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Résumé

Cette thése s’inscrit dans le cadre du développemersystemes alternatifs pour la gestion des
pollutions métalliques dans I'environnement au nmogle biocapteurs bactériens bioluminescents. Ces
systémes permettent de quantifier la fraction lsipalnible d’'un polluant mais également d’évaluer sa
toxicité.

Malgré les intéréts analytiques que présententnmes/eaux outils biologiques, certains verrous
ralentissent leurs développements. En effet, lesbneuses études publiées sur I'utilisation de sesich
bactériennes inductibles mettent en évidence kefapécificité de ces capteurs biologiques rendant
ainsi l'interprétation des résultats particulieretnaélicate. Aussi, la premiére partie abordéecausc

de ces travaux visait a améliorer la lecture deandles en proposant un modéle d'aide a
I'interprétation associant réponse bactériennealyae statistique.

D’autre part, le nombre de biocapteurs bactériénlsifninescents recensés reste assez limité et pour
beaucoup d’entre eux, le développement se restéeliitude de la faisabilité sans caractérisation

pertinente des performances ni applications a itenmement. La seconde partie abordée visait a
éclaircir ce point au travers du biocapteur Lumiskin

Les résultats obtenus au travers de ces 2 prenparéigs, nous ont orienté vers le développement
d'un nouveau systeme d’analyse innovant : LumisBhsAinsi, associé au modéle statistique
d'analyse par arbre de décision, ce biocapteuldeegremier outil de suivi en ligne de pollution
intégrant un systeme d’aide a I'interprétation.

MOTS CLES : Biocapteur bactérien bioluminescent, métaux, méaagalyse de données, arbre de
décision, gestion environnementale.

Abstract

The framework of this thesis was the developmengltérnative systems for the monitoring of
metallic pollutions into the environment with bialinescent bacterial biosensors. These biosystems
allow both to quantify the bioavailable fractionapollutant and to estimate its toxicity.

In spite of the analytical interests which prestrgse new biological tools, several problems slow
down their developments. Indeed, the numerous esfugublished on the use of inducible bacterial
strains underline the low specificity of these b@tal sensors. Consequently the interpretation of
result is particularly complex. So, the first olijee of this study was to improve the data readigg
proposing a model to simplify the data interpretatiThis approach is based on the association of
bacterial answers and statistical analysis.

Furthermore, the number of bioluminescent bactdistdd biosensors remains relatively limited and
for a lot of them, their developments limit thenvesl to a feasibility study without relevant
characterization of the performances nor the agptios to the environment. The second part aimed at
clearing up this point through the biosensor Lumsskl.

The results obtained through these two first palitected us to the development of a new innovative
system of analysis: Lumisens IV. So, associatet thi¢ statistical model of analysis by decisioe tre
this biosensor is the first tool for on-line momity of pollution integrating a system for data
interpretation.

KEY WORDS : Bioluminescent bacterial biosensor, metals, mixtutata analysis, decision tree,
environmental monitoring
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Introduction

Pour répondre a la dégradation des ressourcesugndeaerritoire, le Parlement Européen a
edité, en 2000, la Directive Cadre sur 'Eau (DAE)Nn de ces objectifs vise a évaluer et a
surveiller la qualité de ces ressources notammantravers du suivi de 33 substances
prioritaires (annexe |, directive 2008/105/CE). @@grs métaux lourds comme le plomb, le
cadmium ou le mercure figurent parmi cette listeoi@posés a détecter.

Les outils conventionnels (méthodes physico-chim&jyour la détection et la quantification
des meétaux en milieu aqueux, bien que particulierégmsensibles et spécifiques,
n‘apparaissent pas comme des moyens adéquats @auivi de pollution en ligne (codt,
complexité) dans I'environnement. Aussi, afin dearddre aux objectifs fixés par la DCE, des
equipes de recherche du monde entier ont déveldppéuveaux outils alternatifs avec parmi
eux, les biocapteurs optiques basés sur des biegténbioluminescents associés a un
transducteur photosensible.

L’intérét de ces systemes résident dans la naesédibeléments qui les composent (bactéries
bioluminescentes). En effet, ils permettent dersuig niveau de toxicité globale de 'effluent
analysé mais s'attachent également a quantifiefrdation biodisponible des composés
recherches.

Toutefois, plusieurs verrous technologiques freinerdéveloppement et la démocratisation
de ces outils. Premierement, la littérature sdigni consacrée a la caractérisation de ces
bioéléments bactériens met en évidence leur fasblecificite. En effet, il apparait que
plusieurs composeés (dans ce cas, des métaux) soisrgptibles d’étre détectés par le méme
bioéléement bactérien rendant I'interprétation desnées particulierement délicates. D’autre
part, le nombre limité d’articles dédiés au dévpkpent de biocapteurs bactériens ne
montrent pas de validations significatives de cgstesnes au travers d’applications
environnementales.

Le laboratoire CBAC (Capteur Bactérien pour I'Arssdyet le Contréle, UMR CNRS GEPEA
6144, IUT de La Roche sur Yon) consacre, depuisdirene d’année, une part importante
de ses travaux de recherche a I'élaboration desie®emes. Le biocapteur Lumisens lll,
développé et caractérisé au laboratoire au coutdede theses antérieures (T.Charrier, 2006
et M.Affi, 2009) est confronté aux mémes verrowhtmlogiques (faible spécificité et défaut
de validation).

Par conséquent, les objectifs des travaux préset@@s cette étude sont de proposer des
solutions aux verrous avancés. Face aux probleraeibles spécificités des bioéléements
bactériens, nous proposons, dans une premiéere pare approche statistique par arbre de
décision reposant sur les réponses croisées deieynlsis souches bactériennes
bioluminescentes. L'objectif étant d’améliorer émture des données en proposant un modeéle
d’aide a l'interprétation. Le modeéle développé dapie these s’appuie sur cing souches
bactériennes et vise a détecter quatre métaux éamgee(cadmium, arsenic lll, mercure et
cuivre).
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Dans une seconde partie, nous nous sommes attat¢hégiestion de I'absence de validation
significative d’un biocapteur multicanal en phasenobilisée : Lumisens lll. L’enjeu étant de
déterminer avec précision les conditions limitestiisation de ce biosysteme en laboratoire
et dans le cadre d’applications environnementales.

Enfin les résultats recueillis lors des deux preese parties nous ont conduit au
développement d'un nouveau systeme autonome de daws/ pollution, Lumisens 1V,
associant les avancés technologiques issues desches précédentes.
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Chapitre 1 : Synthése bibliographique

L’étude bibliographique menée au cours de cettsetlsarticule autour de plusieurs aspects
relatifs a la détection de métaux lourds par letdvees. Le premier point abordé concerne les
risques que représentent les métaux lourds pawit@nnement et la santé publique ainsi que
le cadre réglementaire et législatif relatif a peduants. Dans un second temps, nous nous
sommes intéressés aux différentes méthodes de tidétede ces composés et plus
particulierement aux méthodes par biocapteurs bent Enfin, la derniere étape de cette
étude bibliographique concerne les technologiesslig la détection et a l'interprétation des
résultats : bactéries bioluminescentes spécifiguesodéles prédictifs par arbre de décision.

1.1. Geénéralités sur les métaux lourds

1.1.1. Définition, utilisations et sources de poltion des eaux

« Les métaux lourds désignent un ensemble de métkuforte densité, souvent d'origine
industrielle comme le mercure, le plomb ou le cagmiqui peuvent se fixer dans la chaine
alimentaire et provoquer a certaines concentragb@slong terme des pathologies du systéme
nerveux ou sanguin. » : définition donné par le istére francais de la santé et des sports
(http://baignades.sante.gouy).fr Toutefois, I'appellation « métaux lourds » apjgat au
langage courant sans aucun fondement scientifigsares application juridique. On appelle
«métaux lourds », les éléments métalliques naturehétaux ou dans certains cas
métalloide caractérisés par une masse volumique élevéeijsuméa 5 grammes par tm

Ces composés sont utilisés dans de nombreusestriedusOn retrouve notamment le
cadmium dans la fabrication d’accumulateurs élgats, de pigments, de stabilisants pour les
matiéres plastiques ou encore dans certains alif@@ehardet al. 2005a). Le plomb est,
guant a lui, utilisé principalement dans le sectdes batteries électriques. Cette industrie
représente a elle seule 65 a 70 % des utilisattardomb dans le monde occidental (Pichard
et al. 2003). Le mercure est utilisé dans diverses aésivindustrielles comme le montre la
figure 1.

| Chimie, parachimie, pétrole
W Déchets et traitements

Industries extractives

FIGURE 1:  SECTEURS
INDUSTRIELS UTILISANT DU
MERCURE ETUDE REPER
TORIANT LES ACTIVITES EN
2002 (MEDD 2002).

Agro-alimentaire et boissons

Autres applications
(textile,sidérurgie,energie...)

Bois, papier et carton

1. Un métalloide est un élément qui combine ceeminaractéristiques du métal et d'autres caractigjises opposées,
I'absence de conductivité électrique par exemplsenic est un métalloide (Kittel 1998).
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TABLEAU 1: PRINCIPALES SOURCES ANTHROPIQUES DE CONTAMINATION BEMILIEUX NATURELS PAR LES

METAUX EN FRANCE (2002).

Source : Ministere de I'écologie et du développendenable - Principaux rejets industriels en

FRANCE
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Outre les rejets naturels de ces composées quiagpent sous I'effet de I'érosion des sols,
la quasi-totalité des rejets de métaux lourds dlansironnement provient de I'industrie. En
effet, la proximité des fleuves a longtemps étéeurain privilégié a I'installation d’industries
et ce pour trois raisons majeures : le transporhageres premiéeres, I'alimentation en eau qui
permet de refroidir les installations et la podiéde rejeter des effluents industriels (tableau
1). Ainsi, durant plusieurs décennies, les fleuont été de véritables exutoires permettant
I'évacuation des déchets liquides issues des sigiindustriels (Miquel 2001).

Le tableau suivant (tableau 2) est une liste ndmaestive des concentrations ubiquitaires
pour certain de ces composés en eau douce.

TABLEAU 2: CONCENTRATION UBIQUITAIRE DE PLUSIEURS METAUX DANS E MILIEU « EAU DOUCE »

Eaux de surface Eaux de pluies Référence
Plomb 1-10 pg/L <3 ug/L (Pichard et al. 2003)
Mercure 0,01-12 ng/L <0,5-0,6 ng/L (Pichard et al. 2006a)
Arsenic < 10 pg/L IND (Pichard et al. 2006d)
Cuivre 1-10ug/L IND (Pichard et al. 2005b)
Cobalt 1-5 pg/L IND (Pichard et al. 2006b)
Nickel < 10 pg/L <1 ug/L (Pichard et al. 2006c¢)

IND : Information non disponible

1.1.2. Réglementation et toxicité de ces composés

Afin de préserver notre environnement, 'Union Epgenne a établi, en 2000, un cadre
communautaire pour la protection et la gestionedesx : la directive Cadre dans le domaine
de I'eau (2000/60/CE). Cette directive vise a mgetél’environnement, en demandant de
veiller a la non-dégradation de la qualité des eauxlatteindre d’ici 2015 un bon état
ecologique tant pour les eaux souterraines quelpswaux superficielles, y compris les eaux
cotieres. En application de ce texte, une liste38esubstances a détecter en priorité dans
'environnement comprenant des métaux (cadmiummplomercure et nickel) a été adoptée
en 2001 (décision n° 2455/2001/CE du 20 novemb@d Pét consolidée le 16 décembre 2010
(NOR : DEVO1017166A).

A cette liste vient s’ajouter I'ensemble des textggiementaires relatifs a la qualité des eaux
de boisson et de baignade fixant des valeurs deeotmration limite (tableau 3).
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TABLEAU 3: LIMITE DE QUALITE DES EAUX DESTINEES A LA CONSOMMATDON HUMAINE EN FRANCE

Sarimess Seuil l1égal (efau de Recommandation de 'OMS 2 maenes [CaE ki
consommation) (2004)

Cadmium 5ug/L 3ug/L Décret n°2001-1220
Arsenic 10ug/L 10ug/L Décret n°2001-1220
Mercure 1lug/L 1lug/L Décret n°2001-1220

Cuivre 2mg/L 2mg/L Décret n°2001-1220
Nickel 20ug/L 20ug/L Décret n°2001-1220
Plomb 10ug/L 10ug/L Décret n°2001-1220

L’objectif de l'instauration d’un tel cadre légisifaest avant tout de protéger la santé publique
des dangers que représentent ses composes. Enceffetomposés peuvent présenter des
niveaux de toxicité variables selon leurs natui@sertains meétaux contribuent au bon
fonctionnement des chaines métaboliques (co-fackewéactions enzymatiques), c’est le cas
du zinc, du fer, du cuivre ou encore du mangari@'seitres, comme le cadmium, le mercure,
le plomb ou I'arsenic n’ont pas d’intérét biologegat présentent de hauts niveaux de toxicité
a faibles doses (Graeme and Pollack 1998, Skerft@@8). Certains de ces composes
présentent également des propriétés cancériggoesnetitagenes (cadmium, mercure, nickel,
plomb...). Le risque est d'autant plus important q@s composés sont concentrés dans
I'organisme par bioaccumulatidri_e tableau 4 reprend les caractéristiques toagiqlies de
certains de ces composeés chimiques.

1.1.3. Méthodes d’analyses

Les méthodes analytiques les plus répandues anagit pour le dosage des métaux sont les
meéthodes physico-chimiques. Toutefois, des méthalesnatives apparaissent dans le
domaine de la détection des métaux, c’est le casné¢hodes biologiques.

1.1.3.1. Méthodes physico-chimiques

La nature et le nombre de substances a détectecamduit a l'utilisation de diverses
techniques analytiques physico-chimiques. Ces rdéghgont trés largement répandues pour
des raisons de fiabilité et de sensibilité. Enteféertaines d’entre elles sont capables de
déceler la présence de meétaux a l'état de traces dlanvironnement. La directive
80/778/CEE indique les méthodes analytiques deenéfé pour I'analyse de I'eau potable.
Toutefois d’autres méthodes chimiques sont utidistraditionnellement (Andersoet al.
1996, Jackson and Mahmood 2002) dans le domaitiarddyse chimique pour des secteurs
comme [l'agroalimentaire, lindustrie pharmaceutiquéanalyse meédicale ou encore
'environnement (Tableau 6).

2 Organisation Mondiale de la Santé

3 Processus d'accumulation de produits chimiquesles organismes, provenant directement de l'eadécoulant de la
consommation de nourriture contenant les produiisnaques
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TABLEAU

4 : DONNEE TOXICOLOGIQUE DES CERTAINS METAUX

Dose Toxicité chronique
P s J 1 Classification i
Composé Toxicite aigué Ietalg Effets Effets . Références
(Ingestion)  gystemiques cancérigénes
Gastro-entérites, UE:2 (Wisniewska-
vomissements Néphropathies Cancers Knypl et al
Cadmium . ) ' 5 .. - ulmonaires IARC : 1 . :
diarrhées, 9 |ésions des reins sn articulier 1972, Pichard et
myalgies P US EPA:B1 al. 2005a)
. ; UE : NC
Lésions gastro- Troubles rénaux, Pas .
Mercure ) ) 10-50 . . . (Pichard et al.
. . intestinales, neurologiques, d’'information IARC : 3
inorganique troubles rénaux mg/kg cardiovasculaires disponible 20062)
P USEPA:C
Troubles gastro- Lésions cutanées, Cancers UE:1
. intestinaux, ) troubles cutanés et des La Rocca et al.
Arsenic . 1-3 mg/kg/j . . IARC : 1 (
neuropsychiques, vasculaires et voies 2010)
encéphalopathies cardiovasculaires respiratoires USEPA: A
Atteinte du
Troubles digestifs, systéeme nerveux
S tral et UE:3 .
hére;t?u:és éCr?nh:éari eue Cancers (Pichard et al.
Plomb p. aues, 2g/kg peripherique, bronchiques et IARC : 2B 2003, Bonnard
atteintes du troubles .
N . . du rein et al. 2006)
systéme nerveux hématologiques, US EPA : B2
central rénaux, cardio-
vasculaires
Fievres,
) J Troubles UE : NC
céphalées, . .
. . pulmonaires, Aucune (Pichard et al.
Cuivre vomissements, IND . . L, . IARC : NC
. . gastro-intestinaux, relation établie 2005b)
léthargies, S
L hépatiques USEPA:D
anémies

1 Dose létale observée pour 'homme

NC : Non classé

IND : Information Non Disponible

* : Définition des codes de classification dantalgleau 5.

TABLEAU 5: CLASSIFICATION DES SUBSTANCES CANCEROGENES DES ORGSNIES DE CLASSIFICATION

Systeme de classification Code Définition
1 Cancérogenes pour 'homme
2A Probablement cancérogéne pour ’homme

IARC (International Agency fol 2B Peut-étre cancérogéene pour ’lhomme

Research on Cancer) 3 Inclassable quant a sa cancérogénicité pour ’homme
4 Probablement pas cancérogéne pour ’homme
NC Non classé
1 Substance que I'on sait cancérogéne pour ’homme.
2 Substance devant étre assimilée a une substancémaygne pour 'homme.

UE (Union Européenne)

Substance préoccupante pour I’homme en raisoned&®fflancérogenes possibles mais pour

lesquelles les informations disponibles ne permeftas une évaluation suffisante.
NC Non classé
US EPA (United States A Cancerogene connu ) o X
. . B1 Probablement cancérogene, basé sur des donnéedrrsnacomplétes
Environmental Protection i N i i o
Agency) B2 Probablement cancérogéne, basé sur des donnéeslasiadéquates

C Cancérogene possible
D Non classé
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TABLEAU 6: METHODES TRADITIONNELLES DE DOSAGE DES METAUX ET LIMES DE DETECTION

Limite de
Métal Méthodes de détection détection Référence de la méthode
(Ma/L)
Spectrométrie d’absorption atomique dans la flamme (F-AAS) 1 F/FD T 90-112
Cuivre
Spectrométrie de masse a plasma inductif (ICP-MS) 1 ISO/CD 17291-1
Spectrométrie d’absorption atomique a flamme (F-AAS) 50 NF EN ISO 5961
Cadmium Spectrométrie d’absorption atomique a four graphite (GF- AAS) 0,3 NF EN ISO 5961
Spectrométrie de masse a plasma inductif (ICP-MS) 0,1 ISO/CD 17291-1
1 NF EN 1SO 11969
Spectrométrie d’absorption atomique par la technique des hydrures
Arsenic 0,002 US EPA, Method 1632
Spectrométrie de masse a plasma inductif (ICP-MS) 0,1 ISO/CD 17291-1
Spectrométrie de masse a plasma inductif (ICP-MS) 0,05 1ISO17294-2
Mercure Spectrométrie d'absorption atomique avec vapeur froide 0,1 NF EN 1483
Spectrométrie de fluorescence atomique 0,01 NF EN 13506

IND : Information Non Disponible

D’autres méthodes physico-chimiques sont désoruligonibles sur le marché. Elles sont
moins précises mais permettent de répondre a wa basoin : lI'analysm situ. Dans cette
catégorie, on retrouve (tableau 7) :

Les tests colorimétriques commercialisés notantmpan les sociétés Mertk
ou Hach Lang® Ces méthodes se présentent généralement sooisrla fle
kit prét a utiliser et semblent montrer de bonmecHicités. En effet, d’apres
les instructions d'utilisation fournit par Merftkde nombreux composés ont
été testés (Ag AI¥*, ca&*, cdf*, cr', CrLo*, HF', PQ¥, EDTA, NaCl,
NaCG;,...) en présence ou absence de lI'analyte (plomlyeusans montrer
de perturbation d’analyse significative.

Les sondes potentiométriques, électrodes sédsctiNions, (Mimendieet al.
2009, Vassilevet al. 2009) commercialisées notamment par Thermo
Scientific® ou Mettler ToledS.

Ainsi que d’autres technologies innovantes contesesondes voltametriques
mises sur le marché par la société Sens-Inwaw(sens-innov.com

Enfin, d’autres méthodes physico-chimiques sontridsc dans la littérature scientifique,
basées sur des capteurs a fibre optique (Etval. 1993), des résonateurs micro-meécaniques
(Rahafrooz and Pourkamali 2009) ou encore des soctieniques fluorescentes (Ruraek

al. 1993) mais ne sont pas développées dans ce dotumen
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TABLEAU 7 : METHODES CHIMIQUES ALTERNATIVES DE DOSAGE DES METAUET LIMITES DE DETECTION

Métal Méthodes de détection Limite de détection (ug/L) Référence de la méthode
20 Merck®
Colorimétrique
100 Hach Lange®
Cuivre 6 Thermo Scientific®
Potentiométrique
0,6 Mettler Toledo®
Voltamétrique 320 Sens-Innov
10 Merck®
Colorimétrique
100 Hach Lange®
Plomb Thermo Scientific®
Potentiométrique 200

Mettler Toledo®

Voltamétrique 20 Sens-Innov

1.1.3.2. Méthodes biologiques

Dans I'environnement, un composé se retrouve sou$orBies: non bioaccessible,
bioaccessible mais non biodisponible ou biodispeniBelon I''UPAC (: International Union
of Pure and Applied Chemistry) (Nordbezgal. 2010), la bioaccessibilité est définie comme
« |le potentiel pour une substance d’entrer en cbtaec un organisme vivant et d’'interagir
ensuite avec lui. », contrairement a la biodispititébqui représente la capacité réelle d’'un
cComposé a interagir avec un organisme vivant zemps$ donné. Par conséquent, la fraction
qui présente le plus de risque pour la santé d#owironnement correspond a la fraction
biodisponible. La figure 2 illustre les trois formepossibles d'un composé dans
I'environnement.

Sorbed compound
(rapidly reversible)
(Bioavailable or bioaccessible: Sorbed compound
Temporally constrained) (slowly/very slowly reversible)
§ e & Blant root (Bioaccessible:
) F- Temporally constrained)

FIGURE 2: ILLUSTRATION DES
NOTIONS DE BIODISPONIBILITE ET DE
BIOACCESSIBILITE (SEMPLE ET AL
2004)

. );;i& k\k

= Bioaccessihle
compound

(Physically constrained)

1 s &
o
S
3 e
3 i

oEt‘"t‘E.&e&“chpOLls1d
{Non-bioaccessible)

L’incapacité des méthodes physico-chimiques a évala fraction biodisponible dans un
contexte de suivi en ligne, de polluants a pouasgobmmunauté scientifique a s'intéresser a
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une autre approche analytique par voie biologigies méthodes alternatives s’appuient sur
des éléments biologiques (bioéléments) de détectiorpeuvent étre de diverses natures :
bactéries modifiées, anticorps, enzymé¥erma and Singh 2005, Harms 2007, Magrieso
al. 2008). Le signal produit par le bioélément en rniggoa la présence de I'analyte a détecter
est mesuré par un capteur physico-chimique et ctnme un signal électrique facilement
analysable. La nature des bioéléments est directeliée a la nature du capteur physique :
ampérométrique, potentiométrique, calorimétriquaporimétrique ou optiqgue (Verma and
Singh 2005). Le tableau 8 reprend quelques exeng@anéthodes biologiques développées
en laboratoire.

TABLEAU 8: QUELQUES EXEMPLES DE METHODES BIOLOGIQUES DE DOSAGES METAUX ET LIMITES DE
DETECTION.

. . . Nature de Capteur Elément Limite de Référence
Elément biologique Jar 2 . a z S _ .
I'élément physique détecté détection (pg/L) bibliographique
Alkaline Calorimeétre Zn 655 (Satoh 1991)
phosphatase
Enzyme
Peroxidase Colorimétre Hg 4 (Shekhovtsova et al.
1997)
Anticorps
monoclonaux anti- Anticorps Test ELISA Cd 6,75 (Khosraviani et al. 1998)
Cd (2A81G5)
Cd 11
Staphylococcus Luminometre (Tauriainen et al. 1998)
aureus pTO024 Pb 6.8
Escherichia coli  pUT- Luminomatre Hg 05
mer-lux
Escherichia coli pUT- Bactéries . (Hansen and Sgrensen
mer-gfp modifiées Fluorimetre Hg 25 2000)
Escherichia coli pUT- Colorimétre Hg 05
mer-lac
iohi i As i 0,5
Escherichia coli - DH1 Luminometre (Charrier et al. 2010a)
pBArslux As V 5

La paternité de la détection de métaux par bastgéeit étre attribuée a Bitt@n al. (1992)
qui ont été parmi les premiers a développer unckinmercial spécifique des métaux :
MetPAP™ fttp://www.metplate.coim La principale fonction de cet outil analytiqust e
d’évaluer spécifiqguement la toxicité des métauxsdam échantillon, en aucun cas d’identifier
ou de quantifier ces composeés. Le principe de sergpose sur la mesure de I'inhibition
d’'une enzyme insensible aux composés organiquessaasibles aux métaux.

D’autres outils ont vu le jour, dédiés a l'idertdtion et a la quantification de métaux.
Quelgues exemples d’outils biologiques sont (ouétés) sur le marché. C’est le cas du kit
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bactérien Aboatox Biotox heavy Metal Assay Kitsmeoercialisé par la société finlandaise
ABOATOX (http://www.aboatox.conqui repose sur la détection de composé spécifigue
bactéries bioluminescentes inductibles. Ces kit# sensibles au mercure inorganique, a
I'arsenic, au cadmium, au mercure organique ouhaange. Un autre kit similaire Bionfét
commercialisé jusqu’en 2009 par la société belge Www.vito.be) permettait la détection
du zinc, du cadmium, du cuivre, du plomb, du chr@ndu nickel ou du mercure (Corbisier
et al. 1994, Corbisieet al. 1999, Tibazarwat al. 2001, Almendrast al. 2009). La principale
limite de ces tests concerne la spécificité desecap bactériens. L'exemple du kit « Heavy
metal assay kit-MERCURY» d’ABOATOX est assez repriatif. Outre le mercure, métal
cible, le kit peut étre induit par un autre métalqadmium) parmi les huit composés testés
pouvant ainsi conduire a des faux positifs. L'iptétation des résultats obtenus reste donc
limitée.

La société japonaise « Kansai Electric Power cax»infttp://www.kepco.co.jp/engligh a
développé en 2004, un test immunologique pour factién spécifique du cadmium (Ale¢
al. 2009, Sasaket al. 2009). Ce dernier se présente sous la forme dhamele de test
immuno-chromatographique. (figure 3).

Formation du complexe i Dépot de [chantillon Ligne de détection
Antigéne/Anticorps :
: 4 ARIRANAs
‘ . membrane I
¥ I ‘ — ¥ Migration de I'échantillon par capillarité
= Anticorps  Antigéne Complexe: :
anti-Cd (Protéine +  anticorps ; * ¥ ¥,V
) EDTA +Cd)  Antigéne @ Y. . { 80000
Echantillon contenant
la concentration membrane ——
inconnue en Cc?* Y: anticorps Anti-Cd
—®: Marquage colloidale d'or
Fixation des anticorps non complexés avec le
= cadmium sur la membrane
Concentration élevée en Concentration faible en b &%
CdP* dans Iéchantillon Cd?* dans |échantillon . & é <> & é
‘ ‘ ¥ ¥ membrane ——
\‘( ¥ 1 Détermination visuelle de la concentration
i en cadmium dans I'échantillon
: Dépot de Lecture de la concentration
:Féchantillon en cadmium
|
FIGURE 3: PRINCIPE ET PHOTOGRAPHIE DU KIT IMMUNGCHROMATOGRAPHIQUE POUR LA DETERMINATION

DE LA CONCENTRATION EN CADMIUM

L'utilisation du kit de détection nécessite deuapéts : la premiére phase consiste a mettre en
contact le cadmium (antigéne), sous la forme dammexe (Protéine + EDTA + Cadmium),
avec l'anti-corps spécifique marqué. Il y a formatd’'un complexe anti-corps/antigéne. Au
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cours de la seconde étape, I'échantillon migrecpaillarité sur une membrane poreuse sur
laguelle sont immobilisés des antigenes.

Les anticorps non complexés avec le cadmium saffialors sur ces antigenes immobilisés.
Une bande colorée (marquage des anti-corps) appelative a la concentration en cadmium
dans I'échantillon.

1.1.3.3. Avantages et inconvénients des deux meghod

L’intérét majeur des méthodes physico-chimiquessitpies repose sur la pertinence des
informations fournies. En effet, ces méthodes p&ened’évaluer de maniére trés spécifique
et avec une tres grande précision, la concentraiiomeétaux présents dans des échantillons
inconnus. Toutefois, dans le cas d’échantillons mleres, ces méthodes de dosage peuvent
impliquer des étapes préliminaires de traitemestéantillons (Benkhedad al. 2002) ce

qui engendre des codlts supplémentaires a ajouteroatant, déja éleve (appareil de mesure
cher, main d’ceuvre qualifiée), des analyses : cemgtviron 358" pour le dosage d’un seul
métal (devis obtenue en 2010 aupres du laborati@partemental d’analyse de la Vendée).
De plus, de part leur grande technicité, ces méhant difficilement applicables dans le
cadre de la surveillance en continu de I'environeeimet s’adresse donc a des mesures
ponctuelles.

Les méthodes physico-chimiques alternatives (Kiraoétriques, électrodes sélectives d’ion
et sondes voltamétriqgues) semblent de bons compraans le cadre de la gestion de
'environnement. Ce sont des outils généralemerninsnprécis que les méthodes chimiques
classiques mais qui nécessitent des connaissagclesiques beaucoup moins importantes
pour leurs mises en oeuvre. Ces outils, congus penelyse de terrain, peuvent également
permettre de suivre en continu les niveaux de poils d’'un effluent (électrodes sélectives
d’ion et sondes voltamétriques).

Cependant, la fiabilit¢é de ces méthodes chimiguiesnatives, tout comme les méthodes
biologiques, reste a démontrer. En effet, la md3aéormation disponible dans la littérature
reste, a notre connaissance, limitée aux conditxpgrimentales de laboratoire. Rares sont
les études qui visent a évaluer la pertinence s teéthodes dans I'environnement.

Dans tous les cas, les méthodes physico-chimidilesses dans le cadre de la surveillance en
ligne de pollution visent a évaluer les concertraditotales en métaux dans les échantillons
mais aucune ne permet de quantifier réellementradatibn biodisponible (fraction qui
présente le plus de danger pour la santé publitervironnement) d’'ou l'intérét des
meéthodes biologiques.

De part la nature des capteurs, ces techniqueseialniquement la fraction biodisponible
d’'un composé dans un échantillon. Ce sont dessogtimplémentaires aux meéthodes
chimiques. On les retrouve soit sous la configaratid’'outils de mesure ponctuels
(ABOATOX, KEPCO) (Abeet al. 2009, Sasaket al. 2009) soit sous forme d’outils de
surveillance en continu des niveaux de métaux teas (lvasket al. 2001, Ivasket al. 2002,
Hakkila et al. 2004, Charrier 2006, Affi 2009, Ivasit al. 2009, Charrieet al. 2010a). Elles
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présentent des sensibilités comparables aux meé&thodieniques mais sont généralement
beaucoup moins précises. L'inconvénient majeur €& techniques réside dans la faible
spécificité des capteurs biologiques qui engendiestdifficultés d’interprétation quant aux
informations fournies (plusieurs métaux peuventirella méme réponse bactérienne).

Tout I'enjeu de la thése réside dans cette doutnlel@matique avec, d’'une part, I'évaluation
d'un outil de surveillance des pollutions aquatsjuen continu, le biocapteur bactérien
Lumisens Il (Charrier 2006), en conditions envitementales et d’autre part, I'amélioration
de l'interprétation des informations fournies pas dystémes biologiques d’analyses.

1.2. Biocapteur bactérien et bioéléments

Les biocapteurs sont des outils d'analyses pareoaptbiologiques. La diversité des
biocapteurs décrits dans la littérature est direetd liée a la nature des éléments biologiques
de reconnaissance. Dans le cadre de cette thasenedraiterons que le cas des biocapteurs
bactériens.

Un biocapteur est, selon I''UPAC, un appareil inéégt autonome capable de fournir une
information analytique quantitative ou semi quatite en utilisant un élément de
reconnaissance biologique retenu par un contadtabplirect a un élément de transduction
(Thevenotet al. 2001) (figure 4). Cette définition précise qu’uiodapteur est un outil
d’analyse capable, d’'une part, de se régénéres apre mesure et, d’autre part de surveiller,
en continu, la concentration d’'un analyte.

s
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FIGURE 4: SCHEMA DE PRINCIPE DUN BIOCAPTEUR BACTERIEN

Les capteurs bactériens disponibles peuvent &ssé&$ en deux catégories ayant chacune leur
propre champ d’action : la premiére catégorie comeerincipalement des cellules non
génétiquement modifiées (Womg al. 1997, Gu and Gil 2001, Pooley al. 2004, Linet al.
2006). Dans ce cas, la mesure repose sur la casatitin de I'état physiologique des cellules
exposées. La seconde catégorie concerne des agiaatériens dédiés a la détection
spécifique de polluants ou de famille de polluaRtsur cela, les bioéléments utilisés sont des
souches bactériennes génétiquement modifiées. aissles cas, des genes rapporteurs
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(cf:1.2.2. Systemes rapporteurs) sont clonéswath @un promoteur permettant ainsi de
mettre en évidence la présence spécifique ou gafgifgjue de certains composés dans un
échantillon (D'Souza 2001, Leit al. 2006). La figure 5 reprend le principe générallale
détection par des bactéries modifiées : en absatitelucteur (composé chimique
spécifique), le régulateur inhibe la transcriptieinla traduction des génes rapporteurs. En
présence de l'inducteur, celui-ci se complexe daqarotéine régulatrice entrainant une levée
de l'inhibition de la transcription/traduction dgénes rapporteurs. Il y a émission d’'un signal
détectable.

Composé Signal
A B \;hmlque détectable /

Chromosome/plasmide Q
N > >
K2

": ‘i:‘l g Q" @ @ t Synthése
K " rs D
Gene ) = \pmsGenestapporteurs
siulateur hromoteuy I Promoteur
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FIGURE 5: MECANISME DE DETECTION SPECIFIQUE PAR DES BACTERIBSODIFIEES.

A : Répression des génes rapporteurs par la peotégulatrice en absence de composé chimique mspecif
B : Levée de l'inhibition de la transcription deings rapporteurs liée a la pénétration intracéltuliu composé
chimique spécifique se traduisant par I'apparitiam signal détectable.

Dans le cas de la détection des métaux, les promsoidilisés sont majoritairement des
promoteurs impligués dans les mécanismes bactédengsistance aux métaux lourds
(Yoon et al. 1991, Yoon and Silver 1991, Liesegagigal. 1993, Ramanathaet al. 1997,
Trajanovskeet al. 1997, Nies 1999, Grast al. 2000, Brownet al. 2002, Verma and Singh
2005, Charrieet al.2010b).

1.2.1. Promoteurs inductibles

La plupart des essais environnementaux reposaniasi@chnologie des génes rapporteurs,
développés dans le cadre de 'amélioration de feedlance de I'environnement, sont dédiés
a la détection de métaux lourds (Revue par Kokferal, 2000). Cependant quelques
exemples consacrés a des molécules organiqueslémnd dans la littérature (Willardsen

al. 1998, Gueunet al. 2008). Dans ce cas, il s’agit généralement de ptean impliqué dans

le mécanisme de dégradation de ces composes aflasdetiliser en tant que source de
carbone.

Comme nous l'avions précisé précedemment, les geur®) impliqués dans les mécanismes
de résistance ou les voies de dégradation, nepssnspécifiques d’un unique composé mais
généralement d’'une gamme de plusieurs élémentpludedes différences de spécificité sont
observées entre les difféerentes constructions g, réalisées a partir du méme
promoteur, pouvant étre liées aux systemes rappsriais en ceuvre (Hakkikt al. 2002),
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aux cellules hétes et/ou aux conditions expérimiestae mesure (milieu de croissance, phase
de croissance) (Charriet al. 2010a).

L’application de capteurs bactériens pour la dé&raie composé implique donc une parfaite
caractérisation de ces bioéléments bactériens filds avant toute étape de développement
commercial.

TABLEAU 9: QUELQUES EXEMPLES DE PROMOTEURS INDUCTIBLES AVEC URS CIBLES CHIMIQUES
RESPECTIVES

Promoteur Cibles chimigues Origines Références bibliographiques
flic aluminium, cuivre, fer, nickel Escherichia coli (Guzzo et al. 1991)
ars arsenic. antimoine Escherichia coli, (Cai and DuBow 1996, Ramanathan et al. 1997,
' Staphylococcus aureus Tauriainen et al. 1997, Stocker et al. 2003)
cad Cadmium, bismuth, plomb, Escherichia coli, (Yoon et al. 1991, Corbisier et al. 1993,
étain, zinc Staphylococcus aureus Tauriainen et al. 1998)
Cupriavidus metallidurans (Peitzsch et al. 1998, Corbisier et al. 1999,
chr chrome
CH34 pMOL28 Ivask et al. 2002)
mercure, cadmium,
mer methylmercure, Escherichia coli Tn21, (Condee and Summers 1992, Selifonova et al.
phenylmercure, Serratia marcescens 1993, Holmes et al. 1994, Ivask et al. 2002)
dimethylmercure
smtA zinc, cuivre, cadmium Synechococcus PCC7942 (Huckle et al. 1993, Erbe et al. 1996)
alkB alcane Pseudomonas oleovorans (Sticher et al. 1997)
o R R . Kobatake et al. 1995, Burlage 1998, Willardson
xyl Dérivé benzéne : m-xyléne Pseudomonas putida TOL ( uriag !
et al. 1998)
. . . . _ . Durand et al. 2003, Gueune et al. 2008,
ygaVvP Tributylétain, Dibutylétain Escherichia coli (Bu ueu

Gueune et al. 2009)

1.2.2. Systemes rapporteurs

Les principaux systemes rapporteurs qui sont @sligour la construction des bioéléments
bactériens inductibles ont été présentés en d@ailgohleret al. (Kohleret al. 2000) et sont
repris dans le tableau 10 avec le détail de learactéristiques respectives (Hakkdaal.
2002, Harms 2007, Magrisst al. 2008).

La p-galactosidase bactérienne est une enzyme -capablecathlyser I'hydrolyse de
B-galactoside. Cette enzyme est codée par le geded®E.coli et peut étre utilisée comme
rapporteur chez les eucaryotes et les procaryttastivité enzymatique est mesurée par
ajout d’'un substrat, choisi en fonction de la mdthde mesure. Par exemple, I'hydrolyse du
X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyoaside) génere [I'apparition d’un
composé bleu, ce qui permet rendre compte devitktie 'enzyme.

La GFP, Green Fluorescent Protein, protéine isalgartir d'une médus&equorea victoria
est une protéine ayant la propriété d'émettre defldarescence (longueur d’onde
d’excitation : 485nm, longueur d’onde d’émissiaB35nm). Cette protéine, particulierement
stable peut étre utilisée comme rapporteur dansceiigdes eucaryotes comme procaryotes
sans ajout de substrat ni de co-facteur (Kain arits K997). De nombreux variants sont
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désormais disponibles avec des longueurs d’ondéreiiftes (eGFP, eYFP, dsred, mRFP,
dTomato,...)

TABLEAU 10: GENES ET SYSTEMES RAPPORTEURS UTILISES POUR LA CORSICTION DE BIOELEMENTS
BACTERIENS INDUCTIBLES

Systéeme Geénes . Méthode de
Origine

L Caractéristiques Avantages/Inconvénients
rapporteur rapporteur détection

Colorimétrique,
électrochimique, = Choix du substrat en fonction de la méthode de

B-Galactosidase lacz Escherichia coli L e . .
fluorimétrique, détection ; ajout de substrat requis
luminométrique

. . . Pas de substrat requis ; détection haute
Protéines Gfp et Aequorea victoria s . ) )} ,
. . Fluorimétriqgue  résolution ; Interférence d’auto-fluorescence des
fluorescentes variants Discoma sp. . R .
matrices naturelles ; oxygéne requis
Haut rendement quantique ; détection sensible ;
Luciférase de . . - pas de sources naturelles d’émission de
. luc Lucioles Luminométrique . . el .
luciole bioluminescence ; luciférine, oxygéne et ATP
indispensable a la réaction
- Bio-rapporteur robuste ; détection sensible ; Pas
s [UXAB Souches bactériennes .
Luciférase . _ de sources naturelles d’émission de
bactérienne naturellement Luminometrique bioluminescence ; ajout d’aldéhyde requis
luxCDABE bioluminescentes 3 Y q

(luxAB) ; oxygene indispensable a la réaction

La luciférase de luciole est codée par le danelLa réaction de bioluminescence, dépendante
de l'oxygene, repose sur l'activation énergétiquesdbstrat, la D-luciférine, par de I'ATP
catalysé par la luciférase. Cette réaction engetadf@rmation d’oxyluciférine exitée, de
dioxide de carbone et d’AMP. Le retour de I'oxykécine a un état stable génére I'émission
de photon a 560nm. L’utilisation de ce rapportegrassite cependant un apport extérieur de
luciférine.

Enfin, la bioluminescence bactérienne, codée papéron lux, est issue d'une réaction
enzymatique catalysée par la luciférase bactérieGeéie réaction, détaillée au paragraphe
suivant  (cf. paragraphe 1.3.), permet la formatiom’'un  groupement
luciférase-&-hydroxyflavine excité. Le retour a I'état stable de groupement entraine
I’émission d’'un photon a une longueur d’onde maxare 490nm (Dmitriev 2000, Thouand

et al.2003a).

Le choix du systéme rapporteur dépend du type t’'développé (bioessai ou biocapteur) et
de la nature du transducteur utilisé. En effet,aesntages et les inconvénients qu’implique
chaque rapporteur sont des parameétres importaétalaer afin de satisfaire au mieux les
exigences de l'application souhaitée. Dans le cadraléveloppement d’'un biocapteur en
ligne et en continu pour la surveillance des nixeda pollution d’'un effluent, I'ajout de
substrat est a éviter (complexification technologiginteraction avec les échantillons). Dans
ce cadre, il est recommandé d’utiliser comme systeapporteur soit la GFP (fluorescence)
(Biran and Walt 2002) soit la bioluminescence hdetde (opéron complduxCDABBE
(Thouandet al.2003b, Lee and Gu 2005).
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1.2.3. Bioluminescence bactérienne

Dans la plupart des cas, les biocapteurs bactérepwssent sur des bioéléments bactériens
bioluminescents. La simplicité de la mise en ceeoatrairement a la méthode des GFP qui
impliqgue une étape d’excitation avant la mesure)'autonomie de l'opéron de la
bioluminescence bactérienne (pas de substrat evtéi apporter contrairement au géug
sont des facteurs pouvant expliquer ce choix.

1.2.4. Réaction biochimique de la bioluminescencatiérienne

Les opérons de la bioluminescence sont issus dehesubactériennes naturellement
bioluminescentes (Ulitzur 1989, Meighen 1991, Meighl993, Medvedeva et al. 2005,
Medvedeva et al. 2008). Cing souches bactérienne®té plus particulierement étudiées :
Vibrio fischeri, Vibrio harveyi, Photobacterium ¢gjnathi, Photobacterium phosphorewn
Photorabdus luminescens

La réaction de bioluminescence est catalysée par anryme, la luciférase (figure 6),
constituée de deux sous-unités(40kDa) et (36 kDa) (Meighen 1993). La sous-unit@&st

le site catalytique de I'enzyme, son centre adiflecalisé sur cette sous-unité ainsi que le
site de fixation du substrat (FMNH Le réle spécifique de la sous-unftéest inconnu mais
est cependant essentiel au niveau de la bioluménesc(Meighen 1991). Les luciférases
bactériennes peuvent étre classées en deux ca®gaorifonction de leurs stabilités (Nealson
and Hastings 1979) ; faible stabilité enzymatiguenétique rapide de diminution de la
bioluminescenceMibrio fischeri, Photobacterium leiognathi, Photabarium phosphoreum
ou bonne stabilité enzymatique : cinétique lentelidenution de la bioluminescenc¥ibrio
harveyi et Photorabdus luminescgns

FIGURE 6:  REPRESENTATION SCHEMATIQUE EN
TROIS DIMENSIONS DE LA LUCIFERASE BACTERIENNE
DE VIBRIO HARVEY.I (HSHERET AL 1996)

En bleu : Sous-unité (40kDa)
En rouge : Sous-unifg (36 kDa)

La luciférase catalyse une double réaction d’oxgdat’'un aldéhyde a longue chaine (co-
facteur de la réaction) et d'une flavine mononuitéo réduite (FMNH), substrat de
'enzyme, respectivement en acide gras et en FMiMs lde cette réaction, il y a formation
d'un complexe oxydé instable, luciférase/aldéhyqgl@, va émettre un photon lors de son
retour a un état stable (Inouye 1994). La lumiénsigroduite est émise a 490nm et 590nm
(Thouandet al.2003a).
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1.2.5. Génétique de la bioluminescence

Les genes responsables de la bioluminescence ieacir codent pour des enzymes
nécessaires a la réaction. lls sont regroupés wanpéron quasiment similaire d’'une souche
bioluminescente a une autre. Les principaux geaas les genetuxC, luxD, luxA, luxBet
luxE. luxD code pour une synthétase responsable de la sgntleekaldéhyde (co-facteur de
la réaction de bioluminescence). Les gdng€ etluxE codent respectivement pour réductase
et une transférase qui permettent une réductiobadiele carboxylique (sous-produit de la
réaction) en aldéhyde. Enfin, les gehedA etluxB codent pour les deux sous-unitést de

la luciférase (figure 7).

HO+hy  Lu® ~ FIGURE 7:  RELATION ENTRE
REACTION DE BIOLUMINESCENCE

2 v :
NADPH + H* FMN T RCOOH NADPH + ATP
\e \ /" N . BACTERIENNE, GENES ET ENZYMES

LuxG LuxAB LuxCE

/\ / \ /\ LIES A L' OPERONLUX.
+ 1
NADP* > EMINH, ‘ RCHO R

+PPi
02

RCOOH, acide carboxylique ; RCHO, aldéhydexC, luxD et luxE représente respectivement une réductase,
une transférase et une synthét&seAB code pour les 2 sous unité®tp de la luciféraseluxG code pour une
FMN réductase.

1.2.6. Parametres influencant la bioluminescence brienne

Le premier point qui agit sur la réaction de biocinescence concerne la luciférase. Cette
enzyme possede une stabilité et une activité @ineent liees a la température et a I'origine
biologique de I'opéron de la bioluminescence. Eieteles luciférases des souchédrio
harveyi et Photorhabdus luminescengrésentent une meilleure stabilité a 37°C que la
luciférase deVibrio fischeria cette méme température (Szittner and Meighef, 1d8ighen
1991). A 45°C, la demi-vie de la luciférase Rlgotorhabdus luminescerst de I'ordre de

3 heures alors que celle ¥ébrio harveyine dépasse pas 5 minutes. L'activité de I'enzyme
est également dépendante de la température : Ti€@h@006) montre dans ses travaux que
l'activité de la luciférase dé&/ibrio fischeri Photobacterium leiognathiet Photorabdus
luminescensest plus importante a 30°C qu'a 37°C contrairen@eMibrio harveyi. Enfin,
Mackeyet al. (1994) a mis en avant que la thermo-stabilitéadkitiférase peut également
varier en fonction de la souche héte dans lagaefid cloné I'opéron de la bioluminescence.

De plus, la réaction de bioluminescence bactériempéque nécessairement la présence d'un
substrat (FMNH) d’'un co-facteur (aldéhyde a longue chaine) exyliéne. Pour la synthése
enzymatique de l'aldéhyde, la réaction a besoin NlEDPH, d’ATP et d'un acide
carboxyligue a longue chaine. L’'ensemble de cesposgs proviennent directement de la
machinerie cellulaire de la bactérie. Il en estndéme pour la synthése du FMMIdui
nécessite du NADPH, des protons*\Het du FMN. Par conséquent, la production de
bioluminescence, étant directement liée a I'étatsighogique de la bactérie, peut varier en
fonction de I'environnement (stress environnemenitddibiteur de la synthese du FMN,...).
D’autre part, I'oxygéne, facteur essentiel de lallbhinescence, doit étre présent en quantité
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suffisante dans I'environnement cellulaire afinraepas limiter la réaction. Plusieurs études
ont pu mettre en évidence que la phase de croisskndensité cellulaire, I'oxygene dissous,
la température, le pH ou encore le milieu de cal(itorpelaet al. 1989, Neilsoret al. 1999,
Dorn et al. 2003, Durancet al. 2003, Kogaet al. 2005, Galluzzi and Karp 2007) sont des
facteurs prépondérants et par conséquent a maitdaes la réaction de bioluminescence
bactérienne.

Pour conclure, l'utilisation de la bioluminescenoactérienne comme systeme rapporteur
biologique en biocapteur présente de nombreux agast(facilité d’utilisation, précision et
sensibilité de mesure). Cependant, il est importlEnprendre certaines précautions quant a
I'utilisation de ce systeme rapporteur :

- Concentration suffisante et stable en oxygensodis
- Température et pH stables

- Stabilité de I'état physiologique des bactéries.

1.2.7. Exemples de biocapteurs bactériens biolumiseents

Les biocapteurs bactériens développés au cours ddesderniéres années concernent
principalement trois secteurs d’activités : I'elvinement, I'agroalimentaire et le médical.

Leur simplicité d'utilisation, le faible colt etue rapidité de réponse sont des arguments
intéressants qui rendent ces méthodes biologiggesisantes pour le suivi simultané de la
fraction biodisponible de polluants ainsi que de lgiveau de toxicité (Belkin 2003).

On peut répertorier deux familles de biocapteurstdsgens selon la configuration des
bactéries dans la cellule de mesure soit en piagdd, soit en phase immobilisée.

1.2.7.1. Biocapteurs bactériens en phase liquide

Le seul systtme commerciale répertorie, TOXContrdistribué par microLAN
(http://www.toxcontrol.corjy est un outil de suivi en ligne de la qualité @eaix (eaux
potables ou eaux usées). |l permet d’évaluer epsagels la toxicité d’'une eau a partir de la
mesure de bioluminescence (taux d’inhibition) énpae les bactéried/(brio fischer) selon

la norme ISO 11348-1.

Outre ce systéme, on peut également citer lesmsgst@&xpéerimentaux développés par Gu et
Gil (2001), Horryet al. (2004) ou encore Lee et Gu (2005). Ces systempsésentent sous

la forme de bioréacteurs permettant la culture ehdintien des bactéries dans un état stable
(phase exponentielle de croissance). Toutefoispdde de contact entre I'échantillon et les
bactéries differe selon les auteurs. Pour Gu et, leecontact entre les bactéries et
'échantillon est effectué dans un réacteur sedomdaCette disposition évite toutes
perturbations éventuelles des cultures bactérienoes de I'ajout du polluant dans le
bioréacteur en continu (Figure 8). Dans le cas yditesme développé par Horry (2004), le
contact est réalisé directement au sein du bicgactle culture permettant ainsi une
simplification considérable du systéme.
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FIGURE 8: REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU BIOCAPTEUR MULTICANALEN PHASE LIQUIDE DEVELOPPE

PARGU ET GIL (2001).

Les mini-réacteurs A, B, C et D sont dédiés a l#uoel des souches, respectivemeBtcoli
recA:luxCDABE (inductible), fabA::luxCDABE (induiafe), grpE::luxCDABE (inductible) et
lac::luxCDABE (constitutive)Les réacteurs 1, 2, 3 et 4 sont des réacteunslgse alimentés, d'une
part, avec des bactéries fraiches (réacteurs ta&re€ukt d’autre part avec I'échantillon a analyser
bioluminescence bactérienne est mesurée en caotdimsi I'ensemble des bio-réacteurs afin de suivre
l'induction ou l'inhibition de la bioluminescenceCe systéme a été testé en condition de laboratoire
sur des échantillons artificiels d’eau distilléentamant un mélange de mitomycine C (50ug/L), de
cérulénine (5mg/L) et de phénol (100mg/L).

En conditions de laboratoire, l'utilisation de lacteurs permet un controle de I'ensemble
des paramétres susceptibles d’influencer la bialestence (oxygene, température, pH, état
physiologique). De plus, la matrice liquide permete diffusion trés rapide dans le
bioréacteur de I'ensemble des composés (oxygentiment, polluant). Les principales
limites observées concernent I'apparition de hiofdans le bioréacteur perturbant la mesure
de la bioluminescence et le mode de maintien detet@s qui ne permet pas d'avoir
différentes souches bactériennes limitant aingidembre d’analyse réalisable, a I'exception
du systeme complexe développé par Gu et Gil (2001).

Cependant, il est important de préciser que lesmées visant a définir les performances de
ces biocapteurs (durée maximale d’analyse, reptimiité,...) restent trés limitées tout
comme les données concernant I'analyse d’échamikmvironnementaux (Charrier 2006).
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D’autre part, ces systemes présentent une corgrééshnologigue commune liée au mode
d’exposition échantillon/bactéries. En effet, I'is@ nécessite la mise en contact entre
I'échantillon analysé et les bactéries par injattians le réacteur biologique ce qui implique
une dilution de I'échantillon et indéniablement ymerte de sensibilité (Gu and Gil 2001,

Horry et al. 2004). Enfin, le maintien de tels systémes biajogs requiert des connaissances
importantes en microbiologie ce qui exclut uneisdtion par des non initiés.

1.2.7.2. Biocapteurs bactériens en phase immoeilisé

* Principes d'immobilisation

Dans la seconde famille de biocapteur, les bioésngont immobilisés sur un support solide
(Pernettiet al. 2009, Eltzov and Marks 2010). La technique d’imitisétion des bactéries
doit suivre un cahier des charges précis afin dpaseinterférer de quelques manieres que ce
soit, sur le signal biologique : altération dedutes, inhibition physique du signal (utilisation
d’'une matrice opaque qui inhibe la bioluminescates bactéries). Plusieurs méthodes ont été
développées pour immobiliser les bactéries en sarthaur deux principes : I'immobilisation
physique ou chimique.

La premiére technique physique, dite «d’adsorpti@monsiste a piéger les bactéries vivantes
dans un support poreux (Ball 1999) tel que desudisgde diméthyl silicone (Roaéh al.
2003). Dans ce cas, le support est introduit densiilieu de culture des bactéries et ces
derniéres vont coloniser tout naturellement le supp

La seconde technique physique vise a piéger ldslezldans une matrice solide de type
hydrogel de polymére. Pour cela, un mélange bagpélymeére est réalisé avant d'étre
polymérisé chimiquement ou physiquement selon taraadu polymere (k-carrageenan, agar,
agarose, alginate, polyuréthane—polycarbomyl sattmr(PCS), polyacrylamide, polyvinyle
alcool (PVA), sol-gel ) (Heitzeet al. 1994, Leenert al. 1996, Simpsort al. 1998, Lethet

al. 2002, Ivasket al. 2007). Les bactéries sont ainsi retenues au senéskau de polymeéres
(Affi 2009) (Figure 9).

Enfin 'immobilisation chimique, trés largement lig¢e dans les biocapteurs électrochimi-
gues, consiste a lier des cellules a la surface siypport solide par adhésion (Mulchandani
and Rogers 1998, Pernattial. 2009). Les liaisons entre cellules et le suppeuvent étre de

2 types :

- les liaisons directes peuvent se former entrecédisiles et le support (cellulose, verre,
tissus de coton, membrane synthétique) de pamrogsiétés de surface. Dans ce cas,
les liaisons établies sont faibles et ne permetiastde maintenir les cellules sur le
support.

- les liaisons indirectes qui repose sur un élérmgatmeédiaire permettant une meilleure
fixation des cellules au support. Ces élémentsrimddiaires de liaison peuvent étre de
différentes natures (protéines, polymeres, anpsoetc. ). La forte stabilité de ces
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liaisons bioéléments/supports exclut la réutilmatides supports d’'immobilisation
ainsi que la régénération des matrices.

FIGURE 9: STRUCTURE EN RESEAU DUN HYDROGEL D AGAROSE A2% (AFFI 2009).

Image de surface sans bactérie obtenu par micrigsélgetronique a balayage, agrandissement X 500.

Idéalement, le support d'immobilisation doit étne matériau non soluble (sous sa forme
polymérisé) et non biodégradable. Il doit posséder bonnes propriétés mécanique et
rhéologique, qui lui permettent de résister a Baibwn, ainsi que des coefficients de diffusion
élevé. Il doit également permettre la croissansebdetéries. Enfin son utilisation doit étre la
plus simple possible (Leenen al. 1996). Le choix de I'immobilisant doit prendre empte
'ensemble de ces critéres afin de déterminer l&ri@a qui présente le plus d’avantage vis a
vis de Il'utilisation souhaitée.

La technique d’'immobilisation généralement choigi@ur immobiliser les cellules
bactériennes utilise un hydrogel (méthode physidjeenprisonnement des bactéries). Cette
méthode, facile a mettre en ceuvre et biocompatigienet un contact spatial direct entre les
bioéléments et le transducteur. Dans notre casiquits études (Pernetti 2004, Charrier 2006)
ont montré que les polyméres d’agarose étaiemhddleur compromis dans le cadre de
immobilisation de bactéries bioluminescentes polar détection de métaux dans
I'environnement. En effet, outre la facilité d’ugétion, cette matrice d’hydrogel présente des
propriétés physiquesrésistance mécanique, adsorption, diffu3joohimiques gtabilité),
optiques f{ransparencg et biologiques faiblement biodégradable, compatibilité avec
I'émission de la bioluminescernjcadéquates pour I'utilisation en biocapteur.
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 Exemple de biocapteurs bactériens optiques en pmasebilisée

Quelgues exemples de biocapteurs bactériens uatilidas bioéléments immobilisés sont
décrits dans la figure 10.

Sur le premier schéma (Figure 10.a), les bacténas immobilisées directement sur la fibre
optique. Les protocoles different d'un auteur aawtre : Heitzeret al. (1994) utilise une
membrane poreuse afin de retenir les bactériesldtaasogel d’alginate alors que Hakkiét

al. (2004) polymérise directement les hydrogels caretes bactéries sur la surface de la
fibre optique. Le signal de bioluminescence proghat les bactéries est transporté dans la
fibre optique pour étre mesuré a l'aide d’'un phattiiplicateur. Ce systeme peut permettre
une analyse multicritéere en immobilisant un capteiatogique différent sur chacune des
fibres optiques utilisées.

Dans le cas du second biocapteur (Figure 10.bjnigens Il, le systéme physique de mesure
est identique au précédant (fibre optique + photbpticateur). Cependant, les bactéries sont
immobilisées dans un gel en polymere d’agarosesaudsune carte amovible en acétal. Ce
systeme permet un suivi d’'un seul parameétre d’tlnesft.

Enfin, la figure 10.c montre une troisieme approgoeir le suivi simultané de plusieurs
polluants. Dans ce cas, les bactéries sont imnsée#i dans une matrice d’agarose au sein
d’'une carte multi-puits en polycarbonate. Chaquigspast susceptible de retenir une souche
bactérienne différente ce qui peut permettre datfier une analyse multicritere en simultané.
Ici, le signal de bioluminescence est mesuré paraaméra CCD qui surplombe les bactéries
immobilisées. Un exemple de détection de métaulisépar ce biocapteur est repris dans la
figure 11.
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A : Fibre optique A
B : Férule (facultative selon
les auteurs)
C : Membrane poreuse
(facultative selon les auteurs)
D : Matrice d’'alginate
contenant les bactéries
bioluminescentes

(Heitzeret al. 1994, Hakkila _ o 5 . ,
et al. 2004) Biocapteur multi-analyse développé par Hakkila @0Ges

bactéries sont immobilisées dans une matrice diatgi
directement a I'extrémité de la fibre optique.

9.b

A Carte en acétal (support A
d'immobilisation)

B : Vitre optique

C : Fibre optique

D : Sens de circulation du
liquide

E : Matrice d’agarose
contenant les bactéries

bioluminescentes L

Horry et al. 2007 . , ,
(Horry ) Biocapteur mono-analyse développé par Horry (20@8),
bactéries sont immobilisées dans une carte amovible
Lumisens I

Capteur
CCD

Iﬁ _ I—n

A : Matrice d’agarose
contenant les bactéries
bioluminescentes

B : Carte en polycarbonate
(support d'immobilisation)
C : Sens de circulation du
liquide

D : Bioluminescence mesurée
par un capteur CCD

(Charrier 2006) S i i .
Biocapteur multi-analyse développé par Charrie060

Les différentes souches bactériennes sont immébsisu
sein d’'une méme carte.
Lumisens Il

FIGURE 10:

SCHEMAS ET PHOTOGRAPHIES DE BIOCAPTEURS OPTIQUES ARESANT SUR DES CAPTEURS
BIOLOGIQUES IMMOBILISES
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Bioluminescence relative
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FIGURE 11: DETECTION DUN MELANGE DE CADMIUM (500nM) ET D' ARSENIC (54M) DANS LE BIOCAPTEUR
LUMISENSIII

pBtac2 : Souche témoin E.coli avec un plasmide sans opéron de bioluminescen8ux®: Souche témoin
d’E.coli transformée avec un plasmide contenant I'opérobicleminescence sans promoteur ; pBluxfi : Souche
témoin dE.coli transformée avec un plasmide contenant I'opéroridRiminescence sous le contréle d'un
promoteur constitutif (ptac) : Témoin de toxicitpBCoplux, pBArslux et pBZntlux: Souche Etoli
transformée avec un plasmide contenant I'opérobiadleminescence sous le contréle d’'un promoteuundtitle
(respectivement pcopA, parsR et pzntA).

» Avantages/inconvénients des biocapteurs bactéesiemhase immobilisés

Contrairement aux biocapteurs en phase liquidebiesapteurs en phase immobilisée sont
dans la plupart des cas des outils d’analyses 1tnitiéires. En effet, le mode de maintien des
bactéries permet de multiplier le nombre de soudbastériennes et donc le nombre
d’analyses reéalisables (Hakkikt al. 2004, Charrier 2006). De plus, 'immobilisationsde
bactéries permet un contact direct entre échamtibd bactéries sans aucune dilution.
Toutefois, a l'inverse des systemes en phase kquas biocapteurs en phase immobilisée
disposent de peu doutils de controle des paramesasceptibles d’influencer la
bioluminescence mis a part la température (Cha20&6, Horryet al. 2007). Cette absence
limite nettement la gestion des bactéries et Ifprigtation des données de bioluminescence
obtenues. En outre, les travaux de T.Charrierg2@010b) montrent que I'immobilisation
des bactéries tend a augmenter le temps de rémesdactéries. Ce constat pourrait
s’expliquer par la réduction des vitesses de dfusles composés (beaucoup plus lente
gu’en phase liquide) a travers la matrice solidii 009, Affi et al.2009).

Malgré une configuration qui apparait comme plusadaquation avec une utilisation dans
'environnement (pas de dilution de I'échantill@unplification d’utilisation, connaissances
techniques moins importantes), le nombre de puiBicaeste limitée (Hakkilat al. 2004,
Charrier et al. 2010b). De plus, la majorité des études publieégsla thématique de la
détection de polluant par biocapteur bactérien @gassent généralement pas le stade de
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I'étude de faisabilité et rares sont celles quéntsa caractériser précisément les performances
de ces systemes (stabilité dans le temps, infludadenvironnement, reproductibilité).

1.2.8. Conclusions sur les biocapteurs bactériens

Dans tous les cas, le manque notable de donnéesrdetérisation et d’évaluation des
performances des biocapteurs freine considérablketaaeconnaissance scientifique de ces
nouveaux outils biologiques de détection ainsilgue développement industriel. En effet, les
études réalisées dans ce domaine, biocapteurs &se plyuide ou biocapteur en phase
immobilisée, restent dans la plupart des cas, tap& de développement technique et
technologique et les systémes développés ne sodrajément pas évalués en conditions
réelles (suivi environnemental, gestion industeielAussi, il est nécessaire, dans le cadre du
développement d’'un tel systéme, de mieux caraetédss outils (viabilité dans la durée,
reproductibilité...) et d’évaluer la pertinence de técapteurs pour la détection de polluant
dans des environnements complexes et aléatoirggdenement, industrie agroalimentaire,
industrie chimique, métallurgie,...) afin d’avoir uneeilleur vision de l'impact des facteurs
environnementaux sur les capteurs biologiques €bastbioluminescentes).

Outre l'aspect de la caractérisation des biocapteune autre contrainte apparait avec
I'utilisation de capteurs bactériens bioluminessegmur la détection de polluant. En effet, la
faible spécificité de ces capteurs limite forteménterprétation des données biologiques.

1.3. Interprétation des données biologiques de biminescence

Comme précisé précédemment (1.1.3.2. Méthodes diiples), I'amélioration de
linterprétation des données de bioluminescencenfeupar des bioéléments bactériens
modifiees (inductibles ou constitutifs) est un ébddn indispensable a la poursuite du
développement des biocapteurs bactériens. Cepefalaptasi-totalité des publications qui
traitent de la détection d’analytes par bioélémbéatdériens, visent a développer de nouveaux
capteurs sans jamais proposer d’outils pour I'préation des résultats (Hakkia al. 2004).

A titre d’exemple, Ivaslet al, en 2009, a publié une étude ayant pour objdtwaluer la
biodisponibilité des métaux lourds dans des échamsi d'eau et de sol en utilisant 11
souches bactériennes bioluminescentes. La figunefi@sente la spécificité des différentes
souches bactériennes utilisées dans cette étude.

Chaque souche est susceptible d’étre induite p#ereits métaux a I'exemple de
Escherichia coli MC1061(pmerBsPmerlux) (Figure 12A) qui répond au chlorure de
meéthylmercure, chlorure de mercure et au chlorugecddmium ou encore la souche
Pseudomonas fluoresce®S8::KncadRPcadAlux (Figure 12H) induite par duoalre de
mercure, chlorure de cadmium, du nitrate de plotduesulfate de zinc.

La difficulté apparait lorsque I'on prend le prable dans le sens inverse : on cherche a
identifier, voir & quantifier, les métaux présedens les échantillons inconnus a partir des
capteurs biologiques. Dans ce cas, la seule infowmadisponible est I'intensité du signal de
bioluminescence émis par les bactéries en présknibéchantillon testé (Figure 13).

36



Chapitre 1 : Synthése bibliographique

1000 3 A E.coliMC1061(pmer R psPmeriox)

coli

100 3[E £ coli MC 106 1(pSLZAR /pDNPZA i) 1000 I E
® methylmercury 3 iMC 1061 (pSLeueR/pDNEcopAlux)

b |
-« - " A chloride
1001 F2ad ol At WG, 100 4
¥F m I ’A \ A(«I(J i
fl ,'. ! ‘l;(‘ “ « ZnS( ,_’ 104
R \ar | @ PhiNO,), |
10 4 f K m ] 10 4
4 / i \o CuSO,<5H0 | ] f’
| A AgNO; ! L W
N, (s ] I I ¢ -— X
107 10 10" 107 10% 107 10° 10% 107 10t 10ttt a0t 0Tt W et a0t w0t ! 10° W0 108 m" e e
1000 5 B ruorescens 100 4| P.worescens 10 1J P flworescens
OS8:KnmerR 35PPmu|u\ 0S8 KnzntR PzntAix 088:Kncue RPcopAlux

l .
100 \i
" ;
10 3 t é’it“ i i
E / | X
‘; | A TN
1 ..!.Q:é;&...; R ,,wjg*&,w-», ol - \
W0 10" 10" 107 10% 10710 107 1001t 0Tt g g o : 2y ) 107 ' w0t w0’
C P.flvarescen 10 Gf fluorescens 107 KP“HW“ e
WJflorescens oresc 3
2 OSS(pDNpbrRPpbrAjux)
OS8(pDNpmerRgsBPmeriux) | OSB(pDNgadR PeadAlux) ! A
TR A - x
100 2 _ -y / 4@
) 4 ? ! /;( “'x""'{ i

10 3

Bioluminescence (Facteur d'induction)

S, A SN <@ S

"

1 . s v
10" 10" 10" 0% 107 107 100 107 107 107 107 107 'ttt e® w0’ et A UL VR (1
100 - D S. aurens RN4220(pgadCPead Alux) - f‘ﬂf"""‘"“*“f"“ 100 - L P fluorescens
1 Bosubrilis BRISIH(peadCPeadAlx) — 100 7 OS& N‘Mﬂ“ R 0S8::KnpbrR Ppbr Alux
, i e Akt
i f X 1 V! *,I |
10 f 2. & t 104 ;" & ,}"% Vo 10
, 3 & X = {3 X
V i v \"& p \
i %5 * Lo
! e | ATl | : | ‘
10° 10" wb oot ot 0 w0t w® o’ w0t et w0t w0t w0t 1wt 1w’ w0 10 0t 10 !

FIGURE 12:
ET AL 2009).

1000

100

Concentration en métal (M)

SPECIFICITE DES DIFFERENTS CAPTEURS BACTERIENS EXFESSA DES METAUX LOURDS(IVASK

_ @ methylmercury
E.coli MC1061(pmerR Pmerlux) chloride
B HoCl,
N A CdCl,
x ZnSO,

10

Bioluminescence (Fl)

Bioluminescence
/f lﬂ mesurée
/v
1

# :{./

1
1
1
1
\ 4

1
10"

FIGURE 13:
INCONNU.

R S A e S AL

10" 10" 10°10® 107 10° 10° 10" 107 10° 10"
Concentration en métal (M)

INTERPRETATION DES DONNEES DE BIOLUMINESCENCE OBTEMRUA PARTIR D UN ECHANTILLON

—— : Bioluminescence induite suite a I'expositionl@souche bactérienne a I'échantillon

- : Métal et
Fl : Facteur d’

concentration potentiellement présemisd’échantillon
induction

37



Chapitre 1 : Synthese bibliographique

Dans ce cas, l'interprétation se révele étre baguptus ardue. En effet, un méme niveau de
bioluminescence mesurée (dans cette exemple, bimdsecence mesurée (FI) = 30) peut étre
la résultante de six conditions possibles « métajue/concentration » :

- soit chlorure de methyl-mercure & 5411

- soit chlorure de mercure a 81w

- soit chlorure de methyl-mercure & 2’M

soit chlorure de cadmium a 6:9@

- soit chlorure de mercure a 1M

- soit chlorure de cadmium a 2:41a

La difficulté réside donc dans linterprétation dé#mnnées de bioluminescence fournies par

les capteurs bactériens inductibles.

A notre connaissance, la littérature disponibleppgoa l'interprétation des données de
bioluminescence est quasi-inexistante. Deux étugieasiment similaires, ont toutefois été
réalisées par Ben-Israet al. (1998) et Elackt al. (2008), visant a identifier des composés
toxiques a partir d’'un panel de bioéléments bamtéribioluminescents associé a un modele
d’algorithme de classification. D’apres I'étudeplas récente, cette association bio-statistique
permet d’identifier les composés présents ave@unr ti'erreur qui n'excede pas 3% (Figure
14 et 15) (étude réalisée sur 5 composés chimigigsouches bactériennes recombinantes).

900

A
v
= b
& s00} A a
8 A ra
=]
ot A aa
£ 5
&
2
5 300
&
¥ Parathion
A Paraquat
2000 4000 6000 8000 10000
orad luminescence (RLU)
FIGURE 14: DISCRIMINATION DU PARAQUAT

(20mg/L) ET DU PARATHION (500mg/L) BASEE SUR
DEUX CAPTEURS BACTERIENS E.coLl
ORAA’:: LUXCDABE ET LACZ’:: LUXCDABE GRACE A
LA THEORIE DE DECISION BAYESIENNE
oraA luminescence (RLU): Bioluminescence relativeisém
par la souch&.coli oraA’::luxCDABE

lacZ luminescence (RLU) : Bioluminescence relativésérpar
la souchee.coli lacZ'::luxCDABE
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FIGURE 15: EMPREINTE BIOLUMINESCENTE DU
POTASSIUM CYANIDE -20mg/L-(TRAIT BLEU POINTILLE :
MILIEU DE LABORATOIRE, PLEIN: EAU BRUTE) ET DU
PARAQUAT -31.25mg/L- fRAIT ROUGE POINTILLE : MILIEU
DE LABORATOIRE, PLEIN : EAU BRUTE) EN FONCTION DES
BIOELEMENTS RAPPORTEURS

oraA : E.coli oraA’::luxCDABE; lacZ : E.coli lacZ’::luxCDABE
nhoA : E.coli nhoA’::luxCDABE;, grpE :E.coli grpE’::luxCDABE
mipA : E.coli mipA’:luxCDABE
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Cependant, certains éléments ne sont pas abordéscda articles. Les auteurs ne prennent
pas en compte le facteur « concentration du pdiwagui joue un rble prépondérant dans
I'induction de la bioluminescence tant au niveal’idéensité qu’'au niveau de la cinétique de
la réponse. De plus, la question des mélangesiéphsscomposés dans un méme échantillon)
n'est pas, ou tres peu, abordée, écartant ainsigbénomeénes potentiels d’interactions entre
les composés (synergisme, antagonisme).

Tout I'enjeu du développement d’un outil efficaceéntification réside dans I'intégration de
ces notions de mélange, de concentration et ddoten. Aussi, pour répondre a cette
problématique, nous nous sommes tournés vers d&adtymaines scientifiques, susceptibles
d'utiliser des outils statistiques dans le but dfitfier un (ou plusieurs) parametre(s) en
fonction des variables mesurées : diagnostic meédiegiception sensorielle, évaluation des
risques, modélisation climatique,... Parmi les owdésrits, I'analyse factorielle discriminante
(AFD ou linear discriminant analysis LDA), les ras& de neurones et les arbres de décision
sont les plus répandus (Zlew al. 1997). Nous avons cherché a les comparer. Poar lesl
trois méthodes d’identification ont été appliquéas un méme jeu de données de référence :
les «Iris de Fisher » (Fisher 1936), matrice coségode 150 données associant espéces
florales(lris setosa, Iris versicoloet Iris virginica) et paramétres morphologiques (tailles des
sépales et pétales). L'enjeu était d’évaluer laaca@ a identifier I'espéce florale en fonction
des caractéristiques morphologiques mesurés. Larefid6 représente les résultats de
discrimination obtenus a partir de ce jeu de dosnée

Avec ce jeu de données, les efficacités d'iderdifan propres aux trois méthodes sont
similaires (96-98%), toutefois, dans le cadre dgenétude, le choix s’est orienté vers la
méthode d’identification par arbres de décisionrpies raisons de simplicité, de lisibilité et
de flexibilité. En effet, cette approche graphiquermet de comprendre et de controler
visuellement le cheminement mis en ceuvre pourttifieation. Dans I'exemple présenté, les
facteurs prépondérants a l'identification des espditorales par arbre de décision sont les
parameétres « Longueur des pétales » et « Largsyrétales ».
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Observations (axes F1 et F2 : 100,00 %)

Efficacité d’identification sur un jeu de données

Variables . . . .
1o ) 1 Largeur morphologiques inconnues (matrice de confusion)
* Iris-setosa Sépales7 —
s Iris-versicolar de \ Vers Iris-setosa Iris-versicolor __Iris-virginica | Total| % correct
o IFicovirainiea | 0,5 4 Longueur Iris-setosa 13 0 of 13 100%
= . Iris-virginica ﬁ . Lpaergrel;r sepales Iris-versicolor| 0 16 1 17 94%
S . N Iris-virginica 0 0 20 20 100%
<
So l : E 0 ‘ Total 13 16 21| 50 98%
~ w o ~ Longueur J ]
= w pétales Base de données (Fisher 1936)
-5 -0,5
Analyse factorielle discriminante réalisé par le logiciel
-10 . XLSTAT (Addinsoft™)
-10 -5 0 5 10 -1 -0,5 0 05 1

F1 (99,26 %)

F1 (99,26 %)

Largeur pétale

Iris-versicolor

Iris-virginica
[ )

Efficacité d’identification sur un jeu de données
morphologiques inconnues (matrice de confusion)

de \ Vers Iris-setosa Iris-versicolor ___Iris-virginica | Total| % correct
Iris-setosa 13 0 o] 13 100%
Iris-versicolor 0 15 2| 17 88%
Iris-virginica 0 0 20] 20| 100%
Total 13 16 21 50 96%

Base de données (Fisher 1936)

Perceptron multicouche (réseau de neurone) réalisé par le
logiciel Weka (http://www.cs.waikato.ac.nz/~ml/weka)

gg [ggzl [ | :riS-virgiﬂicla Efficacité d’identification sur un jeu de données
4 15- 1 . . X .
o ES?‘?’} - oot morphologiques inconnues (matrice de confusion)
W%\ de \ Vers Iris-setosa___Iris-versicolor _Iris-virginica_| Total| % correct
< 2Bl >=2.B Iris-setosa 13 0 o 13| 100%
0 [00%) an 48z N Iris-versicolor 0 15 20 17 88%
0 [DUf'f’] a3 [527] Iris-virginica 0 0 20| 20 100%
7 00"7] _ 0 [DD;] Total 13 16 21] 50 96%
- Large - 3 Base de données (Fisher 1936)
<165 /ﬁéf%\
;3 %19:;‘;} | SE {égg]/“] ] Arbre de décision (Improved CHAID) réalisé avec le logiciel
0 [UD?Z] 0 [IZIIZI?;] SIPINA (http://eric.univ-lyon2.fr/~ricco/sipina.html)

FIGURE 16: REPRESENTATIONS GRAPHIQUES ET LEURS EFFICACITES IDENTIFICATION EN FONCTION DES
METHODES STATISTIQUES EMPLOYEE$DONNEES TRAITEES DANS LE CADRE DE CETTE THE$E

Echantillon d’apprentissage : n=100
Echantillon d’évaluation : n=50

1.3.1. Arbre de décision : principe général

Un arbre de décision, ou graphe d’'induction, esbuiil d’aide a la décision et a I'exploration
de données visant a étudier et a comprendre lasored entre des variables étudiées et leurs
facteurs explicatifs. C’est en quelque sorte urraghe, relativement ancienne (Morgan and
Sonquist 1963), de lintelligence artificielle aans large car il s'agit ici d'apprentissage
supervisé. Un arbre de décision permet de modéksaplement, graphiquement et
rapidement un phénoméne mesuré plus ou moins cr@plBa lisibiliteé, sa rapidité
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d'exécution et le peu dhypothéses nécessairesoa peuvent expliquer sa popularité
actuelle.

Parametres
morphologiques

l

Longueur pétales
<2.60 l >=2.60
Iris-setosa Largueur pétales
<1.65 | >= 1.65
Iris-versicolor Iris-virginica

FIGURE 17: CONSTITUANTS DUN ARBRE DE DECISION

Un arbre de décision (Figure 17) est constituérais types d’éléments : leseuds lesarcs

et les . Chaque nceud est associé a un facteur évalu@gtelarc issu de ce nceud est
associé a une caractéristique de ce facteur. udiete nceuds sans arc sortant, correspondent
aux réponses a la question initialement posées Aciquelle espece d’iris appartient cette
plante ? ».

Les algorithmeb de construction d’'arbres de décision a partir @'unatrice de données

d’apprentissage procédent tous de maniere équiealers arbres sont construits de fagon
descendante, de la racine (sommet de l'arbre irdtgue) vers les feuilles qui constituent les
bases de l'arbre informatique, selon les régleigdes de I'algorithme de classification

choisi (Marsala 1998).

1.3.2. Algorithme d’induction des arbres de décisio

Les statisticiens attribuent la paternité de lahoéé des arbres de décision a Morgan et
Sonquist (1963), qui ont été des précurseurs dandgomaine de la prédiction et de

I'exploration de données a l'aide d’arbre de régjms (équivalent aux arbres de classification
mis a part la variable prédite qui est continueneh discrete). Suite a ces travaux, de
nombreux algorithmes de classification ont été s :

- ID3 (Induction of Decision Tree) est un algorithmui a été publié en 1979 (Quinlan).
Le choix des nceuds (facteurs prédictifs et valelerssegmentation) repose sur la
mesure de éntropie de ShannorPlus cette valeur est élevée, moins le nceud est
discriminant. Cette méthode est a l'origine d’asitaégorithmes comme C4.5 (Quinlan
1993), une référence dans ce domaine, ou encofe(@fre évolution de ID3) qui est
implanté dans un logiciel commercial.

* Ensemble de régles opératoires dont I'applicagi@mmet de résoudre un probléme énoncé au moyen d'un
nombre fini d'opérations.
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- L'algorithme CART (Classification And Regressidnee) a été développé et publié
par Breiman (Breimaet al. 1984). Ici, la segmentation est réalisée de marigraire
en s'appuyant sur lindice de Gini Cette valeur varie entre 0 et 1, ou 1 indique un
nceud parfaitement discriminant et 0 un nceud gpieneet aucune discrimination.

- La méthode CHAID (CHi-squared Automatic InterantiDetector) est un algorithme
développé par Kass (1980). Pour évaluer la pertmede la variable dans la
segmentation, CHAID propose d'utiliser le Khi-2 cbét a I'indépendance, bien
connu en statistique. La valeur du Khy?)(varie entre O eto#, avec O qui signifie :
pas de différence entre les échantillons (nhceuddismmiminant). Cet indice n’est pas
toujours aisé a manipuler car il « avantage » ésxgpteurs ayant un nombre élevé de
modalités. Aussi, afin de faciliter la déterminatides criteres de segmentation, il est
préférable de normaliser cet indicateur par le mende degrés de liberté. C’est le cas
de l'algorithme Improved CHAID (Rakotomalala 20Gf)i normalise en utilisant le
t de Tschuprow ainsi, I'indice obtenu varie entret Q.

D’autres algorithmes, moins répandus, existent maiseront pas détaillés dans ce manuscrit.
L’ensemble des méthodes décrites actuellement raetent sur tel ou tel aspect de la
détermination de la variable de segmentation, toisteil n’existe pas d’algorithme qui soit
dans la pratique systématiquement plus performant.

1.3.3. Limites de I'approche par arbres de décision

La principale limite dans la construction d’'un &lole décision concerne le dimensionnement
des branches qui le composent (Breinetnal. 1984). L'enjeu est de trouver le meilleur

compromis permettant de capter I'information utigjtrement dit les relations entre les

variables décrites et les facteurs explicatifs, ssamtégrer les spécificités propres a

I'échantillon d’apprentissage, qui correspondedés artefacts statistiques.

En effet, la construction des arbres repose entiéné sur les données incluses dans la
matrice d’apprentissage. Aussi, cette étape a poude concevoir un modeéle exploratoire
s’adaptant le mieux possible a ces données auerisigule sur-ajuster, c'est a dire de
développer un modéle « parfait » qui toutefois, pgemet pas de mettre en évidence les
véritables relations entre les variables et leargelurs. Poussée a I'extréme, cette étape de
conception peut engendrer des modeles complexegas@® d’autant de branches qu’il y a de
données dans la matrice d’apprentissage. Ceperdaaticun cas, ceux ci ne pourront étre
extrapolés a de nouvelles données. A linverseanme trop « simple » (sous-ajustement)
peut également rencontrer des difficultés d’extlaipan car il ne refléte pas suffisamment les
données, et par conséquent n’est pas non plusespiedif des relations variables/facteurs. La
figure 18 illustre ses deux phénoménes de sousretjgstement. A mesure que la taille de
larbre augmente (complexité), le taux d’erreur ca@ a partir de [I'échantillon
d’apprentissage diminue jusqu'a s’annuler. En relvanle taux d’erreur calculé a partir d’'un
autre jeu de données (échantillon inconnu) dimidaes un premier temps (zone de sous-
ajustement) jusqu'a une limite de complexité aa del laquelle on observe un accroissement
de ce taux (zone de sur-ajustement).
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\ Sous-ajustement Sur-ajustement

FIGURE 18: PHENOMENES DE
SOUSAJUSTEMENT ET SURAJUS
TEMENT DES MODELES. ARBITRAGE
ENTRE TAUX DERREUR ET COM
Taux d'erreur minimal e, : Echantillon PLEXITE (ADAPTEE DE
................................................................ A LR .=+=-" inconnu RAKOTOMALALA | 2005)_

Ajustement
optimal

Echantillon
d'apprentissage

v

Complexité du modéle

Selon le principe de parcimonjéa taille d’'un arbre est inversement corréléecae stabilité

de prédiction sur de nouvelles données. L'enjeudest de trouver un arbre qui associe une
taille réduite & des performances optimales. Pela deux stratégies d’élagage peuvent étre
mises en ceuvre :

- Le pré-élagage qui consiste a fixer des critéres d’arrét a laxgion du modele. Ces
criteres peuvent correspondre a des effectifs mimnou des niveaux de pureté des
feuilles au dela desquels la segmentation des heantest plus nécessaire.

- Le post-élagage, qui consiste, dans un premmepsea produire un arbre pur a partir
d’'une fraction de la matrice de données d’apprsagie pour ensuite passer a une
étape de réduction de l'arbre en s’appuyant swtrkéafraction des données de la
matrice de maniére a optimiser les performancesatele.

1.4. Conclusion

Dans le cadre de cette étude bibliographique, remms démontré que les biocapteurs
bactériens bioluminescents pouvaient étre dessaatigressants en complément des méthodes
chimiques traditionnelles. Les arguments avancésaroent plus particulierement la nature
des capteurs qui permet une approche plus « beplegr des pollutions. En effet, I'objectif
n'est plus de quantifier la concentration totalaund’polluant mais de s’attacher plus
particulierement a sa fraction biodisponible (fractassimilable qui présente le plus de risque
pour I'organisme vivant expose).

Malgré les intéréts analytiques que présentent nmes/eaux outils biologiques, certains
verrous ralentissent leurs développements. En, efftte synthése bibliographique révele des
difficultés quant a I'utilisation des bioélémentsckeriens inductibles. Les nombreuses études
publiées sur la caractérisation de ces bioélénmaettent en évidence la faible spécificité de
ces capteurs biologiques rendant ainsi l'interpicitades résultats particulierement délicate.

® Principe consistant & n'utiliser que le minimumaauses élémentaires pour expliquer un phénomeéne.
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Aussi, le premier point abordé dans cette thése aisméliorer la lecture des données en
proposant un modeéle d’'aide a linterprétation assdcréponse bactérienne et analyse
statistique.

De plus, le nombre de biocapteurs bactériens biolessents recensés reste assez limité.
Pour beaucoup d’entre eux, le développement sdelidil'étude de la faisabilité sans
caractérisation pertinente des performances niicgtighs a I'environnement. Le second
point abordé au cours de ces travaux vise donco&dab ces applications au travers du
biocapteur Lumisens Il (biocapteur bactérien nealtial en phase immobilisé développé au
sein du laboratoire par T.Charrier). L'enjeu esin# part, de caractériser ce systeme d’'un
point de vue biologique (stabilité du signal daastémps, durée d’utilisation, évolution
physiologique des capteurs bactériens) et d’awdre g’évaluer sa pertinence dans le cadre
du suivi de I'environnement.
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2.1. Biocapteur : Lumisens I

Le biocapteur Lumisens Ill a été développé au ctauthése de T. Charrier (Charrier 2006).
C’est un systeme de mesure de la bioluminescengesaat sur des micro-organismes
bactériens modifiées capables de révéler la préselececertains métaux. La figure 19
représente le principe de fonctionnement du biezapt

ST
CCD : Caméra Charg€ouplec
N Device

CM : Carte multi-puits
EV : Electrovanne multi-position

MI : Milieu d’'induction

MR : Milieu de régénération

PP : Pompe péristaltique

=
|
I
!
CCD

R R: Récupération (rejet)

Sl: Systeme informatique

MI

FIGURE 19: ScCHEMA GENERAL DU BIOCAPTEURLUMISENSIII

2.1.1. Carte multi-puits

Les bactéries bioluminescentes sont immobilisées dae matrice solide d’agarose au sein
d’'une carte multi-puits (CM). Cette derniere esicgle au cceur du systéme, a l'intérieur de la
chambre de mesure, face au transducteur optiquag@aCCD refroidie) permettant ainsi
une capture optimale de la bioluminescence prochareles bactéries. La carte assure les
transferts physico-chimiques entre les bactérigaahilisées et le milieu circulant (oxygene,
nutriment, polluant,...).

Au cours de cette étude, 2 cartes ont été utilisée® carte multi-canal composée de 8
canaux distincts contenant chacun 8 puits en sénme carte mono-canal composée d’une
seule voie mais constituée de 16 puits en sérig€lométrie des cartes ainsi que le matériau
dont elles sont composées (Nylon), ont été étueli@yptimisés au cours des travaux de M.
Affi (Affi et al.2009).

L’étanchéité des 2 types de cartes est assuraepdm électrostatique transparent (Thermo-
Scientifi®, Adhesive seal, AB-1170). Ce film est collé surfdge supérieure de la carte
permettant une fermeture hermétique des différ@ariaux de circulation des fluides.
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2.1.1.1. Carte 1 : Multi-canal

La carte multi-canal est une carte de 64 puitsrtigsasur 8 canaux de circulation distincts
(figure 20). Chaque canal est indépendant et geaiséumis a des conditions expérimentales
spécifiques.
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FIGURE 20: PLAN DE LA CARTE MULTI-CANAL (COTES EN MILLIMETREY . VUE DE DESSU$ COUPE
TRANSVERSALE DUN CANAL (COUPEA-A) ET VUE DETAILLEE D' UN PUITS(DETAIL B).

Toutefois, la carte peut également étre utiliséesdane configuration « mono-canal » a
condition de connecter 'ensemble des canaux ewntxe Cette configuration a été utilisée afin
de faciliter I'étude de la croissance bactériennesain de la carte dans le biocapteur
Lumisens llI (figure 21).
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2.1.1.2. Carte 2 : Mono-canal

s s

Plusieurs exemplaires de cette carte ont été é8asin de faciliter les expériences longues
d’'induction en biocapteur. 16 puits sont présentseain de la carte et répartis équitablement
tout au long du canal (figure 22).
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Coupe A-A

=
\
I

FIGURE 22: PLAN DE LA CARTE MONO-CANAL (COTES EN MILLIMETREY . VUE DE DESSUS$ COUPE
TRANSVERSALE D UN CANAL (COUPEA-A) ET VUE DETAILLEE D'UN PUITS(DETAIL B).

Dans le cas de cette carte, un film transparentat sur les deux faces de la carte. Un film
sur la face supérieure de la carte afin de ferreemétiquement le canal de circulation et un
film sur la face inférieure de la carte afin denfer les puits sans fonds.

2.1.2. Suivi de I'oxygéne consomme par les bactésie

L’oxygeéne dissous étant un facteur prépondérans ¢eméaction de bioluminescence, nous
avons choisi de suivre ce parametre au sein duapiear. L'enjeu était d’améliorer la
compréhension de I'évolution de la bioluminescebaetérienne au cours du temps dans le
biosystéeme.

Le suivi de I'oxygéne a été réalisé a I'aide deigrmsondes (OX-N50, Uniseridede 0,8mm

de diametre. Un systeme étanche pour le suivi oeydene en continu a également été
développé a I'aide d’'un logiciel de CAO (Solid E8géersion 10.00.00.50). Ces 2 sondes ont
été placées dans le canal de fluide en entrée siréia de la carte de mesure afin d’évaluer la
guantité d’oxygene consommeée par les bactériesans du temps (figure 23).
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FIGURE 23: MICROSONDE UTILISEE ET SYSTEME DEVELOPPE POUR LE SUDE L’ OXYGENE.

Pour cette étude, les concentrations d’entrée efodé&e ont été mesurées automatiquement
toutes les cing minutes durant toute la durée depé€rience (11 jours) via le logiciel
SensorTrace BASIC V.2.0.1 (Unisefiye

2.1.3. Stérilisation du matériel

L’ensemble des éléments du circuit de circulatiea liquides est stérilisé préalablement afin
de limiter I'apparition de contaminant biologiquang le systeme. Pour cela, 'ensemble des
connecteurs en polypropyléne (Fisher Scierftjfi®5901 et 95097) et des tubes Ty§on
(Fisher Scientifi€, 71102) sont autoclavés durant 30 minutes & 1008€ cartes de mesures
et les tubes en verre utilisés lors de I'immobilma des bactéries sont également stérilisés.
Les tubes Tygoh(Fisher Scientifi€, 31612) spécifiques & la pompe péristaltique ots a
I'alcool (95°) et séchés sous les ultra-violetss @erniers ne sont pas stérilisés a l'autoclave
afin de conserver leurs propriétés mécaniques.seeble des €léments constituant le circuit
fluidique est repris dans le tableau 11.
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2.1.4. Installation du circuit fluidique.

La circulation des liquides est assurée par unepgoperistaltique a 8 galets (WATSON-
MARLOW BREDEL PUMPS, 205S). Le débit imposé pamptanpe est de 2ml.min-1 (soit
41,3rpm avec des tubes Ty§ow31612).

L’ensemble du circuit fluidique est assemblé sténiént sous une hotte a flux laminaire avant
d’étre mis en place dans le biocapteur Lumisengfidlre 24). Pour éviter les risques de
contamination, un tube provisoire stérile (N°bis) glacé a 'emplacement des sondes lors du
transfert vers le biocapteur. Lors de la mise ecqlce tube laisse place aux micro-sondes.

opuos-oniW
Spuos-0nIW

NeL1
MR NeL2
MR L2 e 1 1

N2 No4 ' Nobis ' Nos No6 ' Nobis ' No7 Poubelle

o
MI N°1.3

FIGURE 24: SCHEMA DE MONTAGE DU CIRCUIT FLUIDIQUE POUR UNE CARE MONO-CANAL.

MR : Milieu de régénération r
MI : Milieu d'induction :Raccorden T
PP : Pompe péristaltique == : Raccord droit
N°X : Numéro du tube (Cf : Tableau 11) CM : Carte de mesure
TABLEAU 11: RECAPITULATIF DES ELEMENTS COMPOSANT LE CIRCUIT FLDIQUE POUR UNE CARTE
DE MESURE
TUBULURE
N°du Tube Longueur (cm) Quantité Référence (Fisher Scientific ®)
N%1.1 20 2 W71102
N1.2 20 1 W71102
N<.3 40 1 W71102
N2 25 1 W71102
N3 40 1 W31612
N% 35 1 W71102
Nbis 5 2 W71102
NS 25 1 W71102
NG 20 1 W71102
N7 40 1 W71102
CONNECTEUR
Type Quantité Symbole Référence (Fisher Scientific ®)
Raccord droit 9 | W95901
Raccorden T 2 P W95907
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Une fois le circuit installé, les milieux de ciratibns sont préparés (MR : milieu acétate dilué
au dixieme Ac 1/10 contenant 50ug/ml d’ampicillildl : milieu acétate dilué au dixieme
Ac 1/10 contenant 50pg/ml d’ampicilline ainsi g@e doncentration souhaitée de polluant)
puis connectés stérilement au réseau fluidiqueatapteur.

2.1.5. Immobilisation des bactéries au sein de larte de mesure.

Une solution d’agarose a 4% (P/V) (Sigm&0701) est également préparée dans du milieu
de culture stérile. Pour cela, 0,16g d’agarose amités dans 4 ml de milieu et chauffés au
micro-onde quelques secondes (environ 90-100°Ch ake solubiliser l'agarose. La
suspension homogene est répartie dans des tubesrerstériles thermostatés a 35°C par un
bain a sec a hauteur de 500ul par tube. La solebiconservée une quinzaine de minutes a
35°C avant I'ajout des bactéries.

A partir d’'une culture bactérienne (cf. paragra@%.3), une dilution est réalisée dans du
milieu de culture stérile afin d’obtenir une susgien bactérienne ayant ungfn.=0,2.

500ul de suspension bactérienne sont ajoutés ayxl sagarose a 35°C afin d’obtenir une
suspension homogeéne finale g#n=0,1 avec une concentration d’agarose a 2%. Ceggel
ensuite déposé dans chaque puits de la carteda Baine micro-pipette a déplacement positif
a hauteur de 25l par puits.

La carte est ensuite scellée hermétiguement ael'didn film transparent électrostatique
(Thermo-Scientifi€, Adhesive seal, AB1170) et mise en place danilapteur.

Pour la carte mono-canal, un film transparent el préalablement sur la face inférieure de
la carte afin de se substituer a I'épaisseur martgusous les puits. Les gels sont coulés
directement dans les puits sur ce film transparent.

2.1.6. Capture et analyse de la bioluminescence b&dgenne.

La capture de la bioluminescence produite par begénies immobilisées dans la carte est
réalisée a l'aide d’'un capteur CCD (Charge-Coubexice, ou dispositif a transfert de
charge, Diagnostic Instruments inc., RSE6 Monochrome) équipée d’'un objectif ayant une
distance focale de 30 cm. Ce capteur photo-sensgilénstallé en surplomb de la carte de
mesure au sein méme de la chambre noire permaitesitune capture globale et optimale de
'ensemble de la surface de la carte de mesure.

Cette capture est gérée informatiquement par uigbgiédié (Diagnostic Instruments inc.,
SPOT" V.4.6.4.2) qui permet de controler 'ensemble pasamétres de la mesure (durée de
l'intégration, sensibilité du capteur, gain,...). Atachaque expérience, plusieurs captures
sont réalisées avec la carte de mesure sans le&gibacCette étape préliminaire permet de
mesurer le bruit de fond du systéme et de le dédigs captures suivantes avec les bactéries.
Cette premiere étape de traitement est égalemaliséé par ce logiciel. Les images sont
fournies au format TIF.
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Dans un second temps, les images obtenues saidesraiia le logiciel d’analyse d’'image
KODAK® 1D (KODAK Scientific imaging systems, KodakD V.3.6.5 K2). Un masque est
réalisé pour chaque type de carte et est appligukes images afin de déterminer la quantité
de lumiére émise par chaque puits de(des) cartedsquantification de la bioluminescence
est réalisée en comptant les valeurs de chaque(f@xeleur des pixels dépend de l'intensité
lumineuse mesurée) contenu dans un puits.

2.2. Plasmides et souches bactériennes

L’ensemble des souches bactériennes utilisées dérnivées de la transformation d’une
souche deEscherichia coliK12 MG1655 transformée avec des plasmides déjataans
développés au laboratoire a I'exception du plasmillerlux.

2.2.1. Stratégie de construction du plasmide pBMauk

Le plasmide pBMerlux a été développé par H. Capiax parallele de cette thése. La
stratégie de construction a consisté a clonerdenpteurpMerT et le géne régulateierR

en amont des genesxCDABE Ainsi en présence de l'induction, la protéineutagice MerR
se complexe avec l'inducteur et leve l'inhibitiom gromoteurpMerT permettant ainsi la
transcription et la traduction des gehesCDABE

Cette construction a été réalisée dans un vecteasmplique et est reprise sur le schéma
suivant (figure 25).

Amplification par PCR :

- AGTTGAATTCGCCCTTTTGAATTTGGATTGG

- AATGTTCGCGAGCTAAGGCATAGCTGACCTT
pMerT

. Plasmide
pDG106

—-—
- Nrul -9927 - TCG'CGA

EcoRI - 505 - G'AATT_C

EcoRI-9470 - G'AATT_C
Nrul -9422 - TCG'CGA

pBMerlux

||- Restriction par EcoRI et Nrul ||~

et ligation par T4 DNA ligase

FIGURE 25: STRATEGIE DE CLONAGE DU PLASMIDE BMERLUX
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2.2.2. Plasmidesitilisés

L’ensemble des plasmides utilisées sont référedags le tableau 12.

TABLEAU 12: PLASMIDES UTILISEES
. Plasmide Systeme . .- fex . .
Nom du plasmide hote ra;/porteur Promoteur | Régulateur | Résistance Référence bibliographique
pBTaclux pBtac2 Opéron luxssheri ® ptac / Amp® (Charrier 2006)
pBZntlux pBTaclux’ | Opéron luXgsneri ® pzntA / Amp® (Charrier 2006)
pBCoplux pBTaclux® | Opéron Iuxisheri ® pcopA / Amp® (Charrier 2006)
pBArslux pBTaclux® | Opéron Iuxisheri ® parsR ArsR Amp® (Charrier 2006)
(Gambill and Summers 1985)
pBMerlux PBIUXMCS | Opéron luxsner ® pmerT MerR AmpR® (Gueuné 2007)
Cette étude

&: Opéronlux issue de la souche bactérienne maxii®io fischeri et constitué des 5 génkxC, luxD, luxA,
luxB etluxE.

®: Le promoteuptaca été remplacé par le promoteur souhaité.

/ : Pas de gene régulateur apporté a la construptasmidique.

2.2.3. Souches bactériennes

Les souches bactériennes qui ont été utiliséesans de ces travaux sont répertoriées dans le
tableau suivant ( tableau 13).

TABLEAU 13: SOUCHES UTILISEES AU COURS DE LA THESE
Nom Souche hoéte (Génotype) Plasmide  Résistance Référence
E.coli DH1 pBZntlux pBZntlux Amp® (Charrier 2006)
E.coli DH1 pBArslux E coli DH1 pBArslux AmpF (Charrier 2006)
E.coli DH1 pBCoplux (F- recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 pBCoplux AmpF (Charrier 2006)
E.coli DH1 pBMerlux relAl) pBMerlux AmpF Cette étude
E.coli DH1 pBTaclux pBTaclux Amp® (Charrier 2006)

E.coli K12 MG1655
E.coli K12 MG1655 / / ATCC 700926
col (F- - ilVG- rfb-50 rph-1)

La soucheE.coli DH1 pBTaclux exprime constitutivement la biolunsnence grace au
plasmide pBTaclux. En effet, 'opérdmx CDABEétant sous le contréle du promoteteic est
exprimé de maniére continue. La sougheoli K12 MG1655 est une souche plus proche de la
souche sauvage (peu de mutation au niveau du gén@mate souche est utilisée comme
réceptrice des plasmides inductibles.
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2.3. Milieux de -culture, antibiotique, produits cimiques et échantillons
environnementaux

2.3.1. Milieu de culture

Difféerents milieux de culture ont été utilisés aaurs de cette thése sous forme liquide ou
sous forme gélosée. La composition des milieuxegsise dans le tableau ci-dessous.

TABLEAU 14 : COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURES UTILISES AU COURDE CES TRAVAUX
- Milieu Luria- e x - ) Ac 1X Milieu acétate
Cenrjpesiien (gl Fournisseur Bertani LB(ng(I;o)se M'"ajcaf;)tate gélosé diluée au 1/10
(LB) (AcG 1X) (Ac 1/10)
Acétate de sodium Fluka® / / 2,835 2,283 0,2283
trihydrate
Chlorure d’ammonium Merck® / / 0,1919 0,1919 0,01919
Di-potassium Merck® / / 0,028 0,028 0,0028
hydrogenophosphate
. Sigma
Chl d d 5 5 5 5 5
orure de sodium Aldrich®
Extrait de levure . Bloka.r ® 5 5 0,5 0,5 0,05
Diagnostics
Biokar
Tryptone Diagnostics® 10 10 1 1 0,1
. . Biok
Agar bactériologique . io a.r . / 15 / 15 /
type E Diagnostics
Référence (Atlas 1997) (Atlas 1997) (Charrier 2006) (Charrier 2006)  (Charrier 2006)

Ces milieux sont préparés dans de I'eau distilléepH des milieux acétate sont ajustés a 7
avec de l'acide chlorhydrique (1M, Sigma Aldffidhou de I'hydroxyde de sodium (1M,
Sigma Aldriclf).

Les milieux sont stérilisés a I'autoclave (120°ZDmin).
2.3.2. Antibiotique

2.3.2.1. Ampicilline

Les bactéries utilisées contiennent dans leuramitkess une résistance a I'ampicilline qui
permet le maintien du plasmide dans les cellulesébannes durant la phase de croissance.
Cette résistance permet également de réduiredgaas de contamination lors de la culture
des bactéries ou durant les expérimentations enapfeur.

L’antibiotique est introduit dans les milieux deltave aprés stérilisation a I'autoclave a une
concentration de 50pg.thbu 100pg.mt.

Pour 10 ml de solution concentrée d’ampicillineC861(M/V), 1g d’Ampicillin Sodium Salt
(Sigm&, A0166) est ajouté dans 10 ml d’eau distillée.sbiution est ensuite stérilisée par
filtration sur membrane de 0,22uM et aliquotée @tdnar de 1 ml dans des tubes Epperftiorf
de 1,5 ml. La solution est stockée jusqu'a 3 meigd@xC.
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2.3.3. Produits chimiques

2.3.3.1. Solutions métalliques

Les métaux lourds sont utilisés pour les essaigldition en bioessai ou en biocapteur. Dans
un premier temps, les métaux sont préparés eni@olabncentrée, aliquotés en bouteille

brune et stockés a 4°C a I'abri de la lumiere jissgu an. Le tableau 15 décrit les modalités
de préparation des différentes solutions mereséataur utilisés.

TABLEAU 15: PREPARATION DES SOLUTIONS MERES DE METAUX LOURDS
Métal MM(g.mol™) Fournisseur Solvant [solution mere] Massig:'rc: Iu(tge;)e pour
CdCly, 2,5 H,O 228,34 Panreac Eau distillée M 2,2834
AgNO; 169,87 Labogros Eau distillée M 1,6987
K2Cr,07 294,19 Fluka Eau distillée 0,5M 0,735
Pb(CH3COO0),, 3H,0 379,34 Panreac Eau distillée M 3,7934
CrCls, 6H.0 266,45 Aldrich Eau distillée 0,5M 1,3323
NiSO4, 7H,0O 280,87 Prolabo Eau distillée 1M 2,8087
As;03 197,8 Sigma NaOH (2M) M 0,989
HgCl, 271,59 Fluka Eau distillée 0,1M 0,2716
SnCl,, 2H,0 225,63 Panreac Ethanol a 99,9% 0,1M 0,22563
ZnCl, 136,28 Prolabo HCI (30mM) 1M 1,3628
FeSQO4, 7H,O 278,02 Labosi Eau distillée M 2,78
CuSO0., 5H,0 249,68 Labosi Eau distillée 1M 2,497
MnCly, 4H,0 197,91 Carlo Erba Eau distillée M 1,98
CoCly, 6H,0 237,93 Labosi Eau distillée 0,1M 0,2379
As,0s5 229,84 Acros organics HCI (2M) 0,1M 0,1149

Les solutions diluées, utilisées pour les essaisl@ection par les souches sensibles, sont
préparées dans de I'eau distillée. Elles sont :

- soit aliquotées dans des tubes Eppefidief2 ml et stockées & —20°C durant 3
mMois.

- soit préparées extemporanément, juste avantxigériementations et utilisées
immédiatement. Dans ces conditions, les solutiolgées ne sont pas
réutilisées.

2.3.3.2. Solution de saccharose

Une solution de saccharose (Sidhhast nécessaire pour la lyophilisation des baztéein
microplaque. Cette solution est préparée le jouredgérience dans de I'eau distillée a une
concentration de 24% (M/V). Elle est ensuite s&d par filtration sur membrane de
0,22uM.
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2.3.3.3. Solution de MgQO

La solution de MgS@est préparée dans de I'eau distillée & une coratimt de 1GM. Pour
1 litre d’eau distillée, 2,46g de Mg$O7H,O (Sigm&) sont dissous. La solution est
homogénéisée et stérilisée a I'autoclave a 1201@nd20 minutes.

2.3.4. Echantillons environnementaux

2.3.4.1. Prélevement et mesure in situ

Les difféerents prélevements d'eau ont été effecer@saccord avec la norme ISO 5667-3
(AFNOR-1S0.5667-3 2004). Ces derniers ont été séalidans des bouteilles en verre d’'un
litre préalablement lavée a I'acide (HCI 10% durdaBtheures, rincage a I'eau ultra-pure et
séchage). Durant le transport, les échantillongtinmaintenu au froid. Lors du prélévement,
un certain nombre d’éléments a été relevé :

I'oxygene dissous (LDO10103, HQ40d, Hach Lange)

- latempérature (Sentix 41, Multiline P4, WTW)

- le pH (Sentix 41, Multiline P4, WTW)

- la conductimétrie (TetraC8r825, Multiline P4, WTW)

- laturbidité (2100P Turbidimeter, Hach Lange)
Les caractéristigues des échantillons prélevés siéiaillées dans le paragraphe
4.5. Validation des arbres de décision sur des itedrenvironnementales

2.3.4.2. Préparation d’échantillons contaminés

Afin de simuler des événements de contaminationr@mvementale par des métaux, nous
avons ajouté dans certains échantillons, des ctiatiems définies de métaux (cadmium,
arsenic, cuivre et/ou mercure).

2.3.4.3. Conservation des échantillons

Les échantillons ont ensuite été aliquotés, filteisou acidifiés avant d’étre stockés
(Tableau 16).

TABLEAU 16: CONDITION DE STOCKAGE ET PRETRAITEMENT DES ECHANTILLONS
%t,o%kagﬁl de %t,o%kagﬁl de Dosage Dosage du | Dosage de | Dosage du | Dosage du | Echantillon
echantifion | fechantilion biologique | mercure * I'arsenic cuivre cadmium filtrée
brut filtré
Filtration sur . . . . . .
0,45 uM F Oui Oui Oui Oui Oui Oui
Volume
stocké 2 x 50ml 50 ml 2x15ml 20ml 15ml 15ml 15ml = 800ml
Température
de stockage -20C -20C -20C +4T -20C -20C -20C +4<C
Durée du . . . . . . . .
stockage 2-3 mois 2-3 mois 2-3mois  1semaine  2-3 mois 2-3 mois 2-3 mois 1 semaine
Conditions Stockage a
particulieres I'obscurité

56



Chapitre 2 :Matériels et méthodes

": Ajout d’'une solution concentrée d'acide chlortigde et d'or (selon les recommandations du lairetdépartemental
d’'analyse)
F: Filtre PalP, GN-6 MetriceP MCE Membrane Disc Filters, référence 66278

2.3.4.4. Dosage chimigue des métaux dans les éltbastenvironnementaux

Dans le cadre de I'étude, nous nous sommes limitguement aux meétaux pris en compte
dans le développement du modele biologique a sawicadmium, le mercure, le cuivre et
I'arsenic.

Les dosages du mercure et de l'arsenic ont étésésahu Laboratoire Départemental
d'Analyses de Vendée par le service « Micro-polisiaminéraux ». Le dosage de l'arsenic a
éte realisé par spectrométrie d'absorption atomayggnération d'hydrures (GH-SAA) en
accord avec la norme ISO 11969. Le mercure a &é,d®lon la norme ISO 17294-2, par
spectrométrie de masse avec plasma a couplagdiin@oP-MS).

Les concentrations en cuivre et en cadmium ontné&surées au laboratoire ISOMER de
'Université de Nantes en collaboration avec le DC. Amiard. Le dosage du cuivre a été
réalisé par spectrométrie d'absorption atomiques darlamme (FAAS) alors que le dosage
du cadmium a été effectué par spectrométrie dptisn atomique a four graphite (GFAAS).

2.4. Cultures bactériennes et conservation

2.4.1. Isolement et conservation sur boites de pétr

Avant toute expérience, les bactéries sont is@déedoites de pétri contenant du milieu AcG

1X avec de I'ampicilline & 100ug.thl Les bactéries sont isolées & partir d’'un cryotube
conservé a —80°C. Cette technique permet de vélifipureté de la souche conservée et de
I'acclimater au milieu de croissance. Les colorobsenues sur boite sont utilisées pour les
pré-cultures bactériennes. Les isolements sur gdlost stockés a 4°C et protégés des rayons

ultra-violets et de 'oxygene jusqu'a 2 semaines.

2.4.2. Pré-culture bactériennes

Afin de stabiliser et d’acclimater les bactériemgldée milieu choisi, une pré-culture durant
toute une nuit des souches est indispensable danglieu a leur température d'utilisation
finale (généralement 30°C).

Les milieux de pré-cultures sont identiques auxiemd de culture, les bactéries sont
ensemencées a partir des colonies isolées sur loieitegpétri. Les pré-cultures sont
généralement réalisées en tube de 20ml ou en exlgmrde 100ml contenant respectivement
7ml et 20ml de milieu de culture. Afin d’exercereupression de sélection, de I'ampicilline
est généralement ajoutée au milieu & hauteur dg.B0f Aprés une nuit d’incubation & la
température souhaitée et sous agitation (250rpm)lensité bactérienne est évaluée par
mesure de I'absorbance & 620nm.
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2.4.3. Culture des bactéries

Afin que les inocula bactériens soient comparablfes point de vue physiologique, une
culture est réalisée avant chaque expérience. Lieurde culture choisi (généralement Ac
1X) avec ou sans antibiotique (ampicilline & 50pdd)mest ensemencé a partir de la pré-
culture. L'absorbance initiale de la culture baetgne ensemencée doit étre proche de 0,2 ou
0,075 selon les souches bactériennes. La culttr@as incubée durant quelques heures a la
température souhaitée et sous agitation (250rpsajuja I'obtention de la densité bactérienne
souhaitée (Tableau 17) :

- soit 0,45 qui correspond au milieu de phase egptielle de croissance

- soit 0,18, uniquement pou.coli DH1 pBTaclux qui correspond au pic de
production de bioluminescence (cf. paragraphe 3.2.2

TABLEAU 17: RECAPITULATIF DES CONDITIONS DE CULTURES DE SOUCHEBACTERIENNES UTILISEES
AU COURS DE CETTE THESE
Souche bactérienne Aezom Volume de culture (ml) |  Ajout d’antibiotique
Anitiale | AFinale
E.coli DH1 pBZntlux 0,2 | 0,45 15 Amp — 50ug.mi*
E.coli K12 MG1655 pBZntlux 0,2 | 0,45 15 Amp — 50pg.ml™*
E.coli DH1 pBArslux 0,2 | 0,45 15 Amp — 50ug.mi*
E.coli K12 MG1655 pBArslux 0,2 | 0,45 15 Amp — 50ug.mi*
E.coli DH1 pBMerlux 0,2 | 0,45 15 Amp — 50ug.mi*
E.coli K12 MG1655 pBMerlux 0,2 | 0,45 15 Amp — 50ug.mi*
E.coli DH1 pBCoplux 0,2 | 0,45 15 Amp — 50ug.mi*
E.coli K12 MG1655 pBCoplux 0,2 | 0,45 15 Amp — 50ug.mi?
E.coli DH1 pBTaclux 0,075 | 0,16 50 Amp — 50pg.ml *
E.coli K12 MG1655 0,2 | 0,45 15 /
Amp : Ampicilline / : Pas d’antibiotique
2.4.4. Conservation des souches a - 80°C

Afin de conserver dans le temps les différentesises bactériennes, ces derniéres peuvent
étre stockées a —-80°C durant 1 a 2 ans.

Pour cela, 800ul de glycérol pur et stérile sootiggs a 5ml de culture bactérienne fraiche. La
solution est ensuite homogénéisée et aliquotée dhmss cryotubes stériles de 1,8ml
(Simport™) & hauteur de 1,5ml par tube. Les tubes sont englaicée & —80°C.
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2.5. Méthode de suivi de la croissance bactérienne

2.5.1. Mesure de 'absorbance

La mesure de I'absorbance est un moyen rapidefiea@d pour évaluer la densité cellulaire
d’une culture ou pré-culture bactérienne.

La mesure de l'absorbance est réalisée a 620nm kvespectrophotométre U-1800
(HITACHI®). L’échantillon mesuré est placé dans une cuvelastique de 1 cm de trajet
optique (Ratiolab, ref.2712120), une autre cuveteztant le milieu de culture sans bactérie
sert de référence. La mesure est valide a condijtien’absorbance de la culture mesurée soit
comprise entre 0 et 0,8 afin de respecter la gaderieéarité de la loi de Beer-Lambert. Au
dela de 0,8, la culture doit étre préalablementad]

2.5.2. Méthode des UFC (Unité Formant Colonie)

Le dénombrement par UFC est une méthode de guanitin des bactéries. Cette méthode ne
s’intéresse toutefois qu’'aux bactéries viablesuéitvables dans un échantillon. On considére
gue chaque unité (bactérie) forme une colonie apnésibation sur boite de pétri.
L’observation macroscopique de I'aspect des cotopiermet de différencier les colonies de
bactéries contaminantes de celles que I'on veuttiis.

Des dilutions sont réalisées a partir de I'échlmtilanalysé avec des rapports de dilutions
allant de 13 a 10°. 100ul de suspension bactérienne sont étalés site ke pétri
(généralement milieu LBG + antibiotique) et incubas30°C durant 24 heures. Le
dénombrement est alors effectué a I'aide de léioelsuivante :

UEC/mL = Nb Colonies x 10 F : Facteur de dilution

=

2.6. Cinétique de croissance bactérienne

2.6.1. Cinétigue de croissance bactérienne en phdgpiide (homogene)
Apres une pré-culture, les bactéries sont réenssgeendans du milieu frais (Ac 1X +
antibiotique), et incubées a 30°C sous agitati@® (pm).

Le suivi de la densité cellulaire dans le milieu ddture est évalué par la mesure de

'absorbance a 620 nm. Un prélevement est réaiges les 60 minutes environ durant toutes

la durée de la croissance. La fin du suivi de sanse correspond a l'arrivée des bactéries en
phase stationnaire.

2.6.2. Cinétique de croissance bactérienne en phasenmobilisée
(hétérogene)

L’évaluation de la densité bactérienne dans urd@gejarose nécessite une étape préliminaire
(Affi 2009).
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En effet, les bactéries étant emprisonnées dansmatece solide, il est nécessaire de les
extraire préalablement. Pour cela, I'hydrogel esité du puits a l'aide d’'une ceuse stérile et
introduit dans un tube Eppenddre 1,5ml. Il est ensuite broyé a I'aide d’un pistwoyeur
stérile (Cyclo-prep ; AMRESCO), repris dans 500jel sblution de MgS® (10°M) et
homogénéisé (Vortex) durant 30 secondes. Aprésmidg#Enéisation du mélange, le
dénombrement de la suspension est réalisé parclmitpie des UFC (cf. paragraphe
:2.5.1.2)).

777

Le suivi de croissance en phase immobilisée aéstiisé en utilisant la carte multi-canal de
Lumisens lll en configuration mono-canal (figure).26haque jour, une ligne a été sacrifiée
afin de pouvoir prélever les hydrogels contenans leactéries sans interrompre
'expérimentation. Le suivi de croissance en phas®obilisée a été réalisé sur une période
de 5 jours.
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FIGURE 26: PROCEDURE DE DENOMBREMENT DES BACTERIES EN PHASE INDBILISEE A PARTIR DE LA
CARTE 1 DE LUMISENSIII

2.7. Transformation des bactéries avec des plasmides

2.7.1. Purification des plasmides

Chaque plasmide est extrait et purifié & I'aidendkit miniprep (QIAGEN, QIAprep Spin
Miniprep Kit) a partir d'une culture bactérienne ldesouche héte dans du milieu de culture
LB contenant I'antibiotique approprié. Le protocoseiivi est décrit dans le manuel
d’utilisation du kit miniprep (QIAprep Miniprep Halbook, Protocol: Plasmid DNA
Purification Using the QlAprep Spin Miniprep Kit@@a Microcentrifuge).

La qualité de l'extraction est vérifiee par migoati dans des gels d'agarose a 1%
(Eppendor?, tampon TAE 1X) de 10ul de solution plasmidiquecuels sont ajoutés 2l de
tampon de chargement (Eppen&rfUn marqueur de taille est inclu dans chaque Igel.
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migration se déroule dans une cuve d’électropharé@sgpid dans du tampon de migration
TAE 1Xa 100 V.

Les gels sont ensuite placés dans un bain de tivéleTAE 1X) contenant du SYBR
Safe 1X (Invitrogen) pendant 20 minutes. La lecture des gels seuaitse table UV.

2.7.2. Mise en compétence des bactéries

Seule la souch&.coli K12 MG1655 a été mise en compétence afin d’étesformée avec
les plasmides souhaités (pBZntlux, pBArslux, pBQapt pBMerlux).

Le protocole de mise en compétence des bactérieisses d’'un ouvrage de Sambrook et
Russell (2001). Ces bactéries électro-compétenbes préparées selon la méthode au
glycérol. 450ml de culture a une absorbange# de 0,8 sont centrifugés a 4000g pendant
10 minutes a 4°C. Le culot est ensuite lavé unenjgme fois avec 400ml d’'eau distillée
stérile a 4°C puis 3 autres fois avec, respectivem@®0ml, 200ml et 25ml de glycérol 10%
stérile a 4°C en prenant soin de maintenir le calo4°C. A chaque lavage, I'étape de
centrifugation est réalisée a 4000g durant 10 remat4°C. Le culot final est repris par 400ul
de glycérol 10%, aliquoté par 50ul dans des tubRER stériles et stocker a —80°C jusqu’a
utilisation.

Les bactéries électro-compétentes conservées &-80ft utilisables pendant un an.

2.7.3. Transformation des bactéries compétentes

La transformation des bactéries électro-compéteanes les ADN plasmidiques est réalisé
par électroporation comme suit. Dans un premiepgertes cuves a électroporation utilisées
(Eppendorf, Référence : 4905021) sont refroidies dans laegides fractions aliquotées de
cellules compétentes sont décongelées a 4°C. 1gdlddon concentrée d’ADN plasmidique
est dilué avec 2ul d'eau distillée stérile (VePsdEau stérile pour irrigation). Les 3ul de
solution plasmidique sont ajoutés au 50ul de sisprrde bactéries compétentes (dans la
glace) et homogénéiser. Le mélange ADN-cellules58g! est transféré dans la cuve a
électroporation froide et un choc électrique de®®6lts est immédiatement exercé avec un
électroporateur. Dés le choc électrique termin@u®de milieu LB stérile sont ajoutés afin de
remettre les bactéries en suspension et incubés B7°C. La suspension bactérienne
transformée est étalée sur boite de pétri LBG camte 100pg.mt d’ampicilline. Les
volumes étalés sont de 1ul, 10ul, 100ul et le cuéstant, préalablement concentré
(centrifugation durant 4 minutes a 40009) et insuthérant 24 heures a 37°C.

2.7.4. Criblages des clones recombinants

Seules les bactéries transformées avec le plassaide capables de se développer sur un
milieu contenant de l'antibiotique. En effet, |ssigtance a I'antibiotique est apportée par le
plasmide.

Pour vérifier chaque transformation, plusieurs efoont été choisis sur boite de pétri. Ces
clones ont été remis en culture et leurs plasmide£té extraits. Ces solutions plasmidiques

61



Chapitre 2 :Matériels et méthodes

ont été digérés par des enzymes de restrictionemisé sur gel d'agarose. Les profils de
migration ont été comparés aux profils théoriquastgnus a partir du logiciel pPDRAW32,
AcaClone). Les clones validés ont été conservéDaG-&f. paragraphe 2.4.4.).

2.8. Lyophilisation des bactéries en microplaques

Dans un premier temps, les différentes souchesti@ches inductibles sont remises en
culture a 30°C sous une agitation de 250 rpmganA = 0,2. Aprés environ une heure de
culture, la souche constitutive est, a son tounige en culture a 30°C sous une agitation de
250 rpm a Azonm= 0,075. Le décalage entre les deux remises eareypermet d’obtenir en
méme temps les bactéries a la densité cellulairbastée (souches inductibles ¢26nm= 0.45

et souche constitutive :¢fonm= 0.16).

En paralléle, 100ml de solution de saccharosdest@i24% (cf. paragraphe 2.3.3.2.) et 100ml|
de milieu acétate (Ac 1x) stérile (cf. paragrapt®e12) sont refroidis dans la glace.

Lorsque les absorbances souhaitées a 620nm semtedt 7 ml de suspension de bactéries
inductibles et 16ml de suspension de bactériestitatinges sont centrifugés dans des tubes
Falcorf de 50ml & 10000 g pendant 10 minutes et & 4°G.clukts bactériens sont repris par
5 ml de milieu Aclx refroidi et 5 ml de saccharas24% refroidi. L’absorbance a 620nm est
ajustée pour I'ensemble des souches a 0,075 avécdeOmilieu Ac 1x a 4°C et 50% de
saccharose a 24% a 4°C.

Les suspensions diluées de bactéries sont enséparties dans les microplaques
(Microwell™ plate, Nunc) & hauteur de 100u| de suspension par puits eégdaa —80°C
durant 2 h 30 environ avant d’étre lyophilisée$@°€ sous une pression de 0,05 mbar durant
36 heures (Chri& Alpha 1-2). Les microplaques lyophilisées somtiges hermétiquement
avec un film autocollant en polyéthylene transpare(Dominique Dutscher,
Référence : 106524) et stockées jusqu'a 3 moieG-2

2.9. Essai d'induction en microplaque : bioessai

2.9.1. Essai d’induction avec des bactéries en pledgquide

A partir d’'une culture de bactérie a la densitéhsatée (cf. paragraphe 2.4.3.), La densité
cellulaire des suspensions bactériennes est ajustéd®.onm = 0,075. Les différentes
suspensions bactériennes diluées sont réparties dizm micro-plaques (Microweéllplate,
Nunc') & hauteur de 100u! par puits. 25ul de solutioresier sont introduits par puits
(dilution 1/5 de la solution testée). Le suivi deproduction de bioluminescence est realisé a
I'aide d’'un luminométre & microplaque (BerthBIMlicroLumat Plus Lb96V). Les paramétres
de mesure sont :

- temps d’'intégration : 1 seconde par puits
- consigne de température imposeée a I'élémenttplle 30°C

Une mesure est effectuée apres 0 et 60 minutesowi@aat bactéries/échantillon et entre
chaque point de mesure, les bactéries sont incu#bh&esC.
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2.9.2. Essai d’induction avec des bactéries lyopisées

Dans le cas de bactéries lyophilisées, une étapalgile de réhydratation est nécessaire.
100ul d’eau distillée sont ajoutés dans chaques pi@itla microplaque contenant de bactéries.
Cette derniere est ensuite incubée a 30°C pendantiutes. 25ul de solution a tester sont

introduits par puits. Le suivi de la bioluminescemst réalisé dans les mémes conditions que
pour les essais d'induction avec des bactériehasailiquide.

2.9.3. Traitement des données brutes de biolumineste

Les données brutes de bioluminescence sont coevezti facteur d’induction ou en taux
d’inhibition en fonction des souches bactérienndisées.

Avec les souches bactériennes inductibles, lesénaont converties en facteur d’induction

selon la formule suivante :
FI : Facteur d’induction

(B Lrnesuré) BL mesurse: Dioluminescence émise par la souche bactérienmontact avec
Fl= I'échantillon testé (RLUY
(B Ltémoia BLismoin : bioluminescence émise par la souche bactérienm®ntact avec le

témoin (eau distillée) (RLUY

Dans certain cas, les facteurs d’'induction somisfiameés en logarithme afin de réduire les
distances arithmétiques entre certaines valewmstamplifier des différences (Figure 27).

Concentration avec la
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FIGURE 27: MISE EN EVIDENCE DES DIFFERENCES PAR CONVERSION DHS\CTEURS DINDUCTION EN
LOGARITHME. (SOUCHEE.COLIK12 MG1655PBARSLUX)

On note que le passage du facteur d’induction gers logarithme permet de mettre en
evidence des difféerences. Ainsi le seuil de déact’abaisse dans cet exemple de 0,5uM a
0,05uM.

Avec la souche bactérienne constitutive, les dommieebioluminescence sont converties en
taux d’inhibition selon I'équation suivante :

Tl : Taux d’inhibition d’induction

(BLmesurée) BL mesur¢e: bioluminescence émise par la souche bactérienmantact avec
TI=1- Bliamo I'échantillon testé (RLUY
( emo’”) BL ¢moin - bioluminescence émise par la souche bactérienmentact avec le

témoin (eau distillée) (RLU.s-1).
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2.10. Analyse descriptive des données collectéesléatloppement des
arbres de décisions

2.10.1. Construction d’'une matrice de données : phad’expérience

Conventionnellement, I'étude des phénomeénes bigleg impligue une prise en
considération de I'ensemble des facteurs indépendarnafin de montrer leurs principaux
effets. Avec cette approche, le nombre d’essaéaliser augmente considérablement avec le
nombre de paramétres étudiés (quatre métaux)nenidre de niveaux attribués a chacun de
ces parameétres (quatre niveaux de concentratiokinsi, dans notre cas, le nhombre de
conditions expérimentales s’éléve & sgbit 256 conditions & réaliser. A noter, que cette
approche facteur par facteur ne permet pas d’appdén les phénomeénes d’interactions entre

les paramétres évalués.

Les plans d’expériences sont des outils totalerapptopriés dans le cadre de I'évaluation
d’'un grand nombre de variables simultanément,gatnhcluant les phénomenes d’interaction.
Avec cette approche, contrairement a I'approch&tacpar facteur, I'ensemble des niveaux
de chacun des facteurs sont définis préalablenston sin schéma d’étude avec I'objectif de

visualiser le mieux possible dune part, les effgisopres aux facteurs étudiés

(bioluminescence induite en fonction des métauxos&p) et d’autre part, les phénomeénes
d’interaction entre les facteurs (conséquence dengé de métaux sur l'induction de la

bioluminescence bactérienne). Cette étape du prégisé en collaboration avBcCourcoux

de 'ONIRIS (Nantes) a permis de réduire le nomibeeconditions a réaliser de 256 a 192
conditions.

Le plan d'expérience a ainsi permis, d’'une part,rélduire considérablement le nombre
d’expériences a réaliser mais également d’obten@ mnatrice de données représentant au
mieux les relations entre métaux testés en mélanggonses bactériennes induites.

A noter que les niveaux de chaque facteur ont dtésis en fonction des sensibilités des
souches bactériennes de références. Les concengratnt été choisies pour représenter des
gammes de concentrations. Les concentrations érdéerminées a partir des résultats issus
lors de la premiére phase de I'étude concernactifactérisation des souches bactériennes
bioluminescentes.

2.10.2.  Analyses descriptives : Analyses factoriefl discriminantes

Une premiere étape d’'analyse descriptive des derméeé réalisée afin d’évaluer rapidement
la répartition des données de bioluminescence fi@ct® en fonction des métaux et de leurs
niveaux respectifs. Une analyse factorielle disorante, procédure statistique incluse dans le
logiciel XLSTAT (Addinsoft’) a été appliquée a I'ensemble des données cakeciinsi,
des données inexploitables (données issues d'ébrantoxique) ont été écartées de la
matrice totale et des groupements de différenteacardrations ont été réalisées
(concentrations induisant des niveaux de biolunu@ese similaires).
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2.10.3. Développement des arbres de décisions

Dans le cadre du projet d'identification de métaax bactéries bioluminescentes, des outils
statistiques tels que les arbres de décision sbligés non pas comme outil d’analyse

exploratoire des données mais en tant qu’outilrddiption. Aussi, I'étape de conception des
arbres de décision est une étape primordiale codepds deux phases.

Une phase d’apprentissage, réalisée a partir éundg données dit « d’apprentissage », au
cours de laquelle sont développés les arbres dsialis. L'objectif de cette phase est de

répartir les données en groupes homogénes selamithees de segmentation calculés a partir
de différentes variables prises en compte danmteeles (bioluminescence des différentes
souches bactériennes).

La seconde phase, dite « d’évaluation », est gahspartir d’'un autre jeu de données : le jeu
d’évaluation. Elle permet d'évaluer I'efficacitégalictive des différents modéles.

Le développement de ces arbres a été réaliséipmriédiaire de deux logiciels d’'induction
d’arbre de décision :

- le logiciel SIPINA, développé par I'Equipe de Rerche en Ingénierie des
Connaissances (ERIC) de I'Université Lumiére Lyo@Z@hedet al. 1992).

- le logiciel Metalsoft, développé au sein du latoire, dédié spécifiquement a notre
projet.

2.10.3.1. Répartition aléatoire des données : japprentissage et jeu d’évaluation.

L’ensemble des données prétraitées (données tatabass les données non exploitables
issues de l'analyse factorielle discriminante) obts par le plan d’expérience a été réparti
aléatoirement en deux groupes, un jeu d’appregissaun jeu d’évaluation, avec un taux de
répartition respectif de 70% et de 30%. Cette é&gpenduite par une fonction de répartition
aléatoire interne aux logiciels d’induction utiksé

2.10.3.2.  Logiciel SIPINA

SIPINA est un outil gratuit d’exploration de doneéspécialisé dans l'induction d’arbres de
décision. C’est un logiciel libre d’accestp://eric.univ-lyon2.fr/~ricco/sipina.htinintégrant des
fonctionnalités interactives lors de la constructitarbres de décision.

L’algorithme utilisé pour la création des arbres @ type Improved CHAID (CHi-Squared
Automatic Interaction Detector) : variante de l@aighme originel CHAID, (Kass 1980).
Avec cet algorithme, les variables de segmentatiale leurs valeurs sont calculés a partir du
test t de Tschuprow (Rakotomalala 2005), équivahemialisé par le nombre de degrés de
libertés du KHi dont le domaine de définition est [0 ; 1]. Au code cette phase préliminaire,
aucun critere automatique d’élagage (pré-élagageosti€élagage) n'a été mis en ceuvre. Les
arbres ont été élaborés a partir du jeu d’appeadis (cf. paragraphe 2.10.3.1.)

Les arbres obtenus ont été appliqués sur le jewdadmées d'évaluation et optimisés
manuellement par post-élagage afin de réduireube d&erreur d’identification.
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2.10.3.3. Logiciel Metalsoft développé dans le eatlr projet

Cet outil informatique, développé en langage JAVi&e d’'une part a assister 'opérateur lors
de la phase de conception des modeles prédictifsagime de décision et d’autre part a
faciliter l'interprétation des données issues dathlons inconnues.

Le module de conception des arbres de décisionseemur le méme algorithme que
précédemment (2.10.3.2. Logiciel SIPINA) : Improv@dAID. Pour concevoir les arbres de
décision, les données prétraitées ont été répaaliestoirement en 2 groupes: un jeu
d’apprentissage permettant la création des arlires geu d’évaluation utilisés dans le but
d'estimer leurs performances discriminatoires (talerreur). Cependant, la qualité et
laspect des arbres sont fortement influencés ma données incluses dans ce jeu
d’apprentissage. Aussi, pour améliorer le pouvascriminant des arbres générés, une
fonction optionnelle a été intégrée dans ce moduaktte fonction consiste a générer une
multitude d’arbres de décision unique (dans naaie:=1000) baseés, a chaque fois, sur une
nouvelle répartition des données entre le jeu d@apssage et le jeu d’évaluation tout en
conservant le ratio de distribution, respectiven¥8b et 30%. Cette fonction permet ainsi de
limiter I'effet des données aberrantes inclusessdanjeu d’apprentissage. Afin de limiter
'expansion des arbres, et parallelement I'obtentibun modele surdimensionné non
représentatif des phénomeénes observés, un crieerpr@élagage a été instauré : effectif
minimal d'un nceud = 4.

Le second module d’aide a l'interprétation des @&snest un outil graphique qui facilite
lanalyse des données de bioluminescence bactérie@bienues a partir d’échantillon
inconnu. Il permet d’estimer la concentration pnéseen métal dans I'échantillon analyseé (ici,
cadmium, arsenic, mercure et cuivre).

2.10.4. Validation des arbres de décision sur des échantillons de
I'environnement.

Afin de valider les modéles prédictifs par arbredéeision, ces derniers ont été soumis a des
échantillons industriels ou environnementaux pa#atent contaminés par des métaux.
Ainsi I'évaluation du pouvoir discriminant du moeled été réaliser par comparaison entre,
d'un coté, les concentrations prédites avec notéthade biologique associant bactéries
bioluminescentes et arbres de décision, et ded'aatté, les concentrations mesurées par les
méthodes chimiques traditionnelles.

2.11. Ingénierie du biocapteur hybride : bioessa eontinu

Lumisens IV est un systeme de suivi en ligne ddkignats par bactéries bioluminescentes
lyophilisées développé au cours cette these. Neugaiterons pas ici de I'aspect technique de
I'appareil car il sera développé tres largemerdridurement dans le chapitre 6.
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Chapitre 3 : Caractérisation des souches bactériems et mise au
point de la méthode de détection de metaux lourds
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A I'exception de la souche constitutizecoli DH1 pBTaclux (contréle de toxicité), 'ensemble
des souches bactériennes utilisées au cours @etlvesie sont issues de la transformation de la
souchekE.coliK12 MG1655 avec différents plasmides de déteadiesmmeétaux.

3.1. Construction des souches bactériennes inddeshbioluminescentes

Les plasmides utilisés ont été développés soitcauscde travaux antérieurs (Charrier 2006,
Charrieret al. 2010b) soit dans le cadre de ces travaux (caslakmple pBMerlux). Le
schéma général des plasmides reste le méme quallesajt la construction : l'opéron de
bioluminescence d¥ibrio fischeri, luxCDABEest placé sous le contréle d'un promoteur
inductible parsR, pcopA, pzntAu pmerT) ; un gene de résistancan{pR est cloné dans le
vecteur afin de faciliter le maintien des constinret dans les cellules. Certaines constructions
integrent également des génes de régulation desopears ArsR ou MerlR Les cartes des
plasmides sont reprises dans la figure suivante.

,Omer}?

pBMerlux

pBArslux

FIGURE 28: PLASMIDES UTILISES POUR LA DETECTION DE METAUX SPEEIQUES DANS LE CADRE DE CETTE
THESE

3.2. Effet de la phase de croissance sur I'inductide la bioluminescence des
souches bactériennes

Comme décrit préecédemment (1.3.4. Parametres imfarg la bioluminescence bactérienne),
I'état physiologique des bactéries est un paranggirenflue fortement sur les niveaux de
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production de bioluminescence. Ainsi de mieux apenéler ce phénomene, la production de
bioluminescence induite a été suivie en paralleli&actroissance des bactéries.

3.2.1.
inductibles

Effet de la phase de croissance sur les soes bactériennes

L'étude réalisé sur les souches bactériennes ibtkgta consisté a mesurer les niveaux de
bioluminescence produits aprés 60 minutes d'exposau métal. Les résultats obtenus sont
présentés dans la figure 29. Les courbes en bjgasentent la croissance des bactéries et les
courbes en rose montrent les niveaux de biolumemesc produits par les bactéries

inductibles.
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FIGURE 29:

PBZNTLUX, PBARSLUX, PBCOPLUX ET BBMERLUX (N=2).

Conditions expérimentales :

EFFET DE LA PHASE DE CROISSANCE SUR LA DETECTION DESOUCHESE.coLI K12 MG1655

Culture en batch, milke 1X, 30°C, 250rpm. Absorbance mesurée a 620nm.

Induction réalisée en microplaque, 25ul d’'une sofuting fois concentrée en métnt ajoutés a 100ul de
suspension bactérienne a §,=0,075. La mesure est réalisée aprés 60 minutesulbation a 30°C.
Ci : Concentration initiale avant dilution par 5nddes puits
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Les taux de croissance observés pour les diff&eameches bactériennes étudiées ne sont pas
influencés par les constructions plasmidiques. figt,des taux de croissance respectifs pour
E.coli K12 MG1655 pBZntlux, pBArslux, pBCoplux et pBMexisont de 0,534h 0,522,
0,543H" et 0,515H.

D'apres ces résultats, la phase de croissancedeyslus ou moins important dans l'induction
de la bioluminescence en fonction des souches rmtés inductibles. Avec les souches
E.coliK12 MG1655 pBZntlux, pBArslux et pBMerlux, les e&ux de bioluminescence
induits restent relativement stables malgré lefmihtes phases de croissance bactérienne,
mis a part la baisse observée en fin de phase erfiele pourE.coli K12 MG1655
pBArslux et pBMerlux.

Avec la souchee.coli K12 MG1655 pBCoplux, la production de bioluminesoe dépend
d’avantage de la phase de croissance. En effehivesaux observés en phase exponentielle
sont significativement plus faible qu'en phasetaiire : les facteurs d'induction calculés en
phase exponentielle sont inférieurs a 10 alorsqubase stationnaire, ils dépassent 200.

Ces premiers résultats mettent en évidence lirapoet de la maitrise des conditions de

cultures des bactéries. En effet, il est primoedidé contréler la croissance bactérienne de
maniére a obtenir des données reproductibles.

3.2.2. Effet de la phase sur la souche bactérienmenstitutive (E.coli
DH1 pBTaclux)
Une étude similaire a été réalisée avec la souientinescente constitutive. Cette souche,

E.coli DH1 pBTaclux, a été transformée avec un vecteasrpidique contenant lI'opéron de
bioluminescence sous le contréle du promoteur gatiiptac (figure 30-A).

0 T 6,0E+06

05 - - & _ _ Bioluminescence, 5005
maximale

+ 4,0E+06

- 3,0E+06

pBTaclux

-1,5

Ln(A 620nm)

Densité optimale

+ 2,0E+06

Bioluminescence relative / A 620nm

-2,5 - 1,0E+06

0,0E+00

0 2 4 6 8 10

A B Temps (h)

FIGURE 30: CONSTRUCTION PLASMIDIQUE BTACLUX ET EFFET DE LA PHASE DE CROISSANCE SUR LA
PRODUCTION DE BIOLUMINESCENCE DE LA SOUCHE.cOLIDH1 PBTACLUX.

Conditions expérimentales : Culture en batch, milfe 1X, 30°C, 250rpm. Absorbance mesurée a 620nm.
Suivi de bioluminescence en microplaque, 100ul wipension bactérienne. Les données de bioluminescen
obtenues sont rapportées a lI'absorbance a 620nme{Bly/ As20nn-
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En paralléle du suivi de la croissance bactérigrigure 30-B), la bioluminescence émise a
été mesurée. La courbe en bleu représente la ancissles bactéries et la courbe rouge, la
bioluminescence produite.

On note un taux de croissance horaire avec cetighsecde 0,597 Ces résultats mettent en
évidence un pic d'émission de bioluminescence ebutdéle phase exponentielle a
As20nn=0,18. Le promoteurptac étant un promoteur hybride fonctionnel dérivé des
promoteurdrp etlac (De Boeret al. 1983), il a conservé le site de régulation pasrtaéine
Lacl du promoteutac. ptacest donc directement régulé par Lacl (Cooksbal. 1990). Lacl

est une protéine naturellement synthétisée dhenli DH1, toutefois, les concentrations
présentes dans les cellules bactériennes peuveat ea fonction des phases de croissance
(Michan et al. 1999) expliquant ainsi I'évolution observée degeaiix d'émission de la
bioluminescence.

3.3. Spécificités des souches inductibles

Comme le démontre la littérature, les constructigesétiques mises en oeuvre pour la
détection des métaux ne permettent pas une recsamae mono-spécifique de composés
chimiques. En effet, une souche bactérienne biglastente inductible est généralement
sensible a plusieurs métaux (Binet and Poole 2B8fiheret al. 2001, Stoyanov and Brown
2003, Ivasket al. 2009, Charrieet al. 2010b). Inversement un méme métal peut induiee un
réponse chez différentes souches bactériennes éradgr différences entre les constructions
génétiques : promoteurs inductibles (Moetel. 2005, Wang and Crowley 2005, Ivasikal.
2009, Charrieet al.2010b).

TABLEAU 18: METAUX TESTES ET LIMITES DE DETECTION OBSERVEES AVE(ES SOUCHES
BACTERIENNES BIOLUMINESCENTES INDUCTIBLES
Métaux testés Limite de détection (Ecart type) (UM) Seuils légaux*
Zntlux Arslux Merlux Coplux (M)
Cadmium 0,02 (0,018) 4,7 (1,8) 4,8 (1,9) Nd 0,045
Mercure 0,053 (0,007) Nd 0,0018 (0,00003) Nd 0,005
Arsenic 1l 21 (14,7) 0,725 (0,17) 1,6 (1,12) Nd 0,135
Cuivre 33,1 (16,5) Nd 5,3 (0,91) 309,3 (32,5) 315
Plomb 11,1 (4,5) Nd Nd Nd 0,05
Etain Nd Nd Nd Nd Nc
Arsenic V 15,7 (2,8) 0,82 (0,0004) 33,7 (0,8) Nd 0,135
Zinc 13,75 (0) Nd Nd Nd Nc
Nickel 137,5 (0) Nd Nd Nd 0,34
Cobalt 14,1 (3,1) Nd Nd Nd Nc
Chrome VI 969,5 (142,1) Nd Nd Nd 1
Chrome llI Nd Nd Nd Nd 1
Argent Nd Nd Nd 6,7 (0,08) Nc
Fer 18,9 (7,2) Nd 65,4 (23,4) Nd 35°
Manganese Nd Nd Nd Nd 1

Zntlux : E.coli K12 MG1655 pBZntlux ; Arslux E.coli K12 MG1655 pBArslux ; Merlux E.coli K12 MG1655
pBMerlux ; Coplux :E.coli K12 MG1655 pBCoplux ; Nd : Non détecté ; Nc : Namcerné par la législation ;
* : réglementation européenne appliquée aux eawodsommation humaine (98/83/CERaramétre indicateur
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Afin de déterminer les gammes de détection desrgusaiuches bactériennes inductibles,
guinze métaux ont été testés en bioessai (Tablal ds limites de détection observés avec
les souches bactériennes sont reprises dans éatab8.

Néanmoins, il est important de préciser que legaix d'induction dépendent du composé
analysé ainsi que de sa concentration. La figureregitésente les facteurs d'induction
observés en fonction des métaux et de leurs caatiems aprés 60 minutes d'exposition
entre bactéries et métal analysé.
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FIGURE 31: METAUX DETECTES ET CONCENTRATIONS INDUISANTE.cOLI K12 MG1655 PBZNTLUX,
PBARSLUX, PBMERLUX, ET PBCOPLUX.

Conditions expérimentales : Culture de bactériesa,470,45 en milieu Ac 1X, 30°C, 250rpm. Dilution de la
suspension jusqu'aghn.=0,075. Mesure de bioluminescence en microplagd@llde suspension bactérienne
et 25ul de solution de métal cing fois concenti@emesure est réalisée aprés 60 minutes d'incubat®0°C.

E.coli K12 MG1655 pBArslux est susceptible de détectepriesence dans un échantillon
d'arsenic lll, d'arsenic V ou de cadmium. Touteftasproduction maximale de biolumines-
cence induite par le cadmium est 10 a 100 fois snpnportante qu'en présence d'arsenic lll
ou d’'arsenic V. De fagcon similaire, I'émission nmale de bioluminescence générée par la
soucheE.coli K12 MG1655 pBMerlux en présence de mercure (H¢)186 a 10000 fois
supérieure qu'avec les autres métaux détecteés.
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3.4. Phénomene d'interaction

Un autre phénomene peut intervenir lors de la tiétede composés dans l'environnement :
les phénomenes d'interaction entre les différelétments présents. En effet, au cours de ces
travaux, un cas particulierement important de gyisere entre le cuivre et le cadmium a été
mis en évidence avec la souchkecoli K12 MG1655 pBCoplux. Le graphique suivant
(Figure 32) illustre ce phénomeéne.

FIGURE 32: PHENOMENE DINTE-
RACTION OBSERVE ENTRE LE CADMIUM
(25uM) ET LE CUIVRE (2501 M) AVEC

10007 E.coLiK12 MG1655PBCOPLUX

Conditions expérimentales : Bactéries
lyophilisées en microplaques a
Ag20ni=0,075.  Réhydratation  par

100ul d'eau distillée a 30°C durant 30
minutes. Ajout de 25ul de solutions

métalliques cing fois concentrées, la
mesure de bioluminescence est réali-

1001~

10+~

Facteur d'induction

250puM sée aprés 60 minutes d’incubation a

1+ cuivre 30°C.
25uM 0 Les concentrations indiquées corres-
Cadmium pondent aux concentrations initia-

lement présentes dans ['échantillon
avant dilution par 5.

D'apres ces résultats, le cadmium seul a la coratemt de 25uM n'induit pas de

bioluminescence significative de la souéheoli K12 MG1655 pBCoplux. Le cuivre seul a la
concentration de 250uM génére des facteurs d'irducte I'ordre de 50. En mélange, le
cadmium et le cuivre induisent un signal de biolmstcence environ 10 fois supérieur au
niveau observé avec le cuivre seul. Par conséqgleenadmium joue un réle important mais
difficilement prévisible dans la détection du ceiyrark.coli K12 MG1655 pBCoplux.

3.5. Effet de la lyophilisation sur la détection sienétaux.

Dans le cadre de I'étude, la lyophilisation dedéraes a été envisagée pour des raisons de
simplicité et de gain de temps. En effet, le protecde lyophilisation est une méthode
relativement simple a mettre en oeuvre (2.8. Lylgdtion des bactéries en microplaques)
permettant de réaliser jusqu'a 8 microplagues saméiment soit 64 analyses potentielles
contre seulement 8 analyses avec des bactériekdmal

3.5.1. Bactéries fraiches versus bactéries lyoplsiéies

Afin de valider I'utilisation de bactéries lyopkiies pour la détection de métaux, une étape
préalable a été mis en place afin d'évaluer I'eftetce procédé. Les résultats comparatifs
obtenus sont présentés dans la figure 33.
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FIGURE 33: INFLUENCE DE LA LYOPHILISATION SUR LA DETECTION DU @&DMIUM, DE L'ARSENIC Ill, DU
MERCURE ET DU CUIVRE RESPECTIVEMENT PAR E.coLI K12 MG1655PBZNTLUX, PBARSLUX, PBMERLUX ET
PBCOPLUX.

Conditions expérimentales : 100ul de bactérieshies ou lyophilisées en microplaques g,4=0,075. Ajout
de 25ul de solutions métalliques cinq fois con@sdr la mesure de bioluminescence est réalisés &pre
minutes d’incubation & 30°C.

Dans l'ensemble, les résultats montrent un abailsendes limites de détection et
augmentation de la sensibilité a la toxicité. Lesils de détection dE.coli K12 MG1655
pBArslux, pBMerlux et pBCoplux passent respectivetmge 2,5uM a 250nM, de 2,5nM a
250pM et de 250uM a 25uM. Avde.coli K12 MG1655 pBZntlux, la limite de détection
semble rester la méme que les bactéries soierttilisg®es ou non.

En outre, les facteurs d’induction observés avex Hactéries fraiches et les bactéries
lyophilisées sont sensiblement similaires a I'exicepd’E.coli K12 MG1655 pBZntlux. Dans
ce cas, la diminution des facteurs d’inductionliggt non pas d’'une baisse d’émission de la
bioluminescence induite mais d’'une augmentatiomigdeau de base de la bioluminescence
des bactéries (en absence d’inducteur).

3.5.2. Effet de la conservation des bactéries lyoftieées sur la détection
des métaux

Tout I'intérét de la lyophilisation réside dansclanservation des souches a —20°C. En effet,
cette étape supplémentaire devait permettre un daitemps significatif par rapport aux
bactéries fraiches en bioessai. Aussi, pour vatidde hypothése, les niveaux d’induction de
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'ensemble des souches bactériennes ont été medurést une période d'un mois et
comparés afin d’évaluer les variations induiteslpazonservation. Etant donnée la similarité
des résultats d’une souche a l'autre, seuls s@sepiés, sur la figure 34, les résultats obtenus
avecE.coli K12 MG1655 pBArslux.

—&o— T=0jours
—&—T=7jours
T=14jours
—&o—T=21jours
—¢—T=28jours

100000

1000 -

10

Facteur d'induction

0,1 T T T T T 1
0 0,025 0,25 2,5 25 250 2500 25000

Concentration en arsenic lll (1M)

FIGURE 34: EFFET DU STOCKAGE A —20°C DES BACTERIES LYOPHILISEES SUR 'INDUCTION DE LA
BIOLUMINESCENCE CHEZE.COLI K12 MG1655PBARSLUX.

Conditions expérimentales : Bactéries lyophiliséasmicroplaques a ¢dn,=0,075. Réhydratation par 100ul
d'eau distillée a 30°C durant 30 minutes. AjouR8gal de solutions métalliques cinq fois concenttgenesure
de bioluminescence est réalisée aprés 60 minutesutation a 30°C.

Les concentrations indiquées correspondent auxecwrations initialement présentes dans I'échantibvant
dilution par 5.

D’aprés ces données, la conservation n'a pas t'sif@ificatif sur la détection des métaux.
En effet, les analyses effectuées aprés 28 jourdgervation a —20°C sont identiques tant
au niveau de la sensibilité qu’au niveau des fastdinduction.

3.5.3. Etude de la sensibilité et de la spécificities souches bactériennes
sous forme lyophilisées .

Au vu des différences de sensibilités observéere das bactéries fraiches et les bactéries
lyophilisées, il était important de vérifier lesésfficités de ces souches inductibles. Les
résultats (Tableau 19) montre en effet quelque@rdiices de spécificité avec les données
obtenues précédemment (tableau 18) principalem&suca& avec les métaux « satellites »
autrement dit les métaux n’étant pas les ciblegil@giées des promoteurs inductibles. Le
cuivre n'est plus détecté par la sougheoli K12 MG1655 pBMerlux sous forme lyophilisée.
Au contraire, I'étain, le plomb et le zinc integrdas listes des composés détectés par les
souches inductibles lyophilisées, respectivemempli K12 MG1655 pBZntlux, pBArslux et
pBMerlux.
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TABLEAU 19: METAUX TESTES ET LIMITES DE DETECTION OBSERVEES AVEES SOUCHES
BACTERIENNES INDUCTIBLES SOUS FORME LYOPHYLISEES
Métaux testés Limite de détection (Ecart type) (uM) Seuils légaux
Zntlux Arslux Merlux Coplux (HM)
Cadmium 0,0045 (0,0003) 5,9 (2,3) 0,011 (0,002) Nd 0,045
Mercure 0,01 (0,005) Nd 1,7.10-7 (1.10-7) Nd 0,005
Arsenic 11l 28,52 (7,1) 0,256 (0,0014) 15,6 (4,3) Nd 0,135
Cuivre 16,92 (2,9) Nd Nd 90,5 (11,7) 31,5
Plomb 2,2 (0,6) 4,16 (0,8) Nd Nd 0,05
Etain 12,95 (4,24) Nd Nd Nd Nc
Arsenic V 9,32 (1,24) 0,3 (0,06) 12,65 (5,4) Nd 0,135
Zinc 1,7 (0,62) Nd 2,3(0,14) Nd Nc
Nickel 4,4 (1,6) Nd Nd Nd 0,34
Cobalt 0,22 (0,014) Nd Nd Nd Nc
Chrome VI 597,2 (121,3) Nd Nd Nd 1
Chrome 1lI Nd Nd Nd Nd 1
Argent Nd Nd Nd 2,75 (0,11) Nc
Fer 4,34 (0,48) Nd 16,1 (7,6) Nd 352
Manganese Nd Nd Nd Nd 1

Zntlux : E.coli K12 MG1655 pBZntlux ; Arslux E.coli K12 MG1655 pBArslux ; Merlux E.coli K12 MG1655
pBMerlux ; Coplux :E.coli K12 MG1655 pBCoplux ; Nd : Non détecté ; Nc : Nmomcerné par la Iégislation.
En rouge : différence de spécificité avec les batéraiches ; * : réglementation européenne gppk aux
eaux de consommation humaine (98/83/CEParamétre indicateur.

3.6. Conclusion

Cette premiere phase de I'étude a permis de compram certain nombre de points. Tout

d’abord, I'étude a montré un certain nombre d’aagas apportés par la lyophilisation des

bactéries bioluminescentes. Cette étape suppléiremtas de la réalisation des bioessais

permet un gain de temps significatif et égalemantdnservation des souches en bioessai
(microplaque) sans influence sur la détection désaux et ce jusqu’a 1 mois. Outre ces

intéréts techniques et technologiques, la lyopdtili;n semble également apporter des
bénéfices quant a la sensibilité des souches Emtés bioluminescentes vis a vis de la
détection des métaux. En effet, les résultats reahtin abaissement des limites de détection
et une sensibilité accrue a la toxicité. L'ensemibée ces points positifs, apportés par la
méthode de conservation, tend a favoriser 'utiisade bactéries lyophilisées dans le cadre
du développement d’un outil biologique d’analysesus des bactéries fraiches.

D’autre part, au vu des spécificités propres awhaaes souches bactériennes inductibles, la
bioluminescence seule n’est pas un indicateursauftia l'identification et a la quantification
des métaux. En effet, les souches bioluminescdastées répondent a au moins 2 métaux
parmi les 15 testés (12 sur 15 pour la souglmli K12 MG1655 pBZntlux lyophilisée).
Cependant, le phénomeéne de détection croisée (tad détecté par plusieurs souches) ainsi
gue les interactions entre composés sont des aodaplorer, pouvant apporter des éléments
de réponse quant a l'identification de métaux pactdries bioluminescentes. Aussi, nous
avons envisagé l'intégration d’un outil statistiqiiaide a la décision dans le but d’améliorer
I'interprétation des informations de bioluminesaefmurnies par ces capteurs bactériens.
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Comme démontré dans le chapitre précédent, laefapécificité des capteurs est un frein
important au développement d'un outil analytiqugosant sur ces bioéléments. Par
conséquent, les données de bioluminescence bactérieurnies doivent impérativement étre
associées a un outil d’interprétation. Dans le ealdr cette these, nous proposons d’améliorer
l'analyse des données a l'aide d'une approchesttpie mettant en ceuvre un outil
initialement dédié a I'exploration de donnée :ddsres de décision. Avec cette méthode, dite
« d’apprentissage supervisé », la conception dedéles s’appuie entierement sur une
matrice de données preé-établie.

L’objectif de cette partie de thése était de vérifiintérét de cette association entre réponses
bactériennes et analyse statistique au traverséenges maitrisés (eau distillée) contenant
jusqu'a 4 métaux (cadmium, arsenic lll, mercure@ire) a 4 niveaux de concentrations
(256 conditions). Ces 4 métaux ont été choisigaieiinent car ils sont décrits dans la
littérature comme « spécifiques » des différentmsckes bactériennes inductibles utilisées.
Toutefois, ils sont également a I'origine d’indocticroisée des autres souches bactériennes.
C’est le cas, par exemple, du mercure a l'origiedadproduction de bioluminescence chez
E.coliK12 MG1655 pBMerlux gouche spécifiqgenais également chézcoliK12 MG1655
pBZntlux (cf. tableau 19). A partir de ces mélandesnétaux, nous avons pu établir une base
de données de réponses induites par les 5 souab&xibnnes bioluminescentes nécessaire
au développement du modele statistique par arbdecision.

L’enjeu de ce modele était de prédire la préserceed composées métalliques (information
gualitative et semi-quantitative) dans un échamtiinconnu en se basant uniquement sur les
niveaux observés de bioluminescence.

4.1. Deétermination des gammes de détection et demcentrations
représentatives.

Afin d'établir la base de données nécessaire piapissage des arbres de décision, quatre
métaux ont été choisis : le cadmium, I'arsenic l#lmercure et le cuivre. Ces métaux font
partie de la liste des composés détectés par leshes bactériennes bioluminescentes
(cf. paragraphe 3.3.) et sont également resporsabies plus fortes intensités de
bioluminescence observées avec ces bioéléments.

A partir des courbes bioluminescences/concentrsitiobtenues pour chacune des souches
bactériennes inductibles, des gammes de déteatibpwétre établies. Elles correspondent a
des intervalles de concentration dans lesquelleédanse des souches, en terme d’intensité
d’émission de bioluminescence, reste relativemiaiie (Figure 35).
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FIGURE 35: COURBE SPECIFIQUE BINDUCTION, GAMMES DE CONCENTRATIONS ET CONCENTRATIONS
REPRESENTATIVES POUR CHAQUE SOUCHE BACTERIENNE
Ainsi, a partir de chacune des gammes, une coratemtreprésentative a pu étre déterminée.
«0», « LD », « MD » et « TOX » représentent refipement I'ensemble des concentrations
inférieures a la limite de détection du métal, éemcentrations minimales détectées, les
concentrations maximales détectées et les contiengdoxiques pour la souche. Dans le cas
du cadmium, avec comme souche de référénceli K12 MG1655 pBZntlux, les gammes de
détection et les concentrations représentativegi(€i35) sont :

-« 0 »représente la gamme [OuM ; 0,025uM][

-« LD » représente la gamme [0,025uM ; 0,25uM][
-« MD » représente la gamme [0,025uM ; 50uM][
- « TOX » représente la gamme [50puMao+

4.2. Acquisition des données

L’objectif de cette phase était de construire Isebde données nécessaire a I'apprentissage et
a l'évaluation des arbres de décision. Pour cetajsnavons choisi d'utiliser un plan
d’expérience afin de garantir 'homogénéité de Hattilonnage, ainsi le nombre de
conditions & tester est passé 8¢=256) a 192 conditions de mélange. Cette étaié aise
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en ceuvre avec l'aide d& Courcouxde I'ONIRIS de Nantes. L’enjeu de cette approdiaét é
également de valider I'utilisation des plans d'axgrdce dans un soucis de développement
futur. En effet, avec lintroduction de nouvellesariables, par exemple, un métal
supplémentaire, le nombre de conditions a réalisgmente exponentiellement (dans ce cas,
le nombre de conditions & tester passe de 256@it41024). Avec les plans d’expérience, on
peut espérer réduire le nombre de conditions arteans perte significative d’'informations.

Les données brutes de bioluminescence ont endgéiteo@verties en logarithme de facteur
d’induction ou en facteur d'inhibition. Pour lesusbes inductibles, les données ont été
converties selon la formule suivante :

Log(FI) : Logarithme du facteur d’induction
(B Lrnesuré) BL mesuree: Dioluminescence émise par la souche bactérienne
Log(FI ):LO 757 | contact avec I'échantillon testé (RLU)s
(B Ltémo@ BLmoin : bioluminescence émise par la souche bactérienm®ntact
avec le témoin (eau distillée) (RLU)s

Pour la souche constitutive, les données de biolestience ont été converties en respectant
I'équation ci dessous :
Tl : Taux d'inhibition d’induction

TI _1 (B Lmesuré) BLmesurse: bioluminescence émise par la souche bactérienmentact avec

—BLt ) I'échantillon testé (RLU:S)
( emou) BL emoin - bioluminescence émise par la souche bactérienmentact avec le

témoin (eau distillée) (RLU.s-1).
Cette étape a permis de concevoir une matrice deédocomposés de 553 valeurs soit 192
conditions en 3 réplicats. Le tableau ci-dessopegeral une portion de la matrice globale de
données.

Concentration Réponse des souches
Civeic— RS MATE GV 7o | Asioe | Wariar | Coplix | Taci
1113 1 1 1 3 0,17 0,00 -0,49 1,37 0,383
1113 1 1 1 3 0,21 -0,05 -0,73 1,36 0,435
1123 1 1 1 3 0,25 -0,03 -0,49 1,21 0,095
1123 1 1 1 3 0,29 -0,01 -0,51 1,28 0,349
1131 1 1 3 1 0,38 0,02 2,82 0,02 0,162
1131 3 1 0,57 0,00 2,85 0,07 0,351
TABLEAU 20: EXTRAIT DE LA MATRICE GLOBALE COMPOSEE DE$H53 DONNEES

Libellé : Identifiant de la condition testée com@aes classes de concentrations des 4 métauxrétinté

La concentration de chaque métaux d'intérét estjidpar un code. Ces concentrations ont été ditees
préalablement selon les courbes spécifiques d'tmmlugqFigure 35), les codes 1, 2, 3 et 4 correspand
respectivement aux concentrations 0, LD, MD et TQ&s réponses (en logarithme des facteurs d’indactu
en taux d’inhibition) des souches bactérienBali K12 MG1655 pBZntlux, pBArslux, pBMerlux, pBCoplux
et E.coli DH1 pBTaclux sont reprises respectivement daascdonnes Zntlux, Arslux, Merlux, Coplux et
Taclux.

4.3. Analyses descriptives des données

Afin d’avoir une vue d’ensemble sur les donnéeg érape d’analyse statistique par analyse
factorielle discriminante (AFD) a été réalisée. EB est une méthode permettant de

81



Chapitre 4 : Développement d’un modeéle statistigalearbre de décision

modéliser I'appartenance a un groupe de donnéfsmetion des valeurs prises par plusieurs
variables (niveau de bioluminescence des difféeerdeuches bactériennes), puis de
déterminer le groupe le plus probable (concenmaéin métal recherché) pour un individu,
connaissant uniquement les valeurs des variablde garactérisent (XLSTAT, Addinsof).

Cette étape a permis d’'une part d’écarter plusieorgitions non exploitables pour des
raisons de toxicité et d'autre part, de regroupattaines classes de concentrations non
dissociables.

4.3.1. Analyses des données brutes

Dans un premier temps, une AFD par métal recheectiédé réalisée sur 'ensemble des
données de la matrice globale de 553 expériencé&@m en mélange). La figure 36 reprend
'ensemble des résultats obtenus avec les differaétaux.

La premiére colonne a gauche de la figure 36 reptésles corrélations variables
explicatives/facteurs, les variables explicativesre&spondant ici aux différents niveaux de
bioluminescence émis par les souches bactériehasgrojections des données de la matrice
globale sur la plan factoriel apparaissent damsl@nne centrale.

Dans le cas du cadmium, les deux fonctions F1 ebdpiquent 98,14% de la variance totale.
La variable "Taclux" (Taux d’inhibition de la sowek.coli DH1 pBTaclux) est fortement
corrélée avec la fonction F1 (63,74% de la varidotae), alors que la fonction F2 (34,40%
de la variance totale) est corrélée avec I'enserdbke autres variables "Zntlux", "Arslux",
"Merlux" et "Coplux" qui représentent respectivemneles logarithmes des facteurs
d’'induction des souches.coli K12 MG1655 pBZntlux, pBArslux, pBMerlux et pBCoplu
(colonne de gauche). Sur le graphique central, whampuleur représente une classe de
concentration. Ainsi, I'analyse de la projectiors d@nnées sur le plan factoriel ne permet pas
de distinguer les différentes classes de concéanirat

Cette confusion entre les classes de concentraggtnsbservée sur I'ensemble des projections
et est confirmée par des taux d’identification pce 50% et ne dépassant pas 66% (cas de
I'arsenic IlI).

Cependant, un groupe de données (données inclassdealcercle gras et noir) se détache du
nuage de points principal. Il est composé de I'eride des données de la classes "TOX" ainsi
gue quelques données des autres classes de catioestr Aprés analyse, il s’avére que
chacun des points de ce groupe correspondent &lamge contenant au moins un métal a la
concentration "TOX". Cette concentration, toxiquauples bactéries, affecte directement la
production de bioluminescence en altérant les lesllet en inhibant la production de
bioluminescence. Le signal biologique n’est alolsspnterprétable car masqué par I'effet
toxique.

Afin de s’affranchir de ce phénomeéne, les donnéésemtant un taux d’inhibition de la
bioluminescence pour la souche constitutizeoli DH1 pBTaclux (témoin de toxicité)
supérieur a 96% ont été écartées de la matridealgiloobtenant ainsi une matrice réduite
composée de 301 expériences.
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FIGURE 36:

LA MATRICE GLOBALE DE DONNEES(N=553).

ANALYSES FACTORIELLES DISCRIMINANTES OBTENUES POURHACUN DES METAUX A PARTIR DE

Conditions expérimentales : Analyse statistiqudigéa avec XLSTAT (Addinsoft) sur la matrice globale
donnée (n=553). Variable dépendante : concentratiométal, Variables explicatives : Zntlux, Arsldterlux,
Coplux [Log(Facteur d’induction)] et Taclux [Tausirthibition]
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4.3.2. Analyses des données pré-traitées

Une seconde série d’AFD a été réalisée a partia d@uvelle matrice (n=301). Les résultats
sont repris sur la figure 37.

Dans le cas du cadmium, les fonctions F1 et F2imvgmt 100% des variations observées. F1
(98,16% de la variance) est logiquement corrélée d& variable "Zntlux" (R2 = 0,954). En
d’autres termes, la principale fonction discrimitead’identification et de quantification du
cadmium représente principalement les niveaux d@rinescence émis par la souéheoli
K12 MG1655 pBZntlux (souche de référence pour rmaam). F2 (1,84% de variation) est
corrélée avec "Coplux" et "Taclux". La projectioasddonnées de la matrice réduite sur le
plan factoriel permet de distinguer les trois atassle concentration principalement selon
'axe F1.

La classe "TOX" n'apparait plus dans cette nouvetlatrice. En effet, la plupart des
expeériences intégrant ce niveau de concentratiaraémium dans le mélange ont été écartées
car présentant des niveaux de toxicité supériel#8% (taux d’inhibition observé avec la
soucheE.coli DH1 pBTaclux). Certaines conditions contenantdacentration "TOX" pour le
mercure apparaissent toutefois dans la figure e\ une analyse plus approfondie des
données, il apparait que, dans tous les cas, oégions réunissent les concentrations "TOX"
pour le mercure et "MD" pour l'arsenic lll. Par sg&guent, ce dernier (arsenic lll) joue un
réle de protecteur vis a vis de la toxicité engéadrar le mercure a la concentration "TOX".

Dans I'ensemble, une augmentation significative @esx d’identification a été constatée.
Malgré cela, le taux d’identification pour le merewne dépasse pas 70%. Cette amélioration
relative provient d’'une confusion statistique ené® données de classe "0" (pas de mercure
dans I'échantillon) et les données de la classé' '[Hlus faible concentration détectée par la
souche de référencee.coli K12 MG1655 pBMerlux). Cette classe de concentratioD",
étant trop faible pour étre détectée par le paaetévien actuel, elle a été fusionnée dans la
classe "0" permettant au taux d’identification pteumercure de passer a 87% (figure 38).

4.4. Deéveloppement des arbres de décision

Afin d’améliorer l'identification et la quantificain des métaux, nous nous sommes tournés
vers I'approche par arbre de décision. Cet outiliiifi et flexible était plus en adéquation
avec le modéle primaire d'identification de métaure nous souhaitions développer.

Les modeéles d'arbre ont été élaborés informatiqumenaepartir de la matrice de donnée
composée des 301 expériences sélectionnées (ke cl@®X" a été écartée de la base de
donnée initiale pour I'ensemble des métaux, lessela "LD" et "0" du mercure ont
fusionnés). Pour cela, les données de la matritet@nréparties aléatoirement en 2 sous-
matrices : une matrice d’apprentissage (70% desrexqres) utilisée pour la conception des
arbres et une matrice d’évaluation (30%) mise ewregpour évaluer les modeles développés
(taux d’identification).
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Variables (axes F1 et F2 : 100,00 %) Observations (axes F1 et F2 : 100,00 %)
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Variables (axes F1 et F2 : 96,23 %) Observations (axes F1 et F2 :96,23 %)
1
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' 2
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g 025 7 g1 [f sm » .o
N ool v o< 5, N 1D AFD Mercure
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1
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FIGURE 37: ANALYSES FACTORIELLES DISCRIMINANTES OBTENUES POURHACUN DES METAUX A PARTIR DE
LA MATRICE REDUITE DE DONNEES(N=301)

Conditions expérimentales : Analyse statistiqudigéa avec XLSTAT (Addinsoft) sur la matrice réduile
donnée (n=301). Variable dépendante : concentratiométal, Variables explicatives : Zntlux, Arsldkerlux,
Coplux [Log(Facteur d’induction)] et Taclux [Tausirthibition]
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F2 (4,96 %)

Variables (axes F1 et F2 : 100,00 %)

o
N
a

-0,5

-0,75

-1

Observations (axes F1 et F2 : 100,00 %)

Taclux, 3

Arslux 2

F2 (4,96 %)

Zr,'rugoplux Meftlux

-1 -08-05-03 0 02505 075 1
F1 (95,04 %)

F1 (95,04 %)

°0

MD
TOX

AFD Mercure
Taux d’identification : 87%

FIGURE 38: ANALYSES FACTORIELLES DISCRIMINANTES OBTENUES POURELMERCURE APRES FUSION DES
CLASSES DE CONCENTRATIONO" ET"LD" (N=301)

4.4.1. Mise en ceuvre du logiciel SIPINA pour le déloppement des premiers
modeles d’arbre de décision.

Le logiciel SIPINA (Zighedet al. 1992) est un outil académique d’induction d’arloie
décision qui a été développé par le laboratoireCEf@quipe de Recherche en Ingénierie des
Connaissances) de I'Université Louis Lumiére derLy@et outil integre un panel assez
complet d'algorithme d’induction d’arbre (CART, CH2Z, ID3, C4.5, ...). Aussi, en
appliguant cet outil a notre base de donnée corepdsé 301 expériences, nous avons
sélectionné I'algorithme qui fournissait les meilig taux d’identification des métaux parmi le
panel d’algorithme proposé. Ce choix s’est portél'sligorithme Improved CHAID (Indice

de segmentationt:de Tschuprojv

La figure 39 reprend I'arbre de décision dévelopggle logiciel SIPINA pour l'identification

du cuivre dans un échantillon pouvant contenir jissg¢ métaux (cadmium, mercure, arsenic
et cuivre). Initialement, les trois classes de eomi@tion en cuivre "0", "LD" et "MD" sont
reparties équitablement dans la matrice d’appreagis: 70 expériences pour chacune des
classes (feuille mére située au sommet de l'arlue)premier nceud sépare les données en
deux feuilles secondaires : la variable de segrtientale ce premier noeud concerne les
logarithmes des facteurs d’induction obtenues dveoucheE.coli K12 MG1655 pBCoplux
(valeur du critere de segmentation = 0,87). A ceeani d'identification, 2 groupes se
dessinent : feuille de gauche = classes "0" et ;LfBlille de droite = classe "MD". Afin
d’améliorer le caractére discriminant de l'arbréauttes nceuds ont été instaurés afin
d’obtenir un niveau de pureté convenable pour &sllés terminales (derniere feuille de

chaque branche).
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0 2 I
™ (33%) LD
N | MD

< 0.87

g2 5% [N 2oozE |

54 [d4%) 16 [18%)

1 [01%] g9 ra)

Coplu: Zntlux
< 0.01 »=0.01 £ 1.70 »=1.7

52 72z 16 3% W 20 (03 | 0 (00
20 [28%) M [B7%) 2 [03%) 14 [52%)
0 [oo%) 1 [02%) 56 (93%) 13 [48%)

£1.89

0 [00%) 0 [00%)
14 [100%) 0 [oo%)
0 [00x) 13 ooz [

FIGURE 39: ARBRE DE DECISION DEVELOPPE AVEC LE LOGICIELSIPINA POUR L IDENTIFICATION
SPECIFIQUE DU CUIVRE

Les effectifs représentés concernent la matricppentissage. Les données de la matrice d’évatuagosont
pas prises en compte lors de la construction dekles.

Les criteres de segmentation correspondent a degrsale logarithme de facteur d'induction détegeiselon
la valeur du t deTschuprow Ici, I'arbre classe les données de biolumineseefog(FI)) d’'un échantillon
inconnu selon un premier critere lié a l'inductide la souché.coli K12 MG1655 pBCoplux d'une valeur de
0,87. Les données sont ainsi séparées jusqu'eniebdiarbre afin de déterminer la classe de conagotr
associée a I'échantillon testé.

Les arbres développés, spécifiqgue de chaque métaklans un second temps, été soumis a la
matrice d’évaluation (données non prises en congr® de l'induction des arbres) afin
d’évaluer leurs efficacités pour la semi-quantifima des métaux (identification correcte de la
classe de concentration du métal). Les taux daffté de classement dans le cas de données
inconnues sont pour le cadmium, l'arsenic, le meret le cuivre, respectivement de 86%,
98%, 91% et 81%.

Deux contraintes du logiciel apparaissent lorsidduction des arbres. Tous d’abord, comme

nous lI'avons déja énoncé précédemment (2.10.3dicieb Metalsoft développé dans le cadre

du projet), I'induction des arbres est entierenliget a la répartition aléatoire des expériences
dans la matrice d’apprentissage. Aussi, une valugrrante incluse dans la matrice

d’apprentissage peut influencer considérablemarttiié le rendant ainsi moins pertinent.

La seconde limite concerne la définition de la ualdu critere de segmentation. En effet,
avec SIPINA, cette valeur est calculé uniqguemensdiantervalle ou l'indice t de Tschuprow
est maximal (le plus proche de 1). Elle correspand moyenne des bornes supérieure et
inférieure des deux groupes segmentés par leestequestion (figure 40).
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Classe de
concentration t de Tschuprow
ip ip Mmeximal(=1) .- MDMD MD MDMD MD MD
1 1 1 1 1 1 1
L] L] L] L] L] L] L] >
1 1,2 3 4 4,5 5,5 6,57 9 10 Valeur de FI
CSSlPlNA
................ \‘.............-ﬂ'
CStsimilaire

FIGURE 40: LIMITE DU CALCUL DE LA VALEUR DU CRITERE DE SEGMENTAION MIS EN (EUVRE PAR LE
LOGICIEL SIPINA.

LD et MD sont deux classes de concentrations. Fdcteur d'induction. C§na: Criteére de segmentation
calculé avec le logiciel SIPINA en fonction des nEs des classes de concentration

(CSgpmuzlDoatMDmn—1,243 5 1). C§ similaire : INtervalle dans laquelle toutes les valeurs efgrentation présentent
2 2

un indice t de Tschuprow similaire.

De plus, la détermination du critére de segmentgigut &tre sur ou sous évalué en présence
de valeur aberrantes au niveau des limites desedg§igure 41). Ainsi le calcul imposé par
SIPINA lors de I'évaluation de la valeur du critél® segmentation peut induire des erreurs de
classification.

Classe de
concentration t de Tschuprow t de Tschuprow
o ip  meimalF1) (<1) MD: MD MD
— i >
1 1,2 3 T 85 9 10 Valeur de FI
CSSlPlNA CSREP

FIGURE 41: LIMITE DU CALCUL DE LA VALEUR DU CRITERE DE SEGMENTAION MIS EN (EUVRE PAR LE
LOGICIEL SIPINA.

LD et MD sont deux classes de concentrations. M¥aleur aberrante de la classe MD. FI: Facteur
d’induction. CSpna: Critere de segmentation calculé avec le logiGHPINA en fonction des bornes des
classes de concentration. {gS: Critere de segmentation plus représentatif radig® dans une zone avec un
indice t de Tschuprow moins important.

Aussi, dans une logique d’amélioration de l'effitdae classement du modéle, nous avons
développé, au sein du laboratoire, un outil infdiquee permettant I'induction des arbres de
décision « Metalsoft » tout en écartant les contesi imposées par le logiciel SIPINA.
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4.4.2. Développement d'un logiciel dédié a liderfication de métaux au
laboratoire « Metalsoft »

Le logiciel « Metalsoft » a été développé en callaltion avec Thomas BLUSSEAU
(étudiant en Master Professionnel de Bio-informagig I'Université de Nantes). Ce nouvel
outil reposant sur l'algorithme Improved CHAID armés d’améliorer Iégerement le taux
d’efficacité moyen de classification d’environ 2(#gure 42).

20% - 19,00%18,90%
O SIPINA
E 159% - 14,00% B Metalsoft
o
5 11,00%
3
g % 9,00% 9,18%
5 10% 7,80%
> 6,70%
x
=
e 5% 3,30%
2,00%
0% w ‘
Cadmium Arsenic Mercure Cuivre Moyenne

FIGURE 42: COMPARAISON ENTRE LES TAUX DEFFICACITE DE CLASSIFICATION DECHANTILLONS INCONNUS
OBTENUS A PARTIR DES ARBRES CONCUS AVESIPINA ET DES ARBRES CONCUS AVEM ETALSOFT.

Les taux d’'erreurs représentés ont été calculésta gde la matrice d’évaluation (91 expérienc€stte matrice
est composée d’échantillons inconnus contenantijastimétaux en mélange (cadmium, arsenic I, oneret
cuivre).

Les arbres de décision développés avec Metalsoftrepris dans les figures 43 et 44.
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72 (341%) | b

BT (31.8%) MD
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cop Znt 4 ; 5

Tl o3 T détection et a la

44 (38 6%) -

B quantification du
?n (51 4% I:

cuivre

Cop
=1.853 ==1.8

Taux
d’identification :

Les criteres de segmentation correspondent a desrsade logarithme de facteur d’induction 81.1%
déterminée selon la valeur du t deschuprow Ici, l'arbre classe les données de
bioluminescence, converties en log(Fl), d'un écillantinconnu selon un premier critére lié a
l'induction de la souché.coli K12 MG1655 pBCoplux (Coplux) d'une valeur de 0,1®s
données sont ainsi séparées jusqu'en bas de |&ibrde déterminer la classe de concentration
associée a I'échantillon testé.

T2 (341%) BW___]| MD
80 (37.9%) B0 0
59 (2g0%) B ]| LD

Ars
=0.641 ==0.64
T2 (486%) I
17 (11.5%)
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16 (34.0%) B ' i
15 (31.0%) :‘ Farsenic Il
16 (340%) B
Ars ac
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ac Ars
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3 O(136%) L
4 (182% [
15 (Bo.2%) D

FIGURE 43: ARBRES DE DECISION SPECIFIQUES DU CUIVRE ET DE'ARSENIC Ill DEVELOPPES PAR
METALSOFT
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FIGURE 44 :
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Outre le module de construction des arbres de idécike logiciel « »Metalsoft » intégre un
second module dédié a l'analyse des données dantim@scences fournit par les cinq
souches bactériennes. Ce dernier calcule, a padidonnées brutes de bioluminescence, les
logarithmes des facteurs d’induction. De plus, saarface graphique intuitive permet une
lecture rapide des résultats (Concentrations ealnéa figure 45 est une capture du module

d’analyse de « Metalsoft ».

Liste des échantillons

®, CBAC - Analyse

— — —
. B oraphiques i i BB A
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in- 457 345 ] FEN] B10125 Caami T |
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S ‘ | T P M M mh
Exporter en TXT
w 0] O

)|

=
 piagramme 1 & 2 2 AaE R
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Taux global d'erreur : 3.3%
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71 (34w WL_1]3
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FIGURE 45: CAPTURE DECRAN DU MODULE D ANALYSE INCLUS DANS LE LOGICIEL« METALSOFT ».

45. Validation des arbres de décision sur des ntas
environnementales

Afin de valider I'approche par arbre de décisiongike cadre de la détection des métaux par
capteurs bactériens bioluminescents, le systemeé soémis a 18 échantillons industriels ou
environnementaux contenant différentes concentraten métaux (contamination artifielle
cf. paragraphe 2.3.4.2).

Les échantillons d’industrie métallurgique (tabledly EIM-x) proviennent de la station de
traitement des eaux usées de I'entreprise ArceltaMPackaging de Basse-Indre, implantée
sur la rive nord de la Loire, a dix kilométres dantes. Le site est spécialisé dans la
production d’acier sans étain. Ces échantillons saractérisés par une charge importante en
oxyde de fer, un pH légerement basique (entre t7882¢ et une conductimetrie de I'ordre de
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9,6 (+1,1) mS.cil. La turbidité observée dans ces échantillons varn&ge 900 NTU
(Nephelometric Turbidity Unit) en amont de la siatiet 15 NTU apres traitement. Les
échantillons notés ER-x dans le tableau 21 correspat a des prélevements d’eau de riviere
réalisés en amont du barrage de Moulin Papon athdksur Yon (85000). Ces échantillons
sont caractérisés par un pH proche de 7,4, uneuctintktrie faible de 0,25 mS.¢het une
turbidité de 18 NTU. Enfin, les échantillons ESKElans le tableau 21 ont été prélevés en
sortie de la station d’épuration de Moulin Grimd88000 La Roche sur Yon). Cette station
gere le traitement de I'eau de la ville de la Roshe Yon soit environ 50000 équivalent
habitants. Le pH, la conductimétrie et la turbiditéeesurés dans ces échantillons sont
respectivement de : 7,4, 0,9 mStrt 4 NTU.

Les résultats obtenus par méthode biologique @negsuite comparés aux données fournies
par analyses chimiques conventionnelles dans ledastimer I'efficacité du modéle par
arbres de décision. Les données issues de cesrigbrdes sont reprises dans le tableau 21.

TABLEAU 21: COMPARAISON ENTRE ANALYSES CHIMIQUES CONVENTIONNELLS ET ANALYSES PAR
NOTRE SYSTEME BIGSTATISTIQUE
Nom de Analyse chimique Analyse biologique (prédiction par arbre de décision)
Féchantilon cadmium arsenic lll mercure cuivre cadmium arsenic |l mercure cuivre
LD 2nM 13,5nM 250pM 1,5 uM 25nM 500 nM 500 pM 5uM
EIM-1
EIM-2
EIM-3
EIM-4
EIM-5
EIM-6
EIM-7
EIM-8
EIM-9 1416nM 1056 puM 348 uM - 250 nM - 50 uM 500 nM - 5uM 500 pM - 5 uM
EIM-10 57.8nM -
ER-11 - 20nM 1,4 uM - - - 500 pM - 5 uM
ER-12 - 688 nM - - - 500 nM - 5uM
ER-13 142,5 nM - 109,9nM 49,52 uM 25nM - 250 nM - 500 pM - 5 uM 5 uM - 50 pM*
ER-14 - 8,46 uM - - - 5 uM -500 uM
ER-15 125,2nM 769 nM - - 25nM - 250 nM 500 nM - 5uM
ER-16 3,45 uM 178 nM 1074nM 4744 M 250 nM - 50 uM - 500 pM - 5 uM 50 uM - 500 uM*
ESE-17 17,4nM 640 nM 1,11 uM - - 500 nM - 5uM 500 pM - 5 uM
ESE-18 17,9nM - - 171,35 uM - - - 50 uM - 500 uM*

LD : Limite de détection de la méthode ; - : Pasnutal détecté ; EIM : Eau d'industrie métallurg@quER :
Eau de riviere ; ESE : Eau de station d’'épuratién gamme de concentration la plus haute conctoira
prédite.
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Dans la plupart des cas (95%), les gammes de cwatien prédites par le modéle statistique
correspondent aux dosages réalisés par méthodesquabs. Les erreurs d’identification
(valeurs en gras et soulignées dans le tableastatées correspondent a des valeurs limites
situés aux frontieres des gammes de détectiont @Besas, par exemple, de I'échantillon
d’eau de riviere ER-16 : selon la méthode biologida concentration en cuivre présente dans
I'échantillon est comprise entre 50uM et 500uM slque le dosage chimique indique une
concentration de 47,44uM.

4.6. Conclusion

Le couplage entre bactéries lyophilisées en miamppe et I'analyse statistique par arbres de
décision des données biologiques de bioluminescefaeilite considérablement
l'interprétation des données. En effet, 'analysar @arbre de décision des données de
bioluminescences des 5 souches bactériennes obténueartir des échantillons
environnementaux ont permis didentifier (présemige métal) quatre métaux (cadmium,
mercure, arsenic lll et cuivre) avec une efficagiigbale de 98,6% (94 % pour le cadmium,
100% pour I'arsenic 1ll, 100% pour le mercure e@%Dpour le cuivre).

De plus, ce modele permet également une approchiegsmntitative des concentrations en
métal présent dans I'échantillon analysé. Dans a les arbres ont permis d’estimer le
niveau des différentes concentrations métalliques aine efficacité de prédiction pour le
cadmium, I'arsenic lll, le mercure et le cuivre despectivement, 89%, 95%, 100% et 94%.
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Les biocapteurs bactériens bioluminescents appgearaicomme des outils intéressants dans
un contexte de gestion environnementale et/ou o del pollutions notamment métalliques
(cf. paragraphe 1.4). Toutefois, le développementets outils analytiques se limite, dans la
plupart des cas, a une simple étude de la faisalh conditions contrélées de laboratoire,
sans caractérisation pertinente des performandested du systeme) ni applications a
I'environnement.

L’objectif de ce chapitre est d’éclaircir ces psiatu travers du biocapteur Lumisens lll. Ce
systeme a été développé par T. Charrier (UnivedsitBlantes) en 2006 avec la collaboration
de I'Université du Maine. C’est un biocapteur dédi¢ suivi des niveaux de pollutions
meétalliques dans l'eau qui s’appuie sur le princgee la reconnaissance biologique des
polluants d’intérét par des bactéries bioluminesz®nAvec ce systeme, les bactéries sont
immobilisées dans un hydrogel d’agarose a 2% audan carte multi-puits. Les bactéries
sont en contact perpétuel avec un liquide circyteminettant de les alimenter en nutriments
et en oxygene et de les exposer a un échantilebmafyser. La bioluminescence est mesurée
dans ce systeme a l'aide d’'une caméra CCD refraifiiiede réaliser une capture générale de
'ensemble de la carte multi-puits.

Les travaux préliminaires (Charriet al. 2010A) ont montré que le systeme Lumisens llI
pouvait étre un outil pertinent dans un contexendlyse multi-paramétrique pour le suivi des
pollutions aquatiques (utilisation simultanée deuspurs souches bactériennes
bioluminescentes, systéme prévu initialement peaevoir jusqu'a 64 souches bactériennes
bioluminescentes). En effet, la figure 46-A repremdexemple d’analyse multi-paramétrique
avec un échantillon contenant simultanément du aadnf500nM) et de I'arsenic Il (5uM).
La présence de ces 2 composés engendre lindudésnsoucheg.coli DH1 pBArslux
(induite par l'arsenic lll mais pas par le cadmiugh)deE.coli DH1 pBZntlux (induite par le
cadmium mais pas par l'arsenic lll). Lumisens Brmet ainsi de révéler la présence de ces
deux composeés dans I'échantillon analysé. Cependamains points restent a évaluer.

En effet, une breve étude de détection en conditienvironnementales a été réalisée
montrant la capacité du biocapteur a mettre eneéeil la présence de cadmium (5uM) dans
un échantillon d’eau de sortie de station d’éparatfFigure 46-B). Cette étude se limite
toutefois a quelques heures et ne permet pas d@&valimpact de la matrice
environnementale sur les capteurs biologiquesesonmdyen et long terme (Charrier 2006).

D’autre part, les travaux réalisées par M.Affi dwmisens Il (Affi 2009) ont permis de
mettre en évidence une instabilité du signal déubimescence dans la durée (figure 46-C).
En effet, dés le ®@®jour d'utilisation en continu du biocapteur, onsebve une baisse de la
production de bioluminescence. Plusieurs hypothesels été émises pour expliquer
l'instabilité observée comme la croissance deséni@st en début d’expérience (phénomene
démontré dans I'étude), le changement de métabeldenla souche lié aux mécanismes de
résistance aux meétaux (adaptation au polluant,la#gn interne du promoteur inductible
pZntA ou encore une limitation d’'un (ou de plusieurgnnt(s) nécessaire(s) a la réaction
de bioluminescence.
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FIGURE 46 : ETUDE DE FAISABILITE REALISEE AVECLUMISENSIII

Conditions expérimentales : Bactéries immobiliséesaide d'une matrice solide d'agarose a 2% (dénsi
cellulaire initiale : Aonn=0,1) dans les puits d’'une carte multi-puits. Milide circulation : milieu acétate dilué
au dixieme (Acl/10) complémenté de 50ug/ml d’antipiei. Expositions a 500nM de cadmium durant 120
minutes. Temps de régénération de 150 minutes.i@@@nsle température fixée a 30°C. La biolumineseerst
mesurée par une caméra CCD (temps d’intégratiomin(te).

5.1. Stabilité du systéme dans le temps

Le premier point abordé dans ce chapitre s’att@aciBealuer la stabilité du systeme dans le
temps en conditions contrélées de laboratoire jdcii étant d’expliquer la perte du signal
observé aprés 2 jours d’analyse dans le biocapi@misens Il (Figure 46-C). La premiere
hypothese envisagée pour expliquer le phénomeéreabsoncerne I'adaptation au polluant :
des bactéries exposées évacuent plus rapidempgolidant hors de la cellule contrairement a
des bactéries non exposées, par conséquent ilnsrdei polluants disponibles dans le milieu
intracellulaire pour induire de la bioluminescersd®ez les bactéries déja exposées. Pour
vérifier cette hypothése, nous avons choisi la sedtcoli K12 MG1655 pBMerlux qui
possede une construction génétique pour I'inductieda bioluminescence différente de la
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soucheE.coli DH1 pBZntlux (promoteur inductible non issu du amosome de la cellule
hote).

5.1.1. Etude du fonctionnement du biocapteur Lumises Il avec la souche
E.coli K12 MG1655 pBMerlux : promoteur extra-cellulaire.

Dans la plupart des cas, les promoteurs choisis paluire de la bioluminescence en
présence de métaux proviennent d’opérons chromeos@siimpliqués dans les mécanismes
de résistance a un polluant déterminé, proprecallale héte (Charrier 2006). Ces opérons de
résistance sont naturellement régulés au sein deellale notamment au niveau des
promoteurs. Par conséquent, il est tout a fait sagé@able que ces régulations puissent
€galement intervenir sur ces promoteurs inclus daensouvelles constructions génétiques
(plasmide contenant I'opéroluix sous le contréle d'un de ces promoteurs inducfibés
d’interférer sur la réponse de bioluminescencenditte.

Aussi, afin de limiter au maximum les éventuellégulations métaboliques, nous avons
choisi, dans un premier temps, comme souche bacté&ride référence : la soudheoli K12
MG1655 pBMerlux. En effet, parmi les souches baetéres bioluminescences inductibles
disponibles au laboratoires.coli K12 MG1655 pBMerlux est la seule qui posséde une
construction plasmidique dont le promoteur de lalumhinescence n’est pas originaire du
chromosome bactérien de.coli mais issu du plasmide pDG106 (Gambill and Summers
1985).

5.1.1.1. Simulation de pollution quotidienne parrdercure.

L'enjeux de cette premiére phase de I'étude étaitcaractériser la réponse de la souche
bactérienneE.coli K12 MG1655 pBMerlux, immobilisée dans le bio-sys& et exposée
guotidiennement a la méme dose de polluants : B0@amercure durant une période de 100
minutes. Les niveaux de bioluminescence produits lpasoucheE.coli K12 MG1655
pBMerlux en fonction du temps sont repris sur faife 47-A.

Les résultats observés sont en contradiction aagddnnées obtenues précédemment sur ce
méme biocapteur (cf. figure 46-C). En effet, aucufisparition totale du signal de
bioluminescence n’a été observée mais inverseraenemarque plutét un emballement de la
bioluminescence en fin d’expérience. La différemiee souche bactérienne est la premiere
hypothése avancée a ce stade de I'étude.
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FIGURE 47: COURBE DINDUCTION DE LA BIOLUMINESCENCE DEE.coLI K12 MG1655PBMERLUX DANS LE
CAS D UNE SIMULATION DE CONTAMINATION QUOTIDIENNE PAR DUMERCURE ET ANALYSES COMPLEMENTAIRES

Conditions expérimentales d'utilisation du biocapteumisens IIl : Bactéries immobilisées dans urerive
solide d’'agarose a 2% (densité cellulaire initiad620nm = 0,1). Milieu de circulation : milieu daée dilué au
dixieme (Ac1/10) complémenté de 50pg/ml d’ampieéli Expositions quotidiennes & 500nM de mercurardur
100 minutes. -&) Sens de circulation des liquides dans la carte SAivi de la bioluminescence produite par
E.coli K12 MG1655 pBmerlux exposée quotidiennement & drcare par caméra CCD (temps d'intégration = 1
minute), B : Densité cellulaire dans les matriceyarose contenant les bactéries en fonction dypgei@ :
Oxygéene dissous consommé par les bactéries immmébdi dans la carte multi-puits, D :Photographies de
bactéries immobilisées dans la carte réaliséespearhéra CCD a différents instants de I'expérience.
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Un premier constat met en évidence une relativialiiigé du signal de bioluminescence dans
le temps malgré une période d’équilibre entre désigme jour et le sixieme jour. Aprés une

analyse plus approfondie des résultats, le graphigeut étre découpé en trois phases
chronologiques :

- Du jour 0 au jour 2 (inclus), les courbes obtenaeec les 2 réplicats sont quasiment
superposables tant au niveau de [lallure général@ugniveau des maxima
d’'induction. Cependant, d’importantes variationatsobservées entre les différentes
inductions. Les bactéries sont dans une phaseoisance reproductible, mais n’ont
pas encore atteint un état d’équilibre.

- Du jour 3 au jour 6 (inclus), les bactéries stams une phase de stabilité, le signal de
bioluminescence est reproductible et répétable.

- Enfin, & partir du jour 7, les bactéries entrdahs une nouvelle phase d’instabilité
cependant, il n'y a plus de reproductibilité ers réplicats. Le systéeme n’est plus
maitrisé.

Afin de mieux comprendre ces 3 phases, des anatgsaplémentaires ont été effectuées :
croissance bactérienne dans le biocapteur Lumisermxygene consommé par les bactéries
immobilisées et colonisation du systeme par duilofLes données obtenues apparaissent
dans la figure 47 (respectivement 47-B, 47-C eD}.7-

L’étude de la croissance bactérienne au sein desysteme (figure 47-B) a permis de
comprendre la premiere phase observée d’inductl®rJ?). En effet, cette derniere est
totalement corrélée avec la phase de croissancenerpelle des bactéries immobilisées.
L’augmentation de la densité cellulaire et I'étdiygiologique des bactéries (en phase de
croissance exponentielle) durant cette phase pewgriquer les différences de production
de bioluminescence mesurées entre les inductioo8dégnnes par le mercure. A partir du
jour 3, les bactéries immobilisées entrent dans plrese de croissance stationnaire (phase
d’équilibre) en corrélation avec la phase de stabdes inductions observées du jour 3 au
jour 6.

Le profil de 'oxygéne consommé par les bactérigis é&galement les phases exponentielle et
stationnaire mises en évidence par I'étude dedasance bactérienne : augmentation de la
consommation de 0 a 20 % de I'oxygéne dissous du(aau jour 2 puis stabilisation de la
consommation autour de 20% durant I'ensemble dpélipode de stabilité. Toutefois, on
remarque une reprise importante de la consommatinexygene autour du jour 7. Cette
reprise correspond a la derniere phase d’inductibgervée : phase d'instabilité non
reproductible. Cette reprise traduit une augmenttaiinportante de la densité cellulaire au
sein du biocapteur Lumisens .

Afin de mieux comprendre ce phénomeéne, nous nomsngs intéressé a la colonisation des
surfaces du support des bactéries immobiliséesl(2.1Carte 2 : Mono-canal). Les images

qui apparaissent sur la figure 47-D sont des phafbges obtenues a partir de la caméra CCD
du biocapteur Lumisens lll. Sur les photographéegisées au jour 1 et au jour 5, les bactéries
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sont confinées dans les puits de la carte contnainé aux jours 7 et 10 ou elles ont colonisé
tout le support. On constate une émission de biblescence en dehors des puits qui perturbe
la mesure de la bioluminescence propre aux bastémenobilisées expliquant ainsi les
variations des niveaux d’'induction observés a pdttijour 7.

Cette étude a permis de fixer a 7 jours la durééldation du systeme actuel sachant que les
trois premiers jours doivent étre consacrés aalailstation des bio-éléments.

Ces résultats soulévent d’autres problemes li@aeobilité bactérienne :

- En raison des contaminations inter-puits, la igumétion multi-souche dans une
méme carte n’est plus envisageable. A chaque salaihétre associée une carte et un
canal fluidique isolé.

- De plus, la mobilité des bactéries peut engendiuerelargage de bactéries modifiées
dans I'environnement (cf. paragraphe 5.2.2.).

5.1.1.2. Simulation de pollution ponctuelle parrdercure.

Afin de lever I'hypothese de I'adaptation des baetau polluant, émise lors des travaux
antérieurs de T.Charrier et M.Affi, un second panété étudié afin d’évaluer l'influence
d’expositions antérieures au mercure sur la détecti
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FIGURE 48: EFFET DEXPOSITIONS ANTERIEURES AU MERCURE SUR'INDUCTION DE LA BIOLUMINESCENCE
DE E.coLIK12 MG1655PBMERLUX DANS LUMISENSIII

Conditions expérimentales : Bactéries immobiliséass une matrice solide d’agarose a 2% (densitélaied
initiale : Agzonm= 0,1). Milieu de circulation : milieu acétateudl au dixieme (Ac1/10) complémenté de 50pg/ml
d’ampicilline. Expositions quotidiennes ou accidgdiels a 500nM de mercure durant 100 minutes. La
bioluminescence est mesurée par une caméra CCpgtimtégration = 1 minute).

L’enjeu était de comparer le niveau de bioluminaseeproduit par des bactéries exposées
guotidiennement a du mercure avec le niveau prquaritdes bactéries n'ayant jamais été
exposées au polluant. Afin de s’affranchir des phénes d’évolution biologique démontrés
dans le paragraphe précédent, les bactéries nars@® ont été placées dans les mémes
conditions que les bactéries exposées (immobibisadans une matrice d’agarose, apport de
nutriments et d’oxygene par le milieu circulantclAl0,...). Ces dernieres ont été exposees
au mercure uniquement au jour 4. Les résultatswabtsont présentés dans la figure 48.
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L’analyse des données obtenues n’a pas permisbtitétie différence significative entre les
bactéries exposées quotidiennement au polluantc(rmea 500nM) et les bactéries exposées
ponctuellement. En d’autre terme, la réponse detehas ne semble pas étre influencée par
la durée écoulée dans le biocapteur avant la preraiposition.

5.1.2. Etude du fonctionnement du biocapteur Lumises Il avec la souche
E.coli MG1655 pBZntlux : promoteur intracellulaire

Dans un second temps, I'étude s’est orientée vessaconde souche bactérienne inductible :
la soucheE.coli K12 MG1655 pBZntlux. ContrairementEacoli K12 MG1655 pBMerlux, la
construction plasmide responsable de la détectem rdétaux de cette souche posséde un
promoteur inductible issue du chromosome bactétédh.coli (souche héte). Par conséquent,
ce promoteur peut étre potentiellement régulégandtabolisme propre a la bactérie.
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FIGURE 49: COURBE DINDUCTION DE LA BIOLUMINESCENCE DEE.COLI K12 MG1655PBZNTLUX DANS LE
CAS D' UNE SIMULATION DE CONTAMINATION QUOTIDIENNE PAR DUCADMIUM .

Conditions expérimentales : Bactéries immobiliséass une matrice solide d’agarose a 2% (densitélaied
initiale : Agzonm= 0,1). Milieu de circulation : milieu acétateudl au dixieme (Ac1/10) complémenté de 50pg/ml
d’ampicilline. Expositions quotidiennes a 500nM dadmium durant 100 minutes. La bioluminescence est
mesurée par une caméra CCD (temps d'intégratiomn(te).

Les résultats obtenus sont sensiblement les mémegaux obtenus avec la soudheoli

K12 MG1655 pBMerlux. Les trois premiéeres inductiamt reproductibles mais les maxima
d’'induction varient selon les jours d’expositioes|bactéries sont en phase de croissance
exponentielle. A partir du jour 3, les bactériegr@mt dans une phase d’équilibre, il n'y a pas
encore de colonisation bactérienne du support gentd la mesure du signal de
bioluminescence. Enfin, & partir du jour 6, on notee augmentation significative de
'amplitude du signal biologique mesuré corréléeaVapparition d’'un biofilm au niveau des
paroi du support (carte monocanal).

Le promoteur inductible, responsable de l'inductde I'opéronlux, ne semble pas étre
affecté par le métabolisme de résistance mise evreomar la cellule. D’autre part, on
constate toujours une contradiction entre les t@sulobtenus par M.Affi dans I'étude
précédente (cf. figure 46-C) et ces nouveaux r@sulta souche bactérienne ne semble pas
étre a l'origine des différences de profils d’'indan observées. A ce stade de I'étude,
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I'hypothese la plus probable concerne des contamimamicrobiologiques responsables de
la perturbation du systéme.

5.2. Utilisation du biocapteur Lumisens Il en corbns
environnementales

5.2.1. Influence des conditions environnementalesrda détection

L'objectif de cette phase de I'étude était d’évallienpact d’'une matrice environnementale
(eau de sortie de station d’épuration) sur la diétecu mercure par le biocapteur Lumisens
lll. Afin de mieux caractériser l'influence de athatrice sur la détection, nous nous sommes
intéressés dans un premier temps a la matricdistéri(pas d’influence de la microflore
environnementale) puis dans un second temps atlecenbrute (non stérilisée).

5.2.1.1. Cas d'une eau de sortie de station d’éfiomgpréalablement stérilisée

Pour cette étude, I'eau distillée utilisée dansiikeu acétate dilué au 1/10 contenant le métal
(mercure a 500nM) a été substituée par de I'ealedeironnement stérile : eau de sortie de
la station d’épuration de Moulin Grimaud (50000 Eaient habitants, 85000 La Roche sur
Yon) stérilisée par autoclave a 120°C durant 20uteiu D’aprés les données recueillies
(Figure 50), cette matrice abiotique ne semble geaserer de perturbation significative au
niveau de I'induction de la bioluminescence dedackeE.coli K12 MG1655 pBMerlux. En
effet, les deux profils d’induction obtenus a padt la matrice de laboratoire (eau distillée) et
la matrice environnementale (eau de sortie deostatiépuration stérile) sont quasiment
superposables durant les phases de stabilisatiode estabilité (du jour O au jour 4).
Cependant, il semblerait que la matrice environmgate favorise I'apparition du biofilm : la
bioluminescence augmente des le jour 5.
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FIGURE 50: INFLUENCE DUNE MATRICE ENVIRONNEMENTALE STERILE SUR LNDUCTION DE LA
BIOLUMINESCENCE CHEZE.cOLIK12 MG1655PBMERLUX.

Conditions expérimentales : Bactéries immobilisdéass une matrice solide d’agarose a 2% (densitélaiet
initiale : Agoonm= 0,1). Milieu de circulation : milieu acétateudl au dixieme (Ac1/10) complémenté de 50ug/ml
d’ampicilline. Expositions quotidiennes a 500nMrdercure durant 100 minutes (matrices : eau distpléur le
témoin et eau de sortie de station d’épurationilst@our I'essai). La bioluminescence est mesurée yme
caméra CCD (temps d'intégration = 1 minute).
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5.2.1.2. Cas d'une eau de sortie de station d'épomanon stérilisée

Comme cela a été démontré précédemment, les lesciénimobilisées sont en constante
évolution dans le biocapteur (phase de stabilisatthase de stabilité et apparition du
biofilm). Aussi, il est important de maitriser ee#tvolution au maximum afin d’obtenir de
bon niveau de reproductibilité. L'objet de cettad&t est donc d’évaluer I'impact de la flore
microbienne de I'environnement sur I'évolution dgnal d’induction. Pour cela, comme dans
le paragraphe précédant, la matrice « eau distilléentenant le métal a été remplacée par
une eau prélevée en sortie de station d’épuratidentique a la précédente) mais non
stérilisée.

Dans le cas de la matrice «Eau de l'environnemgeres niveaux d’induction sont
comparables au jour O et au jour 1 avec les niveaesurées avec la matrice « Eau distillée ».
Par conséquent, la flore microbienne environnentenia semble pas perturber l'induction de
la bioluminescence de la soudeoli K12 MG1655 pBMerlux durant cette période. Au dela,
les niveaux de bioluminescence mesurés diminuaguja inhibition totale de l'induction de
la bioluminescence (Figure 51-A).
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FIGURE 51: INFLUENCE DES PARAMETRES BIOLOGIQUES 'MDNE MATRICE ENVIRONNEMENTALE SUR
L’ INDUCTION DE LA BIOLUMINESCENCE CHEZE.COLIK12 MG1655PBMERLUX.

Conditions expérimentales : Bactéries immobiliséass une matrice solide d’agarose a 2% (densitélaiet
initiale : Agoonm= 0,1). Milieu de circulation : milieu acétateudl au dixieme (Ac1/10) complémenté de 50ug/ml
d’ampicilline. Expositions quotidiennes a 500nMrdercure durant 100 minutes (matrices : eau distpléur le
témoin et eau de sortie de station d'épuration stérite pour I'essai). La bioluminescence est m&syrar une
caméra CCD (temps d'intégration = 1 minute).
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En parallele, nous nous sommes intéressés a lditgudioxygéne entrant et consommée par
les bactéries au niveau du support d'immobilisafléigure 51-B). Ces données montrent une
corrélation entre l'inhibition du signal de biolumeiscence et la disparition de I'oxygene
entrant. En effet, 'absence d’oxygene, substraesgaire a la réaction de bioluminescence
bactérienne, est probablement la cause principald’ichibition de la bioluminescence.
Cependant, cette absence peut s’expliquer par ome €olonisation des canalisations en
amont de la carte de mesure par des micro-orgasisapportés dans ['échantillon
environnemental non stérile.

Outre la disparition de l'oxygéne lié a des contations environnementales, d’autres
phénomenes peuvent jouer un réle dans l'inhibitibservée du signal de bioluminescence :

- concurrence pour le substrat entre bactéries 'davilonnement et bactéries
immobilisées pouvant engendrer une carence nuaritie permettant plus aux
bactéries immobilisées de synthétiser I'ensemble dEments nécessaires a la
bioluminescence (FMNH luciférase, aldéhyde a longue chaine) voir unetatité
des bactéries immobilisées.

- lyse de cellules bactériennes immobilisées pabaetériophages
- altération de la population bactérienne origiraigendrée par des protozoaires.

D’autre part, on note une certaine corrélationestgs résultats antérieurs (figure 46-C) et les
résultats observés dans le cas d’'une matrice oitest augmentation de I'intensité du signal
durant les 30 premieres heures suivi par une bagpéficative de la bioluminescence

mesurée jusqu'a la disparition totale du signal betduminescence. Par conséquent, |l
semblerait que les résultats observés sur la figlGeC soient la conséquence d’'une
contamination biologique du systeme.

5.2.2. Risques lies a [utilisation du biocapteur umisens Ill sur
I'environnement.

Outre les limites évoquées précédemment (stalhigs le temps, contraintes d’utilisation
dans I'environnement), un probleme a été souleantga la mobilité des bactéries dans le
biocapteur (cf. paragraphe 5.1.1.1.). Le risquedesicontaminer I'environnement par des
bactéries modifiées (transfert de genes, résistangeantibiotiques) issue d’un relargage.
Afin d’évaluer ce critere, nous avons réalisé umamébrement bactérien en sortie du
biocapteur Lumisens Il a différents temps, lesraas obtenus sont reprises sur la figure 52.
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FIGURE 52: EVALUATION DU RELARGAGE BACTERIEN DANS LE BIOCAPTEURLUMISENSIII.

Conditions expérimentales du biocapteur Lumisens Bactéries immobilisées dans une matrice solide
d’agarose a 2% (densité cellulaire initialegadiyn = 0,1). Milieu de circulation : milieu acétateudl au dixieme
(Acl1/10) complémenté de 50ug/ml d’ampicilline. Esgjiions quotidiennes a 500nM de mercure durant 100
minutes (matrice : eau distillée).

Conditions expérimentales du dénombrement : Dénemént selon la méthode des Unités Formant Colonies
(UFC) sur milieu acétate gélosé (AcG 1X) conteridtipg/ml d’ampicilline. Durée d'incubation : 4&I80°C.

Les résultats permettent de mettre en évidence2kepce de bactéries modifiées en sortie du
biocapteur (culture sur gélose contenant un ariipie) et cela des la mise en ceuvre du
systeme (jour O: environ 20 UFC/ml). De plus, é&dargage bactérien s’accentue avec le
temps de maniéere exponentielle jusqu'a atteindsendesaux de contamination de I'ordre de
5.1 UFC/ml au jour 8.

5.3. Conclusion

Les résultats obtenus dans cette phase de I'émtiggermis, d’'une part, d’établir les limites
du systeme et, d’autre part, de mettre en évide@geisques environnementaux liés a son
utilisation.

Les travaux réalisés en conditions de laboratoime permis de déterminer une période
d’utilisation du systéme actuel comprise entre & @iurs (période de stabilité). Cependant,
cette période n’est accessible qu'apres un délastdeilisation du biosystéme de 3 jours
(période de stabilisation). De plus, au vu des tem@ régénération de 6 a 10 heures en
fonction de lintensité du pic de bioluminescenpériode entre l'arrét de I'exposition au
polluant et le retour au niveau basal de biolundaese), le systéme est en mesure de réaliser
guotidiennement jusqu'a trois analyses maximum ¢yafe = 1 heure d’induction + 6 heures
minimum de régénération). En conditions environneiales non-stériles, le biocapteur
Lumisens Il n'est plus un outil pertinent. En effd’introduction d’'une microflore
environnementale dans le systeme entraine de fqéeturbations biologiques jusqu'a
inhibition totale de I'induction de la biolumineswm® des bactéries immobilisées en matrice
d’agarose. Il est cependant envisageable de levereaou technologique par ajout d’'un
systeme de stérilisation (filtration, stérilisatitmermique, Ultra-violet,...) des effluents en
entrée du biocapteur au risque de dénaturer I'ditloaninitial.
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Cette étude a également relevé un niveau signffi@tcontamination de I'environnement par
relargage de bactéries immobilisées, associé gueide transfert de genes entre bactéries
modifiées et bactéries environnementales (géneédgigtance aux antibiotiques). Pour palier
a cette contamination, il est possible de stérilimede stocker les échantillons de sortie (soit
environ 3 litres par jour et par souche bactéegnn

Pour conclure, ce systéme apparait comme un aatldiptée dans le cadre initialement prévu,
a savoir le suivi de pollution par bactéries biolnescentes. En effet, les limites biologiques
du systéme (contamination environnementale, maintie métabolisme des bactéries)
impliquent de nombreuses contraintes technologiueparation et stérilisation en amont et
en aval des milieux de circulation, récupératioaitement et stockage des milieux utilisés)
pour un outil finalement présentant une périodealgse limité a 3-4 jours avec au maximum
3 expositions quotidiennes.

Partant de ce constat, nous proposons de développeouvel outil d’'analyse afin de palier
aux limites actuelles des biocapteurs bactéridénsnisens V.

« La théorie, c'est quand on sait tout et que nerfonctionne. La pratique, c'est quand tout
fonctionne et que personne ne sait pourquoi. leysnavons réuni théorie et pratique : Rien
ne fonctionne... et personne ne sait pourquoi ! »

[Albert Einstein]
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Ce nouveau « bio-systeme » est a la frontiere mesybteurs et des bio-essais. Il a été congu
pour répondre a la problématique de la détectiaeda quantification de polluant (métaux)
dans I'environnement en s’attachant plus particeiieent a la fiabilité des informations
fournies dans le cadre du suivi de pollution suttoleg terme. Comme ses prédécesseurs
(Lumisens |, 1l, et Ill), ce systéme repose sur dastéries bioluminescentes inductibles ou
constitutives. Cependant, les bioéléments ne sast rpaintenus actifs comme dans les
biocapteurs Lumisens | (phase liquide), LumisengpHase immobilisée) et Lumisens llI
(phase immobilisée) mais dans un état stable deseceation par lyophilisation en
microplague commerciale.

6.1. Ingénierie du biosysteme : Lumisens IV

L’objectif de ce nouveau systeme est non pas de & I'analyse en continu mais plutét de
'analyse séquentielle. Dans ce cas, chaque anabtsassociée a une phase de ré-activation
des bactéries lyophilisées avant exposition a #étion testé et apres analyse, les bactéries
ne sont plus réutilisées.

6.1.1. Conception assisté par ordinateur

L'utilisation de capteurs biologiques pour la détat de polluant ainsi que le type de signal
biologique produit par ces capteurs engendrententaioc nombre de contraintes quant a la
réalisation de l'automate de mesure. De plus, fanéosous laquelle sont conservées les
bactéries (lyophilisées) implique également unepettandispensable de réhydratation
préalable a la mesure. Un autre élément est a@emdcompte : afin de limiter les risques de
réhydratation des bactéries lyophilisées, les rplagues ont été scellées hermétiquement par
un film auto-collant étanche a 'humidité. L’ensdmbe ces éléments ont été pris en compte
lors de I'étape de conception du biosysteme Lursid€ra I'aide de logiciel de CAO : Solid
Edgé (étape réalisée par nos soins).

6.1.1.1. Circulation des fluides

L’ensemble du systeme de circulation des liquidesi (distillée destinée a la réhydratation
des bactéries et échantillons analysés) s’artmuleur de I'automate de micro-injection déedié
au remplissage de microplaque : Microl0x (Hudsomd®os Inc.®, USA). Entiérement
contrblé par ordinateur, cet automate permet dparg la
distribution simultanée de micro-volumes (100u|2%ul)
dans les 8 puits des colonnes de la microplaqueecant
les bactéries lyophilisées mais il permet égalenubat
percer le film aluminium utilisé pour sceller ce
microplaques.

FIGURE 53: PHOTOGRAPHIE DE LAUTOMATE DE MICRO-

DISTRIBUTION : MICROLOX (ICI EN CONFORMATION AVEC 12
INJECTEURS POUR UNE DISTRIBUTION EN LIGNE
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L'utilisation de bactérie lyophilisée implique, cam vu précédemment, une étape
indispensable de réhydratation avec de I'eau [dist{100ul). Aussi, ce systeme étant mono-
canal, il était fondamental d’intégrer, en amonicdeautomate, une électrovanne capable de
modifier le type d’échantillon a injecter (eau diée ou échantillon a analyser). Enfin, un
systeme optionnel de pompage a été incorporé darsotapteur Lumisens IV afin de
permettre, si besoin, de faire circuler certaigsities (cas d’une canalisation). Le schéma du
circuit de circulation des fluides est repris sufiure 54.

Purge

Fau distillée

Echantillon 1

Microplaque

FIGURE 54 : CIRCUIT FLUIDIQUE MIS EN (EUVRE DANS LE BIOCAPTEUR.UMISENSIV.

En bleu : canalisation permettant la circulatios liguides

6.1.1.2. Chambre de mesure

La mesure de la bioluminescence bactérienne impligu systéme de capture limitant au
maximum les contaminations lumineuses environneahest De plus, afin de respecter les
conditions d’analyse, I'enceinte de mesure doilegant rester a une température constante
de 30°C (x1°C).

* Enceinte thermostatée et étanche a la lumiéereieutér

Afin de faciliter la régulation thermique, I'enselaliles parois de I'enceinte de mesure sont
composées de deux plaques de 4 mm en polyvinylall@xpansé (For& séparées par une
couche de laine thermo-isolante Superwool 607objectif de ce type de paroi est de limiter
les échanges de chaleur entre l'intérieur et l'éet# de I'enceinte. En plus de l'isolation avec
I'extérieur, un systéme de chauffage a été intéigmés I'enceinte afin d’apporter la chaleur
manquante. Ce systeme de régulation thermique aatéu pour chauffer de maniére
homogéne I'ensemble de I'enceinte de mesure toutireitant le phénoméne d'inertie
thermique autrement dit la libération de I'énergiamagasinée par le systéme de chauffage
lui-méme malgré l'arrét de l'alimentation électrgjudu systeme de chauffage. Les tapis
chauffants nous semblaient étre des systémes ss&#res pour répondre aux besoins du
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biocapteur Lumisens IV. Une modélisation en 3 disi@ms du systéme de chauffage est
présentée sur la figure 55.

Tapis chauffants

Support des tapis en polyvinylchlorure
expansé de 10 mm

Ventilateur permettant une homogénéisation
continu de I'air dans I'enceinte thermostatée.

( ) Sens de circulation de I'air ambiant

FIGURE 55: MODELISATION EN3 DIMENSIONS DU SYSTEME DE CHAUFFAGE INTERNE AUMISENSIV.

Ce systeme est régulé a l'aide d’'une sonde theendgutype Pt100 située a hauteur de la
microplaque et d’'un régulateur de température¢dj dUMO).

Ce biocapteur étant prévu pour une utilisation damsenvironnement dont la température
ambiante est inférieure a 25°C, il n'était pas Béage d'intégrer un systeme de
refroidissement dans la chambre de mesure.

L’étanchéité a la lumiere est garantie par le cli@g matériaux utilisés pour la conception du
systeme Lumisens IV. En effet, le polyvinylchloruegpansé (épaisseur de 4mm, noir,
ForexX’) utilisé pour les parois est un matériau qui betgs rayons lumineux.

* Systeme de capture de bioluminescence bactérienne

Pour ce biosysteme, la capture de la bioluminegcestréalisée, comme pour Lumisens I,
par caméra CCD. Ce choix réside dans sa simptiditilisation et d’installation. Ce moyen
de capture permet également d’obtenir une vue ol I'ensemble des bactéries
bioluminescentes simultanément. Deux possibilégsterme de conformation de capture
étaient possibles :

- soit la camera CCD est placée au dessus de leoptaque. Cette conformation
implique que le film hermétique qui scelle la mglaque soit transparent afin de ne
pas perturber la capture de la bioluminescence.

- soit la caméra est située en dessous de la nagug Avec cette configuration de
capture, le fond des puits de la microplaque dodt #ansparent.

Pour des raisons de géométrie de capture, la ewafign avec la camera au dessus de la
microplaque a été abandonnée au profit de la secoadfiguration (Figure 56). En effet,
dans le cas de la premiere configuration, la prdéon des puits de la microplaque géne la
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mesure : les parois de ces derniers soustraiertidet®ries bioluminescentes du champ de
capture de la caméra.

Microplaque

|
4
/4
.

—
III.|
LT
My
(1111
111
i
e
gan’
P

A\
A
-
A

Microplaque
Camera en surplomb de la Camera en dessous de la
microplaque microplaque

FIGURE 56: CONFIGURATION DE CAPTURE DE LA BIOLUMINESCENCE PARA CAMERA CCD.

* QOrganisation générale de la chambre de mesure

Le schéma ci-dessous (figure 57) montre l'agenceéndss différents éléments de
Lumisens IV au sein de la chambre noire thermostaténsacrée a la mesure de la
bioluminescence des bactéries lyophilisées en plagoes.

Systeme de -« - — = Camera CCD
chauffage interne

Support a glissiére
Micro-injecteur pour microplaque
(Micro10x) 7
| Ouverture pour
microplaque

Paroi isolante

multicouches -T

= Microplaque

AN\ NN

Trappe de
maintenance

Sonde de température
pT100

FIGURE 57 : ORGANISATION (VUE DE DESSU$ DE LA CHAMBRE DE MESURE DE LA BIOLUMINESCENCE
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6.1.1.3. Vue densemble du biocapteur Lumisens Wanta I'étape de
construction

Afin de faciliter la construction du biocapteur Lisens IV, nous avons développé I'ensemble
du systéme sur logiciel de CAO (Solid EfpeCette étape préalable, incluant la réalisation
des plans, la cotation et le choix des différenttémiaux qui compose le systeme, qui a
nécessité prés de deux mois de travail, a permigaim de temps trés important lors de
I'étape suivante de construction. Le biocapteur isems 1V (figure 58) est composé de trois
compartiments distincts : la chambre de mesuresampartiment dédié a la circulation des
liquides (en bas a gauche) et un compartimentraesti contréle du biocapteur (en bas a
droite).

Chambre de Regulateur de
mesure tempeérature
connecté au

systeme de

Foifipe chauffage interne

péristaltique

Controleur tactile

Electrovanne du micro-injecteur

Controleur manuel

Camera CCD de |'electrovanne

FIGURE 58: VUE D'ENSEMBLE DU MODELE3D DE LUMISENSIV PREALABLE A LA CONSTRUCTION

6.1.2. Construction du nouveau systeme

L’étape de construction a duré environ trois moiscala collaboration de B.Vrignaud de
'lUT de la Roche sur Yon. La difficulté majeurenomntrée lors de la construction du
biocapteur a été le respect des contraintes impgs&#ela chambre de mesure en terme de
contaminations lumineuses. Aussi, afin de réduirenaximum ces perturbations, un certain
nombre de précautions techniques et technologignéstté prises (choix des matériaux,
procédure de fabrication...).

Quelgues photographies résumant les différentgm®tde la construction sont reprises dans
la figure 59.
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.

Développement du support a glissiéere
" capable de recevoir les microplaques
contenant les bactéries lyophilisées.

Mise en place des parois isolantes, du
= Systeme interne de chauffage, des
.différentes trappes d’'ouverture ainsi que
= des éléments des compartiments inféricurs
(non visible sur la photographie).

0

Assemblage du biocapteur Lumisens | IV
terminé.

FIGURE 59: PHOTOGRAPHIES DE QUELQUES ETAPES DE LA CONSTRUCTION LUMISENSIV.

Quelques modifications ont été apportées par rapporplan initial du biocapteur. La
principale concerne I'ajout d’'un compartiment s@mpéntaire en dessous de la chambre de
mesure dédiée a I'ensemble des branchements élexgriet électroniques. On retrouve un
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port USB permettant de commander informatiquem@&hedtrovanne et le micro-injecteur
Micro10x ainsi qu’un port firewire IEEE 1394 dédida camera CCD.

6.2. Procédure d'utilisation de Lumisens IV

6.2.1. Séquence d’exposition

L'utilisation de bactéries lyophilisées dans cecheur implique obligatoirement une étape
préalable de réhydratation (100ul d’'eau distillée puits) des cellules avant analyse. La
période de réhydratation effectuée (30 minutegndlyse démarre par ajout de 25ul
d’échantillon a analyser (cf. paragraphe 2.9.2a)mesure de la bioluminescence est réalisée
apres 1 heure de contact bactéries/échantillon.

Afin de caractériser ce nouveau biocapteur, unees@g a été établie afin de se rapprocher
au plus pres des conditions environnementalesjeleétant de vérifier la fiabilité du systeme
en conditions environnementales et dans le tempsr Bela, nous avons reproduit les
conditions d’essai mises en ceuvre lors de I'étdddisee avec le biocapteur Lumisens il
(bactéries immobilisées dans une matrice d’agarose)

6.2.2. Traitement des données

La mesure de bioluminescence est réalisée de masiidilaire au biocapteur Lumisens llI.
En effet, les données sont tout d’abord captéedapaaméra CCD sous la forme d’image
photographique monochromatique. Ces images sonts dan second temps, traitées
informatiquement afin de quantifier lintensité lumause émise par les bactéries
(cf. paragraphe 2.1.6.).

6.3. Caractérisation du biocapteur Lumisens IV

Ce nouveau systeme présente de nombreux avantagesagports a son prédécesseur
Lumisens lll. Son mode de mesure séquentiel basédes bactéries lyophilisées en

microplague supprime la question de la réegénérates bioéléments (les bactéries ne sont
plus réutilisées apres analyse). De plus, avecoogeaau systéeme, I'eau de I'environnement
étant prélevée avant d’étre injectée dans les pl@t$a microplaques, il n’y a plus aucun

relargage bactérien dans I'environnement.

6.3.1. Stabilité du systeme dans le temps (conditi® de laboratoire)

Le premier point de caractérisation abordé visaudi€r la stabilité du signal d’induction
obtenu avec ce nouveau biosysteme, en conditiofigsisgéas de laboratoire. Pour cela, les
conditions expérimentales suivies lors de la careation de Lumisens Il (cf. paragraphe
5.1.1.1.) ont été adaptées a ce nouveau systelnleaa22) afin de se rapprocher des
conditions fixées lors des expériences en biodstgiaragraphe 2.9.2.). Les résultats obtenus
avec les biocapteurs Lumisens lll et Lumisens I@aapissent, respectivement, sur les figures
60-A et 60-B.
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TABLEAU 22: CONDITIONS EXPERIMENTALES MISES EN OEUVRE DANS LA CRACTERISATION DE
LUMISENSIII ETIV
Paramétres Lumisens il Lumisens IV
Souches bactériennes E.coli K12 MG1655 pBMerlux
Métal testé Mercure
Concentration 500nM
Température d’analyse 20°C 30°C
Durée d’exposition 110 minutes 60 minutes
Mesure de Ia Caméra CCD Caméra CCD
bioluminescence Temps d'intégration : 1min  Temps d'intégration : 1min
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FIGURE 60: NIVEAU D’INDUCTION DE LA BIOLUMINESCENCE DEE.COLI K12 MG1655PBMERLUX OBSERVE
DANS LUMISENSIII ETIV : CAS D UNE EXPOSITION QUOTIDIENNE AU MERCURE

A : Conditions expérimentales pour Lumisens lll:.cBaies immobilisées dans une matrice solide d@gm@
2% (densité cellulaire initiale : A620nm = 0,1).1Mdu de circulation : milieu acétate dilué au dir& (Ac1/10)
complémenté de 50ug/ml d’ampicilline. Expositionsotidiennes a 500nM de mercure durant 100 minutes.
Systeme placé dans une chambre thermostatée a 20°@hase d’équilibration biologique (croissance
bactérienne) 2 : phase de stabilité3 : Apparition du biofilm et perturbation de la mesule bioluminescence.
Mesure de la bioluminescence par caméra CCD (tefngggration = 1 minute)

B: Conditions expérimentales pour Lumisens IV :ctéaes lyophilisées en microplaque (densité
cellulaire : A0,n=0,075). Réhydratation des bactéries avec 100jaudthstillée par puits durant 30 minutes a
30°C puis injection de 25ul d’échantillon contam{ngercure a 500nM). Incubation de 60 minutes a 3&ht
lecture. Mesure de la bioluminescence par caméfa @&nps d'intégration = 1 minute). Le bruit de doa été
soustrait a la valeur de bioluminescence brute.

11¢



Chapitre 6 : Développement d’'un systéme hybrideagpteur/bioessai pour le suivi de pollution

Contrairement au biocapteur Lumisens lll, ce nouvegstéme ne présente ni phase

d’équilibration ni phase de perturbation du sigthatant I'ensemble de la période d’analyse

(13 jours). Cette absence est directement liée @dende conservation des bactéries dans le
systeme. En effet, sous forme lyophilisée, lesérag sont figées dans le temps et la reprise
de l'activité cellulaire des bactéries intervientquement lors de la réhydratation.

Avec ce nouveau systeme, la mesure reste relativesiable dans le temps : le taux de
variation observé avoisine les 20% contre seulerb&htpour le biocapteur Lumisens Il
durant la période de stabilité (et 40% pour I'englerrde la période d’analyse). Ce taux de
variation peut étre attribuable d’'une part, a kedsité biologique (environ 15%) et d’autre
part, aux caractéristiques techniques intrinsegues nouveau biosysteme (contaminations
lumineuses non négligeables : 5%). Nous verrons talul que ces 20% de variation n’ont pas
d’influence significative sur l'interprétation detonnées par le logiciel « Metalsoft » (cf.
paragraphe 6.4.2.).

Ainsi, grace au mode d’analyse de Lumisens IVghads n’apparait plus comme un facteur
limitant contrairement au systeme précédent Lunsisin

6.3.2. Stabilité du systeme dans le temps (en cotais
environnementales)

En parallele, nous nous sommes intéressés a Eimdler d’'une matrice environnementale
non stérile (eau de sortie de station d’épuratiétailée dans le paragraphe 4.5.) sur la
stabilité du signal de bioluminescence génére padulction des bactéries. Les conditions
d’étude sont semblables a celles mises en ceuveeldgraragraphe précédent (tableau 22).
Les résultats obtenus avec Lumisens Ill et Lumisersont présentés, respectivement sur les
figures 61-A et 61-B.

Contrairement au biocapteur Lumisens Ill ou on olse une disparition du signal de
bioluminescence au dela du second jour d’analysealiieau de bioluminescence mesurée
reste relativement stable: taux de variation peodke 25% (pas d’influence sur
I'interprétation des données par « Metalsoft »6cR.). Cette différence importante entre les
deux systémes est liee directement au mode de end3ans Lumisens |V, les bactéries sont
compartimentées dans les puits des microplaquesep@nt ainsi a chaque analyse d’étre
indépendante alors que Lumisens lll, les bactg@esent étre plus ou moins influencées par
les expositions antérieures: toxicité chimique ohbiologique (bactériophages,
protozoaires,...), compétition pour le substrat (ofiore environnementale)...

Les niveaux d’'induction de la bioluminescence ob&giavec cette matrice environnementale
sont moins importants qu’avec la matrice de lalmarat(eau distillée contenant du mercure a
500nM). Apres analyse chimique du mercure realipée le laboratoire départemental
d’analyse, il apparait qu'une fraction importante mhercure ajouté soit adsorbée sur les
matieres en suspension (60%). En effet, apreatidtn sur membrane de porosité 0,45uM
(piege les matieres en suspension), la concentratiomercure chute de 500nM (échantillon
non filtré) a 192nM (échantillon filtré). Une framh du mercure étant adsorbée (60%) sur les
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matieres en suspension, il y a moins de métal isipedible pour I'induction des bactéries
pouvant expliquer le plus faible niveau de sigmaise

Malgré cela, ce nouveau systéeme permet de s’afframies probléemes environnementaux
liées aux micro-organismes présents dans I'enveoremt tout en conservant un signal de
bioluminescence stable dans la durée.
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FIGURE 61: NIVEAU D'INDUCTION DE LA BIOLUMINESCENCE DEE.cOLI K12 MG1655PBMERLUX OBSERVE
DANS LUMISENSIII ETIV : CAS D' UNE EXPOSITION ENVIRONNEMENTALE QUOTIDIENNE AU MERORE.

A : Conditions expérimentales pour Lumisens lllacBries immobilisées dans une matrice solide désgaa
2% (densité cellulaire initiale : gdpnm = 0,1). Milieu de circulation ;: milieu acétate w#l au dixieme (Ac1/10)
complémenté de 50ug/ml d’ampicilline. Expositionsotidiennes a 500nM de mercure durant 100 minutes
(matrice : eau de sortie de station d'épuration-sténile). Mesure de la bioluminescence par can@e®
(temps d’intégration = 1 minute)

B : Conditions expérimentales pour Lumisens IV :ctdes Iyophilisées en microplaque (densité
cellulaire : A»0n=0,075). Réhydratation des bactéries avec 100 uddistillée par puits durant 30 minutes a
30°C puis injection de 25ul déchantillon contangin@mercure a 500nM, matrice : eau de sortie deostat
d’épuration non-stérile). Incubation de 60 minuges80°C avant lecture. Mesure de la bioluminescgrare
caméra CCD (temps d'intégration = 1 minute). Leitbde fond a été soustrait a la valeur de biolustieace
brute. Les écarts-types ont été calculés a mhatplusieurs expériences réalisés dans la mémegen=8).
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6.4. Suivi de pollution a l'aide du biosysteme Lwsans IV couplé au
module d’analyse des données du logiciel Metalsoft.

Afin de proposer un systeme complet d’analyse dafutipns métalligues de l'eau, le
biocapteur Lumisens IV a été couplé au systemeraieement informatique « Metalsoft »
(cf. paragraphe 4.4.2.)). Toutefois, l'analyse desnges du biocapteur par ce logiciel
implique une phase d’ajustement des données denhmioéscence liée a la différence de
capteur photosensible utilisé. En effet, le mode ndesure de la bioluminescence du
biocapteur Lumisens IV repose sur une caméra COE glue le logiciel « Metalsoft » a été
développé a partir d’'une matrice de données mespaephotomultiplicateur.

6.4.1. Calibration du systeme

Pour utiliser Metalsoft sur les données recueiltiesc le biocapteur Lumisens IV, une étape
de calibration a été nécessaire. En effet, le gedahnées utilisées pour concevoir les arbres
de décision inclus dans Metalsoft repose sur deai®eséalisés en microplaque avec des
bactéries lyophilisées mais dont la bioluminescerétait mesurée a l'aide d'un
photomultiplicateur a la différence du biocaptewmnlisens IV ou la bioluminescence est
mesurée par caméra CCD. D’une méthode a I'ausejdieurs de bioluminescence varient en
raison de sensibilité différente entre les systedeemesure et/ou de bruit de fond propre aux

systemes (contamination lumineuse).

Une courbe d'étalonnage a été réalisée afin diétkbkelation entre les données mesurées
avec le photomultiplicateur et celles obtenues deaecaméra CCD de Lumisens IV. La
courbe d’étalonnage est présentée sur le grapbiguant (Figure 62).

30000 T~~~ = m
y = 0,0708x + 8423,2

R? = 0,9713
25000 4~ =~ —— - mmmmm e m e m e m e m e m e m -
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Bioluminescence mesurée par caméra CCD
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Bioluminescence mesurée par photomultiplicateur

FIGURE 62: COURBE DETALONNAGE ENTRE LES DEUX TRANSDUCTEURS PHOTOSENSIBS UTILISES
(PHOTOMULTIPLICATEUR ET CAMERACCD)

La bioluminescence a été mesurée a partir de lie€Erntenues dans une microplaque.
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Ainsi, a partir de cette courbe étalon, les donm&ebioluminescence mesurées par la caméra
CCD de Lumisens IV ont été converties en donnépkoables par le logiciel « Metalsoft »
suivant la fonction suivante :

Blcco—84232
0,0708

BL.q: Bioluminescence équivalent mesurée théoriquempante photomultiplicateur, Blep : Bioluminescence
mesurée par la caméra CCD de Lumisens IV.

BLeq =

6.4.2. Détection d'un évenement de pollution envirmementale par
Lumisens IV et interprétation des données via le fmiciel Metalsoft.

Afin de valider I'association entre le nouveau bipieur Lumisens IV et le logiciel d’aide a
l'interprétation « Metalsoft » (module d’analysedveéloppé dans le cadre de cette these, il
était important d’évaluer la capacité de prédictile 'ensemble. Pour cela, les 4 conditions
décrites précédemment (eau distillée avec ou sensune [500nM] et eau de sortie de station
d’épuration non stérile avec ou sans mercure [5QPrdvit été soumises a I'ensemble des
souches bactériennes bioluminescentes dans le pigoca Lumisens IV. Les données
biologiques ont été recueillies par la caméra CQidsystéme et converties (cf. paragraphe
6.4.1.) afin d'étre analysable par « Metalsoft s Lrésultats obtenus sont repris dans le
tableau suivant.

TABLEAU 23: EFFICACITE DE PREDICTION POUR LE BIOCAPTEURUMISENSIV ASSOCIE AU LOGICIEL
D’ ANALYSE « METALSOFT »
Echantillon Gamme de concentration prédite
Concentration® Nombre (% defficacité)
Matrice de
Cadmium | Arsenic lll | Mercure Cuivre réplicats Cadmium Arsenic Il Mercure Cuivre
I <25nM <500nM <500pM <5uM
Eau distillée 0 0 0 0 13 (100%) (100%) (100%) (100%)
I <25nM <500nM 500 pM - 5 M <5uM
Eau distillée 0 0 500 nM 0 13 (100%) (100%) (100%) (100%)
EZ‘; :fa:z:'e . . . . " <25nM <500M <500pM <5uM
0, 0/\ A 0, 0/) B
dépuration’ (100%) (97,4%) (100%) (94,9%)
EZZ :faﬁg:'e 0 0 500 nM 0 55 <25nM <S00nM-— | 500 pM - 5 M <SHM
” ) (100%) (98,2%) A (100%) (96,4%) ©
d'épuration’

* : Concentration ajoutée dans I'échantilfonEau de sortie de la station d’épuration de Mo@rimaud (85000
La Roche sur Yon, 50000 équivalent habitants) bfute filtrée, et non stérilisé€).: Erreur li¢ & un seul faux
positif, ® : Erreur liée & 2 faux positifS,: Erreur liée a 2 faux négatifs.

Ce tableau reprend les caractéristiques des ditéehantillons testés en terme de matrice et
de métaux ajoutés. D’'apres les résultats et madgrévariations observées précédemment,
environ 20%, (paragraphes 6.3.1. et 6.3.2.), onstab®m que les gammes prédites de
concentration sont fiables dans 98,75% des cas (tHefficacité global). Ceci peut
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s’expliquer par la conversion des données de binleseence en logarithme abaissant ainsi
le taux de variation de 20% a 2%.

6.4.3. Conclusion

Le biocapteur Lumisens IV est la continuation dpnojet dans lequel s’integre les travaux
réalisées dans le cadre de cette these mais égaldares le cadre des différentes théses qui
se sont succédées auparavant sur cette thématiqug 2004, Charrier 2006, Affi 2009).

Contrairement a ses prédécesseurs, Lumisenstllll (@aintien des bactéries en phase de
croissance stationnaire), ce biocapteur de nouggleération Lumisens IV repose sur des
bactéries bioluminescentes maintenues dans ufigéajrace a la lyophilisation. Ce mode de

conservation ne permet pas de régénérer les caEpres analyse mais il présente toutefois
de nombreux avantages.

En effet, les bactéries n’étant plus maintenuegharse de croissance stationnaire, elles n'ont
plus besoin d'un apport constant d’oxygéne et ddérimants indispensables a leur
métabolisme. Par conséquent, les volumes de liguédessaire pour une analyse avec ce
nouveau systéme sont moindres : 100ul d’eau distilar puits avec Lumisens IV contre
environ 1200 ml de milieu acétate dilué au dixigme 1/10) stérile (a raison de 2ml.rfin

par membrane dagarose contenant des bactéries poumisens Il (un cycle
d’induction/régénération soit environ 10 heuresteid heure avec Lumisens V). De plus,
l'absence de circulation fluidique limite le relagge de bactéries modifiées dans
'environnement et par conséquent, les risques agl@ représente pour le milieu naturel :
transfert de génes, résistance aux antibiotiquesusvons également pu démontrer dans ce
chapitre, que, grace a ce nouveau mode de conserdets capteurs biologiques, ni le temps
ni la microflore présente dans I'environnement aet gles facteurs limitant contrairement a
Lumisens Il (phase de stabilisation, apparitionhilgfilm). L’absence de régénération des
bioéléments permet de réduire considérablemerietimlle entre deux analyses. En effet, si
nécessaire, le biocapteur Lumisens IV est capabléaliser jusqu’a une analyse par minute.

Enfin, les résultats obtenues montrent qu’en aasbtiumisens IV au logiciel d’analyse des

données « Metalsoft », on obtient I'un des tousnpees bio-systemes analytiques, reposant
sur des bactéries bioluminescentes, capable deeseivligne et en continu, d’'une part, le

niveau de contamination de polluants spécifiqgueétdox) dans un effluent en s’attachant
uniquement a sa fraction biodisponible et d’autag, e renseigner sur la toxicité globale de
toxicité globale de I'effluent.
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Comme nous avons pu le démontrer au cours de ttedse, les biocapteurs bactériens
bioluminescents étaient jusqu'a maintenant dedsopttentiellement intéressants pour le
suivi de pollution aquatique. Cependant, ces systelmologiqgues ne sortaient pas des
laboratoires et ce, pour plusieurs raisons. D’ume, un premier probléme se posait quant a
I'utilisation de bioéléments bactériens biolumire#s pour la détection de polluants
métalliques dans l'eau. En effet, la littératur@estifique consacrée a I'évaluation, la
caractérisation ou l'utilisation de ces capteurdigaoe leur faible spécificité.

D’autre part, la bibliographie réalisée sur leschjateurs bactériens ne permettait pas de
classer ces nouveaux systemes comme outils anadgtiiipbles en raison de I'absence totale
de caractérisation efficace : aucune étude pulbl@eise a évaluer les limites de ces outils
biologiques en laboratoire (stabilité dans le tengifou en conditions environnementales.
Aussi, I'objectif de cette these était de réporadoes deux problématiques.

1. Développement d'un outil d'analyse des réponsesles
bioéléments bactériens

Le développement d'un outil statistique dédié adlgse des données de bioluminescence
fournies par des bioéléments bactériens a étéhaipr objectif traité au cours de notre étude.
Jusqu’a maintenant, la faible spécificité des Hiodnts bactériens limitait leur utilisation au
strict cadre expérimental. En effet, certains demux étant susceptibles de répondre a de
nombreux composes, il est particulierement délgatfournir une interprétation fiable et
pertinente des réponses de ces capteurs biologiques

Depuis peu, certaines équipes s’intéressent aulappement d’outils pour I'analyse des
données de bioluminescence bactérienne. Une ééseate, publiée par Elagt al. (2008)
vise a identifier cinq composés chimiques toxigyparaquat, cyanide de potassium,
parathion...) au travers de cinq souches bactéridninksminescentes inductibles associées a
un modele d’algorithme de classification. Ainsiagg a cette association, le taux d’erreur
d’identification (approche qualitative) n’excedesp2fs. Cependant, les notions de mélange
de plusieurs composeés et de concentration n’oné{gad notre connaissance abordées.

L’objectif de cette premiére partie de thése gihis ambitieux : mettre au point un modeéle
capable d’identifier quatre composés (cadmium,racsd#, mercure et cuivre) en mélange et
a différentes concentrations a partir de cinq sesidbactériennes bioluminescent&scoli
K12 MG1655 pBZntlux,E.coli K12 MG1655 pBArslux,E.coli K12 MG1655 pBMerlux,
E.coli K12 MG1655 pBCoplux etE.coli DH1 pBTaclux) et ainsi délever le niveau
d’interprétation a un niveau semi-quantitatif (oatde concentration).

Pour cela, nous avons choisi I'approche statistprearbre de décision : méthode graphique
a apprentissage supervisé (reposant sur une bakmdeées préétablie). La base de données a
été construite a partir d’'un plan d’expérience aysur role d’assurer I’homogénéité dans le
choix des conditions a réaliser. Cette étape suppiéaire, non indispensable, nous a
eégalement permis de valider un objectif indireappliquer le concept de plan d’expérience
sur ce type de données. En effet, dans un dévetmpmefutur, il est tout a fait envisageable
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d'ajouter des conditions, par conséquent, le nomige conditions augmentera
exponentiellement : si on ajoute un composé, lelmende conditions a tester passe de 256
(4% & 1024 (3) d’ou l'intérét de réduire le nombre de conditigas plan d’expérience.

A partir de cette base de données, un modele tejasa été mis au point intégrant une
batterie de 4 arbres de décision, chacun d’euxt @édié a I'identification et a la semi-
guantification d’un composé. Ainsi, a partir desilee données de bioluminescence fournies
par les différentes souches bactériennes, noussapanmontrer que cet outil d’'analyse
permettait d’identifier et de semi-quantifier catement ces quatre composés dans
I'environnement avec un taux d'efficacité avoisings 95% des cas.

Un défaut réside toutefois dans cette approcheeftat, de part sa structure en arbre, le
modeéle n'a d’autre choix que de proposer un classémour I'échantillon testé. Aussi, en
présence d’'autres composés inducteurs, comme panpéx du plomb (capable d’induire la
souchekE.coli K12 MG1655 pBZntlux), on peut s'attendre a unealfmtion erronée du modeéle
mettant en évidence la présence de cadmium dastgahiéllon. Pour éviter ce type d’erreur,

il est important de développer d’autres arbres @lgsibn dédiés a l'identification spécifique
d’autres composés (dans ce cas, le plomb). Paégoast, le nombre de capteurs bactériens
inductibles devra étre multiplié et pour cela, puss directions sont envisageables :

- développement de nouvelles constructions géregtigautres promoteurs) (Verma and
Singh 2005, Monchegt al.2007, Ivaslet al.2009),

- transfert des constructions plasmidiques existaners d’autres souches bactériennes
hotes (Hakkilaet al. 2004, Ivaslet al.2009)

- mutation aléatoire des promoteurs inductiblesé8 en vu de modifier leur spécificité
et/ou leur sensibilité.

Enfin le modéle ne protége pas des problemes li@gspécificité des capteurs. En effet, dans
notre étude, nous nous sommes limités a I'étuda dpécificité des souches bactériennes
inductibles en présence de métaux (constructionétmpies décrites comme spécifique de ces
composés). Toutefois, il apparait que certaineschsssl bactériennes soient susceptibles
d’'induire une réponse de bioluminescence signifieaén présence de composés inattendus :
par exemple, la soucHe.coli DH1 pBZntlux (méme plasmide mais souche hoéte wiffte
que E.coli K12 MG1655 pBZntlux) est induite par un compos@aomométallique, le
tributylétain.

2. Compréhension biologique du biocapteur LumisenS|

La caractérisation du biocapteur Lumisens Il d&@gecond objectif abordé au cours de cette
these. L'enjeu était, d’'une part, d’améliorer nottempréhension de ce biocapteur en
s’attachant plus particulierement a la biologie biegléments bactériens immobilisés dans la
carte de mesure (évolution des bactéries dans deersg) et d’autre part, d'observer
l'influence de matrice environnementale sur le bpeur.
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Le premier point critiquable de ce systeme concégniemps nécessaire a une analyse. En
effet, avec Lumisens lll, un cycle d’analyse, iriti I'induction des bactéries suivie d’'une
phase de régénération cellulaire, approche lesliek. Par conséquent, le nombre d’analyse
guotidienne se limite a 2.

Malgré cela, en conditions maitrisées de labomtde biocapteur apparait comme un outil
stable dans une fenétre de mesure de 4 a 5 joalavén entre deux périodes d’instabilité :
croissance des bactéries dans le systeme (3 jturs)onisation des supports par les bactéries
bioluminescence. Par conséquent, au vu du tempssseice pour équilibrer le systeme
(croissance des bactéries), la fenétre de mesmblseelativement réduite. D’autre part, la
colonisation des surfaces de la carte de mesuremévidence un phénomene de relargage
des bactéries en dehors de la matrice d’agarosee@mmobiliser les bactéries. Etant donnée
la circulation constante de liquide dans le systéalimentation des bactéries immobilisées en
oxygene et en nutriments), certaines bactéries somtortées par cette circulation et par
conséquent, se retrouvent libérées dans le miliewrel avec I'ensemble des risques
associés : transfert de genes, résistance auxadiofiles. ..

En outre, I'étude réalisée sur des matrices enmgnrentales montre que ce systéme n’est pas
totalement approprié a une utilisation dans I'emwvirement. En effet, il apparait que la
microflore environnementale perturbe considérabldnie systeme a un point tel, que ce
dernier est en incapacité totale de mettre en éduilda présence d’'un métal au dela du
second jour.

Cette étape a permis d’écarter définitivement cedpteur en raison du mode maintien des
bactéries bioluminescentes (phase stationnaire rd&ssance) au profit d'un nouveau
systeme : Lumisens IV.

3. Développement d’'un systeme de suivi en ligne dpsllutions
métalliques intégrante un outil d'analyse des donres : Lumisens IV

Le développement de Lumisens IV a été la conclusience travail. L'objectif était de
développer un nouveau biosysteme en s’appuyanrtesisemble des connaissances acquises
au cours des deux premiers axes de travail.

Le maintien des bactéries en phase stationnaireralssance ayant été écarté, nous avons
choisi pour ce nouveau systeme de conserver laerhkesc sous une forme lyophilisée. Ce
mode de conservation, n'acceptant pas de régémérate permet pas de réutiliser les
bactéries aprés analyse mais présente un certaibreal’avantages :

- Stabilité dans le temps. La fenétre de mesurdllesitée dans le temps et n’est plus
enclavée entre phase de croissance et phase désatitan.

- Systeme approprié a I'environnement. Les analg$ast indépendantes, il n'y a plus
d’influence de la microflore environnementale sudétection.

D’autre part, le mode de conservation des captgolsgiques a permis également le transfert
des données de bioluminescence vers le logicielatjae « Metalsoft » afin d’améliorer la
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lecture des informations fournies par ce nouveastesye. Ainsi couplé (Lumisens
IV/Metalsoft), ce nouveau systeme apparait commlavelle génération d’outil biologique
pour le suivi en ligne et en continu de pollutioétallique en milieu aquatique.

Toutefois, l'utilisation de bactéries bioluminesta= inductibles engendre I'ensemble des
difficultés exposées précédemment (erreur de gdréditié a la présence d’autre inducteur,

spécificité inattendue). Aussi, le développement det outil analytigue passera

obligatoirement par I'amélioration du modele stajise d’analyse avec d'une part,

'augmentation du nombre d’arbre de décision (ungoaposés recherchés) et d’autre part, la
multiplication du nombre de capteurs bactériensudtiles (détection croisée, spécificité

et/ou sensibilité différentes).

Enfin, une amélioration devra étre apportée swytgéme d'un point de vue technologique.
En effet, I'utilisation d’'une caméra CCD pour létection de la bioluminescence présente
'avantage d’obtenir une capture globale de I'enslendes bactéries, toutefois, la sensibilité
de ce capteur reste pour le moment moins élevéncqubwtomultiplicateur, plus complexe a

mettre en ceuvre.
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Dans un contexte de suivi en ligne de pollutionsatli@ues, ce nouveau systeme (Lumisens
IV associé a Metalsoft) apparait comme un outilydigae intéressant. En effet, les premiers
résultats réalisés en laboratoire avec des écluastienvironnementaux mettent en évidence
la capacité du systeme a identifier et semi-quantiivec pertinence, les métaux présents
dans ces échantillons.

Toutefois, avant la phase ultime de transfert teldgique vers I'industrie, un certain nombre
de points reste a déterminer. Outre les limitesojiques associées aux capteurs bactériens
évoquées dans le chapitre précédent (cf. Discussidieveloppement d'un outil d’analyse
des réponses des bioéléments bactériens), lestdlomanenvironnementaux utilisés pour la
validation du biocapteur Lumisens IV présentaiemt diversité relativement restreinte : 18
échantillons environnementaux mais seulement esude préléevement. Par conséquent, ces
derniers étaient relativement proches, en termepldeet de turbidité, des échantillons
artificiels de laboratoire (matrice : eau disti)i@ntrairement a la conductimeétrie qui pouvait
varier de 900 mS.ctha 0,25 mS.ci en fonction des échantillons (0 mS.cm-1 pour la
matrice «eau distillée »). Aussi, il serait ingsant de déterminer, avec précision, les
conditions « limites » d'utilisation de ce biocaptafin de prévenir d’éventuelles difficultés
guant a l'efficacité de prédiction du systeme.

Enfin, la validationin situ est une étape préalable indispensable au transfdrhologique
afin d’évaluer la robustesse du systéme dans leea#idne utilisation par un personnel non-
spécialiste ; I'objectif étant d'évaluer la simjiéc d’utilisation du biocapteur ainsi que la
lisibilité des informations fournies par le logikcéinterprétation de données.
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