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Résumé / Abstract

Résume

De nos jours, la sécurité sanitaire est au centre des préoccupations des acteurs socio-
économiques. L'un des problémes sanitaires émergents est la libération de bactéries pathogenes
et résistantes aux antibiotiques dans l'environnement aquatique. Les décharges plasma a la
pression atmosphérique sont d'un grand intérét pour de nombreuses applications. L'une de ces
applications est la décontamination microbiologique des liquides. Les travaux développés dans
cette thése participent a mieux appréhender l'intérét du plasma pour la décontamination
microbiologique de liquides et pour la dégradation des genes de résistance aux antibiotiques.

La source utilisée est un multi-jets plasma généré a partir d'un mélange gazeux hélium-
oxygéne a la pression atmosphérique. Différents diagnostics ont été réalisés pour la
caractérisation de la décharge plasma. Les mesures de courant et de tension réalisées nous ont
permis de déterminer I'énergie du plasma. La spectroscopie d'émission optique mise en ceuvre
nous a permis de mettre en évidence et d'identifier les espéces réactives de I'oxygene et de 'azote
(RONS) dans le plasma. La création de RONS tels que le peroxyde d'hydrogéne, les nitrites et les
nitrates dans le liquide modifie la chimie du liquide. Dans ce contexte, nous avons quantifié la
production de ces especes dans le liquide.

L'interaction plasma-bactérie pour la décontamination microbiologique des liquides a été
évaluée a travers trois études distinctes. La premiére consiste a comprendre l'influence de la
phase de croissance des bactéries sur l'efficacité du procédé de décontamination par plasma. Nous
avons montré que les bactéries en phase exponentielle sont plus sensibles au traitement plasma
que les bactéries issues de la phase stationnaire. De plus, les cellules en phase exponentielle sont
plus susceptibles de réduire leur activité métabolique en passant a l'état de bactéries viables mais
non-cultivables (VBNC) apres un court temps d'exposition au plasma, tandis que celles en phase
stationnaire acceptent un temps plus long d'exposition au plasma avant d'entrer dans cet état.
Pour mieux appréhender les raisons qui peuvent expliquer ces différences, nous avons évalué
l'effet du plasma sur l'intégrité de la membrane cellulaire et de I'ADN. Dans la seconde étude, nous
avons évalué l'effet de la présence du plasmide sur la sensibilité des bactéries au traitement par
plasma. Cette étude a révélé que les bactéries portant un plasmide sont plus sensibles au plasma
que celles qui en sont dépourvues. Les bactéries soumises a une intégration de plasmide ont subi
plus de dommages membranaires et un taux de ROS intracellulaires plus élevé apreés exposition
au plasma. Nous suggérons que la présence de plasmides présente des inconvénients pour les
bactéries en diminuant leur croissance et en imposant un état d'affaiblissement. La derniére étude
consiste a évaluer l'effet du plasma sur la dégradation des génes de résistance aux antibiotiques
et sur la réduction des mécanismes de transfert horizontal des genes (HGT) entre les bactéries
donneuses traitées par plasma et celles réceptrices non traitées par plasma. Nous avons démontré
que le plasma réduit le nombre de cellules donneuses, ce qui diminue par conséquent la fréquence
de transfert conjugal. Nous avons également conclu que le transfert de plasmides pourrait se
produire chez les bactéries VBNC. Toutefois, la prolongation du temps d'exposition entraine une
inhibition de HGT.

Le plasma semble étre une solution pour la décontamination des liquides et la dégradation
des genes de résistance aux antibiotiques. Il serait donc pertinent de réaliser des études intégrant
des conditions qui se rapprochent de I'environnement réel avec la présence de matiere organique
et en augmentant le volume du liquide traité.

Mots clés : Plasma a pression atmosphérique - Décontamination des liquides - Bactéries
- Genes de résistances aux antibiotiques.
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Résumé / Abstract

Abstract

Nowadays, health safety is a central concern for socio-economic actors. One of the
emerging health problems is the release of pathogenic and antibiotic-resistant bacteria into the
aquatic environment. Plasma discharges at atmospheric pressure are of great interest for many
applications. One of these applications is the microbiological decontamination of liquids. The
work developed in this thesis contributes to a better understanding of the potential of plasma for
the microbiological decontamination of liquids and for the degradation of antibiotic resistance
genes.

The source used is a multi-jet plasma generated from a helium-oxygen gas mixture at
atmospheric pressure. Various diagnostics were performed to characterize the plasma discharge.
The current and voltage measurements carried out allowed us to determine the energy of the
plasma. Optical emission spectroscopy was used to highlight and identify the reactive oxygen and
nitrogen species (RONS) in the plasma. The creation of RONS, such as hydrogen peroxide, nitrites,
and nitrates, in the liquid modifies the chemistry of the liquid. In this context, we quantified the
production of these species in the liquid.

The interaction between plasma and bacteria for the microbiological decontamination of
liquids was evaluated through three separate studies. The first study aims to understand the
influence of the growth phase of the bacteria on the efficiency of the plasma decontamination
process. We demonstrated that bacteria in the exponential phase were more sensitive to plasma
treatment compared to bacteria from the stationary phase. In addition, bacteria in the exponential
phase were more likely to reduce their metabolic activity by entering the viable but non-cultivable
(VBNC) state after a short exposure to plasma, whereas those in the stationary phase required a
longer exposure to plasma before entering this state. To better understand the reasons for these
differences, we assessed the effect of plasma on cell membrane and DNA integrity. In the second
study, we evaluated the effect of the presence of the plasmid on the sensitivity of the bacteria to
plasma treatment. This study revealed that bacteria carrying a plasmid were more susceptible to
plasma than those without. Plasmid-integrated bacteria showed more membrane damage and
higher intracellular ROS levels after exposure to plasma. We suggest that the presence of plasmids
presents disadvantages to the bacteria by reducing their growth and imposing a weakened state.
The final study evaluates the effect of plasma on the degradation of antibiotic resistance genes and
the reduction of horizontal gene transfer (HGT) mechanisms between plasma-treated donor
bacteria and non-plasma-treated recipient bacteria. We demonstrated that plasma reduces the
number of donor cells and, consequently, reduces the frequency of conjugative transfer.
Furthermore, we deduced that plasmid transfer could also occur in VBNC bacteria. However,
prolonging the exposure time leads to an inhibition of HGT.

Plasma appears to be a solution for the decontamination of fluids and the degradation of
antibiotic resistance genes. It would be relevant to conduct studies incorporating conditions that
approximate the real environment, with the presence of organic matter and by increasing the
volume of the treatment liquid.

Keywords: Atmospheric pressure plasma - Liquid decontamination - Bacteria - Antibiotic
resistance genes.
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Introduction générale

Les plasmas sont des gaz ionisés émettant de la lumiére et produisant une grande variété
de réactions chimiques. IlIs sont qualifiés de quatrieme état de la matiére, aprés 1'état solide,
liquide et gazeux. Le principe de génération d'un plasma repose sur la création d'une décharge
électrique dans un milieu gazeux induisant un arrachement des électrons aux atomes et aux
molécules qui composent le gaz. Le plasma est un milieu constitué de nombreuses especes
réactives chargées (ions et électrons) ou neutres (atomes, molécules et radicaux). On distingue
deux types de plasmas : le plasma thermique ou toutes les espéces (neutres, électrons, ions) sont
quasiment a la méme température, et le plasma non-thermique ou la température des électrons

esttrés élevée par rapport a la température des neutres et des ions (Rozwadowski et Gawel 2022).
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Les progres en ingénierie des plasmas ont conduit a accroitre la recherche de nouvelles
applications des plasmas non-thermiques dans plusieurs domaines. Le traitement et la
modification des surfaces des matériaux thermosensibles sont parmi les premiéres applications
des plasmas froids, comme le dépot de fines couches de polymére sur les matériaux pour la
production de micro-puces dans l'industrie électronique (S. V. Nguyen 1986). En industrie
agroalimentaire, le plasma non-thermique est utilisé pour le développement de surfaces revétues
de dépots aux propriétés antiadhésives et antibactériennes afin de limiter la formation des
biofilms (Lépez et al. 2019). Récemment, son utilisation s’est étendue au domaine biomédical
notamment pour la régénération des tissus, la cicatrisation des plaies (Maho et al. 2021) et pour
le traitement des cancers (Vaquero et al. 2020). Le plasma est également appliqué a la
décontamination microbiologie des surfaces et des liquides (von Woedtke et al. 2012), (Lackmann
et al. 2014), (Liao et al. 2017). L'inactivation des micro-organismes par le plasma est
principalement attribuée aux espéces réactives de 1'oxygene et de I'azote. Ces espéces agissent sur
la cellule parI'oxydation de ses constituants majeurs tels que les protéines, les lipides et les acides

nucléiques, et produisent des changements qui conduisent a la mort cellulaire.

Actuellement, l'une des préoccupations majeures de la santé publique est la propagation
des bactéries pathogénes dans 1'environnement aquatique, et plus particuliérement celles portant
des génes de résistance aux antibiotiques (Dodd 2012), (von Wintersdorff et al. 2016), (Uluseker
et al. 2021). Certaines bactéries appartenant a la famille des entérobactéries présentent des
caractéristiques physiologiques qui leurs permettent de survivre dans l'environnement. Par
exemple, Escherichia coli survit jusqu’a 12 jours et Klebsiella spp. et Salmonella spp. jusqu’a 7 jours
(Bertrand et al. 2015). Les entérobactéries regroupent non seulement des bactéries commensales,
mais aussi des bactéries opportunistes pathogénes associées a des infections nosocomiales
intestinales et extra-intestinales (Farmer et al. 2010). En outre, les entérobactéries sont
considérées comme les principaux réservoirs des génes de résistance aux antibiotiques (Eskova
et al. 2022). Dans l'environnement aquatique, les bactéries peuvent intégrer ou échanger des
fragments d'ADN codant pour des résistances aux antibiotiques par le biais de trois mécanismes
de transfert horizontal de génes (HGT) : la conjugaison, la transformation et la transduction (Dodd
2012). Ces mécanismes contribuent a I'augmentation de la fréquence des variations génétiques et

al'apparition éventuelle de nouvelles bactéries résistantes aux antibiotiques.

A T’heure actuelle, le plasma fait 'objet de nombreuses études en lien avec le vivant. Dans
cette theése, 1'objectif principal des travaux entrepris est de contribuer a la compréhension du
potentiel du plasma dans la réduction de la charge bactérienne dans les liquides et la limitation

de la dissémination des génes de résistance aux antibiotiques. Ces travaux visent a démontrer la
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faisabilité technique de l'utilisation du plasma pour la décontamination des effluents hospitaliers
avant leur rejet dans le réseau d'assainissement urbain. Ainsi, ce manuscrit de these sera divisé

en cinqg chapitres majeurs.

Le chapitre I est un état de I'art permettant de situer le contexte scientifique de I'étude.
Apres une description des caractéristiques morphologique, moléculaire, physiologique et
transcriptomique d'Escherichia coli, les différents mécanismes et les supports de transfert
horizontal des génes de résistance sont présentés. Un état des lieux de la diversité des
entérobactéries présentes dans l'environnement aquatique est effectué. Par la suite, les
différentes caractéristiques fondamentales des sources plasma utilisées pour la décontamination
des liquides sont introduites. Enfin, une description des mécanismes d’action du plasma sur les
composantes bactériennes ainsi que la réponse cellulaire contre le stress oxydatif est abordée.
Cette revue se conclut par une vue d'ensemble de I'application du plasma pour la décontamination
des effluents, ainsi que de son effet sur la réduction de la charge bactérienne et la dégradation des

genes de résistance aux antibiotiques dans ces effluents.

Apres une description des principaux objectifs des travaux de these, le chapitre Il porte
sur le matériel et les méthodes. Il est composé de trois parties. La premiére correspond a la
description de la source plasma et des différents parameétres pour la génération de la décharge (la
tension, la fréquence, le gaz et le débit de gaz). Une synthese des outils de diagnostics adoptés
pour la caractérisation électrique et optique de la décharge plasma est présentée. La deuxiéme
partie est consacrée a I'analyse des propriétés physico-chimiques du liquide apres I'exposition au
plasma en mesurant la température et le pH de la solution ainsi qu’en quantifiant la formation des
espéces réactives a longue durée de vie : le peroxyde d’hydrogene, les ions nitrite et nitrate. Enfin,
la troisiéme partie est relative aux souches de bactéries et au vecteur de transmission de la
résistance choisi pour I'étude. Une description des conditions de culture et de stockage des
souches est présentée. Afin de faciliter la lecture et la compréhension, les protocoles

expérimentaux de la partie microbiologie sont décrits par cas d’étude.

Le chapitre Il comprend les résultats expérimentaux de la chimie issue des interactions
entre le plasma, le milieu environnant et la cible liquide. Ce chapitre est présenté en deux parties
distinctes. La premiere concerne l'identification des especes réactives émissives générées par le
plasma en phase gazeuse et le suivi de leur distribution spatiale le long du jet plasma. A 1a suite de
ces résultats, nous avons également déterminé la température caractéristique du plasma. La

deuxieme partie de ce chapitre est relative a la caractérisation physico-chimique du liquide
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«solution saline » avec des mesures de pH, de température et de concentration d’espéces

réactives de 'oxygene et de I'azote.

Le chapitre IV présente les résultats de I'influence de la phase de croissance bactérienne
sur l'efficacité de la décontamination des liquides par plasma. Apreés traitement, un ensemble de
parameétres microbiologie et moléculaire sont analysés. Nous avons d’abord étudié la viabilité
bactérienne et la présence de bactéries avec des l1ésions sous-létales. Nous nous sommes ensuite
intéressés al'influence des changements physiologiques par I’estimation de I’activité métabolique
intracellulaire et par la détermination de la présence de bactéries a I'état viable mais non-
cultivable (VBNC). Cette partie s’est poursuivie par I'étude de l'intégrité membranaire des
bactéries des deux phases de croissance apres I'exposition au plasma. Enfin, des mesures de ROS

intracellulaires et leur influence sur I'intégrité de '’ADN bactérien sont présentées.

Le dernier chapitre V est dédié aux résultats de I'effet du plasma sur l'inactivation des
bactéries résistantes aux antibiotiques et sur I'inhibition des mécanismes de transfert horizontal
de genes. Ce chapitre comprend deux objectifs distincts. Le premier est d’évaluer l'influence de la
présence de 'ADN plasmidique sur le comportement des bactéries face au stress oxydatif induit
par le plasma. De la méme maniére que dans le chapitre 1V, différents parameétres microbiologique
et moléculaire ont été ciblés tels que la viabilité bactérienne, la sous-létalité, l'activité
métabolique, I'intégrité membranaire et le taux de ROS intracellulaires. Le second objectif est
relatif a I'effet du plasma sur le transfert horizontal de génes de résistance aux antibiotiques. Pour
cela, nous avons établi un modele conjugatif entre une bactérie donneuse exposée au plasma et
une bactérie réceptrice non exposée au plasma. En paralléle, nous nous sommes également
intéressés al'effet du plasma sur les comportements cellulaires des deux souches apres traitement
grace a une mesure de la concentration minimale inhibitrice et au dosage d’enzymes

antioxydantes (la superoxyde dismutase et la catalase) en post-traitement plasma.

Enfin, une conclusion générale et les perspectives cloturent ce manuscrit.
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Chapitre I : Synthese bibliographique

1. Les entérobactéries

La maitrise de la qualité microbiologique de I'environnement aquatique est un enjeu de
santé publique majeur. L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et le Fonds des Nations Unies
pour I'Enfance (UNICEF) ont mis en place les Objectifs du Millénaire pour le Développement
(OMD) visant a garantir l'acces des populations a une ressource en eau potable améliorée, dont la
nature de sa constitution et du traitement actif effectué, la protége de contaminations externes
notamment de contaminations fécales (OMS 2017). En 2015, selon 1'0MS, environ 90 % de la
population mondiale avait acces a un point d'eau qui répondait aux critéres d'accessibilité, de

disponibilité et de potabilité (OMS 2015). Cependant, il est important de noter que méme si une
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source d'eau est protégée et répond aux critéres de potabilité, cela ne garantit pas nécessairement
qu'elle est exempte de contaminants fécaux. Les matiéres fécales peuvent contenir des agents
pathogénes tels que des bactéries, des virus et des parasites qui peuvent contaminer I'eau et
provoquer des maladies lorsqu'elle est consommeée. Pres de 2 milliards de personnes dans le
monde utilisent encore une source d'eau potable contaminée par des matieres fécales, ce qui
entraine un risque significatif pour la santé. La contamination de I'eau par des matieres fécales
peut se produire en raison de divers facteurs. Cela peut étre dii a des infrastructures
d'approvisionnement en eau inadéquates, a un assainissement insuffisant, a des pratiques
agricoles ou industrielles inadéquates, a une mauvaise gestion des eaux usées, entre autres
raisons. Les conséquences de l'utilisation d'une eau contaminée sont tres préoccupantes, avec

plus de 500 000 décés par an attribués a cette cause (Bain et al. 2014), (Rochelle-Newall et al.
2015), (Paruch et al. 2019).

Selon le rapport de 1'0MS de 2017, les maladies liées a la contamination de l'eau
représentent une charge socio-économique considérable pour I'humanité. Les agents pathogénes
d'origine fécale constituent une priorité dans la fixation des objectifs sanitaires destinés a garantir
la sécurité microbiologique de I'environnement aquatique (Clasen et al. 2014). Les rejets d'eaux
usées sont les principales sources de contamination des eaux environnementales par la matiére
fécale et une cause de propagation des microorganismes pathogénes d'origine fécale (Rochelle-
Newall et al. 2015), (Van Duin et Doi 2017), (Paruch et al. 2019). Les maladies liées aux infections
fécales sont généralement associées a des infections d'origine bactérienne, causant des maladies
gastro-intestinales. Un exemple de bactéries abondantes dans l'environnement aquatique est la
famille des entérobactéries. Elle est considérée comme un indicateur microbiologique de
contamination fécale (Gorrasi et al. 2021). D'un point de vue taxinomique, les entérobactéries sont
une famille complexe comprenant 33 genres et 134 espéces. Sur le plan structural, elles sont
caractérisées par leur morphologie de bacilles a Gram négatif, leur capacité a étre aérobies-

anaérobies facultatifs, leur absence de sporulation et leur mobilité fréquente (Farmer et al. 2010).

Les entérobactéries sont naturellement présentes dans I'environnement et ont la capacité
d'y survivre pendant de longues périodes. Leur habitat principal est le tractus intestinal des
humains et des animaux, ainsi que l'environnement aquatique. La plupart des genres
d'entérobactéries ont une relation commensale avec les humains et les animaux, faisant partie du
microbiote intestinal (Farmer et al. 2010), (Gorrasi et al. 2021), (Salamandane et al. 2021).
Cependant, certaines variantes pathogénes opportunistes sont associées a des infections
intestinales et extra-intestinales nosocomiales qui affectent des millions de personnes chaque

année. Les principales entérobactéries pathogénes d'origine hydrique, qui peuvent infecter le
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tractus gastro-intestinal chez les humains et les animaux et qui sont excrétées dans
I'environnement avec les matieres fécales comprennent Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio
cholerae, les variantes pathogenes d'Escherichia coli (par exemple, E. coli entérotoxinogene, E. coli
entérohémorragique 0157:H7), Yersinia enterocolitica, Campylobacter spp. et Helicobacter pylori

(Szewzyk et al. 2000), (Theron et Cloete 2002).

En raison de leur abondance dans 1'environnement et dans le tractus intestinal, de leur
mobilité, de la rapidité de leur cycle de multiplication et de leur propriété pathogéne, les
entérobactéries présentent un défi majeur pour le contrdle des infections (Janda et Abbott 2021),
(Eskova et al. 2022). Dans ce contexte, I'exemple prototypique est celui d'Escherichia coli. La
grande majorité des souches d'Escherichia coli chez 'homme est commensale et adaptée pour
coloniser 1'hdte sans provoquer de maladies. Cependant, certaines souches pathogenes
d'Escherichia coli peuvent provoquer des infections gastro-intestinales graves (Kaper et al. 2004),

(Tenaillon et al. 2010), (Scheutz et Strockbine 2015).

1.1.L’espece bactérienne de Escherichia coli

Isolée pour la premiére fois en 1885 par Theodor Escherich lors d’'une étude sur le
microbiote intestinal des nourrissons (Scheutz et Strockbine 2015), Escherichia coli (E. coli) est
I'espece bactérienne la plus étudiée en microbiologie. Ses caractéristiques de croissance, avec un
temps de génération de 20 minutes et sa facilité d’isolation, en font un modele incontournable
pour étudier 'évolution des microorganismes. E. coli est souvent rejetée dans I'environnement
par les matiéres fécales ou les effluents des eaux usées (Tenaillon et al. 2010). La présence d'E.
coli dans l'environnement aquatique a longtemps été considérée comme un indicateur de

contamination fécale (Khan et Gupta 2019).

1.1.1. Structure cellulaire

Escherichia coli se présente sous forme de bacille avec des extrémités arrondies, mesurant
environ 1 a 1,5 pm de diametre et 2 a 6 pm de longueur. Elle peut étre mobile ou non et présente
une structure flagellaire péritriche (Figure 1). Les E. coli sont des bactéries non sporulées avec un

métabolisme aéro-anaérobie facultatif (Scheutz et Strockbine 2015).

La découverte de l'architecture générale d'E. coli remonte aux années 1930 avec le

développement du microscope électronique (Scheutz et Strockbine 2015). En tant que procaryote,
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la cellule d'E. coli présente une structure simple (Bertrand et al. 2015). Elle posséde des éléments
internes constants tels que la paroi cellulaire, qui constitue un squelette protégeant la cellule de
son milieu externe et responsable de la forme de la bactérie. La membrane cytoplasmique, située
al'interface entre la paroi et le cytoplasme, permet de délimiter les éléments internes de la cellule.
Elle sert également a contrdler les flux entrants et sortants de la bactérie. Le cytoplasme se
présente comme un hydrogel colloidal dépourvu de structures intracellulaires. Il est le siége de la
plupart des réactions métaboliques cellulaires. Il contient une variété de substances nutritives de
réserve et le matériel génétique bactérien. Ce dernier regroupe I'ADN génomique double-brin
circulaire et I'ARN. Les structures les plus fines contenues dans le cytoplasme sont les ribosomes.

Ils servent a la synthese des protéines (Maier et al. 2009), (Bertrand et al. 2015).

E. coli posséde également des éléments facultatifs, généralement externes. La capsule est
une enveloppe visqueuse qui entoure la surface externe de la paroi et permet aux bactéries
d'adhérer plus facilement aux surfaces. Les flagelles ou les cils sont des filaments longs et tres fins
permettant le déplacement des bactéries. Les pili sont des filaments courts et permettent aux
cellules de se fixer sur les surfaces. Ces derniers jouent un réle prépondérant dans le transfert du
matériel génétique au cours du mécanisme de la conjugaison bactérienne. Enfin, les plasmides
sont des molécules d'ADN généralement acquises au cours du processus de transformation
bactérienne. IIs peuvent conférer certains avantages aux bactéries tels que la résistance a des

antibiotiques ou étre des facteurs de virulence (Maier et al. 2009), (Bertrand et al. 2015)."

Flagelle Capsule Inclusion

Membrane

Fimbriae, Pili :
Paroi cytoplasmique

sexuel

ADN bactérien

Vacuole Cytoplasme

Plasmide
Ribosomes

Figure 1 Photographie et structure cellulaire de Escherichia coli, adaptée de (Scheutz et al. 2015), (Bertrand et al. 2015).
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1.1.2. Croissance cellulaire

La croissance bactérienne est un processus complexe impliquant de nombreuses réactions
anaboliques, telles que la synthése des constituants cellulaires et moléculaires, mais aussi des
réactions cataboliques ayant pour fonction la dégradation des métabolites et des toxines. Par
définition, la croissance bactérienne correspond a lI'accroissement du nombre de bactéries et non
a la taille des cellules (Maier et al. 2009). La plupart des informations disponibles concernant la
croissance d'E. coli et des bactéries en général résultent d'études contrélées en laboratoire
utilisant des cultures pures. Afin de comprendre le processus de croissance d'une bactérie, les
cellules sont généralement cultivées dans un milieu liquide dans lequel les nutriments et les
conditions environnementales sont controlés en termes de température, de pH et d'oxygene.
L'augmentation du nombre ou de la masse bactérienne peut étre mesurée en fonction du temps
pour obtenir une courbe de croissance. Plusieurs phases de croissance distinctes peuvent étre
observées dans une courbe de croissance (Figure 2) : la phase de latence, la phase exponentielle
ou logarithmique, la phase stationnaire et la phase de déclin. Chacune de ces phases représente
une période distincte de croissance associée a des changements physiologiques typiques dans la

culture cellulaire (Maier et al. 2009).

Y

Latence | Exponentielle Stationnaire Déclin
‘ mm
— —

Log (nombre de bactéries)

v

Temps d'incubation

() Peu de cellules @ Cellules viables @D Cellules mortes

Figure 2 La courbe de croissance d'une culture bactérienne, adaptée de Bacterial Growth Curve, BioRender.com (2022),
extrait de https://app.biorender.com/illustrations/638743578a2ca47c1e4258ef.

Lorsqu'un inoculum est placé dans un milieu frais, la croissance commence apres une
période appelée phase de latence. Cette phase correspond a la période d'adaptation physiologique

des cellules bactériennes aux conditions de culture. Il s'agit du temps nécessaire a l'induction de
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la synthese de 'ARN messager (ARNm) et de protéines spécifiques pour répondre aux nouvelles
exigences du milieu environnant. La deuxiéme phase de croissance est la phase exponentielle. Elle
est caractérisée par une période de croissance exponentielle. Il s'agit de la période reproductive
pendant laquelle le taux d'augmentation des cellules dans la culture est proportionnel au nombre
de cellules présentes a un moment donné, autrement dit au nombre de cellules viables. La
troisiéme phase de croissance est la phase stationnaire. Elle est définie comme un état d'absence
de croissance bactérienne. Bien qu'il n'y ait pas de croissance nette en phase stationnaire, les
cellules continuent de croitre et de se diviser. La croissance est simplement équilibrée par un
nombre égal de nouvelles cellules et d'autres qui meurent. La phase finale de la courbe de
croissance est la phase de déclin. Elle se caractérise par une perte nette de cellules viables. En
revanche, bien qu'il puisse encore y avoir des divisions cellulaires, le nombre de cellules mortes

reste supérieur au nombre de cellules vivantes (Maier et al. 2009).

1.1.3. Pouvoir pathogene

E. coli comprend non seulement des souches commensales mais également des souches
pathogénes a l'origine de diverses maladies humaines entrainant plus de 2 millions de déces
chaque année (Kaper et al. 2004), (Tenaillon et al. 2010). Il existe sept pathotypes intestinaux bien
étudiés d'Escherichia coli qui sont associés a des infections intestinales spécifiques. Ces
pathotypes d'E. coli peuvent varier en termes de virulence et de mécanismes de pathogénicité. Les
E. coli productrices de la shigatoxine (STEC) sont des souches qui produisent des toxines appelées
shigatoxines, également connues sous le nom de toxines de type Shiga. Elles sont associées a des
infections séveéres, telles que la colite hémorragique et le syndrome hémolytique et urémique
(SHU). Les E. coli entérotoxinogenes (ETEC) produisent des toxines de type entérotoxine qui
entrainent une augmentation de la sécrétion de fluides dans l'intestin, conduisant a des diarrhées
profuses. Les E. coli entéropathogeénes (EPEC), les E. coli entéroaggrégatifs (EAEC), les E. coli diffus,
les E. coli adhérents et les E. coli entéro-invasifs sont des pathotypes associés a des diarrhées et a

des lésions sur les cellules intestinales.

Les souches STEC et EPEC ont été fréquemment signalées comme responsables
d'épidémies d'origine hydrique dans le monde (Chandran et Mazumder 2015), (Haymaker et al.
2019), (Berthe et al. 2013). La contamination de I'environnement par E. coli peut se produire par
les eaux usées des abattoirs et par les effluents des stations de traitement des eaux usées urbaines
(Baliere et al. 2015). Bien que des études approfondies aient été réalisées sur les aspects cliniques

des souches pathogenes d'E. coli, y compris le mode de pathogenese, leur source et leur prévalence
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dans I'environnement ne sont pas examinés de maniére approfondie. Cela souligne la nécessité
d'études supplémentaires pour comprendre I'écologie de ces bactéries dans les environnements

extra-intestinaux (Kaper et al. 2004), (Haldar et al. 2022).

1.1.4. Mécanismes d’adaptation

Afin de survivre a des périodes prolongées de stress, les entérobactéries, dont E. coli, ont
développé des stratégies de survie qui leur permettent de persister dans I'environnement jusqu'a
ce que les conditions redeviennent favorables a leur croissance. Lors de ces conditions de stress,
ces bactéries peuvent changer leur état physiologique en passant d'une croissance rapide et
exponentielle a une croissance lente et stationnaire. Ce changement entraine des modifications
morphologiques, moléculaires, physiologiques et transcriptomiques des cellules, donnant
naissance a des cellules dont le potentiel de survie a long terme est accru (Nystrom 2004),

(Navarro et al. 2010), (Jaishankar et Srivastava 2017).

1.1.4.1. Adaptations morphologiques et moléculaires

L'entrée des bactéries en phase stationnaire est caractérisée par une diminution de la
taille des cellules et par des changements des différents constituants cellulaires et subcellulaires

(Jaishankar et Srivastava 2017).

Etant donné que c'est une barriére qui sert a protéger les structures subcellulaires contre
le stress du milieu environnant, le passage en phase stationnaire s'accompagne d'une
augmentation de 1'épaisseur du peptidoglycane, constituant majeur de la paroi. Ce dernier
représente 0,7 a 0,8 % du poids sec de la cellule dans les cellules en phase exponentielle, alors
qu'en phase stationnaire il augmente de 1,4 a 1,9% (Jaishankar et Srivastava 2017), (Mengin-
Lecreulx et van Heijenoort 1985). Lors du passage des bactéries de la phase exponentielle a la
phase stationnaire, plusieurs changements physicochimiques se produisent au niveau de la
membrane, tels que la diminution du potentiel et de la fluidité membranaire, ainsi qu'une
augmentation de la rigidité membranaire (Gohrbandt et al. 2022), (Needham et Trent 2013),
(Rowlett et al. 2017).

Le potentiel membranaire joue un réle essentiel dans de nombreuses fonctions cellulaires.
Il fait référence a la différence de charge électrique de part et d'autre de la membrane cellulaire.

La membrane cellulaire d'E. coli maintient un potentiel électrique négatif a l'intérieur de la cellule
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par rapport a l'extérieur, estimé a -100 mV. Ce potentiel membranaire est principalement généré
par l'accumulation d'ions potassium (K+) al'intérieur de la cellule et la sortie d'ions protons (H+)
al'extérieur. Cela crée une différence de concentration d'ions entre les deux c6tés de la membrane,
ce qui contribue a maintenir le potentiel membranaire. Le potentiel membranaire est impliqué
dans plusieurs processus métaboliques chez les bactéries, tels que le transport actif des
nutriments et des ions a travers la membrane, la génération d'énergie pour la synthése
d'adénosine triphosphate (ATP) par la chaine respiratoire, la régulation de 1'équilibre osmotique
de la cellule et la réponse aux stimuli environnementaux. Pendant la phase stationnaire, le
potentiel membranaire peut diminuer. Cela est souvent causé par une fuite d'ions potassium (K+)
du cytoplasme des cellules. Cette fuite d'ions K+ entralne une dépolarisation du potentiel
membranaire, ce qui peut affecter les échanges avec le milieu extracellulaire. Ces perturbations
du potentiel membranaire peuvent avoir des conséquences négatives sur la physiologie de la
cellule (Needham et Trent 2013), (Rowlett et al. 2017), (Stautz et al. 2021), (Mikoyan et al. 2020).
Par exemple, affecter le fonctionnement normal des protéines membranaires et des systemes de
transport. De méme, ces changements dans le potentiel membranaire peuvent influencer la
sensibilité des bactéries a certains antibiotiques ou agents chimiques. La fluidité membranaire est
un aspect important de la structure et du fonctionnement de la membrane cellulaire. Elle fait
référence a la mobilité des lipides constituant la bicouche lipidique de la membrane. Chez les
bactéries, la fluidité membranaire est un élément crucial pour de nombreuses fonctions
cellulaires, telles que la mobilité des protéines membranaires, le transport des nutriments et des
métabolites a travers la membrane, la signalisation cellulaire et la réponse aux stimuli
environnementaux. Plusieurs facteurs peuvent réguler la fluidité membranaire, tels que la
composition en lipides, la longueur des chaines lipidiques et la présence d'acides gras insaturés.
Ces facteurs influencent la fagon dont les lipides sont organisés et interagissent les uns avec les
autres dans la membrane. La membrane des bactéries est principalement constituée de
phospholipides, tels que les phospholipides a chaine longue tels que les phosphatidylglycérols
(PG) et les phosphatidyléthanolamines (PE), et de phospholipides a chaine courte comme les
phosphatidylsérines (PS) (Needham et Trent 2013), (Rowlett et al. 2017). La proportion relative
de ces lipides peut varier en fonction des conditions de croissance et des besoins métaboliques de
la bactérie. Lorsque les bactéries passent de la phase exponentielle a la phase stationnaire de
croissance, on observe une augmentation des phospholipides a chaine longue, tels que les PG et
les PE, par rapport aux phospholipides a chaine courte, comme les PS. Cette augmentation des
lipides a chaine longue peut contribuer a rendre la membrane plus rigide et moins fluide. Ces
changements permettent aux bactéries de résister aux conditions de stress et d'améliorer leur

capacité de survie.

42



Chapitre I : Synthése bibliographique

Au niveau subcellulaire, lorsque les bactéries entrent en phase stationnaire, plusieurs
changements significatifs se produisent. Tout d'abord, il y a une réduction du volume total du
cytoplasme, ce qui est généralement associé a une diminution de la taille de la cellule. Une
augmentation du ratio ADN/protéine, indiquant que la quantité d'ADN devient relativement plus
élevée par rapport a la quantité de protéines présentes. Cette augmentation peut étre attribuée a
des facteurs tels qu'une réduction de la synthése des protéines ou une augmentation de la
réplication de I'ADN. De plus, I'ADN subit une condensation, entrainant des modifications
structurales qui rendent I'ADN plus compact et dense. Cette condensation de 'ADN contribue a la
protection du matériel génétique et a la préservation de sa stabilité pendant la phase stationnaire.
En paralléle a ces changements, on observe également une "hibernation" des fonctions cellulaires
pour certaines molécules impliquées dans la division cellulaire, telles que I'ARN et les ribosomes.
Cela signifie que ces molécules réduisent leur activité, ce qui est essentiel pour économiser
I'énergie cellulaire et maintenir la viabilité dans des conditions de stress (Jaishankar et Srivastava

2017), (Navarro et al. 2010).

Ces changements subcellulaires reflétent 1'adaptation des bactéries a des conditions
environnementales défavorables et a des ressources limitées pendant la phase stationnaire. Ils
contribuent a la capacité des bactéries a ralentir leur métabolisme, a conserver leur matériel
génétique et a survivre dans des conditions hostiles jusqu'a ce que des conditions plus favorables
se présentent. La Figure 3 présente une illustration des changements cellulaires et subcellulaires
les plus pertinents qui se produisent dans une cellule pendant la phase stationnaire (Jaishankar

et Srivastava 2017), (Navarro et al. 2010).
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Figure 3 Comparaison structurelle et moléculaire des celles en : a) phase exponentielle et b) phase stationnaire, adaptée
de ((Jaishankar et Srivastava 2017) et BioRendre .com (2022).
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1.1.4.2. Adaptations physiologique

Apres la phase de déclin, les bactéries peuvent maintenir une croissance continue en
passant a une phase dite « stationnaire longue ». L'observation de la survie des bactéries apreés la
phase de déclin montre que, pendant une incubation assez prolongée, sans changement du milieu
nutritif, la courbe de croissance présente des montées et des descentes successives
caractéristiques du nombre de cellules viables (Figure 4, Navarro et al. 2010). En effet, au cours
de leur évolution, les bactéries ont développé des stratégies d’adaptation qui leur permettent de
conserver un état de viabilité. Ces stratégies sont décrites comme étant des phénotypes. On
distingue trois phénotypes d’adaptation au stress : le phénotype de cellules viables mais non
cultivables (VBNC), le phénotype d’avantage de croissance en phase stationnaire (GASP) et le
phénotype d’inhibition dépendant du contact en phase stationnaire (SCDI). Bien que ces
processus partagent certains critéres pour leur déclenchement, Lemonnier et al. (2008) ont

démontré qu'’ils sont distincts d'un point de vue génétique et fonctionnel.

-1

Log viable cells mL

Time (days)

Figure 4 Phases de croissance bactérienne. Cellules d'Escherichia coli se développant dans des conditions de laboratoire
optimales, milieu riche, a 37°C avec aérobie. 1, phase de latence ; 2, phase exponentielle ; 3, phase stationnaire ; 4, phase
de déclin ; 5, phase stationnaire a long terme. Les lignes colorées en pointillés représentent la croissance continue et la
prédominance des différents mutants qui apparaissent au sein d'une population en phase stationnaire prolongée (cycles
VBNS, GASP et SCDI), adaptée de (Navarro et al. 2010).

Le phénotype de bactéries viables mais non cultivables (Viable But Non-Culturable -
VBNC) est un état physiologique dans lequel se trouvent certaines bactéries lorsqu'elles sont
exposées a des conditions défavorables ou stressantes (Jaishankar et Srivastava 2017). Dans cet
état, ces bactéries restent vivantes et métaboliquement actives, mais elles sont incapables de
former des colonies sur les milieux de culture conventionnels. Le phénotype VBNC est le résultat

d'une réponse adaptative des bactéries pour survivre dans des environnements hostiles tels que
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des températures extrémes, une disponibilité réduite de nutriments, des concentrations élevées
de substances toxiques, des variations du pH, ou encore une exposition prolongée a des agents de
stress tels que les rayonnements UV ou les désinfectants chimiques (X. Zhao et al. 2017),
(Jaishankar et Srivastava 2017). Diverses especes d’entérobactéries peuvent entrer a 1'état VBNC,
par exemple, E. coli (Fu et al. 2020), Campylobacter (Zhou et al. 2020), Klebsiella pneumoniae
(Alvear-Daza et al. 2021), Vibrio cholerae (S. Zhao et al. 2021) et Salmonella (Ou et al. 2021).
Plusieurs études ont rapporté la détection des bactéries VBNC dans I'environnement aquatique,

notamment dans les eaux usées (Jin et al. 2017), (Zhu et al. 2022).

L’entrée des bactéries a I'état VBNC induit divers changements, notamment une
diminution de l'efficacité de la transmission des nutriments et des substances, une diminution du
métabolisme et de I'activité respiratoire, un changement de la composition de la paroi cellulaire
et de la membrane, et une modification des niveaux d'expression génétique (Bodor et al. 2020),
(Dong et al. 2020). L’état VBNC s’accompagne de changements morphologiques importants. La
forme des cellules bactériennes devient sphérique, ce qui modifie considérablement la surface de
contact avec le milieu environnant. La diminution de la taille de la cellule affecte de maniére
significative la transmission des nutriments, et par conséquent I'activité métabolique. Bien que les
bactéries VBNC soient généralement dans un état de faible activité, elles peuvent ressusciter et
restaurer leur cultivabilité dans des conditions externes favorables (Bodor et al. 2020), (X. Zhao
et al. 2017). Fu et al. (2020) ont rapporté que la teneur en adénosine triphosphate (ATP) des
bactéries VBNC est maintenue a un niveau relativement élevé. Cela peut étre di au fait que les
bactéries sont dans un état de dormance profonde et que les processus métaboliques
consommateurs d'énergie sont inhibés, ce qui entraine une accumulation d'ATP. Les bactéries
disposent alors de I'énergie nécessaire au processus de ressuscitation. Le contenu du second
messager adénosine monophosphate cyclique (AMPc), un autre métabolite de 1'ATP, est
significativement plus élevé chez les bactéries VBNC que dans les bactéries cultivables. Nosho et
al. (2018) ont démontré que I'AMPc joue un role important dans la survie cellulaire et la résistance
aux perturbateurs environnementaux. IIs suggérent que I’ AMPc pourrait avoir un effet positif sur
le passage des bactéries a I'état VBNC. Un autre phénoméne couramment observé chez les cellules
VBNC est 'agrégation des protéines. Yeom et Groisman (2021) ont constaté qu'un grand nombre
d'agrégats protéiques sont formés dans les E. coli a I'état VBNC, mais presque aucun n'a été

observé dans les cellules en phase logarithmique et dans les cellules ressuscitées.

Le phénotype de croissance en phase stationnaire (Growth Advantage in Stationary Phase
- GASP) est un phénomeéne observé chez certaines bactéries lorsqu'elles se trouvent en phase

stationnaire (Zambrano et Kolter 1996), (Jaishankar et Srivastava 2017). Contrairement aux
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VBNC, les bactéries GASP maintiennent leur activité métabolique et conservent la capacité de se
reproduire. Le GASP se caractérise par une augmentation de la densité cellulaire et une
prolifération continue des bactéries en phase stationnaire longue, ce qui contraste avec la
diminution habituelle de la population bactérienne observée a ce stade. Les bactéries GASP
peuvent donc avoir un avantage compétitif en utilisant les ressources disponibles de maniere plus
efficace et en occupant des niches écologiques spécifiques. Les mécanismes moléculaires sous-
jacents au phénotype GASP ne sont pas complétement élucidés, mais plusieurs facteurs peuvent
contribuer a cette croissance continue en phase stationnaire. Par exemple, des mutations
génétiques peuvent survenir, permettant aux bactéries d'acquérir de nouveaux traits ou de
modifier des voies métaboliques, ce qui leur confére un avantage en termes de croissance et de
survie. De plus, les bactéries GASP peuvent tirer parti de la présence de nutriments résiduels ou
de composés métaboliques produits par d'autres bactéries en phase stationnaire, ce qui leur

permet de maintenir leur métabolisme actif et leur croissance.

Le phénotype d'inhibition dépendant du contact en phase stationnaire (Stationary Phase
Contact Dependent Inhibition - SCDI) est un mécanisme d'adaptation observé chez certaines
bactéries en phase stationnaire longue (Lemonnier et al. 2008), (Jaishankar et Srivastava 2017).
Lorsque les bactéries se trouvent dans cette phase, elles peuvent produire et libérer des
substances inhibitrices qui agissent directement sur d'autres cellules bactériennes en contact avec
elles. Ce phénomene d'inhibition dépend du contact physique entre les cellules, ce qui signifie que
les substances inhibitrices ne diffusent pas librement dans le milieu environnant, mais sont
transmises par contact cellulaire direct. Les mécanismes d'inhibition peuvent varier selon les
especes bactériennes et peuvent impliquer la production de peptides antimicrobiens, de toxines,
d'enzymes ou d'autres molécules inhibitrices. Le phénotype d'inhibition dépendant du contact en
phase stationnaire peut conférer un avantage compétitif aux bactéries qui le possédent. En
limitant la croissance des autres bactéries en contact avec elles, elles peuvent occuper des niches
écologiques spécifiques et réduire la compétition pour les ressources disponibles. Cela peut
favoriser leur survie et leur permettre de maintenir une population stable méme dans des

conditions défavorables.

1.1.4.3. Adaptations transcriptomiques

L'entrée en phase stationnaire est un processus extrémement régulé impliquant des
facteurs de transcription et de nombreux régulateurs (Navarro et al. 2010), (Jaishankar et

Srivastava 2017). Les signaux environnementaux déclenchent l'action des facteurs et des
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régulateurs transcriptomiques qui dirigent l'activité de I'ARN polymérase vers l'expression des
génes. La plupart des mécanismes de régulation de I'expression génétique sont complexes et font
intervenir de nombreux liens régulateurs. Un bon exemple de cette complexité est la régulation
du facteur sigma « o » de la phase stationnaire qui contrdle a la fois 1'entrée des bactéries en phase

stationnaire et la résistance au stress.

Latranscription de 'ADN en ARN chez les bactéries est initiée par 'ARN polymérase. Cette
enzyme est constituée d'un ceeur (Figure 5a) (Navarro et al. 2010), (Roberts et al. 2017). Les deux
sous-unités alpha « a » sont responsables de 'initiation de la transcription et de la reconnaissance
du promoteur ou doit se fixer '’ARN polymérase. Le centre actif des trois sous-unités « Bf'w »
assure la synthése de 'ARN. Le génome d'E. coli code pour sept facteurs « o » différents : 670, 038,
028, 654, 032, 624 et 018 (Yuste et al. 2006), (Costanzo et Ades 2006). Chacun est capable de
reconnaitre spécifiquement un certain groupe de promoteurs et de permettre a la cellule de
modifier radicalement son transcriptome en réponse a divers signaux. Par exemple, la synthese
des flagelles et des facteurs chimiotactiques est régulée par sigma « 028 », l'activation du
métabolisme de l'azote est codée par sigma « 654 », la réponse au choc thermique par sigma « 632
», laréponse au stress associé aux dommages membranaires par sigma « 624 » et 'expression des

génes de transport du nitrate par sigma « 619 ».

Le facteur 038 (Figure 5b), nommé aussi RpoS ou oS, est principalement codé par le géne
rpoS (« RNA polymerase of stationary phase »). Ce facteur agit comme le principal régulateur de
la transcription en réponse au stress (Chung et al. 2006), (Navarro et al. 2010). Ce facteur est
nécessaire pour la transition de la culture bactérienne vers la phase stationnaire. La quantité de
038 reste relativement faible pendant la phase exponentielle mais augmente nettement en phase
stationnaire (Chung et al. 2006). Il existe certains génes 038-dépendants dont 1'expression est
maximale au moment de la transition des cultures de la phase exponentielle a la phase
stationnaire. Chez E. coli, le facteur 038 est impliqué dans la régulation d'environ 35 génes
(Lushchak 2001), (Chung et al. 2006), (Cho et al. 2014). L'induction du facteur 038 est observée
dans des conditions de pH faible, de choc thermique, de dommage de I'ADN, de stress oxydant,
d’'une densité cellulaire élevée et d'une osmolarité importante. Par exemple, lors d’un stress
oxydatif dii au peroxyde d’hydrogene, le facteur sigma régule l'expression de katG (HP],
hydroxyperoxydase 1), katE (hydroxyperoxydase II), dps (protéine non spécifique de liaison a
I'ADN), xthA (exonucléase III), gorA (glutathion réductase), et gdaX (géne associé au systéme de

résistance a faible pH).
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Facteur sigma

a \ .
a
ARN polymérase ARN polymérase
Coreenzyme Holoenzyme

Figure 5 Structure de 'ARN polymérase : a) réaction de formation de I’holoenzyme, b) structure de I’ARN polymérase
(azff’w )facteur « 038 » de E. coli, adaptée de (Chen et al. 2017).

Pour conclure, les facteurs sigma jouent un réle crucial dans les mécanismes d'adaptation
qui permettent aux bactéries de résister aux brusques changements défavorables des conditions
environnementales. De nombreux facteurs sigma alternatifs sont produits de maniére continue,
mais ils restent inactifs jusqu'a ce qu'ils reconnaissent strictement les séquences promoteurs.
Cette reconnaissance précise leur permet de réguler de maniére globale I'expression d'un vaste

ensemble de génes, permettant ainsi a la bactérie de s'adapter rapidement.

2. Les entérobactéries support de I'antibiorésistance

Les entérobactéries représentent une grande menace pour la santé publique en raison de
leur multirésistance aux antibiotiques, notamment la résistance aux [-lactamases, aux
carbapénémes et aux quinolones (Van Duin et Doi 2017). Dans son rapport de 2017,1'0OMS signale
que les entérobactéries résistantes aux carbapénémes et aux céphalosporines de 3e génération
sont classées dans la liste des pathogenes prioritaires critiques (OMS 2017). Ces derniéres sont
associées a une morbidité et a une mortalité élevée chez les patients hospitalisés. La propagation
de l'antibiorésistance au sein des communautés d'entérobactéries est principalement attribuée
au transfert horizontal de génes (HGT) et aux éléments génétiques mobiles (EGM) a travers la

conjugaison, la transformation et la transduction (Gillings et al. 2015).
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2.1.Support génétique de I'antibiorésistance

La résistance aux antibiotiques peut étre différenciée en deux types : une résistance
naturelle et une résistance acquise (Dodd 2012). La résistance naturelle est une caractéristique
de toutes les souches bactériennes appartenant a la méme espéce. Etant donné que c’est une
résistance située sur le chromosome, elle est transmise a la génération descendante par « transfert
vertical » d’'une cellule mere a une cellule fille. La résistance naturelle ne se transmet pas d’une
bactérie a une autre. Ce type de résistance peut étre dii soit a une imperméabilité membranaire,
soit a une destruction enzymatique de l'antibiotique par des enzymes intracellulaires. La
résistance acquise correspond a l'acquisition d'une nouvelle résistance par une souche
normalement sensible a l'antibiotique concerné. Elle peut provenir d'une mutation
chromosomique ou de 'acquisition d'un nouveau support génétique via le transfert horizontal. Ce

dernier présente un réel risque pour la santé mondiale (C. Reygaert 2018).

2.1.1. Résistance endogene par mutation chromosomique

La résistance acquise par mutation chromosomique est un phénomeéne naturel qui se
produit spontanément au cours de la division cellulaire, par exemple par erreur de copie. Les
modifications engendrées par ces mutations sont souvent structurelles. Elles peuvent se traduire
soit par une modification de la perméabilité membranaire a un ou plusieurs antibiotiques, soit par
une modification de I'affinité des cibles spécifiques des antibiotiques, telles que les protéines (C.
Reygaert 2018). L'une des principales causes de ce type de résistance est la pression sélective
exercée par les antibiotiques. Kohanski et al. (2010) ont montré que lors de I'exposition des
souches bactériennes a des doses inhibitrices d’antibiotiques, le stress causé par les antibiotiques
augmente la fréquence des mutations, donnant ainsi naissance a de nouvelles souches mutantes
« résistantes ». De la méme maniere, |'exposition a des concentrations sub-inhibitrices engendre
un stress oxydatif. Ceci entraine l'apparition de nouveaux phénotypes de bactéries, dites
multirésistantes, qui portent des résistances a plus de trois familles différentes d’antibiotiques

(Kohanski et al. 2010).

2.1.2. Résistance exogene par transfert horizontal des genes

Dans la problématique de la dissémination des génes de résistance aux antibiotiques, on

parle souvent de transfert horizontal des genes (HGT) (Dodd 2012), (von Wintersdorff et al.
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2016), (Uluseker et al. 2021). Ce processus implique trois mécanismes différents : la conjugaison,
la transformation et la transduction. Ces mécanismes sont souvent associés a des éléments
génétiques mobiles (EGM) tels que les plasmides, les transposons et les intégrons. Ces derniers

sont des fragments d’ADN portant généralement une ou plusieurs résistances aux antibiotiques.

2.1.2.1. Eléments génétqiues mobiles

Les plasmides sont des ADN extrachromosomiques circulaires a double brin (Figure 6)
(Zaneveld et al. 2008), (Rozwadowski et Gawel 2022). Ce sont des éléments génétiques
autonomes pouvant se répliquer de maniere indépendante dans les bactéries hotes et se
transmettre de facon réguliere et stable d'une bactérie mere a une bactérie fille. Leur taille varie
de quelques kilobases (kb) a 500 kb. Bien que les plasmides ne soient pas essentiels a la survie
des bactéries, ils représentent un avantage majeur pour leur adaptation a des conditions
environnementales particulieres et difficiles. En général, les plasmides se constituent de cinq
principaux éléments. L’origine de réplication (OriV) est la région de I'ADN ou la réplication du
plasmide commence. L'OriV contient les séquences nécessaires a l'initiation et a la régulation de
la réplication du plasmide. La séquence codant pour une résistance spécifique ; les plasmides
peuvent contenir différents types de génes qui conferent aux bactéries des caractéristiques
spécifiques. Par exemple, un plasmide peut porter des génes de résistance aux antibiotiques, des
génes de dégradation de certains composés chimiques, des genes de virulence, des génes de
métabolisme, etc. Le marqueur de sélection permet de distinguer les cellules bactériennes qui ont
acquis le plasmide de celles qui ne I'ont pas. Et une origine de transfert (OriT) est la région du
plasmide impliquée dans le processus de transfert du plasmide d'une cellule a une autre, soit par
conjugaison (transfert de plasmides entre bactéries), soit par transfert horizontal d'ADN (par

exemple, lors de la transformation ou de la transduction).

Les transposons, également appelés éléments transposables, sont des séquences d'ADN
qui ont la capacité de se déplacer d'un endroit a un autre dans le génome d'un organisme (Figure
6) (Zaneveld et al. 2008), (Rozwadowski et Gawel 2022). Ils peuvent se déplacer sur le méme brin
d'ADN (transposition intramoléculaire) ou se déplacer vers un autre brin d'ADN (transposition
intermoléculaire). Les transposons sont souvent constitués de deux extrémités terminales
répétées qui entourent un gene ou une séquence d'ADN. IlIs contiennent généralement un géne
codant pour une enzyme appelée transposase, qui catalyse le processus de transposition en
coupant I'ADN au niveau des extrémités terminales répétées et en intégrant l'élément

transposable a une nouvelle position dans le génome.
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Les intégrons sont des systemes génétiques présents dans certaines bactéries et qui
permettent la capture, I'accumulation et I'expression de genes sous forme de cassettes (Figure 6)
(Zaneveld et al. 2008), (Rozwadowski et Gawel 2022). La structure d'un intégron comprend
généralement trois composants principaux. Un site d'intégration (attl) est la région de I'intégron
ou les cassettes géniques peuvent étre insérées. Les cassettes géniques, qui sont de petites
séquences d'ADN contenant un ou plusieurs génes, contiennent généralement un promoteur de
transcription et une séquence codant pour un gene spécifique. Les cassettes peuvent porter des
génes conférant des résistances aux antibiotiques, des genes de virulence ou d'autres
caractéristiques adaptatives. Et un site de recombinaison (attC) ; en effet, les cassettes géniques
sont intégrées dans l'intégron grace a la recombinaison entre le site d'intégration (attl) de
I'intégron et le site de recombinaison (attC) de la cassette génique. Cette recombinaison est
catalysée par une enzyme appelée intégrase. Les intégrons permettent aux bactéries d'acquérir
rapidement de nouveaux génes en capturant des cassettes géniques contenant des genes
bénéfiques pour leur survie ou leur adaptation a des environnements changeants. Ils jouent un
réle important dans la dissémination de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries
pathogénes. Ce sont les éléments génétiques mobiles les plus souvent présents dans les plasmides
et ont un réle majeur dans la propagation de la résistance aux antibiotiques pour les
entérobactéries (Chow et al. 2015). Plus de 80 % des résistances aux antibiotiques des

entérobactéries sont attribuées aux intégrons (Tenaillon et al. 2010), (Marchant et al. 2013).
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Figure 6 Eléments génétiques mobiles (MGE) : les transposons, les intégrons et les plasmides sont les principaux
moteurs de la propagation de la résistance aux antimicrobiens chez de nombreuses bactéries, adaptée de (Rozwadowski
et Gawel 2022).
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2.1.2.2. Mécanismes de transfert horizontal des geénes

La conjugaison bactérienne est largement reconnue comme l'un des mécanismes de
transfert horizontal des genes les plus répandus dans l'environnement aquatique (Zaneveld et al.
2008), (Dodd 2012), (von Wintersdorff et al. 2016). La conjugaison permet le transfert direct
d'ADN d'une bactérie donneuse a une bactérie réceptrice par l'intermédiaire d'un pilus sexuel
(Figure 7.a). Le processus de conjugaison commence lorsque la bactérie donneuse, qui porte un
élément génétique mobile appelé plasmide de conjugaison, établit un contact physique avec une
bactérie réceptrice. Le pilus sexuel, une structure protéique allongée, se forme a partir de la
bactérie donneuse et se lie a la bactérie réceptrice, établissant ainsi un pont cytoplasmique entre
les deux cellules. A travers ce pont, I'ADN du plasmide est transféré de la bactérie donneuse a la
bactérie réceptrice. Cet ADN peut contenir des génes de résistance aux antibiotiques ou d'autres
genes bénéfiques. Une fois que I'ADN est entré dans la bactérie réceptrice, il peut étre intégré dans
le génome de la cellule réceptrice ou exister sous forme de plasmide indépendant. La conjugaison
bactérienne est particuliérement prévalente dans les environnements aquatiques en raison de la
grande disponibilité d'eau comme milieu de transport. Les bactéries aquatiques peuvent entrer
en contact physique plus facilement, favorisant ainsi le processus de conjugaison. De plus, les
environnements aquatiques peuvent contenir une grande diversité de bactéries, y compris des
bactéries pathogeénes et des bactéries porteuses de génes de résistance aux antibiotiques. Cela
crée un environnement propice a la conjugaison et a la propagation des génes de résistance dans

les populations bactériennes.

Le deuxieme mécanisme impliqué dans le transfert de génes de résistance par voie
horizontale est la transformation bactérienne (Figure 7.b) (Zaneveld et al. 2008), (Dodd 2012),
(von Wintersdorff et al. 2016). Elle implique l'incorporation d'ADN extracellulaire dans le
cytoplasme d'une bactérie réceptrice. Pour que la transformation se produise, la bactérie
réceptrice doit étre dans un état physiologique spécifique appelé "état de compétence". L'état de
compétence est un état transitoire et limité dans le temps, qui est induit en réponse a des
conditions environnementales particuliéres telles que le manque de nutriments, la température,
le pH ou la présence de stress oxydatif. Lorsque la bactérie est dans cet état, elle est capable de
capturer et d'incorporer de I'ADN environnant. Le processus de transformation commence par la
fixation de I'ADN double brin sur des récepteurs spécifiques situés a la surface de la membrane
cellulaire de la bactérie réceptrice. Ensuite, I'ADN est transloqué a travers la membrane cellulaire
et clivé en brins simples. Ces brins simples peuvent ensuite étre intégrés dans le génome de la
bactérie réceptrice ou dans son ADN plasmidique. Une fois que 'ADN étranger est intégré, il peut

étre exprimé et transmis a la descendance de la bactérie réceptrice. Cela permet la propagation
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des genes de résistance aux antibiotiques ou a d'autres traits bénéfiques au sein de la population
bactérienne. La transformation bactérienne est un mécanisme important dans la dissémination
de la résistance aux antibiotiques, car elle permet aux bactéries de recevoir de nouveaux génes de
résistance sans avoir besoin de les acquérir par mutation ou par d'autres mécanismes de transfert

génétique.

La transduction est un mécanisme de transfert horizontal des génes (HGT) qui se produit
a une fréquence relativement faible dans I'environnement. La transduction est un processus par
lequel des fragments d'ADN sont transférés d'une bactérie donneuse a une bactérie réceptrice par
I'intermédiaire de bactériophages, des virus qui infectent spécifiquement les bactéries (Figure 7.c)
(Zaneveld et al. 2008), (Dodd 2012), (von Wintersdorff et al. 2016). Lorsqu'un bactériophage
infecte une bactérie, il injecte son matériel génétique dans la cellule bactérienne hote. Dans
certains cas, au lieu de répliquer le matériel génétique du bactériophage, la machinerie de
réplication de la bactérie héte peut également répliquer 'ADN bactérien environnant. Cela peut
inclure des genes de résistance aux antibiotiques ou d'autres genes d'intérét présents dans la
bactérie donneuse. Lorsque de nouveaux bactériophages se forment a l'intérieur de la cellule
bactérienne hoéte, ils peuvent encapsider ces fragments d'ADN bactérien. Lorsque ces
bactériophages infectent d'autres bactéries, ils peuvent transmettre ces fragments d'ADN
bactérien a la bactérie réceptrice. Cela peut conduire a l'acquisition de nouveaux genes et a la

propagation de caractéres tels que la résistance aux antibiotiques dans la population bactérienne.
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Figure 7 Les mécanismes de HGT : a) conjugaison, b) transformation, c) transduction, adaptée de Conjugaison, Transformation,
Transduction, adaptée de (Zaneveld et al. 2008), (Dodd 2012), (von Wintersdorff et al. 2016).

53



Chapitre I : Synthése bibliographique

2.2.Diversité des entérobactéries résistantes aux antibiotiques dans

I’environnement aquatique

Au cours des derniéres décennies, la menace croissante que représentent les bactéries
résistantes aux antibiotiques pour la santé humaine a attiré l'attention sur l'environnement
aquatique. Récemment, il a été démontré qu'il existe un lien étroit entre I'environnement
aquatique et la dissémination des bactéries résistantes aux antibiotiques (ARB), des genes de
résistance aux antibiotiques (ARGs) et des éléments génétiques mobiles (EGM) (Rochelle-Newall

etal. 2015), (Van Duin et al. 2017), (Paruch et al. 2019), (Triggiano et al. 2020).

Un exemple typique de milieux aquatiques est représenté par les stations d'épuration. Ces
derniéres sont considérées comme des points chauds pour la propagation des ARB et des ARGs
dans l'environnement. Avec un microbiote intestinal d'origine humaine et animale, elles
contiennent un large éventail de bactéries appartenant a la famille des entérobactéries. De
nombreuses recherches soulignent la présence des entérobactéries résistantes aux antibiotiques
dans les stations d'épuration et leur persistance apres le traitement des effluents. Le Tableau 1
présente une liste non exhaustive des ARB identifiées dans les eaux usées. Verburg et al. (2019)
ont examiné le devenir des ARB apres un traitement des eaux usées dans une station d'épuration
municipale aux Pays-Bas. L'analyse a été réalisée sur 2886 isolats de trois espéces différentes (E.
coli, Klebsiella spp., Aeromonas spp.) obtenus avant et apres le traitement des eaux usées. Les
isolats ont été testés pour leur sensibilité aux antibiotiques, notamment aux -lactamines, aux
céphalosporines, aux fluoroquinolones, aux carbapénémes et aux gentamicines. Les trois espéces
ont montré des résistances a ces antibiotiques. Les résultats ont révélé que la concentration
bactérienne est passée de 8 log CFU.L-1 a 5 log CFU.L-L, soit une réduction de 3 log, indiquant une
libération de ces espéces bactériennes dans la riviére réceptrice. Luczkiewicz et al. (2010) ont
évalué l'abondance de E. coli et des entérocoques dans une station d'épuration. Les tests de
sensibilité aux antibiotiques ont montré que 48 % des isolats de E. coli étaient résistants a la
pénicilline et a la tétracycline. Les souches d'entérocoques, y compris Enterococcus faecium (60,8
%) et Enterococcus faecalis (22,1 %), présentaient des résistances aux nitrofurantoines, aux
érythromycines, aux ciprofloxacines et aux tétracyclines. L'abondance de ces espéces résistantes

dans la station d'épuration apres traitement a été supérieure a 4 log.100 ml-1.

En outre, la présence des génes de résistance aux antibiotiques dans les stations
d'épuration suscite également l'attention depuis 2005. Une analyse des données de la littérature

sur la diversité des ARGs dans les stations d'épuration a montré que les ARGs couramment
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détectés comprennent les genes de résistance aux (-lactamines (bla crxm, bla em, bla oxa-a),
quinolones (gnrS, qnrC, qnrD), sulfonamides (sull, sul2, dhfr1), tétracyclines (tetA, tetB, tetE),
macrolides (ered, ermB, erm(C, erm43) et des éléments génétiques mobiles tels que les intégrons
de classe 1 (int1) (Pazda et al. 2019). Le Tableau 1 présente la liste des ARGs identifiés dans les
eaux usées. Parndnen et al. (2019) ont étudié la prévalence des ARGs dans 12 stations d'épuration
situées en Europe. Les résultats ont montré que les genes codant pour la résistance aux [3-
lactamines (bla ¢es, bla oxs, bla ves), aux macrolides (ered, ermF), aux sulfamides (sull), aux
tétracyclines (tetM, tetQ) et aux aminoglycosides (aadA et strB) ont été détectés en amont et en

aval des stations d'épuration.

Les méthodes de traitement traditionnelles utilisées dans les stations d'épuration des eaux
usées sont principalement axées sur I'élimination des contaminants organiques et la réduction de
la charge polluante. Ces procédés incluent généralement des étapes telles que le prétraitement
mécanique, la décantation, la digestion anaérobie, I'aération biologique et la filtration. Ces
procédés sont efficaces pour éliminer une variété de composés tels que les solvants, les pesticides,
les produits pharmaceutiques et d'autres produits chimiques d'origine anthropique présents dans
les eaux usées, visant principalement a améliorer la qualité générale de l'eau traitée afin de
respecter les normes réglementaires avant son rejet dans l'environnement. Cependant, ces
méthodes traditionnelles ne sont pas spécifiquement concues pour cibler les bactéries résistantes
aux antibiotiques (ARB), les génes de résistance aux antibiotiques (ARGs) et les éléments
génétiques mobiles (EGM). Lorsque les eaux usées traitées, qui contiennent potentiellement des
ARB, des ARGs et des EGM, sont rejetées dans les écosystemes aquatiques tels que les rivieres, les
lacs ou les océans, ces contaminants peuvent étre transférés aux organismes aquatiques. Les
bactéries résistantes peuvent infecter les organismes aquatiques, et les ARGs peuvent étre
transférés a d'autres bactéries présentes dans I'environnement. Cela peut conduire au
développement et a la dissémination de la résistance aux antibiotiques dans les écosystémes

aquatiques.

Pour faire face a ces défis, il est essentiel de développer de nouvelles technologies de
traitement des eaux usées qui soient plus efficaces et accessibles. Ces technologies doivent étre
capables d'éliminer de maniere sélective et efficace les ARB, les ARGs et les EGM afin de prévenir
leur propagation dans les milieux aquatiques. Des approches novatrices telles que les procédés
d'oxydation avancée (AOP), la filtration membranaire et 1'utilisation de biofilms spécifiques pour
la dégradation des contaminants peuvent jouer un réle crucial dans le développement de ces
nouvelles technologies de traitement des eaux usées. Ces méthodes permettent de cibler et

d'éliminer spécifiquement les contaminants, offrant ainsi des résultats plus prometteurs que les
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méthodes traditionnelles. En outre, il est important d'adopter une approche globale pour lutter

contre la résistance aux antibiotiques. Cela implique d'intégrer des mesures de prévention de la

contamination dans les pratiques médicales, vétérinaires et agricoles, ainsi que de promouvoir

une utilisation responsable des antibiotiques.

Table 1 Principaux des ARB et ARGs identifiés dans l'influent, l'effluent et les boues activées des stations d'épuration,

adapté de (Pazda et al. 2019)

ECHANTILLON DE LA STEP

Profils de Concentrations
ARB et AR ési igi P; Ref
et ARGs resn_stgnc_e aux Origine Amont Bo_ues el d'ARB ou d'ARGs ays eferences
antibiotiques actives R .
apres traitement
ARB
Ciproflosacin, | g iCPIEh
Escherichia coli cotrimoxazole, . . + na* + 5log Pays bas (Verburg et al. 2019)
R soins et station
ampicillin s .
d’épuration
Penicillin G, Industrie, hopital
Enterococcus ampicillin, et maisons de + na* + 2log Allemagne (Gallert et al. 2005)
vancomycin retraite
Staphylococcus Multi-résistant ”Statlor} na* na* + nd USA (Rosenberg Goldstein et
aureus d’épuration al. 2014)
Ciprofloxacin, Hopital,
. cotrimoxazole, établissement de «
Klebsiella spp. ampicillin, soins et station + na + 5log Pays bas (Verburget al. 2019)
trimethoprim d’épuration
Ciprofloxacin, Hopital,
cotrimoxazole, établissement de "
Aeromonas spp. T . + na + 5log Pays bas (Verburg et al. 2019)
trimethoprim d’épuration
ARGs
ampR ,,Stat]m.l + na* + réduction Canada (Biswal et al. 2014)
d’épuration
Hopital, point de
collecte des eaux
blaampc usées de l,a + na* + Augmentation Allemagne (Alexander et al. 2015)
communaute, et
riviéres
Beta-lactams rec?pt-rlces
Hopital,
blarem domestique et + na* + Augmentation Portugal (Amador et al. 2015)
industrie
Point de collecte
des eaux usées de
mecA la communauté et + na* + nd * Canada (Neudorf et al. 2017)
riviéres
réceptrices
(SzczepanowskKi et al.
* *
na + + nd Allemagne 2009)
tetA Tetracycline + na* + Augmentation Canada (Biswal et al. 2014)
. + + + réduction China (Ying Yang et al. 2014)
) ,Statw"‘ + + + réduction (Zhang et Zhang 2011)
d’épuration
mdtG + + +
mdtH il g i + + + réduction China (Ying Yang et al. 2014)
pump genes
mdtN + + +

na *—non analysé ; nd *—pas de différence ; +—détecté.
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3. Plasma non-thermique a la pression atmosphérique

Le terme « plasma » a été introduit en 1920 par Irving Langmuir, par analogie avec le
plasma sanguin qui transporte les globules rouges et blancs. Le plasma désigne, au sens large, des
particules chargées dans un gaz ionisé soumis a un champ électrique. Le plasma est considéré
comme le quatriéme état de la matiére (solide, liquide, gaz et plasma) (Figure 8). Lorsque I'énergie
apportée au gaz est suffisamment grande, le nombre de collisions entre les particules s'accentue,
conduisant a la formation de charges positives jusqu'a atteindre une quasi-neutralité avec les
charges négatives. C'est I'état de plasma. Le plasma est donc un gaz, partiellement ou totalement
ionisé, composé de nombreuses especes réactives chargées (ions et électrons) et d'espéces

réactives neutres (atomes, molécules et radicaux) (Misra et al. 2016).

Q00000 © o © > e &
B~ -

Etat solide Etat liquide Etat gaz Etat plasma

Figure 8 Les états de la matiére, adaptée de (Misra et al. 2016).

3.1.Propriétés fondamentales du plasma

3.1.1. Degré d’ionisation

Un gaz est un isolant électrique. L'application d'un champ électrique intense entraine
l'ionisation de ses particules, transformant ainsi le gaz en conducteur. Le degré d'ionisation (5)
d'un plasma est la proportion de particules chargées par rapport au nombre total de particules
(neutres et ions). Cette grandeur permet de différencier les plasmas fortement ionisés, appelés «
chauds », et les plasmas faiblement ionisés, appelés « froids ». On parle de plasma fortement ionisé
lorsque son degré d'ionisation est § > 10-4. Un exemple naturel de ce type de plasma est le soleil,
soumis a deux types de forces collisionnelles : électron-électron et électron-ion. En revanche, un
plasma faiblement ionisé possede un degré d'ionisation & < 10-4 et est dominé par les collisions
électron-neutre. La foudre et les aurores boréales sont des exemples de plasmas froids naturels.
Grace a leur facilité de mise en ceuvre en laboratoire, les plasmas froids sont utilisés dans de
nombreux domaines d'application tels que la microélectronique, le biomédical, 'agroalimentaire
et la décontamination des surfaces et des liquides (Misra et al. 2016). Le plasma étudié dans cette

thése est un plasma froid.
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3.1.2. Température

Dans les plasmas froids, deux catégories sont distinguées : les plasmas a I'équilibre
thermodynamique et les plasmas hors équilibre thermodynamique. Par définition, un état
d'équilibre thermodynamique est un systéme dans lequel toutes les particules - électrons (Te),
ions (T;), neutres (Tg) - possedent la méme température. Dans le cas des plasmas thermiques, dits
a l'équilibre thermodynamique, toutes les particules composant le plasma ont la méme
température. On note T. = T; = Tg. En revanche, dans les plasmas non-thermiques (ou hors
équilibre thermodynamique), la température des électrons est comprise entre 1000 et 10000
kelvins, tandis que celle des ions et celle des espéces neutres avoisinent la température ambiante.
On note T. >> T; = T,. Ce type de plasma se caractérise aussi par la température des états excités,
notamment les états vibrationnels qui sont un réservoir d'énergie souvent a l'origine de la
dynamique du gaz. Les plasmas non-thermiques suscitent un vif intérét du fait de leurs

caractéristiques chimiques en termes d'espéces réactives.

3.2.Génération d’'un plasma

La création d'un plasma a partir d'un gaz consiste en la dissociation d'au moins un électron
de ses atomes. Cette dissociation est établie en appliquant un champ électrique. La création du
plasma est principalement régie par des collisions de type inélastiques, impliquant les processus
d'ionisation et d'excitation entre les particules du gaz. Lorsqu'un champ électrique est généré
dans un gaz, les électrons présents dans le milieu sont accélérés. Si un électron atteint une énergie
supérieure au potentiel d'ionisation de l'atome, l'ionisation de ce dernier peut se produire.
L'électron est alors arraché de la couche de valence de I'atome. Cette ionisation transforme
I'atome neutre en un ion positif. Dans ce cas, I'ionisation est dite positive. Les électrons ainsi
libérés vont a leur tour entrer en collision avec les autres atomes du gaz : un plasma est produit.

Le maintien du champ électrique dans le gaz permet de maintenir le plasma (Misra et al. 2016).

3.3.Source de plasma non-thermique a la pression atmosphérique

De nombreuses décharges plasma ont été étudiées pour le traitement des liquides, telles
que la décharge luminescente, la décharge corona, la décharge a barriére diélectrique (DBD), et
les jets plasma a pression atmosphérique (JPPA) (Bruggeman et Leys 2009), (B. Jiang et al. 2014),

(Vanraes et al. 2016), (Kumar et al. 2021). Ces décharges fonctionnent avec différents signaux
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d'alimentation (continus ou alternatifs), une large gamme de fréquences, du Hz au MHz, avec des
signaux pulsés ou sinusoidaux, des configurations d'électrodes différentes (avec ou sans
diélectrique), ainsi qu'avec divers gaz de travail (par exemple 1'air, I'oxygéne, I'hélium, I'argon,
etc.). En ce qui concerne ce travail, nous nous sommes intéressés a un jet plasma basé sur une

décharge a barriére diélectrique a pression atmosphérique.

3.3.1. Décharges a barrieres diélectriques

Les décharges a barriere diélectrique (DBD) sont des plasmas générés entre une ou deux
électrodes et une barriéere diélectrique (B. Jiang et al. 2014). Les matériaux isolants typiques des
barriéres diélectriques sont le verre, le quartz et la céramique (Vanraes et al. 2016). La présence
d'un diélectrique empéche le passage direct du courant dans le plasma entre les deux électrodes
et ainsi la formation d'un arc électrique. Ce dernier est un canal de plasma ou la température du
gaz est égale a celle des électrons. Le fait d'empécher la formation d'un arc empéche donc le gaz

de s'échauffer et permet de maintenir le plasma a 1'état non-thermique.

La géométrie des électrodes joue un réle important dans la détermination de l'intensité
du champ électrique entre 1'espace inter-électrodes ot le plasma se forme, notamment la distance
inter-électrodes et I'épaisseur de la barriere diélectrique. Différentes configurations d'électrodes
sont présentées dans la littérature, dont les plus étudiées sont dans une configuration plan-plan
et cylindrique (Figure 9) (Wagner et al. 2003), (Bruggeman et Leys 2009). Les DBD peuvent
fonctionner avec une tension alternative sur une large bande de fréquences (50 Hz - 1 MHz). Les

décharges DBD peuvent étre générées en utilisant différents gaz : He, Ar, O, N et I'air.

Les décharges DBD sont simples a réaliser, stables, fiables et économiques. Ces avantages
ont conduit a un certain nombre d'applications, telles que la production industrielle d'ozone, la
modification de surface et le dépo6t chimique en phase vapeur assisté par plasma. Les sources DBD
permettent de générer un plasma homogéne, ce qui présente des avantages pour des applications
biologiques. Un grand nombre de configurations de décharge ont été développées et appliquées
pour la décontamination des liquides, pour des applications émergentes telles que le traitement
des eaux. Il a été démontré que les décharges électriques de type DBD en contact avec un liquide
engendrent une grande variété de conditions physiques (particules chargées, UV) et chimiques
(radicaux d'oxygene et d'azote) qui peuvent directement ou indirectement causer la dégradation
des composés inorganiques tels que les substances pharmaceutiques et des composés organiques

comme les microorganismes (B. Jiang et al. 2014), (Kumar et al. 2021).
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Figure 9 Les diverses configurations des décharges DBD : a), b) et c) plan-plan, d) cylindrique, adaptée (Wagner et al.
2003).

3.3.2. Jets plasma

Les jets plasma a pression atmosphérique (JPPA) sont parmi les sources les plus étudiées.
IIs sont utilisés dans le domaine biomédical, la production d'eau activée par plasma ainsi que dans
le traitement des surfaces et des liquides. Différentes configurations d'électrodes ont été
développées pour générer des JPPA. Les configurations les plus répandues sont les JPPA basés sur
le principe DBD. Lu et al. (2012) ont classé ces configurations en quatre catégories. La Figure 10
montre les différentes catégories en fonction du nombre d'électrodes et de la position des

électrodes vis-a-vis du diélectrique.

Les JPPA sont généralement constitués d'un tube, avec une ou deux électrodes et d'un gaz
d'alimentation circulant a l'intérieur du tube diélectrique (Lu et al. 2012), (Vanraes et al. 2016).
Dans le cas d'une configuration avec deux électrodes, 'application d'un champ électrique entre
les deux électrodes entraine l'ionisation du gaz dans le tube. Le plasma est créé initialement a
l'intérieur d'un tube diélectrique puis s'étend sur plusieurs centimeétres dans I'environnement
ambiant. Les JPPA fonctionnent avec une alimentation, pulsée ou sinusoidale, a des fréquences qui
varient entre le kHz et le MHz, en utilisant des gaz nobles tels que I'hélium. Néanmoins, ils peuvent
étre mélangés avec un petit pourcentage de gaz réactifs, comme 1'0; ou I'air pour augmenter la

réactivité.
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Figure 10 les diverses configurations JPPA : a) jet avec deux électrodes annulaires, b) jet avec une seule électrode
annulaire, c) jet avec une électrode a broche et une électrode annulaire, d) jet avec deux électrodes annulaires fixées a la
surface de deux disques diélectriques perforés au centre, adaptée de (Lu et al. 2012).

3.4.Interactions plasma-liquide

Les réactions dans le plasma sont principalement pilotées par les électrons (Misra et al.
2016). Les collisions électron-atome et électron-molécule générent des especes réactives par
ionisation, dissociation et excitation. En raison de ces processus de collision, une grande variété
d'espéces réactives peut étre trouvée dans la région centrale du plasma, ot la majeure partie de
I'énergie est dissipée, ainsi que dans la région du jet plasma, qui commence a la sortie du tube
diélectrique et s'étend dans I'environnement ambiant. La génération et la dissociation des espéces
réactives dépendent de plusieurs parameétres, notamment de la configuration des électrodes, des
conditions électriques (forme, fréquence), des conditions chimiques liées au gaz d’alimentation et
des conditions ambiantes relatives a la nature de la cible (Bruggeman et Leys 2009), (Bruggeman
etal. 2016). Un jet plasma a la surface d'un liquide entraine une succession de réactions physiques
et chimiques qui ont lieu dans les différentes phases. Ces réactions sont a l'origine de la formation

des especes réactives de l'oxygene et de 'azote (RONS).

Les interactions d’'un jet plasma a la surface d'un liquide sont réparties en trois principales
phases (Figure 11) (Bruggeman et al. 2016), (Perinban et al. 2019). La premiére phase est la phase
gazeuse. Elle correspond au siége de la formation des espéces réactives primaires. Il s’agit
d’especes moléculaires et atomiques telles que les radicaux hydroxyles (OH*), les radicaux d'oxyde
d’azote (ON-), les radicaux super-oxydes (02*-), I'oxygene atomique (0), I'oxygene singulet (102) et

l'azote excité (N). Ces espéces sont directement produites dans la région de décharge en raison de
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l'interaction entre les électrons et les molécules du gaz d'alimentation. Ces espéces ont une durée
de vie relativement courte et leur concentration dans la région de la décharge est tres élevée. La
deuxiéme phase correspond a l'interface plasma-liquide. Les réactions chimiques produites a ce
niveau sont le résultat des interactions entre les espéces réactives primaires et les molécules
présentes dans I'environnement ambiant. Ces espéces sont converties en espéces secondaires a
longue durée de vie, telles que le peroxyde d'hydrogene (H202), le nitrate (NO2), le nitrite (NO3) et
I'ozone (03). En contact avec la surface du liquide, ces especes diffusent dans le liquide, ce qui
correspond a la troisieme phase. Les principales espéeces réactives produites sont ONOO-, ONOOH,
NO2-, NO3-et H202. Un apercu des principales voies de formation de ces especes sera présenté dans

les parties suivantes.

uv Ions
Especesréactives primaires — Espeéces excitées Electrons

ROS RNS

No. O M0 o HNO;

N  QHe H,0,
HNO, N,
l— Evaporation
P ’ . . . NO,, NOs', H,0,, OH, 0;, ONOOH, ONOO-
Especesreactives tertiaires I:> D a
pH 4 | iquide

Figure 11 Les diverses espéces réactives formées dans la phase gazeuse, l'interface plasma liquide et dans le liquide, adaptée
(Bruggeman et al. 2016).

3.4.1. Especes réactives de 'oxygene

Les espéces réactives de l'oxygene (ROS) jouent un réle important dans le processus
d'inactivation microbienne par plasma. Les principaux ROS produits concernent les radicaux
hydroxyles (OH°), l'oxygéne singulet (102), les radicaux superoxydes (0O:°), le peroxyde
d'hydrogéne (H202) et 1'ozone (03) (Lukes et al. 2014), (Bruggeman et al. 2016), (Perinban et al.
2019).

Les radicaux hydroxyles (OH*) générés en phase gazeuse se forment par la dissociation de
la vapeur d'eau via des collisions avec les électrons ou les particules excitées. Avec un potentiel
d'oxydation de 2.8 eV, c'est I'espéce la plus réactive parmi les ROS (J. Jiang et al. 2016), (Lukes et
al. 2014). Il agit comme un précurseur de la production de H30,. Les radicaux superoxydes (02*)

ont une durée de vie plus longue (5 s) en solution aqueuse et dans des conditions de faible pH. Ils
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sont convertis en radicaux hydroxyperoxyde (HO2*) par la voie (1). En présence d'oxyde d'azote,
les radicaux superoxydes forment I'anion peroxynitrite (ONOO-) par la voie (2), qui est un agent
antimicrobien puissant (Attri et al. 2015). L'augmentation des ions H+ dans le liquide due a la
dissociation des molécules d'eau augmente la conductivité électrique et diminue le pH dans le
milieu liquide (Lukes et al. 2014), (]. Jiang et al. 2016). Lorsque le pH de la solution est réduit a
une valeur critique d'environ 4,5, les ions HO,* et O, réduisent les hydroxyles en peroxyde
d'hydrogéne (H202) (3). Ce dernier est 1'une des ROS les plus importantes pour l'inactivation
bactérienne (Lukes et al. 2014). H20: est un oxydant puissant, et son potentiel oxydant augmente
dans un environnement acide. Il fait partie des ROS a longue durée de vie. La solubilité de H,0; en
phase gazeuse joue un réle important dans la génération de H,0 en phase liquide. Winter et al.
2014 suggérent que la formation de H20: ne se fait pas par la dissociation des molécules d'eau,
mais plutét par la diffusion de H,0; de la phase gazeuse dans la phase liquide. Les espéces
précurseurs de H»0; sont les radicaux hydroxyles (OH.), 'oxygéne singulet (102) et les radicaux

superoxydes (02°).

Oz + H* = HOy* (D
02 + NO* = ONOO- (2)
HO2* + O2* + H* = 02 + H20- (3)

3.4.2. Especes réactives de I'azote

Les especes réactives de I'azote (RNS) sont initialement produites dans la phase gazeuse.
L’azote atomique est le principal précurseur des RNS. Il réagit avec I'oxygene moléculaire selon

les équations (4 - 7) :

N2 + O*— ON-+ N- (4)
N*+0; - ON*+ O (5)
N* + 0+ - ON* (6)
NO + 03 - NO; + 0, (7)

Dans le liquide NO, NO; et O, réagissent principalement avec H;0, ce qui entraine la

production de NO2- et NOz- (8 - 11) :

,NO + 0, > 2NO; (8)
NO + NO; + H,0 - 2NO, + 2H+ (9)
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2NO; + H,0 - NOy- + NOs- + 2H* (10)
NO + OH — NOy + H* (11)

Les oxydes nitriques (HNO>) et nitreux (HNO3), produits dans le liquide, se décomposent

en proton, nitrite et nitrate par les voies (12- 13):

HNO, = H* + NO,- (12)
HNOs; = H+ + NOs3- (13)

La formation de nitrite et de nitrate induit une baisse du pH de la solution. Cette réduction
entraine la décomposition de l'acide nitreux en dioxyde d'azote, ce qui provoque une
augmentation de la concentration en nitrate (voies 14 et 15). En outre, dans des conditions acides
(pH < 3,3), de lI'acide peroxynitreux (ONOOH) est formé a partir du NO2- et du H,0 présents dans
la solution. A pH > 3,3, le HNO; instable réagit avec le H,0; et forme du ONOO- (voie 16):

3HNO, = H* + NO3- + 2NO + H,0 (14)
2NO + 3H202 - 2HNO3 + 2H20 (15)
HNOz + HzOz - ONOO- + HzO (16)

Les principales difficultés dans 1'étude des especes réactives de 1'oxygene et de l'azote
formées dans le liquide résident dans leur durée de vie, leur sélectivité et leur stabilité. La durée
de vie des RONS est de 1'ordre de la microseconde, voire de la nanoseconde, comme c'est le cas
pour le radical hydroxyle (OH*) avec une durée de vie de 100 ns. Les principales RONS étudiées
lors des interactions entre le plasma et le liquide sont le peroxyde d'hydrogéne (H202), le nitrite
(NO2) et le nitrate (NOs-). Ces RONS se caractérisent par des durées de vie élevées. Cependant, la
difficulté réside dans la méthodologie utilisée pour détecter et évaluer la nature des espéeces. Ces
méthodes sont généralement indirectes et peu sélectives. Par exemple, le H,0; est quantifié sur la
base de tests colorimétriques tels que le rouge Amplex, le sulfate de titane ou simplement grace a
des bandes de test H20, commerciales (Tresp et al. 2013), (Hensel et al. 2015). Le NO2- et le NOs-
sont détectés a 'aide du tres courant test du réactif de Griess ou par chromatographie ionique
(Mosmann 1983), (Wende etal. 2015), (Dolezalova et al. 2015). De plus, le radical hydroxyle (OH*)
et l'oxyde nitrique (ON°) sont détectés par spectroscopie de résonance paramagnétique
électronique (RPE). Il est également nécessaire d'ajouter des stabilisateurs ou des pieges pour
détecter les espéces a courte durée de vie (Tresp et al. 2013). Cela peut avoir pour effet de modifier
la composition initiale de 1'échantillon. La sélectivité des méthodes de détection des RONS doit

étre prise en compte, car certains pieges peuvent interagir avec plusieurs espéces. C'est, par
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exemple, le cas du 2',7'-dichlorodihydrofluorescéine di-acetate (H,DCFDA) qui réagit avec les RNS

tels que le peroxynitrite (ONOO-) ainsi qu'avec les ROS (Dolezalova et al. 2015).

De plus, le milieu réactionnel entre le plasma et le liquide est constitué d'une grande
variété de réactions physico-chimiques, comprenant également des émissions de photons, des UV,
un champ électrique et une énergie thermique non négligeable (Rezaei et al. 2019). Chaque
composante peut faire 1'objet d'une étude spécifique pour un domaine d'application précis. C'est
la raison pour laquelle les interactions du plasma avec l'air ambiant restent un défi. Le plasma est
un environnement intrinséquement instable, ou les conditions du milieu environnant, telles que
la température, la pression, I'humidité et la distance entre le plasma et la surface, ne sont pas
controlées. Cette instabilité peut entralner des modifications des caractéristiques physico-
chimiques de la décharge, ce qui influence le milieu réactionnel des différentes phases
d'interaction entre le plasma et le liquide. Ces variations peuvent poser des problémes de
reproductibilité des expériences. Cependant, il est possible de limiter ou de résoudre ces
problémes expérimentaux en prenant des mesures appropriées. Par exemple, I'isolation du jet de
plasma par rapport au milieu ambiant peut contribuer a réduire les effets indésirables des
variations environnementales. Cela peut étre réalisé en utilisant des dispositifs ou des
configurations expérimentales qui permettent de séparer physiquement le jet de plasma du milieu
environnant, créant ainsi un environnement plus controlé. En isolant le jet de plasma, il devient
possible de maintenir des conditions expérimentales plus stables, ce qui favorise une meilleure
reproductibilité des résultats. Cela permet également de mieux comprendre les mécanismes
d'interaction entre le plasma et le liquide, en minimisant les influences externes indésirables. Il
convient de noter que chaque configuration expérimentale peut nécessiter des mesures
spécifiques d'isolation du jet de plasma en fonction des objectifs de I'étude et des caractéristiques
du systeme. Une approche soigneusement concue et adaptée aux besoins de 1'expérience peut
contribuer a atténuer les problemes de reproductibilité et a améliorer la fiabilité des résultats

obtenus lors de l'interaction entre le plasma et le liquide.

3.5.Classification des décharges plasma en interaction avec le liquide

Actuellement, une grande variété de plasmas est étudiée dans la communauté scientifique.
Une des caractéristiques importantes est le contact direct ou indirect avec le liquide. Sur la base
de ce critere, les décharges plasma en interaction avec le liquide peuvent étre subdivisées en trois
groupes principaux : les décharges produites dans la phase gazeuse en contact avec la surface du

liquide, les décharges produites directement dans le liquide et les décharges qui sont créées dans
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des bulles dans le liquide (Bruggeman et Leys 2009), (B. Jiang et al. 2014), (Vanraes et al. 2016).
Chaque groupe offre des conditions de production et de distribution des especes réactives
différentes en termes d'interaction entre le plasma et l'air ambiant puis entre le plasma et le

liquide.

Les décharges plasma produites au-dessus du liquide sont considérées comme des
décharges gazeuses. Dans ce systéme, le plasma est créé dans le gaz puis entre en contact avec la
surface du liquide. Ces décharges plasma se caractérisent par la présence des trois zones de
création des RONS : la phase gazeuse, l'interface gaz-liquide et la phase liquide. La configuration
de 1'électrode haute tension influence le rendement énergétique de la décharge ainsi que la
production d'espéces réactives dans la phase liquide. De plus, Vanraes et al. (2016) rapportent
que l'efficacité énergétique de ce type de décharge plasma s'améliore en diminuant la distance
entre I'électrode et la surface de I'eau. Kumar et al. (2021) ont rapporté que la distance entre les
électrodes et le liquide peut déterminer la quantité de ROS formées, ce qui affecte 'efficacité de

dégradation des micropolluants (Figure 12. a).

Les décharges plasma produites directement dans le liquide, également appelées
décharges électrohydrauliques, sont étudiées depuis de nombreuses années en raison de leur
importance dans les procédés de transmission électrique et de leur potentiel pour le traitement
des eaux (Vanraes et al. 2016). Les décharges plasma dans un liquide sont considérées comme des
décharges chimiquement riches en raison de la formation d'espéces réactives directement dans le
liquide qui interagissent immédiatement avec les molécules présentes dans le liquide. Ces
décharges sont générées par signal continu, pulsé ou alternatif. Les types de décharges

électrohydrauliques les plus couramment signalés sont les décharges DBD (Figure 12. b).

Les décharges électriques a l'intérieur de bulles dans le liquide sont completement
entourées par le liquide qui sert d'électrode. Ces décharges consistent en la génération de bulles
de gaz a travers la zone de décharge (Bruggeman et Leys 2009). La chimie de base de ce type de
décharge est généralement similaire a celle des décharges directes dans le liquide. Les décharges
dans les bulles possédent une grande surface de contact entre le gaz et le liquide, ce qui augmente
I'efficacité de la diffusion des espéces en phase gazeuse dans le liquide. Dans ce type de décharge,
le gaz d'alimentation joue un réle déterminant du fait de I'absence d'interactions entre la décharge
plasma et I'air ambiant. Une méthode typique pour la formation des décharges de plasma dans
des bulles implique une injection de gaz a travers une anode en forme de buse, dans une électrode

mise a la terre, comme indiqué sur la Figure 12. c.
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Figure 12 Les trois groupes de génération de plasma dans le liquide, a) décharges produites dans la phase gazeuse en
contact avec la surface de liquide, b) décharges produites directement dans le liquide, c) décharges qui sont créés dans
des bulles dans le liquide, adaptée de (Bruggeman et Leys 2009).

Les décharges électriques dans les liquides possedent des mécanismes de réactions
chimiques et des phénomeénes physiques similaires. Ces mécanismes incluent la formation de
molécules et de radicaux, ainsi que la génération de rayonnement UV. De plus, ces trois types de
décharges, qu'elles soient en contact direct ou indirect avec le liquide, créent des canaux de
plasma a l'intérieur de 1'eau. Ces canaux peuvent atteindre des températures élevées et dégrader

thermiquement les molécules.

Chaque type de décharge présente des avantages et des inconvénients. Les décharges a la
surface du liquide peuvent étre générées a de faibles tensions, allant de 5 a 10 kV. Elles sont
également accessibles pour une caractérisation optique. Cependant, elles ont une production
limitée d'especes réactives, ce qui restreint leurs applications potentielles. D'autre part, les
décharges produites a l'intérieur du liquide offrent des avantages sur les plans énergétique et
chimique, et ont une large gamme d'applications dans les domaines biomédical, environnemental
et agricole. Cependant, leur création et leur caractérisation sont plus complexes et difficiles a

réaliser.

4. Plasma non-thermique a la pression atmosphérique pour la

décontamination

Dans le domaine du vivant, les plasmas non-thermiques font I'objet de nombreuses
applications, y compris la médecine (Kim et Kim 2021), (Maho et al. 2021), I'agriculture (Misra et
al. 2016), (Hage et al. 2022) et I'environnement (Barjasteh et al. 2021), (Magureanu et al. 2021).
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L'application qui nous intéresse dans ce travail est la décontamination microbiologique.
L'inactivation des microorganismes dans le milieu liquide est basée sur la génération d'espéces
réactives par l'interaction du plasma avec le liquide. Dans les conditions de traitement avec une
décharge a la surface du liquide, il est rare que les photons, les rayonnements UV, le champ
électrique, ainsi que les espéces réactives a 1'état fondamental issues du plasma, interagissent
directement avec 1I'échantillon biologique (von Woedtke et al. 2012), (Lackmann et Bandow
2014). Ainsi, les principaux acteurs antibactériens sont les ROS, tels que les radicaux hydroxyles,
I'oxygéne singulet, les anions superoxydes, le peroxyde d'hydrogéne et les nitrites, nitrates. Ces
RONS présentent des caractéristiques qui leur permettent d'interagir avec les constituants
moléculaires des bactéries, entrainant ainsi des changements physico-chimiques extracellulaires

et intracellulaires (Han et al. 2016), (Liao et al. 2017), (Lv et Cheng 2022).

4.1.Dommages cellulaires des RONS

Les effets du plasma non thermique ont été évalués sur un large éventail de
microorganismes, sous forme sporulée ou végétative, avec différentes sources de plasma dans
différentes conditions de traitement, impliquant une exposition directe ou indirecte des bactéries
au gaz ionisé (Liao etal. 2017), (Mizuno 2018), (Liao et al. 2019). L'inactivation des bactéries dans
un environnement liquide est considérée comme un traitement indirect. Dans ces conditions, les
bactéries sont exposées aux ROS formées dans le liquide. Ces derniers interagissent avec les
composants de la cellule bactérienne principalement par des réactions d'oxydation entrainant un
stress oxydatif, notamment |'oxydation des lipides, des protéines et des acides nucléiques (Figure
13). Lors de lamise en place d'une application de plasma non thermique, il est utile de comprendre
les caractéristiques structurelles et biochimiques de la cible biologique afin de sélectionner les
facteurs liés au systéme et au processus, facteurs qui déterminent les espéeces réactives et donc

les effets bactéricides souhaités.
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Figure 13 Les mécanismes des dommages causés par les ROS aux cellules bactériennes, adaptée de Round Membrane
Cell, Biorendre.com (2022).

4.1.1. Dommages engendrés sur la paroi

La paroi est la premiére cible d’attaque des ROS par la peroxydation de ses constituants
majeurs, les lipides. Les radicaux libres attaquent les acides gras saturés ou non saturés qui
constituent la membrane en initiant la peroxydation lipidique. Les lipides membranaires, en
particulier les acides gras polyinsaturés (AGPI), sont considérés comme les plus vulnérables en
raison de leur localisation prées de la surface cellulaire et de leur sensibilité aux especes réactives
del'oxygene (ROS). Cette peroxydation entraine une oxydation des protéines transmembranaires,

une altération de la membrane et une augmentation de la fluidité membranaire.

Alkawareek et al. (2014) ont évalué les effets d'un JPPA sur l'intégrité et la perméabilité
de la membrane des cellules d’E. coli en mesurant la concentration extracellulaire d'ATP. Les
résultats ont révélé que la fuite d'ATP présente une tendance biphasique avec un taux plus lent
lors des courtes expositions, puis une seconde phase avec un taux beaucoup plus élevé en
augmentant le temps d'exposition au plasma. Les auteurs ont également suggéré la présence d'un
seuil de dommages membranaires, et peut-étre de la taille des pores, qui doit étre atteint avant

qu'une fuite significative de composés subcellulaires puisse se produire.

De plus, la peroxydation des lipides génére des especes réactives telles que des radicaux

libres, des composés carbonylés et des hydroperoxydes. Ces derniers se décomposent souvent par
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dégradation chimique ou par catalyse a l'aide d'ions de métaux de transition pour donner
naissance a des produits de dégradation plus toxiques tels que des radicaux alcoxy, des radicaux
peroxy, des radicaux hydroxyle et des aldéhydes réactifs comme le malondialdéhyde (MDA). Le
MDA est un produit majeur de la peroxydation lipidique. Joshi et al. (2011) ont étudié
I'accumulation de MDA pour E. coli. Les résultats ont montré une forte accumulation de MDA apreés
le traitement par le plasma. Récemment, Lv et Cheng (2022) ont démontré les effets d'une
décharge DBD d'air sur l'intégrité membranaire de Salmonella typhimurium en examinant la fuite
de composants intracellulaires. Quelques secondes d'exposition au plasma ont entrainé une
grande quantité de fuite de protéines et/ou d'acides nucléiques, signe d'une perte de l'intégrité

membranaire.

4.1.2. Dommages engendrés aux protéines et effet sur l'activité

enzymatique

De facon comparable a I'oxydation des lipides, les protéines sont aussi des cibles des ROS,
provoquant généralement des dommages irréversibles conduisant a I'inactivation de la protéine.
Les ROS peuvent interagir soit de maniére sélective au niveau de la chaine latérale du résidu
amino-terminal, soit au niveau du cofacteur métallique (Imlay 2013), (Liao et al. 2017).
Cependant, la plupart des ROS sont non sélectifs et peuvent attaquer plusieurs sites actifs au
niveau de la protéine. Les ROS engendrent aussi des dommages significatifs sur l'activité de
certains enzymes comme celles dépendantes des clusters [Fe-S]. Par exemple, 'anion superoxyde
entraine une inactivation de la déshydratase [4Fe-4S] qui passe alors sous une forme inactive
[3Fe-4S]. Cette destruction entraine la libération du fer qui se retrouve dans le cytoplasme de la
cellule et favorise ainsi la réaction de Fenton et la production de 1'espéce la plus toxique, le radical

hydroxyle (OH").

Hou et al. (2008) ont étudié les effets d'une décharge de type DBD sur les protéines
membranaires chez Klebsiella pneumoniae. Les résultats ont montré que la concentration de
protéines liées a la membrane diminuait. L'analyse des protéines liées a la membrane a indiqué
leur dégradation en peptides de faible poids moléculaire. De méme, Takai et al. (2012) ont étudié
les effets d'un JPPA sur les protéines dans une solution aqueuse en utilisant le lysozyme comme
modeéle. Le traitement au plasma a engendré une diminution de I'activité enzymatique. Colagar et
al. (2013) ont évalué les effets d'un JPPA sur les cellules de E. coli et leurs macromolécules. Le
traitement par plasma a conduit a une dégradation des protéines, en commencant par les plus

grosses protéines (50-90 kDa), ce qui a entrainé une augmentation de petits fragments de
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protéines (25 kDa) dans les échantillons. Alkawareek et al. (2014) ont étudié I'effet d'un JPPA sur
deux enzymes modeles, la sérine protéase et la protéinase K. L'augmentation du temps
d'exposition au plasma a causé une réduction de l'activité catalytique de la protéinase K. Les
auteurs ont suggéré que la réduction de l'activité enzymatique est due a une accumulation de
plusieurs évenements moléculaires comme 1'oxydation des chalnes latérales d'acides aminés ou

la perturbation de la liaison hydrogene dans la structure tertiaire de la protéine.

4.1.3. Dommages engendrés aux acides nucléiques

L'une des conséquences de I'exposition des bactéries au plasma est 1'oxydation de I'ADN.
Le radical hydroxyle (OH) formé de la réaction de Fenton peut oxyder les bases et les sucres
constituant la molécule d'ADN. Ces lésions de I'ADN bloquent la progression de la fourche de
réplication ou I'activation des ARN polymérases. La base azotée la plus affectée par les RONS est
la guanine car elle a un potentiel redox tres faible. La lésion la plus commune est la 8-Oxoguanine

(8 OHAG) (Imlay 2015).

Alkawareek et al. (2014) ont étudié I'effet de I'exposition de E. coli au JPPA sur l'intégrité
de I'ADN. Pour obtenir une analyse quantitative précise, les auteurs ont utilisé 'ADN plasmidique
comme représentant, considérant que I'ADN génomique et I'ADN plasmidique connaitront des
interactions analogues avec les espéces réactives oxydatives produites par le plasma. Les résultats
ont montré un endommagement rapide de I'ADN plasmidique avec une perte complete de la
conformation de 'ADN apres 90 s d'exposition au plasma. De la méme maniere, Joshi et al. (2011)
ont étudié les effets oxydatifs induits par une décharge de type DBD sur 'ADN bactérien. Apreés
quelques secondes, le plasma a entrainé des dommages a I'ADN et l'apparition de la lésion 8-
OHdG. Ces résultats montrent le lien direct entre la perte de l'intégrité et du fonctionnement de

I'ADN et la mort cellulaire.

4.2.Réponses cellulaires contre le stress oxydant

Comme mentionné dans la section 1.1.4.3 intitulée "Adaptations transcriptomiques,"” les
bactéries ont développé des mécanismes d'adaptation et de protection pour survivre aux
conditions de stress, notamment le changement de leur état physiologique, la réduction de leur
activité métabolique et la régulation de leur expression génétique. Dans le cas du stress oxydant,

on distingue deux mécanismes de défense couramment étudiés lors des interactions plasma-
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bactérie : un mécanisme enzymatique qui recrute des enzymes capables de dismuter l'activité de
certains RONS, et un mécanisme génétique impliquant des régulons pouvant induire ou inactiver

les génes associés a la réponse au stress.

4.2.1. Réponses enzymatiques

La superoxyde dismutase (SOD) est une famille de protéines répandue chez les bactéries.
Elle agit comme une métalloenzyme qui dismute 1'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogene et
en oxygene moléculaire (Imlay 2009). Le role principal de la SOD est de réduire le stress oxydatif
intracellulaire en maintenant les niveaux de superoxyde a des concentrations sous-nanomolaires
(2 nmol) (Imlay et al. 1991). E. coli posséde trois superoxydes dismutases : la Fe-SOD (SodA) ; la
Mn-SOD (SodB) et la Cu-Zn-SOD (SodC). Chacune présente des fonctionnalités différentes (Imlay
2009), (Imlay 2015). La SodA se localise dans le cytoplasme a proximité de I’ADN, le protégeant
du peroxyde d’hydrogene. La SodB est distribuée de maniére homogéne dans le cytoplasme en
protégeant principalement les protéines. La SodC se localise dans I'espace périplasmique ou elle
forme la premiére couche de protection contre le superoxyde issu de 'environnement de la
cellule. La présence de trois molécules de superoxyde pour E. coli est expliquée par (Imlay 2015).
La superoxyde dismutase est une protéine qui ne diffuse pas a travers la membrane bactérienne.
Ainsi, pour dismuter la superoxyde, les enzymes doivent se répartir dans les différents
compartiments cellulaires délimités par une membrane. La superoxyde dismutase dans l'espace
périplasmique a été observée pour la premiére fois chez E. coli durant la phase stationnaire de la
croissance (Imlay 2009). L'induction de la synthese de la superoxyde dismutase est sous le
contrdle du facteur sigma et elle est fortement induite lorsque les cellules bactériennes sont en

phase stationnaire.

Les catalases sont courantes pour la plupart des bactéries, a I'exception des bactéries a
Gram positif telles que les streptocoques, les entérocoques et les leuconostoques (Mishra et Imlay
2012). E. coli possede trois enzymes principales capables de dégrader le peroxyde d'hydrogéne :
l'alkyl hydroperoxyde réductase (Ahp) ; la catalase G (KatG) et la catalase E (KatE) (Seaver et
Imlay 2001). La KatG appartient a la famille des catalase-peroxydases et présente une faible
expression lorsque les cellules sont en phase exponentielle de croissance. La KatE est fortement
exprimée dans les cellules en phase stationnaire uniquement car elle est induite par le systéme

RpoS (Schellhorn et Hassan 1988).
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Yost et Joshi (2015) ont étudié I'effet d’'un plasma DBD sur l'induction de I'expression des
génes sodA, sodB, katE et katG, sur des souches sauvages d’E. coli. Les souches mutantes
présentent une forte sensibilité au traitement par plasma. Les résultats ont montré des niveaux
d’expression significativement élevés pour la souche sauvage, notamment pour les temps de
traitement importants (5 et 10 min). De la méme maniere, Vaze et al. (2017) ont révélé la forte
sensibilité des souches d’E. coli mutantes dépourvues des génes codant pour la superoxyde
dismutase et la catalase. Elles se sont révélées significativement plus sensibles a la mort cellulaire
que le type sauvage. Dans I'ensemble, les deux études ont montré I'importance de la superoxyde
dismutase et de la catalase dans le systeme de défense d’E. coli contre le stress oxydatif induit par

le plasma (Figure 14).
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Figure 14 Les mécanismes d'action de la SOD et la CAT sur les ROS intracellulaires, adaptée de BioRendre.com
(2022).

4.2.2. Réponses transcriptomiques

En plus de la réponse enzymatique, les bactéries ont développé une réponse
transcriptomique contre le stress oxydatif induisant 'expression de plusieurs génes contrélée par
des régulons, dont les plus importants sont les régulons OxyR et SoxRS. Le premier est induit en
réponse a la présence du peroxyde d’hydrogene et le second en réponse au radical superoxyde.
L'activation de ces voies transcriptomiques multigéniques est essentielle a la réponse bactérienne

au stress oxydatif.

Le systéme OxyR est principalement responsable de la reconnaissance et du maintien des

niveaux de peroxyde d'hydrogene dans la cellule (figure 15) (Navarro et al. 2010). OxyR est un
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régulateur transcriptomique de type LysR, principalement répandu chez les bactéries Gram-
négatives. L'activité transcriptomique de OxyR dépend de son état redox. Il peut soit agir comme
activateur s'il est sous sa forme oxydée, soit comme répresseur lorsqu'il est dans des conditions
réductrices (Pomposiello et Demple 2001). OxyR agit comme un tétrameére et se lie
spécifiquement aux régions promotrices 5' des genes cibles au niveau d'un motif de séquence
conservé. Pour E. coli, le régulon OxyR s'étend sur plus de 20 genes différents (Pomposiello et
Demple 2001) impliqués dans plusieurs mécanismes moléculaires de réponse adaptative au
stress redox, tels que I'élimination de H,0; par la catalase (katE et ahpCF), 1a peroxydase (katG),
GSH-réductase (gorA) et autres. De plus, OxyR régule I'expression d'OxyS, un petit ARN régulateur

qui dirige la réponse au stress lié a la présence du peroxyde d’hydrogene.

Le régulon SoxRS est induit en réponse a la présence de O;* mais pas celle de H,0- (Figure
15) (Imlay 2015). Il est contr6lé par deux protéines SoxR et SoxS. Ces derniers codent pour la
transcription distincte d'une cascade d'activateurs modulant plus de 16 autres génes
(Pomposiello et Demple 2001), (Navarro et al. 2010), (Imlay 2015). La protéine SoxR est produite
de maniére constitutive et joue le role d'un signal d'alerte pour les fortes doses de superoxyde.
L'activité de la protéine SoxS n’est régulée que par la concentration intracellulaire de la protéine
SoxR. Autrement dit, la forme oxydée de SoxR stimule I'activation de SoxS, cette derniére se lie
aux régions promotrices des genes cibles pour recruter I'ARN polymérase. Ces génes inductibles

constituent le régulon SoxRS.
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Figure 15 Les mécanismes des régulons OxyR et SoxRS, adaptée de (Bessaiah et al. 2021) et de BioRendre.com (2022).
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5. Plasma non-thermique a la pression atmosphérique pour la dégradation

des genes de résistances aux antibiotiques

5.1.Procédés d'oxydation avancés (AOP)

Les procédés d'oxydation avancée (AOP) constituent des méthodes prometteuses et
efficaces pour éliminer les polluants des eaux usées. Tous les AOP comprennent deux étapes : la
formation in situ d'espéces oxydantes réactives et la réaction des oxydants avec les contaminants
cibles. Le rdle principal des AOP est la destruction des contaminants organiques. Ces substances
comprennent une variété de composés tels que les solvants, les pesticides, les produits
pharmaceutiques et d'autres produits chimiques d'origine anthropique. Les AOP visent
principalement a améliorer la qualité générale de 1'eau traitée afin de respecter les normes
réglementaires avant son rejet dans l'environnement (Miklos et al. 2018), (Gagol, Przyjazny, et

Boczkaj 2018), (Sillanpaa, Ncibi, et Matilainen 2018).

Les AOP jouent également un roéle crucial dans la réduction de la charge microbienne
présente dans les rejets des stations d'épuration (Biswal et al. 2014) ,(A. Q. Nguyen et al. 2021),
(Ezeuko et al. 2021). Les AOP génerent des espéces oxydantes tres réactives, telles que les
radicaux hydroxyles, qui ont un fort potentiel d'oxydation. Ces espéces oxydantes sont capables
d'inactiver les micro-organismes en attaquant la membrane cellulaire, les protéines et le matériel
génétique. A I'heure actuelle, une diversité d'AOP est en cours de développement ou se trouve a
un stade de développement avancé. Une classification des AOP, selon leur niveau de maturation
technologique, est présentée dans la Figure 16. Cette classification distingue les AOP qui sont
encore au stade de recherche en laboratoire, ceux qui ont été soumis a des validations sur des
échantillons environnementaux a l'échelle pilote, et enfin ceux qui sont actuellement mis en

ceuvre a grande échelle dans les stations d'épuration.
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Figure 16 Classification des différents AOP en fonction de leur niveau de maturation technologique, adoptée (B.
Miklos et al. 2018).

a) AOP al'échelle laboratoire

A l'échelle du laboratoire, différents AOP sont développés et soumis a une évaluation a
petite échelle afin de déterminer leur faisabilité et leur efficacité dans la dégradation des
contaminants. Des expérimentations sont entreprises dans le but d'étudier les mécanismes
d'oxydation, d'optimiser les conditions de traitement, ainsi que d'évaluer les performances des
AOP sur une gamme spécifique de polluants. Ces études de laboratoire permettent de tester de
nouvelles méthodes et de mieux appréhender les mécanismes sous-jacents a ces procédés. Parmi
les AOP étudiés al'échelle du laboratoire, on trouve notamment les AOP électrochimiques (eAOP),
les AOP physiques (pAOP) ainsi que les AOP basés sur les ultraviolets (UV) (Miklos et al. 2018),
(Gagol, Przyjazny, et Boczkaj 2018), (Sillanpaa, Ncibi, et Matilainen 2018).

Un exemple d'électro-oxydation avancée (eAOP) est représenté par le traitement utilisant
une électrode en diamant dopé au bore (BDD) (Chaplin et al. 2013). Ce procédé permet la
génération de radicaux oxydants sans nécessiter 1'ajout d'autres produits chimiques réactifs.
Ainsi, il suscite un intérét en tant que méthode respectueuse de 1'environnement et efficace pour
éliminer divers polluants. Cependant, certains parameétres, tels que I'hydrodynamique, doivent
étre pris en compte, car l'énergie requise pour le pompage de I'eau et son traitement constitue la
partie la plus importante de la consommation énergétique de ce procédé (Miklos et al. 2018),

(Rajab et al. 2015), (Bergmann et Rollin 2007).
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La catégorie des pAOP regroupe des processus physiques spécifiques tels que les
décharges plasma a barriére diélectriques (DBD), les ultrasons et les micro-ondes (Jiang et al.
2014), (Jiang et al. 2016), (Miklos et al. 2018). Les DBD en phase liquide ou gazeuse déclenchent
des processus chimiques qui entralnent une oxydation directe des contaminants présents dans
I'eau. Divers radicaux oxydants ou espeéces actives, ainsi que des rayonnements UV et des ondes
de choc, se forment lors du rejet, favorisant ainsi 'oxydation. La sonication de I'eau par ultrasons
provoque la formation et l'implosion de microbulles résultant de la compression et de la
raréfaction induites par les ondes acoustiques (Mahamuni et Adewuyi 2010). Ces bulles implosent
violemment apres avoir atteint une taille critique, générant ainsi des températures tres élevées
(>5000 K), des pressions élevées (>1000 bar) et des radicaux hautement réactifs. La destruction
des contaminants de l'eau s'opére par le biais de décompositions thermiques et de diverses
réactions radicalaires. Ce processus a démontré sa capacité a oxyder divers contaminants
aquatiques dans des expériences menées a I'échelle du laboratoire. Cependant, I'application des
ultrasons est tres énergivore, ce qui se traduit par un rendement électrique trés faible par rapport

aux autres technologies.

D'autres procédés AOP basés sur les ultraviolets (UV) sont étudiés dans de petits systemes
de laboratoire (Miklos et al. 2018), (Gagol, Przyjazny, et Boczkaj 2018), (Sillanpas, Ncibi, et
Matilainen 2018). Ils englobent des processus basés sur l'irradiation UV (principalement UV-C)
ainsi que des combinaisons des UV avec différents promoteurs de radicaux, tels que 1'ozone (03)
ou le peroxydisulfate (PDS). Dans le procédé UV/0s3, l'irradiation UV induit la dissociation de
'ozone dissous, suivie d'une réaction rapide entre I'oxygeéne atomique et I'eau, générant ainsi du
peroxyde d'hydrogene (H:0;) qui se fragmente en radicaux hydroxyle (OH.). Cependant,
l'utilisation de lampes UV et de générateurs d'ozone nécessite de grandes quantités d'énergie
électrique, ce qui entraine des demandes énergétiques relativement élevées pour la combinaison

des UV et de I'ozone.

b) AOP al'échelle pilote

D'autres procédés ont montré des résultats prometteurs dans des systéemes pilotes
simulant les conditions réelles de traitement de l'eau ou des eaux usées, tels que les AOP

catalytiques (cAOP) et 1'ozonation catalytique.

Les AOP catalytiques (cAOP) sont des techniques de traitement de 1'eau qui associent
l'utilisation d'oxydants puissants a des catalyseurs afin de décomposer les polluants présents dans

I'eau (Nawrocki et Kasprzyk-Hordern 2010), (Xing et al. 2016), (Miklos et al. 2018). Les
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catalyseurs utilisés dans les AOP catalytiques jouent un réle clé dans le processus d'oxydation. Ils
peuvent améliorer l'efficacité de production de radicaux hydroxyle, accélérer la vitesse de
réaction et permettre une dégradation plus complete des polluants. Les catalyseurs couramment
utilisés comprennent des métaux tels que le fer, le manganese, le cuivre, le cobalt, ainsi que des
matériaux comme le charbon actif, I'alumine et les zéolithes. Les AOP catalytiques présentent
plusieurs avantages, tels qu'une haute efficacité d'oxydation, une large gamme d'applications, une
réduction des sous-produits indésirables par rapport aux méthodes d'oxydation traditionnelles,
et la possibilité d'utiliser des conditions opérationnelles douces. Cependant, il est a noter que les
AOP catalytiques peuvent nécessiter des équipements et des colits d'exploitation supplémentaires

en raison de I'utilisation de catalyseurs et d'oxydants spécifiques (Miklos et al. 2018).

Un exemple de procédé cAOP est 1'ozonation catalytique (Xing et al. 2016), (Miklos et al.
2018). L'ozone (03), en tant qu'oxydant puissant, peut décomposer de nombreux contaminants
organiques tels que les produits pharmaceutiques, les pesticides, les solvants et les composés
organiques volatils, ainsi qu'inactiver les bactéries, les virus, etc. Le catalyseur utilisé dans
I'ozonation catalytique accélere la réaction d'oxydation de l'ozone, favorisant ainsi une
décomposition plus rapide et complete des polluants (Xing et al. 2016). L'ozonation catalytique
présente plusieurs avantages par rapport a l'ozonation seule. Elle permet une réduction plus
rapide des contaminants, nécessitant ainsi des temps de contact plus courts. De plus, l'utilisation
d'un catalyseur permet de réduire la quantité d'ozone nécessaire, réduisant ainsi les cofts
d'exploitation. Cependant, il convient de noter que l'ozonation catalytique peut également
produire des sous-produits indésirables, tels que des sous-produits organiques chlorés dans

certaines conditions (Miklos et al. 2018).

c) AOP al'échelle réelle

Les AOP a base d'ozone et d'UV sont couramment utilisées a grande échelle dans de
nombreuses applications de traitement des eaux (Miklos et al. 2018), (Gagol, Przyjazny, et Boczkaj
2018), (Sillanpaa, Ncibi, et Matilainen 2018). Les AOP a base d'ozone exploitent les propriétés
oxydantes puissantes de 1'0zone (03) pour décomposer et éliminer les polluants organiques

présents dans 1'eau.

Les AOP a base d'UV font appel aux rayonnements ultraviolets (UV) pour générer des
radicaux hydroxyle (OH+) (Miklos et al. 2018), (Gagol, Przyjazny, et Boczkaj 2018), (Sillanpa3,
Ncibi, et Matilainen 2018). Des lampes UV spéciales émettent une longueur d'onde spécifique pour

exciter les molécules d'eau et produire des radicaux hydroxyle. Cette méthode est souvent utilisée
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en combinaison avec d'autres procédés d'oxydation afin d'améliorer I'efficacité de dégradation
des polluants. Les AOP a base d'UV sont couramment employées dans le traitement des eaux de
piscine, des eaux usées et dans d'autres applications industrielles nécessitant une désinfection et

une dégradation des polluants organiques (Miklos et al. 2018).

Ces deux méthodes d'AOP ont démontré leur efficacité dans le traitement des eaux a
grande échelle et sont largement mises en ceuvre dans de nombreux systémes de traitement de
I'eau a travers le monde. Elles offrent plusieurs avantages, tels qu'une efficacité élevée de
dégradation des polluants, une décontamination supplémentaire, une réduction de la formation
de sous-produits indésirables et une large gamme d'applications. Cependant, il est essentiel de
souligner que la sélection adéquate des parameétres de traitement, y compris le dosage d'ozone ou
d'UV, la durée d'exposition et les conditions opérationnelles, est cruciale pour garantir une

efficacité optimale et une sécurité de traitement.

5.2.Alternative plasma pour le traitement des eaux

L'utilisation du plasma constitue une alternative prometteuse pour le traitement des eaux.
Le plasma a démontré son efficacité dans la dégradation des composés organiques, tels que les
médicaments, ainsi que dans l'inactivation des bactéries (Jiang et al. 2014), (Jiang et al. 2016),
(Miklos et al. 2018). Les études en laboratoire ont permis d'évaluer |'efficacité du plasma dans des
conditions contrdlées, en testant différents parametres tels que la configuration de la décharge
plasma, I'énergie appliquée et la durée d'exposition. Ces expériences ont montré que le plasma
était capable de dégrader efficacement les composés organiques, y compris les médicaments
présents dans I'eau (Liao et al. 2018). De plus, des études pilotes ont été réalisées pour évaluer
l'efficacité du plasma dans des conditions plus proches de celles rencontrées dans
I'environnement réel. Ces systémes pilotes reproduisent les conditions de traitement de 1'eau a
plus grande échelle. Les résultats ont confirmé 1'efficacité du plasma pour la dégradation des
composés organiques et I'inactivation des bactéries, offrant ainsi des perspectives intéressantes

pour l'application du plasma dans le traitement des eaux (Ye Yang et al. 2020), (Song et al. 2021).

Cependant, il convient de noter que malgré les résultats prometteurs obtenus dans les
études en laboratoire et les systemes pilotes, l'utilisation du plasma dans le traitement des eaux a
grande échelle nécessite encore des recherches approfondies. Des études supplémentaires sont
nécessaires pour évaluer les performances du plasma dans des conditions variables, optimiser les

parameétres de traitement et évaluer l'impact sur d'autres parametres de qualité de l'eau.
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Néanmoins, le potentiel du plasma en tant qu'alternative efficace pour la dégradation des
composés organiques et l'inactivation des bactéries dans le traitement des eaux suscite un vif

intérét dans la communauté scientifique et les domaines de l'industrie de I'eau.

5.3.Position du plasma dans le traitement des eaux

Le plasma présente diverses actions dans le contexte de la décontamination
microbiologique des liquides. Ces actions vont au-dela de la simple réduction de la charge
bactérienne et englobent également la dégradation des génes de résistance aux antibiotiques,
qu'ils soient présents a l'intérieur ou a l'extérieur des cellules. La Table 2 présente une liste non
exhaustive des différentes décharges plasma appliquées pour la dégradation des bactéries et des

genes de résistance aux antibiotiques.

Liao et al. (2018) étaient parmi les premiers a étudier I'effet du plasma sur la dégradation
des génes de résistance aux antibiotiques en suspension. Dans cette étude, une décharge plasma
DBD en phase gazeuse en contact avec le liquide a été appliquée pour l'inactivation du
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) et de son géne de résistance a la
méthicilline (mecA). Les expériences ont été réalisées dans trois matrices liquides (du PBS et deux
modeles synthétisés d'eaux usées laitieres et de viande). L'étude a porté sur l'effet du plasma sur
les génes mecA intracellulaires (i-) et extracellulaires (e-). Les ARGs intracellulaires sont situés
dans le cytoplasme des cellules bactériennes. Lorsque l'enveloppe cellulaire est altérée, les ARGs
intracellulaires sont libérés dans 1'environnement et deviennent alors des ARGs extracellulaires
qui peuvent étre acquis par d'autres bactéries via HGT. Les résultats de l'inactivation du SARM ont
montré qu'un plasma de 0,12 kJ.cm-2 entrainait une réduction bactérienne de 5 log. Pour la
dégradation des ARGs, e-mecA a montré une plus grande sensibilité au traitement plasma par
rapport a i-mecA. La cinétique de dégradation de i- et e-mecA dans des solutions tamponnées au
phosphate a montré que la réduction des genes i-mecA était significativement plus lente que celle
des genes e-mecA. La faible dégradation du géne mecA intracellulaire a été expliquée par l'effet
protecteur de I'enveloppe cellulaire externe et par les structures intracellulaires (protéines). De
plus, les matieres organiques présentes dans les effluents, telles que les protéines et les lipides,
agissent comme des pieges pour éliminer les radicaux générés par le plasma, en particulier les
ROS. En conséquence, les cellules de Staphylococcus aureus et le gene mecA résistant sont

davantage protégés contre l'attaque des espéces réactives du plasma.
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Les intégrons sont un groupe clé de la transmission des ARGs. Song et al. (2021) ont évalué
le potentiel d'un plasma a pression atmosphérique a inactiver les ARB et a détruire les ARGs en
utilisant une décharge plasma au sein de bulles dans le liquide. IIs ont utilisé une souche E. coli
résistante aux antibiotiques comme modele (AR E. coli). Les résultats ont montré une réduction
d'environ 6,3 log de AR E. coli apres 10 minutes d'exposition avec leurs parameétres opératoires.
L'étude a également mis en évidence que l'inactivation bactérienne augmentait avec le débit de
gaz. Ce dernier est a I'origine de la génération de RONS et donc de I'inactivation d'AR E. coli. Tous
les ARGs ont diminué apres le traitement par plasma, avec une efficacité d'élimination supérieure
a 90%. Les ARGs comprenant tetC, tetW, bla TEM-1, aac (3)-11 et le gene de l'intégron intl1 ont
diminué de 1,04; 0,61; 1,84; 2,2 et 2,3 log en 10 min, respectivement. Les données ont également
révélé que le plasma réduisait la fréquence de transfert conjugatif des ARGs d'environ 63 % apres
10 minutes de traitement, confirmant ainsi davantage l'inhibition du transfert horizontal de génes

de résistance aux antibiotiques (HGT) par le plasma.
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Table 2 Syntheése de la littérature de l'application du plasma pour la dégradation des génes de résistance aux

antibiotiques.
Décharges Caractéristiques Bactéries Profils de Volume Nature du Concentration Réduction * Références
de plasma résistance aux de liquide liquide initiale
antibiotiques *
Décharge V=14 kV Staphylococcus i- mecA PBS * 109 Staphylococc (Liao et al.
en phase aureus (MRSA) (pH=7) CFU.mL-1 us aureus 2018)
gazeuse (MRSA) =5
log
Freq.* =10 kHz i- mecA=10,8
log
Puissance = 2,94 e- mecA e-mecA =
W/cm? 2,6log
Temps = 0 to 8 min
E. coli multi- i- blarem PBS * 109 E. coli multi- (Liao et al.
résistant (pH=7) CFU.mL1 résistant = 3 2021)
log
i- tet i- blargm=
1,26 log
e- blarem i- tet=1,55
log
e- tet e- blargm =
3,26 log
e-tet=3,14
log
Décharge V=18kV E. coli multi- tet C 300 mL PBS * 108 E. coli multi- (Songet al.
en bulle résistant (pH=7) CFU.mL-1 résistant = 7 2021)
dans le log
liquide Freq.*=50 Hz tet W tet C=1,04
log
Puissance = 12 W blarem-1 tetW=0,61
log
Gaz= 2,5 L/min aac(3)-11 blarem.1=
1,84 log
Temps = 10 min Integron géne aac(3)-11 =
(intl1) 2,2log
intl1=2,3
log
E. coli multi- Integron géne 500 mL PBS * 108 E. coli multi- (Hu Liet al.
resistant (intl1) (pH=7) CFU.mL-1 résistant = 2021)
4,5log
intl1=3,10
log
Décharge V=500V E. coli multi- tet A 150 mL Saline 108 E. coli multi- (Ye Yang et
dans le résistant (0.9%) CFU.mL1 résistant = 7 al. 2020)
liquide log
Courant = 100 mA tetR tetA=58
log
Puissance = 50 W aph A tetR=54
log
Temps = 30 min Transposase aph A=5,5
gene (tnpA) log
tnpA =5,5
log

Fréq. *-fréquence; T i—gene intracellulaire ; e - géne extracellulaire ; PBS *—solution tamponnée au phosphate.

82




Chapitre I : Synthése bibliographique

Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons examiné les mécanismes d'adaptation d'Escherichia
coli face a divers facteurs de stress environnementaux, et nous avons constaté que la bactérie
présente un ensemble de mécanismes qui lui permettent de survivre dans un large éventail de
conditions stressantes. Parmi ces mécanismes, les adaptations morphologiques ont été observées,
entrafnant une réduction de la taille de la cellule. Ces adaptations morphologiques modifient les
échanges avec le milieu extérieur en réponse a des changements dans la composition de la
membrane cellulaire. De plus, des adaptations phénotypiques ont été identifiées, permettant a la
cellule bactérienne de passer a un état de croissance lente appelé "VBNC" (Viable But Non-
Culturable) en réduisant son activité métabolique. Par ailleurs, des adaptations transcriptomiques
ont été mises en évidence pour faire face au stress oxydatif induit par I'environnement extérieur,
impliquant des facteurs de régulation tels que le facteur sigma. Ces adaptations permettent aux
bactéries de devenir moins sensibles aux traitements de décontamination, ce qui peut avoir des
implications importantes, car certaines bactéries peuvent porter des genes de résistance aux
antibiotiques et contribuer ainsi a la dissémination de 'antibiorésistance. Par conséquent, une
résistance accrue aux traitements de décontamination peut favoriser une plus grande

dissémination de l'antibiorésistance dans I'environnement.

Face a l'efficacité limitée des méthodes actuelles de traitement des eaux usées pour
éliminer les bactéries résistantes aux antibiotiques (ARB) et les génes de résistance aux
antibiotiques (ARGs), de nouvelles méthodes de décontamination des eaux usées sont
nécessaires. Récemment, plusieurs études ont examiné l'application de plasmas a pression
atmosphérique pour la décontamination microbiologique des liquides, montrant les avantages de
cette approche. Différents types de décharges plasma ont été étudiés, et des recherches
comparatives ont été réalisées pour évaluer leur efficacité dans différentes configurations
expérimentales et sur différentes matrices liquides. Ces études ont démontré |'efficacité des
plasmas dans la réduction de la charge bactérienne et des génes de résistance aux antibiotiques.
Cependant, il reste encore des aspects a explorer pour mieux comprendre le comportement des
bactéries face au traitement par plasma. Par exemple, les phases de croissance bactérienne, telle
que la phase exponentielle et la phase stationnaire, méritent d'étre étudiées en raison des
nombreux changements cellulaires qui s'y produisent. Les éléments mobiles génétiques (EMG),
tels que les plasmides, sont également d'une grande importance car ils jouent un réle crucial dans
I'adaptation des bactéries a leur environnement. Bien que les plasmides puissent conférer aux
bactéries des caractéristiques de résistance aux antibiotiques et a d'autres agents, leur présence

peut également entrainer un "coflit d'adaptation” pour la bactérie hote, réduisant ainsi son
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potentiel de croissance. Dans ce contexte, il serait intéressant d'évaluer l'influence de la présence
de plasmides sur la sensibilité des bactéries au traitement par plasma. De plus, il est important
d'étudier le potentiel du plasma pour inhiber les mécanismes de transfert horizontal de génes

(HGT) en évaluant leur fréquence.

Le travail de these vise donc a répondre a ces questions en adoptant une approche a la fois
scientifique fondamentale et applicative. Les objectifs de recherche sont les suivants : i)
caractériser la décharge de plasma en termes d'émission optique des espéces réactives produites
et de leur impact sur la chimie du liquide traité, ii) évaluer l'influence des caractéristiques
cellulaires lors des différentes phases de croissance bactérienne sur I'efficacité de la
décontamination par plasma, et iii) étudier le potentiel du plasma pour l'inactivation des ARB et
I'inhibition des HGT. Ces résultats permettront de mieux comprendre 1'effet du plasma sur les
propriétés physico-chimiques du liquide traité, sur la cellule bactérienne et sur les génes de
résistance aux antibiotiques, contribuant ainsi al'avancement des connaissances dans ce domaine

et ala mise au point de nouvelles méthodes de décontamination des eaux usées.
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Ce chapitre est structuré en trois parties distinctes qui abordent différents aspects de

l'interaction entre le plasma et la cible liquide, ainsi que les effets du plasma sur les bactéries.

La premiére partie se concentre sur la source de plasma utilisée et les diagnostics
électriques et optiques employés pour caractériser physiquement la décharge plasma. Cette
section présente en détail la source de plasma utilisée dans I'étude, ainsi que les différents

parameétres électriques et optiques mesurés pour comprendre les propriétés de la décharge.

La deuxieme partie se penche sur les interactions chimiques entre le plasma et la cible
liquide. L'objectif de cette section est de quantifier les principales espéces réactives de 'oxygene

et de I'azote produites dans la phase liquide apres exposition au gaz ionisé. Différentes techniques
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analytiques sont utilisées pour mesurer les concentrations d'espéces réactives oxygénées et
azotées. Ces mesures permettent de comprendre les mécanismes de transfert des especes

réactives du plasma vers la phase liquide.

La derniére partie aborde les effets des espéces réactives du plasma sur les bactéries. Tout
d'abord, cette section présente les souches de bactéries utilisées dans 1'étude, ainsi que leurs
conditions de culture et de stockage. Ensuite, les protocoles expérimentaux sont regroupés en
fonction des cas d'étude spécifiques. Le premier cas d'étude examine l'influence de la phase de
croissance bactérienne sur l'efficacité de la décontamination microbiologique des liquides par le
plasma. Le deuxieme cas d'étude se concentre sur I'effet du plasma sur l'inactivation des bactéries
résistantes aux antibiotiques (ARB) et sur l'inhibition des mécanismes de transfert horizontal de
génes (HGT). Ces études expérimentales permettent d'évaluer |'efficacité du plasma en fonction

de différents paramétres et conditions expérimentales.

1. Caracteérisation physique du plasma

1.1.Configuration de la décharge plasma

La source de plasma utilisée est une décharge a barriere diélectrique (DBD) présentant
une géométrie cylindrique avec quatre tubes de sortie. Un schéma descriptif de la décharge est
présenté a la Figure 17. La source est un tube asymétrique en verre de borosilicate constitué de
deux parties : une partie supérieure de 38 mm de largeur et de 50 mm de longueur, et une partie
inférieure divisée en quatre tubes de 40 mm de longueur, 4 mm de diametre interne et 6 mm de
diameétre externe. L'espace entre chaque tube est de 6 mm. La distance entre les parties supérieure
et inférieure est de 20 mm. La partie supérieure est reliée a une électrode de masse de 22 mm de
hauteur. La partie inférieure est connectée a I'électrode haute tension de 35 mm de hauteur. Les
deux électrodes sont découpées dans un ruban adhésif en aluminium et collées a 1'extérieur du

tube.

Le gaz utilisé pour créer le plasma est un mélange d'hélium (99,80 %) et de dioxygene
(0,2%) fourni par la société Linde. Le gaz est injecté dans la partie supérieure du tube et se diffuse
ensuite dans les quatre tubes de la partie inférieure. Le flux d'hélium-dioxygéne (He/02) est
contrdlé par un débitmetre massique (El-flow Select, Bronkhorst) permettant de fixer le débit a 2

L.min-1.
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La configuration de la source permet de générer une décharge plasma dans la partie
supérieure qui se propage ensuite a travers les quatre tubes, formant ainsi quatre jets de plasma.
On l'appellera « multi-jets de plasma ». A la sortie de chaque tube, les espéces réactives produites
dans la décharge interagissent avec les composés de l'air ambiant, puis avec la surface du liquide.
La source de plasma et le mélange de gaz ont été déterminés a partir de travaux antérieurs du
laboratoire DPHE. Les résultats obtenus avaient notamment montré une forte production
d'especes réactives de l'oxygene et de 1'azote (Invernizzi 2019). De plus, les jets de plasma a
pression atmosphérique d'hélium-dioxygéne sont largement étudiés pour des applications de
décontamination, ce qui nous permettra de compléter 1'analyse des effets antibactériens des

procédés par plasma.
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Figure 17 Représentation schématique de la source plasma multi-jets

1.2.Alimentation électrique du multi-jets plasma

Le plasma est généré par l'application d'un champ électrique suffisamment élevé entre les
deux électrodes, permettant l'ionisation du gaz. Le systéme d'alimentation utilisé comprend un
générateur haute tension (SR10 KV-300 W, Technix) capable de fournir une tension continue
allant jusqu'a 10 kV, ainsi qu'un générateur d'impulsions haute tension (Nanogenl, RLC
Electronic) qui permet de générer des impulsions électriques de commande. Le générateur
d'impulsions permet de découper la tension issue du générateur haute tension a des fréquences
allant de 1 Hz a 100 kHz, avec des durées d'impulsions variant entre 150 ns et 50 ps. Dans le cadre
de ces travaux, la fréquence est fixée a 20 kHz et la durée d'impulsion est fixée a 2,5 ps, soit un
rapport cyclique de 5 %. La tension est réglée a 6 kV, cette valeur étant choisie de maniére a

obtenir un plasma stable dans le temps, capable de se propager sur plusieurs centimetres dans

88



Chapitre Il : Matériel & Méthodes

I'air ambiant a la sortie des tubes. L'ensemble du dispositif est relié a la masse pour éviter
I'accumulation de charge sur les surfaces métalliques et assurer une manipulation en toute

sécurité.

1.3.Liquide en interaction avec le multi-jets plasma

La décharge plasma utilisée dans ce travail de these est une décharge produite dans la
phase gazeuse et qui entre en contact avec la surface du liquide. La distance entre la sortie des
multi-jets plasma et la surface du liquide est fixée a 5 mm. Cette distance a été déterminée en
fonction de travaux antérieurs réalisés au laboratoire DPHE (Invernizzi 2019). Le liquide utilisé
pour I'ensemble des expériences physiques, chimiques et microbiologiques est une solution saline
(NaCl 0,9 %) contenue dans un cristallisoir en Pyrex. Le volume de liquide traité est fixé a 100 mL.
Le cristallisoir est placé sur une plaque de cuivre reliée a la masse pour éviter que le liquide soit a
un potentiel flottant, notamment afin d'assurer la reproductibilité des expériences. Les temps de

traitement fixés sont de 5, 10, 20 et 30 minutes, ainsi que 0 minute pour le contrdle.

1.4.Diagnostics du multi-jets plasma

Différents outils de mesure ont été utilisés pour caractériser le plasma d'un point de vue
électrique (mesures de tension et de courant) et optique. Ces outils sont présentés dans le schéma
global du montage expérimental, illustré a la Figure 18. Les divers outils de diagnostic du plasma,
tels que l'oscilloscope, les sondes de tension et de courant, ainsi que le dispositif pour la

spectroscopie d'émission optique, seront décrits dans la partie suivante.
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Figure 18 Représentation schématique du montage expérimental avec les différents outils de diagnostic
électrique et optique.

1.5.Diagnostic électrique

1.5.1. Mesure des signaux de tension et de courant

Des mesures électriques de tension et de courant sont effectuées pour obtenir des
informations sur la génération et la dynamique de la décharge. Ces mesures permettent de
calculer la puissance et 1'énergie déposées par la décharge. Tous les signaux électriques sont
visualisés et enregistrés simultanément a I'aide d'un oscilloscope numérique (Rohde & Schwarz)

possédant une bande passante de 2 GHz avec une fréquence d'échantillonnage de 5 GSa/s.

La sonde de tension est connectée en parallele, entre 1'électrode de haute tension et
l'électrode de masse (Figure 18). Elle permet de mesurer la tension appliquée entre les bornes
des deux électrodes pour générer la décharge électrique. Il s'agit d'un modéle Tektronix P6015A
avec une bande passante de 75 MHz. La sonde de tension est connectée a un adaptateur
(Tektronix, TCA-1MEG 500 MHz) avant d'étre reliée a l'oscilloscope. La Figure 19 présente un

exemple de mesures de tension lors d'une décharge.
La sonde de courant est branchée a 1'électrode haute tension (Figure 18). Il s'agit d'un

modéle Pearson Electronics 6585, avec une gamme de fréquences allant de 40 Hz a 250 MHz et

une sensibilité de 1 V/A. La Figure 19 présente un exemple de mesure électrique.
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Figure 19 Profils de tension et de courant mesurés aux bornes de la décharge plasma.
1.5.2. Mesure de la puissance et de I’énergie

Les signaux provenant des sondes de tension et de courant permettent de calculer
I'énergie déposée dans la décharge. Dans le cas des décharges impulsionnelles, la mesure de
I'énergie est confrontée au probleme du décalage temporel de plusieurs nanosecondes entre les
signaux de tension et de courant, ce qui ne permet pas d'estimer correctement 1'énergie déposée.
Afin de synchroniser temporellement les signaux, des mesures de tension et de courant sont
effectuées a 6 kV en l'absence et en présence du plasma. En l'absence du gaz d'alimentation, la
source est considérée comme un condensateur parfait Ceq, et le courant et la tension seront

estimés selon 'Equation 1 :

ou (t' + A1) Equation 1

i (t) = Ceq ot

Ou i (t) estle courant, u (t) est la tension et At représente le délai entre t et t". A partir de
cette équation, un décalage temporel est ainsi mesuré. La Figure 20 présente le décalage temporel

entre la dérivée temporelle du signal de tension et celui du courant, égal a 3,9 ns.
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Figure 20 Mesure du décalage temporel, a) signaux non synchronisés, b) signaux synchronisés.

La puissance instantanée P (t) consommée par le plasma est déterminée en multipliant les
signaux de tension et de courant synchronisés. L'intégrale du produit de la puissance permet de
déduire I'énergie E de la décharge durant un intervalle de temps [t1, t2]. La Figure 21 présente

I'énergie calculée selon I'Equation 2 :

t2 E :
quation 2
E = f P (t)dt
t1
2,0
—— Avec plasma
—— Sans plasma
1 —— Décharge plasma

1,5 1
= ]
E
o 104
2
0
=4 4
w

0,5

0,0 +

T L) T L T % T v
0,0 0,5 1,0 15 2,0
Temps (us)

Figure 21 Comparaison de I'énergie dissipée sans et avec décharge sur le front montant de l'impulsion. Energie avec
plasma (noir), énergie de la décharge plasma (bleu), et énergie sans plasma (rouge).
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1.6.Diagnostic optique

1.6.1. Spectroscopie d’émission optique : principe physique

La spectroscopie d'émission optique permet la décomposition des émissions lumineuses
du plasma et l'identification des especes réactives excitées. Dans un plasma, les atomes et les
molécules se trouvent dans un état excité. Lorsqu'un atome a un niveau d'énergie donné entre en
collision avec une espece excitée, cet atome passe a un autre état excité. Le passage d'un état excité
a un autre correspond au changement du niveau électronique. Le retour a 1'état fondamental
s'accompagne de 1'émission d'un photon qui se caractérise par une longueur d'onde, comme

illustré dans la Figure 22.

Electron en état

. - excité = instable
Niveauexcité E;

Energie Photon émis
I ha ‘Q;j:
Niveau fondamental E
Electron en état Electron en état

fondamental = stable fondamental = stable

Figure 22 Représentation schématique du principe de la spectroscopie d’émission optique

La lumiéere émise par le plasma est collectée par un spectrometre, et son intensité est
exprimée en fonction de la longueur d'onde. L'identification des espéces émises par le plasma
permet de comprendre la chimie générée a l'interface plasma-liquide et les différentes réactions
qui peuvent se produire dans le liquide traité. L'étude des spectres d'émission permet également
de déterminer les parameétres physiques de la décharge, tels que la température et la densité

électronique.

La Figure 23 illustre le principe de fonctionnement d'un spectrometre de type Czerny-
Turner. La lumiere issue de la décharge du plasma est collectée par une fibre optique, traverse la
fente d'entrée du monochromateur (A), puis arrive sur un premier miroir plan (B). Ensuite, la
lumiére atteint un deuxiéme miroir parabolique (C), qui réfléchit la lumiére en un faisceau de
rayons paralleles sur le réseau de diffraction (D). Ce réseau est un systéeme optique composé d'une
série de fentes fines, paralléles et équidistantes (traits du réseau) situées dans un méme plan. Ces
traits sont espacés de maniere réguliere, et I'espacement est appelé le "pas” du réseau. Plus le

réseau contient de traits par millimetre, plus son pouvoir de diffraction est grand. Ce réseau
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permet de diffracter et envoyer les faisceaux lumineux sur un troisiéme miroir (E) qui va les

focaliser au niveau du plan focal de la camera iCCD (thése de Claire Douat, 2014)1.

Réseaux de

/ diffraction

Fente d’entrée

Source de lumiére

Détecteur \

Miroirs

Figure 23 Représentation schématique du principe de fonctionnement d’un spectrométre d’émission optique, adapté de
(Douat 2014).

1.6.2. Protocole expérimental

Le montage expérimental mis en place pour le diagnostic optique se compose d'une fibre
optique de 600 um de diametre, connectée a un monochromateur haute résolution (Princeton
Instrument, HRS-750) avec une distance focale de 75 mm, équipé de trois réseaux de diffraction :
300 traits.mm-1, 2400 traitmm- et 3600 trait.mm-1, et d'une caméra intensifiée iCCD Pi-MAX4
(Princeton Instruments). Les observations sont réalisées sur un seul jet de plasma. Le spectre a

été enregistré a la sortie du jet et au centre, ce qui correspond a Z =Y = 0 mm (Figure 24).

La lumiere émise par le plasma traverse une premiére lentille convergente de distance
focale de 100 mm, puis atteint une deuxiéme lentille convergente de 200 mm de focale. La lumiere
atteintla fibre optique, puis la fente d'entrée du monochromateur. Un filtre bloquant les émissions
inférieures a 450 nm a été utilisé pour éliminer les émissions du 2éme ordre, a l'exception des
raies atomiques de 1'hélium et de 1'oxygene. Le temps d'intégration est adapté pour éviter la

saturation de la caméra. Le systeme optique est monté sur un support coulissant avec deux axes.

1 https://theses.hal.science/tel-00960400
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L’axe (Y), selon le diametre du jet plasma, permet de faire un scan en position radiale. L’axe (Z), le
long du jet plasma a la sortie du tube, sert a faire un scan en position axiale. L’utilisation de la
spectroscopie nous a permis dans un premier temps d’identifier les especes produites par le
plasma, de suivre I'évolution de leur intensité en fonction de la position le long du jet, et de pouvoir

déterminer la températures rotationnelle et vibrationnelle de I'azote.

Fibre optique  Spectromeétre

Lentille convergente
F=100 mm

Figure 24 Représentation schématique du montage optique.

2. Caractérisation chimique du liquide

2.1.Mesures de la température et du pH

Des mesures de température et de pH ont été effectuées pour la solution traitée par plasma
a différents temps d'exposition. Pour ce faire, nous avons utilisé un pH-metre muni d'une sonde
fournissant les valeurs du pH et de la température (WTW™ 1AA114). Aprés étalonnage avec
différentes solutions étalons, la sonde est plongée dans la solution traitée. Les valeurs des deux

grandeurs sont affichées avec une précision de deux chiffres significatifs apres la virgule.

2.2.Spectroscopie d’absorption UV-visible : principe physique
La spectroscopie d'absorption est une méthode analytique quantitative qui consiste a
mesurer la concentration d'une molécule chimique en solution. Elle repose sur l'absorption du

rayonnement par les molécules dans le domaine spectral allant de 190 a 800 nm. Apres avoir
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préparé une courbe de calibration avec des concentrations connues, la concentration de l'espéce
aanalyser est déduite selon la loi de Beer-Lambert. Elle correspond a la projection de I'absorbance
d'une solution a la concentration de I'analyte présent dans la solution selon une longueur d'onde

définie.

2.2.1. Mesure du peroxyde d’hydrogene

Le peroxyde d'hydrogéne (H20:) est considéré comme l'une des principales espéces
radicalaires de 1'oxygéne produites par les jets plasma. Du fait de sa longue durée de vie, I'H,0,
peut étre mesuré et permet de révéler les propriétés chimiques du liquide traité apres exposition
au plasma. Le dosage du peroxyde d'hydrogene est réalisé selon la méthode d'Eisenberg
(Eisenberg 1943). Cette derniére repose sur la formation des ions de titane H,TiO4*. En milieu
acide, I'H20; réagit avec l'oxysulfate de titane en formant les ions de H;TiO4*, un composé de

couleur jaune orangé :

Ti4+ + H,02 + 2 H,0 —» H,TiO4 + 4 H+

Apreés exposition au plasma, 100 pL de I'échantillon traité sont mélangés avec du sodium
azide et de l'oxysulfate de titane. La réaction est incubée pendant 10 minutes a température
ambiante. L'absorbance est mesurée a 407 nm avec un lecteur automatique de plaque (Tecan,
Infinite 200 Pro). La formation du complexe de couleur jaune est immédiate et reste stable au
moins 6 heures. La courbe de calibration est préparée en diluant une solution mére de H20, a 30%

a différentes concentrations allant de 0 a 1,6 mM.

2.2.2. Mesure du nitrite et nitrate

Tout comme le peroxyde d'hydrogéne, les ions nitrite et nitrate sont considérés comme
les principales espéeces réactives d'azote produites par le plasma a pression atmosphérique. Selon
le protocole fourni par le kit Enzo (kit de détection de I'oxyde nitrique (NO2-/NOs-), Enzo), la
quantification des nitrites et nitrates est réalisée avec une méthode colorimétrique en utilisant
deux réactifs de Griess. Le protocole de mesure se déroule en deux étapes. La premiére permet le
dosage direct des ions nitrite, qui réagissent avec l'acide sulfanilique (Griess I) pour former le sel
de diazonium. Ce dernier réagit avec I'a-naphtylamine (Griess II) pour former une coloration
violette avec une longueur d'onde maximale a 540 nm. La deuxieme étape permet la quantification

des nitrates. Elle consiste a convertir les nitrates en nitrites en utilisant I'enzyme nitrate
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réductase. La concentration des ions nitrate est obtenue en soustrayant les résultats du dosage
des nitrites en absence et en présence de 1'enzyme nitrate réductase. L'absorbance est mesurée a

540 nm avec un lecteur automatique de plaque (Tecan, Infinite 200 Pro).

3. Caractérisation des effets du plasma sur les bactéries

3.1.Souches de bactérie et plasmide

a) E. coli K-12 MG1655

E. coli K-12 MG1655 est une souche non pathogéne largement étudiée en laboratoire. Elle
nous a été fournie par I'American Type Culture Collection (Manassas, Virginie, Etats-Unis). Cette
souche est utilisée pour évaluer l'influence de la phase de croissance bactérienne sur 1'efficacité
de la décontamination du liquide par le plasma. Son génotype est le suivant : K-12 F- A- ilvG- rfb-

50 rph-1.

b) E. coli DH5«

E. coli DH5a est chimiquement compétente (MAX Efficiency® DH5a™ Competent Cells,
Invitrogen). Elle possede pour génotype : F- endA1 gInV44 thi-1 recAl relA1l gyrA96 deoR nupG
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169, hsdR17(rK- mK+), A-. Cette souche est utilisée pour la
transformation bactérienne avec le plasmide pUC19. Elle a permis d’obtenir la souche E. coli DH5a

(ampr) résistante a 'ampicilline.

c) E. coliHT-99

E. coli HT-99 provident du National Centre for Biotechnology Education (University of
Reading, UK). Cette souche est une dérivée de E. coli K-12 avec un facteur de fertilité F+ et une
résistance plasmidique au chloramphénicol (chloR). E. coli HT-99 est utilisée pour les expériences

de conjugaison bactérienne comme bactérie donneuse.
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d) E. coliJ-53R

E. coli ]-53R provident du National Centre for Biotechnology Education (University of
Reading, UK). Cette souche dérivée de E. coli K-12 portant une résistance chromosomique a la
rifampicine (rifR). E. coli]53-R est utilisée pour les expériences de conjugaison bactérienne comme

bactérie réceptrice.

e) Vecteur pUC19

Le vecteur pUC19 est un plasmide multi-copies. Il permet d’obtenir une grande quantité
de plasmides (MAX Efficiency® DH5a™ Competent Cells, Invitrogen). Ce plasmide possede le géne
qui code pour la résistance a 'ampicilline (ampR) permettant la transformation bactérienne de
E.coli DH5a. Ce plasmide est utilisé pour étudier la sensibilité des bactéries a la décontamination

microbiologie des liquides par plasma.

3.2.Composition des milieux cultures

Plusieurs milieux de culture ont été utilisés : des milieux non restrictifs de trypticase-soja
(TS) et luria-bertani (LB), a I’état solide et liquide, supplémentés par les antibiotiques adéquats ;
et des milieux solides restrictifs supplémentés par le chlorure de sodium (NaCl) pour la mise en
évidence des effets sous-létaux du plasma sur les bactéries. Avant chaque utilisation, les milieux
sont stérilisés pendant 20 minutes a 120°C avant I'ajout des antibiotiques. Ces milieux sont

présentés ci-dessous (Table 3):

Table 3 Liste des milieux de culture et des concentrations d'antibiotique utilisées.

Souche Milieu de culture Préparation Supplément
E. coliK-12 TSB Milieu préparé comme
TSA recommandé par le NaCl 3%
E. coli DH5« LB fournisseur
LBA () NaCl 1%
E. coli DH5a (ampR) LB Ampicilline a 100 pg.mL-1
LBA
E. coli HT-99 (chloR) LB Chloramphénicol a 25
LBA pg.mL-1
E. coli ]-53R (rif) LB Rifampicine a 100 pg.mL-1
LBA
E. coli HT-99 x E. coli ]53-R LBA Chloramphénicol a 25
pg.mL-let Rifampicine a 100
pug.mL-1
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3.3.Conditions de conservation

Les cultures de souches de référence sont préparées a partir des échantillons lyophilisés.
La croissance bactérienne est rétablie en les placant dans du TSB ou du LB, puis en les incubant
en condition aérobie a 37°C pendant 24 ou 48 heures, en fonction des besoins de croissance
spécifiques a la souche bactérienne. Pour la conservation a court terme, les souches sont stockées
a 4°C sur des pentes de gélose non supplémentée en antibiotique, afin d'éviter une pression de
sélection liée a l'antibiotique. Pour la conservation a long terme, les souches sont stockées a -80°C

dans des tubes cryogéniques (Tubes cryogéniques Nalgene™) contenant des billes poreuses.

3.4.Etude 1: Influence de la phase de croissance sur l'efficacité de la

décontamination des liquides

3.4.1. Cinétique de croissance de E. coli K-12 sur milieu non restrictif

Une étude de la cinétique de croissance d'E. coli K-12 a été préalablement réalisée pour
déterminer les différentes phases de croissance. La bactérie a été pré-cultivée pendant 16 heures
a 37°C sous agitation. Cette pré-culture a ensuite été utilisée pour inoculer le milieu TSB et incubée
a 37°C sous agitation. La cinétique de croissance a été suivie pendant 20 heures avec un intervalle
d'une heure, en prélevant 1 mL de la suspension en culture. Les échantillons prélevés ont été
dilués en cascade dans une solution saline stérile a 0,9%, puis inoculés dans du TSA et incubés a
37°C pendant 24 heures. La Figure 25 présente la cinétique de croissance de E. coli K-12 avec ses
phases de croissance. Pour chaque étalement de 100 mL, les comptages ont été réalisés pour des

dilutions présentant 30 a 300 colonies.
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Figure 25 Cinétique de croissance de E. coli K-12 sur milieu non restrictif avec les trois phases de croissance distinctes

3.4.2. Cinétique de croissance de E. coli K-12 sur milieu restrictif

Apres un traitement physique ou chimique, les bactéries peuvent étre tuées ou se trouver
dans un état de survie avec des l1ésions sous-létales. Ces Iésions peuvent étre de nature structurelle
(comme la réduction de la taille de la cellule ou l'altération de la membrane) ou métabolique
(causant des dommages aux composants fonctionnels des cellules). Une des techniques
couramment utilisées pour mettre en évidence ces lésions sous-létales consiste a inoculer les
bactéries exposées au plasma dans un milieu nutritif contenant du chlorure de sodium (NaCl)

(Espina et al. 2016).

Pour cette étude, nous avons tout d'abord déterminé la concentration maximale de NaCl
pouvant étre ajoutée au milieu nutritif sans affecter le développement des bactéries. E. coli K-12 a
été cultivée a 37°C en aérobiose sous agitation. Apres 16 heures, la culture a été diluée en cascade
dans une solution saline a 0,9% et inoculée sur du TSA supplémenté avec différentes
concentrations de NaCl, allant de 0 a 5%. Aprés 24 heures d'incubation a 37°C, le nombre de
colonies formées a été calculé. Les colonies présentaient des tailles plus petites sur le milieu TSA
contenant du NaCl. Nous avons déterminé que la concentration maximale de NaCl qui n'avait pas

affecté la croissance de E. coli K-12 était de 3% (Figure 26).

100



Chapitre Il : Matériel & Méthodes
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Figure 26 Cinétique de croissance de E. coli K-12 sur milieu restrictif.

3.4.3. Préparation de la suspension bactérienne

A partir du stock d'E. coli K-12 conservé a 4°C, une culture est préparée dans un milieu TSB
et incubée a 37°C en conditions d'aérobie pendant 16 heures. Pour les expériences avec les
bactéries en phase stationnaire, la suspension est directement lavée et préparée pour le
traitement par plasma. Pour les expériences avec des bactéries en phase exponentielle, une
deuxiéme culture est réalisée a partir de la pré-culture de la nuit. Un millilitre est prélevé pour
étre de nouveau inoculé dans du TSB et incubé a 37°C sous agitation pendant 6 heures jusqu'a
atteindre une DOgoonm de 0,6. Les bactéries des deux phases de croissance sont ensuite
resuspendues dans une solution saline stérile a 0,9%, atteignant ainsi une concentration finale de
107 CFU.mL-. Les suspensions sont maintenues a 4°C jusqu'a leur utilisation pour le traitement

par plasma.

3.4.4. Evaluation de la viabilité bactérienne

3.4.4.1. Viabilité sur milieu de culture solide

Apreés le traitement par plasma, la suspension traitée est transférée dans un tube
contenant du PBS. Les bactéries sont ensuite centrifugées a 12 000 g pendant 10 minutes a 4°C,
puis remises en suspension dans une solution saline a 0,9%. Des dilutions au 10 éme sont
réalisées, et 3 gouttes de 10 pL sont déposées sur du TSA simple ou supplémenté avec NaCl a 3%
pour mettre en évidence les 1ésions sous-létales. Les cultures sont incubées a 37°C pendant 24

heures. La réduction bactérienne apres l'exposition au plasma a été déterminée en divisant le
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nombre de cellules obtenu apres exposition au plasma (N plasma) par le nombre de cellules du

contréle (N c) correspondant a la série d'expériences (Equation 3).

Nplasma Equation 3

Log survival ratio = Log ( Ne

3.4.4.2. Activité métabolique

L'estimation de I'activité métabolique avec le sel de tétrazolium est basée sur la mesure
de l'activité enzymatique de la déshydrogénase succinique présente dans la membrane
cytoplasmique des bactéries (Joshi et al. 2011). Le tétrazolium est capable de pénétrer al'intérieur
des cellules par l'intermédiaire de la chaine de transport d'électrons située au niveau de la
membrane. Aprés avoir pénétré dans la cellule et en réponse a l'activité métabolique des cellules

en état viable, le tétrazolium est réduit en formazan, un composé de couleur orange hydrosoluble.

L'activité métabolique est déterminée en utilisant le réactif 2,3-Bis-(2-méthoxy-4-Nitro-5-
sulfophényl)-2H-tétrazolium-5-carboxanilide, également appelé le XTT (ThermoFisher
Scientific). Une solution fraiche de XTT est préparée dans du PBS. Cette solution est ensuite
supplémentée avec une solution de ménadione (Sigma-Aldrich). Le mélange est recouvert de

papier aluminium et incubé a température ambiante avant son utilisation.

Apres le traitement par plasma, la suspension traitée est transférée dans un tube
contenant du PBS, puis centrifugée a 12 000 g pendant 10 minutes a 4°C, et remise en suspension
dans du PBS. La suspension est mélangée avec la solution de XTT. Aprés 3 heures d'incubation a
37 °C, a l'obscurité et sous agitation, les échantillons sont lavés. L'absorbance du surnageant est
mesurée a 475 nm a l'aide d'un lecteur de plaque spectrophotométrique (BioTek). L'activité
métabolique est proportionnelle a 1'absorbance de la solution a 475 nm. Elle est calculée en
comparant le pourcentage de cellules vivantes exposées a celui des cellules de contréle non

exposées au plasma.
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3.4.4.3. Intégrité membranaire

La perméabilité membranaire est analysée en utilisant le SYTO. Il s’agit d'un marqueur
fluorescent intercalant des acides nucléiques. Dans le cas d'une cellule ayant subie une altération
partielle ou totale de la membrane, le SYTO pénétre dans la cellule et se fixe sur 'ADN et/oul’ARN.
Il existe un certain nombre de SYTO dont les plus couramment utilisés sont le SYTO 9 et le SYTO
Green-Fluorescent Nucleic Acid Stain. Les critéres de sélection du SYTO reposent sur le matériel

biologique étudié et la taille de ’ADN.

Dans le cas de notre étude, le SYTO Green-Fluorescent Nucleic Acid Stain a 5 mM
(Invitrogen) est utilisé pour la mise en évidence de I'état de la membrane des cellules aprés
exposition au plasma. Une solution fraiche de SYTO est préparée dans du DMSO (Invitrogen). Le

mélange est conservé a I'obscurité et incubé a température ambiante avant son utilisation.

Apreés exposition au plasma, la suspension traitée est diluée dans du PBS pour avoir une
concentration finale de bactéries égale a 106 CFU.mL-L. La suspension est ensuite centrifugée a
12000 g pendant 10 minutes a 4°C. Le culot de bactéries est remis en suspension dans la solution
du SYTO. Le mélange est incubé a I'obscurité pendant 20 minutes a 37°C. Aprés incubation,
I'intensité de fluorescence est mesurée avec A excitation = 480 nm et A émission = 520 nm, par
lecture spectrophotométrique (BioTek). La diminution de I'intégrité membranaire des cellules est
proportionnelle a l'intensité de la fluorescence émise par les cellules exposées au plasma. Le
pourcentage de perte d’intégrité membranaire est calculé en rapportant au pourcentage des

cellules vivantes exposées aux cellules de controle non exposées au plasma.

3.4.4.4. Taux des ROS intracellulaires

La mesure des espéces réactives d’oxygene (ROS) intracellulaire est réalisée a 1'aide de la
2',7'-dichlorofluorescin-diacétate (DCFH-DA). En effet, le DCFH-DA est une sonde cellulaire non
fluorescente qui se transforme en 2’, 7'-dichlorodihydrofluorescéine (DAF) hautement
fluorescente lors de son oxydation par les ROS, ce qui est indirectement corrélé a la concentration

de ROS.

Une solution stock de DCFH-DA (97% Sigma) est préparée dans du DMSO (Invitrogen). A
partir de cette solution stock, une autre solution de travail est préparée dans du PBS. La solution

est ensuite conservée dans I'obscurité a température ambiante.
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Apres exposition au plasma, la suspension traitée est transférée dans un tube contenant
du PBS. La suspension est centrifugée a 3000 g pendant 10 minutes a 4°C. Le culot est ensuite
remis en suspension dans du PBS. Aprés une seconde centrifugation a 12 000 g pendant 10
minutes a 4°C, la suspension bactérienne est mélangée avec la solution de DCFH-DA (ratio 1 :1).
Le mélange est mis en incubation a 37°C, a I'obscurité sous agitation pendant 20 min. Ensuite, la
suspension est centrifugée a nouveau a 12 000 g pendant 10 minutes a 4°C et remise en
suspension dans du PBS. L’intensité de fluorescence est mesurée avec A excitation = 480 nm et A ¢mission
=525 nm par lecture spectrophotométrique (BioTek). Le pourcentage de la concentration relative

des ROS intracellulaires est calculé en fonction de la fluorescence relative.

3.4.5. Evaluation de 'intégrité de I'’ADN génomique

L'extraction de 'ADN génomique est réalisée a l'aide du kit PureLink Genomic DNA
(Invitrogen). Apres exposition au plasma, la suspension bactérienne est transférée dans un tube
contenant du PBS. Les bactéries sont centrifugées a 3000 rpm pendant 10 minutes a 4°C. L'ADN
est extrait en suivant le protocole défini par le fabricant. La concentration en ADN dans les
échantillons est déterminée par spectrométrie UV (BioTek). L'intégrité de I'ADN est analysée par
électrophorese sur gel d'agarose a 1% dans un tampon TAE 1X (Biorad) a 100 V pendant 1 h en
utilisant des marqueurs de taille (échelle d'ADN de 1 kb, Invitrogen). Les bandes sont visualisées

avec du bromure d'éthidium sous lumiére UV (VILBER, E-BOX).

3.5.Etude 2 : Effet du plasma sur l'inactivation des ARB et 'inhibition des
HGT

3.5.1. Transformation bactérienne de E. coli DH5«

La transformation bactérienne de la souche E. coli DH5a chimiquement compétente par le
vecteur pUC19 a été effectuée a l'aide du kit MAX Efficiency® DH5a™ Competent Cells
(Invitrogen). La transformation a été réalisée selon le protocole du fournisseur avec quelques
modifications. En résumé, 100 pL de cellules compétentes sont décongelés, puis mélangés avec 5
uL de pUC19. Apres 30 minutes d'incubation sur glace, les cellules sont exposées a un bain-marie
a 42°C pendant 45 secondes pour réaliser le choc thermique nécessaire a l'introduction du
plasmide dans les bactéries. Pour maximiser l'efficacité de la transformation, les cellules sont

incubées dans 900 pL du milieu SOC (Invitrogen) a 37°C pendant 1 heure. Enfin, différentes
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dilutions de cette culture sont étalées sur des boites de Pétri contenant du milieu LB supplémenté

en ampicilline (100 pg.mL-1) et incubées a 37°C pendant 24 a 48 heures.

3.5.2. Cinétique de croissance de E. coli DH5a sur milieu restrictif

Tout comme dans 1'étude précédente, la cinétique de croissance d'E. coli DH5a a
différentes concentrations de NaCl a été évaluée. E. coli DH5a a été cultivée a 37°C en aérobiose
sous agitation. Aprés 16 heures, la culture a été diluée en cascade dans une solution saline a 0,9%,
puis inoculée sur du milieu LBA supplémenté de différentes concentrations de NaCl allant de 0 a
3 %. Aprés 24 heures d'incubation a 37°C, le nombre de bactéries cultivables a été calculé. La
concentration maximale de NaCl qui n'a pas affecté la croissance d'E. coli DH5a est de 1 % (Figure

27).
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Figure 27 Cinétique de croissance de E. coli DH5a sur milieu restrictif.

3.5.3. Préparation des suspensions de DH5a, DH5a (ampR), HT-99 et
J-53R

A partir du stock, les quatre souches de E. coli sont préparées séparément dans le milieu
LB supplémenté avec l'antibiotique approprié. Aprés 16 h, les suspensions sont lavées et re-
suspendues dans la solution de NaCl a 0,9% a une concentration finale de 107 CFU.mL-1. Les

suspensions sont maintenues a 4°C jusqu’a leur utilisation pour le traitement par plasma.
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3.5.4. Evaluation de la viabilité bactérienne

L'effet du plasma sur la viabilité bactérienne a été évalué sur les quatre souches (DH5q,
DH5a (ampR), HT-99 et J-53R) en tenant compte de trois paramétres : la survie sur plaque
contenant les antibiotiques appropriés a chaque bactérie ; I'estimation de I'activité métabolique
et de l'intégrité membranaire ; et la quantification du taux de ROS intracellulaires. Les protocoles

expérimentaux ont été réalisés de la méme maniere que dans I'étude 1.

3.5.5. Evaluation de 'activité enzymatique

3.5.5.1. Extraction des protéines

Le dosage des protéines est effectué en utilisant la méthode de Bradford avec le kit Pierce
(Detergent Compatible Bradford Assay Kit, Thermo Scientific). Cette méthode repose sur
l'interaction entre les protéines et le colorant de Bradford. Le colorant de Bradford est une
solution contenant du bleu de Coomassie, qui a la capacité de se lier aux protéines pour former un
complexe coloré. Lorsque le colorant de Bradford est ajouté a un échantillon contenant des
protéines, les protéines se lient au colorant, provoquant un changement de couleur de la solution,
passant du rouge au bleu, avec une absorbance située entre 650 et 750 nm. La quantité de colorant
liée aux protéines est directement proportionnelle a la concentration de protéines dans

|'échantillon.

Apres le traitement par plasma, la suspension est transférée dans un tube contenant du
PBS. Ensuite, la suspension est centrifugée a 3000 rpm pendant 10 minutes a 4°C, et les bactéries
sont remises en suspension dans du PBS. Les bactéries sont centrifugées une seconde fois a
12000g pendant 10 minutes a 4°C. L'extraction des protéines est réalisée en suivant le protocole
du fournisseur. Parallélement, une gamme étalon, allant de 0 a 2 mg.mL-! d'albumine de sérum
bovin (BSA, Thermo Fisher Scientific), est préparée. L'absorbance est mesurée a 750 nm en

utilisant une lecture spectrophotométrique (BioTek).

3.5.5.2. Quantification de la SOD

Le kit de dosage de l'activité colorimétrique de la superoxyde dismutase (SOD)
(Superoxide Dismutase (SOD) Clorimetric Activity Kit, Invitrogen) est concu pour mesurer de

maniere quantitative I'activité de la SOD dans une grande variété d'échantillons. Ce test permet
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de mesurer tous les types d'activités de la SOD, y compris les types Cu/Zn, Mn et FeSOD. Il est
sensible a la présence de la xanthine oxydase. Cette enzyme géneére du superoxyde en présence
d'oxygene, ce qui transforme un substrat initialement incolore dans le réactif de détection en un
produit de couleur jaune, dont I'absorbance peut étre mesurée a 450 nm. L'augmentation des
niveaux de SOD dans les échantillons entraine une réduction de la concentration de superoxyde

et, par conséquent, une diminution de l'intensité de la couleur jaune produite.

Apres I'exposition au plasma, la suspension est centrifugée pendant 10 minutes a 3000 g
et a 4 °C, puis remise en suspension dans 1 mL de solution saline et transférée dans des tubes
Eppendorf. Apres une seconde centrifugation a 12 000 g pendant 10 minutes, le culot est remis en
suspension dans une solution de lyse contenant du lysozyme (500 pL). Le mélange est incubé
pendant 15 minutes a température ambiante. Les échantillons sont transférés dans des tubes
contenant des microbilles en verre (BioSpec, 0,5 mm diameter glass beads). Les échantillons
subissent ensuite cing passages de 30 secondes a 5 m.s-t dans un broyeur a billes (Fisher Scientific,
Bead Mill 4), espacés de 20 secondes de repos. Apres avoir retiré les billes, les échantillons sont
centrifugés a 12 000 g pendant 15 minutes a 4 °C. Dans une plaque multi-puits, les échantillons et
les standards sont transférés puis le substrat et le réactif xanthine oxydase sont ajoutés. Le
mélange est incubé a température ambiante pendant 20 minutes. La mesure d’absorbance est

effectuée a 450 nm (BioTeK).

3.5.5.3. Quantification de la CAT

Le kit d’activité de catalase (Catalase (CAT) Colorimetric Activity Kit, Invitrogen) est congu
pour mesurer quantitativement I'activité de la catalase pour plusieurs types d’échantillon. Le kit
contient le horseradish peroxidase (HRP) qui réagit avec le substrat en présence du peroxyde
d’hydrogene pour convertir le substrat incolore en un produit de couleur rose. Le produit coloré
est caractérisé a 560 nm. L’augmentation des taux de catalase dans les échantillons entraine une
diminution de la concentration en peroxyde d’hydrogene et une réduction du produit de couleur

rose.

Tout comme le dosage de la SOD, aprés exposition au plasma, la suspension est centrifugée
pendant 10 minutes a 3000 g et a 4 °C puis remise en suspension dans 1 mL de saline et transférée
dans des tubes Eppendorf. Apres une seconde centrifugation a 12 000 g pendant 10 minutes, le
culot est remis en suspension dans une solution de lyse contenant du lysozyme (500uL), le

mélange est incubé pendant 15 minutes a température ambiante. Les échantillons sont transférés
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dans des tubes contenant des microbilles en verre (BioSpec, 0,5 mm diameter glass beads). Les
échantillons subissent cinq passages de 30 secondes a 5 m.s-! dans un broyeur a billes (Fisher
Scientific, Bead Mill 4), espacés de 20 secondes de repos. Aprés avoir retiré les billes, les
échantillons sont centrifugés a 12 000 g pendant 15 minutes a 4 °C. Dans une plaque multi-puits,
les échantillons et les standards sont transférés et du peroxyde d’hydrogéne est ajouté a chaque
puit. La plaque est incubée a température ambiante pendant 30 minutes. Le substrat et le HRP
sont ensuite ajoutés. Le mélange est incubé a température ambiante pendant 15 minutes. La

mesure d’absorbance est effectuée a 560 nm (BioTeK).

3.5.6. Evaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Aprés exposition au plasma, nous avons testé la sensibilité de E. coli HT-99 a des
concentrations de chloramphénicol comprises entre 0 et 130 pg.mL-l. Le dosage de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) a été effectué selon la méthode de microdilution a partir
des travaux de Lambert et Pearson (2000). Les bactéries non traitées et traitées par plasma
pendant 1, 2 et 5 minutes sont diluées a 1 :1000 dans du bouillon Mueller-Hinton (MH) frais. 50
uL de suspension bactérienne et 250 uL de milieu (MH) contenant les différentes dilutions
d’antibiotique sont transférés dans la plaque multi-puits. Pour le contréle positif, les puits ont été
préparés en inoculant des bactéries sans antibiotique. Un puit non inoculé a été utilisé comme
contrdle négatif. Les plaques ont été scellées, incubées et mises a la lecture al'aide d'un lecteur de
microplaque, a une absorbance de 600 nm (BioTeK), pendant 20 heures avec un intervalle de
lecture de 1 heure. Les valeurs de CMI ont été déterminées comme décrit dans les travaux de

Lambert et Pearson 2000.

3.5.7. Evaluation de la fréquence de HGT

Afin d'examiner la fréquence de transfert des genes de résistance aux antibiotiques entre
les bactéries apres exposition au plasma, un protocole de conjugaison a été établi. Deux cultures
de E. coli HT-99 et de E. coli ]-53R ont été préparées séparément dans du LB supplémenté avec les
antibiotiques appropriés. Les cultures ont été centrifugées, lavées, et chaque souche a été remise
en suspension indépendamment. La souche donneuse, E. coli HT-99, a été remise en suspension
dans la solution saline pour le traitement au plasma, comme décrit précédemment dans la section
"Préparation de la suspension”. La souche réceptrice, E. coli ]-53R, a été remise en suspension

dans du milieu LB sans antibiotique a une concentration finale de 107 CFU.mL-1.
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La conjugaison a été réalisée en mettant en contact la souche donneuse (HT-99) exposée
au plasma avec la souche réceptrice (J-53R) non exposée au plasma, selon un ratio de 1:1. Les
mélanges ont été incubés a 37°C dans des conditions aérobies sous agitation pendant 6, 9, 24 et
48 heures d'incubation. Aprés chaque période d'incubation, 1 mL de chaque suspension a été
prélevé, dilué, et utilisé pour ensemencer des géloses de LBA supplémenté de chloramphénicol,
de rifampicine, ou des deux antibiotiques pour mettre en évidence les bactéries transconjugantes.
La fréquence de conjugaison (Fc) a été déterminée en divisant le nombre moyen de
transconjugants par le nombre total de bactéries (donneuses, réceptrices et transconjugantes)

(CFU.mL) (Equation 4) (Headd et Bradford, 2018).

—( Cey ) Equation 4
CD + CRE + CC]

Fe
Avec Cg correspond aux nombres de cellules transconjugantes, Cp nombres de cellules

donneuses et Crgnombre de cellules réceptrices en CFU.mL-L

4. Analyse statistique

Toutes les expériences de la partie chimie du liquide et microbiologie ont été réalisées au
minimum 3 fois (n=3), avec 2 réplicas techniques et une moyenne de 3 a 6 réplicas biologiques.
Les comparaisons de moyenne ont été réalisées au moyen d’un test t de Student et les ANOVA a
'aide du OriginLab pro. Il existe différents degrés de significativité avec :

ns équivalent a un test non significatif (P > 0,05)

une étoile * équivalent a un test significatif a 95,0 % (P < 0,05)

deux étoiles** équivalent a un test plus significatif, a 99,0 % (P < 0,01)

trois étoiles *** équivalent a un test encore plus significatif, 2 99,9 % (P < 0,001)
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Plasma-Liquide

Les interactions entre le plasma et le liquide générent diverses espéces réactives capables
d'induire l'inactivation des microorganismes. Plusieurs études ont montré que les plasmas a
pression atmosphérique produisent diverses espéces réactives de I'oxygene (ROS) et de 1'azote
(RNS). La génération de ces espéces dépend des caractéristiques de la décharge plasma utilisée et
de la maniere dont elle interagit avec le liquide, que ce soit de maniére directe ou indirecte. Dans
notre étude, la décharge est produite en phase gazeuse a la surface du liquide par contact indirect.
Les especes sont d'abord générées dans le plasma, puis traversent l'interface plasma-liquide avant
de se diffuser dans le liquide. La nature et la quantité des especes réactives produites dans la phase

liquide dépendent fortement des especes excitées présentes dans la décharge plasma.
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Les espéces atomiques et moléculaires d'oxygene et d'azote dans le plasma jouent un réle
essentiel dans le processus d'inactivation bactérienne. Dans ce contexte, il est essentiel
d'identifier et d'étudier la génération de ces especes a I'état fondamental directement dans la
décharge plasma avant leur interaction avec la cible liquide. Nous avons utilisé la technique de
spectroscopie d'émission optique, qui nous permet a la fois d'identifier ces especes, de suivre leur
distribution le long du jet plasma et d'estimer la température du gaz en mesurant les températures
rotationnelle et vibrationnelle de 1'azote moléculaire. Comme mentionné dans le chapitre II

(partie II), la caractérisation optique a été réalisée sur un seul jet plasma.

La diffusion des espéces réactives de la décharge plasma dans la phase liquide entraine
des réactions chimiques avec les molécules présentes dans le liquide, en particulier les molécules
d'eau. Cela conduit a la formation d'espéces réactives d'oxygéne et d'azote (RONS) qui se
caractérisent par leur fort potentiel oxydant et leur longue durée de vie. Leur production est
fortement impliquée dans la modification des propriétés physiques et chimiques du liquide. Pour
cela, nous avons d'abord étudié I'influence du plasma sur la modification de la température et du
pH du liquide. Ensuite, nous avons quantifié la concentration de certaines RONS produites dans le

liquide, notamment le peroxyde d'hydrogene et les ions nitrites et nitrates.

1. Etude des especes réactives émissives en phase gazeuse

1.1.Spectre optique des émissions du jet plasma

Le spectre d’émission des especes issues du jet plasma en interaction avec la surface du
liquide est représenté sur la Figure 28. Le spectre (a) correspond aux émissions des bandes
moléculaires issues des interactions entre le plasma et I'air ambiant alors que le spectre (b)
correspond aux raies atomiques issues du gaz plasmagene (He/0,2 % 0-). Les espéces excitées
sont identifiées a partir des travaux de Pearse et Gaydon pour les transitions des bandes
moléculaires (Livre, The Identification of Molecular Spectra?) et a partir du site du National
Institute of Standards and Technology (NIST) pour les transitions atomiques3 (Pearce et Gaydon

1963).

Le spectre d’émission du domaine spectral entre 200 et 400 nm correspond au domaine
UV (Figure 28. a). Les bandes moléculaires entre 200 et 300 nm correspondent aux transitions

NOy (A2X+) —» NOy (X2IT) avec un pic a 294,5 nm. Entre 280 a 320 nm, on distingue les bandes

2 ISBN: 978-94-009-5760-2
3 https:/ /physics.nist.gov/PhysRefData/ASD/lines_form.html
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moléculaires de OH correspondant a la transition B2X+—A2¥+ avec un pic a 314,2 nm. Les bandes
moléculaires dominantes sont celles du second systeme positif (SSP) de l'azote (N3)
correspondant a la transition C3 [Tu —»B3[Ig avec un pic a 335,02 nm. Nous pouvons distinguer
aussi le premier systéme négatif (PNS) du N>+ a 390,6 nm correspondant a la transition B2X+u —
X2¥u. La présence des especes excitées de NO, OH, N2*et N est due aux collisions entre les

électrons, les particules chargées et I'air ambiant.

Le spectre d’émission du domaine spectral entre 400 et 800 nm correspond au domaine
duvisible (Figure 28.b). On observe la dominance des raies atomiques de I'hélium a 587,1 et 706,3
nm correspondant respectivement aux transitions 31P — 21S et 33S — 23P. On observe aussi la
présence de I'oxygéne avec deux raies atomiques a 777,7 et 845,3 nm liées respectivement aux

transitions 35P — 35S et 33P — 338,

16 6
Tah N, (N — B'g) b)
" :; He (706.3 nm)
= 5 O (777.7 nm)
4 (2]
12 E
] N, (B'L'u = X*2u) e
1 “g 4+
101 2
{7]
3]
E 34 He (587.1 nm)
()
1]
3
g 2
g 0 (8453 nm)
]
0

—— } , - . . . : : ;
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 500 600 700 800 900
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 28 Spectre d’émission du jet plasma en interaction avec la surface du liquide en position Z=Y=0 mm ; (a) domaine UV,
(b) domaine visible. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une fréquence de 20kHz et un débit

He/0,2% 02 de 2 L.min-1.

1.2.Intensité des especes réactives le long du jet plasma

La Figure 29 présente I'évolution spatiale des espéces excitées le long du jet plasma. Les
mesures ont été réalisées au centre du jet (Y=0 mm) en fonction de 'axe de Z. Dans le cas de notre

source plasma, la longueur de la plume plasma est de 6 mm.

Les profils des bandes moléculaires et des raies atomiques des espéces excitées présentent
deux comportements différents le long du jet plasma. Sur la Figure 29 a, les émissions des bandes

moléculaires issues des interactions entre le plasma et le milieu environnant correspondent aux
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émissions de NO, OH, N et N»+. L’intensité de ces bandes moléculaires augmente rapidement entre
la sortie du tube (Z = 0 mm) et la position Z = 4 mm du jet de plasma. Au-dela de cette position
I'intensité chute lentement. Le deuxieme profil d’intensité (Figure 29.b) correspond aux raies
atomiques d’hélium et d’oxygeéne issues principalement du gaz d’alimentation. Les deux especes
présentent une forte intensité a la sortie du tube, puis elle diminue lentement tout au long du jet

plasma jusqu’a ce que les émissions ne soient plus visibles.

" NO (278 nm)

1,04 a) v.
A OH (309 nm)
- —a—N, (316 nm)
’ —v—N,’ (391 nm)
V.
06 A
v/

0,4
0.2 \
v\

0,0 4

/

Intensité des emissions (u.a.)

—o—He (706 nm)
—0—0, (777 nm)

Intensité des emissions (u.a.)

0,0 : o—3

Position de la fibre sur I'axe de Z (mm)

Figure 29 Distribution de l'intensité des espéces réactives le long d’un seul jet plasma ; a) espéces de ['air ambiant, b)
espéces du gaz. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une fréquence de 20kHz et un débit
He/0,2% 02 de 2 L.min-1,

Ces résultats montrent les variations d’intensité des raies moléculaires et atomiques le
long du jet plasma. Pour les raies atomiques, la diminution des intensités est relativement rapide,
en passant d'une intensité de 1 de la sortie du jet a 0,2 a 4 mm du jet, soit 80 % de réduction. On
peut donc en déduire que la décharge perd en énergie en s’éloignant de la sortie du tube, ce qui
explique la diminution de I'émission de I'He et de 1'0O.. En revanche, l'intensité des bandes
moléculaires de N, par exemple, augmente entre 1 et 4 mm du jet plasma. Le comportement des
bandes moléculaires peut quant a lui étre expliqué par le mélange entre le gaz plasmagéne et I'air
ambiant. On retrouve tres peu d’air a la sortie du tube, donc une émission plus faible de ces bandes.
Puis, en s’éloignant de la sortie, la quantité d’air qui diffuse dans le plasma augmente, augmentant

ainsi les émissions car le plasma est encore intense. Enfin, dans la derniere section (5 a 6 mm), la
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quantité d’air présent dans le mélange devient trop important pour permettre la propagation du

plasma. Toutes les émissions lumineuses diminuent, et on s’approche de la fin du jet plasma.

1.3.Température du gaz

Au sein d'un plasma, I'énergie peut étre stockée sous différentes formes. Les particules
peuvent tout d'abord emmagasiner de 1'énergie grace a leurs électrons, en les faisant passer a un
niveau électronique supérieur. Les molécules, quant a elles, ont d'autres moyens de stocker de
I'énergie, sous forme de vibration ou de rotation de la molécule. Lorsque le gaz est a I'équilibre
thermodynamique, 1'énergie se répartit de maniére homogene dans les différentes formes de
stockage de 1'énergie. Plutot que de parler d'énergie, on parle dans ce cas de la température du
gaz, la température représentant l'énergie d'agitation des particules du gaz. On passe d'une
énergie a une température en utilisant la formule E = kB T, avec kB = 1,380 x 1072* ] K™%, la

constante de Boltzmann.

Ce méme concept de température pour représenter une énergie a été repris pour
quantifier I'énergie stockée sous forme de vibration ou de rotation des molécules. On parle ainsi
de température vibrationnelle (Tvi,) et de température rotationnelle (T:ot), et on travaille avec
plusieurs températures. On retrouve aussi l'énergie stockée dans les électrons, ce qui donne lieu
a une température électronique (T.). La température des especes non ionisées (dans la partie du
jet plasma qui n'est pas sous forme de plasma mais qui reste sous forme de gaz) continue a étre
notée comme "la température du gaz". C'est a cette température que sera sensible une cible
biologique si on la place sous le jet plasma. Dans la suite de ce paragraphe, on cherche a mesurer

Tvib et Troc de la molécule N pour évaluer la température du gaz.

Dans le cas de notre étude, la détermination de la température du gaz est effectuée a partir
de l'analyse de la distribution vibrationnelle et rotationnelle de la transition C* [Tu —» B IIg du
second systeme positif de 1'azote (Rusterholtz et al. 2013). La région de 370 a 382 nm a été
sélectionnée pour étudier ces deux parametres de température. L'estimation de Tyi, et Trot st
basée sur la comparaison entre le spectre expérimental et un spectre simulé a partir de
distributions de Boltzmann des niveaux énergétiques électroniques, vibrationnels et rotationnels
en utilisant le logiciel SPECAIR (Laux et al. 2003).

Les spectres de la température vibrationnelle sont simulés a une température
rotationnelle fixée a 375 K. Trois spectres sont simulés a différentes températures vibrationnelles

(5000, 6000 et 7000 K) jusqu'a obtenir un ajustement des maxima d'intensité des bandes
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vibrationnelles entre la simulation et I'expérience. La Figure 30 montre les bandes vibrationnelles
C3Mu - B3Mg (v'=1;v"=3) et (v'=0; v''=2). L'intensité des bandes augmente avec I'augmentation
dela Ty, simulée. Cela s'explique par une augmentation du peuplement des niveaux vibrationnels
élevés avec I'augmentation de la température. La Tyi, simulée la plus proche de notre cas d'étude
est de 6000 K. Il est cependant difficile de tirer des conclusions de cette température car elle
représente un réservoir d'énergie dont il est difficile de prévoir I'utilisation. Cette énergie peut
étre transformée en chaleur, accélérer des réactions chimiques, participer a I'émission lumineuse

ou encore étre transférée a d'autres especes par collision (Rusterholtz et al. 2013).

—— Spectre expérimental \

10 Spectre simulé T, 5000 K
—— Spectre simule T, 6000 K
] Spectre simulé T 7000 K

8

Intensité d'emission normalisée (u.a.)

i, =2 neieachivg! St A SO -k I I i
370 371 372 373 374 375 376 377
Longueur d'onde (nm)

Figure 30 Spectres de Tvi» simulés avec le logiciel SPECAIR de la transition C 3[Iu — B 3[lg, pour une Troc de 375 K, et des Tviv
de 5000, 6000 et 7000 K, entre 370 et 377 nm. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une
fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% O: de 2 L.min-1.

La température rotationnelle est estimée aprés la détermination de la température
vibrationnelle avec la bande de transition v'= 0 ; v’= 2. De méme, trois spectres sont simulés pour
la température rotationnelle (275, 375 et 475 K) avec une température vibrationnelle fixée a 6000
K. Les spectres sont normalisés par rapport a la bande a 375,45 nm pour la Tyi, et 380,5 nm pour

18 Trot.

La Figure 31 montre la bande rotationnelle C 3[Tu — B 3IIg (v'= 0 ; v”’= 2). L'intensité de la
bande augmente avec 'augmentation des T sSimulées. La Tro simulée proche de notre cas d’étude
est 375K. Cette valeur est représentative de la température des particules lourdes, et est proche

de celle de la température ambiante.
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—— Spectre expérimental
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Figure 31 Spectres de Trot simulés avec le logiciel SPECAIR de la transition C 3[1u — B 3Ilg , pour une Tvit de 6000K, et des Tro: de
275,375 et 474K, entre 376 et 382 nm. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une fréquence de
20kHz et un débit He/0,2% 02 de 2 L.min-1.

2. Etude des espéces réactives en phase liquide

2.1.Evaluation de la température et du pH

Avant d'étudier l'influence des espéces réactives de la décharge plasma sur les propriétés
chimiques du liquide apres exposition au gaz ionisé, nous nous sommes intéressées a I'étude de
deux grandeurs physiques de la solution : la température et le pH. Dans le contexte de notre étude,
les plasmas non thermiques se caractérisent par une température proche de la température
ambiante et une forte production d'espéces réactives d'oxygeéne et d'azote (RONS), principales
causes de l'inactivation microbienne. La diffusion des RONS dans le liquide engendre une
succession de réactions d'oxydo-réduction qui provoquent la diminution du pH de la solution.
Cette baisse entraine des perturbations au niveau des fonctions cellulaires (Chapitre IV). Le suivi

de ces deux grandeurs apporte plus d'informations sur la chimie du liquide.
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La Figure 32 réveéle I'évolution de la température et du pH de la solution traitée en fonction
du temps d'exposition aux multi-jets plasma. Les mesures ont été réalisées séparément afin
d'éviter l'influence de la température sur les résultats du pH. La courbe de température, en rouge,
débute a 24 °C et atteint 37 °C aprés 30 minutes de traitement. Invernizzi et al. (2019) ont rapporté
qu'une augmentation du temps de traitement pourrait induire une augmentation de la
température jusqu'a atteindre un plateau, traduisant ainsi 'obtention d'un équilibre thermique
entre le liquide et le plasma. Des 5 minutes de traitement, le pH (courbe en noir) de la solution
diminue brusquement et commence a se stabiliser autour de 3,5 aprés 15 minutes de traitement.
Ma et al. (2015) ont étudié un jet plasma d'argon-dioxygene pour la production d'eau activée par
plasma dans un volume de 80 mL. Apres 10 minutes d'exposition, le pH de la solution est passé de

7 a 3, puis a atteint un état de pH stable a 3 aprés 20 minutes d'exposition au plasma.
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Figure 32 Evolution de la température et du pH de la solution saline en fonction du temps d’exposition aux multi-jets
plasma. Cible traitée eau ultra-pure, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une
fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% 0; de 2 L.min-1.

Ikawa et al. (2010) ont étudié l'effet du pH sur l'inactivation bactérienne en suspension
apres un traitement au plasma a pression atmosphérique. Les expériences ont été réalisées sur
deux souches de bactéries, E. coli et Leuconostoc citreum (L. citreum). Les résultats ont révélé qu'il
existe un pH critique d'environ 4,7 pour les effets bactéricides. Cette valeur critique semble étre
la méme pour E. coli et L. citreum. Les auteurs suggerent que ce seuil est valable pour la plupart
des bactéries. L'acidification de la solution traitée est due a la génération des especes réactives
d'oxygene et d'azote, telles que le peroxyde d'hydrogene, le radical hydroxyle et les ions nitrites

et nitrates (Lukes et al. 2014).
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2.2.Quantification du peroxyde d’hydrogene

En tant que précurseur et produit final d'un ensemble de réactions d’oxydo-réduction
issues des deux phases gazeuse et liquide, le peroxyde d’hydrogene est considéré comme le
principal indicateur de la formation des ROS dans le liquide (Lukes et al. 2014) (Chen et al. 2018).
H,0, est un oxydant fort (Eo = 1,8V) et son potentiel oxydant augmente dans des conditions

d’acidité. Il fait parti du groupe des ROS a longue durée de vie.

Dans la Figure 33, la concentration d’H,0, présente une augmentation progressive en
fonction du temps d’exposition en passant de 100 a 600 + 100 umol. L-1 aprés 5 minutes et 30
minutes d’exposition, respectivement. La tendance de la courbe présente une bonne cohérence
avec les résultats obtenus par Invernizzi et al. (2019) indiquant une concentration finale de 750
umol.L-* apres 20 minutes d’exposition au plasma en appliquant les mémes conditions physiques

avec un jet plasma et un volume total de 12 mL.
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Figure 33 Evolution de la concentration du peroxyde d’hydrogéne de la solution saline en fonction du temps d’exposition aux
multi-jets plasma. Cible traitée eau ultra-pure, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de
2,5us, une fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% O: de 2 L.min-L.

Le peroxyde d’hydrogéne est 'une des principales especes moléculaires de I'oxygéne.
D’apreés la littérature, il existe deux principales voies de formation du peroxyde d’hydrogéne
(Lukes et al. 2014) (Winter et al. 2014) (Chen et al. 2018). La premiére implique la phase gazeuse.
Les trois précurseurs de la formation d’H,0; dans la zone plasma sont 'oxygéne atomique, le

radical hydroxyle et la molécule d’eau.
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L'ionisation de l'oxygene atomique dans la zone du plasma par collision électronique
produit de I'oxygéne atomique dans un état excité. La recombinaison de ce dernier avec I'humidité
del'airambiant permet de générer du peroxyde d'hydrogene. L'ozone (03) joue également un role
indirect dans le processus de formation des espéeces d'oxygene dans la phase du plasma et du H»0»,
en particulier dans la réaction (18), ou M représente des collisions aléatoires. La recombinaison

de l'ozone avec la molécule d'eau génére le radical hydroxyle OH* (19) :

02 +O+ M- 03 + M (18)
H2,0+ 03> 0OH -+ 20, (19)

La formation du peroxyde d'hydrogene dans la phase gazeuse est due a la forte densité de
OHe a la surface du liquide sous le jet plasma. Le contact du plasma avec la surface du liquide
provoque une importante évaporation de 1'eau moléculaire en raison de l'impact des ions sur la
surface de l'eau. Cela entraine une forte densité de OH* produite par la collision de 1'eau (H20)

avec des électrons en phase gazeuse.

La deuxieme voie de formation de 'H,0; implique la phase liquide. La diffusion du radical

hydroxyle dans le liquide permet la formation de H203, via I'équation suivante (20):

OH* + OH* — H;0; (20)

Chen et al. (2018) ont montré qu'il existe une troisieme voie de formation de peroxyde
d’hydrogene aqueuse par électrolyse. Lorsqu’'un liquide est traité par plasma, les particules
chargées se forment a la surface de I'eau qui joue le réle d'électrode. L'0; aqueux pourrait réagir
avec les électrons pour donner O selon la réaction (21). Ensuite, le peroxyde d’hydrogene est

produit selon les réactions (22) et (23) :

Oz+e - 0y (21)
0, + H*— HO; (22)
2HO; —» H;0; + O3 (23)

Ces trois voies peuvent se produire individuellement, mais il est plus probable qu'elles
fonctionnent ensemble dans l'interaction plasma-liquide. Cependant, leur contribution a la

production totale du H20; est difficile a distinguer.
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2.3.Quantification des nitrite et nitrate

La formation des espéces réactives d'azote (RNS) dans le liquide est due aux interactions
produites a l'interface entre le plasma et I'air ambiant, ce dernier contenant environ 80% d'azote
et 20% de dioxygene. Les deux principales RNS détectées dans le liquide sont le nitrite (NO) et
le nitrate (NOs-). Ils se caractérisent par un fort potentiel oxydant, induisant des changements
dans les propriétés chimiques du liquide apreés exposition au plasma et entralnant une forte
diminution du pH de la solution. Leur longue durée de vie présente un avantage pour la

décontamination microbiologique du liquide.

La Figure 34 présente l'évolution de la concentration des NO- et NO3- dans la solution
NaCl 0.9% traitée en fonction de différents temps d'exposition. La concentration de NO3-augmente
progressivement en fonction du temps pour tous les temps de traitement. En revanche, la
concentration de NO;- augmente progressivement jusqu'a 15 minutes de traitement, puis diminue
au-dela de 15 minutes. Invernizzi et al. (2019) ont obtenu des concentrations similaires lors des

essais avec un seul jet plasma hélium-dioxygene et un volume de liquide 12 mL.
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Figure 34 Evolution de la concentration des nitrites et nitrates de la solution saline en fonction du temps d’exposition aux
multi-jets plasma. Cible traitée eau ultra-pure, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de
2,5us, une fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% O de 2 L.min-L.

121



Chapitre III : Chimie des Interaction Plasma-Liquide

La présence des ions de nitrite et de nitrate dans le liquide aprés traitement par plasma
est principalement due a I'azote moléculaire de la phase gazeuse. L’ionisation de N, de l'air

ambiant entraine la formation de I'azote a I'état excité, par exemple, selon (24) :

Nz+e - Ny +e 29

La combinaison de 'azote avec I'oxygene atomique génere I'oxyde d’azote (NO*) selon les

voies 25 et 27. Ce dernier est I'un des précurseurs de la formation des RONS dans la phase liquide.

N2+ O*—> NO* + N (25)
N+ O, - NO* + O (26)
N+ 0* - NO* @7

Une fois dans le liquide, la dissociation de 1'azote et sa recombinaison avec l'oxygéne
atomique générent de |'oxyde d’azote qui se dissout en contact avec les molécules d’eau selon les

réactions suivantes (28 - 30):

NO + NO3 +H;0 —» 2NO;- + 2H+ (28)
NO + OH* = NO2 + H+* (29
NO; + OH* - NO3 + H+ (30)

La formation de NOs- est également favorisée par la réaction (30), ce qui entraine une

diminution de la concentration de NOz-(31):

NO;- + H,0; + H+— NO3 - + H,0 + H* (31)

Lukes et al. (2014) ont démontré que la formation des ions de nitrite et de nitrate
s’accompagne par la formation des ions H+ (diminution du pH de la solution traitée). Comme les
ions de nitrite sont instables a pH acide, ils se convertissent an acide peroxynitrique. La formation
de l'acide peroxynitrique sous les deux formes anioniques (0=NOO, anion peroxynitrite) et
protonées (0O=NOOH, acide peroxynitrique) entraine d’autres oxydations différentes. Le
peroxynitrite peut réagir soit directement, soit le plus souvent indirectement par le biais des

réactions avec OHe et NO2,, et produit des radicaux d’oxyde nitrique et I'anion superoxyde.
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Conclusion

De nombreuses études ont confirmé le role des espéces réactives dans l'inactivation
bactérienne. Les plasmas non thermiques a pression atmosphérique offrent un large potentiel de
transfert d'énergie et de génération d'espéces hautement réactives. Les phénomenes d'ionisation,

d'excitation et de dissociation de la zone plasma sont a l'origine de la formation des RONS.

Nous avons étudié les modifications physico-chimiques induites dans le liquide exposé aux
multi-jets plasma a pression atmosphérique. Pour cela, nous avons effectué, dans un premier
temps, une caractérisation optique de la phase plasma afin d'identifier les espéces émissives dans
leur état excité au niveau d'un seul jet plasma en utilisant la spectroscopie d'émission optique.
Nous avons observé une dominance des raies moléculaires par rapport aux raies atomiques,
notamment les deux systémes positifs et négatifs de l'azote, en comparaison avec les raies
d'hélium et d'oxygéne. Cette étude a été complétée par un suivi de la distribution de l'intensité des
espéces émises le long du jet plasma. Les émissions des raies atomiques étaient plus intenses a la
sortie du jet, puis diminuaient a environ 3 mm du jet. A I'inverse, celles des bandes moléculaires
étaient tres faibles a la sortie du jet, puis augmentaient a 3 mm du jet pour diminuer ensuite. Enfin,
nous nous sommes intéressés a 1'évaluation de la température du plasma en analysant le second
systeme positif de l'azote. La température rotationnelle de cette molécule donne une
approximation de la température moyenne de la décharge plasma. L'étude de la température
rotationnelle du second systeme positif d'azote était proche de la température ambiante (375K).
Les longs temps d'exposition peuvent donc entrainer une augmentation de la température de la
cible, un phénomene qui peut étre dii au milieu réactionnel du plasma, et qui doit étre pris en

compte pour certaines applications.

Ensuite, nous avons évalué l'effet des especes réactives sur les propriétés physico-
chimiques du liquide en quantifiant le peroxyde d'hydrogene, le nitrite et le nitrate. L'exposition
du liquide aux multi-jets plasma a entrainé des changements des propriétés physico-chimiques
du liquide par la formation des especes réactives d'oxygeéne et d'azote. Il s'agit du peroxyde
d'hydrogéne (H202) et des ions nitrite (NO2-) et nitrate (NO3-). Les résultats révélent une
augmentation progressive des concentrations de ces espéces en fonction du temps d'exposition, a
I'exception des ions nitrate dont la concentration baisse pour les longs temps d'exposition. Les
espéces réactives d'oxygene et d'azote sont solubles dans 1'environnement aqueux et favorisent
la formation d'autres espéces réactives, telles que l'acide peroxonitrique, qui est I'une des
principales RONS générées lors des interactions plasma-liquide. De plus, la diffusion des

particules chargées du plasma a la surface du liquide entraine une diminution du pH du liquide
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par la formation d'ions H+. Cette diminution contribue a la formation du peroxyde d'hydrogene,
du nitrate a partir du nitrite, ainsi qu'a la formation du peroxonitrique. Néanmoins, la plupart des
réactions sont produites de maniere simultanée, ce qui rend difficile de distinguer

individuellement les voies de formation de chaque espéce.
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Chapitre IV : Influence de la Phase de
Croissance Bactérienne sur la
Décontamination Microbiologique des
Liquides par Plasma

L'optimisation d'un procédé de décontamination ne dépend pas seulement de ses
caractéristiques physico-chimiques, mais aussi des caractéristiques microbiologiques de
I'échantillon a traiter. Lors des opérations de décontamination, divers parametres
microbiologiques peuvent influencer |'efficacité de l'inactivation bactérienne, tels que la densité
bactérienne, les caractéristiques structurelles de la paroi (Gram positif ou négatif), ou la présence
de matiere organique. En plus de ces parametres, il existe d'autres caractéristiques qui doivent
étre investiguées afin de mieux comprendre le comportement des bactéries face aux procédés de
décontamination, notamment les caractéristiques liées a la phase de croissance bactérienne.
Comme discuté précédemment dans le chapitre I, le passage des bactéries de la phase
exponentielle a la phase stationnaire de la croissance implique un ensemble de changements

morphologiques, physiologiques et transcriptomiques. Ces changements conferent aux cellules
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bactériennes des caractéristiques qui leur permettent de limiter leur échange avec le milieu
extérieur, de réduire leur activité métabolique et d’augmenter leur potentiel de survie. Pour les
procédés de décontamination, ces changements peuvent influencer I'efficacité de I'inactivation

bactérienne.

Le but de ce travail est d'étudier l'impact de la phase de croissance bactérienne sur
I'efficacité de la décontamination des liquides par plasma. Pour cela, nous avons réalisé une étude
préliminaire afin de définir les différentes phases de croissance de la souche bactérienne étudiée,
E. coliK-12. A partir des résultats obtenus, nous avons déterminé le temps d'incubation nécessaire
pour obtenir des cellules bactériennes en phase exponentielle et en phase stationnaire de
croissance. Les essais de décontamination ont été réalisés indépendamment sur les cellules
bactériennes issues des deux phases de croissance. Apres le traitement par plasma, un ensemble
de paramétres microbiologiques et moléculaires a été analysé. Nous avons d'abord examiné la
viabilité bactérienne et la présence de Iésions sous-létales. Ensuite, nous avons étudié l'influence
des changements physiologiques en estimant l'activité métabolique intracellulaire et en
déterminant la présence des bactéries a l'état viable mais non cultivable (VBNC). Comme
mentionné dans le chapitre I, les bactéries en phase exponentielle présentent une membrane plus
fine que les bactéries en phase stationnaire, une caractéristique qui pourrait influencer le
comportement des bactéries face au plasma. Par conséquent, nous avons examiné l'intégrité
membranaire des bactéries des deux phases de croissance apreés exposition au plasma. Les
radicaux libres (ROS) peuvent interagir avec les constituants de la cellule, notamment les
protéines, les lipides et I'ADN. Nous nous sommes également intéressés a la mesure du taux de
ROS intracellulaires dans les cellules issues des deux phases de croissance. Enfin, nous avons

évalué |'effet des ROS intracellulaires sur l'intégrité de I'ADN.

1. Etude de la viabilité bactérienne
1.1.Influence de la phase de croissance bactérienne sur la réduction

bactérienne

La diffusion des espéces réactives de la décharge plasma dans le liquide a entrainé des
changements des propriétés physico-chimiques du liquide. Ces changements se traduisent
principalement par la formation des espéces réactives d'oxygene et d'azote responsables de
l'inactivation bactérienne. La Figure 35 représente la réduction de la viabilité des bactéries des
phases exponentielle et stationnaire en fonction du temps d'exposition au plasma. Les courbes de

survie présentent des profils d'inactivation similaires, notamment entre 5 et 20 minutes
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d'exposition, avec une réduction de 3 log. En revanche, pour des temps d'exposition supérieurs a
20 minutes, la sensibilité des bactéries en phase exponentielle est nettement supérieure a celle
des bactéries en phase stationnaire, avec une réduction de 7 et 3 log, respectivement. Nos résultats
indiquent que le comportement des bactéries face au plasma différe selon leur stade de
croissance. Ce comportement est dii aux caractéristiques cellulaires des bactéries liées a la phase
de croissance. Par ailleurs, dans certaines conditions de traitement par plasma, les bactéries en
phase exponentielle peuvent présenter une résistance similaire a celle des bactéries en phase
stationnaire. Yu et al. (2006) ont rapporté que I'exposition de bactéries en phase mi-exponentielle,
exponentielle et stationnaire a un JPPA d'hélium n'influe pas sur l'efficacité du traitement. Toutes

les trois ont présenté la méme sensibilité au plasma.
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Figure 35 Réduction de la survie de E. coli K-12 en phase exponentielle et stationnaire aprés exposition au plasma. Cible
traitée solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une
fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% O: de 2 L.min-1.

D'autres techniques couramment employées pour la décontamination des liquides, telles
que le traitement a haute pression, le chlore et les ultrasons, ont démontré que la phase de
croissance des bactéries influence I'efficacité de la décontamination. Mafias et Mackey (2004) ont
montré la forte sensibilité des bactéries en phase exponentielle par rapport a celles en phase
stationnaire apres un traitement a haute pression. Apres 8 minutes de traitement a 300 MPa, plus
de 70 % (-0,3 log) des cellules en phase stationnaire sont restées viables, contre 0,01 % (-2 log)

pour les cellules en phase exponentielle.

Cherchi et Gu (2011) ont examiné l'impact de la phase de croissance de deux souches de
E.coli (K12 et 0157:H7) en suspension sur I'efficacité de la décontamination au chlore. Les auteurs

se sont intéressés aux trois premieres phases de la croissance bactérienne : la phase de latence, la
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phase exponentielle et la phase stationnaire. Les résultats ont montré qu'il existe une différence
significative dans la réduction bactérienne entre les phases de croissance. Pour les deux souches
de E. coli, le taux d'inactivation était plus faible pour les bactéries en phase stationnaire que pour
celles des phases de latence et exponentielle. De la méme maniere, Gao et al. (2014) ont étudié
'effet d'un traitement par ultrasons sur la viabilité de Enterobacter aerogenes, Bacillus subtilis,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus pseudintermedius. Ces
souches ont été choisies pour cette étude en raison de leurs propriétés physiques et biologiques
variables. Les résultats ont montré que les bactéries en phase exponentielle sont plus sensibles

aux ultrasons par rapport a celles en phase stationnaire.

1.2.Influence de la phase de croissance sur l'apparition des lésions sous

létale

Lors de l'exposition a des procédés chimiques ou physiques, les bactéries peuvent mourir
ou survivre, mais avec des lésions sous-létales. Ces 1ésions réversibles sont de nature structurelle,
comme la réduction de la taille de la cellule, et métabolique, comme 'oxydation des protéines. Les
bactéries peuvent réparer leurs dommages et reprendre leur croissance si des conditions
environnementales appropriées se présentent (Espina et al. 2016), (Schottroff et al. 2018). Bien
que de nouvelles méthodes soient en cours de développement pour la détection des bactéries
ayant subi des lésions sous-létales, la stratégie la plus utilisée par les microbiologistes reste le
dénombrement différentiel sur des milieux de culture sélectifs et non sélectifs. Un des agents
sélectifs possibles est le chlorure de sodium en exposant les bactéries a des concentrations sub-
inhibitrices. Espina et al. (2016) suggérent que l'augmentation de la pression osmotique
provoquée par l'ajout de chlorure de sodium entraine un effet sélectif de croissance pour les
cellules dont la membrane cytoplasmique est restée intacte. Le but de cette étude est de mettre
en évidence les lésions sous-létales chez les bactéries des deux phases de croissance en utilisant
un milieu de culture gélifié en I'absence ou en présence de chlorure de sodium a 3%. L'écart entre
la population obtenue sur la gélose sélective et non sélective correspond au nombre de bactéries

ayant subi des lésions sous-létales (Figure 36).

Pour les bactéries de la phase exponentielle, une différence de 2 log est observée entre la
population cultivée sur le milieu sélectif et celle sur le milieu non sélectif, notamment pour les
courtes périodes d’exposition. Cette différence indique que cette fraction de la population a subi
des lésions sous-létales réversibles. Toutefois, pour des périodes d'exposition supérieures a 20

minutes, il n'existe pas de différence entre les deux populations. Les 1ésions induites par le plasma
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sont, dans ce cas, 1étales. En revanche, les bactéries en phase stationnaire ne présentent pas de

différence entre les populations cultivées sur les deux milieux (sélectif et non sélectif). Les cellules

ne subissent donc pas de 1ésions sous-létales.
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Figure 36 Réduction de la survie E. coli K-12 en (a)phase exponentielle et (b) stationnaire sur TSA et TSA supplémente par

NaCl a 3%, apres exposition au plasma. La zone rayée correspond a la population de bactéries avec des Iésions sous-1étales.

Cible traitée solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une
fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% O de 2 L.min-1.

Plusieurs travaux ont montré que le traitement des bactéries par plasma induit des 1ésions
sous-létales. Pan et al. (2019) ont montré que pour des cellules de Listeria monocytogenes,
I'augmentation du temps d'exposition au plasma a 8 minutes a entrainé une augmentation de la
proportion de la population ayant des dommages sous-létaux, passant de 9,62 % a 45 %. De la
méme maniere, Liao et al. (2017) ont montré que le traitement de Staphylococcus aureus par une
source DBD peut induire a la fois des lésions sous-létales et une inactivation des cellules en
fonction de la dose énergétique du plasma et du temps d'exposition. Dans des conditions de
plasma a faible puissance (40 W), la proportion de cellules a 1'état sous-1étal est passée de 3,4 a
8,9 % apres 45 s d'exposition. Tandis que dans le cas d'un traitement par plasma a une puissance
de 60 W, la proportion de cellules ayant des dommages sous-1étales est passée de 3,4 2 96,7 % au
cours des 30 premieres secondes d'exposition, puis a diminué a 62,3 % apres 45 secondes. Les
auteurs rapportent cette diminution du pourcentage des dommages sous-létales a une réduction

bactérienne.

Cette différence de comportement peut étre due aux changements de la composition de la
membrane entre les bactéries des deux phases de croissance. Lors de I'entrée des bactéries en
phase stationnaire, la composition des phospholipides membranaires et la longueur de leur
chalne changent, affectant la fluidité de la membrane. Ces changements entrainent une

augmentation de la rigidité membranaire, ce qui permet aux bactéries de résister aux conditions
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de stress et d'accepter des temps de traitement plus longs (Shokri et Larsson 2004), (Scherber et

al. 2009).

2. Etude des caractéristiques physiologiques

2.1.Influence de la phase de croissance sur l'activité métabolique

L'activité métabolique correspond a I'ensemble des réactions chimiques impliquées dans
le maintien de I'état viable des cellules, et elle est étroitement liée aux conditions du milieu
environnant. L'activité métabolique se divise en deux types de réactions : des réactions
anaboliques conduisant a la synthese des composés nécessaires a la survie des cellules, et des
réactions cataboliques conduisant a la décomposition des molécules pour obtenir de 1'énergie.
Une exposition prolongée a un facteur de stress entralne un ensemble de modifications sub-
cellulaires. L'une des principales modifications associées a un stress prolongé est la diminution
de l'activité métabolique. Le passage des bactéries de la phase exponentielle a la phase
stationnaire s'accompagne d'un changement de l'activité métabolique des cellules (Navarro et al.
2010). Cela comprend la répression de la respiration cellulaire, la diminution de la synthése des
protéines, I'augmentation de la synthése des peptidases/protéases ainsi que la production des

facteurs de modulation des ribosomes (RMF) (Yoshida et al. 2009).

Au regard de ces caractéristiques, le but de cette étude est d'évaluer le comportement des
bactéries des deux phases de croissance face a 1'exposition au plasma en estimant leur activité
métabolique (Figure 37). L'activité métabolique des bactéries des deux phases de croissance
présente une diminution avec une tendance biphasique. En effet, pour 5 et 10 minutes de
traitement, les cellules en phase exponentielle et stationnaire subissent une réduction progressive
de leur activité métabolique, passant de 90 % a 50 % et de 95 % a 90 %, respectivement. Au-dela
de 20 minutes d'exposition, le pourcentage des cellules en phase exponentielle et stationnaire
ayant une activité métabolique chute a 10 % et 30 %, respectivement. Les bactéries en phase
exponentielle présentent une sensibilité plus accrue que celles en phase stationnaire. Ces résultats
d'activité métabolique montrent également qu'en fonction de la durée de traitement, les bactéries
peuvent présenter deux comportements différents. Les courts temps d'exposition provoquent une
réduction partielle de 1'activité métabolique, tandis que les longs temps d'exposition entrainent
une forte diminution de 'activité métabolique pour les bactéries en phase stationnaire, semblant

devenir inexistante pour celles en phase exponentielle.
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Figure 37 Réduction de l'activité métabolique des bactéries en phase exponentielle et stationnaire apres exposition au
plasma. Cible traitée solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de
2,5us, une fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% 02 de 2 L.min-1.

Ces résultats concordent avec 'apparition de dommages sous-létaux. Aprés 10 minutes
d'exposition, les bactéries en phase exponentielle présentent des dommages sous-létaux et
maintiennent une activité métabolique supérieure ou égale a 50%. En revanche, une exposition
au plasma supérieure a 30 minutes produit une forte réduction de I'activité métabolique, avec une
faible proportion de bactéries présentant des lésions sous-létales. Cela pourrait s'expliquer par
une perte des mécanismes d'adaptation. Cependant, I'évaluation de 1'activité métabolique des
bactéries en phase stationnaire a montré, une fois de plus, leur plus grande résistance a
I'exposition au plasma. Aprés 30 minutes, 20 % de la population maintient son activité
métabolique. L'estimation de I'activité métabolique est donc un moyen permettant de déterminer
les cellules ayant une activité intracellulaire aprés l'exposition au plasma. De plus, ces résultats
peuvent mettre en évidence le passage des bactéries a 1'état de bactéries viables mais non

cultivables (VBNC).

2.2.Influence de la phase de croissance sur I'entrée des bactéries a I'état

VBNC

Afin de survivre dans des conditions de stress, les bactéries ont développé des stratégies
d'adaptation qui leur permettent de maintenir un état de viabilité. Parmi ces stratégies, il existe
I'adaptation physiologique, qui se traduit par la réduction de l'activité métabolique ou la

répression de certains genes fonctionnels, tels que ceux impliqués dans la division cellulaire. Cette
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stratégie correspond au passage des bactéries a I'état viable mais non cultivable (VBNC). L'état
VBNC est un état cellulaire dans lequel les cellules sont viables mais ne sont cependant pas
détectables par la méthode conventionnelle de culture sur milieu gélosé. Cet état cellulaire
apparait en réponse a différents types de stress environnementaux. Le but de cette étude est de
mettre en évidence 1'état VBNC chez les bactéries des deux phases de croissance en utilisant les
résultats de viabilité bactérienne obtenus par dénombrement sur le milieu gélosé (TSA) (Figure
35) et ceux obtenus par estimation de l'activité métabolique (Figure 37). L'écart entre la
population obtenue sur le milieu de culture gélosé et celle présentant une activité métabolique

correspond au nombre de bactéries a I'état viable mais non cultivable (Figure 38).
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Figure 38 Comparaison de la viabilité bactérienne estimée par dénombrement sur TSA et celle estimée 'activité
métabolique, pour les bactéries des deux phases de croissances (a) exponentielle et (b) stationnaire. La zone rayée
correspond a la population de bactéries a I'état VBNC. Cible traitée solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est
généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% O de 2 L.min-L

L'estimation de l'activité métabolique fournit, pour les deux phases de croissance, une
valeur de viabilité plus élevée par rapport a celle obtenue par le dénombrement sur le milieu
gélosé. Une constatation qui s'applique pour tous les temps d'exposition. Pour les bactéries de la
phase exponentielle, apres 5 minutes de traitement, une différence de 60 % est observée entre la
population cultivée et celle révélée parI'étude de I'activité métabolique. Cette proportion diminue
a 30 % apres 10 minutes d'exposition et devient nulle au-dela de 20 minutes d'exposition au
plasma. La régression de 1'écart entre les résultats de 1'activité métabolique et le dénombrement
sur le milieu gélosé présente une tendance biphasique, comme celle observée pour les dommages
sous-létaux, qui dépendent du temps d'exposition. Concernant le cas des bactéries en phase
stationnaire, 1'écart entre les deux résultats est faible, de 1'ordre de ceux sur l'estimation.

L'augmentation du temps d'exposition a 10 minutes entraine une augmentation d'environ 60 %
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de la population a I'état VBNC. Néanmoins, méme pour les temps de traitement supérieurs a 20

minutes, I'écart reste relativement important, d'environ 20 %.

Plusieurs travaux ont montré que le traitement des bactéries par plasma induit 1'état
physiologique de VBNC. Alkawareek et al. (2014) ont rapporté que, pour les courtes durées
d'exposition, le plasma fournit une dose sous-létale pour une fraction des cellules qui n'est pas
suffisante pour leur inactivation, mais qui provoque des dommages cellulaires significatifs, tels
que le passage a I'état VBNC. En revanche, les durées d'exposition plus longues entrainent une
inactivation complete des cellules. Dolezalova et Lukes (2015) ont montré que le résultat du
dénombrement sur gélose a révélé une réduction bactérienne de 7 log, tandis que I'estimation de
I'activité métabolique a révélé que seulement 1 log de la population bactérienne était

completement inactivé, soit 6 log a I'état VBNC.

Bien qu'il y ait peu d'études abordant I'influence de la phase de croissance bactérienne sur
I'entrée des cellules al'état VBNC, ces résultats confirment d'une part que le plasma induit I'entrée
des bactéries dans I'état VBNC, et d'autre part que le comportement des bactéries face au plasma
dépend de la phase de croissance bactérienne et de la durée d'exposition. Les mécanismes
d'adaptation caractéristiques des bactéries en phase stationnaire (voir chapitre I) impliquent un
certain nombre de régulateurs transcriptomiques permettant aux bactéries de ralentir leur
activité métabolique et de maintenir un état de viabilité. A I'heure actuelle, il a été démontré que
plusieurs protéines ou systémes connus jouent un role important dans le passage des bactéries
en phase stationnaire (Navarro et al. 2010), (Jaishankar et Srivastava 2017). On peut citer, par
exemple, le facteur sigma (RpoS), les systémes (OxyR) et (SoxRS), les catalases (KatE et KatG) et
la superoxyde dismutase (SodA). L'induction ou la répression de ces systemes conferent aux
bactéries en phase stationnaire une résistance au stress du milieu environnant, notamment lié au
plasma. De nombreuses études ont rapporté une forte expression de ces systemes pendant la
phase stationnaire de croissance, ce qui explique dans notre cas que les bactéries de cette phase
résistent plus longtemps au plasma et entrent plus tardivement a 1'état VBNC par rapport aux

bactéries de la phase exponentielle.

Par ailleurs, la capacité d'entrer dans 1'état VBNC peut étre avantageuse pour les bactéries,
mais elle présente un risque pour la santé humaine. Si des cellules VBNC sont présentes, le nombre
total de bactéries viables dans un échantillon sera sous-estimé par la méthode conventionnelle de
comptage sur milieu gélosé en raison de la "non-cultivabilité" inhérente aux cellules VBNC. Pire
encore, si toutes les bactéries de I'échantillon sont a I'état VBNC, I'échantillon peut étre considéré

comme exempt de germes en raison de la non-détection. Pour les procédés de décontamination,
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la sous-estimation ou la non-détection de cellules viables dans les échantillons de contréle de la
qualité peut présenter des risques graves pour le public. Par conséquent, il est nécessaire
d'optimiser les méthodes de détection et de quantification des cellules VBNC, en privilégiant des
techniques de plus en plus précises basées sur des mesures de l'activité métabolique, ou encore
la quantification de I'expression de certains génes impliqués dans le passage des bactéries a I'état

VBNC.

3. Etude des caractéristiques morphologiques et moléculaires

3.1.Influence de la phase de croissance sur I'intégrité membranaire

Un autre aspect caractéristique de l'entrée des bactéries en phase stationnaire est
I'adaptation morphologique, comprenant a la fois des changements de structures cellulaires tels
que ceux de la paroi et de la membrane, ainsi que des changements de structures sub-cellulaires
tels que l'agrégation des protéines et la condensation de I'ADN. En ce qui concerne les
changements de la paroi, cette adaptation induit effectivement une augmentation de 1'épaisseur
de la paroi et de la proportion d'acides gras insaturés dans les phospholipides membranaires
(Navarro et al. 2010), (Jaishankar et Srivastava 2017). Ce changement de composition
membranaire engendre une diminution de la fluidité et de la perméabilité de la membrane,

réduisant ainsi la sensibilité des cellules aux perturbations environnementales.

Dans ce contexte, nous avons étudié l'influence des caractéristiques membranaires des
phases exponentielle et stationnaire sur le comportement des bactéries par rapport au plasma.
Cette étude est basée sur l'estimation de la proportion des bactéries ayant perdu leur intégrité
membranaire. La Figure 39 représente le pourcentage de bactéries possédant une membrane
intacte en fonction du temps d'exposition au plasma. Les bactéries des deux phases de croissance
présentent une intégrité membranaire qui diminue en fonction de 1'augmentation du temps
d'exposition. Apres 5 minutes de traitement, 50 % des cellules en phase exponentielle ont subi
des dommages membranaires, contre 25 % pour celles en phase stationnaire. Cet écart persiste,
mais le taux de perte s'accentue avec la durée d'exposition au plasma. A 30 minutes, il atteint 70%
et 50 % pour les bactéries en phase exponentielle et stationnaire, respectivement. Ces résultats

concluent a une plus grande sensibilité des cellules en phase exponentielle au plasma.
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Figure 39 Comparaison de l'intégrité membranaire des bactéries des deux phases de croissance exponentielle et
stationnaire. Cible traitée solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions
de 2,5us, une fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% 02 de 2 L.min-1.

Ce constat peut s'expliquer par les différences dans les caractéristiques membranaires des
cellules en phase exponentielle. Elles présentent une paroi fine et un potentiel de fluidité
membranaire élevé qui leur permettent d'interagir plus facilement avec l'environnement. Cela
conduit a une pénétration plus importante des especes réactives et, par conséquent, a une
altération plus importante de la membrane. Lors de la phase exponentielle de croissance, la paroi
cellulaire est moins préparée aux attaques oxydatives induites par les espéces réactives du
plasma. En revanche, lors de l'entrée des bactéries en phase stationnaire, les changements
membranaires réduisent le contact avec le milieu extérieur. Manas et Mackey (2004) ont étudié
la différence dans la perte d'intégrité membranaire pour des cellules en phases exponentielle et
stationnaire apreés un traitement a haute pression. A la suite du traitement, des perturbations ont
été observées sur la membrane des cellules en phase exponentielle, telles que 'accumulation de
protéines et de lipides du c6té cytoplasmique de la membrane, I'épaississement membranaire et
la formation d'invagination cytoplasmique. Cependant, pour les cellules en phase stationnaire,
aucun changement structurel de la membrane n'a été détecté. De plus, Pagan et Mackey (2000)
ont montré qu'il existe un lien entre la perte de viabilité et l'intégrité membranaire chez des
cellules d'E. coli dans les deux phases de croissance apreés une exposition a haute pression. Pour
les cellules en phase exponentielle, la perte de viabilité a été corrélée a la perte d'intégrité de la
membrane, tandis qu'en phase stationnaire, les membranes cellulaires sont devenues semi-
perméables et ont acquis la capacité a se réparer. Les auteurs suggérent que la perte d'intégrité

de la paroi pour les cellules en phase stationnaire soit le résultat d'une diminution des
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fonctionnalités membranaires. Cette baisse serait combinée a une altération physique de la paroi
dans le cas des bactéries en phase exponentielle. Cette étude soutient I'idée que les dommages
membranaires sont un événement important dans l'inactivation des bactéries, mais que leur

origine et leur relation avec la mort cellulaire peuvent différer selon les phases de croissance.

D'aprés nos résultats, la perte de viabilité ne signifie pas nécessairement une perte
d'intégrité membranaire, notamment pour les longs temps d'exposition. Dans le cas des cellules
en phase exponentielle, apres 30 minutes d'exposition, les résultats de la viabilité montrent une
inactivation complete des cellules et une réduction sévere de l'activité métabolique. De plus, la
population ayant présenté un état VBNC est nulle. En revanche, l'intégrité membranaire indique
que 30 % de la population des cellules présentent une membrane intacte. Cela suggére que dans
le cas de l'exposition au plasma, d'autres mécanismes antibactériens sont mis en jeu. En
particulier, les ROS intracellulaires qui, dans certaines conditions du milieu, telle que la baisse de
pH, peut traverser la membrane et induire des modifications biochimiques des structures sub-

cellulaires (ce point sera abordé dans la partie suivante).

Par ailleurs, les caractéristiques membranaires des cellules en phase stationnaire sont
liées aux mécanismes de régulation transcriptomique. Chez E. coli, 'adaptation au stress extra-
cytoplasmique est controlée par l'activation d'un facteur alternatif, noté o E. Il régit 1'expression
des génes codant pour les protéines membranaires, les protéines impliquées dans les
phospholipides, la biosynthése des lipopolysaccharides et de la membrane externe. L'activité de
o E augmente de maniére dépendante avec la phase de croissance. Costanzo et Ades (2006) ont
montré que l'activité du o E est maximale lors de I'entrée des bactéries en phase stationnaire de
croissance. Ces caractéristiques rendent la membrane cellulaire plus adaptée et résistante aux

stress oxydatifs induits par le plasma.

3.2.Influence de la phase de croissance sur l'accumulation des ROS

intracellulaires

Plusieurs études ont rapporté que l'effet du plasma sur les bactéries est principalement
dii a la génération d'especes réactives telles que les ROS et les RNS. Ces especes réagissent avec
les constituants cellulaires tels que la membrane, les protéines et les acides nucléiques. Par
ailleurs, les caractéristiques morphologiques, physiologiques et transcriptomiques des bactéries
en lien avec leurs phases de croissance peuvent induire une réponse cellulaire différente. Le but

de cette étude est d'appréhender l'influence des caractéristiques cellulaires des phases de
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croissance sur l'accumulation des ROS intracellulaires. La Figure 40 représente le taux de ROS
intracellulaires des bactéries en phases exponentielle et stationnaire. Le taux de ROS
intracellulaires augmente progressivement jusqu'a 10 minutes dans les deux cas étudiés, puis
diminue pour les bactéries en phase exponentielle et tend vers un plateau pour les cellules en
phase stationnaire. De plus, la proportion de ROS intracellulaires est significativement supérieure
dans les bactéries en phase exponentielle, étant jusqu'a deux fois plus importante que celle des

cellules en phase stationnaire a 10 minutes de traitement.

500

[l Phase exponentielle
1 ** [l Phase stationnaire

*h

400

*k

7

300

200 T
100 -
o_l . : :
0 5 10 15 20

Temps d'exposition (min)

ROS intracellulaire E. coli K-12 (%)

Figure 40 Taux de ROS intracellulaire des bactéries des deux phases de croissance, exponentielle et stationnaire, aprés
exposition au plasma. Cible traitée solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des
impulsions de 2,5us, une fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% 02 de 2 L.min-1.

L'accumulation des ROS intracellulaires entraine des perturbations biochimiques se
traduisant par des réactions d'oxydation avec les constituants cellulaires. Il a été rapporté que les
ROS peuvent interagir avec le peptidoglycane de la paroi cellulaire, les lipopolysaccharides et les
phospholipides présents dans les membranes cellulaires (externes) (Han et al. 2016). Les lipides
peuvent étre oxydés, et les liaisons C-C, C-O et C-N au sein de la structure du peptidoglycane
peuvent étre détruites en raison de la présence du radical hydroxyle (OH*). La baisse du pH
extracellulaire facilite 1a pénétration des ROS dans I'espace intracellulaire. Ikawa et al. (2010) ont
rapporté que, méme si les radicaux anioniques superoxydes sont raisonnablement réactifs, ils
sont considérés comme incapables de pénétrer la membrane cellulaire en raison de leurs charges,
et donc peu susceptibles de causer des dommages a l'intérieur des cellules. Cependant, si le pH de
la solution est suffisamment faible, les radicaux anioniques superoxydes sont convertis en
radicaux hydroperoxyles (HOO), qui peuvent alors pénétrer la membrane cellulaire et

endommager les composants intercellulaires.
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Aucune étude similaire ne permet de comparer la différence du taux des ROS
intracellulaires entre les cellules des deux phases de croissance. Par ailleurs, comme nous l'avons
abordé dans le chapitre I, les bactéries se caractérisent par des mécanismes de défense qui leur
permettent de maintenir des faibles taux de ROS intracellulaires. Lors d'un stress oxydant, les
voies de réponse au stress cellulaire s'activent, notamment la voie enzymatique en recrutant des
pieges endogenes capables de dismuter les ROS, tels que la SOD et la CAT, ou la voie
transcriptomique en impliquant des systémes de régulons et des génes de régulation, tels que le
systéme OxyR et le régulon SoxRS. Plusieurs études ont rapporté une forte activation de ces voies
au passage des bactéries en phase stationnaire. Cela explique la différence du taux des ROS
intracellulaires entre les cellules des deux phases de croissance. Etant donné qu'elles sont
adaptées au stress, les bactéries en phase stationnaire présentent un arsenal défensif qui leur
permet de maintenir un état d'équilibre des ROS intracellulaires, ce qui explique le plateau de
concentration maintenu pour tous les temps d'exposition (Figure 40). En revanche, les bactéries
en phase exponentielle présentent un taux qui augmente en fonction du temps d'exposition.
L'inactivation des mécanismes de défense a entrainé une accumulation des ROS qui semble étre
maximale apreés 10 minutes d'exposition. La diminution du taux des ROS pourrait étre en lien avec

la perte de l'intégrité membranaire et la fuite des composantes sub-cellulaires.

Z. Xu et al. (2018) ont étudié I'accumulation des ROS intracellulaires chez des cellules
d'Escherichia coli et de Staphylococcus aureus en suspension exposées au plasma. Apres avoir
atteint une valeur maximale, la quantité totale de ROS intracellulaires a été observée en baisse
pour les deux especes bactériennes pour des durées d'exposition plus longues. Les auteurs
suggerent que cette baisse est due a la perte des structures membranaires d'un grand nombre de
bactéries et que les sondes de fluorescence ne peuvent pas étre bien encastrées, mais fuient, ce

qui entraine la diminution de I'intensité de 1'émission fluorescence globale.

3.3.Influence de la phase de croissance sur I'intégrité de ’ADN

L'oxydation du matériel génétique est I'une des principales causes de la perte de viabilité
cellulaire. Les ROS attaquent les acides nucléiques en oxydant leurs constituants majeurs, les
bases et les sucres. Cette oxydation entraine un blocage de la progression de la fourche de
réplication ou un blocage de I'activation des ARN polymérases. De plus, des études ont rapporté
que lors du passage des bactéries en phase stationnaire, une condensation de nucléotides se
produit pour protéger I'ADN. Un exemple de protéine impliquée dans la protection de 'ADN est la
protéine Dps, "protéine non spécifique de liaison a I'ADN". Elle est activée lors de la destruction

de I'H202 et fournit une protection physique en se liant a I'ADN (Nair et Finkel 2004).
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Au regard de ces caractéristiques, le but de cette étude est d'évaluer I'impact du plasma
sur l'intégrité de I'ADN issu des cellules de deux phases de croissance. La Figure 41.a représente
les produits d'ADN extraits des bactéries en phases exponentielle et stationnaire apres exposition
au plasma. Une échelle contenant les poids moléculaires connus est ajoutée de part et d'autre des
échantillons. L'analyse des profils d'électrophorese des deux phases de croissance montre une
diminution progressive de l'intensité des bandes d'ADN en fonction du temps d'exposition, ce qui
indique que le plasma conduit a la perte d'intégrité de I'ADN. La Figure 41.b révéle le pourcentage
des intensités des bandes d'ADN des deux phases de croissance en fonction du temps d'exposition
al'aide du logiciel Image]. Aucune différence significative de la perte d'intégrité de I'ADN n'a été
observée entre les deux phases de croissance. Par conséquent, cette derniére n'influence pas

I'effet du plasma sur I'ADN.
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Figure 41 Suivi de la dégradation de 'ADN génomique pour les bactéries en phase exponentielle et stationnaire apres
exposition au plasma, a) image du gel d’agarose, b) intensité des bandes calculé a partir du gel avec le logiciel ImageJ. Cible
traitée solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une
fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% O: de 2 L.min-1.

Inversément a nos résultats, Mafias et Mackey (2004) ont étudié 1'effet d'un traitement a
la pression hydrostatique sur des cellules d'E. coli. Les résultats ont révélé que I'ADN des cellules
en phase exponentielle subit un changement plus sévere par rapportal'ADN des cellules en phase

stationnaire. Les auteurs suggerent que cette différence est due a l'absence de protéines de liaison
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al'ADN. Il peut s'agir de la Dps qui est synthétisée a la fois en réponse au stress oxydatif mais aussi
pendant la phase stationnaire sous le controle complexe des régulateurs transcriptomiques. La
différence d'apparence de I'ADN a également été expliquée par la conformation relachée de I'ADN
des cellules en phase exponentielle. Cette caractéristique permet aux cellules de garder une
transcription et une traduction permanentes, assurant le processus de la réplication cellulaire. En
revanche, le processus de réplication est réprimé et I'ADN est plus condensé en phase
stationnaire. Ainsi, ces résultats montrent que la phase de croissance bactérienne influence la
dégradation de I'ADN. Cependant, dans le cas du traitement par plasma, aucune différence

significative de la dégradation de I'ADN n'a été observée entre les deux phases de croissance.

Il est connu que 1'effet du plasma sur la dégradation de I'ADN dépend essentiellement de
I'accumulation des ROS dans I'espace intracellulaire. En effet, les espéces réactives de 1'oxygéne
générées par le plasma peuvent exercer une action néfaste sur I'ADN en provoquant des
dommages tels que la réticulation des bases nucléotidiques pyrimidiques. Ces réticulations
alterent la structure de I'ADN et peuvent avoir des répercussions significatives sur les processus
de transcription et de réplication de I'ADN. Certains ROS interagissent spécifiquement avec les
bases azotées. L'oxygéne singulet peut, par exemple, oxyder la guanine. Plusieurs groupes de
recherche se sont intéressés a l'effet du plasma sur I'ADN. Joshi et al. (2011) ont étudié les
dommages oxydatifs chez E. coli aprés I'exposition a un plasma d'air. Les effets du plasma sur
I'ADN ont été démontrés par deux méthodes : par électrophorese pour la mise en évidence de la
perte d'intégrité de 'ADN et par dosage immuno-enzymatique (ELISA) en quantifiant la formation
de la 8-hydroxydésoxyguanosine (8-OHdG). Aprés quelques secondes d'exposition, le plasma a
entrainé une désintégration structurelle de I'ADN et une formation de 8-OHdG. De la méme
maniere, H. Xu et al. (2020) ont étudié les dommages oxydatifs chez Saccharomyces cerevisiae
apres exposition a un JPPA He/02. Les mesures des intensités des bandes d'ADN, extraites du gel
d'agarose en fonction du temps d'exposition au plasma, ont montré une diminution progressive

en fonction du temps d'exposition.

Dans l'ensemble, notre analyse de I'ADN fournit la preuve que les ROS générés par le
plasma causent des dommages létaux a I'ADN pour les deux phases de croissance. Nous avons
donc conclu que les ROS sont des facteurs clés dans la dégradation de 'ADN, quel que soit 1'arsenal

de défense de la bactérie (physiologique, morphologique ou transcriptomique).
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Conclusion

Les caractéristiques cellulaires des deux phases de croissance influencent la sensibilité des
bactéries a l'exposition au plasma. L'étude de la réduction bactérienne a montré que les cellules
de la phase exponentielle sont plus sensibles au plasma, et que cette réponse dépend du temps
d'exposition. On a observé que, pour les courts temps de traitement, les cellules subissent des
dommages sous-létaux, tandis que la prolongation du temps d'exposition entraine une perte de la
capacité a former des colonies et une inactivation complete des cellules. L'étude de I'état
physiologique des cellules a révélé une réduction de l'activité métabolique et un passage plus
précoce des cellules a I'état VBNC. A I'inverse, les cellules de la phase stationnaire sont moins
sensibles au traitement par plasma. L'exposition au plasma n'a provoqué ni dommage sous-létal,
ni inactivation compléte des cellules. De plus, I'étude des caractéristiques physiologiques a révélé
que les cellules maintiennent une activité métabolique méme apres un long traitement, avec un
passage tardif al'état VBNC. Dans I'ensemble, selon le temps d'exposition, les bactéries de chaque
phase de croissance présentent un scénario d'inactivation différent. Pour la phase exponentielle,
les bactéries subissent d'abord des dommages sous-létaux, puis une diminution de l'activité
métabolique, avant une inactivation complete. En phase stationnaire, les bactéries baissent leurs
activités métaboliques, présentant ainsi une adaptation physiologique tardive et prolongée avec
le temps d'exposition. L'étude des caractéristiques morphologiques a montré une perte
progressive de l'intégrité membranaire des cellules des deux phases de croissance en fonction de
'exposition au plasma. Néanmoins, les résultats montrent aussi que le pourcentage des cellules
ayant une membrane intacte reste relativement élevé, méme apres un long temps d'exposition,
pour les deux phases de croissance. Cela révele que dans le cas des traitements par plasma, la
perte de la viabilité bactérienne n'est pas uniquement liée aux dommages membranaires, mais
qu'il existe d'autres mécanismes antibactériens pour le traitement par plasma. Nous avons évalué
la différence des caractéristiques structurelles de I'ADN des deux phases face a I'accumulation des
ROS intracellulaires induits par le plasma. Les résultats ont montré une désintégration de 'ADN
pour les deux phases de croissance. L'effet des ROS sur I'ADN semble étre identique sur les deux
types de bactéries, confirmant ainsi que les principaux facteurs pour l'inactivation bactérienne

restent la production de ROS.
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Chapitre V : Effets du plasma sur
I'inactivation des bactéries résistantes
aux antibiotiques et sur I'inhibition des
meécanismes de transfert horizontal de
genes

Avec la surconsommation d'antibiotiques, l'antibiorésistance est devenue un probleme
environnemental mondial. Récemment, les bactéries résistantes aux antibiotiques (ARB) et les
génes de résistance aux antibiotiques (ARGs) ont été classés comme des contaminants émergents
dans l'environnement. Différentes espéces d'entérobactéries sont détectées dans
I'environnement aquatique, telles qu'E. coli, Klebsiella spp, Aeromonas spp et Enterococcus spp. La
plupart de ces espéces présentent des résistances aux antibiotiques. Un nombre important
d'études a montré une forte présence de ARGs dans I'environnement aquatique, parmi lesquels
les plus courants sont les résistances aux [3-lactamines, aux quinolones, aux tétracyclines et aux
macrolides. Ces données rapportent également la présence d'éléments génétiques mobiles (EGM),
tels que des plasmides et des intégrons. Ces derniers sont considérés comme les principaux

moteurs de la dissémination de I'antibiorésistance dans la communauté bactérienne. La libération
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Des ARGs et des EGM dans I'environnement augmente le potentiel de leur acquisition par des
bactéries initialement sensibles aux antibiotiques par des mécanismes de transfert horizontal de
génes (HGT). Le transfert par conjugaison est le mécanisme de HGT le plus fréquent dans les
conditions environnementales. Il semble étre particuliérement impliqué dans la dissémination

des GRA dans la communauté bactérienne.

Par ailleurs, les plasmides jouent un réle crucial dans I'évolution et 1'adaptation des
bactéries. Les genes plasmidiques peuvent étre divisés en deux catégories : ceux qui codent pour
des fonctions de squelette et ceux qui codent pour des fonctions accessoires. Les génes du
squelette codent pour des fonctions plasmidiques de réplication et de maintenance, alors que les
geénes accessoires codent pour des fonctions non plasmidiques potentiellement utiles a la cellule
hote. IIs peuvent notamment augmenter l'aptitude des bactéries dans certaines conditions
environnementales, telles que la résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds ou la capacité
de coloniser de nouvelles niches. Contrairement a 'ADN chromosomique bactérien qui n'est
transmis que verticalement de la cellule mére aux cellules filles, 'ADN plasmidique peut étre aussi
transmis horizontalement entre des bactéries, méme si elles sont phylogénétiquement éloignées.
Les plasmides fournissent donc aux bactéries un accés potentiel a un vaste réservoir de génes
accessoires qui contribuent de maniere significative a la diversification génomique et écologique
des taxons bactériens, et dont les principaux moteurs dynamiques sont les mécanismes de
transfert horizontal de génes (HGT). Malgré les avantages potentiels conférés par les plasmides,
ils présentent également un inconvénient : celui du "cofit d'adaptation” pour 1'hote. Dans des
conditions affectant la réplication bactérienne, les plasmides entrainent une diminution du taux
de croissance, et donc un affaiblissement de la cellule héte, avant d'étre libérés dans
I'environnement extracellulaire par la cellule hote (Arkhangelsky et al. 2011), (Billane et al. 2022),
(Palma et al. 2022).

Les procédés de décontamination tels que I'irradiation UV, la chloration et 1'ozonation sont
des procédés de décontamination largement appliqués pour garantir la sécurité sanitaire de
I'environnement aquatique. Au cours des dernieres décennies, le traitement UV est I'une des
technologies les plus utilisées dans le traitement des eaux, car l'inactivation des microorganismes
est réalisée sans la production de sous-produits génotoxiques (Guo et al. 2013), (Lee et al. 2015).
La chloration est un autre exemple de procédé de décontamination. Elle a été introduite dans les
stations de traitement des eaux au début du 19e siécle pour éliminer les agents pathogénes
d'origine hydrique en raison de son efficacité, de sa facilité d'utilisation et de son faible coiit. La
chloration peut détruire 1'intégrité structurelle de la surface cellulaire en réagissant avec les

composants situés sur la membrane cellulaire. Elle peut aussi altérer la perméabilité de la paroi
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cellulaire, entrainant la fuite des constituants cellulaires, tels que I'ATP, I'ADN et les protéines.
Toutefois, la destruction de la membrane et la libération du contenu cellulaire dans
I'environnement peuvent entrainer la libération des génes de résistance aux antibiotiques dans
I'environnement. Dans ce cas, les ARGs intracellulaires hébergés par les ARB deviennent ainsi des
GRA extracellulaires. Bien que ces procédés soient toujours appliqués dans les stations de
traitement des eausx, il est nécessaire de rechercher des procédés de dégradation alternatifs plus

efficaces afin de prendre en compte cette problématique sanitaire.

Ce chapitre est composé de deux parties. La premiére concerne l'effet du plasma sur les
ARB et l'influence de la présence de plasmides sur la sensibilité des ARB au traitement de
décontamination par plasma. L'étude a été réalisée sur quatre souches d'E. coli : DH5 a, DH5a +
puC19, HT-99 et J-53R. Les essais de décontamination ont été réalisés sur des cellules obtenues
en phase stationnaire de croissance. Apres le traitement par plasma, un ensemble de parametres
microbiologiques et moléculaires a été analysé, notamment le taux de réduction bactérienne, la
présence de lésions sous-létales, l'activité métabolique, la capacité a former des cellules a I'état
VBNC, l'intégrité membranaire et le taux de ROS intracellulaires. En paralléle, un dosage
enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD) et de la catalase (CAT) a été réalisé sur HT-99 et
J-53R pour mettre en évidence la réponse au stress oxydatif induit par le plasma. La deuxiéme
partie étudie l'effet du plasma sur le transfert horizontal de genes (HGT) a partir d'un systéme
modéle conjugatif que nous avons mis au point dans des conditions de laboratoire. Cette étude a
étéréalisée avec les souches HT-99 en tant que souche donneuse (F+) et ]-53R en tant que souche
réceptrice (F-). Apres exposition au plasma, la souche donneuse HT-99 a été mise en contact avec
la souche réceptrice J-53R non exposée au plasma selon différents temps d'incubation (6, 9, 24 et
48 h), puis inoculée sur un milieu nutritif gélosé contenant le chloramphénicol, la rifampicine ou
les deux antibiotiques. En paralléle, nous avons également évalué l'effet du plasma sur la
concentration minimale inhibitrice (CMI) de la souche HT-99 au chloramphénicol apres

exposition au plasma.

1. Effet du plasma sur les ARB

1.1.Influence de la présence de plasmide sur la viabilité bactérienne

Comme nous l'avons discuté dans le chapitre IV, le facteur de l'inactivation bactérienne
par plasma est la production de ROS. Ces derniers entrainent des dommages intracellulaires.
Néanmoins, dans certaines conditions, la présence de plasmides permet aux bactéries de

répondre difféeremment aux conditions de stress. La Figure 42 représente les taux de réduction
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des quatre souches d'E. coli. Afin de mettre en évidence l'influence de la présence du plasmide sur
la sensibilité des bactéries au plasma, nous avons choisi de représenter les résultats en dissociant

ceux de DH5a avec et sans plasmide, et ceux pour HT-99 et J-53R.

La Figure 42.a correspond aux taux de réduction de DH5a en absence et en présence de
plasmide apreés exposition au plasma. Les deux bactéries présentent une décroissance progressive
de la survie en fonction du temps d'exposition au plasma. L'augmentation du temps d'exposition
a 20 minutes a révélé une forte sensibilité de DH5a transformée avec 7 logs de réduction contre
3 logs de réduction pour DH5a non transformée. Toutefois, la prolongation de la durée du

traitement a provoqué une inactivation des deux bactéries avec 7 logs de réduction.

De la méme maniere, les résultats pour HT-99 et J-53R de la Figure 42.b montrent une
diminution progressive de la viabilité des deux souches en fonction du temps d'exposition au
plasma. Toutefois, la prolongation du temps d'exposition a 30 minutes a entrainé une inactivation

complete de HT-99 avec une réduction de 8 logs et de 3 logs pour la souche J-53R.
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Figure 42 Réduction de E. coli apres exposition au plasma : a) DH5a et DH5a + pUC19, b) HT-99 et J-53R. Cible traitée

solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une fréquence de

20kHz et un débit He/0,2% Oz de 2 L.min-1.

Ces premiers résultats de viabilité de DH5a + pUC19 et HT-99 montrent que la présence
de plasmide augmente la sensibilité des bactéries au traitement au plasma. Des études antérieures
ont montré que les plasmides peuvent étre des éléments avantageux pour les bactéries. Ils sont
notamment des facteurs d'évolution permettant aux bactéries de s'adapter a leur environnement,
comme la présence d'antibiotiques. Cependant, des études ont également rapporté que

I'acquisition d'un géne extra-chromosomique impose a la cellule héte un cofit d'adaptation
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affectant ses fonctionnalités cellulaires, telles que le potentiel de survie dans des conditions de
stress ou le potentiel de virulence (Park et Zhang 2012), (Baltrus 2013), (Billane et al. 2022).
Récemment, différentes études soutiennent I'hypothese que l'acquisition d'un plasmide requiert
la mise en ceuvre de la machinerie métabolique de la cellule hote, ce qui se traduit par un
affaiblissement de la cellule (Zarzecka et al. 2022). Ce dernier cas correspond a nos résultats. En
effet, apres exposition au plasma, la pression sélective induite par la présence de plasmides chez

les bactéries les a rendues plus vulnérables que celles dépourvues de plasmide.

Toutefois, dans certaines conditions, les bactéries en absence et en présence de plasmide
peuvent présenter une sensibilité similaire. Sakudo et Misawa (2020) ont examiné si les bactéries
résistantes et non résistantes aux antibiotiques présentaient une sensibilité différente au
traitement au plasma. La souche E. coli DH5a a été transformée avec un plasmide (pPRO) qui code
pour un géne de résistance a I'ampicilline et au chloramphénicol. Elle a ensuite été traitée avec
une torche plasma d'air a une tension de 10 kV et une fréquence de 10 kHz. Le volume de la
suspension traitée était de 20 pL. Les résultats de l'inactivation bactérienne ont montré que la

présence de plasmides ne modifiait pas la sensibilité des cellules.

1.2.Influence de la présence de plasmide sur I'apparition des lésions sous

létales

Nous avons montré dans le chapitre IV que l'exposition au plasma induit des lésions
sublétales aux bactéries. Comme ces lésions sont réversibles, les bactéries peuvent reprendre leur
cultivabilité lorsque les conditions sont favorables. Le but de cet essai est d'analyser l'influence de
la présence d'une résistance plasmidique sur l'apparition des lésions sublétales en utilisant un
milieu de culture gélifié en 1'absence et en présence de chlorure de sodium a 1%. L'écart entre les
populations obtenues sur les deux milieux correspond au nombre de bactéries ayant subi des
lésions sublétales. Pour DH5a non transformée, les populations cultivées sur le milieu sélectif ou
non présentent la méme tendance de décroissance en fonction du temps d'exposition au plasma.
Aucune différence n'est observée entre les populations cultivées sur les deux milieux, sélectif et
non sélectif, avec une inactivation compléte apres 30 minutes d'exposition (Figure 43.a). En
revanche, pour DH5a + pUC19, une différence de 2 log est observée entre la population cultivée
sur milieu sélectif et non sélectif, notamment entre les temps 5 et 10 minutes d'exposition. La
prolongation du temps de traitement par plasma a 20 minutes entraine une inactivation complete

de DH5a + pUC19 (Figure 43.b).
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Ces résultats confirment que la présence du plasmide rend la cellule hote plus sensible au
plasma. Nous pouvons observer que les cellules DH5a + pUC19 présentent deux tendances qui
dépendent du temps d'exposition. Pour les courts temps de traitement, les cellules ont subi des
lésions sublétales affectant leur croissance. Cependant, la prolongation de l'exposition au plasma
a induit une inactivation complete des cellules. Ces observations nécessitent d'étre approfondies

par des méthodes protéomiques et transcriptomiques afin d'identifier les mécanismes mis en jeu.
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Figure 43 Réduction de la survie de DH5a et DH5a + pUC19 LBA et LBA supplémente par NaCl a 1%, aprés exposition au

plasma. La zone rayée correspond a la population de bactéries avec des Iésions sous-létales. Cible traitée solution saline a 0,9

%, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une fréquence de 20kHz et un débit
He/0,2% 02 de 2 L.min-1.

1.3.Influence de la présence de plasmide sur la physiologie bactérienne

Des études récentes ont montré que l'expression d'un grand nombre de genes a été
réprimée dans une souche portant des plasmides, provoquant une diminution de I'énergie requise
par la machinerie traductionnelle (Lang et Johnson 2015), (Buckner et al. 2018), (Billane et al.
2022). Dans cette partie de I'étude, nous avons examiné l'impact de la présence du plasmide sur
la réponse métabolique a I'exposition au plasma. Nous avons d'abord examiné 'effet sur la méme
souche DH5a sans et avec pUC19, puis sur les deux souches HT-99 et ]-35R. Le pourcentage des
cellules ayant une activité métabolique, pour toutes les souches, présente une diminution
progressive en fonction du temps d'exposition (Figure 44). DH5a présente des valeurs d'activité
métabolique supérieures a celles des cellules DH5a + pUC19. De la méme maniére, |-53R présente
une activité métabolique intense par rapport a celle de HT-99, notamment pour 20 minutes
d'exposition. Dans I'ensemble, ces résultats confirment notre hypothese selon laquelle la présence

de plasmides rend les bactéries plus sensibles au plasma.
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Figure 44 Réduction de l'activité métabolique aprés exposition au plasma : a) DH5a et DH5a + pUC19, b) HT-99 et J-53R
Cible traitée solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5s, une
fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% 02 de 2 L.min-1.

La présence de plasmides intracellulaires induit un ensemble de changement chez la
cellule hote, incluant I'altération de I'expression de la sous unité 16S, la perturbation des facteurs
transcriptomiques, et des perturbations dans les mécanismes de transfert et de biosynthése des
métabolites cellulaires tels que les acides aminés et les glucides (Lang et Johnson 2015), (Buckner
et al. 2018). Dans le cas d'un stress oxydatif induit par plasma, le phénomeéne cellulaire le plus

remarquable est I'entrée des bactéries a I'état VBNC.

Afin de mettre en évidence l'influence de la présence du plasmide sur les mécanismes
métaboliques cellulaires, nous avons comparé les résultats de viabilité bactérienne obtenus par
dénombrement sur milieu gélosé (LBA) avec ceux de I'estimation de I'activité métabolique. L’écart
entre la population obtenue sur milieu de culture gélosé et celle présentant une activité
métabolique correspond au nombre de bactéries a I'état viable mais non cultivable (Figure 45).
L’estimation de I'activité métabolique donne une valeur de viabilité plus élevée que celle obtenue

par le dénombrement sur milieu gélosé, pour les quatre souches et pour tous les temps

d’exposition.

Dans le cas de DH5q, aprés 5 minutes d’exposition, une différence de 26 % est observée
entre la population cultivée et celle révélée par l'estimation de l'activité métabolique. Une
proportion qui augmente a 64 % aprés 10 minutes d’exposition puis qui diminue a 13 % et 10 %,
apres 20 et 30 minutes d’exposition, respectivement (Figure 45.a). Dans le cas de DH5a + pUC19,
apreés 5 min d’exposition au plasma, une différence de 50 % est observée entre la population
cultivée et celle ayant une activité métabolique. La prolongation du temps d’exposition a entrainé

une diminution de cette fraction de la population qui devient nulle aprés 30 minutes d’exposition
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(Figure 45.b). De maniere semblable, dans le cas de J-53R apres 5 minutes de traitement, une

différence de 50% est observée entre la population cultivée et celle révélée par I'estimation de

I'activité métabolique. Une proportion qui reste stable apres 10 minutes d’exposition a environ

45 % puis qui diminue a 13 % et devient nulle aprés 20 et 30 minutes d’exposition, respectivement

(Figure 45.c). Dans le cas de HT-99, aprés 5 minutes d’exposition au plasma, une différence de 70

% est observée entre la population cultivée et celle ayant une activité métabolique. A 30 minutes,

la HT-99 perd complétement son activité métabolique (Figure 45.d).
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Figure 45 Comparaison de la viabilité bactérienne estimée par dénombrement sur milieux gélose et celle estimée I'activité
métabolique apres exposition au plasma : a) DH5a, b) DH5a + pUC19, c) J-53R et d) HT-99. La zone rayée correspond a la

population de bactéries a I'état VBNC. Cible traitée solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est généré a une
tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% 02 de 2 L.min-1.1.

L’écart déterminé entre I'activité métabolique et le dénombrement sur gélose correspond

aux bactéries a I'état VBNC. Ces résultats montrent que la présence d’'un ADN plasmidique change

le comportement des cellules par rapport a l'entrée al’état VBNC. La présence du plasmide a induit

une entrée précoce des cellules a I'état VBNC apres 5 minutes d’exposition, tandis que les cellules
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dépourvues de plasmides passent dans cet état a partir de 10 minutes d’exposition. Cette

différence pourrait étre expliquée par le colit d’adaptation.

Pour déterminer les mécanismes expliquant la variation des effets de la présence de 'ADN
plasmidique chez les bactéries, Buckner et al. (2018) ont étudié les changements adaptatifs chez
Klebsiella pneumoniae. L'introduction du plasmide pKpQIL, portant une résistance aux [3-
lactamase bla tem-1 et bla kec-3, 2 induit une altération de I'expression de la sous unité 16S. L’analyse
transcriptomique a révélé la perturbation d’'un ensemble de processus, tels que le transport et le
métabolisme des acides aminés et des glucides, la biogenése de la paroi
cellulaire/membrane/enveloppe, la production et la conversion d'énergie, la transduction du
signal et la transcription. De la méme maniere, Lang et Johnson (2015) ont montré que
I'acquisition du plasmide A/C2 par E. coli et Salmonella enterica a entrainé des changements dans
I'expression de génes chromosomiques impliqués dans le métabolisme et la production d'énergie.
Les auteurs suggérent également que ces changements adaptatifs dépendent en partie du contenu
en chromosome de 1'hdte et des facteurs environnementaux. Ainsi, ces exemples montrent
clairement que les plasmides affectent I'expression des genes chromosomiques impliqués dans le

métabolisme et la production d'énergie.

1.4.Influence de la présence de plasmide sur I'intégrité membranaire

L'acquisition d'un ADN exogene par une bactérie implique des caractéristiques
physiologiques spécifiques qui lui permettent de transloquer 1'ADN exogéne du milieu extérieur
vers l'espace intracellulaire. Dans le chapitre I, nous avons vu que la transformation bactérienne
exige un état physiologique cellulaire appelé "compétence”. Au moins 40 espéces bactériennes,
réparties dans tous les groupes taxonomiques, sont connues pour étre naturellement
compétentes. Chez la plupart de ces espéces, la compétence génétique est un état physiologique
transitoire dont le développement est étroitement controlé par des processus propres a
'organisme, notamment la détection des perturbateurs environnementaux. L'état de compétence
bactérienne peut également étre induit artificiellement en laboratoire. Plusieurs approches
existent. Elles impliquent généralement le traitement des cellules dans la phase de croissance
exponentielle avec des produits chimiques (bactéries chimiquement compétentes), un choc
thermique (bactéries compétentes par choc thermique), des impulsions électriques (bactéries
électro-compétentes) ou des combinaisons des trois. Dans notre cas, la souche DH5a étudiée est
chimiquement compétente (Invitrogen). Ces traitements créent essentiellement des nanopores
dans la membrane cellulaire bactérienne suffisamment grands pour que le plasmide passe a

travers sans détruire la membrane (Arkhangelsky et al. 2011). Toutefois, les mécanismes par
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lesquels I'ADN pénétre a travers la membrane ne sont toujours pas clairs. Le but de cette étude

est d'examiner si l'acquisition d'un plasmide influence la sensibilité membranaire au traitement

par plasma.

La Figure 46.a représente le pourcentage de bactéries ayant subi des dommages
membranaires aprés I'exposition au plasma. La souche DH5q, sans et avec plasmide, présente une
intégrité membranaire qui diminue avec I'augmentation du temps d'exposition. On observe une
différence significative pour les longs temps de traitement pour les deux couples de bactéries. Les
valeurs montrent qu'aprés 30 minutes d'exposition, 70 % et 85 % des cellules, associées
respectivement a DH5a et DH5a + pUC19, perdent leur intégrité membranaire. Les résultats de
cette étude indiquent une forte perte d'intégrité membranaire, notamment chez les cellules ayant
subi la transformation bactérienne. Ces résultats ont été confirmés pour les deux souches HT-99
et J-53R (Figure 46.b). Des différences significatives dans les dommages membranaires ont été
obtenues entre HT-99 et |-53R a partir de 20 minutes d'exposition, ou I'on observe une perte de
l'intégrité membranaire de 95 % et 80 %, respectivement. Ces résultats suggerent que
I'acquisition d'un ADN exogéne par la bactérie implique des changements membranaires qui, en

cas de présence d'un facteur de stress tel que le plasma, affectent l'inactivation bactérienne.
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Figure 46 Comparaison de l'intégrité membranaire aprés exposition au plasma : a) DH5a et DH5a + pUC19, b) HT-99 et J-
53R. Cible traitée solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de
2,5us, une fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% 02 de 2 L.min-1.

Les résultats concernant la perte d’intégrité membranaire nous ont conduit a mesurer le
taux de ROS intracellulaires. Toutes les souches présentent des valeurs de ROS qui augmentent en
fonction du temps d’exposition au plasma. Toutefois dans le cas de la souche DH5q, les cellules
avec le plasmide présentent des taux de ROS intracellulaires supérieurs a celles dépourvues du

plasmide (Figure 47.a). Malheureusement nous n’avons pas pu observer cette différence sur les
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souches HT-99 et ]-53R (Figure 47.b). A partir de ces résultats, nous suggérons que les cellules
ayant subies une transformation bactérienne présentent une forte accumulation de ROS

intracellulaires et une plus grande sensibilité au plasma.
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Figure 47 Taux de ROS intracellulaire aprés exposition au plasma : : a) DH5a et DH5a + pUC19, b) HT-99 et J-53R. Cible
traitée solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une
fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% O de 2 L.min-1.

De nombreux facteurs importants influencent la translocation de I'ADN plasmidique a
travers les nanopores de la membrane cellulaire. Ager et al. (2009) ont découvert que
I'augmentation de la charge ionique de part et d’autre de la membrane favorise la transition des
plasmides. Ces facteurs entrainent des changements dans les caractéristiques membranaires,
augmentant ainsi la sensibilité des bactéries aux facteurs de stress environnementaux. Le manque
de littérature sur ce sujet ne nous a pas permis d’approfondir I'impact de ces phénomenes sur la
sensibilité de la membrane aux traitements de décontamination, y compris le plasma. Des études
transcriptomiques pourraient apporter de nouvelles informations sur les phénomeénes physiques

régissant la translocation plasmidique.

1.5.Effet du plasma sur la réponse au stress oxydatif

Pour approfondir I'analyse de I'effet oxydatif du plasma sur les bactéries, nous nous
sommes intéressés a I'évaluation de l'activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD) et
de la catalase (CAT). La Figure 48 représente I'activité enzymatique de la SOD et la CAT des
souches HT-99 et ]-53R aprés exposition au plasma. Lors de ces expériences, nous avons choisi de
travailler avec des temps courts d'exposition pour garantir une activité transcriptomique intense.

On observe une augmentation de I'activité de la SOD et la CAT pour les deux souches. Toutefois, la
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faible reproductibilité des résultats ne nous a pas permis d’évaluer si les deux souches présentent

une différence significative de I'activité pour les deux enzymes.
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Figure 48 Evaluation de l'activité de (a) SOD et (b) CAT de J-53R et HT-99 apreés exposition au plasma. Cible traitée
solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une fréquence
de 20kHz et un débit He/0,2% Oz de 2 L.min-1.

Par ailleurs, plusieurs travaux ont mis en évidence la présence d'une tendance biphasique
de l'activité enzymatique aprés une exposition au plasma. Song et al. (2021) ont étudié le stress
oxydatif induit par le plasma chez E. coli. Les résultats ont montré que l'activité de la SOD
augmente pendant les premiéres minutes du traitement par plasma, puis atteint une valeur
maximale a 8 minutes et diminue par la suite. Une tendance similaire a également été observée
pour l'activité de la CAT. Ces résultats indiquent que la prolongation du temps d'exposition au
plasma induit une baisse de l'activité de la SOD et de la CAT. Hu Li et al. (2021) ont étudié I'effet
du plasma sur l'expression des genes impliqués dans les mécanismes enzymatiques. L'activité des
génes (sodB, sodC, katE et katG) codant pour les activités de la SOD et de la CAT a été réprimée
apres 10 minutes de traitement par plasma. Nous rappelons que la CAT et la SOD, en tant
qu'enzymes antioxydantes, peuvent éliminer les ROS intracellulaires, et que cette action est liée a
la durée du traitement par plasma. Sous un faible temps d'exposition, les ROS intracellulaires
peuvent déclencher des réponses de stress oxydatif bactérien. L'activité des deux enzymes
augmente pour atténuer les dommages causés par les ROS. Dans le cas d'un temps d'exposition au
plasma relativement long, elles sont inactivées par I'oxydation des ROS produits par le plasma, ce

qui entraine leur diminution et une perte de la viabilité bactérienne.
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2. Effet du plasma sur les mécanismes de HGT

2.1.Effet du plasma sur la concentration minimale inhibitrice de HT-99

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration d'un agent
antibactérien exprimée en mg. L-1 ou ug. mL-! qui, dans des conditions in vitro contrélées, empéche
complétement la croissance visible de la souche étudiée (Lambert et Pearson 2000). Cette valeur
est déterminée soit par des méthodes de microdilution dans un milieu solide ou liquide
supplémenté par I'antibiotique en question, soit par des méthodes de dégradé basées sur des
bandelettes imprégnées d’un gradient prédéfini de concentration d’antibiotique. Dans le cas de
notre étude, la méthode utilisée est celle de la microdilution dans un milieu liquide. Le but de cette
étude est d’examiner si 'exposition au plasma modifie la valeur du CMI. Aprés exposition au
plasma, la souche HT-99 a été mise en contact avec différentes concentrations de chloramphénicol
puis inoculée dans le lecteur de plaque. Selon la méthode décrite par Lambert et Pearson (2000),
le calcul du CMI est basé sur la fonction de Gompertz. Les données sous forme de concentration
logarithmique sont rapportées a la surface fractionnaire « fraction area ». La fonction de Gompertz
altérée, dans ce cas, relie la surface fractionnaire (y) au logarithme de la concentration

antimicrobienne (x) (Equation 4) :
y=A+ Ce*™M Equation 4

Ou (A) est I'asymptote inférieure de y (approximativement zéro), B un parameétre de
pente, (C) la distance entre I'asymptote supérieure et inférieure (approximativement 1) et M la
concentration logarithmique du point d'inflexion. Les valeurs du CMI sont définies comme
l'intersection des lignes y = A + C et y = A, avec I'équation de la ligne tangentielle au point (M, (A +

Ce -1)), respectivement (Equation 5):

1 .
cMml = 10M-B Equation 5

Les résultats de la Figure 49 représentent les concentrations du CMI de HT-99 apres
exposition au plasma. Par rapport au contréle, le traitement par plasma entraine une légere
décroissance du CMI mais qui reste statistiquement non significative. Ainsi, le plasma ne change
pas la valeur du CMI et par conséquent ne modifie pas la sensibilité des bactéries aux

antibiotiques.
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Figure 49 Concentration de CMI de HT-99 au chloramphénicol apres exposition au plasma. Cible traitée solution saline a 0,9 %,
volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une fréquence de 20kHz et un débit He/0,2%
02de 2 L.min1..

Song et al. (2021) ont étudié l'effet d'une décharge plasma sur la sensibilité de E. coli
résistante a trois antibiotiques. IIs ont montré qu’apres 10 minutes d’exposition au plasma le CMI
représentant les profils de résistance aux antibiotiques diminuait de 96,9 %, 96,9 % et 98,4% pour
la tétracycline, 'amoxicilline et la gentamicine, respectivement. Ces résultats indiquent ainsi que
le plasma entraine une augmentation de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques. Hai-bei Li
et al. (2021) ont examiné l'effet d’'un traitement UV sur la sensibilité de Pseudomonas aeruginosa
a la tétracycline, la ciprofloxacine et la polymyxine B. Ils ont montré que les CMI des trois

antibiotiques augmentaient significativement avec la dose d'irradiation recue.

2.2.Effet du plasma sur le transfert conjugatif de HT-99

Plus récemment, certaines méthodes ont été envisagées pour inactiver les ARB et éliminer
les ARGs, notamment 1'oxydation photocatalytique (Chen et al. 2019), la chloration (J. Lu et al.
2018) et les nanomatériaux (Qiu et al. 2012). Bien que ces méthodes aient permis de réduire les
ARB et les ARGs, elles n'ont pas pu inhiber efficacement la fréquence de transfert conjugatif des
ARGs, et ont méme favorisé le transfert conjugatif entre les bactéries (Qiu et al. 2012), (J. Lu et al.
2018). Une étude précédente a révélé qu’apres un traitement par oxydation photocatalytique, les
cellules subissaient un stress oxydatif et une augmentation du pouvoir conjugatif (Chen et al.
2019). J. Lu et al. (2020) ont également signalé que les nanoparticules d'argent favorisaient

I'augmentation des ROS intracellulaires et la réponse induite par les dommages a 1I'ADN,
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augmentant ainsi le transfert horizontal des génes. Par conséquent, il est important de développer

de nouvelles approches pour réduire le risque de transfert d'ARGs.

Le but de cette étude est d'évaluer la capacité du plasma a inhiber le transfert conjugatif
de HT-99. La souche HT-99 donneuse exposée au plasma a été mise en contact avec la souche J-
53R réceptrice non exposée au plasma. La Figure 50 représente la viabilité de HT-99 (colonne en
vert), de J-53R (colonne en jaune), du transconjugant (colonne en rose), et la fréquence de HGT
(courbe en rouge). Les transconjugants correspondent aux bactéries qui ont une double résistance
au chloramphénicol et a la rifampicine. Chaque graphique représente le suivi de la viabilité en
fonction du temps d'exposition au plasma et du temps de contact entre les deux souches (6, 9, 24,
et 48 heures). Apres 6 et 9 heures de contact (Figure 50.a et 50.b), on observe une diminution de
1 log du nombre de HT-99, conséquence d'une diminution du nombre de bactéries
transconjugantes, notamment pour les courts temps d'exposition au plasma (5 et 10 minutes).
Cependant, 'augmentation de I'exposition au plasma (30 minutes) a induit une inactivation
complete de HT-99 et une inhibition du HGT. Pour les temps de contact de 24 et 48 heures (Figure
50.c et 50.d), la fréquence d'inhibition de HGT présente une trés faible décroissance aprés 5 et 10
minutes de traitement, mais une inhibition totale du transfert au-dela de 20 minutes d'exposition.
Dans I'ensemble, I'augmentation du temps d'exposition au plasma diminue la capacité de HT-99 a
transférer son plasmide a la souche réceptrice. La prolongation du temps de contact entre les deux
souches a montré que l'effet du plasma sur les mécanismes de transfert horizontal de genes de

résistance aux antibiotiques est irréversible.
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Figure 50 Effet du plasma sur la fréquence de transfert conjugatif de E. coli HT-99 aprés un contact avec E. coli J-53R : a) 6
heures de croisement, b) 9 heures de croissement, c) 24 heures de croisement et d) 48 heures de croisement. Cible traitée
solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une fréquence de
20kHz et un débit He/0,2% Oz de 2 L.min-1.

En outre, on observe également que le taux de cellules J-53R diminue de 1 log pour 30
minutes d’exposition pour les temps de croisement de 9, 24 et 48h. Cette diminution pourrait étre
rapportée a l'effet de cytotoxicité dii a la présence de ROS résiduelles dans la suspension (i.e I'eau
activée par plasma). En effet, le croisement entre HT-99 et J-53R a été réalisé dans une solution
avec un ratio 1:1 entre la solution exposée au plasma et le milieu LB contenant les cellules de -
53R. Nous supposons que pour 30 minutes, la suspension exposée au plasma a entrainé un état

de stress chez J-53R et une perte de viabilité.

Hu Li et al. (2021) ont étudié I'effet du plasma sur le pouvoir conjugatif de la souche Bio-
E.coli AR hébergeant un plasmide transférable (Incl1) contenant le Tet, Tetw, blargu-1 et aac(3)-11,
codant pour des résistances a trois antibiotiques (gentamicine, tétracycline et amoxicilline). Les
résultats ont démontré que le transfert conjugatif de E. coli AR a été inhibé a la suite du traitement

par plasma. Par rapport a l'échantillon non traité, le nombre de transconjugant a été
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significativement réduit de 67,2 % apres 10 minutes d’exposition au plasma. Ces résultats
montrent que le traitement au plasma pourrait inhiber le HGT des ARGs en réduisant le nombre

de bactéries donneuses et la fréquence de transfert conjugatif.

2.3.Relation entre les bactéries VBNC et les mécanismes de HGT

L’étude de la viabilité de HT-99 a montré qu’aprés 5 minutes d’exposition au plasma 70%
des cellules entrent a I'état VBNC, puis a 40% aprés 10 minutes d'exposition (Figure 51.a). En se
basant sur les résultats du transfert conjugatif, pour les mémes temps d’exposition, la fréquence
de HGT de HT-99 diminue progressivement apres 6 h et 9 h de croisement puis reste stable apres
24 et 48 heures de croisement (Figure 51.b). Toutefois, la baisse de la population de VBNC s’est
accompagnée par une inhibition du 'HGT. Ces observations montrent qu'a I'état VBNC les

bactéries gardent la capacité de transfert conjugatif.
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Figure 51 Relation entre les VBNC et le transfert conjugatif de HT-99 : a) 'estimation de bactéries VBNC, b) fréquence
de transfert conjugatif aprés 6h de contact entre HT-99 et J-53R. Cible traitée solution saline a 0,9 %, volume 100 mL. Le
plasma est généré a une tension de 6kV, des impulsions de 2,5us, une fréquence de 20kHz et un débit He/0,2% O: de 2
L.min1,

Jusqu'a présent, il existe tres peu d'études visant a déterminer si les bactéries VBNC
favorisent ou inhibent le processus HGT. Bien qu'il n'y ait aucune preuve directe, certaines études
semblent apporter des réponses indirectes. Arana et al. (1997) ont signalé que les cellules VBNC
peuvent transférer et recevoir des plasmides par conjugaison, formant ainsi des cellules
transconjugantes VBNC. De plus, de nombreuses études ont démontré le transfert conjugatif des
bactéries VBNC aprés un traitement aux UVC. Par exemple, X. Chen et al. (2019) ont étudié I'effet

de trois sources lumineuses différentes (lumiére visible (VL), lumiére solaire simulée (SS) et la
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lumiére ultraviolette (UVC)) sur le transfert conjugatif de E. coli DH5a. Les résultats ont montré
que les UVC peuvent induire un transfert conjugué méme quand les bactéries sont a I'état VBNC.
De méme, une étude de McGrath et al. (2005) a mis en évidence que les UVC augmentent la
fréquence de transfert du transposon conjugué de type IncJ chez les VBNC. Ces études montrent
que l'induction de bactéries VBNC par les UV favorise les mécanismes de HGT. Cependant, nous
suggérons que les parametres physiques, chimiques et le temps d'exposition aux irradiations UV
influencent ces résultats. Dans le cas de notre étude, nous avons pu montrer que les courts temps
de traitement ont induit un passage des bactéries a I'état VBNC, mais ces derniéres ont conservé
leur capacité d'HGT. Toutefois, 'augmentation du temps d'exposition au plasma a induit le double

effet d'inactiver les bactéries et d'inhiber les mécanismes de HGT.

Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons démontré que la présence de plasmides modifie le
comportement des bactéries dans un processus de décontamination par plasma. Les cellules avec
des plasmides étaient plus sensibles au traitement par plasma. De nombreuses études antérieures
ont rapporté que les plasmides peuvent avoir des effets sur les phénotypes bactériens qui vont
au-dela de la résistance aux antibiotiques, en modifiant I'expression des génes du chromosome
bactérien. Il existe deux voies par lesquelles la présence de plasmides pourrait affecter la capacité
des bactéries a s’adapter dans leur environnement. Premiérement, en conférant aux bactéries des
traits d’adaptation au stress qui leur permettent de survivre aux conditions de stress.
Deuxiémement, en modifiant cette adaptation et en rendant les bactéries plus sensibles aux
conditions de stress. Cet effet inverse a modifié le phénotype des cellules bactériennes de facon a
augmenter leur sensibilité au plasma. Nous avons également démontré que la présence de
plasmides affecte les caractéristiques de la membrane des bactéries. La translocation d'un ADN
exogene dans le cytoplasme nécessite un état de compétence chez la bactérie, comme
I'augmentation de la fluidité membranaire, un état qui en contrepartie permet la pénétration de
davantage de ROS et ainsi une augmentation de la sensibilité au plasma. Nos résultats confirment
I'hypothese que les plasmides influencent le comportement des bactéries soumises a un plasma
en les rendant plus sensibles. L'étude du transfert conjugatif a montré que le plasma réduit le
nombre de cellules donneuses, et par conséquent diminue la fréquence de transfert conjugatif. De
plus, nous avons déduit que le transfert de plasmide pouvait également se produire chez les
bactéries VBNC, en formant des cellules transconjugantes VBNC. Néanmoins, d'autres recherches
sont nécessaires pour vérifier cette hypothese. Dans I'ensemble, le plasma peut étre utilisé comme

une alternative pour controler 1'émergence des ARB et ARGs dans I'environnement aquatique.
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Le travail mené dans cette thése a porté sur I'étude d’'une source plasma multi-jets a la
pression atmosphérique pour la réduction de la charge bactérienne et la dégradation des génes
de résistance aux antibiotiques dans les liquides. Trois axes de recherche ont guidé cette étude :
I'effet du plasma sur les caractéristiques physico-chimiques des interactions plasma-liquide ;
I'effet de la phase de croissance bactérienne sur l'efficacité de la décontamination ; et I'effet du

plasma sur I'inactivation des ARB et I'inhibition des mécanismes de HGT.
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Chimie des interactions plasma-liquide

La premiere partie de ce travail a été consacrée a 1'étude de la production des espéces
réactives dans la phase de génération du plasma et de leur influence sur les caractéristiques
physico-chimiques du liquide. La caractérisation optique de la décharge nous a permis d’identifier
les principales espéces excitées produites dans le jet plasma (OH*, N,*, N2+, He* et 0*), associées
aux bandes d’émissions moléculaires et aux raies d’émissions atomiques, avec une dominance des
bandes d’émissions moléculaires. Nous avons également pu suivre I'évolution de ces espéces dans
le jet plasma sur une longueur de 6 mm et avons remarqué deux profils d'intensité différents : une
forte intensité des espéces atomiques de 0 a 2 mm puis une diminution progressive de 2 a 6 mm
Al'inverse, 'intensité des espéces moléculaires est faible a la sortie du jet puis augmente a 2 mm
du jet. Les données optiques nous ont fourni des informations relatives a la température du gaz
en se basant sur la température rotationnelle du second systéme positif de I'azote. Ainsi, la
température de la décharge est proche de la température ambiante (375 K + 100 K). Aprés avoir
caractérisé le jet plasma, notamment lors de I'interaction avec une surface du liquide, nous nous
sommes intéressés a I'évolution des concentrations d’espéces réactives a longue durée de vie
générées dans le liquide aprés traitement par plasma. Les résultats ont montré une diminution
progressive du pH du liquide traité. Les concentrations des espéces réactives a longue durée de

vie telles que H202, NO2- et NO3- augmentent avec le temps de traitement.

Influence de la phase de croissance bactérienne sur la décontamination

microbiologie des liquides par plasma

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a l'influence des caractéristiques
bactériennes en lien avec leur phase de croissance sur l'efficacité de décontamination. Les
bactéries étudiées sont issues des phases exponentielle et stationnaire de croissance. Apres
'exposition au plasma, nous avons pu mettre en évidence des différences de comportement entre
les cellules issues des deux phases de croissance. Concernant la viabilité, les bactéries de la phase
exponentielle ont présenté plus de sensibilité au traitement par plasma que celles en phase
stationnaire. De plus, I'étude des effets sous-1étaux a montré qu'une partie des deux populations
des bactéries subissaient des 1ésions sous-1étales, et qu’elles étaient plus intenses pour les cellules
en phase exponentielle. Ce constat est le méme concernant I'activité métabolique. Elle diminue
quel que soit la phase de croissance bactérienne mais est plus grande pour les bactéries en phase
exponentielle. En se basant sur les résultats de la viabilité bactérienne et ceux de I'estimation de

I'activité métabolique, nous avons pu constater que les bactéries de la phase exponentielle
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passaient plus rapidement a I'état VBNC que celles de la phase stationnaire qui acceptent une
exposition au plasma plus longue avant de passer dans cet état. Nos résultats ont permis de mettre
en évidence l'influence des caractéristiques membranaires des bactéries des deux phases de
croissance sur la perte d’intégrité de la membrane. Les bactéries de la phase exponentielle ayant
une membrane fine ont été plus sensibles au plasma a I'instar de celles de la phase stationnaire.
Ces résultats ont été confirmés par les valeurs de ROS intercellulaires. Les bactéries de la phase
exponentielle ont montré des valeurs de ROS supérieures a celles en phase stationnaire. Pour finir,
I'effet du plasma sur I’ADN génomique des bactéries a été évalué. Les résultats ont montré que le

plasma provoque une dégradation de ’ADN dans les deux phases de croissance.

Effets du plasma sur l'inactivation des bactéries résistantes aux antibiotiques

et sur I'inhibition des mécanismes de transfert horizontal de genes

Cette partie concerne I'influence de la présence de 'ADN plasmidique sur la sensibilité des
bactéries au plasma. Qu’elles aient un plasmide ou non, le traitement plasma induit une réduction
de la charge bactérienne. Par contre, le temps nécessaire pour obtenir une inactivation
bactérienne de 7 log est plus court dans le cas des cellules avec plasmide. L’évaluation des effets
sous-létaux a montré que seules les bactéries avec plasmide ont subi des lésions sous-létales,
notamment pour les courts temps de traitement. La présence de plasmide entraine donc une
réduction du potentiel de croissance bactérienne en cas de présence d'un facteur de stress.
Néanmoins, I'estimation de I'activité métabolique a montré des différences entre les bactéries
avec et sans plasmide. En nous basant sur les résultats de la viabilité bactérienne et ceux de
I'estimation de I'activité métabolique, nous avons pu constater que les bactéries avec plasmide
passent rapidement a I’état VBNC alors que celles sans plasmide acceptent un temps d’exposition

plus long au plasma avant de passer a cet état.

Ensuite, nous avons souhaité évaluer lI'impact de la transformation bactérienne sur
I'intégrité de la membrane apres l'exposition au plasma. Il s’est avéré que les bactéries ayant
subies une transformation bactérienne présentent une perte d’intégrité membranaire plus
importante que celles n’en ayant pas subies. Cette perte a été confirmée par I'évaluation du taux
de ROS intracellulaires ou les valeurs étaient supérieures pour les bactéries transformées en
comparaison a celles non transformées. Ces résultats confirment '’hypothése que les mécanismes

de transfert horizontal de génes changent la sensibilité des bactéries au traitement par plasma.
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En dernier lieu, nous avons évalué le potentiel du plasma pour I'inhibition des mécanismes
de transfert horizontal des génes. L’étude a été réalisée sur deux souches de bactéries ; une souche
donneuse portant une résistance plasmidique et une souche réceptrice portant une résistance
chromosomique. Tout d’abord, nos expériences ont montré que le plasma ne modifie pas la
sensibilité des bactéries aux antibiotiques. L’étude du transfert conjugatif a montré que le plasma
réduit le nombre de cellules donneuses et, par conséquent, diminue la fréquence de transfert
conjugatif. De plus, nous avons montré que le transfert de plasmide pouvait également se produire
avec les bactéries VBNC. Pour conclure, le plasma peut étre utilisé comme une alternative pour la

réduction de I'antibiorésistance dans I'environnement aquatique.

Perspectives

Les résultats présentés dans ce mémoire démontrent la faisabilité de I'utilisation du
procédé plasma pour la décontamination microbiologique des liquides. Habituellement, les études
portant sur la décontamination par plasma se concentrent principalement sur sa capacité a
réduire la charge bactérienne. Cependant, il est possible d'explorer d'autres aspects afin de mieux
comprendre le comportement des bactéries face aux especes réactives induites par le plasma. De

nombreuses perspectives peuvent donc étre envisagées pour compléter ce travail.

Une comparaison technique et une étude chimique des trois configurations de décharge
plasma - jet a la surface du liquide, jet immergé dans le liquide et génération de bulles plasma dans
le liquide - pourraient fournir davantage d'informations sur la formation des espéces réactives,
notamment pour une application a grande échelle. L'évaluation d'autres gaz de décharge pourrait
également fournir des informations sur les principales especes réactives impliquées dans

I'inactivation bactérienne.

Les caractéristiques cellulaires liées a la phase de croissance semblent étre 1'un des
facteurs contribuant a la différence de sensibilité des bactéries au plasma. Une étude protéomique
et transcriptomique serait intéressante pour identifier les voies métaboliques cellulaires
impliquées dans cette différence. Par exemple, il serait possible d'examiner |'expression des genes
impliqués dans la réponse au stress oxydatif et quantifier les enzymes de stress oxydatif, telles

que la SOD et la CAT.

Un des points forts de cette thése réside dans 1'étude de l'effet du plasma sur la
dégradation des genes de résistance aux antibiotiques. Dans un premier temps, il a été démontré

que l'acquisition d'ADN plasmidique entraine une augmentation de la sensibilité des bactéries au
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traitement par plasma. Cette étude pourrait etre continuée dans des conditions
environnementales plus proches de la réalité, en particulier en utilisant des matrices de liquide
plus complexes. Dans un autre contexte, il serait intéressant d'étudier l'effet du plasma sur I'ADN
plasmidique intra et extracellulaire. Cela pourrait étre réalisé en évaluant 1'effet sur l'intégrité
structurelle de I'ADN, sur la dégradation des amplicons codant pour la résistance aux
antibiotiques et sur la capacité de 'ADN plasmidique a transférer la résistance a d'autres bactéries

apres exposition au plasma.

En ce qui concerne le potentiel du plasma pour inhiber les mécanismes de transfert
horizontal des génes de résistance aux antibiotiques, il a été démontré que le plasma peut réduire
la fréquence du transfert horizontal des génes en fonction du temps d'exposition. De plus, cet effet
s'est avéré irréversible, méme dans des conditions de croisement et de culture optimales.
Toutefois, cette étude doit étre confirmée en utilisant des bactéries provenant de I'environnement
aquatique et présentant un risque pour la santé publique, ainsi qu'en utilisant des matrices de

liquide correspondant aux conditions environnementales.

Enfin, une grande partie de la discussion a porté sur la transition des bactéries vers |'état
de bactéries viables mais non cultivables (VBNC). Nos résultats ont montré que, d'une part, les
bactéries VBNC conservent leurs mécanismes de transfert horizontal de géenes méme apres un
traitement plasma de courte durée, et d'autre part, une exposition prolongée au plasma permet
d'inactiver les cellules VBNC et donc d'inhiber les transferts horizontaux de génes. Ce constat
souleve des questions concernant les études de la littérature qui se concentrent sur les
mécanismes de transfert horizontal des genes. La plupart de ces études utilisent des bactéries
viables, avec peu ou pas de recherche menée sur les bactéries VBNC. Il serait intéressant de
multiplier ce type d'étude afin de mieux comprendre les transferts horizontaux de génes, en
tenant compte des différences de caractéristiques morphologiques et physiologiques entre les

bactéries VBNC et les cellules normales.

En conclusion, une meilleure compréhension des mécanismes d'action du traitement par
plasma, en mettant l'accent sur les réservoirs bactériens et les génes de résistance aux
antibiotiques, nécessiterait une approche interdisciplinaire combinant des connaissances en
microbiologie et en physique des plasmas, ainsi qu'une exploration des applications

environnementales et une analyse des contraintes liées au transfert de technologie.
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