �et�e prises en

lumi�ere transmise sur fond clair en utilisant un objectif 40� �a immersion dans l'huile. La taille

de l'image est de 290:63 �m � 290:63 �m avec une r�esolution de 0:28 �m=pixel . Pour chaque

chambre t�emoin 17 positions sont analys�ees, conform�ement �a la �gure 6.2. La zone balay�ee

correspond �a une surface de 12mm � 12 mm.
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Figure 6.2 { Positions des prises des images

Pour le d�eveloppement du bio�lm, deux conditions hydrodyn amiques ont �et�e impos�ees, selon

le tableau 6.1. Ce tableau pr�esente la vitesse moyenneumean , le d�ebit Q, la contrainte de

cisaillement � w et le nombre de ReynoldsRe.

Exp�erience umean Q � w Re Syst�eme d'ali-
mentation

Chambre
d'�ecoulement

[m=s] [�l=min ] [Pa]
min 10� 10� 5 22 2:1 � 10� 3 0:04 Pousse-seringue en PDMS
max 3:9 � 10� 3 1000 9:4 � 10� 2 2 Syst�eme gravi-

taire
en PMMA
modi��e

Table 6.1 { Les conditions hydrodynamiques employ�ees pour le d�eveloppement du bio�lm

Pour l'observation des bact�eries vivantes et mortes dans le bio�lm, les 
uorochomes Syto9 et

l'iodure de propidium (PI) ont �et�e utilis�es (voir section 3.3.5en d�etail). Pour r�ealiser l'injection

des marqueurs, la chambre est pr�ealablement s�epar�ee du syst�eme d'alimentation. A l'aide d'un

pousse-seringue, un volume de 1ml de 
uorochromes dilu�es (4:0 ml , soit 2:0ml de Syto9 +

2:0ml de PI par litre d'eau st�erilis�e) est inject�e dans la chamb re �a la même vitesse que celle

employ�ee pour d'alimentation du milieu LB modi��e. Pour l' observation des bact�eries du bio�lm

sous microscope confocal, les fentes spectrales de d�etections sont pr�ealablement r�egl�ees pour

chaque marqueur (tab.3.6 dans la section3.3.5).
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Comme cit�e auparavant, l'�evolution temporelle de la croi ssance du bio�lm n'est pas visualis�ee

en continu car la bact�erie P.putida ne 
uoresce pas naturellement et les marqueurs 
uorescents

endommagent les cellules bact�eriennes ainsi que la structure du bio�lm. De ce fait, chaque

exp�erience correspond �a un bio�lm d�evelopp�e pendant un temps donn�e : 24 h,48 h et 72 h.

Les images du bio�lm prises avec l'objectif �a immersion de 40� ont une d�e�nition de

512 pixels � 512 pixels. La surface de la zone balay�ee �etait la même que celle de lacoloni-

sation initiale : 12 mm � 12 mm (Fig. 6.2). A chaque position analys�ee, les images 2D sont

prises (sur la hauteur tous les 1:4 �m ) pour acqu�erir les informations de l'ensemble du bio�lm

(Fig. 6.3). Cet espacement correspond �a l'�echelle d'une cellule bact�erienne. Le temps requis pour

r�ealiser une s�erie d'image 2D �a chaque position varie entre 0:3 et 4 min , selon l'�epaisseur du

bio�lm. La compensation de lumi�ere a �et�e mise en �uvre pou r obtenir des images exploitables

pour les bio�lms �epais.

Figure 6.3 { Les images des couches du bio�lm apr�es traitement d'images: Exp�erience 72h A
(� w = 9 :4 � 10� 2 Pa) �a la position P11. En vert : cellules vivantes, en rouge :cellules mortes.

Le tableau 6.2 pr�esente un r�esum�e sur la prise des images du bio�lm, avec le nombre de

positions analys�ees et la taille de chaque image (2D). Le tableau dans l'annexeC pr�esente les

positions des images prises pendant chaque exp�erience. Comme nous pouvons le voir dans le

tableau 6.2, pour le plus fort cisaillement, deux exp�eriences ont �et�e r�ealis�ees pour chaque temps

de formation donn�e, soit 24 h, 48 h et 72 h. Par la suite nous d�enommerons ces exp�eriences,

Exp�eriences \A" et \B".

Les images 2D prises sont pr�esent�ees dans le tableau6.2. Dans la plupart des cas, les

images du bio�lm ont une taille de 145:31�m � 145:31�m . Cependant, pour certaines exp�eriences
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nous avons du r�eduire la taille des images. Ces cas se produisent lorsque l'on constate un

d�ecalage du plan focal. Ce d�ecalage peut être dû au r�eglage de la platine, tr�es sensible, ou un

endommagement de la plaque inf�erieure, lors de la manipulation ou du transport de la chambre.

Cet endommagement compromet alors la plan�eit�e de la chambre sur la platine et un d�ecalage

des images. Pour corriger ce probl�eme, nous avons alors r�ealis�e des images de tailles plus petites.

Exp�erience Temps de
d�eveloppement
du bio�lm

Nombre de positions analys�ees Taille de chaque image
(2D)

[h] Bact�eries Vi-
vantes

Bact�eries
Mortes

[�m 2]

Min
24 8 4 145:31� 145:31
48 17 4 145:31� 145:31
72 17 9 96:88� 96:88

Max

24 A 17 4 145:31� 145:31
24 B 17 - 145:31� 145:31
48 A 9 - 96:88� 96:88
48 B 13 12 83:04� 83:04
72 A 14 4 145:31� 145:31
72 B 11 - 145:31� 145:31

Table 6.2 { R�esum�e de la prise d'images pour chaque exp�erience.

6.2 Image Repr�esentative

Un mat�eriau ou milieu poreux est un mat�eriau contenant des espaces vides, les pores. La

partie du \squelette" de la mati�ere est souvent appel�e mat rice. Les pores sont g�en�eralement

remplis d'un 
uide (liquide ou gaz). On peut consid�erer le bio�lm comme un milieu poreux o�u,

dans notre cas, la matrice est le bio�lm bact�erien et le 
uid e est le milieu LB modi��e.

Un milieu poreux est couramment caract�eris�e par sa porosit�e ( " ) et le bio�lm est

g�en�eralement un milieu h�et�erog�ene avec une porosit�e variant dans l'espace. La �gure6.4pr�esente

une image illustrative d'un milieu poreux avec di��erentes fenêtres (ou zone) d'analyse (en vert).

SelonCalvet (2003), en observant une zone du milieu poreux su�samment grande par rapport

�a la dimension des pores (Fig.6.4, fenêtre d'analyse 1), on constate que ce volume englobe un

certain nombre de pores et la valeur correspondante de la porosit�e totale peut être consid�er�ee

comme repr�esentative de la valeur moyenne de la porosit�e totale du milieu. En revanche, quand

la taille de la fenêtre d'analyse diminue, la valeur de la porosit�e 
uctue de plus en plus selon

les di��erentes fractions volumiques du milieu (matrice ou espace vide) qui sont comprises dans

ce volume et la position de la fenêtre d'analyse. Cette 
uctuation devient maximum (avec des

valeurs limites de porosit�es �egales �a 0 ou 1) quand la surface est su�samment petite pour ne

se trouver, soit que dans la phase solide, soit que dans un pore (Fig. 6.4, fenêtres 2 et 3). On

introduit ici la d�e�nition de \MER" : la mesure �el�ementai re repr�esentative d'un param�etre du

milieu. Cette mesure correspond �a la valeur de ce param�etre, prise sur une fenêtre d'analyse de

taille donn�ee au-del�a de laquelle la valeur moyenne du param�etre consid�er�e ne varie plus.

Dans le cas de la �gure6.4, nous analysons la mesure de la porosit�e et ses variations �a

l'aide d'une surface �el�ementaire repr�esentative, not�ee SER (Calvet, 2003). Cependant, selon le
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3

2
1

(a)

Figure 6.4 { Image illustrative d'un milieu poreux. Les surfaces en vertsont les MER analys�ees.

contexte, la mesure �el�ementaire repr�esentative (MER) p eut être obtenue non seulement �a partir

des surfaces (SER), mais aussi des volumes (VER) ou des longueurs (LER). Dans la litt�erature,

on trouve beaucoup de travaux qui s'int�eressent principalement au concept de VER. La notion

de volume �el�ementaire repr�esentatif a �et�e au pr�ealab le pr�esent�ee par Bear (1972) o�u il le d�e�nit

comme le plus petit volume qu'il peut obtenir pour d�e�nir ou mesurer des propri�et�es moyennes

du milieu. La �gure 6.5 pr�esente la repr�esentation sch�ematique de la d�e�nitio n d'un volume

�el�ementaire repr�esentatif (VER) utilis�e pour la mesur e de la porosit�e (" ) (Bear, 1972). On

observe que jusqu'�a la valeur du volumeVmin la courbe pr�esente une forme oscillante. Lorsque

la valeur Vmin est atteinte on trouve une valeur constante de la porosit�e,quel que soit le volume

analys�e (espace VER).

Volume
0

1

Vmin

V��

(a)

Figure 6.5 { Repr�esentation de la d�e�nition du volume �el�ementaire r epr�esentatif (VER) utili-
sant la mesure de la porosit�e (Bear (1972)).
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Ainsi, il est clair que la d�e�nition du volume �el�ementair e repr�esentatif est essentielle pour

avoir des r�esultats non biais�es de la structure du bio�lm. Il est �a noter que pour les milieux

isotropes, le VER peut être bien repr�esent�e par un SER.

Le VER est donc caract�eristique de l'�echelle macroscopique, o�u le ph�enom�ene a une

repr�esentation continue. Il est la transposition �a l'�ec helle macroscopique de la notion de point

mat�eriel utilis�ee �a l'�echelle microscopique ( Bear (1972)).

On peut d'ailleurs �a ce stade d�e�nir les di��erentes �eche lles pour d�ecrire les milieux poreux :

{ L'�echelle microscopique : L'�echelle du bio�lm, qui cara ct�erise les atomes ou les mol�ecules,

o�u les structures apparaissent comme des discontinuit�esentre les phases solide et 
uides.

Ces structures sont discontinues �a l'�echelle des bact�eries elle mêmes.

{ l'�echelle locale ou m�esoscopique : L'�echelle interm�ediaire du bio�lm, entre l'�echelle

microscopique et l'�echelle macroscopique. Les structures apparaissent �egalement comme

des discontinuit�es entre les deux phases, mais la discontinuit�e provient de la structure

form�ee et non plus des objets microscopiques �etudi�es.

{ L'�echelle macroscopique : Cette �echelle est sp�eci�que des milieux poreux, c'est �a son

niveau que le m�elange polyphasique peut être consid�er�ecomme milieu continu. Cette

�echelle est caract�eris�ee par la dimension des MER. Ainsi, en utilisant le concept de MER,

on peut consid�erer le bio�lm comme un milieu continu biphasique, c'est-�a-dire comme la

superposition de deux milieux continus classiques, le squelette et le 
uide.

{ L'�echelle m�egascopique : Cette �echelle prend en compteles variations spatiales des pro-

pri�et�es macroscopiques du milieu.

6.2.1 D�etermination de l'image repr�esentative

Cette �etude vise �a d�eterminer l'aire �el�ementaire repr �esentative des images pour laquelle le

bio�lm est repr�esent�e dans son ensemble. Pour la d�etermination du SER, nous avons utilis�e la

fraction volumique (� ) de la biomasse comme variable. La fraction volumique de la biomasse

est un param�etre compl�ementaire de la porosit�e, telle que :

" + � = 1 (6.1)

La fraction volumique de la biomasse est le volume occup�e par le bio�lm par rapport au

volume de contrôle. Un volume de contrôle, en m�ecanique des 
uides, est un volume arbitraire

dans l'espace �a travers lequel circule le 
uide. Le contourg�eom�etrique du volume de contrôle

est appel�e une surface de contrôle. Dans notre �etude, pour le calcul de la fraction volumique,

nous avons utilis�e le volume des bact�eries vivantes par rapport au volume de contrôle (Eq. 6.2).

� i =
Vbv

Vcv
(6.2)

o�u Vbv est le volume des bact�eries vivantes etVcv est le volume de contrôle.
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L'�equation 6.3 pr�esente la fraction volumique pour une position i et une hauteur z dans la

chambre d'�ecoulement :

� i (z) =

Rz+ dz
z s(z)dz

V
=

(sz + sz+� z): � z
2

� x� y� z
=

sz + sz+� z

2� x� y
(6.3)

o�u l'indice \ i " se r�ef�ere �a la position de la prise d'image dans la chambre (P1 �a P17). Ainsi � i

est la valeur fraction volumique pour chaque position analys�ee dans la chambre d'�ecoulement

(i = 1 ; 2; 3: : : 17), s est la surface occup�ee par le bio�lm dans une couche donn�ee, V est le

volume de contrôle. � x et � y correspond �a la taille de l'image prise selon la direction xet y

respectivement.

Ainsi, pour chaque position de mesure (i ), la fraction volumique d'une couche du bio�lm

(entre deux plans horizontaux) correspond �a :

� i;j =
sj � 1=2 + sj +1 =2

2� x� y
(6.4)

o�u l'indice\j" correspond �a la hauteur j = ( j � 1=2)� z.

Figure 6.6 { Ilustration des prises des images (2D) dans la hauteur du bio�lm

� i;j est la valeur de la fraction volumique pour chaque couche j etpour chaque position

analys�ee i dans la chambre d'�ecoulement.

Ensuite la valeur moyenne de la fraction volumique (�� i ) a �et�e calcul�ee sur toute la hauteur

du bio�lm. On obtient ainsi la fraction volumique moyenne du bio�lm pour chaque position

analys�ee :

�� i =
1
n

nX

j =1

� i;j (6.5)

A�n d'identi�er une surface repr�esentative pour l'analys e des images, on calcule ensuite la

moyenne statistiques des fractions volumiques moyenn�eessur l'�epaisseur du bio�lm ( h� i ), en
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consid�erant les di��erentes positions pour lesquelles nous avons pris des images :

h� i =
1
N

NX

i =1

�� i (6.6)

Cette moyenne statistique est e�ectu�ee sur un nombre croissant de volumes de contrôle

jusqu'�a ce que cette valeur converge vers une fraction volumique repr�esentative, invariante avec

l'augmentation du nombre de volumes de contrôle utilis�es. A ce nombre de volumes de contrôle

est associ�e une surface repr�esentative.

Comme �evoqu�e dans la section5.3 (chapitre 5), le coe�cient de variation sert �a �evaluer la

valeur repr�esentative de la moyenne. Une valeur du coe�cient de variation inf�erieure �a 15%

traduit une bonne homog�en�eit�e et la moyenne repr�esente le comportament de l'ensemble du

syst�eme analys�e (Veysseyre, 2006). Ainsi, dans notre travail, pour �evaluer la valeur du SER,

nous avons consid�er�e que le SER a �et�e atteint lorsque lescoe�cients de variation des fractions

volumiques moyennes calcul�es �a partir de points cons�ecutifs sur la courbe sont inf�erieurs �a 15%.

L'annexe D pr�esent la fraction volumique moyenne sur trois points cons�ecutifs ( �� 3), les surfaces

associ�ees �a ces points et le coe�cient de variation des fraction volumique moyenne (CV3).

Les �gures 6.7 et 6.8 pr�esentent les courbes des moyennes statistiques de la fraction volu-

mique sur l'�epaisseur du bio�lm ( h� i ) en fonction de la taille des surfaces d'analyse, pour les

exp�eriences �a plus faible et plus fort cisaillement : � w = 2 :1 � 10� 3 Pa et � w = 9 :4 � 10� 2 Pa,

respectivement.
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Figure 6.7 { V�eri�cation de la fraction volumique moyenne en fonction de la taille de surface
analys�ee pour les exp�eriences sous plus faible cisaillement : � w = 2 :1 � 10� 3 Pa
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Figure 6.8 { V�eri�cation de la fraction volumique moyenne en fonction de la taille de surface
analys�ee pour les exp�eriences sous plus fort cisaillement : � w = 9 :4 � 10� 2 Pa
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Pour le plus faible taux de cisaillement (Fig. 6.7), la courbe correspondant au temps de

croissance 24h pr�esente un comportement plus monotone que celles des bio�lms cultiv�es sur

48 h et 72 h. Apr�es 24 h de croissance, la fraction volumique moyenne pr�esente unevaleur

de CV3 inf�erieure �a 15% quelle que soit la surface de contrôle utilis�ee pour le calcul. Pour les

courbes �a 48 h et 72 h de croissance,CV3 atteint une valeur inf�erieure �a 15% pour une surface

�egale �a 0:084 mm2.

En ce qui concerne les cas �a fort cisaillement(Fig.6.8), la plupart ont un comportement

monotone �a partir d'une certaine taille de surface. Sur lesdeux exp�eriences correspondant �a un

temps de croissance de 24h (6.8.a, Exp�eriences A et B), on observe une tr�es faible oscillation

de la fraction volumique avec l'augmentation de la surface analys�ee. Ces exp�eriences pr�esentent

une valeur de CV3 inf�erieure �a 15% quelles que soient la taille des surfacesanalys�ees. Pour

les exp�eriences �a 48h de croissance (A et B), nous obtenons une valeur deCV3 inf�erieure �a

15% pour une surface sup�erieure �a 0:047 et 0:028 mm2, respectivement. De même, pour les

exp�eriences �a 72 h de croissance (A et B), il faut une surface sup�erieure �a 0:084 et 0:063 mm2,

respectivement, pour que la valeur deCV3 soit inferieur �a 15%.

On observe que le crit�ere de convergence que nous avons adopt�e (premier point sur la

courbe pour lequel CV3 est inf�erieur �a 15%) est atteint, selon les exp�eriences, pour une valeur

de surface di��erente. N�eanmoins, pour le pire des cas (valeur maximale), cette surface est �egale

�a 0 :084 mm2, et correspond �a quatre images de taille 145:31�m � 145:31�m . On peut donc

consid�erer qu'avec un nombre minimum de 4 images prises �a 4positions di��erentes ont atteint

une bonne repr�esentativit�e, du moins pour le param�etre f raction volumique. Ainsi, ces r�esultats

pr�eliminaires montrent que le nombre d'images prises dansces exp�eriences sont repr�esentatives

de la structure du bio�lm, et de ce fait, la valeur de la fracti on volumique moyenne peut être

consid�er�ee comme repr�esentative du bio�lm.

6.3 Hauteur du bio�lm consid�er�ee dans les chambres en PDMS

Au cours des exp�eriences de d�eveloppement des bio�lms nous avons constat�e une adh�erence

importante des bact�eries/bio�lm sur la lamelle en verre mai s �egalement sur la surface en

PDMS, c'est-�a dire, sur le côt�e oppos�e �a la lamelle en verre (voir �gure 6.10.a). Cette

adh�esion est l�eg�erement plus �elev�ee pour les surface en PDMS que pour la lamelle en verre,

et consid�erablement plus importante que pour la surface enPMMA. La �gure 6.10.b montre un

bio�lm d�evelopp�e sur lamelle en verre mais �egalement sur la surface en PDMS. Le bio�lm a �et�e

d�evelopp�e pendant 72 h �a � w = 2 :1 � 10� 3 Pa.

L'annexe E pr�esente de fa�con g�en�erale les principaux points du m�ecanisme d'adh�esion

bact�erienne.

Ainsi, nous voulons v�eri�er ici si les bact�eries adh�er�e es sur le PDMS occasionnent une

in
uence majeure sur le bio�lm d�evelopp�e sur la lamelle en verre.

Picioreanu et al. (2000b) montrent que le temps caract�eristique � conv du transport convectif

des nutriments vers le bio�lm est consid�erablement plus faible que le temps caract�eristique de

la di�usion � dif f du nutriment dans le bio�lm. Nous avons r�ealis�e un calcul s impli��e pour avoir

une id�ee des temps caract�eristiques associ�es au transfert des nutriments du milieu de culture
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au niveau du bio�lm. Consid�erant une bact�erie de taille mo yenne de 2�m , pour la contrainte

de cisaillement la moins �elev�ee, cette bact�erie per�coit un renouvellement du milieu 50 fois par

seconde, soit un temps caract�eristique convectif� conv �egal �a 2 :0 � 10� 2s. Pour la contrainte de

cisaillement la plus �elev�ee la bact�erie voit le milieu nu tritif renouvel�e 1950 fois par seconde, soit

une valeur de� conv �egale �a 5:0 � 10� 4s. Le temps caract�eristique moyen � dif f pour la di�usion

des nutriments dans le bio�lm a �et�e estim�e �a partir de val eurs exp�erimentales existantes de

la litt�erature. L'�equation 6.7 pr�esente le temps requis pour un solut�e pour p�en�etrer ju squ'�a la

base du bio�lm avec 90% de sa concentration presente dans le 
uide circulant dans la chambre

d'�ecoulement (voir �gure 6.9) (Stewart, 2003) :

� dif f = 1 :03
L 2

De
(6.7)

O�u L est l'�epaisseur du bio�lm, et De est le coe�cient de di�usion e�ectif dans le bio�lm.

Figure 6.9 { Di�usion du solut�e jusqu'�a la base du bio�lm avec 90% de sa concentration
pr�esente dans le 
uide circulant dans la chambre d'�ecoulement.

Les bio�lms sont compos�es principalement d'eau, ainsi, lecoe�cient de di�usion De dans

un bio�lm est d�etermin�e �a partir de la valeur du coe�cient de di�usion dans l'eau pure (Daq) :

De=Daq = 0 :6 pour les composants gazeux etDe=Daq = 0 :25 pour la plupart des composants

organiques (Stewart, 2003).

A�n d'avoir une estimation de la di�usion dans le bio�lm, nou s allons consid�erer ici la di�u-

sion de l'oxyg�ene et du glucose (un des composants de l'extrait de levure, principal composant

du milieu LB modi��e) dans le bio�lm.

En prenant comme longueur caract�eristique l'�epaisseur de la partie dense du bio�lm (soit en-

viron 10�m . Voir les r�esultats pr�esent�es plus tard dans ce chapitre), et consid�erant le coe�cient

de di�usion Daq de l'oxyg�ene �egal �a 20 � 10� 6cm2=s et celui du glucose �egal �a 6:7 � 10� 6cm2=s

(Stewart, 2003), nous obtenons un� dif f de 8:6 � 10� 2s et de 6:1 � 10� 2s pour ces deux com-

posants, respectivement. On observe donc que la valeur du temps di�usion est sup�erieure au le

temps de convection, quelles que soient les con�gurations(un facteur 4 pour les exp�eriences �a� w

= 2 :1� 10� 3 Pa et un facteur sup�erieur �a 100 pour les exp�eriences �a � w = 9 :4� 10� 2 Pa). Ainsi,

dans notre cas, on peut consid�erer que le facteur limitant dans le transport des nutriment est

le transfert par di�usion dans le bio�lm.
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Dans notre travail, les exp�eriences pr�esentent ainsi un renouvellement rapide du milieu �a

l'�echelle locale par rapport �a l'�echelle caract�eristi que de sa di�usion (puis sa consommation)

dans le bio�lm. Ainsi, on peut consid�erer que même avec unepr�esence non n�egligeable de

bact�eries adh�er�ees sur la surface du PDMS, le milieu nutritif reste satur�e en nutriment. Ainsi, si

du bio�lm se d�eveloppe sur la partie sup�erieure de la chambre, ce d�eveloppement ne perturbe pas

les conditions de croissance du bio�lm sur la partie inf�erieure, en verre, car il y a su�samment

de nutriment. De ce fait, dans la suite du travail, nous avonscontinu�e �a �etudier le bio�lm

d�evelopp�e sur la lamelle de verre, en ne consid�erant qu'une partie de la hauteur de la chambre

en PDMS. Cette hauteur a �et�e �a �x�ee �a 112 �m , soit un peu plus que la moiti�e de la hauteur

de la chambre (210�m ).
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(a)

e

(b)

Figure 6.10 { Observation de l'adh�esion du bio�lm sur la surface inf�eri eur (lamelle en verre)
et �egalement sur la surface sup�erieure en PDMS : (a) Image illustrative de la disposition de la
lamelle en verre et de la surface en PDMS (oppos�ee) et (b) Image du bio�lm d�evelopp�e dans la
chambre d'�ecoulement en PDMS : � w = 2 :1 � 10� 3 Pa, 72 h.
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6.4 Pro�ls moyenn�es des fractions volumique en z

Apr�es le traitement des images (voir section pr�ec�edente), les donn�ees ont �et�e traduites en

terme de fraction volumique �a une hauteur z. On d�e�nit :

{ � i;j la valeur de la fraction volumique mesur�ee dans la couchej �a la position i dans la

chambre d'�ecoulement ;

{ La moyenne statistique est calcul�ee en utilisant toutes les positions disponibles dans la

chambre d'�ecoulement pour lesquelles nous avons pris des images :

h� j i =
1
N

NX

i =1

� i;j (6.8)

o�u h� j i repr�esente ainsi la moyenne statistique des fractions volumiques sur toutes les

positions (1 � i � N ) dans la couchej (j = 1 correspond �a la position de la plaque

inf�erieure (lamelle en verre)).

L'�ecart-type ( � j ) peut ensuite être calcul�e �a partir de la racine carr�ee d e la variance, selon

l'�equation suivante :

� j =
p

V ar =

vu
u
t 1

N � 1

NX

i =1

(� i;j � h � j i )2 (6.9)

o�u V ar est la variance etN est le nombre de positions analys�ees (selon le tableau6.2).

Cette variance est repr�esentative de la variabilit�e spatiale des pro�ls en fonction de la coor-

donn�e (x,y) du point de mesure dans la chambre d'�ecoulement. Cette variabilit�e spatiale sera

�etudi�ee dans un paragraphe ult�erieur. Dans ce paragraphe, nous nous int�eresserons uniquement

aux pro�ls moyenn�es sur toutes les positions de mesures dans la chambre.

6.4.1 Exp�eriences �a plus fort cisaillement : � w = 9:4 � 10� 2 Pa

6.4.1.1 Repr�esentativit�e des pro�ls et Sensibilit�e aux condi tions initiales

Comme nous l'avons d�ej�a �evoqu�e, l'analyse de l'�evolut ion temporelle de la croissance du

bio�lm ne peut pas être r�ealis�ee �a partir d'exp�erience s men�ees en continu et n�ecessitent plu-

sieurs exp�eriences sur des chambres pr�epar�ees sp�eci�quement �a chaque fois. Dans le cas des

bio�lms form�es �a plus fort cisaillement, les exp�erience s ont �et�e en outre r�ep�et�ees deux fois pour

chaque dur�ee de croissance (voir tableau6.2). Pour chaque temps d'observation, les deux jeux

de donn�ees disponibles correspondant seront �a chaque fois identi��es par les lettres A et B.

Pour �etudier la variabilit�e des r�esultats, pour chaque d ur�ee de d�eveloppement du bio�lm,

nous avons trac�e la moyenne statistique de la fraction volumique des bact�eries vivantes dans

une couche de bio�lm h� j i en fonction de la hauteur dans le bio�lm. Comme nous le verrons

dans la prochaine section (6.4.1.2), les pro�ls des fractions volumiques des bact�eries vivantes

sont en e�et plus repr�esentatives de l'ensemble du bio�lm.

Les courbes de la �gure6.11 pr�esentent les pro�ls h� j i pour les bact�eries vivantes �a 24 h,

48 h et 72 h, respectivement.
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Figure 6.11 { Pro�l de la fraction volumique des bact�eries vivantes pour les temps de
d�eveloppement de 24h, 48 h et 72 h : � w = 9 :4 � 10� 2 Pa.
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En consid�erant la �gure 6.11, pour les courbes �a 24h de croissance, le plus grand �ecart

observ�e entre les valeurs moyennes des exp�eriences A et B est de 58% pour la hauteur z =

4:56�m . Pour les courbes �a 48h de croissance, le plus grand �ecart observ�e est de 37% �a la

hauteur z = 53:58�m . On constate que le plus grand �ecart entre les courbes se produit au

temps t = 72 h, avec un �ecart de 86% �a la hauteur z = 53:58�m .

Malgr�e le soin particulier apport�e a�n d'avoir un mode de p r�eparation le plus rigoureux et

plus reproductible possible entre les exp�eriences, le chapitre 5 a d�ej�a montr�e que d'une exp�erience

�a une autre les conditions initiales, en termes de nombres de bact�eries adh�er�ees, ne sont pas

identiques. Dans le tableau6.3 on peut constater cette variation de la colonisation initiale pour

les exp�eriences �a plus fort cisaillement (�a travers la fraction surfacique des bact�eries initialement

adh�er�ees : � init ).

En observant les courbes des �gures6.11, nous constatons que, quelle que soit la courbe, une

chute rapide de la fraction volumique se produit apr�es les premi�eres couches du bio�lm. Ainsi,

pour d�elimiter une �epaisseur sur laquelle le bio�lm pr�es ente une concentration signi�cative

nous avons estim�e la hauteur o�u s'e�ectue cette chute rapide de concentration. Pour cela,

nous avons calcul�e le point d'in
exion en d�erivant num�er iquement les pro�ls exp�erimentaux

de fraction volumique des bact�eries vivantes pour chaque pro�l de fraction volumique aux

di��erentes positions de mesure (P1 �a P17). La zone inf�eri eure (h < H int ) est associ�ee �a la

fraction volumique moyenne � int calcul�ee sur l'�epaisseur H int (point d'in
exion). h� int i et

H int sont la moyenne entre toutes les positions (i) de la chambre d'�ecoulement. La �gure

6.12 pr�esente un exemple d'une telle courbe d�eriv�ee. A�n d'av oir une comparaison entre les

di��erentes conditions hydrodynamiques impos�ees, une deuxi�eme zone correspondant �a une

hauteur �xe Hext est d�e�nie, soit la moiti�e de la chambre d'�ecoulement ( Hext = 112�m ). Il

ne s'agit pas d'avoir une �epaisseur exacte du bio�lm car elle est di�cile �a d�eterminer �etant

donn�ee l'allure des courbe sur la �gure 6.16, mais de pouvoir comparer les caract�eristiques

de ces deux zones : interne et externe. A la zone externe est associ�ee la fraction volumique h�� ext i .

Le tableau 6.3 regroupe la valeur de la hauteur du point d'in
exion H int , la fraction volu-

mique moyenne de la zone interneh�� int i , ainsi que la fraction volumique moyenne de la zone

externe h�� ext i .

Exp�eriences : H int Bact�erie initiale Zone interne Zone externe
9:4 � 10� 2 Pa [�m ] h�� init i h�� int i h�� ext i
24hA 5:30 � 11:37% 0:0193 � 30:19% 0:0416 � 13:10% 0:0050 � 12:55%
24hB 6:64 0:0342 0:0539 0:0039
48hA 11:40 � 5:72% 0:0189 � 8:08% 0:0716 � 6:56% 0:0275 � 6:50%
48hB 10:17 0:0222 0:0816 0:0313
72hA 8:71 � 5:01% 0:0241 � 19:08% 0:0914 � 1:61% 0:0227 � 37:50%
72hB 7:88 0:0166 0:0885 0:0454

Table 6.3 { Hauter du point d'in
exion des courbes, fraction surfacique des bact�eries initiales
et les fractions volumiques moyennesh�� int i (zone interne) et h�� ext i (zone externe) des bact�eries
vivantes dans le bio�lm form�e sous cisaillement �a � w = 9 :4 � 10� 2 Pa.

Dans nos exp�eriences, pour chaque temps donn�e, nous observons que l'�epaisseurH int cor-
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Figure 6.12 { D�eriv�ee num�erique de la fraction volumique des bact�eri es vivantes �a la position
P1 apr�es 24 h sous un �ecoulement cisaill�e (� w = 9 :4 � 10� 2 Pa).

respondant �a la partie dense du bio�lm est assez reproductible entre les jeux de donn�ees A et

B. L'�ecart entre la fraction surfacique de bact�eries init ialement adh�er�ees pour les exp�eriences �a

72h (19:08% entre les �etats initiaux) ne se traduit pas par une forte variabilit�e de la fraction

volumique sur l'�epaisseur H int (1:61% pour l'�etat �nal observ�e). L'�ecart est plus signi�ca tif �a

t = 24h. Cependant le fort �ecart entre les conditions initiales (plus de 30:19% sur le param�etre

� init ) ne se traduit que par un �ecart de 13:10% sur la fraction volumique dans la zone dense.

Les valeursh� ext i montrent par contre une forte variabilit�e entre les jeux de donn�ees A et

B �a t = 72 h. Ces valeurs ne montrent pas une corr�elation tr�es forte avec la densit�e surfacique

initiale des bact�eries adh�er�ees (h� int i ).

En conclusion, dans nos exp�eriences, lorsque l'on s'int�eresse aux valeurs moyennes statis-

tiques, on peut s�eparer le bio�lm en 2 zones. Une premi�ere partie comprend une couche dense

d'une �epaisseur de quelques microns. La fraction volumique moyenne sur cette �epaisseur semble

aussi perdre la m�emoire des conditions initiales. Cette perte de m�emoire de la condition initiale,

combin�e au protocole d'inoculation de la chambre d'�ecoulement mis en place, permet d'a�rmer

que nous sommes dans des conditions exp�erimentales peu sensibles aux conditions d'ensemen-

cement de la chambre. On peut ainsi comparer les exp�eriences les unes avec les autres, même si

elles ne correspondent pas �a un même bio�lm, dont la croissance a �et�e r�ealis�ee en continu

La partie sup�erieure du bio�lm quant �a elle, beaucoup moin s dense, pr�esente une variabilit�e

beaucoup plus importante d'un jeu de donn�ee �a l'autre pour une dur�ee de croissance �x�ee �a

72 h. Cependant, cette variabilit�e ne semble pas être corr�el�ee aux conditions initiales mais plutôt

�a des e�ets hydrodynamiques sur la partie sup�erieure du bio�lm entrâ�nant par exemple, un

possible d�etachement du bio�lm.

Pour la suite de travail, pour l'�evaluation du d�eveloppem ent du bio�lm dans le temps, nous

avons consid�er�e la moyenne de la fraction volumique des deux jeux disponibles (exp�eriences A

et B) bien qu'en toute rigueur les moyennes devraient faitessur un nombre plus important de
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r�epliquâts.

6.4.1.2 Comparaison des pro�l de fraction volumique moyenn�es pour le s bact�eries

vivantes et mortes

Nous avons ensuite trac�e les pro�ls moyenn�es des fractions volumiques des bact�eries vivantes

et mortes en fonction de la hauteur (direction z) (Fig.6.14). On essaie d�ej�a d'identi�er si, sur

les pro�ls moyenn�es, une structuration du bio�lm selon la h auteur peut être mise en �evidence,

�a travers la r�epartition de la fraction de la biomasse acti ve et inactive.

Les pro�ls moyenn�es ne montrent pas de strati�cation 
agra nte du bio�lm en terme d'im-

portance relative entre les bact�eries vivantes et mortes,quel que soit le temps analys�e. Même

si la fraction volumique des bact�eries mortes est plus importante dans la couche int�erieure

(plus dense) pr�es de la paroi, la fraction volumique des bact�eries vivantes est de loin toujours

tr�es sup�erieure �a la fraction de bact�eries mortes (Fig. 6.13). On n'assiste pas - sur la dur�ee

d'observation qui est ici relativement courte (72h, bio�lm jeune) - �a une s�egr�egation entre des

couches actives et inactives, en particulier pr�es du substratum solide. Le faible ratio bact�eries

mortes/vivantes traduirait ainsi un bio�lm plutôt actif.

Z = 0 µm Z = 50 µm

10 µm 10 µm

Figure 6.13 { Les images des couches du bio�lm apr�es traitement d'images: Exp�erience 72h
A ( � w = 9 :4 � 10� 2 Pa). En vert : cellules vivantes, en rouge : cellules mortes.
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Figure 6.14 { Pro�l de la fraction volumique du Bio�lm : � w = 9 :4 � 10� 2 Pa
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6.4.2 Exp�eriences �a plus faible cisaillement : � w = 2:1 � 10� 3 Pa

Pour ces derni�eres conditions hydrodynamiques, un seul jeu de donn�ees est disponible par

temps d'observation. Comme au paragraphe pr�ec�edent, nous pr�esentons sur la �gure 6.15 les

pro�ls selon z de la moyenne statistique de la fraction volumique dans une couche de bio�lm

(eq 6.8) pour les bact�eries vivantes et mortes.

Qualitativement, nous observons le même comportement quepour les exp�eriences �a plus

fort cisaillement : la fraction volumique d�ecroit de fa�co n monotone en fonction de\z". On peut

s�eparer le bio�lm en une zone dense, de quelques microns, pr�es de la surface, suivie par une

zone plus clairesem�ee. L�a aussi, la comparaison qualitative des pro�ls des fractions volumiques

mortes et vivantes ne pr�esente pas de strati�cation �evidente du bio�lm : la fraction volumique

de bact�eries mortes est quasiment homog�ene sur toute l'�epaisseur et de loin tr�es inf�erieure �a la

fraction volumique des bact�eries vivantes. L�a encore, cela peut être attribu�e �a la dur�ee maximale

d'observation qui est seulement de 72h (bio�lm "jeune").
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Figure 6.15 { Pro�l de la fraction volumique du Bio�lm : � w = 2 :1 � 10� 3 Pa
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A�n de comparer le comportement du bio�lm sous les deux conditions hydroynamiques

�etudi�ees, les �gures 6.16.a et 6.16.b ont �et�e trac�ees a�n de pr�esenter conjointement l'�ev olution

temporelle (�a 24h, 48h et 72h) des pro�ls en z de la moyenne statistique de la fraction volumique

totale (bact�eries vivantes et mortes), pour la plus faible et la plus forte contrainte de cisaillement

impos�ee, respectivement.
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Figure 6.16 { Pro�l de la fraction volumique du bio�lm �a 24 h, 48 h et 72 h de croissance pour
les deux conditions hydrodynamiques impos�ees : (a)� w = 2 :1 � 10� 3 Pa et (b) � w = 9 :4 � 10� 2

Pa.
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A�n de comparer de mani�ere plus quantitative les deux bio�l ms (bact�eries vivantes), nous

avons �egalement compar�e les deux zones du bio�lm : zone interne (0� h � H int ) et zone externe

(H int � h � Hext ).

Le tableau 6.4 compare les valeurs obtenues pour zone interne et la zone externe, ainsi

que la fraction volumique moyenne correspondante (h�� int i et h�� ext i ), pour les deux conditions

hydrodynamiques et les di��erents stades de croissance du bio�lm. Rappelons que pour le cas o�u

� w = 9 :4� 10� 2 Pa, les r�esultats sont pr�esent�es apr�es avoir pris la moyenne des jeux de donn�ees

A et B.

Exp�erience Temps de
d�eveloppement
du bio�lm [ h]

H int [�m ] h�� int i h�� ext i

Min 24 5:84 0:0221 0:0018
� w = 2 :1 � 10� 3 Pa 48 6:64 0:0512 0:0119

72 8:18 0:0598 0:0030
Max 24 5:97 0:0477 0:0045
� w = 9 :4 � 10� 2 Pa 48 10:79 0:0766 0:0294

72 8:29 0:0899 0:0341

Table 6.4 { Indication des caract�eristiques des points d'in
exion des courbes.

En comparant les deux exp�eriences pour chaque temps donn�e, du point de vue qualitatif

et quantitatif, les �gures 6.16.a et 6.16.b ainsi que la table 6.4 montrent que les �epaisseurs

caract�eristiques de la zone dense, aux incertitudes de mesures pr�es, ne sont pas drastiquement

di��erentes. On a observ�e un plus grand �ecart pour le temps t = 48 h. Les deux exp�eriences

pr�esentent un facteur 50 �a la paroi pour la contrainte de cisaillement. Le d�eveloppement du

bio�lm dans la zone pari�etale, �a la vue des valeurs de H int et des fractions volumiques as-

soci�ees, semble correspondre �a une densi�cation de cettezone, par une multiplication des

bact�eries sur une zone de quelques microns. Les valeurs de fraction volumique montrent que

le bio�lm est en outre plus compact pour le cas o�u le cisaillement est le plus fort, dans les

couches internes et externes, ce qui est conforme aux observations rapport�ees dans la litt�erature

(Lemoset al., 2015; Vrouwenvelder et al., 2010; Qi et al., 2008; Liu & Tay , 2002; Pereira et al.,

2002; Stoodley et al., 1999; Vieira et al., 1993).

Nous v�eri�erons �egalement dans la section 6.6 si la compacit�e plus importante peut s'expli-

quer via une in
uence du cisaillement sur la cin�etique de croissance bact�erienne.

Au del�a de la zone pari�etale, dans les deux cas, le bio�lm pr�esente aussi un certain

d�eveloppement. Qualitativement, �a la vue des �gures 6.16.a et 6.16.b, le bio�lm cultiv�e sous

les conditions de plus fort cisaillement poss�ede une fraction volumique bien plus forte dans

cette zone que celui cultiv�e pour des conditions de cisaillement moins �elev�e. Dans les deux cas,

l'�evolution de la fraction volumique ne semble pas pr�esenter une �evolution monotone avec le

temps : pour le bio�lm cultiv�e �a plus faible cisaillement e n particulier, la fraction volumique

dans cette zone chute assez nettement apr�est = 48h, alors que le bio�lm cultiv�e sous plus fort

cisaillement semble pr�esenter encore une l�eg�ere phase de croissance.

La forte di��erence de fraction volumique entre la zone pari�etale et la zone ext�erieure (en-

viron 80%) laisse aussi entrevoir un bio�lm plus "�lamenteu x" dans la zone externe (ce que
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con�rment les images brutes du microscope confocal, Fig.6.28). L'in
uence des contraintes hy-

drodynamiques, en particulier des forces de d�etachement,peut expliquer la variabilit�e des pro�ls

au cours du temps dans cette zone externe. Cependant, on constate que c'est paradoxalement

le bio�lm soumis au champ de vitesse le plus �elev�e qui maintient la fraction volumique la plus

forte dans cette zone externe, de la même fa�con que la zone pari�etale est plus compacte pour

ces conditions.

De l'�evolution temporelle des fractions volumiques dans la zone pari�etale dense ou la zone

externe (dont l'accroissement semble s'in
�echir avec le temps), il est di�cile de juger si l'on s'ap-

proche d'un �etat stationnaire : les temps d'observations sont en e�et trop courts pour l'a�rmer

de mani�ere sûre. Les donn�ees brutes ne permettent pas d'expliquer simplement ces observations,

en particulier pour la zone externe dont l'�etat r�esulte d' une comp�etition entre la cin�etique nette

de croissance, la quantit�e �eventuelle de bio�lm d�etach�e sous l'action de l'�ecoulement et la tenue

m�ecanique du bio�lm.

6.5 Distribution Spatiale

Le paragraphe pr�ec�edent s'�etait attach�e �a l'analyse d e la structure et du d�eveloppement du

bio�lm en s'int�eressant aux courbes moyenn�ees sur toutesles positions d'observation des pro�ls

de fraction volumique. Nous nous attachons maintenant �a une analyse de la distribution spatiale

du bio�lm. Avec cette analyse nous allons porter un premier regard �a une �echelle sup�erieure

(par un passage de l'�echelle locale �a la macro-�echelle),en n'analysant plus la structure �a l'�echelle

de quelques microns, mais sur quelques millim�etres (taille de la matrice solide).

Une di��erence dans la structuration spatiale des bio�lms o btenus pour les deux conditions

hydrodynamiques �etudi�ees peut d�ej�a être observ�ee �a partir des �ecart-types par rapport aux

pro�ls moyenn�es. La �gure 6.17reprend ainsi les pro�ls moyenn�es d�ej�a pr�esent�es au pa ragraphe

pr�ec�edent auxquels on a superpos�e la valeur des �ecart-types �a chaque hauteur z. En comparant

ces �ecarts-types pour les deux conditions hydrodynamiques �etudi�ees, on constate d�ej�a ainsi

une r�epartition spatiale plus h�et�erog�ene pour le bio�l m cultiv�e sous des conditions de plus fort

cisaillement par rapport �a celui cultiv�e �a plus faible ci saillement.

Pour mieux comprendre cette structuration spatiale, �a chaque point de mesure nous avons

�egalement associ�e deux zones, une zone interne plus denseet une zone externe. Comme pr�esent�e

dans l'annexeC, le traitement des images a �et�e r�ealis�e sur un grand nombre de positions pour

les cas o�u on visualise uniquement des bact�eries vivantes. De ce fait, dans cette section, nous

avons pris en compte uniquement ces con�gurations.

La fraction volumique dans la zone interne (�� int ) est calcul�ee entre les hauteurs 0� h � H int

pour chaque position analys�ee. Pour une chambre donn�ee, on note H int:max l'�epaisseur maximale

de la zone interne sur ces di��erentes positions. Par convention, les fractions volumiques de la

zone externe du bio�lm ( �� ext ) sont calcul�ees entre H int:max et la hauteur h = 112�m (Hext ).

Ainsi la zone externe sera analys�ee sur la même �epaisseur, quelle que soit la position dans la

chambre d'�ecoulement.

Nous avons ensuite calcul�e la densit�e surfacique de la biomasse contenue dans le bio�lm :
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D = H � � , exprim�ee en m3 de biomasse parm2 de surface colonis�ee.D int et Dext repr�esentent

donc respectivement la densit�e surfacique de la zone interne et celle de la zone interne en une

position donn�ee. La distribution spatiale dans le plan (x,y) de la densit�e surfacique D int est

trac�ee sur les �gures 6.18, 6.19, 6.20et 6.21pour les di��erents temps de formation. Les donn�ees

disponibles sont repr�esent�ees par le symbole� . Comme les donn�ees (les valeurs de \D") ne sont

pas disponibles sur toutes les positions d'�echantillonnage, la surface qui repr�esente la fonction

D(x; y) est mod�elis�ee en utilisant la triangulation de Delaunay. La triangulation de Delaunay

est l'ensemble des triangles construit en reliant chacun des points d'un ensemble de donn�ees

irr�eguli�erement espac�ees o�u les sommets des trianglessont les points de donn�ees. La densit�e

surfacique est ensuite interpol�ee entre les isovaleurs dela densit�e surfacique (les sommets) en

utilisant l'interpolation par spline cubique dans les �gur es6.18, 6.19, 6.20 et 6.21 (sur la droite

des �gures). Les �gures 6.23, 6.24, 6.25et 6.26montrent la distribution D(x; y) et les isovaleurs

pour la zone externe.

A�n d'estimer un param�etre repr�esentatif de la variation de la distribution D , nous avons cal-

cul�e l'aire de la surface form�ee par la fonction D(x; y). Cette surface A correspond �a l'int�egration

de la variation de D sur la surface colonis�ee, selon l'�equation 6.10 :

A =
Z Z  �

@D
@x

� 2

+
�

@D
@y

� 2

+ 1

! 1=2

dx:dy (6.10)

Le facteur de variation (� ) est alors d�e�ni comme le rapport entre A et l'aire de la surf ace

colonis�ee (eq.6.11). Il repr�esente l' h�et�erog�en�eit�e spatiale de la dens it�e surfacique.

� =
A

� x:� y
(6.11)

Sur la �gure 6.22, nous avons trac�e l'�evolution de la fraction volumique h�� int i , la densit�e

surfaciqueh�D int i et le facteur de variation � int de la zone interne en fonction l'âge du bio�lm.

Les même courbes pour la zone externe sont pr�esent�ees surla �gure 6.27.

L'annexe F pr�esente les valeurs des �epaisseurH int , � int , � ext et � total pour chaque position

et pour chaque exp�erience.

Nous rappelons en�n que, dans les analyses qui suivent, les exp�eriences r�ealis�ees doivent être

consid�er�ees comme 9 r�ealisations ind�ependantes du d�eveloppement du bio�lm, pour certaines

dans les même conditions hydrodynamiques.
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Figure 6.18 { Distribution spatiale (x,y) de la densit�e surfacique D int (m3 de biomasse/m2)
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Figure 6.21 { Distribution spatiale (x,y) de la densit�e surfacique D int (m3 de biomasse/
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6.5.1 Zone interne

Quelles que soient les conditions hydrodynamiques, les di��erentes r�ealisations montrent que

la fraction volumique moyenne (Fig. 6.22.a) augmente au fur et �a mesure que le temps de

formation s'allonge (t = 24 h, 48 h, 72 h).

Pour le plus faible cisaillement, en observant les isovaleurs de la densit�e surfacique dans la �-

gure 6.18on observe une augmentation de l'h�et�erog�en�eit�e du bio� lm avec le temps de formation.

D'ailleurs, on constate une augmentation monotone du facteur de variation de la densit�e surfa-

cique de la biomasse (� int ) en fonction du temps (Fig. 6.22.c). Ceci con�rme l'augmentation de

l'h�et�erog�en�eit�e avec l'âge du bio�lm pour cette cond ition hydrodynamique.

Dans le cas des bio�lms d�evelopp�es sous le plus fort cisaillement, comme nous l'avons d�ej�a

dit, on constate sur les courbes des pro�ls moyenn�es de la fraction volumique avec leurs �ecart-

types respectifs (Fig. 6.17), que le bio�lm semble avoir une h�et�erog�en�eit�e plus for te pour la

condition �a plus fort cisaillement par rapport �a la condit ion �a plus faible cisaillement, d�ej�a

dans sa partie interne. On observe �egalement sur la �gure6.22 que lorsqueh�� int i augmente,

h�D int i diminue au temps de formation t = 72h. Par cons�equent h�H int i diminue �egalement.

Ceci implique une densi�cation du bio�lm �a 72 h de formation pour les deux conditions. De

plus, certaines r�ealisations (A) montrent une augmentation de l'h�et�erog�en�eit�e de la densit�e en

fonction de l'âge du bio�lm jusqu'au temps de formation t = 72h. Cela s'observe sur l'�evolution

du facteur de variation � int et sur l'allure des courbes de niveaux des densit�es surfaciques. La

r�ealisation A en particulier pr�esente un champs de la densit�e surfacique D plus vallonn�e avec

une zone de d�e�cit en biomasse bien marqu�e �a t = 72h.

Pour la r�ealisation B, les courbes de la fraction volumiquemoyenne, de la densit�e surfacique

moyenne et du facteur de variation (Fig. 6.22) semblent indiquer une �evolution di��erente de la

structure du bio�lm. Si on constate une valeur l�eg�erement plus importante de la fraction volu-

mique �a t = 72h, cela s'accompagne d'une diminution de la densit�e surfacique et du coe�cient

de variation. Ajout�e �a la comparaison des �gures 6.20.c et 6.21.c, pour lesquelles on observe

�egalement des changements du pro�l D(x,y), ceci semblerait accr�editer l'existence des processus

de d�etachement/�erosion dans la zone interne.
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Figure 6.25 { Distribution spatiale (x,y) de la densit�e surfacique Dext (m3 de biomasse/
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Figure 6.26 { Distribution spatiale (x,y) de la densit�e surfacique Dext (m3 de biomasse/
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6.5.2 Zone externe

En observant les courbes� ext et Dext (Fig. 6.27), le bio�lm apparait moins dense �a plus

faible cisaillement.

Pour les deux conditions hydrodynamiques, de mani�ere g�en�erale, en observant les courbes

� ext (Fig. 6.27), on constate que les exp�eriences �at = 24h pr�esentent la même homog�en�eit�e

(� ext = 1)dans la zone externe. At = 48h, on observe une augmentation de l'h�et�erog�en�eit�e. Les

r�ealisations observ�ees apr�es un temps de croissance de 72h pr�esentent �a nouveau un bio�lm

plus homog�ene spatialement. Pour ces deux conditions hydrodynamiques, l'analyse crois�ee des

courbes de distribution spatiale de la densit�e surfaciqueet de l'�evolution de � ext indique un

possible ph�enom�ene de d�etachement/�erosion entre les temps 48h et 72 h. La consid�eration de

ce ph�enom�ene de d�etachement entre ces deux temps, peut ainsi permettre d'expliquer un certain

\lissage" des surfaces repr�esentant la distribution spatiale de la densit�e surfacique. Par ailleurs,

la variation de � ext selon l'âge du bio�lm pour le cas avec le plus faible taux de cisaillement est

tr�es faible ( � 0:05) par rapport �a celle du cas avec plus fort taux de cisaillement.

En observant les variations de� ext et Dext (Fig. 6.27), on constate que pour les observations

entre t = 24h et t = 48h, la zone externe s'est densi��ee. Cela s'accompagne d'une valeur plus

importante de � ext , ce qui serait la marque d'un bio�lm plus h�et�erog�ene spat ialement : en

e�et, ce comportement se retrouve visuellement sur les distribution spatiale de D et les lignes

isovaleurs correspondantes(Fig.6.24 et 6.25). Les r�ealisations observ�ees �a t = 72h montrent

ensuite un comportement di��erent pour les param�etres � ext et � ext entre les 2 r�ealisations

correspondant aux exp�eriences A et B. Cependant, les deux bio�lms pr�esentent des valeurs de

� ext assez proches.

En r�esum�e les bio�lms form�es pour le plus fort cisailleme nt impos�e dans cette �etude

pr�esentent une plus grande densit�e surfacique.

En comparant les distribution spatiale de la densit�e surfacique et le facteur de variation �

entre la zone interne et externe, on observe que la zone externe pr�esente une structure beaucoup

plus h�et�erog�ene ( � = 1 :1 � 1:4) que celle de la zone interne (� < 1:025) quelle que soit la

condition hydrodynamique impos�ee.

Pour les deux conditions hydrodynamiques impos�ees, la zone externe semble plus h�et�erog�ene

dans le cas du cisaillement le plus fort. Cela est plus di�cile �a a�rmer pour la zone interne

dont les coe�cients � sont tr�es proches de 1 (< 1; 03) quel que soit l'instant d'observation.

Les deux conditions hydrodynamiques impos�ees montrent enoutre un gain net de la quantit�e

de biomasse selon l'âge du bio�lm pour la zone interne. Pourla zone externe, selon les conditions

ou les r�ealisations observ�ees, on constate soit une r�eduction de la biomasse (faible cisaillement

et exp�erience A �a plus fort cisaillement) soit encore un gain net de biomasse (exp�erience B �a

plus fort cisaillement) au temps t = 72 h. Dans tous les cas, cela s'accompagne d'une diminution

du coe�cient � ext (ce qui indique une certaine baisse d'h�et�erog�en�eit�e) .

Cela peut indiquer un possible processus de d�etachement/�erosion qui apparait entret = 48 h

et t = 72 h (principalement pour la partie externe), pour une valeur critique de la fraction

volumique non quanti�able mais �a priori sup�erieure aux va leurs mesur�ees �a t = 48 h. Apr�es ces

processus de \d�etachement" on observe un \lissage" du bio�lm et ainsi une r�eduction de son

h�et�erog�en�eit�e spatiale.
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6.6 Cin�etique de croissance du bio�lm

Dans cette section nous avons compar�e les courbes des cin�etiques de croissance du bio�lm

pour les deux contraintes de cisaillement impos�ees. Commementionn�e dans les textes pr�ec�edents,

nous avons seulement quatre temps d'analyse pour chaque conditions hydrodynamique �etudi�ee

( �a t=0, 24 h, 48 h et 72 h), ainsi cette analyse n'a pas pour but d�emontrer parfaitement le

d�eveloppement du bio�lm dans le temps, mais elle permet n�eanmoins de tirer des enseignements

tr�es int�eressants concernant la tendance de la croissance.

Pour illustrer le bio�lm form�e sous les conditions hydrody namiques �etudi�ee, les �gures 6.28.a

et .b montrent des images des bio�lms d�evelopp�es pendant 72 h sous le plus faible et fort

cisaillement impos�e. On observe que le bio�lm d�evelopp�e sous un plus fort cisaillement pr�esente

un volume d'occupation plus �elev�e que celui sous plus faible cisaillement.

Comme d�ej�a pr�esent�e dans les sections pr�ec�edentes, la zone externe du bio�lm est plutôt

contrôl�ee par des actions hydrodynamiques (�erosion et \sloughing"). Cette zone est �egalement

fortement in
uenc�ee par la croissance de la partie interne. Ainsi, dans cette premi�ere analyse

de la cin�etique de croissance nous consid�erons uniquement la zone interne.

Dans cette section nous avons pris en compte les bact�eries vivantes et mortes. Pour cela, nous

avons d'abord calcul�e la moyenne statistique de la fraction volumique sur toutes les positions

analys�ees et ensuite nous avons trac�e le pro�l de la moyenne selon la hauteur (z). La valeur

de H int a �et�e calcul�e sur le pro�l h�� i . Cette valeur est l�eg�erement di��erente que ce qui est

montr�e dans la tableau 6.4 mais reste du même ordre de grandeur. Pour l'exp�erience �aplus fort

cisaillement nous avons consid�er�e la moyenne de la fraction volumique des deux jeux disponibles

(exp�eriences A et B).

Nous avons trac�e dans la �gure 6.29.a la variation de h�� int i en fonction du temps de

d�eveloppement pour les deux conditions hydrodynamiques.

Nous observons que pour la partie plus dense du bio�lm, les courbes pr�esentent la même

allure pour les deux cisaillements impos�es.h�� int i augmente avec le temps, le pro�l est presque

lin�eraire, sauf pour le bio�lm d�evelopp�e avant 24 h. L'augmentation de h�� int i apparait plus vite

pour le cas de fort cisaillement que le cas de faible cisaillement. Comme observ�e dans la section

6.4, la di��erence peut être expliqu�ee par le fait que les �eta ts initiaux (colonisation), autrement

dit le nombre de bact�eries attach�ees, ne sont pas tous identiques d'une exp�erience �a autre. Cela

peut indiquer une possible in
uence de l'�etat initial sur l e bio�lm d�evelopp�e jusqu'�a t = 24 h.

Apr�es 24 h de d�eveloppement, le bio�lm semble perdre la m�emoire des conditions initiales.

Ainsi, nous pouvons comparer les exp�eriences les unes avecles autres, même si elles n'ont pas

�et�e r�ealis�ees en continu. Nous n'avons pas les informations �a propos du d�eveloppement jusqu'�a

24 h, donc on ne peut pas juger de la perte de m�emoire des conditions initiales dans cette phase

de croissance. Ainsi, pour v�eri�er l'�evolution du taux de croissance, nous avons consid�er�e les

temps entre 24h et 72 h (Fig. 6.29.b).

Si on cherche �a d�ecrire l'�evolution de h�� int i par un polynôme d'ordre deux, on peut constater

que les coe�cients devant le terme au carr�e sont tr�es petit s : on peut consid�erer que l'�evolution

de h�� int i est bien lin�eaire (Fig. 6.29.b).



6.6. CIN �ETIQUE DE CROISSANCE DU BIOFILM 125

x
y

z

µm

(a)

x
y

W

X

Y 10
0

µZ

(b)

Figure 6.28 { Bio�lm âg�e de 72 h : (a) Bio�lm soumis �a une contrainte de cisaillement de
2:1 � 10� 3 Pa (b) Bio�lm soumis �a une contrainte de cisaillement de 9:4 � 10� 2 Pa.
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Figure 6.29 { Courbes de cin�etique de croissance pour la zone interne du bio�lm ( � int ) pour
les deux conditions hydrodynamiques employ�ees :� w = 2 :1 � 10� 3 Pa et � w = 9 :4 � 10� 2 Pa.
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En consid�erant le mod�ele de cin�etique de croissance pr�esent�e dans l'�etat d'art, l'�equation

(6.12) permet d�ecrire la dynamique de la croissance bact�erienne :

dh�� int i
dt

= ( � � b) h�� int i (6.12)

O�u h�� int i est la fraction volumique en biomasse suppos�ee proportionnelle au nombre de

cellules ; � le taux de croissance bact�erienne [h� 1], b le coe�cient de mortalit�e [ h� 1] et t est le

temps [h].

Comme d�ecrit auparavant, les analyses r�ealis�ees pr�ec�edemment indiquent un possible proces-

sus de comp�etition entre la croissance bact�erienne et une�eventuelle quantit�e de bio�lm d�etach�e

sous l'action de l'�ecoulement pour les deux zones du bio�lmanalys�ees (interne et externe).

Pour cela, nous consid�erons qu'un terme se r�ef�erant au taux de d�etachement (K d) ([h� 1])

intervient avec le taux de croissance pour le mod�ele de cin�etique de croissance. Pour la suite,

l'ensemble des termes \� - b - K d" sera appel�e de � app (taux de croissance apparent) :

� app = � � b� K d =
dh�� int i

dt

h�� int i
(6.13)

En calculant la d�eriv�ee temporelle de h�� int i �a partir de l'�equation de r�egression obtenue

pr�ec�edemment, il est possible d'obtenir le taux de croissance sp�eci�que apparent. Ainsi, la

�gure 6.30 et le tableau 6.5 pr�esentent des valeurs de (� app) pour la partie interne du bio�lm

pour les deux conditions hydrodynamiques employ�ees.
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Figure 6.30 { Evolution � app dans le temps pour la partie interne du bio�m d�evelopp�e dan s
les deux conditions hydrodynamiques employ�ees :� w = 2 :1 � 10� 3 Pa et � w = 9 :4 � 10� 2 Pa.
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Temps de d�eveloppement
du bio�lm

Partie interne � app [h� 1]

[h] � w = 2 :1 � 10� 3

Pa
� w = 9 :4 � 10� 2

Pa
24 0:038 0:021
48 0:015 0:013
72 0:007 0:010

Table 6.5 { � app dans la partie interne du bio�lm pour les deux conditions hydrodynamiques
employ�ees : � w = 2 :1 � 10� 3 Pa et � w = 9 :4 � 10� 2 Pa.

On constate que la valeur du taux de croissance apparent� app pour la zone interne du bio�lm

est largement inf�erieure �a celle obtenu dans la culture libre (0:85 h� 1, tab. 3.1 du chapitre 3).

Cet �ecart peut provenir des deux termes de la croissance� app : le coe�cient de mortalit�e et le

taux de d�etachement. Comme indiqu�e dans la section6.4, la fraction volumique des bact�eries

mortes est tr�es inf�erieure �a celle des bact�eries vivant es (Fig. 6.14 et 6.15). De ce fait, nous

pouvons ainsi consid�erer le terme b de l'�equation comme n�egligeable.

Ceci sugg�ere que le taux de croissance apparent est plutôtin
uenc�e par le d�etachement, qui

lui même est li�e au taux de cisaillement local.

Des auteurs tels queMelo & Bott (1997); Peyton & Characklis (1993); Bryers (1987);

Bakke et al. (1984); Rittman (1982) ont consid�er�e des expressions math�ematiques qui d�ecrivent

une in
uence de l'�epaisseur du bio�lm sur le taux de d�etach ement. Ainsi, en supposant que� app

prend en compte �egalement le taux de d�etachement, nous avons �egalement trac�e les courbes de

la fraction volumique en fonction de � app pour les deux conditions hydrodynamiques impos�ees

(Fig. 6.31)
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Figure 6.31 { Evolution de � app avec � int pour les deux conditions hydrodynamiques em-
ploy�ees : � w = 2 :1 � 10� 3 Pa et � w = 9 :4 � 10� 2 Pa.

On per�coit que les deux cas �etudi�es suivent un comportement lin�eaire en h�� int i dans les in-
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tervalles observ�es. Cependant, on remarque sur la �gure6.31que pour les di��erentes conditions

hydrodynamiques, les coe�cients directeurs de la tendancelin�eaire des taux de croissance ap-

parent sont tr�es di��erents. Les exp�eriences �a plus faib le cisaillement pr�esentent une d�ecroissance

plus rapide de � app avec la fraction volumique par rapport �a l'exp�erience �a p lus fort cisaille-

ment. Comme montr�e dans le chapitre l'�etat d'art (section 2.1.4), le milieu nutritif ou l'oxyg�ene

peuvent �eventuellement devenir un facteur limitant de la vitesse sp�eci�que de croissance. Le

mod�ele le plus classiquement utilis�e qui prendre en compte cet e�et est le mod�ele de Monod :

� = � max

iY

i =1

Si

K Si + Si
(6.14)

o�u Si est la concentration du substrat i dans le milieu de culture,K Si , la constante de

saturation pour le substrat i, � max le taux de croissance maximum et� le taux de croissance

e�ectif.

Ainsi, la pente de la courbe plus prononc�ee pour les exp�eriences �a plus faible cisaillement

peut indiquer une baisse de la disponibilit�e de milieu nutritif et d'oxyg�ene dans le bio�lm, en

engendrant une r�eduction de la di�usion et des r�eactions �a l'int�erieur du bio�lm.

6.7 Conclusion

Grâce �a la mise en �uvre de m�ethologies d'observation par microscopie confocale �a l'aide

de marquage 
uorescent et de protocoles d'analyses adapt�es aux di��erentes �echelles explor�ees

depuis les tailles microm�etriques des bact�eries jusqu'aux �echelles millim�etriques repr�esentatives

de la matrice solide continue du bio�lm, des informations nouvelles ont �et�e apport�ees sur les

m�ecanismes spatio-temporels de croissance de bio�lms.

Pour cela il a �et�e dans un premier temps n�ecessaire de d�e�nir la valeur du coe�cient de

variation pour identi�er l'aire �el�ementaire repr�esent ative des images permettant de caract�eriser

correctement les propri�et�es de croissance du bio�lm dansson ensemble. Les analyses ont mis

en �evidence qu'une surface correspondant �a 0:084 mm2 est repr�esentative du bio�lm pour le

param�etre fraction volumique, soit quatre images de taille de 145:31�m � 145:31�m prises �a

quatre positions di��erentes. Ce r�esultat montre que le no mbre d'images acquises au cours des

exp�eriences pr�esent�ees, sont signi�catives de la structure du bio�lm. Ainsi, la fraction volumique

moyenne peut être consid�er�ee comme repr�esentative du bio�lm.

Concernant l'�eventuelle in
uence des bact�eries adh�er�ees �a la partie sup�erieure de la chambre

(en PDMS) sur les bact�eries adh�er�ees �a la lamelle en verre, nous constatons que les possibles

d�eveloppements d'un bio�lm sur le PDMS ne perturbent pas les conditions de croissance du

bio�lm sur la partie inf�erieure. Le milieu nutritif reste s atur�e en nutriment �a cause du renouvelle-

ment rapide du milieu �a l'�echelle locale par rapport �a l'� echelle caract�eristique de consommation

par les bact�eries.

En analysant les pro�ls de fraction volumique, nous observons que, quelles que soient

les exp�eriences, une chute rapide de la fraction volumiquese produit apr�es les premiers
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d�eveloppements des couches du bio�lm. Ainsi, nous avons d�ecid�e d'analyser le bio�lm en dis-

criminant deux zones di��erentes : une zone interne plus dense et une zone externe moins dense

constitu�ee d'une organisation �lamenteuse.

Nous constatons que pour la partie dense du bio�lm, les jeux de donn�ees A et B sont assez

reproductibles. Pour la partie externe du bio�lm, un plus grand �ecart de la fraction volumique

�a t = 72 h est observ�e. Cette variation semble être corr�el�ee �a des e�ets hydrodynamiques sur la

partie sup�erieure du bio�lm (d�etachement).

Nous avons v�eri��e la sensibilit�e de la formation du bio�l m aux conditions initiales de colo-

nisation en comparant la moyenne statistique de la fractionvolumique des bact�eries vivantes

pour les deux jeux de donn�ees �a plus fort cisaillement (lesexp�eriences A et B). Les deux zones

analys�ees semblent perdre la m�emoire des conditions initiales. Ainsi, cette perte de m�emoire des

conditions initiales, conjointement au protocole rigoureux d'inoculations initiales des bact�eries,

semble indiquer que les conditions d'ensemencement des chambres d'�ecoulement n'in
uencent

pas la formation du bio�lm.

En comparant les pro�ls moyenn�es de la fraction volumique des bact�eries vivantes et mortes,

une quantit�e largement plus importante des bact�eries vivantes est observ�ee, et ce quelle que soit

l'exp�erience analys�ee.

En comparant les deux conditions hydrodynamiques impos�ees, nous percevons que les bio-

�lms soumis �a un plus fort cisaillement pr�esentent un bio� lm plus compact dans la zone interne.

Nous observons �egalement une densi�cation de la zone interne du bio�lm avec le temps pour

les deux cisaillements impos�es.

En analysant la r�eparation spatiale du bio�lm, nous constat ons que d'une mani�ere g�en�erale,

les bio�lms form�es �a un plus fort cisaillement pr�esenten t une plus grande h�et�erog�en�eit�e (partie

interne et externe). Pour les deux conditions hydrodynamiques, une augmentation globale de la

biomasse est per�cue selon le temps d'observation pour la zone interne du bio�lm, tandis qu'une

r�eduction de la biomasse est constat�ee pour la zone externe �a t = 72 h (exp�erience �a plus faible

cisaillement et exp�erience A �a plus forte cisaillement). Ces exp�eriences indiquent qu'un possible

processus de d�etachement/�erosion apparâ�t entret = 48 h et t = 72 h avec une valeur critique

de la fraction volumique sup�erieure aux valeurs mesur�ees�a t = 48 h. Nous observons �egalement

que la zone externe pr�esente une structure beaucoup plus h�et�erog�ene que celle de la zone interne,

et ce quelle que soit la condition hydrodynamique impos�ee.

Nous nous sommes �egalement int�eress�es �a la cin�etique de croissance du bio�lm. Cependant,

nous n'avons uniquement que quatre temps d'analyse. Ainsi,cette �etude n'a pas pour but

d'explorer pr�ecis�ement le d�eveloppement complet du bio�lm. N�eanmoins, il permet d'apporter

des tendances sur la croissance du bio�lm. Pour cette �etude, nous analysons uniquement la zone

interne du bio�lm.

Les courbes de l'�evolution de la fraction volumique dans letemps pour les deux conditions

hydrodynamiques impos�ees pr�esentent la même allure. Cependant, nous ne pouvons pas a�rmer

de mani�ere pr�ecise la phase de d�eveloppement du bio�lm puisque les temps d'observation sont

tr�es courts. Ainsi, nous avons uniquement trois points de mesure du bio�lm form�e.

Nous avons calcul�e un taux de croissance apparent pour chaque exp�erience. Ce taux de crois-

sance apparent (� app) comprend le taux de d�etachement, le taux de croissance et la mortalit�e du
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bio�lm. Nous percevons que les exp�eriences �a plus faible cisaillement pr�esentent une d�ecroissance

plus rapide de � app avec le temps et avec la fraction volumique par rapport �a l'exp�erience �a

plus fort cisaillement. Nous observons �egalement une pente de la courbe plus prononc�ee pour

l'exp�erience �a plus faible cisaillement.

En analysant la loi de Monod, les travaux montrent que cette pente peut indiquer une baisse

de la disponibilit�e de milieu nutritif et d'oxyg�ene dans l e bio�lm, en engendrant une r�eduction

de la di�usion et r�eactions �a l'int�erieur du bio�lm.
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Chapitre 7

Conclusion

La motivation initiale de ce travail de recherche concerne l'optimisation de la bio�ltration

pour l'�epuration biologique d'e�uents liquides car elle d ispose de nombreux avantages par rap-

port aux traitements �a culture libre, comme par exemple sa g�eom�etrie plus compacte et la

r�eduction sur la production des sous-produits.

A�n d'optimiser le fonctionnement de ces syst�emes, il faut �eviter un des obstacles majeurs

�a leur bon fonctionnement : leur colmatage rapide. Pour cela, il est n�ecessaire de maitriser la

croissance des bio�lms, notamment par le biais de l'in
uence de l'hydrodynamique sur leur

formation et leur structure. Ainsi, il est essentiel de comprendre les e�ets de l'hydrodynamique

sur les propri�et�es de croissance �a l'�echelle bact�erienne (�echelle locale).

Notre travail s'est ainsi focalis�e sur le d�eveloppement d'une m�ethologie compl�ete a�n

d'�etudier �a l'�echelle locale la croissance bact�erienn e de Pseudomonas Putida sous l'e�et

d'�ecoulements cisaill�es.

Les conditions hydrodynamiques choisies correspondaient�a un nombre de Reynolds de

l'ordre de 2 au maximum, ce qui correspond �a l'ordre de grandeur des Reynolds de pore typi-

quement rencontr�es dans les applications vis�ees (Karrabi , 2009).

Notre apport principal a �et�e le d�eveloppement d'un proto cole exp�erimental rigoureux et

d'une m�ethodologie d'analyse permettant d'assurer le d�eveloppement du bio�lm, la reproducti-

bilit�e des essais e�ectu�es et une interpr�etation non bia is�ee des r�esultats.

Pour cela, certaines d�emarches ont �et�e mises en place en vue d'obtenir un protocole complet

et syst�ematique �a chaque �etape du d�eroulement des exp�eriences : (i) pr�eparation des cultures

bact�eriennes et des syst�emes d'�ecoulement, (ii) croissance du bio�lm sous hydrodynamique

contrôl�ee, (iii) observation du bio�lm sous microscope confocal au moyen de 
uorochromes

et (iv) traitement d'images.

(i) Pr�eparation des cultures bact�eriennes et syst�emes d' �ecoulement

Pour assurer que l'�etat m�etabolique des bact�eries utili s�ees dans les exp�eriences soit le plus

stable possible, nous avons modi��e le protocole standard utilis�e jusque-l�a.

En particulier, (i) nous �evitons la d�econg�elation de la c ulture stock pour e�ectuer le

pr�el�evement bact�erien permettant la pr�eparation de la culture bact�erienne solide (en milieu

LA) qui servira �a l'inoculation des pr�e-cultures, et (ii) cette culture bact�erienne solide n'est

pas conserv�ee pour être r�eutilis�ee, mais une nouvelle culture est pr�epar�ee syst�ematiquement �a

133
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chaque fois qu'une pr�e-culture est n�ecessaire. Cette derni�ere proc�edure minimise aussi certains

risques de contamination. De même, pour �eviter des e�ets de shift-down (passage d'un milieu

riche �a un milieu pauvre) et un stress bact�erien, le milieu LB modi��e sans peptone a �et�e utilis�e

quelles que soient les �etapes au cours des exp�eriences (pr�e-culture, croissance du bio�lm).

(ii) Croissance du bio�lm sous hydrodynamique contrôl�ee

Des d�eveloppements sp�eci�ques ont �et�e r�ealis�es pour la formation et l'observation du bio�lm :

syst�eme d'alimentation gravitaire �a pression constante et chambres d'�ecoulement (Chambre en

PMMA modi��e et PDMS).

Des chambres d'�ecoulement ont �et�e con�cues a�n de pouvoir d�evelopper un bio�lm sous

conditions hydrodynamiques contrôl�ees et permettre sonobservation sous microscope confocal.

Ce nouveau design permet d'avoir une chambre plus stable surla platine du microscope et ainsi

d'obtenir des images sans d�ecalage du plan focal. Les chambres en PDMS ont �et�e aussi con�cues

pour pallier l'existence de contaminations sur la chambre PMMA (chambre non jetable). Une

autre caract�eristique de ces chambres est leur taille, avec une surface su�samment grande pour

garantir l'observation de la structure du bio�lm sur une sur face repr�esentative, avec l'existence

d'une zone d'observation �a cisaillement contrôl�e et uniforme. La validation des champs de vitesse

dans ces deux chambres d'�ecoulement a �et�e r�ealis�ee en comparant le r�esultat th�eorique avec les

r�esultats de simulations num�eriques. Cette analyse montre que sur la zone d'observation (zone

maximale : 18� 12 mm2 situ�e au milieu de chambre) de l'�ecoulement est bien de type laminaire

2D, avec un pro�l de vitesse parabolique (poiseuille), invariant selon le plan (x ; y).

(iii) Observation du bio�lm sous microscope au moyen de 
uorochrome s

Des tests ont �et�e e�ectu�es a�n de d�eterminer les marqueu rs 
uorescents �a mettre en �uvre

et leurs conditions d'utilisation pour l'observation du bi o�lm developp�e. Deux marqueurs des

EPS ont �et�e test�es : ConcTetra et Conc647. Nous avons rencontr�e 3 di�cult�es majeures pour

l'observation des EPS avec ces marqueurs : (1) la formation d'agr�egats 
uorescents, (2) l'identi-

�cation du marquage des 
uorochromes (sans rep�ere comparatif sous lumi�ere transmise) et (3)

l'ajustement de la puissance du laser.

De ce fait, dans la suite du travail nous n'avons pas pu poursuivre l'objectif de l'observation

des EPS. Les essais exp�erimentaux de ce travail de th�ese sesont focalis�es sur l'observation des

bact�eries vivantes (
uorochrome Syto9) et mortes (
uoroc hrome PI) �a une concentration de

2:0 ml (Syto9 ou PI)/ L .

(iv) Traitement d'images

Des outils de traitement et d'analyse d'image ont �et�e mis en place en utilisant des biblioth�eques

de fonctions existantes (boite �a outil de Matlab d�edi�ee a u traitement d'images num�eriques),

avec une attention particuli�ere sur le choix des traitements r�ealis�es et leur s�equencement. Les

�etapes du traitement des images sont : formation et num�erisation de l'image (sur microscope

confocal), pr�e-traitement (Filtres\imbothat" et \imtop hat"), segmentation (calcul du gradient :

Filtre Sigma ; calcul du seuil : M�ethode d'Otsu), post-trai tement (ouverture morphologique) et

analyse de l'image (surface occup�ee et nombre de bact�eries).



135

Cependant la proc�edure de traitement pr�esent�ee n'est que semi-automatique. Selon la struc-

ture et le degr�e de d�eveloppement du bio�lm, les conditions d'illumination varient d'une image �a

l'autre. Malgr�e les pr�ecautions prises au niveau du pr�et raitement (homog�en�eisation) et l'utilisa-

tion d'une proc�edure d'ajustement de la lumi�ere sur le microscope confocal (syst�eme de compen-

sation), il est di�cile de trouver un seuil applicable �a tou t un jeu d'images de mani�ere automa-

tique. C'est pourquoi, apr�es un premier traitement automatique, on a proc�ed�e syst�ematiquement

�a un contrôle visuel, en comparant les images trait�ees aux images originales. Si l'op�erateur juge

que les images ne sont pas trait�ees correctement par l'algorithme, celles-ci ont �et�e alors trait�ees �a

nouveau de fa�con \manuelle", en ajustant le seuil jusqu'�a ce que l'on juge le traitement correct.

R�esultat : L'�etat initial de colonisation

La structure du bio�lm, sur les temps courts, peut être d�ep endante des conditions initiales.

Ainsi, a�n de v�eri�er cette in
uence, nous avons analys�e l '�etat initial de colonisation pour chaque

exp�erience r�ealis�ee de d�eveloppement du bio�lm.

De ce fait, des essais pr�eliminaires ont �et�e r�ealis�es au pr�ealable pour analyser l'�etat initial de

la colonisation de la lamelle inf�erieure des chambres d'�ecoulement (en terme de concentration

surfacique, distribution spatiale ...) et v�eri�er sa repr oductibilit�e.

En ce qui concerne la reproductibilit�e de la colonisation initiale nous constatons que les

concentrations surfaciques initiales sont reproductibles pour les di��erents chambres analys�ees

d'une même exp�erience, avec un �ecart relatif inf�erieur �a 4%. La distribution initiale des bact�eries

sur la chambre d'�ecoulement quant �a elle pr�esente une tendance vers une h�et�erog�en�eit�e de l'ordre

de 17 �a 25%.

L'analyse pr�ec�edente a aussi permis d'identi�er certains facteurs importants �a respecter pour

obtenir une caract�erisation non biais�ee de la distributi on initiale des bact�eries sur la lamelle

en verre. L'un d'entre eux est la qualit�e intrins�eque des images, qui d�epend du r�eglage de le

microscope confocal (exemple : plan�eit�e de la platine du microscope confocal). L'autre facteur

est la dur�ee pendant laquelle les bact�eries sont en conditions statiques dans la mesure o�u, �a la

longue, on peut observer une remise en suspension des bact�eries. Cela entraine des contraintes

sur le protocole exp�erimental lui-même dans la mesure o�ucela impose une limitation de temps

entre la proc�edure d'inoculation des chambres d'�ecoulements en milieu st�erile, leur analyse sous

microscope confocal, puis le r�eglage et la mise en oeuvre d'un �ecoulement stabilis�e pour e�ectuer

la croissance du bio�lm . Pour pallier cette di�cult�e, pour la suite du travail nous avons utilis�e

une seule chambre t�emoin pour chaque exp�erience pour l'analyse de l'�etat initial de colonisation.

R�esultat : D�eveloppement du Bio�lm

Dans un premier temps, nous avons identi��e l'aire �el�emen taire qui repr�esente le comportement

moyen de l'ensemble du bio�lm en utilisant la valeur du coe�c ient de variation.

En moyennant les pro�ls moyens de fraction volumique, nous avons constat�e qu'une surface

correspondant �a 0:084mm2 (quatre images de taille de 145; 31�m � 145:31�m ) est repr�esentative

de l'ensemble du bio�lm. On constate ainsi que le nombre d'images prises dans les exp�eriences

est repr�esentatif de la structure du bio�lm et que la fracti on volumique moyenne peut être

consid�er�ee comme repr�esentative du bio�lm.
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Pour les exp�eriences en chambre en PDMS, nous avons analys�e aussi une �eventuelle in
uence

des bact�eries adh�erentes sur le PDMS (côt�e oppos�e �a la lamelle en verre) sur les bact�eries

adh�er�ees sur la lamelle en verre. Nous constatons ainsi que la croissance du bio�lm sur la partie

inf�erieure (lamelle de verre) n'est pas perturb�ee par un possible d�eveloppement de bio�lms sur

le PDMS : en e�et le milieu nutritif reste satur�e en nutrimen t �a cause du renouvellement rapide

du milieu �a l'�echelle locale (consommation des nutriments par les bact�eries plus lente que le

renouvellement du milieu).

Dans un second temps, nous avons ensuite analys�e la structure du bio�lm en nous int�eressant

aux courbes des pro�ls de fraction volumique sur toutes les positions d'observation. On per�coit

ainsi qu'une chute rapide de la fraction volumique se produit apr�es les premi�eres couches du

bio�lm. De ce fait, nous avons d�e�ni deux zone d'analyse du bio�lm : une zone avec une concen-

tration plus repr�esentative du bio�lm (zone interne) et un e zone moins dense (zone externe).

La sensibilit�e de la formation du bio�lm aux conditions ini tiales de colonisation a �et�e v�eri��ee

en comparant la moyenne statistique de la fraction volumique des bact�eries vivantes pour les

deux jeux de donn�ees �a plus fort cisaillement (les exp�eriences A et B). Nous constatons ainsi

que pour la partie dense du bio�lm, les jeux de donn�ees A et B sont assez reproductibles. Pour

la partie externe du bio�lm, on observe un plus grand �ecart, principalement au temps de for-

mation du bio�lm t = 72h. Cette variation semble être corr�el�ee �a des e�ets hydro dynamiques

sur la partie sup�erieure du bio�lm (processus possible de d�etachement). A la vue des donn�ees

disponibles pour la caract�erisation de la colonisation initiale du support de verre, nous consta-

tons une possible perdre de m�emoire des conditions initiales pour la zone interne et externe

du bio�lm lorsque le temps de formation du bio�lm augmente. Ce r�esultat semble indiquer

que les conditions d'ensemencement des chambres d'�ecoulement n'in
uence pas la formation du

bio�lm. Au niveau de la r�epartition des bact�eries vivante s et mortes dans le bio�lm, quelle que

soit l'exp�erience analys�ee, les pro�ls moyenn�es de la fraction volumique montrent une quantit�e

largement plus importante de bact�eries vivantes.

En analysant les moyennes des fractions volumiques (bact�eries vivantes et mortes), nous

constatons que les bio�lms soumis au cisaillement le plus fort impos�e dans cette �etude pr�esentent

un bio�lm plus compact dans la zone interne ainsi qu'une plusforte fraction volumique que dans

la zone externe, et ceci même sur la faible gamme de Reynolds�etudi�ee. Nous observons �egalement

une densi�cation de la zone interne du bio�lm avec le temps pour les deux cisaillements impos�es.

Une analyse a �egalement port�e sur la r�epartition spatial e du bio�lm. D'une mani�ere g�en�erale,

même sur la gamme relativement restreinte de niveau de cisaillement impos�e, on constate d�ej�a

que, les bio�lms form�es �a un plus fort cisaillement pr�ese ntent une plus grande h�et�erog�en�eit�e (par-

tie interne et externe). Pour les deux conditions hydrodynamiques, une augmentation globale

de la biomasse est per�cue selon le temps d'observation pourla zone interne du bio�lm, tandis

qu'une r�eduction de la biomasse �a t = 72h est constat�ee pour la zone externe. En comparant

les deux zones analys�ees, on per�coit que la zone externe pr�esente une structure beaucoup plus

h�et�erog�ene que celle de la zone interne. Ces r�esultats peuvent laisser penser qu'un processus de

d�etachement/�erosion apparâ�t entre t = 48 h et t = 72 h pour une valeur critique de la fraction

volumique sup�erieure aux valeurs mesur�ees �at = 48 h, même si celle-ci n'a pas �et�e quanti��ee.

Nous avons port�e �egalement un premier regard sur la cin�etique de croissance du bio�lm a�n
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d'identi�er une tendance du d�eveloppement du bio�lm en ana lysant les donn�ees disponibles

(quatre temps d'analyse) sur la zone interne du bio�lm. Nous constatons une �evolution de la

fraction volumique dans le temps, avec des courbes pr�esentant la même allure pour les deux

conditions hydrodynamiques. En tenant compte d'un possible processus de d�etachement pr�esent

sur les analyses de distribution spatiale, nous consid�erons que le taux de croissance calcul�e sur les

courbes de l'�evolution de la fraction volumique est un taux de croissance apparent (� app). Ainsi,

ce taux de croissance apparent (� app) comprend le taux de d�etachement, le taux de croissance et

la mortalit�e du bio�lm. En observant les courbes de l'�evol ution du taux de croissance� app avec

le temps et avec la fraction volumique, on per�coit que les exp�eriences �a plus faible cisaillement

pr�esentent une d�ecroissance plus prononc�e que pour l'exp�erience �a plus fort cisaillement. Cette

pente peut indiquer une baisse de la disponibilit�e de milieu nutritif et d'oxyg�ene dans le bio�lm,

en engendrant une r�eduction de la di�usion et des r�eactions �a l'int�erieur du bio�lm.
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Chapitre 8

Perspectives

Au �nal, ce travail a pos�e une premi�ere pierre permettant d e mener �a bien toutes les �etapes

menant de la culture d'un bio�lm sous conditions contrôl�e es et reproductibles, de son analyse �a

l'�echelle de la bact�erie, jusqu'�a la d�emarche permetta nt l'extraction de donn�ees quantitatives �a

une �echelle sup�erieure (de l'ordre de quelques millim�etres). Par exemple, nous avons pu quanti�er

la distribution spatiale de certain composants du bio�lm, discuter son degr�e d'h�et�erog�en�eit�e et

extraire une estimation du taux de croissance moyen apparent du bio�lm aux �echelles d'int�erêt

pour les applications vis�ees.

Pour que ces quantit�es puissent être exploit�ees dans un mod�ele op�erationnel �a travers

l'�etablissement de lois de fermeture (par exemple pour le taux de croissance apparent), les

protocoles et m�ethodes mis au point dans ce travail doiventêtre exploit�es a�n d'�etablir une

base de donn�ee exhaustive.

En ce qui concerne le taux de croissance, si on travaille sur les valeurs moyenn�ees spatiale-

ment dans la chambre d'�ecoulement, une partie de cet objectif est d�ej�a r�ealisable �a l'issue de

notre travail si des donn�ees sont acquises sur un pas de temps plus court (inf�erieur �a 24 h) et

des temps de formation plus long du bio�lm (sup�erieur �a 72 h). Il s'agira de capturer de mani�ere

relativement �ne les �evolutions de la fraction volumique moyenne de certains composants du

bio�lm au cours du temps. La proc�edure adopt�ee dans la th�e se (moyenne sur plusieurs positions

d'observations dans la chambre) permet en e�et d�ej�a d'assurer la convergence statistique et

une repr�esentativit�e spatiale sur les valeurs moyennes (du moins pour la gamme de nombre de

Reynolds et cisaillement cibl�ee).

Une investigation pouss�ee du taux de croissance moyen apparent passe aussi par une

proc�edure permettant de s�eparer le taux de croissance netdes bact�eries des processus d'�erosion

et de d�etachement. Si la proc�edure mise au point dans la th�ese peut permettre d'estimer le gain

ou la perte nette de mati�ere en fonction des conditions op�eratoires entre deux instants d'obser-

vations (via l'�evolution des pro�ls moyens), la s�eparati on des di��erents processus n�ecessite des

mesures compl�ementaires. Une quanti�cation de l'�erosion continue du bio�lm peut se mesurer

par cytom�etrie de 
ux par exemple et est directement adaptable sur les chambres d'�ecoulements

d�evelopp�ees dans la th�ese. Le d�etachement de \patch" entier de bio�lm peut être plus di�cile �a

capturer exp�erimentalement. Mais on peut imaginer que si la \r�esolution temporelle" est su�-

sante, la connaissance de la fraction volumique avant et apr�es un d�etachement \brusque", ajout�e

�a une estimation du taux de croissance bas�e sur les r�esultats obtenus juste avant le processus
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de d�etachement, permettent d'e�ectuer un bilan autorisant une telle quanti�cation.

Relier le taux de croissance et de d�etachement aux conditions hydrodynamiques mais aussi �a

certains param�etres structurels (comme l'h�et�erog�en� eit�e spatiale du bio�lm en termes de densit�e

surfacique) est a priori possible aussi �a la suite de notre travail. Cependant, dans ce cas-ci, il

faut aussi s'assurer d'avoir su�samment de r�ealisations �a un temps d'observation �x�e (ce qui

n'a pas pu être r�ealis�e, faute de temps, au cours de cette th�ese) pour obtenir une estimation

plus �able de la variabilit�e de la distribution et de l'h�et �erog�en�eit�e spatiale du bio�lm.

Dans tous les cas, un param�etre tr�es limitant a �et�e le tem ps n�ecessaire pour analyser les

images. Un travail de d�eveloppement devra être entreprispour limiter les biais provenant d'un

calcul automatique du seuil pour la binarisation des images(d�eveloppement incluant peut être

des proc�edures d'apprentissages) et acc�el�erer les analyses.

En�n, nous n'avons pas pu observer tous les composants du bio�lm, l'utilisation de la Conca-

valine n'ayant pas permis d'obtenir des r�esultats concluants. Une solution alternative, adapt�ee

d'une m�ethode d�ej�a utilis�ee en tomographie-X ( Iltis et al. (2011)), pourrait être d'utiliser des

micro-billes, qui puissent être observables sous microscope confocal. Cela permettrait de marquer

les interfaces du bio�lm et d'obtenir une visualisation discr�ete, même partielle, de la fronti�ere

exacte du bio�lm, et d'aller plus loin dans sa description quantitative et la description de son

�evolution.

La th�ese a aussi permis de d�evelopper une nouvelle technique pour fabriquer des syst�emes

micro-
uidiques adapt�es aux probl�ematiques faisant int ervenir des bact�eries mais qui n'avait

jamais �et�e appliqu�ee sur des syst�emes de \grande taille" (ce qui impliquait certaines contraintes

�a r�esoudre que l'on ne rencontre pas sur des canaux beaucoup plus petit, pour lesquels cette

technique est traditionnellement employ�ee). Des am�eliorations devront cependant être apport�ees

au niveau de la fabrication de la chambre. Ainsi, si nous avons r�eussi �a d�evelopper une chambre

moul�ee en PDMS pour un syst�eme de taille importante, dans notre cas, la bact�erie utilis�ee

poss�ede aussi une certaine a�nit�e avec le polym�ere utili s�e. Une am�elioration doit donc être

apport�ee a�n de limiter l'adh�esion �a la zone de mesure (pa r un traitement de la surface apr�es

polym�erisation par exemple).

Quoiqu'il en soit, ces syst�emes de grande taille sont int�eressants car, outre le fait de s'a�ran-

chir des e�ets de bords, ils autorisent �a long terme des mesures compl�ementaires en plus de la

quanti�cation de propri�et�es du bio�lms �a partir d'image s : mesure de vitesses par� -PIV dans

la chambre d'�ecoulement colonis�ee par le bio�lm, manipulation du bio�lm par pince optique

(� -rh�eologie), mesures quantitatives (ADN, polysaccharides, . . . .). C'est �a travers l'utilisation

conjointe de ces di��erents types de mesures qu'il sera possible de mieux appr�ehender les cou-

plages hydrodynamique-structuration du bio�lm.
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Annexe A

Protocole : Chambre d'�ecoulement

en PDMS

Fabrication du moule

Principales Mat�eriels

{ Wafer de silicium

{ Masque optique (dessin du syst�eme micro
uidique)

{ Solvant PGMEA (2-methoxy-1-methylethylacetate)

{ R�esine photosensible : SU8 (GM 1075, Gersteltec Sarl)

Protocole (m�ethode : Photolithographie)

Les �etapes pour la pr�eparation du moule pour la chambre en PDMS ont �et�e r�ealis�ees en salle

blanche.

La r�esine est �etal�ee sur un support plat (wafer de siliciu m) par la m�ethode dite de \l'enduc-

tion centrifuge" (spin coating), avec la d�eposition d'une couche mince et uniforme de r�esine. A

cette �etape la hauteur des canaux est �etablie.

Apr�es l'�etalement de la r�esine sur le support et quelques �etapes de chau�age, la r�esine se

durcit (�gure A.1.a).

Le masque optique avec les motifs du canal micro
uidique estpos�e sur la r�esine. L'ensemble

est expos�e aux rayonnements UV (l'insolation). Seules lesparties repr�esentant les canaux sont

expos�ees aux UV, les autres parties du moule sont prot�eg�ees par le masque (�gureA.1.b). La

r�esine SU8 est une r�esine n�egative, ainsi le rayonnement ultraviolet entrâ�ne une polym�erisation

des zones expos�ees, conf�erant ainsi �a ces zones une r�esistance particuli�ere au solvant (�gure

A.1.c). Ensuite le moule est plong�e dans un solvant qui d�etruit toutes les zones de r�esine qui

n'ont pas �et�e expos�ees aux UV (solvant PGME). Ainsi, on ob tient une image n�egative du canal

micro
uidique qui constitue un moule (�gure A.1.d).

Ce moule est plac�e dans le four �a 140� C pendant 2 heures.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure A.1 { Etapes de la fabrication du moule pour la chambre d'�ecoulement en PDMS

Fabrication du syst�eme micro
uidique en PDMS

Principales Mat�eriels

{ L'�elastom�ere PDMS Sylgard 184 (Dow Corning) avec 2 composantes : PDMS et l'agent

r�eticulant (Corning 184)

{ Scalpel

{ Tube pour per�cage (aiguille meul�ee)

{ Lamelle en verre

Protocole

Apr�es la fabrication du moule du canal micro
uidique, la seconde �etape consiste �a �etaler le

PDMS sur le moule. Ce polym�ere va adopter parfaitement la forme du canal et puis durcir

avec l'augmentation de la temp�erature. La manipulation du PDMS se fera sous hotte �a 
ux

laminaire.

Le moule est plac�e dans une boite de p�etri a�n que le PDMS coul�e puisse être enferm�e sur

le moule (�gure A.2.a). Dans un b�echer le PDMS est m�elang�e avec l'agent r�eticulant dans une

proportion en masse de l'ordre 10 : 1. La solution doit être bien m�elang�ee, d�egaz�ee, et puis

coul�ee sur le moule. (�gure A.2.b). Le tout est plac�e au four pour au moins deux heures pour

permettre la r�eticulation. Apr�es le durcissement du PDMS celui est coup�e et d�emoul�e �a l'aide

d'un scalpel (�gure A.2.c et .d).

Par la suite, des canaux d'injection des 
uides seront cr�e�es par per�cage.

Le PDMS avec les empreintes du canal doit être coll�e sur un support. Ce support est cou-
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ramment une surface de verre, ou le PDMS lui même. Dans notrecas nous avons utilis�e une

lamelle en verre (hydrophile, d'angle de contact de 37� ).

Les deux surfaces (PDMS et lamelle en verre) sont coll�ees �al'aide d'un traitement plasma.

L'exposition au plasma est d'environ 30 secondes, ce qui va permettre d'activer les deux surfaces.

En e�et le plasma permet l'oxydation des deux surfaces, ce qui leurs permet de se coller entre

elles facilement de fa�con irr�eversible (�gure A.2.e et .f).

(a) (b)

(c) (d)

 lamelle ¾ ¿ À¾ÁÁ ¾

(e) (f)

Figure A.2 { Etapes de la fabrication de la chambre d'�ecoulement en PDMS
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Annexe B

R�esultat de l'essai de la

reproductibilit�e de l'�etat Initial

Essai 1 Chambre 1.1

Position s No
[pixels]

P 1 19117 699
P 2 22141 744
P 3 17072 652
P 4 21349 675
P 5 18419 630
P 6 22108 810
P 7 21758 843
P 8 20837 868
P 9 20541 800
P 10 22040 861
P 11 16845 669
P 12 26272 1084
P 13 23832 977
P 14 11279 462
P 15 15305 609
P 16 20261 750
P 17 21483 854
P 18 21301 802
P 19 21896 920
P 20 37345 1343
P 21 22213 869
P 22 28799 1108
P 23 15310 662
P 24 15066 620
P 25 21719 934
P 26 20193 868
P 27 19546 784
P 28 32161 1414
TOTAL 596208 22509
MOYENNE 21293 804

Table B.1 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 1 Chambre 1:1. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 1 Chambre 1.2

Position s No
[pixels]

P 1 20777 816
P 2 22008 763
P 3 29369 1188
P 4 39685 1647
P 5 27051 1102
P 6 25050 1033
P 7 24069 1001
P 8 37319 1489
P 9 14916 617
P 10 28798 1133
P 11 37792 1540
P 12 18296 719
P 13 33784 1429
P 14 19303 824
P 15 10916 447
P 16 11991 507
P 17 28449 1189
P 18 24644 1032
P 19 16358 700
P 20 32286 1359
P 21 30382 1324
P 22 47974 1902
P 23 19505 796
P 24 23748 954
P 25 23852 1040
P 26 6212 269
P 27 15330 647
P 28 23465 1007
TOTAL 693329 28474
MOYENNE 24762 10167

Table B.2 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 1 Chambre 1:2. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 2 Chambre 2.1

Position s No
[pixels]

P 1 19105 662
P 2 13915 473
P 3 16664 575
P 4 18646 625
P 5 18484 625
P 6 17210 611
P 7 17985 624
P 8 22318 721
P 9 16093 648
P 10 16393 538
P 11 17250 615
P 12 14215 506
P 13 13184 472
P 14 16300 593
P 15 14124 426
P 16 9683 351
P 17 10146 378
P 18 10601 385
P 19 10817 403
P 20 13785 494
P 21 14050 509
P 22 13566 485
P 23 11661 411
P 24 9428 381
P 25 9993 402
P 26 9282 354
P 27 9210 388
P 28 10915 426
TOTAL 395023 14081
MOYENNE 14108 503

Table B.3 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 2 Chambre 2:1. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 2 Chambre 2.2

Position s No
[pixels]

P 1 27604 924
P 2 26516 886
P 3 19525 633
P 4 20076 699
P 5 21039 705
P 6 20990 725
P 7 16412 552
P 8 25872 878
P 9 14638 525
P 10 11882 455
P 11 10525 423
P 12 9013 350
P 13 10509 375
P 14 17334 654
P 15 24113 865
P 16 14550 557
P 17 10905 453
P 18 10672 439
P 19 8437 364
P 20 6256 273
P 21 5086 197
P 22 11820 431
P 23 6883 268
P 24 6522 273
P 25 10244 439
P 26 7233 318
P 27 7268 300
P 28 8373 341
TOTAL 390297 14302
MOYENNE 13939 511

Table B.4 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 2 Chambre 2:2. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 2 Chambre 2.3

Position s No
[pixels]

P 1 8175 360
P 2 7299 326
P 3 7407 329
P 4 7899 343
P 5 6202 288
P 6 6748 306
P 7 8971 384
P 8 9113 355
P 9 13809 584
P 10 13959 589
P 11 14019 583
P 12 13652 588
P 13 11224 496
P 14 11709 509
P 15 10198 404
P 16 13071 558
P 17 12822 563
P 18 13703 566
P 19 14608 613
P 20 14065 584
P 21 10369 444
P 22 5282 240
P 23 14416 589
P 24 14689 607
P 25 15951 641
P 26 14788 648
P 27 14596 633
P 28 7868 378
TOTAL 316612 13508
MOYENNE 11308 482

Table B.5 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 2 Chambre 2:3. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 3 Chambre 3.2

Position s No
[pixels]

P 1 16762 688
P 2 20523 761
P 3 21866 815
P 4 19098 744
P 5 16856 659
P 6 18009 736
P 7 19733 883
P 8 16646 712
P 9 16242 635
P 10 16241 700
P 11 14981 616
P 12 16346 668
P 13 16716 696
P 14 15418 704
P 15 14023 608
P 16 13504 590
P 17 13344 597
P 18 14320 632
P 19 10784 495
P 20 11240 498
P 21 12012 484
P 22 12897 567
P 23 10485 472
P 24 12587 588
P 25 10842 499
P 26 10838 521
P 27 10238 481
P 28 10009 447
P 29 9124 417
P 30 7690 410
P 31 6209 283
P 32 6055 278
P 33 6867 301
P 34 7633 327
P 35 8112 355
TOTAL 464250 19867
MOYENNE 13264 568

Table B.6 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 3 Chambre 3:2. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 3 Chambre 3.3

Position s No
[pixels]

P 1 10621 483
P 2 7840 401
P 3 7947 377
P 4 7733 352
P 5 8166 369
P 6 11936 490
P 7 9903 457
P 8 23180 913
P 9 14515 693
P 10 14022 683
P 11 13058 612
P 12 14819 729
P 13 15039 729
P 14 14044 686
P 15 19085 719
P 16 11359 533
P 17 14616 689
P 18 12775 616
P 19 15144 729
P 20 14297 707
P 21 11034 563
P 22 8156 330
P 23 12025 582
P 24 14877 733
P 25 15344 758
P 26 13332 626
P 27 13710 637
P 28 11401 550
P 29 5683 279
P 30 12060 600
P 31 13509 659
P 32 13660 656
P 33 10938 539
P 34 10069 505
P 35 7669 362
TOTAL 433566 20346
MOYENNE 12388 581

Table B.7 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 3 Chambre 3:3. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 3 Chambre 3.4

Position s No
[pixels]

P 1 5703 346
P 2 12500 598
P 3 10637 555
P 4 8223 427
P 5 8854 463
P 6 9074 481
P 7 11404 614
P 8 9218 525
P 9 25272 1002
P 10 16539 946
P 11 12098 759
P 12 10756 728
P 13 14263 804
P 14 14790 794
P 15 11384 642
P 16 12552 667
P 17 10196 634
P 18 12133 733
P 19 13630 835
P 20 14355 730
P 21 14318 743
P 22 10644 580
P 23 6543 355
P 24 10695 673
P 25 12367 698
P 26 12727 741
P 27 14195 751
P 28 12337 632
P 29 12627 729
P 30 8511 466
P 31 10686 519
P 32 10978 554
P 33 11400 553
P 34 9870 479
P 35 10226 577
TOTAL 411705 22333
MOYENNE 11763 638

Table B.8 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 3 Chambre 3:4. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 4 Chambre 4.1

Position s No
[pixels]

P 1 20948 867
P 2 17013 703
P 3 23176 1013
P 4 20532 819
P 5 17723 827
P 6 16810 781
P 7 16579 714
P 8 25416 943
P 9 17542 739
P 10 23794 833
P 11 17830 774
P 12 17098 727
P 13 19041 861
P 14 19497 810
P 15 22495 903
P 16 21380 840
P 17 18647 712
P 18 22125 847
P 19 18766 730
P 20 21551 816
P 21 21927 816
P 22 25816 998
P 23 21301 841
P 24 20041 975
P 25 23733 906
P 26 20454 803
P 27 18105 675
P 28 18074 827
P 29 19654 900
P 30 14967 749
P 31 18486 747
P 32 28295 967
P 33 21035 811
P 34 24686 868
P 35 21694 950
TOTAL 716231 29092
MOYENNE 20464 831

Table B.9 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 4 Chambre 4:1. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 4 Chambre 4.2

Position s No
[pixels]

P 1 27505 965
P 2 23389 828
P 3 20997 812
P 4 24217 870
P 5 25307 891
P 6 21474 796
P 7 21973 843
P 8 22335 896
P 9 20537 850
P 10 21276 854
P 11 19491 727
P 12 19498 761
P 13 19431 757
P 14 23109 847
P 15 28304 994
P 16 21444 860
P 17 18025 693
P 18 20467 792
P 19 18190 715
P 20 17405 697
P 21 24034 938
P 22 23500 939
P 23 19470 791
P 24 14657 605
P 25 17286 722
P 26 16974 702
P 27 16397 704
P 28 28313 1007
P 29 24033 899
P 30 18115 724
P 31 20613 795
P 32 19373 752
P 33 15198 629
P 34 21254 759
P 35 25864 851
TOTAL 739455 28265
MOYENNE 21127 808

Table B.10 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 4 Chambre 4:2. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 4 Chambre 4.3

Position s No
[pixels]

P 1 33277 1261
P 2 26912 998
P 3 22570 860
P 4 25312 964
P 5 23442 866
P 6 25533 956
P 7 20625 872
P 8 25913 973
P 9 13701 539
P 10 17047 695
P 11 19825 781
P 12 17094 664
P 13 20609 771
P 14 26406 961
P 15 27181 1053
P 16 13817 549
P 17 14056 592
P 18 12078 505
P 19 14902 593
P 20 16992 658
P 21 24103 806
P 22 33750 1252
P 23 20400 746
P 24 11836 475
P 25 9131 392
P 26 7629 312
P 27 9615 353
P 28 23804 786
P 29 32969 1203
P 30 25029 877
P 31 21294 782
P 32 17138 657
P 33 17584 678
P 34 21232 749
P 35 22752 869
TOTAL 715558 27048
MOYENNE 20445 773

Table B.11 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 4 Chambre 4:3. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 4 Chambre 4.4

Position s No
[pixels]

P 1 25246 1000
P 2 22752 927
P 3 28582 1079
P 4 24039 983
P 5 25006 1037
P 6 23024 942
P 7 24867 965
P 8 23248 964
P 9 18992 762
P 10 16316 652
P 11 10231 554
P 12 10912 509
P 13 16902 714
P 14 27835 1138
P 15 26527 1001
P 16 12140 536
P 17 8017 368
P 18 7192 334
P 19 9263 410
P 20 8083 366
P 21 27720 1127
P 22 25644 892
P 23 11033 468
P 24 6897 313
P 25 8369 387
P 26 7989 357
P 27 4862 248
P 28 21602 913
P 29 24090 950
P 30 20415 803
P 31 6815 298
P 32 13561 605
P 33 9332 420
P 34 7288 338
P 35 23106 897
TOTAL 587897 24257
MOYENNE 16797 693

Table B.12 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 4 Chambre 4:4. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 5 Chambre 5.1

Position s No
[pixels]

P 1 21597 967
P 2 24576 1159
P 3 22006 1118
P 4 25082 1182
P 5 25539 1282
P 6 25840 1333
P 7 27638 1357
P 8 22696 1112
P 9 16588 806
P 10 15740 766
P 11 18497 931
P 12 18269 948
P 13 23477 1134
P 14 24097 1170
P 15 12805 648
P 16 12693 623
P 17 10774 557
P 18 10196 529
P 19 10283 561
P 20 11724 626
P 21 14839 814
P 22 9431 477
P 23 8460 433
P 24 8005 416
P 25 10528 480
P 26 9635 463
P 27 11430 621
P 28 13321 682
P 29 10852 573
P 30 7841 400
P 31 8281 389
P 32 8588 406
P 33 362 362
P 34 9775 539
P 35 10999 568
TOTAL 522464 26432
MOYENNE 14928 755

Table B.13 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 5 Chambre 5:1. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 5 Chambre 5.2

Position s No
[pixels]

P 1 12554 551
P 2 11645 530
P 3 8832 450
P 4 8683 449
P 5 9653 472
P 6 10576 502
P 7 10365 515
P 8 7653 364
P 9 9682 465
P 10 7716 402
P 11 7898 402
P 12 8240 439
P 13 8277 408
P 14 6937 357
P 15 7224 355
P 16 6448 332
P 17 10049 500
P 18 8976 431
P 19 9172 484
P 20 9712 490
P 21 9517 449
P 22 9782 480
P 23 6857 365
P 24 9252 487
P 25 10150 542
P 26 7326 408
P 27 7660 406
P 28 10404 502
P 29 8628 456
P 30 8420 406
P 31 10124 481
P 32 7661 405
P 33 8852 457
P 34 6666 349
P 35 8110 407
TOTAL 309701 15498
MOYENNE 8849 443

Table B.14 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 5 Chambre 5:2. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Essai 5 Chambre 5.4

Position s No
[pixels]

P 1 8723 501
P 2 7468 375
P 3 3453 213
P 4 8314 429
P 5 7909 436
P 6 8061 408
P 7 5865 328
P 8 12040 667
P 9 7498 418
P 10 13142 668
P 11 6301 374
P 12 10111 512
P 13 9326 471
P 14 10449 543
P 15 17393 755
P 16 9603 543
P 17 13094 709
P 18 8848 497
P 19 9015 501
P 20 7528 423
P 21 10819 535
P 22 13591 712
P 23 9843 525
P 24 8837 466
P 25 10861 550
P 26 10888 609
P 27 6837 364
P 28 9042 495
P 29 13370 748
P 30 6703 370
P 31 5567 288
P 32 5038 275
P 33 6439 348
P 34 6401 346
P 35 7275 387
TOTAL 315652 16789
MOYENNE 9019 480

Table B.15 { R�esultat des traitements des images pour l'essai de la reproductibilit�e de l'�etat
initial :Essai 5 Chambre 5:4. Le st est la surface occup�ee totale etNo est le nombre des bact�eries
sur la surface.
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Annexe C

R�esum�e de la prise d'images �a

chaque exp�erience
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Exp�erience Temps de
d�eveloppement
du bio�lm

Positions analys�ees (bact�eries vivantes) Positions analys�ees (bact�eries mortes) Taille de chaque image
(2D)

Min
24 h P1, P3, P4, P5, P7, P8, P9, P12 P5, P7, P8, P9 145:31�m � 145:31�m

48 h P1, P2, P3, P4, P5, P6 P7, P8 P9, P10
P11, P12, P13, P14, P15, P16, P17

P6, P7, P17, P11 145:31�m � 145:31�m

72 h P1, P2 P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10,
P11, P12, P13, P14, P15, P16, P17

P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, P12, P17 96:88�m � 96:88�m

Max

24 h A P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9,
P10, P11, P12, P13, P14, P15, P16, P17

P6, P7, P10, P17 145:31�m � 145:31�m

24 h B P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9,
P10, P11, P12, P13, P14, P15, P16, P17

145:31�m � 145:31�m

48 h A P1, P4, P5, P8, P9, P10, P12, P13, P16 96:88�m � 96:88�m

48 h B P1, P3, P4, P5, P7, P8, P10, P11, P12,
P13, P14, P15, P17

P3, P4, P5, P7, P8, P10, P11, P12, P13,
P14, P15, P17

83:04�m � 83:04�m

72 h A P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9,
P10, P11, P14, P15, P17

P6, P7, P11, P17 145:31�m � 145:31�m

72 h B P1, P2, P4, P5, P6, P8, P9, P10, P12,
P13, P16

145:31�m � 145:31�m

Table C.1 { R�esum�e de la prise d'images �a chaque exp�erience.



Annexe D

Caract�eristiques analys�ees pour

�evaluation de la valeur de SER

Les tableaux pr�esentent la fraction volumique moyenne surtrois points cons�ecutifs ( �� 3),

les surfaces associ�ees �a ces points et le coe�cient de variation des fraction volumique moyenne

(CV3). Le tableau D.1 pr�esente les exp�eriences �a plus faible cisaillement pour les trois temps

analys�es. Les tableauxD.2, D.3 et D.4 pr�esentent les exp�eriences �a plus fort cisaillement pour

les temps 24h, 48 h, et 72 h, respectivement.
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Temps Surface (mm2) �� 3 CV3 (%)
24h 0:021 , 0:042 et 0:063 0:004 12

0:042 , 0:063 et 0:084 0:004 5
0:063 , 0:084 et 0:106 0:004 5
0:084 , 0:106 et 0:127 0:004 4
0:106 , 0:127 et 0:148 0:003 4
0:127 , 0:148 et 0:169 0:003 4

48h 0:021 , 0:042 et 0:063 0:017 35
0:042 , 0:063 et 0:084 0:013 17
0:063 , 0:084 et 0:106 0:011 7
0:084 , 0:106 et 0:127 0:011 5
0:106 , 0:127 et 0:148 0:010 5
0:127 , 0:148 et 0:169 0:011 11
0:148 , 0:169 et 0:190 0:011 12
0:169 , 0:190 et 0:211 0:012 2
0:190 , 0:211 et 0:232 0:012 2
0:211 , 0:232 et 0:253 0:012 7
0:232 , 0:253 et 0:274 0:013 10
0:253 , 0:274 et 0:296 0:014 7
0:274 , 0:296 et 0:317 0:015 3
0:296 , 0:317 et 0:338 0:015 2
0:317 , 0:338 et 0:359 0:015 2

72h 0:009 , 0:019 et 0:028 0:006 9
0:019 , 0:028 et 0:038 0:006 11
0:028 , 0:038 et 0:047 0:006 11
0:038 , 0:047 et 0:056 0:006 8
0:047 , 0:056 et 0:066 0:006 4
0:056 , 0:066 et 0:075 0:007 27
0:066 , 0:075 et 0:084 0:008 25
0:075 , 0:084 et 0:094 0:008 2
0:084 , 0:094 et 0:103 0:008 2
0:094 , 0:103 et 0:113 0:008 2
0:103 , 0:113 et 0:122 0:008 2
0:113 , 0:122 et 0:131 0:008 4
0:122 , 0:131 et 0:141 0:008 3
0:131 , 0:141 et 0:150 0:008 2
0:141 , 0:150 et 0:160 0:008 2

Table D.1 { � w = 2 :1 � 10� 3
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Temps Surface (mm2) �� 3 CV3 (%)
24h A 0:021 , 0:042 , 0:063 0:008 1

0:042 , 0:063 , 0:084 0:008 2
0:063 , 0:084 , 0:106 0:008 2
0:084 , 0:106 , 0:127 0:008 1
0:106 , 0:127 , 0:148 0:008 1
0:127 , 0:148 , 0:169 0:008 1
0:148 , 0:169 , 0:190 0:008 1
0:169 , 0:190 , 0:211 0:008 2
0:190 , 0:211 , 0:232 0:009 2
0:211 , 0:232 , 0:253 0:009 3
0:232 , 0:253 , 0:274 0:009 3
0:253 , 0:274 , 0:296 0:009 1
0:274 , 0:296 , 0:317 0:009 2
0:296 , 0:317 , 0:338 0:010 2
0:317 , 0:338 , 0:359 0:010 2

24h B 0:021 , 0:042 , 0:063 0:006 12
0:042 , 0:063 , 0:084 0:005 9
0:063 , 0:084 , 0:106 0:005 7
0:084 , 0:106 , 0:127 0:005 1
0:106 , 0:127 , 0:148 0:005 2
0:127 , 0:148 , 0:169 0:005 2
0:148 , 0:169 , 0:190 0:004 1
0:169 , 0:190 , 0:211 0:004 3
0:190 , 0:211 , 0:232 0:004 3
0:211 , 0:232 , 0:253 0:004 2
0:232 , 0:253 , 0:274 0:004 1
0:253 , 0:274 , 0:296 0:004 1
0:274 , 0:296 , 0:317 0:004 0
0:296 , 0:317 , 0:338 0:004 2
0:317 , 0:338 , 0:359 0:004 2

Table D.2 { � w = 9 :4 � 10� 2 Pa, 24 h A et B
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Temps Surface (mm2) �� 3 CV3 (%)
48h A 0:009 , 0:019 , 0:028 0:030 16

0:019 , 0:028 , 0:038 0:031 14
0:028 , 0:038 , 0:047 0:030 17
0:038 , 0:047 , 0:056 0:026 14
0:047 , 0:056 , 0:066 0:023 10
0:056 , 0:066 , 0:075 0:022 6
0:066 , 0:075 , 0:084 0:022 6

48h B 0:007 , 0:014 , 0:021 0:064 19
0:014 , 0:021 , 0:028 0:061 24
0:021 , 0:028 , 0:034 0:050 10
0:028 , 0:034 , 0:041 0:045 13
0:034 , 0:041 , 0:048 0:042 6
0:041 , 0:048 , 0:055 0:040 5
0:048 , 0:055 , 0:062 0:040 5
0:055 , 0:062 , 0:069 0:038 4
0:062 , 0:069 , 0:076 0:037 5
0:069 , 0:076 , 0:083 0:035 5
0:076 , 0:083 , 0:090 0:033 5

Table D.3 { � w = 9 :4 � 10� 2 Pa, 48 h A et B

Temps Surface (mm2) �� 3 CV3 (%)
72h A 0:021 , 0:042 , 0:063 0:029 32

0:042 , 0:063 , 0:084 0:023 18
0:063 , 0:084 , 0:106 0:020 6
0:084 , 0:106 , 0:127 0:019 7
0:106 , 0:127 , 0:148 0:018 4
0:127 , 0:148 , 0:169 0:018 5
0:148 , 0:169 , 0:190 0:018 5
0:169 , 0:190 , 0:211 0:019 4
0:190 , 0:211 , 0:232 0:020 9
0:211 , 0:232 , 0:253 0:021 9
0:232 , 0:253 , 0:274 0:023 7
0:253 , 0:274 , 0:296 0:024 3

72h B 0:021 , 0:042 , 0:063 0:046 23
0:042 , 0:063 , 0:084 0:040 4
0:063 , 0:084 , 0:106 0:041 5
0:084 , 0:106 , 0:127 0:042 2
0:106 , 0:127 , 0:148 0:043 3
0:127 , 0:148 , 0:169 0:044 4
0:148 , 0:169 , 0:190 0:046 4
0:169 , 0:190 , 0:211 0:047 2
0:190 , 0:211 , 0:232 0:048 1

Table D.4 { � w = 9 :4 � 10� 2 Pa, 72 h A et B



Annexe E

M�ecanismes de l'adh�esion

bact�erienne

L'adh�erence bact�erienne �a la surface d'un mat�eriau est un processus dans lequel la bact�erie

se lie intimement �a la surface. Il peut être d�ecrit comme un proc�ed�e en deux �etapes, la premi�ere

�etape �etant une �etape dite physique, instantan�ee et r�e versible, et la deuxi�eme, une �etape dite

mol�eculaire, d�ependant du temps et irr�eversible ( An & Friedman , 1998).

Les caract�eristiques des mat�eriaux qui in
uencent l'adh �erence bact�erienne sont la composi-

tion chimique, la charge de surface, l'hydrophobicit�e, et la con�guration physique, ou simple-

ment la rugosit�e de surface (Katsikogianni & Missirlis , 2004). Cependant, une des principales

caract�eristique de l'adh�erence bact�erienne est l'hydrophobicit�e ( Carr�e & Mittal , 2011).

En g�en�eral, les bact�eries avec des caract�eristiques hydrophobes pr�ef�erent des mat�eriaux avec

des surfaces hydrophobes, et ceux ayant des caract�eristiques hydrophiles pr�ef�erent les surfaces

hydrophiles (Mitik-Dineva et al., 2009). Cependant, il a �et�e d�emontr�e que des mat�eriaux avec

des surfaces hydrophobes jouent un rôle plus important dans l'adh�esion que l'hydrophobicit�e de

la surface bact�erienne (Katsikogianni & Missirlis , 2004).

Ainsi, de nombreux chercheurs ont montr�e que les micro-organismes se lient plus rapidement

�a une surface hydrophobe, qu'�a des mati�eres hydrophiles(Donlan, 2002a). Cependant, d'autres

�etudes montrent que l'adsorption et la d�esorption se produit beaucoup plus sur les surfaces hy-

drophiles que sur les surfaces hydrophobes (Carr�e & Mittal , 2011). An & Friedman (1998) ont

constat�e que les mat�eriaux hydrophiles pourraient être plus r�esistants �a l'adh�esion bact�erienne

que ceux hydrophobes. Cela montre que la relation entre les caract�eristiques d'adh�erence de

surface et de bact�erie sont complexes. En plus, les caract�eristiques de surface peuvent chan-

ger avec l'adh�esion des bact�eries pour la production de surfactant exog�ene par des bact�eries

(Carr�e & Mittal , 2011).

De fa�con g�en�erale, l'adh�esion se produira plus facilement plus les surfaces sont rugueuses et

hydrophobes. Une augmentation de la vitesse d'�ecoulement, la temp�erature de l'eau, ou de la

concentration des �el�ements nutritifs peut �egalement conduire �a une augmentation de l'adh�erence,

si ces param�etres ne d�epassent pas le niveau critique (Donlan, 2002).
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Hydrophobicit�e

Comme cit�e pr�ealablement, l'hydrophobicit�e des surfac es est une des principales ca-

ract�eristique de l'adh�erence bact�erienne. Une surfaceest consid�er�ee hydrophile quand l'angle de

contact est inf�erieur �a 90 � et, au contraire, une surface est consid�er�ee hydrophobe quand l'angle

de contact est sup�erieur �a 90� . Ainsi, pour connâ�tre l'hydrophobicit�e des composantes de la

chambre d'�ecoulement, nous avons mesur�e ces angles des contact. Les composants analys�es ont

�et�e : la lamelle en verre borosilicat�e, la chambre en PDMS et la chambre en PMMA modi��e.

Les mesures sont r�ealis�ees apr�es nettoyage et st�erilisation selon le protocole de manipulation

(section 6.1, chapitre 6). Les valeurs des angles des contacts mesur�es sont pr�esent�es dans le

tableau E.1.

Mat�eriau Angle de contract Hydrophobicit�e
Bact�erie P. putida
(Power et al., 2007)

entre 36� et 49� hydrophile

Lamelle en verre 37:35� hydrophile
Chambre en PMMA
modi��e

82:72� hydrophile

Chambre en PDMS 93:15� hydrophobe

Table E.1 { Angle des contact : Bact�erie P. putida (Power et al., 2007), lamelle en verre,
chambre en PMMA modi��e et chambre en PDMS.

On observe dans le tableauE.1, que la surface des bact�eriesP. putida et de la lamelle en

verre poss�edent une hydrophobicit�e consid�erablement proche avec un faible angle de contact.

Celui-l�a peut justi�er l'adh�esion �elev�ee sur la lamell e de verre, sachant que les bact�eries avec

des caract�eristiques hydrophiles pr�ef�erent les surfaces hydrophiles (Mitik-Dineva et al., 2009).

Cependant, comme nous avons cit�e auparavant (Katsikogianni & Missirlis , 2004), il a �et�e

d�emontr�e que les surfaces hydrophobes jouent un rôle plus important dans l'adh�erence que

l'hydrophobicit�e de la surface bact�erienne. On observe ainsi que la chambre en PDMS est le

mat�eriau hydrophobe utilis�e dans les syst�emes d'�ecoulement, peuvent ainsi justi�er sa plus

important adh�esion des bact�eries.



Annexe F

Distribution Spatiale dans le Bio�lm
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24 h 48 h 72 h
Positions H int � int � ext � total H int � int � ext � total H int � int � ext � total

P1 9:12 0:0340 0:0023 0:0049 21:66 0:0714 0:0031 0:0163 9:12 0:0387 0:0009 0:0059
P2 4:56 0:0359 0:0041 0:0058 6:84 0:1052 0:0003 0:0067
P3 7:98 0:0179 0:0021 0:0032 4:56 0:0304 0:0029 0:0046 5:70 0:0435 0:0012 0:0033
P4 4:56 0:0238 0:0023 0:0035 12:54 0:0305 0:0034 0:0065 19:38 0:0497 0:0024 0:0106
P5 6:84 0:0239 0:0015 0:0030 3:42 0:0380 0:0062 0:0073 5:70 0:0330 0:0011 0:0027
P6 5:70 0:0311 0:0055 0:0071 5:70 0:0966 0:0002 0:0052
P7 5:70 0:0189 0:0019 0:0030 5:70 0:0308 0:0032 0:0050 4:56 0:0485 0:0013 0:0034
P8 4:56 0:0190 0:0017 0:0026 5:70 0:1041 0:0300 0:0334 5:70 0:1295 0:0157 0:0314
P9 4:56 0:0216 0:0013 0:0024 5:70 0:0363 0:0083 0:0101 11:40 0:0506 0:0026 0:0077
P10 4:56 0:0488 0:0046 0:0069 7:98 0:0741 0:0011 0:0063
P11 7:98 0:0292 0:0250 0:0236 7:98 0:0503 0:0024 0:0065
P12 3:42 0:0172 0:0015 0:0023 4:56 0:0766 0:0080 0:0126 6:84 0:0358 0:0044 0:0064
P13 4:56 0:0777 0:0355 0:0361 7:98 0:0350 0:0023 0:0049
P14 5:70 0:0637 0:0248 0:0272 4:56 0:0501 0:0060 0:0087
P15 4:56 0:0715 0:0103 0:0175 13:68 0:0839 0:0051 0:0151
P16 6:84 0:0476 0:0199 0:0212 5:70 0:0531 0:0034 0:0066
P17 4:56 0:0469 0:0068 0:0092 10:26 0:0385 0:0013 0:0047
Moyenne 5:84 0:0221 0:0018 0:0031 6:64 0:0512 0:0119 0:0147 8:18 0:0598 0:0030 0:0080

Table F.1 { R�esum�e de la distribution spatiale des bact�eries vivant es dans le bio�lm : � w = 2 :1 � 10� 3 Pa.
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24 h A 24 h B
Positions H int � int � ext � total H int � int � ext � total

P1 6:84 0:0282 0:0048 0:0082 6:84 0:0778 0:0076 0:0121
P2 5:7 0:0443 0:0046 0:0084 7:98 0:046 0:0050 0:0082
P3 4:56 0:0443 0:0043 0:0080 5:7 0:0717 0:0048 0:0085
P4 5:7 0:0283 0:0047 0:0074 6:84 0:0346 0:0043 0:0063
P5 5:7 0:0452 0:0047 0:0091 9:12 0:0493 0:0054 0:0091
P6 4:56 0:0431 0:0030 0:0071 5:7 0:0662 0:0052 0:0086
P7 5:7 0:0429 0:0040 0:0092 9:12 0:0343 0:0044 0:0069
P8 5:7 0:0347 0:0041 0:0087 6:84 0:0557 0:0054 0:0090
P9 5:7 0:0406 0:0047 0:0096 6:84 0:0608 0:0027 0:0070
P10 3:42 0:061 0:0051 0:0108 4:56 0:0712 0:0018 0:0055
P11 6:84 0:0231 0:0080 0:0105 5:7 0:0588 0:0018 0:0057
P12 5:7 0:0498 0:0060 0:0125 10:26 0:0334 0:0033 0:0060
P13 5:7 0:0336 0:0075 0:0110 5:7 0:0559 0:0014 0:0051
P14 4:56 0:0565 0:0040 0:0104 4:56 0:0485 0:0014 0:0043
P15 4:56 0:0592 0:0077 0:0138 4:56 0:0388 0:0022 0:0045
P16 4:56 0:0477 0:0072 0:0123 5:7 0:0502 0:0044 0:0070
P17 4:56 0:025 0:0009 0:0043 6:84 0:0626 0:0054 0:0093
Moyenne 5:30 0:0416 0:0050 0:0095 6:64 0:0539 0:0039 0:0072

Table F.2 { R�esum�e de la distribution spatiale dans le bio�lm d�evelo pp�e pendant 24 h �a � w = 9 :4 � 10� 2 Pa
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48 h A 48 h B
Positions H int � int � ext � total H int � int � ext � total

P1 11:4 0:1093 0:0345 0:0421 17:1 0:1041 0:0595 0:0663
P2
P3 11:4 0:1074 0:0956 0:0946
P4 20:52 0:0778 0:0229 0:0330 9:12 0:0692 0:0087 0:0137
P5 11:4 0:0963 0:0607 0:0619 12:54 0:1113 0:0360 0:0447
P6
P7 6:84 0:0774 0:0213 0:0242
P8 7:98 0:0447 0:0162 0:0183 7:98 0:0791 0:0098 0:0147
P9 12:54 0:0616 0:0082 0:0144
P10 10:26 0:0636 0:0085 0:0145 12:54 0:0708 0:0592 0:0594
P11 10:26 0:0699 0:0156 0:0210
P12 10:26 0:0574 0:0151 0:0193 9:12 0:0687 0:0343 0:0373
P13 5:7 0:0739 0:0674 0:0623 9:12 0:0436 0:0154 0:0178
P14 11:4 0:1067 0:0229 0:0328
P15 6:84 0:0774 0:0126 0:0179
P16 12:54 0:0602 0:0139 0:0193
P17 7:98 0:0750 0:0158 0:0203
Moyenne 11:40 0:0716 0:0275 0:0317 10:17 0:0816 0:0313 0:0357

Table F.3 { R�esum�e de la distribution spatiale des bact�eries vivant es dans le bio�lm : 48 h �a � w = 9 :4 � 10� 2 Pa
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72 h A 72 h B
Positions H int � int � ext � total H int � int � ext � total

P1 7:98 0:1545 0:0353 0:0457 7:98 0:0735 0:0574 0:0581
P2 10:26 0:0606 0:0156 0:0199 7:98 0:0785 0:0289 0:0326
P3 7:98 0:1014 0:0034 0:0112
P4 5:7 0:1405 0:0154 0:0247 9:12 0:0730 0:0304 0:0340
P5 7:98 0:0363 0:0105 0:0128 9:12 0:0768 0:0490 0:0512
P6 9:12 0:0674 0:0177 0:0220 7:98 0:0989 0:0397 0:0451
P7 9:12 0:0707 0:0085 0:0154
P8 5:7 0:1593 0:0376 0:0460 10:26 0:0571 0:0405 0:0421
P9 9:12 0:0439 0:0131 0:0161 6:84 0:0922 0:0512 0:0537
P10 14:82 0:1037 0:0284 0:0384 7:98 0:1048 0:0550 0:0597
P11 14:82 0:0848 0:0407 0:0466
P12 5:7 0:1329 0:0540 0:0586
P13 9:12 0:0684 0:0415 0:0437
P14 4:56 0:1034 0:0385 0:0439
P15 10:26 0:0880 0:0438 0:0491
P16 4:56 0:1174 0:0521 0:0554
P17 4:56 0:0644 0:0091 0:0124
Moyenne 8:71 0:0914 0:0227 0:0289 7:88 0:0885 0:0454 0:0486

Table F.4 { R�esum�e de la distribution spatiale des bact�eries vivant es dans le bio�lm : 72 h �a � w = 9 :4 � 10� 2 Pa
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