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Introduction

Tandis que les micro-ondes sont utilisées dans différentes applications, en de nombreux
domaines de la vie, comme dans le domaine de médecine (I’hyperthermie micro-ondes est
¢tudiée pour le traitement des tumeurs cancéreuses), chauffage industriel et domestiques (four
a micro-ondes : la fréquence utilisée est de 2450 MHz), radio astronomie, électronique,
radiométrie micro-onde, radio navigation, accélération des particules et dans des recherches
physiques. Ces ondes électromagnétiques dont la gamme de fréquence comprise entre 300 MHz
et 300 GHz [1], et d’une longueur d’onde de 1 m a 1 mm, sont actives de maniére indirecte sur
les microorganismes. Elles provoquent I’agitation thermique des molécules polaires et en
particulier de I’eau. L’¢lévation de température qui en résulte (et qui concerne 1’eau
intracellulaire) entraine la mort des micro-organismes : les formes végétatives sont beaucoup
plus sensibles que les formes sporulées [2].

Les microorganismes jouent un réle bénéfique important dans la nature, chez les étres vivants
et jusque dans notre vie quotidienne. Ils existaient des les premiers temps de ’histoire de notre
planete, ils sont des ¢léments indispensables a la vie [3]. Les bactéries, qui sont signalées il y a
environ 3,8 milliards d'années [4], scindent en deux grand groupes par leur type de la paroi
cellulaire, des bactéries a Gram positif et des bactéries a Gram négatif,

Escherichia coli ou E. coli qui a été¢ découverte par Theodor Escherich en 1885 [5], est une
entérobactérie a Gram négatif et un élément important dans la flore intestinale humaine et de
nombreux animaux, il représente environ 1% des micro-organismes. Partout, on trouve des
variantes pathogeénes et des variantes commensales, ces dernieres étant bien plus fréquentes [6].
Les staphylococcus aureus qui sont des cocci a Gram positif, décrits en 1884 par Rosenbach
aprés qu’il obtient des cultures pures des staphylocoques qui ont été¢ découverts par Louis
Pasteur en 1880 [7]. Les staphylocoques sont normalement associés a la peau, aux glandes
cutanées et aux muqueuses des animaux a sang chaud [8]. S. aureus est le staphylocoque
pathogéne le plus important chez ’homme. Elle comprend en réalité 2 sous especes, la sous
espece S. aureus subsp. anaerobius et S. aureus subsp. aureus [9].

E. coli et S. aureus sont responsables des infections variées en milieu communautaire et
hospitalier [10], [11], leur présence dans les eaux et les aliments est un signe de contamination,
pour cette raison, plusieurs techniques ont été développées dans le but de détruire ou d’inhiber
ces micro-organismes et leurs toxines. Il s’agit des méthodes de traitement thermique
(pasteurisation...) et athermique (utilisation des produits chimiques, fumigation etc.).
Cependant, ces traitements altérent parfois les produits sur lesquels ils sont utilisés et présentent

un danger pour ’homme et I’environnement ; par conséquent, il est indispensable de chercher



Introduction

des techniques de traitement alternatives qui détruisent les micro-organismes et qui soient sans
conséquences négatives sur I’environnement et la santé humaine [12].

Cette étude est une synthése des travaux réalisés sur les effets biologiques des microondes a la
fréquence 2,45 GHz sur E. coli et S. aureus et la possibilité d’utiliser ces ondes comme une

technologie de décontamination.
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Chapitre I : Matériel et méthodes

Dans la premiére partie, qui concerne le « matériel » de ce chapitre, on va parler premic¢rement,
sur le matériel biologique qui concerne les souches E. coli et S. aureus. Ensuite, sur le matériel
d’irradiation microondes, ainsi d’autre matériel utilisé pour cette étude.

Et pour la deuxiéme partie « méthodes », les tests de confirmation des souches choisies seront
détaillés, leurs méthodes de préparation pour I’irradiation et leur exposition aux microondes a
la fréquence 2,45 GHz, a différentes puissances et différentes durées d’exposition, tirées a partir
de différentes références bibliographiques qui traitent le sujet d’effets biologiques des

microondes sur les bactéries E. coli et S. aureus.
I-1 MATERIEL
I-1-1 Matériel biologique
Les souches bactériennes utilisées sont Escherichia coli (E. coli) et Staphylococcus aureus (S.

aureus).

I-1-2 Matériel d’irradiation
Les micro-ondes et les radiofréquences (RF) sont respectivement produites au moyen de

générateur résonant dans le domaine (klystrons ou magnétron) [13].

_ Les klystrons pour les puissances de 30 a 100 kW, sous des tensions de plus de 30 000 V.

Plus cotiteuse que les magnétrons, leur durée de vie est d’environ 10 000 heures ;

_ Les magnétrons pour les puissances de 0,6 a 6 kW, sous des tensions de 2 500 a 7 300 V.
Leur durée de vie est de 1’ordre de 4 000 heures. Le role du magnétron est de produire une

tension ¢lectrique alternative a la fréquence de 2 450 MHz servant a alimenter une antenne [15].

I-1-2.1  Klystrons
Le klystron est en réalité est un énorme tube a vide linéaire entouré de cavités résonantes. Les
¢lectrons sont produits par un filament chauffé, et sont accélérés dans une section contenant
deux grilles. Ces deux grilles sont liées a une source de tension alternative, qui rend possible
une alternance de la charge : lorsqu’une grille est positive, 1’autre devient négative. L’¢électron
sera des lors soit accéléré par une grille positive, soit décélére si la grille est négative. On obtient
donc un nuage électronique plus « dense » localement. Aprés avoir ét¢ modulé, le flot
d’¢électrons passe dans la section centrale, qui contient des cavités résonantes, puis est collecté
sur une ¢lectrode séparée. Une cavité résonante (resonant cavity) est un dispositif a ’intérieur
duquel de I’énergie ¢électromagnétique peut étre stockée sous forme d’ondes stationnaires. On

crée un champ radiofréquence dans la premicre cavité, ce qui va influencer le flux d’¢lectrons
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[14]. Chaque cavité peut en effet se voir comme le systéme a deux grilles dont nous avons parlé.
De¢s lors, le champ va moduler le flux électronique par son alternance, et un champ amplifié

sera créé dans la cavité suivante, calibrée afin d’obtenir cet effet [14].

Input cavity

Qutput cavity

Figure 01 : klystron a deux cavités utilisé dans les années 50 [14]

I-1-2.2  Magnétron
Le magnétron peut se voir comme le véritable « cceur » du four a micro-ondes. Il s’agit en effet
du moyen de production par excellence de ces ondes. Le magnétron se compose d’un cylindre
creux, fermé par deux aimants permanents ou ¢électro-aimants. A I’intérieur du cylindre, on
distingue la cathode, constituée d’un filament hélicoidal en tungsténe, de 1’anode, qui comprend
plusieurs cavités résonantes. Ces cavités peuvent présenter diverses formes. L’espace (quelques
millimeétres) entre la cathode et 1’anode servant d’espace d’interaction, il y régne un vide tres
poussé. Le bloc de I’anode est muni d’un systéme de refroidissement par ailettes ou par

circulation d’eau [14].

Mazneitron

Figure 02 : Schéma d’un magnétron (N : nord de magnétron (anode), S : sud de magnétron
(cathode)) [14]
Le magnétron fait intervenir deux types « d’influences » : celle du champ magnétique, produit
par les aimants, et celle du champ électrique, entre 1’anode et la cathode. C’est pour cela que
I’on appelle parfois le magnétron tube a champs croisés. On applique entre 1’anode et la cathode
une tension trés élevée (de I’ordre de quelques kilovolts), pour un espace trés restreint
(quelques millimetres). Les é€lectrons qui quittent la cathode sont accélérés par le champ

4
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continu, et, en 1’absence de champ magnétique, ils suivraient une trajectoire radiale pour

rejoindre I’anode, mais le champ magnétique incurve ces trajectoires, et les électrons décrivent

une spirale [14].
I-1-3 Autre matériel

Le tableau suivant représente le matériel utilisé dans I’étude.

Tableau 01 : matériel utilisé pour I’étude

Verreries Appareillage Produits Autre
matériel
_ Tubes a essai _ Incubateur _ Tampon phosphate
_ Erlenmeyers | _ Spectrophotométre _ Violet de gentiane _ Anse de
_ Béchers _ Microscope optique _ Lugol platine
_ Boites Pétri _Centrifugeuse _ Ethanol _ Bec
_ Pipettes _ Etuve _ La fuchsine Bunsen
Pasteur _ Agitateur _ Solution de NaCl _ Bouillon
_ Eprouvettes magnétique _ Solution d'agarose LB
_ Flacons thermique _ Huile a immersion _ Bouillon
Nephelo _ Détecteur _ Tampon de cacodylate de sodium nutritif
photosensible glutaraldéhyde _Eau
Presse cellulaire _ Bromure d'éthidium distillée
_ Les sels de tétrazolium
_ Bleu de toluidine




Tests de confirmation des souches bactériennes choisies

(Escherichia coli et Staphylococcus aureus)

l

Préparation des suspensions et échantillonnage
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Irradiation a la fréquence 2450 MHz (a des puissances
et durées variées dans chaque étape de I’étude de
bioeffets des MO et pour chaque bactérie)

l

Dénombrement
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bactériennes
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Etude des bioeffets
des microondes sur
les bactéries E. coli et
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Etude comparative
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Figure 03 : schéma du protocole expérimental
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I-2 METHODES

Dans notre ¢étude sur les effets biologiques des microondes sur Escherichia coli et
Staphylococcus aureus, et en raison de I’impossibilité d'acceés aux laboratoires a cause de la
pandémie covid-19, nous avons collecté¢ diverses informations liées a ce sujet a partir de
plusieurs sources (ouvrages, articles, revues, mémoires, etc.) qui correspondent a des
traitements et a la décontamination par micro-ondes, puis nous avons tri¢ ces informations selon
la méthodologie standard d'un mémoire de master.
I-2-1 Tests de confirmation des souches bactériennes choisies

I-2-1.1 Aspect macroscopique

L’aspect macroscopique permet d’observer les colonies dans des milieux de cultures appropriés

pour chaque bactérie.

a. E. coli
Milieu Mac-Conkey est un milieu recommandé¢ pour isoler et numérer les entérobactéries dans

les eaux, le lait, les matiéres alimentaires, les urines... [16].

La lecture des cellules ensemencées dans ce milieu est faite apres 18 a 24 heures d’incubation
a 37° C : les colonies lactose — sont incolores, les colonies lactose + rouge brique, entourées

d’un halo opaque de sels biliaires précipités [16].

b. S. aureus
Le milieu Chapman : la forte teneur en NaCl ne permet que la multiplication de Staphylococcus
(et quelques rares autres bactéries : Streptococcus D, Bacillus). Leurs colonies présentent leur

aspect habituel, mais la pigmentation n’est pas trés apparente ;

Les staphylocoques pathogénes fermentent le mannitol et acidifient le milieu qui vire au jaune.
Sur une boite de Pétri, la coloration reste localisée autour des colonies. Les staphylocoques non

pathogénes ne modifient pas la teinte originelle de milieu de Chapman, qui reste rouge [19].

1-2-1.2 Aspect microscopique
a. L’examen a I’état frais
L’examen a |’état frais permet I’observation des bactéries vivantes en absence de toute fixation
ou coloration. Cette méthode permet d’observer, la morphologie des bactéries, leur mode de
groupement, et leur motilité [17].
Technique

Prélévement : a partir de cultures en milieux liquides ou solides.
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_ a partir de culture en milieu liquide : une goutte de culture est prélevée a la pipette Pasteur
remplie par capillarité ou a ’anse de platine avec les précautions de stérilité¢ habituelles, et
déposée au milieu d’une lame propre. On pose ensuite délicatement la lamelle, bien orientée ;
La goutte doit étre suffisante mais proportionnée a la lamelle choisie. On répartit le liquide sous
la lamelle en appuyant tres Iégérement avec 1’extrémité d’une pince ou avec ’ongle ;

A partir de culture en milieu solide : I’examen doit étre fait dans la mesure du possible & partir
des cultures jeunes ;

On dépose au centre de la lame une goutte d’eau distillée ou d’eau physiologique, dans laquelle
on dissocie une tres petite quantité de culture prélevée au fil ou a I’anse. La lamelle est posée
comme précédemment [16].

o /
o
i

@ rrélever une goutte de la suspension
bactérienne et la déposer sur une lame
propre

Vs a2 /
A -
./

¥

& roser la lamelle.

€ Observer 3 I'objectif x 40 avec un

diaphragme guasiment fermé pour
augmenter le contraste

Figure 04 : schéma de technique de I’examen a 1’état frais [63]

Observation : on pourra faire une premiére observation avec un objectif faible, mais on utilisera
classiquement, soit 1I’objectif x 40, soit ’objectif x 60. Pour mettre en évidence certains détails
de structure, 1’objectif a immersion peut étre utilisé [16].

b. Coloration de Gram
La coloration de Gram permet de deviser les bactéries en deux grands groupes : les bactéries a
Gram positif, et les bactéries a Gram négatif [17].
Technique
-Recouvrir le frottis bactérien avec la solution de violet de gentiane. Laisser agir 1 min. Rincer
doucement la lame inclinée avec de 1’eau pendant quelques secondes ;
-Recouvrir la lame avec la solution de Lugol. Laisser agir 1 min. Rincer doucement la lame

inclinée avec de I’eau pendant quelques secondes ;
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-Faire couler doucement et en continue un film d’éthanol sur la lame inclinée pendant 30 s a 1
min jusqu’a cessation de I’émission de couleur violette. Rincer doucement la lame inclinée avec
de I’eau pour éliminer 1’alcool [18].

-Recouvrir la lame avec la fuchsine pendant 30 s a 1 min [20]. Rincer doucement la lame
inclinée avec de ’eau. Sécher la lame en épongeant délicatement la lame colorée entre deux

feuilles de papier filtre fin ou papier joseph [18].

| W W W
\ O\

== =i
@ a 2 a ™Y

3 \ 3 ‘I\ % LY
N RN BN, \\ |
as s ] &o ad .If% s "n"

[a) Applicadon (b} Application (€ Layage par {d} Application

de crystal de l'iodine alcno_l de safranine
violer

Figure 05 : schéma de la technique de coloration de Gram [64]
-Un examen a I’immersion n’est possible que si la lame est parfaitement séche [18].
I-2-1.3 Caracteéres biochimiques
L’¢tude des caractéres biochimiques est une étape permettant de confirmer la souche
bactérienne.
a. E. coli
Galerie type (macro méthode) : Commune a I’é¢tude de toutes les entérobactéries, elle
comprend en bactériologie médicale ;
Le milieu glucose-lactose-HoS (Kligler-Hajna) permet la mise en évidence de ’action sur le
glucose, I’action sur lactose, la production de H,S, et par des réactions enzymatiques
complémentaires, la mise en évidence de beta galactosidase et de la lysine-décarboxylase [19].
Ce milieu solide en pente contient du glucose (0,1%), du lactose (1%), des acides aminés, du
thiosulfate de sodium, du citrate ferrique et du rouge de phénol. Ce milieu est ensemencé avec
la souche a étudier en effectuant des stries a la surface de la pente de la gélose, puis le culot est
ensemenceé par piqire centrale [20].
Les bactéries acidifient le glucose en anaérobiose relative (culot), le culot vire au jaune. Si le
germe n'utilise pas le lactose, la pente devient rouge par réalcalinisation du milieu due a la
formation de produits alcalins provenant de la dégradation des acides aminés. Si les bactéries

utilisent le lactose en aérobiose relative (pente), il y a virage de la pente au jaune [20].
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Le milieu urée-indole contient du tryptophane, de l'urée et du rouge de phénol comme indicateur
de pH. L'urée, sous l'action d'une uréase bactérienne, va étre transformée en carbonate

d'ammonium alcalin, entrainant une coloration rose-rouge du milieu [20].

UREASE -
Lecture direct
— de 'uréase —

Milieu urée-indole
' UREASE +

Ensemencéavecla
+ Kovacs i

bactérie
Figure 06 : schéma de la technique de recherche de I’indole et de I’urée [65]

INDOLE -

INDOLE +

Il permet la mise en évidence de production d’indole (par une formation d’anneau rouge sur la
surface de tubes ensemencés) en présence de réactif Kovacs [19].

b. S. aureus
Test de catalase : deux méthodes classiques permettent de chercher cette enzyme :
Méthode 1 : prendre un tube a hémolyse contenant 1 ml d’eau physiologique stérile ;
_émulsionner une quantité suffisante d’une culture bactérienne de 24 h prélevée sur milieu
gélosé, afin d’obtenir une suspension épaisse (turbidité importante). Ajouter 2 a 3 gouttes d’eau

oxygénée a 3% sans agiter. Attendre 1 a 2 minutes avant d’observer [22].
Anse de platine

U
Bec Bunsen
(1) § (2) {} (s)

Pipette pasteur

23av

s Lame
(H:0:) o
Lo / Lo /
Prélévement d'une Suspension cellulaire

culture bactérienne
Figure 07 : schéma de la technique de test de catalase [66]
Méthode 2 : prendre une lame porte objet propre. Déposer sur celle-ci une goutte d’eau
oxygénée a 10 volumes et émulsionner un peu de la colonie suspecte ou de la culture obtenue

sur gélose [22].

10
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I-2-2 Préparation des suspensions bactériennes et échantillonnage

Pour une meilleure étude sur une bactérie spécifique, une mise en culture est nécessaire pour
purifier cette culture d’une autre contamination et confirmer sa croissance dans des conditions
favorables.

a. E. coli
Les souches E. coli sont inoculées dans un bouillon nutritif, ou bien dans un bouillon LB (1%
de peptone, 0,5% d'extrait de levure et 1% de NaCl, pH 7,2), et cultivées dans un incubateur a
37 °C pendant 24 h a pH neutre, [23, 24, 25]. En suite la culture va étre centrifugée puis lavée
par une solution de NaCl a 0,9%, ou par tampon phosphate (pH 7,1) contenant 1 mmol. 1!
MgSOys4, a fin de les mettre en suspension dans tampon phosphate [23, 25], ou directement diluée
par eau distillée a certaines concentrations [23, 24].

b. S. aureus
Les bactéries S. aureus inoculées dans un bouillon nutritif, et cultivées dans un incubateur a 34
°C - 37 °C pendant 24 h a pH neutre [24, 26], ou inoculées dans un bouillon cceur-cervelle et
mises pendant 18 h sur un agitateur rotatif a 37 °C, a fin que les cellules soient récoltées par
centrifugation. Les culots cellulaires ont ét¢ remis en suspension et lavés par un tampon
phosphate 0,1 M, pH 7,2. Les cellules purifiées ont ensuite ét¢ mises en suspension dans un
volume minimum du tampon phosphate 0,1 M, pH 7,2 [27].
Echantillonnage
Des portions ont ¢té extraites a partir des cultures meres des bactéries E. coli ou S. aureus
(suspensions diluées par eau distillée, eau physiologique ou tampon phosphate) et transfusées
dans des récipients appropriés (tubes a essai, erlenmeyers, béchers...), pour que les échantillons
a irradier et ceux de témoin soient étre répartis, afin de confirmer le changement porté par
I’irradiation MO sur les bactéries (E. coli et S. aureus) [28, 26, 32].

I-2-3 Dénombrement des cellules bactériennes

Il existe de nombreuses méthodes de comptage des cellules bactériennes. Parmi ces techniques
on cite la technique de mesure de la croissance par turbidimétrie, par spectrophotométrie ;
On mesure 1’état du trouble, ou turbidité, a 1’aide d’un spectrophotométre dans lequel un
faisceau lumineux frappe une suspension bactérienne avant d’étre transmis a un détecteur
photosensible. Au fur et a mesure que le nombre de bactéries augmente, la quantité de lumiére
qui atteint le détecteur photosensible diminue. Cette variation est indiquée en pourcentage
transmis sur la graduation de I’instrument, qui comprend aussi une expression logarithmique

appelée absorbance ou densité optique (DO) ; I'instrument peut ¢galement donner une valeur
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dérivée du pourcentage de lumiere transmise. On se sert de 1’absorbance pour représenter
graphiquement la croissance bactérienne. Lorsque les bactéries sont en phase de croissance
exponentielle ou en phase de déclin, la courbe de I’absorbance en fonction du temps est
approximativement une droite [17].
L’estimation du nombre des cellules bactériennes est basée sur [’utilisation d’un
spectrophotomeétre a longueur d’onde égale a 600 nm [28].
Le dénombrement est réalisé avant et apres 1’irradiation aux MO.

I-2-4 Irradiation des souches E. coli et S. aureus
L’irradiation est 1’action de soumettre un produit ou un matériel a un rayonnement [2].
Les échantillons préparés des souches bactériennes (E. coli et S. aureus) sont mis a I’irradiation
MO a la fréquence de 2450 MHz (produite par générateur de microondes et/ou four a
microondes). L’effet apporté par les microondes sur les deux bactéries E. coli et S. aureus, peut

étre analysé par une comparaison entre les souches de témoins et les souches irradiées.

I-2-5 Etude des bioeffets des microondes sur les bactéries E. coli et S.

aureus

I-2-5.1 Bioeffets sur la paroi cellulaire (morphologie)

La détermination de changement de morphologie est basée sur 1’observation microscopique des cellules
bactériennes témoins et irradiées.

a. E. coli
Une suspension cellulaire est maintenue a 20 °C, et placée au centre du four et exposée aux
micro-ondes (2450 MHz) a pleine puissance (600 W) ;
Apres que les cellules aient été traitées par rayonnement MO, la forme des cellules a été
examinée par microscopie €lectronique, apres qu’ont été fixées a 24 °C pendant 60 min avec
2,5% de glutaraldéhyde dans un tampon de cacodylate de sodium 0,1 M (pH 7,2), déshydratées
avec une concentration en série d'éthanol, puis séchées. Les échantillons de cellules séchées ont
¢été revetus d'or et examinés en utilisant un microscope €lectronique a balayage [28].

b. S. aureus
Les bactéries S. aureus inoculées dans une solution peptone ont été traitées pendant 2,5 minutes,
dans un four a MO, avec puissance de 1000 W, ensuite elles ont ét¢ observées par un microscope

¢lectronique a balayage (MEB) avant et apres 1’irradiation [29].

12
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1-2-5.2 Bioeffets sur la membrane plasmique

a. E. coli
L'acide nucléique et ses composés apparentgs, tels que les pyrimidines et les purines, sont bien
connus pour absorber la lumi¢re UV a une longueur d'onde de 260 nm. La présence de ces
matériaux dans une suspension indique des dommages a la cellule au niveau de la membrane.
En outre, des cellules endommagées sont ¢galement connues pour libérer des protéines
intracellulaires en suspension [28, 25].

b. S. aureus
S. aureus est mise dans un bouillon nutritif, cultivée a 37 °C pendant 48 heures, irradiée a la
puissance 900 W, pendant 100 s [30].
A partir d’une solution mére traitée aux microondes, un échantillon de 1 ml est centrifugé et
lavé a fin d’ajouter une certaine concentration de Fluo-3/AM et incubé a 37 °C pendant 30 min
a I’obscurité. La solution ainsi obtenue est centrifugée pour éliminer le surnageant, et lavée puis
mise en suspension dans une solution physiologique saline. L’observation est faite a 408 nm
par spectroscopie de fluorescence (longueur d'onde d'observation pour surveiller les

changements de calcium intracellulaire) [30].

1-2-5.3  Bioeffets sur ’ADN
L'électrophorese sur gel est une technique qui permet la séparation des molécules d'ADN
(simple brin, double brin et super enroulé) et d'acide ribonucléique (ARN) en fonction de leur
taille [32].
_ ’ADN génomique est isolé a partir de coliformes fécaux par le protocole Promega Wizard
Genomic DNA Purification Kit ®, et purifié¢ par le manuel technique de Promega Corp adopté
sans modification [32].
_ Une solution chaude d’agarose est préparée par le dissout de 1’agarose (1,4 % p/v) dans un
tampon TAE (40 mM tris base, 40 mM d'acide acétique, ] mM d'éthyléne-diamine-tétra acétate
(EDTA)) ;
_ Apres refroidissement de la solution homogene a 50 °C, une solution de bromure d'éthidium
(10 mg/ml) a été ajoutée en donnant une concentration finale de colorant de 0,5 pg/ml, puis
laissée refroidir dans la température ambiante ;
_ La solution d’agarose fondue a été versée dans des tubes en verre (10 x 0,6 cm i.d : diametre
interne) ;

_ Les gels ont ét¢ traités par un tampon contenant 0,5 mg / ml de bromure d'éthidium [31].

13
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_ Les échantillons ont été ajustés a 8% de saccharose et 0,025% de bleu de Bromophénol avant
le chargement sur les gels. L'électrophorése a été effectuée pendant 2 heures a 5 mA / gel a

température ambiante. Les gels sont ensuite visualisés avec une lumiére ultraviolette (UV) [31].

culot cellulaire (Gram =)

culot I
cellulaire Suspendre dans 'EDTA.
(Gram -) Ajouter des enzvmes

o lytiques.
Ajouter la solution de lyse des novaux.

Incuber a2 80 ° C pendant 5 minutes, puis
ajouter la solution d= RINase et incuber.

Ajouter la solution de précipitation das
protéines.

centrifuzation

Transférer le surnageant dans uvn nouveau
tube contenant de l'isocrooanol.
centrifugation

Jeter le surnageant.
Ajoutez da 'ethanol.

centrifugation

Aspirez I'éthanol.
Sécher le culot a l'air.
Réhydratez 'ADN.

Adidid i d -’

Figure 08 : protocole de Wizard Genomic DNA Purification Kit ® [67]

L'ADN a été quantifi¢ avec un spectrophotometre UV a 260 et 280 nm. L'absorbance des
¢chantillons d'ADN a A280 (A : Absorption) indique la concentration des protéines et des
acides nucléiques. Le rapport A260 / A280 représente la pureté de I'échantillon d'ADN. En régle
générale, A260 / A280 doit se situer entre 1,75 et 2 pour un ADN de bonne qualité sans

protéines ni autres acides nucléiques [32].
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1-2-5.4  Bioeffets sur certains caractéres biochimiques
Pour savoir I’effet porté par les MO sur I’activité métabolique de S. aureus, le protocole suivant
a été décrit :
_ 50 ml des suspensions de S. aureus ont été transférées dans des flacons Nephelo de 500 ml et
diluées avec 150 ml de bouillon nutritif. Les cultures ont ensuite été¢ soit immédiatement
centrifugées (témoin), soit irradiées pendant plusieurs temps et centrifugées. Les cultures de
test en flacons ont été exposées a un rayonnement MO (2450 MHz) pendant 10, 20, 30 et 40
s [26].
Les cellules de témoin et irradiées, ont été remises en suspension dans un maximum de 5 ml
d'eau distillée et ont été passées sous une presse cellulaire puis centrifugées plusieurs fois,
ensuite le surnagent est centrifugé encore une fois pour séparer les fragments de membrane
cellulaire et des lysats cellulaires ;
Des dosages ont été effectués pour les enzymes suivantes : lactate déshydrogénase (LDH), une
cétoglutarate déshydrogénase (OGDC), et malate déshydrogénase (MDH). La glucose-6-
phosphate déshydrogénase (G6PD), cytochrome oxydase, phosphatase alcaline, et adénosine
triphosphatase (ATPase). Des tests d'activité enzymatique ont ¢été réalisés a partir des
membranes et des lysats des cellules exposées a 20 s de rayonnement MO, car il a été observé
qu'une amélioration significative (P <0,01) du nombre de cellules se produisait apres 20 s de
rayonnement lorsque les cultures étaient cultivées dans un bouillon nutritif ;
Pour la détermination de I'activité thermonucléase (DNase) des tests ont été faits comme suit,
une quantité de 9 ml de la gélose au bleu de toluidine acide O-désoxyribonucléique a été placée
dans une boite de Pétri et laissée se solidifier. Les souches S. aureus ont été cultivées comme
décrit ci-dessus. Des échantillons de 2 ml ont été prélevés avant le rayonnement, puis les flacons
ont été irradiés comme décrit ci-dessus. Des échantillons de 2 ml de flacons irradiés ont ensuite
été prélevés toutes les 0,5 h pendant 3 h. Tous les échantillons ont été placés dans un bain d'eau
bouillante pendant 10 min, et des portions de 2 pl des échantillons bouillis ont été prélevés et
placés dans des puits (1 mm de large ; réalisés avec une pipette Pasteur) dans la gélose a l'acide
O-désoxyribonucléique au bleu de toluidine. Les plaques ont ensuite été incubées pendant 4 h
a 37 °C et examinées pour la présence de zones roses entourant les cellules [26].
Autre étude de HONG S.M et al, sur I’effet de MO sur I’activité de I’enzyme B-galactosidase
(B-gal), un test de « B-Galactosidase Enzyme Assay System avec Reporter Lysis Buffer (RLB)
» est réalisé, une méthode appropriée pour doser 'activité de la B-gal dans les lysats préparés a

partir de cellules transfectées avec le vecteur reporteur de B-gal. Le dosage standard est effectué
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en ajoutant un échantillon a un volume égal de Assay 2 x Buffer, qui contient le substrat o-

nitrophényl-B-D-galactopyranoside (ONPG) [32].

MNettre 150 pl des lyvsats cellulaires
/ transfactéss avec un vectaur
reporteur de B-zalactosidase

Ajout de 150 pl d’Assav 2 x
l Buffer dans le tube

Vortex pouor melanger

1
N

Incubé 2 37 ° C jusqu'a ce qu'vne
légere coloration jaunes s=
davelopp=s

Arréter la réaction en ajoutant
500 pL d= carbonate de sodium
1M

Lirea 420 nm

Figure 09 : schéma de technique d’étude de I’activité de B-galactosidase chez les coliformes
fécaux [68]

Les échantillons sont incubés pendant 30 min, période pendant laquelle la B-gal hydrolyse le

substrat incolore en o-nitrophénol, qui est jaune. La réaction est terminée par l'addition de

carbonate de sodium et l'absorbance est lue a 420 nm avec un spectrophotometre. Dans cette

¢tude, un dosage enzymatique de la B-gal a été réalisé pour mesurer l'activité enzymatique des

coliformes fécaux prétraités par micro-ondes [32].
I-2-6 Etudes comparatives entre les bioeffets des MO sur E. coli et S.

aureus

A ce qui a été exposé ci-dessus (dénombrement des cellules bactériennes), on ajoute dans ce
qui suit deux études comparatives relatives a I’effet de I’irradiation microondes sur les deux

bactéries d’étude.
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E. coli et S. aureus purifiées, ont été incubées a 37 °C pendant 24 h dans un bouillon nutritif a
pH neutre. Des dilutions en série ont été préparées dans 9 ml de solution saline stérile a 0,85%
(p / v) (poid /volume) et la densité finale a été ajustée a 0,5 MacFarland. L'expérience a été
réalisée, aux différentes puissances (90, 360 et 900 W) et en différentes durées pour déterminer
l'effet du rayonnement MO, en réalisant des méthodes de comptage de colonies. Apres des
dilutions en série, les bactéries dans la solution saline stérile ont été étalées sur une plaque de
gélose standard (gélose nutritive). Les plaques ont été incubées a 37 °C pendant 24 h et les
colonies ont été comptées apres la période d'incubation. De plus, des échantillons non traités

ont été utilis€s comme groupe témoin de chacun des micro-organismes testés [24].

Des cellules E. coli et S. aureus sont irradiées aux mémes conditions (puissance 300 W et 1000
W pendant 2,5 min puis observées par un MEB a un grossissement x10000, pour comparer

I’effet des MO sur la morphologie de ces deux souches [29].
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Chapitre II : Résultats et discussion

Dans ce chapitre, la premiére partie « résultats » permet de montrer les résultats de confirmation
des souches bactériennes (E. coli et S. aureus), et de déterminer les bioeffets des MO sur ces
souches, qui correspond aux différentes étapes méthodologiques illustrées dans la deuxiéme
partie de premier chapitre « matériel et méthodes ».

La deuxiéme section de ce chapitre « discussion » est consacrée pour une analyse et

interprétation des résultats des recherches antérieures.

II-1 RESULTATS

II-1-1 Confirmation des souches bactériennes choisies
II-1-1.1  Aspect macroscopique
a. E. coli

La figure 10 montre les colonies d’E. coli sur le milieu Mac-Conkey, cultivée pendant 18 h a

37°C [21].

Figure 10 : photo des colonies d’E. coli sur un milieu de MacConkey [69]
E. coli se développe en 24 heures a 37°C sur les milieux géloses en donnant de colonies rondes,
lisses, a bords réguliers, de 2 a 3 mm de diamétre, non pigmentées [7]. Sa croissance optimale
est a pH 5,5 — 8 et une température optimale est de 20 a 45 °C [33].
b. S. aureus
Les colonies de S. aureus développées aprés 24 heures 37 °C d'incubation sur le milieu

Chapman [21].

Figure 11 : photo des colonies de S. aureus sur une gélose de Chapman [70]
Culture sur gélose hypersalée au mannitol, montrant des colonies jaunes [21]. Cette coloration
a d’ailleurs donné le nom d’« aureus » a S. aureus car la pigmentation est souvent de couleur

or (jaune a jaune orangée) [34].
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II-1-1.2  Aspect microscopique

a. A I’état frais
- E. coli
Une bactérie fine et allongée a extrémité arrondie, mobile grace a une ciliature péritriche [36].
- S. aureus
Non-mobiles, se produisent séparément et forment des paires et des grappes [37].

b. Coloration de Gram
- E. coli

La figure ci-dessous présente la photo des bactéries E. coli apres coloration de Gram.
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Figure 12 : photo d’Escherichia coli aprés coloration de Gram, (x 500) [38]

X

E. coli apres coloration de Gram donne une coloration rose due au type de la paroi cellulaire
Gram négatif [35].
- 8. aureus

La figure ci-dessous présente une photo des bactéries S. aureus apres coloration de Gram.
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Figure 13 : photo des S. aureus apres la coloration de Gram, (x 1500) [38]
Les souches de S. aureus apres coloration de Gram donnent une couleur mauve due au type de

la paroi cellulaire Gram positif.
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II-1-1.3  Caracteres biochimiques
a. E. coli
Résultats d’incubation des E. coli dans le milieu glucose-lactose-H2S (Kligler-Hajna)

La photo suivante présente le résultat d’incubation des E. coli dans un milieu de Kligler-Hajna.

Figure 14 : photo des résultats d’incubation des E. coli dans le milieu de Kligler-Hajna (a la
gauche), le milieu Kligler-Hajna non ensemencé (a droite) [20]
Les résultats montrent une pente vire au jaune due a une acidification du glucose, et aucune
coloration en noire qui résulte de la production de H>S. Alors E. coli est une bactérie qui possede
les caracteres suivants : HoS -, glucose +, lactose +, et productrice de gaz [20].
Résultats d’incubation du milieu urée-indole
La recherche de I'uréase de souche E. coli est réalisée par 1’inoculation de la souche dans un

milieu urée-indole donne et le résultat est le suivant.

Figure 15 : photo des résultats d’incubation d’E. coli dans le milieu urée-indole [21]
L’urée : culture sur gélose une suspension dense de bactéries E. coli en urée-indole, étuve a 37

°C. La couleur de milieu reste jaune [21], I’uréase est donc négative [35].
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L’indole : la recherche de production d’indole de souche E. coli dans le milieu urée-indole

donne le résultat ci-dessous.

(a) (b)
Figure 16 : photo des résultats d’incubation d’E. coli dans le milieu urée-indole + kovacs (a),
le milieu urée-indole + kovacs non inoculée (b) [21]
La figure ci-dessus montre un anneau en surface, de couleur rouge dans le tube qui été inoculé
avec la souche E. coli, due a la présence d’indole [19].
b. S. aureus
Certaines bactéries ont la faculté¢ de dégrader le peroxyde d’hydrogene (H20z). En présence
d’une bactérie productrice de catalase, on observe a partir de H2O2 une libération d’oxygeéne

gazeux selon la réaction : H2O> donne H,O + %2 O2 [20].

Figure 17 : photo d’une réaction de catalase produite en présence S. aureus [20]

Un dégagement de bulles de gaz indique la présence de la catalase chez S. aureus [22].
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I1I-1-2 Dénombrement des cellules bactériennes
a- E. coli
Les culots cellulaires remis en suspension dans une solution de NaCl a 0,9% a une concentration
cellulaire de 10° a 10 ' CFU / ml, et irradiés a la puissance 600 W pendant 80 s donne les

résultats ci-dessous [28].
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Figure 18 : modification du nombre des cellules viables et de la densité cellulaire dans les
suspensions d’E. coli, par rapport a la température produite par le rayonnement MO, e :
dénombrement cellulaire viable ; m : densité cellulaire [28]

La figure 18 montre que les comptes viables et la densité dans la suspension cellulaire irradi¢e
a 2450 MHz, diminuaient considérablement de nombre initiale 10° - 10'° CFU / ml & environ
de 5 log, et de DOgoo initiale 1,18 a environ 0,5, et tous par rapport & une augmentation des

températures de 20 °C a 80 °C [28].

Figure 19 : photo d’E. coli avant (a) et apres (b) I’irradiation par MO (x100) [24]
La figure 19 représente des photos microscopiques des cellules E. coli (colorées avec du cristal

violet pendant 1 min) prises a un grossissement de 1000 par un microscope optique. La figure
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19a correspond a la référence (non traitée) tandis que la figure 19b correspond aux cellules

traitées aux micro-ondes.

Apres I’irradiation des cellules bactériennes E. coli inoculées dans une gélose nutritive en
utilisant de 0,5 a 2 MacFarland, a la puissance 900 W pendant 60 s, une diminution dans le
nombre des cellules viables est apparue de fagon remarquable dans la figure 19 [24].

b- S. aureus
Le résultat d’irradiation a 2450 MHz pendant 50 s, des souches S. aureus suspendues dans un

tampon phosphate, se montre dans la courbe ci-dessous.
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Figure 20 : courbes d’évolution temporelle de 1'inactivation des souches S. aureus par
irradiation MO. Le nombre des cellules survivantes (lignes pleines) et les températures de

point final (lignes pointillées) [25]

Le nombre viable des cellules S. aureus irradiées a diminué a presque 0,1% avec 1I’augmentation
de la température (100 °C) apres 50 s [25].

Donc les figures 18, 19, 20 montrent que les cellules E. coli et S. aureus ont ét¢ inactivées par
irradiation MO a 2450 MHz pendent 80, 60, 50 s respectivement, et que la chaleur générée a

¢été considérée comme étant principalement responsable de I'inactivation cellulaire [24, 25, 28].
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11-1-3 Bioeffets des MO sur les bactéries E. coli et S. aureus

II-1-3.1 Bioeffets sur la paroi cellulaire (morphologie)
a. E. coli
Apres que les cellules aient été traitées par rayonnement micro-ondes, la forme des cellules a

¢té examinée par microscopie ¢lectronique. Les cellules ont été fixées a 24 °C pendant 60 min.

...........

Figure 21 : microphotographie électronique a balayage de cellules bactériennes (E. coli) non
traitées et radiées par MO (jusqu'a 70 °C) a 600 W [28]
Les cellules non traitées et les cellules chauffées a 70 °C ont été examinées a l'aide d'un
microscope €lectronique a balayage, et les formes de leurs structures de surface ont été
comparées. Il a été constaté que les cellules E. coli non traitées avaient une surface lisse, tandis
que la plupart des cellules rayonnées par MO présentaient une destruction sévere, les surfaces
des cellules chauffées aux MO étaient endommagées et étaient devenues rugueuses et gonflées
[28].
b. S. aureus
Apres D’irradiation des souches S. aureus, a 2450 MHz et la puissance 1000 W, pendant 2,5

min, I’image MEB ci-dessous a été obtenue.

Figure 22 : image MEB pour S. aureus témoin (a droite) et apres traitement par micro-ondes (a
gauche) x10000 [29]

On observe clairement que l'apparence des bactéries S. aureus traitées est influencée par

I’irradiation aux MO, en portant des changements dans la morphologie cellulaire [29].
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Les résultats suggerent que les cellules radiées par MO sont restées non lysées en suspension,
bien qu'elles aient été inactivées par le rayonnement. En outre, les dommages a la structure de
surface des cellules d’E. coli ne peuvent pas donc étre la principale raison de l'inactivation par

chauffage par micro-ondes [28, 29].

II-1-3.2  Bioeffets sur la membrane plasmique
a. E. coli
Les échantillons d’E. coli sont inoculés dans un bouillon nutritif, irradiés a 2450 MHz, eta 119
— 700 W durant 20 min. Les mesures des DO2¢o des solutions sont illustrées dans le diagramme

ci-dessous [23].
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protein (ppm)
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Figure 23 : diagramme des fuites d'ions intracellulaires (Ca?* et K*), d'ADN et de protéines provenant

de cellules E. coli exposées a une irradiation MO [23]

La figure 23 montre les fuites d'ions intracellulaires (Ca®" et K ), ' ADN et de protéines a partir
des cellules exposées a l'irradiation MO. Les résultats montrent une augmentation des niveaux
des protéines et d'ADN qui indique une perturbation de la barriére de perméabilité membranaire
[23].
b. S. aureus

Tandis que l'intensité¢ de fluorescence de Fluo-3 chez S. aureus n'a pas changée de maniére
significative avec I'augmentation de la température (50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C), mais ils étaient
légerement supérieurs a ce du groupe témoin, qui étaient de 4.1%, 6.0%, 21.9% et 19.7%

respectivement. Indiquant que le niveau d'activité enzymatique de 1'estérase non spécifique peut
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hydrolyser Fluo-3/AM et se combiner avec le Ca™ entrant, et il y a également un certain

changement de perméabilité dans la membrane cellulaire (figure 24) [30].
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Figure 24 : l'intensité fluorescente de S. aureus déterminée par Fluo-3/AM apres traitement
aux MO [30]
Alors la membrane fournit une barriére de perméabilité au passage de petits ions tels que K" et
Ca?". 1l a été suggéré que les MO pourraient interagir avec la membrane cellulaire et subir des
fuites de ces derniers, entrainant des changements irréversibles de sa perméabilité [23]. Cet

effet porté sur la membrane peut induire une mortalité cellulaire [29].

II-1-3.3  Bioeffets sur ’ADN
Des cultures pures des coliformes fécaux ont été irradiées a 2450 MHz, puissance 1 kW, et
d’autres ont été mises dans un bain marie, en suite, ’ADN extrait était étudié¢ en utilisant
I’¢lectrophorese sur gel d’agarose et les concentrations sont déterminées par I’'UV 260 a 280

nm [32]. Les résultats sont présentés dans la figure et le tableau ci-dessous.

Figure 25 : résultat d’¢lectrophorése sur gel d'ADN génomique isol¢ a partir de coliformes
fécaux prétraités par micro-ondes et chauffage externe [32]
Comme le montre la figure 25 les bandes d'ADN génomique des coliformes étaient de plus en

plus faibles avec l'augmentation du temps d'irradiation ; a partir de bande D (61.9 °C), bande
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E (70.5 °C), bande F (78.0 °C), bande G (82.1 °C) la bande la plus évanouie, et la bande H
(86.9 °C), utilisant les MO, contrairement par chauffage externe ce phénomene n’a été observé

qu’a partir de la bande de la piste H dans les mémes températures [32].

Tableau 02 : concentrations d'ADN et ratio DO 260/280 [32]

échantillon T°C DO260 | DO2so | Capn(ug/ ml)
Témoin 20,4 £0,2 0,453 | 0,359 22,67
MO, 38,0+0,2 0,562 | 0,446 28.09
MO; 56,8 +0,2 0,396 | 0,290 19,82
MO; 61,9+0,2 0,367 | 0,230 18,37
MO4 70,5+ 0,2 0,292 | 0,316 14,61
MOs 78,0+0,2 0,248 | 0,132 12,40
MOs 82,1+0,2 0,169 | 0,194 8,46
MOy 86,9 +0,2 0,065 | 0,053 3,27

Le tableau 02 montre les concentrations d'ADN et le rapport DO 260/280 obtenus a partir des
valeurs d'absorbance d'’ADN. La concentration d'ADN du témoin était d'environ 22,67 pg / ml.
Les concentrations diminuent a mesure que la température augmente. La concentration d'ADN
des échantillons irradiés par MO a montré une diminution de plus de 74% au-dessus de 82,1 °C
par rapport au témoin. Puisque l'absorbance des échantillons d'ADN a A280 indique la
concentration des protéines et des acides nucléiques, le rapport A260 / A280 représente la
pureté des échantillons d'ADN. En régle générale, A260 / A280 doit étre compris entre 1,75 et
2 pour un ADN de bonne qualité. La plupart des ratios A260 / A280 en tableau 2 variait de 0,9
a 1,8, ce qui implique la destruction de I'ADN [32].

Les résultats de 1'électrophorese sur gel et de la DO ont révélé que la quantité et la concentration
d'ADN des coliformes fécaux irradiées par MO diminuaient lorsque le temps d'irradiation aux
MO augmentait, tandis que l'ampleur de la diminution de la quantit¢ d'’ADN était moins

prononcée pour les coliformes fécaux chauffés de l'extérieur (chauffage au bain marie).
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I1-1-3.4 Bioeffets sur certains caractéres biochimiques

a. Protéines et enzymes
Les effets des MO sur ’activité enzymatique et sur I’activit¢ de DNase thermonucléase des

souches S. aureus irradiées a 2450 MHz, pendant 20 s et 10,20, 30, 40 s chaque 0,5 h durant 3h

sont respectivement présentés sur les tableaux 03 et 04 [26].

Tableau 03 : effets des microondes sur les activités enzymatiques chez S. aureus [26]

Enzymes Sp act ® Ratio
Témoin ° Irradiée © | Irradiée /
témoin
La glucose-6-phosphate 6,16 4,57 0,74
déshydrogénase (G6PD)

Malate déshydrogénase (MDH) 3,60 4,57 2,72

Cétoglutarate déshydrogénase 29,34 51,82 1,76
(OGDC)

Lactate déshydrogénase (LDH) 2,89 2,81 1,97
Phosphatase alcaline 16,27 16,31 1,00
Cytochrome oxydase 0,45 0,55 1,23

ATPase
Lysat cellulaire 0,81 1,26 1,55
Parois cellulaires 0,28 0,29 1,06

4, les activités spécifiques de toutes les enzymes sauf I'ATPase sont exprimées en milliunités
par milligramme de protéines totales, les activités spécifiques de 'ATPase sont exprimées en
moles de phosphate inorganique libérées par gramme de protéine totale.

® les cellules ont été incubées a 34 °C.

¢. les cellules ont ét¢ irradi¢es pendant 20 s, la température du milieu était de 46 °C.

Les résultats du tableau ci-dessus montrent que 1’activité de la glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD), LDH, des cellules irradiées par MO a diminuée par rapport au témoin
approximativement de 0.74%, 1.97% respectivement, et 1’activit¢ de MDH, OGDC,
phosphatase alcaline et cytochrome oxydase aient augmenté par rapport au témoin a des

pourcentages de 2.72%, 1.76%, 1. 97%, 1%, 1.23% respectivement. L'activité de I'ATPase li¢e
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a la membrane ne semble pas étre affectée par le rayonnement MO, alors que les activités des

fractions cytoplasmiques ont été¢ augmentées a la fois par rayonnement MO [26].

Tableau 04 : I’effet d’irradiation MO sur I’activité de thermonucléase de S. aureus [26]

Temps Diam des zones (mm)
(h)
Témoin 10s 20s 30s 40 s
0 0 0 0 0 0
0,5 3,25 3,50 3 0 0
1 4,75 4,40 4,25 0 0
1,5 5,50 6,25 5,75 2,00 0
2 6,20 6,50 6,00 2,00 0
2,5 6,75 6,75 6,25 3,00 0
3 7,50 7,25 7,25 3,75 0

Les données indiquent également que peu ou pas d'activité enzymatique était présente apres
que les cellules ont été irradiées pendant 30 ou 40 s. Cela correspondait aux diminutions de
survie des cellules ;

Les données de cette étude indiquent que le rayonnement MO affecte l'activité métabolique de
S. aureus d'une maniere qui ne peut €tre expliquée par les seuls effets thermiques. D'autre part,
l'activité de la thermonucléase est étroitement corrélée avec une stimulation de la croissance
des cultures, parce que des niveaux plus élevés d'activité enzymatique sont corrélés avec des
nombres de cellules plus €levés et peu ou pas d'activité corrélée avec de faibles nombres de
cellules, la quantité¢ de biomasse cellulaire semble €tre directement responsable de la quantité

de production et d'activité de thermonucléase [26].
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Les résultats d’étude sur 1’activité de la B-galactosidase des coliformes fécaux traités a 2450
MHz avec 1 kW pendant 0, 7, 12, 13, 15, 19, 21, 23 s et en température de 20.4, 38.0, 56.8,
61.9, 70.5, 78.0, 82.1, 86.9 °C donnent la courbe ci-dessous [32].
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Figure 26 : résultats de 1’activité de - galactosidase des coliformes fécaux traités par micro-

ondes et chauffage externe [32]

Les résultats des tests d'activit¢ enzymatique [-galactosidase montrent que 1’activité

enzymatique a une forte diminution lorsque la température augmentait de 20 °C a 80 °C [32].

I1-1-4 Etudes comparatives entre les bioeffets des MO sur E. coli et S.

aureus

Les résultats du comptage des souches E. coli et S. aureus aprés 1’irradiation a 2450 MHz, a

différentes puissances (90, 360 et 900 W) pendant 60 s (figure 27), et a différentes durées (0 a

120 s) (figure 28), sont les suivants [24].

control

Figure 27 : effet de différentes puissances de MO sur le nombre d'E. coli et S. aureus viables

[24]

La figure 27 présente 1’effet des MO sur les suspensions bactériennes, en variant les puissances

(90, 360 et 900 W). Une forte diminution de viabilit¢ des deux souches a la puissance 90 W, en
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suite on remarque a partir de cette puissance que la viabilité des souches E. coli est influencée

plus que celle de S. aureus.

Figure 28 : courbe du changement du comptage viable de cellules bactériennes irradiées (£.
coli, S. aureus) [24]

La figure 28 qui présente I’effet des MO a la fréquence 2450 MHz sur les cellules bactériennes
E. coli et S. aureus pendant 120 s, montre qu'une inactivation rapide de chaque cellule
bactérienne examinée a ¢été observée dans les premicres 60 secondes. Apres cette période, aucun
changement considérable n'a été observé sur la quantité de cellules viables et il s'est fixé comme
temps de contact optimal [24].

En comparaison entre inactivation des cellules E. coli et S. aureus, on remarque que apres 20 s,
une diminution plus importante chez E. coli que chez S. aureus.

Les figures suivantes présentent les résultats d’observation au MEB des souches S. aureus et E.

coli irradiées a 2450 MHz, a la méme puissance et au méme temps [29].

E— 1Hnm
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Figure 29 : photo de changement dans la morphologie des souches bactériennes de S. aureus
(a gauche) et E. coli (a droite) suite a une irradiation pendant 2,5 min a la puissance 300 W
(x10000) [29]

Dans la figure 29 on voit clairement que les souches E. coli sont endommagées plus qu’aux

souches S. aureus a la méme puissance 300 W et en méme temps 2,5 min.
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La figure 30 montre une déformation de structure plus remarquable des souches E. coli en
comparaison a celles des souches S. aureus, a la méme fréquence 2450 MHz, et a puissance

1000 W pendant 2,5 min.

Figure 30 : photo de changement dans la morphologie des souches bactériennes. S. aureus (a
gauche) et E. coli (a droite) suite a une irradiation pendant 2,5 min a la puissance 1000 W
(x10000) [29]

Des résultats similaires ont été trouvés dans d’autres études sur 1’effet des MO sur les bactéries
a Gram positif et celles a Gram négatif, ou les bactéries a Gram négatif telles que E. coli sont

les plus sensibles au traitement par MO que celles a Gram positif, telles que S. aureus [39, 40].
I1I-1-5 Parameétres affectant les bioeffets des MO

II-1-5.1  Puissance et temps

La figure 31 montre I’effet des MO sur la survie d'E. coli sous les niveaux de puissance €élevés

(700 W) et faibles (119 W) et en un certain temps d'irradiation.
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Figure 31 : données expérimentales et résultats de simulation de modeles pour E.
coli. Les lignes pleines bleues et vertes montrent les courbes du modele sous faible
puissance (119 W) et haute puissance (700 W), respectivement. Les points carrés
triangulaires bleus et verts représentent des données expérimentales sous faible
puissance (119 W) et haute puissance (700 W), respectivement [23]
Les résultats de la figure 31 indiquent que l'irradiation MO des souches E. coli a un effet

remarquable sur la survie des cellules. La simulation du modele a également clairement
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démontré que le niveau de la puissance ¢levée présente de meilleures performances
d'inactivation que ceux sous le niveau de puissance faible [23]. Des mémes résultats sont
trouvés dans autre étude [41].
La réduction compléete des bactéries E. coli peut étre obtenue sur des temps de contact courts
lorsque le matériau est irradi¢ a des niveaux de puissance MO plus élevés ce qui produit une
augmentation rapide de la température, ce qui est un facteur clé¢ de la mort bactérienne. Bien
que 70 °C soit considéré comme la température minimale 1étale pour les bactéries pathogenes,
les microorganismes doivent étre exposé€s pendant une durée minimale supplémentaire pour
assurer une mort complete [42].
L'efficacité de la destruction des micro-organismes a l'aide de MO dépend du temps
d'exposition et de la puissance du champ électromagnétique utilisé [24, 43, 44, 47].

II-1-5.2 Volume
Quand le volume de liquide est plus petit ou que le rapport de la surface au volume est plus
grand, il sera plus facile pour les MO de chauffer le liquide avec une perte diélectrique plus
élevée. C.-a-d. que la force du chauffage induit par l'irradiation aux MO peut étre influencée
¢galement par la forme du récipient [25].
L'augmentation du volume de liquide a exacerbé les effets destructeurs du rayonnement MO
sur les bactéries vivantes, alors que la quantité de liquide dans le milieu joue un réle important
dans I'absorption de I'énergie créée par le rayonnement micro-ondes [48].

II-1-5.3 Milieux de culture et leurs compositions
Une transformation de la bactérie E. coli de milieu liquide en milieu gazeux, en utilisant un
générateur d'aérosol, pour aérosoliser la suspension, puis transfusion dans le tube d'irradiation
MO a 2450 MHz, 119 - 700 W pendant 20 min. pour découvrir I’effet porté par les MO sur les
bactéries dans un milieu dépourvu d’eau. Les résultats de cette étude sont montrés sur la figure

32 [23].

33



Chapitre II : Résultats et discussion

ji||nn|ru':|r! E 10000000
p\ { o000
51000000 N fr T 1 1000000
= I N = ' :
- S\ g 1 9. i
£ 1000000 4 [ g . { 100000
o \ “'; 10000 1 airborne 3
g r \ o -
S . \ - === fitted airborne X 4
T 10000] 4 A T 4 | 4 10000
S [N #
" | \ 3 .
E 1000 E \ MW irradiation time (s) ! 1““”
_g ; airborne \ :
= \ ]
:-' 00 O waterborne ‘ 3 100
o g . . \ :
= L ===" fitted airborne
Z [ I \ =
= 10 g===" fitted waterborn "y 110 e
N E [ ) 4

\ 7

, T i
A " i + i A I
0 300 600 Q00 1200 1500
MW irradiation time (s)

Figure 32 : performance d'inactivation d'E. coli en suspension dans I'air et dans 1'eau. Les
points circulaires triangulaires rouges et bleus représentent les données expérimentales pour
les essais en suspension dans I'eau et dans l'air, respectivement. Et les lignes pointillées sont

les courbes ajustées [23]

L'inactivation d'E. coli en suspension dans l'air a atteint une réduction de 2,6 log (élimination>
99%) en 20 s, mais une activité similaire sur E. coli en suspension dans l'eau a été observée
apres 5 min (300 s). Le taux d'inactivation d'E. coli en suspension dans 1'air était pres de 20 fois
plus élevé que celui des E. coli en suspension dans I'eau. Une diminution linéaire des
concentrations logarithmiques de survie d'E. coli avec le temps d'irradiation (figure 32), ce qui
montre que l'irradiation MO des E. coli en suspension dans l'air est une réduction plus rapide
par rapport a celle des E. coli en suspension dans I'eau [23].

La réduction des bactéries cultivées en milieu liquide est rapide par rapport a celles dans un

milieu solide [46, 48].
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L’effet de la concentration de composés ioniques, la figure 33 (a) montre 1'effet de différentes
concentrations de NaCl et KCI sur l'inactivation d'E. coli en suspension dans un tampon

phosphate par irradiation aux micro-ondes a 2450 MHz pendant 20 s [25].

Survivor (%)
]
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Figure 33 : courbes de I’effet des concentrations de NaCl (a) et de KCI (b) sur les taux
d'inactivation d'E. coli et sur la température finale obtenue par irradiation aux MO, (°) :
nombre de cellules survivantes, (©) : les températures de point final [25]

Les cellules ont été inactivées avec des concentrations croissantes de NaCl, et I'effet maximal
a été exercé vers 0,5 —1,0 mol. I'' due également a 1’augmentation de température. Le méme
profil a la fois de I'inactivation cellulaire et de 'augmentation de la température a également été
observé avec KCI (figure 33b), donc les taux d'augmentation de température et d'inactivation
des cellules ont été accélérés par certaines concentrations de composés ioniques tels que NaCl
et KCI. En général, les solutions ioniques ont une ¢électro-conductivité plus élevée et leurs
caractéristiques ¢€lectriques sont beaucoup plus proches des conducteurs que l'eau pure. Par
conséquent, il a été supposé que lorsqu'une solution ionique était irradiée par micro-ondes, un
courant de Foucault serait généré a la surface de la solution, et I'énergie des micro-ondes y serait
réfléchie par le courant de Foucault. Ainsi, une solution ionique sera chauffée beaucoup plus

mal que l'eau pure par irradiation MO [25].
I1-2 DISCUSSION

Une onde qui se propage peut rencontrer des obstacles de nature différente comme par exemple,
I’air, I’eau, le plastique, un milieu biologique, etc. Lorsque I’onde électromagnétique entre en
contact avec la maticre, il peut se produire plusieurs types d’interactions en fonction de la
longueur d’onde, de la taille de I’objet rencontré par le rayonnement et des caractéristiques

physiques des milieux traversés et de I’objet lui-méme [56]. Une interaction entre un
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rayonnement ¢lectromagnétique et la matieére peut se traduire par une diffusion sans transfert
d’énergie ni changement de fréquence (diffusion élastique) ou par un transfert au matériau de
tout ou partie de 1’énergie du rayonnement. Dans ce dernier cas, I’énergie incidente est en partie
absorbée par la matiere et en partie diffusée sous la forme d’un nouveau rayonnement
¢lectromagnétique de fréquence plus basse (diffusion inélastique). La fraction absorbée peut
avoir un éventuel effet biologique. Elle peut entrainer une transition énergétique et/ou un effet
thermique [49]. L’étude de ces interactions entre microonde et bactérie remonte & Brown et
Morrison (1954) [50].

L’irradiation par MO des souches bactériennes E. coli et S. aureus a 2.45 GHz, a un effet
significatif sur le dénombrement cellulaire dans une période courte de quelques secondes, due
a une augmentation rapide de température dans le milieu. Cette chaleur générée par les MO a
¢été considérée comme étant principalement responsable de I’inactivation cellulaire [24, 25, 28,
45]. Les absorbeurs de micro-ondes interagissent avec les micro-ondes pour produire de la
chaleur en raison de sa tangente de perte diélectrique (tand) tand = €"/¢', dont : € ' est la constante
diélectrique (ou permittivité réelle), et € ” est le facteur de perte diélectrique (ou permittivité
imaginaire). La constante di¢lectrique est le facteur de contréle qui détermine la quantité
d'énergie absorbée tandis que le facteur de perte di€lectrique détermine la quantité d'énergie
dissipée [51]. Cependant les microorganismes exposés a des traitements thermiques (MO) a
des températures létales, la population diminue de fagcon exponentielle avec la durée du
chauffage. Lorsque la population microbienne résiduelle est tracée sur une échelle semi-
logarithmique en fonction du temps, une courbe linéaire est obtenue. Ce profil peut étre
représenté par une réaction de premier ordre [52].

Le changement dans la morphologie des cellules bactériennes E. coli et S. aureus irradiées par
MO, observée en microscope ¢lectronique a balayage par rapport a celle de témoins, ainsi que,
la diminution des nombres des bactéries viables dans les suspensions irradiées prouvent que la
paroi cellulaire est également endommagée par les microondes [24, 28, 29]. La cible principale
du rayonnement micro-ondes dans une cellule vivante est une membrane biologique [53], dont
les modifications entrainent une violation du transport de substances entre la cellule et
l'environnement détectées par le dosage des protéines, ions (K ¥, Ca™), ADN par
spectrophotomeétre a ¢galement montré que les cellules traitées par MO pourraient former des
pores irréversibles dans la membrane cellulaire conduisant a une explosion de composés
cellulaires microbiens [23, 27]. En outre, il semble qu’il existe une relation entre I’ADN
génomique affecté par les MO et I’activité bactérienne [32]. La littérature technique contient

des informations sur les modifications de la structure de I'ADN lorsqu'il est exposé a un
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rayonnement micro-ondes. Les troubles de I'ADN, appelés aberrations chromosomiques, se
manifestent dans différents génes, ce qui entraine un dysfonctionnement dans la production des

¢léments fonctionnels et structurels de la cellule, qui sont 'ARN et les protéines [53].

L'application d'un traitement par micro-ondes a des micro-organismes dénature la structure de
la protéine cellulaire et entraine l'extrusion de la matrice cellulaire microbienne, tuant
progressivement les micro-organismes [55].

L'inactivation des cellules dépend de nombreux facteurs micro-ondes et microbiens.

La variation des performances d'inactivation doit étre liée a la nature transformatrice du MO
dans différents milieux, solide [46, 48], milieu liquide, ou la partie considérable de l'énergie
peut étre utilisée pour augmenter la température de l'eau au lieu d'inactiver les bactéries
présentes dans l'eau, et dans le milieu gazeux dont la plupart des photons MO peuvent réagir
directement avec les cellules microbiennes cibles [23]. Ainsi ¢’est li¢ a la concentration des
suspensions (biomasse), volume, et récipient, dont le volume faible (milieu liquide) avec un
récipient large aura une réaction diélectrique plus forte [45], et méme avec I’ajout de certaines
concentrations des sels (NaCl, KCI) duquel la solution posséde une conductivité plus élevée et
des caractéristiques €lectriques plus proches des conducteurs que 1’eau pure car une solution
ionique avec une conductivité électrique plus élevée que I'eau pure [25].

Les expositions électromagnétiques varient en fonction de nombreux paramétres physiques :
puissance (taux d'absorption spécifique, densit¢ de puissance incidente), longueur d'onde /
fréquence, champ proche - champ lointain, polarisation (linéaire, circulaire), modulation
(amplitude, fréquence), durée globale et intermittence de l'exposition (continue, interrompue)
[54]. Le taux d'absorption spécifique (TAS) ou la densité de puissance (PD) est un déterminant
principal des effets thermiques MO. De nombreux autres parameétres physiques d'exposition
peuvent étre importants pour les effets biologiques dits non thermiques, qui sont induits par les
MO a des intensités bien inférieures a tout échauffement [54].

Il existe deux modes d'action des micro-ondes, qui incluent I'effet thermique et 1'effet non
thermique [55]. 1l a été constaté que les micro-organismes n'étaient inactivés qu'en présence
d'eau et que les organismes secs ou lyophilisés n'étaient pas affectés méme par des expositions
prolongées. C’est-a-dire les micro-organismes sont tués uniquement par "effet thermique" et
que, treés probablement, il n'y a pas "d'effet non thermique" ; les constituants cellulaires autres
que l'eau n'absorbent pas suffisamment d'énergie pour tuer les cellules microbiennes [62]. Une
autre étude montre que l'effet non thermique joue un role dominant dans la décontamination

microbienne par rapport aux effets thermiques, il semble que la rotation et I'alignement des
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molécules aient été produits a la suite des rayonnements micro-ondes. Cela aboutit finalement
au déploiement d'enzymes ou de protéines et a la dégradation des ribosomes, résultant
finalement en une dénaturation compléte ou partielle des composants cellulaires [55].

Les MO provoquent l'accélération et la collision des 1ons avec d'autres molécules ou provoquent
la rotation et I'alignement rapide des dipoles avec un champ ¢€lectrique alternatif (2450 millions
de fois / s) entrainant un changement dans la structure secondaire et tertiaire des protéines des
micro-organismes [57].

Le traitement par micro-ondes a €té une technologie prometteuse [58], tandis que les effets non
thermiques des micro-ondes sont controversés [59], malgré de nombreuses études sur les effets
des MO a faible et de forte puissance sur les systemes biologiques, le mécanisme responsable
des bioeffets observés reste incertain. En raison du manque d'informations sur le mécanisme
d'interaction entre les micro-ondes et les systémes biologiques [46], mais il reste que le
rayonnement micro-ondes considéré comme ayant des effets a la fois thermiques et non
thermiques [59].

Un traitement MO appropriée nécessitera un temps de contact plus court qu'un réacteur
thermique conventionnel pour atteindre le méme niveau de traitement. Cela implique a son tour
des économies de temps et, en fin de compte, des besoins en espace du réacteur lorsque
l'irradiation MO est appliquée [42, 43, 60]. En plus par rapport aux UV qui pourraient étre
utilisés avec succes pour désinfecter les microorganismes. Néanmoins, les dommages a 'ADN
causés par le rayonnement ultraviolet ont un phénomeéne réversible, par conséquent, la
stérilisation n'est pas compléete. La constante de vitesse d'inactivation de I'irradiation MO est la
plus élevée [41]. Aussi dans une étude sur les brosses a dents contaminées par Streptococcus
mutans, un type de bactérie qui peut provoquer des caries dentaires, le rayonnement d'un four
a micro-ondes a «haute puissance» pendant cinqg minutes a complétement décontaminé les
brosses a dents; il était plus efficace que le chlorure de cétylpyridinium antiseptique ou le

rayonnement UV [61] .
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Conclusion

La décontamination des souches bactériennes, telles que E. coli et S. aureus, par les microondes
dont la fréquence égale a 2450 MHz, est exprimée par un effet thermique, qui est due au
mouvement dipolaires de la molécule de I’eau, et c’est I’effet majeur qui inactive les bactéries.
Par contre, dans certains cas, I’inactivation des bactéries ne peut pas étre expliquée seulement
par I’effet thermique (effet non-thermique ou spécifique). Mais il reste un manque des
informations sur I’interaction de I’onde et la matiére biologique. Alors que, ces effets sont
¢galement manifestés sur la paroi cellulaire des souches bactériennes, la membrane plasmique
qui présente le point cible des rayonnements microondes, ADN (son disfonctionnement altére
les activités cellulaires qui conduisent a I’inactivation de la cellule bactérienne), protéines et les
enzymes.

L’efficacité¢ des traitements par micro-ondes sur la décontamination des micro-organismes
dépend d'attributs importants, a savoir la puissance des micro-ondes et le temps d’exposition.
Quand I’échantillon est irradié a des puissances é€levées, la destruction des bactéries est plus
rapide en temps d’exposition court. En plus la nature (liquide, aérosolis¢) et les compositions
des milieux de culture ensemencés, ou les suspensions dans I’air présentent un taux de réduction
de nombre des cellules viable plus rapide que celles des cellules en suspension dans 1’eau avec
méme conditions de traitement. Le volume élevé également diminue les concentrations des
germes dans le milieu, ce qui rend le traitement plus facile surtout avec utilisation d’un récipient
large.

En général, la possibilité¢ d’utiliser les MO comme technologie de décontamination dépend de
différents modes d’utilisation. Alors que pour un meilleur résultat de destruction bactérienne,
il est conseillé d’utiliser des puissances €levées ou des irradiations répétitives.

En perspective, il sera intéressant de mener des études sur I’interaction d’une microonde avec
la cellule bactérienne cible (thermorésistante), pour développer cette technologie dans le
domaine de décontamination et pour qu’elle ne présente pas un risque sur I’Homme et son

environnement.
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Résumé

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques dont la fréquence est comprise entre 300
MHz et 300 GHz. Elles ont un large domaine d’utilisation dans des différents secteurs, duquel
le secteur de la biologie, leur utilisation comme une nouvelle technologie de décontamination
dépend de leurs bioeffets sur les microorganismes.
L’objectif de notre travail est d’étudier les bioeffets des microondes sur les souches
bactériennes Escherichia coli et Staphylococcus aureus a la fréquence 2450 MHz a différentes
puissances et différentes durées d’exposition, en se basant sur les informations collectées a
partir des recherches antérieures qui traitent ce sujet.
Les résultats montrent que les bioeffets des microondes, a des puissances €levées et a courtes
durées sur les deux souches bactériennes étaient significatifs, provoquant des effets destructifs
en ciblant la membrane cytoplasmique et le génome, ces effets manifestent beaucoup plus chez
E. coli.
Les effets des microondes sur E. coli et S. aureus présentent une performance, qui permet
d’utiliser ces ondes comme technologie de décontamination dans le secteur de biotechnologie.
Mots clés: microondes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, bioeffets,
décontamination.
Abstract
Microwaves are electromagnetic waves with frequencies between 300 MHz and 300 GHz. They
have a wide field of use in different sectors, of which the biology sector, their use as a new
decontamination technology depends on their bioeffects on microorganisms.
The objective of our work is to study the bioeffects of microwaves on the bacterial strains
Escherichia coli and Staphylococcus aureus at the frequency 2450 MHz at different powers
and diffrents durations of exposure, based on information collected from previous research,
which has relation with this topic.
The results show that the bioeffects of microwaves, at high powers and at short durations on
the two bacterial strains were significant, causing destructive effects by targeting the
cytoplasmic membrane and the genome, these effects manifested much more in E. coli.
The effects of microwaves on E. coli and S. aureus present a performance, which allows these
waves to be used as a decontamination technology in the biotechnology sector.
Keywords : microwaves, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, bioeffects,
decontamination.
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