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Avant-propos

Cette these s'inscrit dans le cadre de la lutte contre Listeria monocytogenes en milieu ali-
mentaire, en explorant le potentiel des phages de grade alimentaire comme agents anti-
bactériens appliqués sur des matériaux d'emballage a base de papier. Le phage P100 a été
sélectionné en raison de son efficacité, démontrée lors d’une évaluation comparative in-
cluant des huiles essentielles et d’autres préparations a base de phages. L'étude a démontré
qu'une quantité controlée de bactéries et de phages constitue une stratégie efficace pour
prévenir l'apparition de bactéries résistantes, mettant en lumiere les avantages d'un dosage
optimisé dans la lutte contre les résistances. Divers types de papiers ont été étudiés, no-
tamment des formettes standards et des papiers de base, modifiés avec des phages puis
testés dans des conditions semi-solides et liquides. L'application des phages sur des sur-
faces hydrophobes a présenté des défis, surmontés grace a 1’utilisation de 1’agent tensioac-
tif Tween 80. L'humidité s'est révélée étre un facteur crucial pour maintenir l'activité an-
tibactérienne des phages. Enfin, des tests de pulvérisation par CLC ont été réalisés pour

évaluer une méthode d’application compatible avec les procédés industriels.
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Résumé

Ce projet porte sur le développement d’un emballage alimentaire antibactérien et écores-
ponsable, capable de limiter la prolifération de la bactérie pathogéne d’origine alimentaire,
L. monocytogenes. Le mémoire de cette thése explore 1'application des phages sur des
papiers comme un support pour le développement d’un papier bioactif contre L. monocy-
togenes. Les travaux de recherche comprennent 4 parties principales. Premiérement,
I’étude de I’interaction entre les phages et L. monocytogenes, deuxiemement, le dévelop-
pement des papiers bioactifs en optimisant les paramétres d’application des phages, troi-
siémement, 1’évaluation de I’impact des modifications des propriétés du papier et des ad-
ditifs, et finalement, 1’analyse de I’effet des conditions de séchage et d’entreposage sur
leur activité antibactérienne. Tout d’abord, plusieurs agents antibactériens ont été testés,
incluant deux produits commerciaux de bactériophages (ListShield et Listex P100), ainsi
que des huiles essentielles. Parmi ces agents, le produit des phages Listex P100 a été sé-
lectionné en raison de son efficacité démontrée. Subséquemment, plusieurs types de pa-
piers ont été congus et caractérisés, notamment des papiers standards de grammages va-
riés, des papiers traités a 1’ Alkylcéténe dimere, des papiers calandrés et des papiers issus
d’une entreprise locale destinés a I’emballage alimentaire. Les résultats ont montré qu’un

2 et 130g/m?) a permis de conserver les propriétés antibacté-

grammage ¢élevé (90g/m
riennes d’un papier. Ensuite, les résultats ont montré qu’il est possible de réduire la quan-
tit¢ de phages appliqués sans compromettre leur efficacité¢ antibactérienne ni favoriser
I’émergence de résistance bactérienne. L’étude a mis en évidence les défis liés a I’appli-
cation des phages sur des surfaces hydrophobes, mais 1’ajout d’un agent tensioactif s’est
avéré efficace pour améliorer I’application des phages. Finalement, I’influence des condi-
tions de séchage et d’entreposage sur 1’activité antibactérienne des papiers bioactifs a été
analysée. Les résultats ont révélé que I’humidité joue un role crucial dans la préservation
de I’activité des phages. Enfin, des essais de pulvérisation par coucheuse de laboratoire

CLC-7000 ont été réalisés pour explorer une méthode d'application comparable a une ap-

plication industrielle.

Mots-Clés : Agents antibactériens; Bactériophages; Emballage alimentaire; Listeria mo-

nocytogenes; Papier bioactif.
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Chapitre 1 - Introduction

1.1 Contexte et problématiques

Aujourd’hui, I'importance de la sécurité alimentaire pour l'industrie et la société civile est
sans précédent. Les produits dits « préts a manger » occupent une place de plus en plus
importante dans les habitudes alimentaires contemporaines. Ils se définissent comme des
aliments destinés a étre consommeés sans autre traitement thermique ou transformation
supplémentaire, a I’exception, lorsque cela est nécessaire, de manipulations mineures
comme le lavage ou la découpe. Cette catégorie inclut, entre autres, les viandes et charcu-
teries tranchées, les fromages fins, les salades préparées, les fruits et [égumes prélavés
ainsi que divers plats transformés et emballés. Si ces produits répondent a la demande
croissante de commoditg, ils présentent en contrepartie un risque accru de contamination
microbiologique, car I’absence de traitement thermique final ne permet pas d’éliminer
d’éventuels pathogeénes [1, 2]. Bien que les industries agroalimentaires aient renforcé leurs
mesures de sécurité, les statistiques montrent une augmentation globale des incidents
d'intoxication alimentaire. Cette tendance est attribuée en partie a la préférence croissante
des consommateurs pour les produits alimentaires préparés et préts a manger, lesquels
présentent un risque accru de contamination. Les produits associ€s a ces risques incluent
notamment les viandes, les produits laitiers et les charcuteries. La situation souligne le
besoin d'améliorer les protocoles de traitement, de conservation et de manipulation des
aliments dans le but de garantir la sécurité alimentaire a tous les niveaux de la chaine de

production et de distribution [3].

Les incidents d'intoxication alimentaire provoquent des rappels de produits alimentaires
contaminés par des bactéries pathogenes comme Listeria monocytogenes (L. monocyto-
genes) et Escherichia coli (E. coli). Par exemple au Canada, une éclosion de L. monocy-
togenes en 2024 liée a une boisson végétale a entrainé plusieurs hospitalisations et déces
[4], tandis qu’une éclosion d’E. coli survenue en 2023 dans des garderies en Alberta [5].
Ces bactéries demeurent donc une menace majeure pour la santé publique. En plus d’étre
une cause importante de mortalité, ces pathogenes alimentaires ont un impact économique

considérable a 1’échelle mondiale. Chaque année, environ 4 millions de Canadiens (1 sur
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8) sont touchés par une maladie d’origine alimentaire. Parmi ces cas, il y a environ 11 600
hospitalisations et 238 déces [6]. Les conséquences économiques de ces contaminations
sont non négligeables, avec un colit moyen de traitement des maladies gastro-intestinales
graves au Canada estimé a environ 91 dollars canadiens par cas. Ce colit annuel estimé

par cas varie de 23 a 1 294 dollars canadiens [7].

L. monocytogenes est parmi les principales causes d’intoxication alimentaire et se dis-
tingue des autres pathogeénes alimentaires par le nombre de déces qu’elle cause. Chaque
année, environ 178 cas d’infection invasive a L. monocytogenes sont déclarés au Canada,
causant environ 35 décés [8]. Aux Etats-Unis, cette bactérie est responsable de 1 600 cas
par an avec un taux de mortalité de 16 % [9]. Un fait marquant au Canada en 2008 a été
I’infection rare et grave causée par L. monocytogenes ayant contaminé la viande provenant
de la marque Maple Leaf [10]. Dans la méme année, cette bactérie a causé la perte de
plusieurs millions de dollars au Québec a la suite d’une contamination de fromage fins
artisanaux, principalement des fromages a pate molle et a crotite lavée, mais aussi certains
fromages a pate semi-ferme et ferme, a travers la province [11]. Des éclosions marquantes,
au Canada et aux Etats-Unis, attribuées a L. monocytogenes, ont été apportées dans la

littérature et sont répertoriés dans le Tableau 1.1 [12].

Tableau 1.1 Eclosions marquantes, attribuées au L. monocytogenes, au Canada et

aux Etats-Unis au cours des derniéres années.

Année Aliments contaminés Cas | Hospitalisations | Décés
2024 Charcuterie 59 59 10
2023 - 2024 | Boissons végétales réfrigérées 20 15 3
2014 - 2023 | Queso fresco et fromage cotija 26 23 2
2023 Péches, nectarines et prunes en- 11 10 1
tieres
2023 Légumes feuilles 19 18 0
2022 Charcuterie et fromages 16 13 1
2022 Créme glacée 28 27 1
2019 Poulet en dés cuit 7 6 0
2016 Salades emballées 14 14 3
2008 Charcuterie 57 47 22

Les contaminations alimentaires surviennent entre autres lors du processus de transforma-

tion des aliments. Il est fréquent que les surfaces alimentaires soient exposées a des


https://www.cdc.gov/listeria/outbreaks/delimeats-7-24.html#cdc_outbreak_main_recalled-recalled-food
https://www.canada.ca/fr/sante-publique/services/avis-sante-publique/2024/rappel-boissons-vegetales-refrigerees-eclosion-cas-listeriose.html
https://www.cdc.gov/listeria/outbreaks/cheese-02-24.html
https://www.cdc.gov/listeria/outbreaks/peaches-11-23.html
https://www.cdc.gov/listeria/outbreaks/peaches-11-23.html
https://www.cdc.gov/listeria/outbreaks/monocytogenes-02-23.html
https://www.cdc.gov/listeria/outbreaks/deli-meat-and-cheese-11-22.html
https://www.cdc.gov/listeria/outbreaks/monocytogenes-06-22.html
https://www.canada.ca/fr/sante-publique/services/avis-sante-publique/2019/eclosion-infections-listeria-poulet-des-cuit.html
https://www.canada.ca/fr/sante-publique/services/avis-sante-publique/2016/mise-a-jour-avis-sante-publique-eclosion-infections-causees-bacterie-listeria-liees-a-produits-salade-emballes-provenant-installation-traitement-dole.html
https://www.canada.ca/fr/nouvelles/archive/2009/07/rapport-final-enquete-relatifs-listeriose-2008.html
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contaminations microbiennes. Ces contaminations peuvent survenir a n'importe quelle
étape de la chaine de production, souvent en raison de l'utilisation d'équipements conta-
minés, par exemple des ustensiles de coupe de viande. Ces instruments peuvent trans-
mettre des quantités importantes de bactéries pathogénes a des produits destinés a la con-
sommation, souvent sans modification visible (ex. : altérations de 'aspect ou de 1'odeur).
Toutefois, la consommation de ces produits contaminés peut provoquer des maladies. Le
controle et la surveillance de ces agents pathogenes représentent des défis majeurs sur les
plans technique et économique. Des mesures préventives sont ainsi mises en place pour
minimiser les risques pour la santé associés a ces bactéries pathogénes, y compris les in-

fections et autres troubles liés.

Pour prévenir les contaminations alimentaires, les emballages ont aussi un rdle a jouer.
Outre leur role d’information au consommateur, qui inclut la fourniture d'informations sur
le produit telles que la marque, les ingrédients, et la date de péremption, 1'objectif principal
de ces emballages est d'isoler les aliments de l'environnement extérieur. Cette isolation
aide a minimiser l'exposition aux agents contaminants et dégradants, tels que les microor-
ganismes, 'humidité, 1'oxygene, et les odeurs indésirables, tout en préservant des proprié-
tés bénéfiques comme les ardmes. Un emballage efficace permet donc de prolonger la
durée de vie des produits alimentaires au cours de leur stockage et de leur transport et de
réduire le gaspillage alimentaire. Un emballage peut aussi étre concu de fagon a lui con-

férer des propriétés antibactériennes pour réduire davantage les risques de contamination.

Le secteur de I’emballage constitue une part importante de 1’industrie mondiale. Dans les
pays développés, il représente environ 2 % du produit national brut, et I’emballage ali-
mentaire n’en constitue qu’un segment spécifique, aux cotés des emballages secondaires
et tertiaires utilisés pour la logistique et la distribution de biens de consommation (Ro-
bertson 2006 cité¢ par Topuz) [13], dont pres de la moitié de cette production est attri-
buable a I’emballage alimentaire (Robertson, 2013, cité par Pocas) [14]. A titre
d’exemple, le marché canadien de I’emballage alimentaire a généré environ 10,9 milliards
de dollars américains en 2024 et devrait atteindre environ 14,6 milliards de dollars améri-
cains d’ici 2030 [15]. Cette importance économique du secteur de I’emballage, com-

binée a la nécessité de solutions durables et sécuritaires pour 1’alimentation, justifie
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I’intérét de développer de nouveaux matériaux biosourcés et fonctionnels, tels que
ceux ciblés par ce projet. Soulignons que 1’industrie des pates et papiers comme Kru-
ger Inc. et Cascades ainsi que des multinationales, comme Nestlé, sont plus actives
dans le secteur de I’emballage et misent sur ce secteur pour se démarquer de leurs
compétiteurs et augmenter le nombre de clients dans le vaste domaine agro-alimen-

taire.

La majorité des emballages alimentaires sont constitués de polymeéres synthétiques issus
de sources non renouvelables, tels que le polyéthyléne (PE), le polypropyléne (PP), le
polystyréne (PS), le polyéthylene téréphtalate (PET) et le polychlorure de vinyle (PVC).
Ces matériaux ont un colit relativement faible et procurent des propriétés physiques avan-
tageuses. Cependant, ces matériaux posent de sérieux problémes environnementaux en fin
de vie. Par exemple, en 2018, seulement 9 % des plastiques produits dans le monde ont
été recyclés, tandis que 12 % ont été incinérés et environ 79 % se sont accumulés dans des
sites d’enfouissement ou dans I’environnement naturel [16]. Souvent, ces polymeéres ne
sont pas recyclables en raison de leur faible valeur sur le marché, et leur disposition finale
entraine des conséquences environnementales importantes, notamment la pollution des
sols, la contamination des eaux et I’accumulation de microplastiques dans les écosystémes
[17, 18]. Cette réalité environnementale, conjuguée aux préoccupations croissantes des
consommateurs et aux contraintes réglementaires, souligne 1I’importance d’explorer des
alternatives plus durables, telles que les emballages biosourcés et biodégradables étudiés
dans ce projet. Dans ce contexte, de nombreuses législations internationales sont mises en
place pour encourager 1’utilisation de matériaux plus durables. Parallelement, une cons-
cience écologique accrue parmi les consommateurs les incite a privilégier des solutions
d'emballage ayant un moindre effet nuisible sur I'environnement. Ce mouvement refléte
une exigence croissante pour des pratiques de consommation durables et responsables

[19].

Pour répondre aux enjeux associés aux intoxications alimentaires tout en réduisant I'im-
pact environnemental des emballages a base de polymeres synthétiques, une solution pro-
metteuse réside dans le développement d'emballages fabriqués a partir de matériaux bio-

sourcés et compostables. Ces nouveaux types d'emballages intégreraient des agents
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antibactériens capables de réduire ou de limiter la prolifération des bactéries pathogenes
[20]. Rappelons que l'utilisation de matériaux biosourcés contribue a réduire la dépen-
dance aux ressources fossiles et favorise une meilleure intégration des produits dans les

cycles biologiques, assurant ainsi une décomposition naturelle sans résidus nocifs.

Dans cette optique, il est essentiel que les agents antibactériens employés soient non seu-
lement efficaces contre les pathogénes spécifiques mais aussi sécures lors de leur contact
avec les aliments. Les agents antibactériens sont nombreux tel que les huiles naturelles,
des nanoparticules d’argent, la nisine, les peptides antibactériens, des bactériophages, etc.
Ceci implique un choix rigoureux d’agents antibactériens et de composés pour leur for-
mulation, qui doivent étre certifiés de grade alimentaire, afin d'assurer la sécurité des con-
sommateurs et de minimiser les risques pour la santé. En parall¢le, du point de vue éco-
nomique, I'adoption de ces technologies doit étre viable, ce qui nécessite une évaluation

approfondie des colits de production et de mise en ceuvre.

Parmi les agents antibactériens dans le secteur de 1’emballage, les bactériophages sont
prometteurs, principalement en raison de leur spécificité. Ils n'altérent pas la flore micro-
bienne non ciblée présente dans les aliments, ni la qualité des aliments, mais leur mise en
ceuvre nécessite une connaissance fine des pathogenes ciblés et une maitrise des condi-
tions de conservation, sans oublier les aspects techniques concernant leur incorporation
ou leur application a la surface d’un emballage. Des compagnies comme Intralytix (Etats-
Unis) et Micreos (Pays-Bas) produisent et commercialisent plusieurs phages commer-
ciaux pour I’industrie alimentaire, mais ils sont utilisé€s pour la désinfection avant ou pen-
dant le processus d’emballage et ils ne sont pas incorporés a I’emballage ou appliqués a
sa surface. Des recherches systématiques sont requises pour intégrer ces bactériophages

dans les emballages et les avancées scientifiques sont prometteuses.

Une approche a explorer serait d’incorporer ces agents en surface des emballages afin de
limiter la prolifération bactérienne, contribuant ainsi a prolonger la durée de conservation
des aliments, a réduire le gaspillage et a limiter les risques d’intoxication. Cette stratégie
aligne sécurité alimentaire, durabilité environnementale et responsabilité économique, et
constituerait une avancée majeure vers la mise en place d’un systéme de production du-

rable et respectueux de I’environnement.



1.2 Contexte industriel spécifique du partenaire

Avec l'avancée technologique en matiére d'appareils électroniques, une diminution signi-
ficative de la demande en journaux imprimés est observée. En réponse a cette tendance,
I’industrie des pates et papiers est confrontée a la nécessité de diversifier leur offre. Pour
rester compétitives, elles explorent des avenues de produits novateurs tout en maximisant

I'utilisation de leurs infrastructures existantes.

Dans ce contexte, Kruger avait annoncé un investissement de 120 M$ pour diversifier ses
usines de Bromptonville et Wayagamack afin de mettre sur le marché des produits spé-
cialisés a base des celluloses, dont des produits de grade alimentaire. Une nouvelle entité
appelée Kruger Specialty Papers (KSP) avait alors été créée pour porter cette diversifica-
tion. Les emballages alimentaires fonctionnels contenant des agents antibactériens comme
les bactériophages font partie de ces produits. Des recherches sont nécessaires pour déve-
lopper et appliquer des formulations antibactériennes a base des bactériophages. Par la
suite, des essais d’application a I’échelle pilote permettrait de valider la faisabilité de fa-
briquer ce type de produit dans les installations de la compagnie au Québec. Parmi les
nouvelles connaissances a développer, il serait essentiel de vérifier si les conditions spé-
cifiques des procédés de fabrication du papier, telles que la température lors du séchage
du papier, ’humidité finale ou I’impact mécanique subi par les phages, affectent leur ac-

tivité antibactérienne.

1.3 Projet de recherche

Ce projet de doctorat s’inscrit donc dans un projet global réalisé en collaboration avec
Innofibre du Cégep de Trois-Rivieres (QC, Canada) et I’entreprise Kruger et a pour ob-
jectif général de développer un emballage alimentaire antibactérien a base de fibres cellu-
losiques intégrant des bactériophages actifs contre un pathogene alimentaire causant le
plus de déces lors de contamination alimentaire, soit Listeria monocytogenes. Les résultats
de ce projet de recherche permettront de proposer une solution innovante permettant de
réduire le risque de contamination des aliments préts a manger tout en assurant la faisabi-
lité industrielle du procédé et en favorisant 1’utilisation de matériaux biosourcés et biodé-

gradables.
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La these est divisée en plusieurs chapitres. D’abord, une revue de littérature est présentée
sur les emballages alimentaires bioactifs, les bactériophages et leur incorporation dans des
matrices ou leur application a la surface. Ensuite, les hypothéses et les objectifs de re-
cherche sont présentés, suivis de la méthodologie retenue. Les résultats sont finalement
présentés et discutés. Les conclusions et les perspectives de recherche terminent cette

thése.



Chapitre 2 - Revue de la littérature

Ce chapitre est divisé en plusieurs sections. La premiére section traite bricvement des
principales bactéries pathogenes d’origine alimentaire impliquées dans les toxico-infec-
tions, puis introduit plus spécifiquement L. monocytogenes, une bactérie particuliérement
préoccupante en raison de sa capacité d’adaptation et de la sévérité des infections qu’elle
provoque. La deuxiéme section porte sur les emballages alimentaires et plus particuliére-
ment les emballages antibactériens pour la sécurité alimentaire. La troisiéme partie ex-
plore les agents antibactériens, notamment les bactériophages et leurs applications. La
quatriéme section est dédiée a I’état de I’art sur le développement des papiers bioactifs,
en mettant en avant l'utilisation des phages comme agents antibactériens. De plus, cette
section fait I’état des connaissances actuelles sur les propriétés des papiers et de leurs
surfaces, qui influencent leur efficacité antibactérienne. Enfin, le chapitre se conclut par

les hypothéses et les objectifs spécifiques du projet.

2.1 Les bactéries pathogéenes alimentaires

Les bactéries sont omniprésentes dans 1’environnement et la vie quotidienne [21]. La ré-
duction de I’exposition humaine a ces agents pathogenes a d’importantes répercussions
sur la santé publique et sur I’économie. C’est particuliérement le cas des bactéries patho-
genes d’origine alimentaire. Les trois especes de bactéries pathogenes les plus répandues
dans le domaine alimentaire, les maladies qui y sont associées, les symptomes et les
sources sont résumeées dans le Tableau 2.1. L. monocytogenes est la bactérie pathogene
alimentaire qui fait I’objet du présent projet, car, par rapport aux autres, elle est respon-

sable de nombreux décés dans ses nombreux cas recensés de contaminations alimentaires.



Tableau 2.1 Les bactéries pathogénes le plus répandues dans le domaine alimen-

taire.

Bactéries Maladies Symptomes Sources Réf.

Les produits : lai-
tiers, viandes, ma-

Fiévres, Douleurs

L. monocytogenes | Listériose musculaires, Pertes | . L . 22
e rins, végétaux (fruits
d’équilibres \
et Iégumes)
Gastroenté- . . . Fruits et 1égumes
! " Fievres, Diarrhées, . )
Salmonella sp. rites, Fiévre . non lavés, Viandes 23
. Vomissements .
typhoide non cuites, (Eufs

Nausées, Vomisse-

Viande non cuite
ments, Pertes de ’

. Gastroenté- Lait (cru) et fro- 24
E. coli . sang, Crampes :
rites , mages non pasteuri-
d’estomac, Peu ou ,
ses, Jus

pas de fievre

2.2 Listeria monocytogenes
2.2.1 Historique

L. monocytogenes est une bactérie Gram positive et ubiquitaire, isolée pour la premiére
fois en juillet 1924 en Angleterre lors d’une épidémie touchant des lapins et des cobayes
de laboratoire. Elle a été identifiée comme 1’agent responsable d’une €élévation anormale

du taux de monocytes chez les animaux malades [25].
2.2.2 Ecologie de L. monocytogenes

L. monocytogenes se retrouve fréquemment dans 1’environnement, notamment sur les
mains, dans les réfrigérateurs et sur diverses surfaces en contact avec les aliments [22].
C’est une bactérie mésophile capable de proliférer dans différents biotopes comprenant
les écosystémes naturels (terre et eau), les denrées alimentaires, le tractus intestinal des
animaux et les surfaces inertes. Elle peut survivre jusqu’a deux ans dans les sols humides.
Ses cellules peuvent résister aux traitements de nettoyage-désinfection et ainsi persister,
entre autres, dans les ateliers de production de I’industrie agroalimentaire [26]. Par ail-
leurs, L. monocytogenes tolere le froid. Contrairement a la plupart des bactéries, elles con-

tinuent a se multiplier a basse température, mais a un rythme plus lent. Il s’agit donc d’une
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bactérie psychotrophe. Elle supporte ¢galement de fortes doses de sel, plus de 10 g/L. Elle
peut coloniser les saumures. Les souches de L. monocytogenes sont détruites par la pas-
teurisation (15 secondes a 72°C), par les désinfectants usuels et par une acidité assez forte
(pH < 4) [27]. Dans de rares cas, cette bactérie environnementale peut contaminer un
produit lors de son emballage, de sa distribution ou de sa manutention par le consomma-

teur.
2.2.3 Caractéristiques

L. monocytogenes se présente sous la forme de petits bacilles droits, mesurant 0,4 2 0,5 um
de diamétre et 0,5 a 2 pm de longueur, aux extrémités arrondies Elle peut apparaitre de
maniére isolée ou groupée en V ou en L ou en palissades ou, parfois, en courtes chaines
ou petits amas [28]. La Figure 2.1 représente une image obtenue par un microscope ¢élec-

tronique a balayage de L. monocytogenes [29].

Figure 2.1 Morphologie de L. monocytogenes obtenue par un microscope électro-

nique a balayage.

Ce sont des bactéries, non acidorésistantes, non capsulées, non sporulées aéro-anaérobies
facultatives et mobiles (lorsqu’elles sont cultivées a 20°C). Elles peuvent étre cultivées

sur des milieux classiques, tels qu'une gélose nutritive ou une gélose au sang [26].

Les scientifiques s’entendent généralement sur le fait que de faibles concentrations de
L. monocytogenes ne sont pas inhabituelles dans I’environnement du secteur de 1’alimen-
tation et que ces faibles concentrations sont généralement consommeées par des gens en

santé¢ sans danger apparent. La plupart des gens sont exposé€s de fagon routiniere a
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L. monocytogenes sans avoir de problémes de santé. Bien que la dose infectieuse soit éva-
luée a 10% a 10° CFU L. monocytogenes/gramme de produit ingéré [30, 31], certains pays
considérent la présence de la bactérie a une concentration de 10> a 10> CFU/g dans

I’aliment comme un risque faible pour la plupart des consommateurs [32].
2.2.4 Listériose

La listériose est une maladie d’origine alimentaire causée par L. monocytogenes [33]. Elle
touche le plus souvent les nouveau-nés, les personnes immunodéprimées, les ainés et les
femmes enceintes [34]. En général, les symptomes des formes bénignes apparaitront beau-
coup plus tot que ceux des formes séveres. Parmi les symptomes de listériose, citons les
crampes, la diarrhée, les maux de téte, les frissons, la fatigue, des douleurs musculaires et
articulaires, la nausée, la fievre persistante et les vomissements. Les symptomes apparais-
sent le plus souvent entre 3 et 30 jours aprés la consommation d’aliments contaminés,
mais parfois méme jusqu’a 70 jours plus tard [35]. L’infection évolue rarement vers une
méningo-encéphalite (infection du cerveau et des tissus avoisinants) ou une septicémie
(infection généralisée due a la présence de bactéries dans le sang) dont certaines sont mor-
telles. Au total, 20 a 30 % des personnes atteintes de formes graves décédent. Chaque
année, une soixantaine de cas sont déclarés au Canada [36]. Le 11 octobre 2024, Santé
Canada a publié les résultats d'une enquéte épidémiologique révélant 20 cas de listériose
d'origine alimentaire liés a la consommation de boissons réfrigérées entre aotit 2023 et mi-
juillet 2024. Parmi ces cas, 15 personnes ont été hospitalisées et trois décés ont été confir-
més [37]. Ces incidents soulignent la gravité d’une contamination par L. monocytogenes
dans des produits pourtant considérés comme a faible risque, mettant en évidence la né-
cessité de renforcer les mesures de controle, de détection et d’élimination de cette bactérie

pour assurer la sécurité des aliments et en particulier les aliments préts a manger.

La listériose se traite généralement par 1’administration rapide d’antibiotiques a large
spectre, en particulier la pénicilline ou I’ampicilline, seules ou en association avec la gen-
tamicine, selon la gravité de I’infection et le statut immunitaire du patient. Chez les pa-
tients allergiques a la pénicilline, des alternatives comme le triméthoprime-sulfamé-
thoxazole peuvent étre envisagées [38]. Toutefois, I'utilisation des antibiotiques peut par-

fois étre limitée par I’émergence de souches bactériennes résistantes, ce qui complique la
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prise en charge des infections. Le diagnostic précoce est essentiel pour limiter la gravité
de I’infection, en particulier chez les populations a risque. Cependant, la prévention reste
la stratégie la plus efficace, en particulier par le contréle des sources de contamination
tout au long de la chaine alimentaire. A ce titre, les emballages alimentaires représentent
une solution complémentaire essentielle pour améliorer la sécurité des aliments, notam-

ment ceux préts a manger.

Compte tenu des risques sanitaires €leveés associés a L. monocytogenes et de sa présence
potentielle dans divers aliments préts & manger, plusieurs autorités réglementaires ont éta-
bli des seuils stricts de réduction bactérienne afin d’assurer la sécurité alimentaire. La
section suivante présente les principales références réglementaires et normes de réduction

logarithmique utilisées dans I’industrie alimentaire pour contrdler ce pathogene.
2.2.5 Role des emballages dans la protection des aliments

L’emballage alimentaire ne se limite pas a contenir un produit, il participe ainsi activement
a la préservation de la qualité, de la fraicheur, et a la sécurité des aliments tout au long de
leur cycle de vie [39, 40, 41]. Cette fonction repose sur les propriétés barrieres de 1’em-
ballage, définies comme sa capacité a limiter ou empécher le transfert de gaz, d’humidité,
de lumiere ou de micro-organismes. Ces propriétés sont fondamentales pour préserver la
qualité microbiologique, chimique et sensorielle des aliments jusqu’a leur consommation

[40].

2.2.6 Références réglementaires et normes de réduction logarithmique en

microbiologie alimentaire.

La réduction logarithmique est un outil utilisé en microbiologie alimentaire pour exprimer
I’efficacité d’un traitement antibactérien. En pratique, elle permet de quantifier la diminu-
tion de la charge bactérienne apres 1’application d’un procédé de contrdle. Les normes de
réduction logarithmique, dans l'industrie alimentaire, varient selon le type d'aliment, le
procédé¢ de fabrication, les réglementations locales et les exigences spécifiques de chaque
entreprise. Aux Etats-Unis, la Food and Drug Administration (FDA) recommande, pour

les aliments préts a manger, une réduction minimale de 5 logs (soit une diminution d’un
p ger, g
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facteur de 100 000) de L. monocytogenes avec une concentration résiduelle inférieure a
100 CFU/g [42]. Cette recommandation concerne notamment les produits laitiers, les
viandes transformées et les plats préparés, qui présentent un risque particulier de conta-
mination. Elle sert également de référence pour 1’industrie, qui 1’utilise pour orienter ses
pratiques de fabrication et ses programmes de contrdle de la qualité. Au Canada, I'Agence
canadienne d'inspection des aliments (ACIA) applique des exigences similaires pour les

aliments préts a manger qui ne sont pas cuits avant d’étre consommés [43].

Dans le contexte de cette thése, ces normes constituent un point de comparaison pour
évaluer I’efficacité des phages comme agents antibactériens, qu’ils soient appliqués direc-
tement ou immobilisés sur des papiers bioactifs. L’ utilisation de la réduction logarith-
mique permet ainsi de mesurer de fagon comparable I’effet inhibiteur du traitement sur la
croissance de L. monocytogenes et de situer les résultats obtenus par rapport aux seuils

réglementaires.

2.3 Emballages alimentaires

Cette section porte sur les différents aspects liés aux emballages alimentaires. Elle pré-
sente d’abord les principales causes de détérioration des aliments, puis décrit les roles que
jouent les emballages dans leur protection et leur conservation. Les matériaux couram-
ment utilisés dans 1’industrie alimentaire sont ensuite passés en revue, en mettant en lu-
miere leurs propriétés et leurs limites. La section aborde également les avancées récentes
en matiere d’emballages actifs et bioactifs, congus pour interagir avec les aliments ou leur
environnement, ainsi que les emballages intelligents, capables de détecter des altérations.
Enfin, un focus est fait sur les emballages antibactériens, qui integrent des agents antibac-

tériens pour limiter la prolifération bactérienne et améliorer la sécurité des aliments.
2.3.1 Causes de détérioration des aliments

I1 existe plusieurs causes de détérioration des aliments, qu’ils soient d’origine microbio-
logique, biochimique, physique ou chimique. Ces causes peuvent €tre intrinseques aux
aliments ou induites au cours des étapes de transformation, de manipulation ou de conser-

vation. Parmi elles, la dégradation microbiologique, notamment celle provoquée par les
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bactéries, est généralement la plus dominante [44]. Toutefois, d’autres mécanismes, tels
que I’oxydation des lipides ou un exces d’humidité favorisent la croissance de moisis-
sures, contribuent également a une détérioration accélérée. Afin de limiter ces altérations,
divers traitements sont traditionnellement utilisés, tels que le traitement thermique, la
haute pression, I’irradiation, la déshydratation et les traitements chimiques. Néanmoins,
malgré leur efficacité, ces procédés n’éliminent pas totalement le risque de recontamina-
tion au cours des étapes de manipulation de stockage, de transport et de distribution. C’est

pourquoi il faut avoir recours a des emballages.
2.3.2 Matériaux utilisés pour les emballages alimentaires

Comme mentionné dans 1’introduction, les plastiques issus de ressources non renouve-
lables dominent actuellement le marché des emballages alimentaires en raison de leurs
propriétés techniques et de leur faible cotlit de production. Dans cette section, un apergu
plus large des matériaux utilisés dans l'industrie alimentaire est présenté. Outre les plas-
tiques, les matériaux d’emballage les plus couramment utilisés sont les papiers et cartons,
le verre et les métaux [45]. Les plastiques offrent une grande flexibilité et une variété
d'options de forme et de taille, mais peuvent poser des défis en termes de recyclabilité et
de durabilité environnementale. Les papiers et cartons offrent une bonne protection et une
capacité d'impression pour la communication aupres des consommateurs. Le verre, bien
que fragile, est apprécié pour son inertie chimique, sa transparence et sa recyclabilité. En-
fin, les métaux tels que I'aluminium et l'acier sont souvent utilisés pour les produits a
longue durée de conservation, car ils offrent une barriere efficace contre I'oxygene, la lu-

miere et les micro-organismes [46, 47].

Chaque matériau présente des avantages et des limites. Le choix du matériau approprié
dépend des besoins du produit alimentaire, des contraintes logistiques, des considérations

de sécurité et des préoccupations environnementales.
2.3.3 Emballages actifs et bioactifs

En plus de son rdle principal, certains emballages peuvent étre congus pour interagir avec

le produit ou son environnement. Lorsqu’ils intégrent des composés ayant une activité



15

biologique ciblée, on parle alors d’emballages bioactifs. Ces types d’emballage interagis-
sent avec les aliments dans le but de prolonger leur durée de conservation, de limiter la
croissance microbienne ou de préserver leurs caractéres organoleptiques, telles que la cou-
leur et les aromes [48]. En fonction de I’agent intégré, celui-ci se libére, pour offrir son
activité intrinséque telle qu’une protection antibactérienne, antioxydante et antifongique
aux aliments emballés [13]. La présence des agents antibactériens permet de limiter la
détérioration des aliments par des bactéries et par conséquent de prolonger sa durée de vie
tout en garantissant leur sécurité alimentaire [44]. Plusieurs emballages actifs sont com-
mercialisés, tels que des emballages antibactériens, antioxydants et des emballages émet-

tant/générant du dioxyde de carbone.

Les emballages actifs sont généralement classés selon leurs fonctionnalités [48] :

- Les absorbeurs : ces emballages ont la capacité d’absorber certains composés in-
désirables qui modifient la qualité des aliments, tels que I'oxygene, I'humidité ou
les composés volatils. Leur rdle principal est de prolonger la durée de conservation
en réduisant les réactions de dégradation (exemple : absorbeurs d’oxygéne pour
ralentir les risques d’oxydation et par conséquent la dégradation).

- Les émetteurs : ces emballages libérent des substances actives dans 1'environne-
ment des aliments pour prévenir leur détérioration ou les protéger contre les mi-
croorganismes. Cela peut inclure des agents antibactériens, des antioxydants ou
des gaz de conservation.

- Les régulateurs : ces emballages régulent les conditions environnementales a
l'intérieur de 'emballage, telles que I'humidité ou la composition de I'atmospheére,

pour optimiser la conservation et maintenir la qualité des aliments.

Chacune de ces fonctionnalités peut étre utilisée seule ou en combinaison dans un embal-
lage alimentaire actif, selon les besoins spécifiques du produit et les conditions de stock-

age.
2.3.4 Distinction avec les emballages intelligents

Il convient de distinguer les emballages actifs de certains dispositifs dits intelligents,

comme les papiers indicateurs ou les capteurs, qui ne modifient pas les propriétés de
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I’environnement, mais permettent de détecter un changement (présence de bactéries,
d’oxygene ou d’humidité) et d’en informer visuellement le consommateur ou 1’industriel,
souvent par un changement de couleur [49]. De telles technologies sont de plus en plus
étudiées pour leur role dans I’amélioration de la tragabilité, la sécurité des denrées péris-

sables et la lutte contre le gaspillage alimentaire [50].
2.3.5 Emballages antibactériens : intégration des agents antibactériens

Parmi les différentes applications d’emballages actifs, ceux incorporant des agents anti-
bactériens suscitent un intérét croissant, notamment en réponse aux préoccupations liées

a la sécurité microbiologique des aliments.

L’agent antibactérien peut €tre introduit selon plusieurs fagons : 1) introduction de I’agent
dans un sachet (cas des agents volatils : huiles essentielles, éthanol), 2) ajout de 1’agent
dans la composition de ’emballage (en mélangeant avec les polymeres), 3) application
d’un film contenant 1’agent, 4) greffage ionique ou covalent de 1’agent en surface, 5) uti-

lisation d’un polymere qui a des propriétés antibactériennes (ex. : chitosane) [13, 41].

2.4 Matériaux biosourcés pour les emballages alimentaires

Méme si les emballages actifs et intelligents permettent d’améliorer la conservation des
aliments, le choix du matériau utilisé reste un facteur déterminant dans la réduction de
I’impact environnemental [51]. Les matériaux d’emballage conventionnels, majoritaire-
ment issus de ressources fossiles, présentent des limites importantes, notamment leur non-
biodégradabilité et leur recyclabilité restreinte en cas des contaminations alimentaires, ce

qui pose de sérieux problémes écologiques [52, 53].

Dans ce contexte, les emballages biosourcés, élaborés a partir de matiéres premieres re-
nouvelables, suscitent un intérét croissant en tant qu’alternative plus respectueuse de 1’en-
vironnement. Plusieurs matériaux biosourcés et biodégradables émergent comme alterna-
tives prometteuses [53, 54]. Le polylactide (PLA), issu de la fermentation de ressources
renouvelables comme le mais ou la canne a sucre, est aujourd’hui largement utilisé dans

des produits a courte durée de vie (barquettes, gobelets, films), notamment sous la marque
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commerciale NatureWorks® PLA. Bien qu’il soit compostable en conditions indus-
trielles, il reste sensible a I’humidité et nécessite des installations spécialisées pour sa dé-
gradation [55, 56]. De leur coté, les polyhydroxyalcanoates (PHA), produits par fermen-
tation bactérienne de sucres ou de lipides, comme le polyhydroxybutyrate (PHB) et le
poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalérate) (PHBYV), offrent une biodégradabilité
compléte dans I’environnement naturel, mais leur cotit élevé reste un frein a leur adoption
a grande échelle. Parmi les biopolymeéres naturels les plus étudiés pour les applications
d’emballage alimentaire figurent I’amidon, les protéines (telles que la caséine, la gélatine
et le gluten), la cellulose, le chitosane et les polysaccharides marins comme I’alginate.
Tous présentent un fort potentiel en raison de leur biodégradabilité, de leur aptitude a
former des films, ainsi que de leur compatibilité avec des agents antibactériens. Le chito-
sane, en particulier, se distingue par ses propriétés antibactériennes intrinseques liées a ses
groupes amino chargés positivement, bien que sa sensibilité a I’humidité et sa faible dif-

fusion industrielle limitent encore son usage a grande échelle [53].

Parmi les matériaux biosourcés, la cellulose représente une solution particuliérement pro-
metteuse pour la conception d’emballages actifs antibactériens. Polymeére naturel le plus
abondant sur Terre, la cellulose est biodégradable, renouvelable, peu coliteuse, non
toxique, et facilement modifiable chimiquement, ce qui en fait une matrice de choix pour
I’immobilisation d’agents antibactériens [57]. Ce polymere présente des propriétés tech-
niques intéressantes pour certaines applications de conservation des aliments, notamment
en termes de flexibilité, transformabilité et compatibilité alimentaire. Bien que ses pro-
priétés barrieres naturelles soient limitées, elles peuvent étre ameéliorées par des modifica-
tions chimiques ou des traitements de surface, rendant la cellulose adaptée a des fonctions
actives. Sa biodégradabilité naturelle en fait un matériau respectueux de I’environnement,
répondant aux préoccupations croissantes en matiére de durabilité, tant du coté des con-
sommateurs que des politiques publiques. De plus, grace a sa richesse en groupes hy-
droxyles, la cellulose offre une excellente aptitude a I’incorporation d’agents antibacté-
riens, tels que les bactériophages, sans compromettre la sécurité ni I’intégrité des aliments
[58]. Enfin, un avantage stratégique majeur réside dans I’existence d’installations indus-

trielles déja en place pour la production et la transformation des papiers a base de fibres
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cellulosiques, ce qui facilite I’adoption de ce matériau dans une optique de transfert tech-

nologique et de mise en ceuvre a I’échelle industrielle.

Dans cette optique de durabilité, les emballages alimentaires modernes tendent également
a intégrer des fonctions actives ou bioactives. Il ne s’agit plus uniquement de protéger
physiquement les aliments, mais aussi d’interagir avec eux ou leur environnement pour
prolonger leur durée de vie ou améliorer leur qualité sensorielle. Les agents antibactériens

feront 1’objet de la section suivante.

2.5 Les agents antibactériens ciblant les bactéries d’intérét alimentaire

Les agents antibactériens sont des substances capables d’inhiber la croissance des bacté-
ries ou de les éliminer. Dans le cadre du développement d’emballages alimentaires actifs,
leur role est de contribuer a la sécurité microbiologique des aliments, notamment en ci-

blant L. monocytogenes.

Plusieurs catégories d’agents antibactériens ont été explorées dans la littérature, telles que
les nanoparticules, les polymeres actifs, les huiles essentielles et les agents biologiques
ciblés. Cette section présente une revue de principaux agents antibactériens étudiés dans
le contexte de I’emballage alimentaire. L’accent est mis sur leurs mécanismes d’action,
leur efficacité contre L. monocytogenes et leur potentiel d’intégration dans un matériau

d’emballage actif a base de fibres cellulosiques.
2.5.1 Nanoparticules antibactériennes

L’intégration de nanoparticules dans des matériaux d’emballage actifs constitue I’un des
axes de recherche les plus explorés pour la lutte contre les bactéries pathogenes en agroa-
limentaire, dont L. monocytogenes. Plusieurs types de nanoparticules métalliques ou
d’oxydes métalliques ont démontré une activité antibactérienne notable contre un large
éventail de souches [59, 60]. Les plus étudiées dans le contexte alimentaire sont les nano-
particules d'argent (AgNPs), de zinc (ZnO), de cuivre (CuO), de dioxyde de titane (TiO2)
et de magnésium (MgO) [60]. Leur efficacité repose sur des mécanismes d’action mul-

tiples, souvent synergiques :
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- Libération d’ions métalliques : Ce mécanisme est central pour les AgNPs, ZnO,
CuO, et MgO. Les ions libérés interagissent avec les membranes bactériennes, les
protéines essentielles, I’ADN et les enzymes métaboliques, perturbant ainsi 1’équi-
libre cellulaire et conduisant a la mort bactérienne [59, 61].

- Génération d’especes réactives de 1’oxygene: Les nanoparticules, en particulier de
ZnO et TiO», favorisent la formation de radicaux libres, qui provoquent un stress
oxydatif destructeur pour I’ADN, les membranes lipidiques et les protéines bacté-
riennes. Ce mécanisme est renforcé sous lumiere UV pour TiO, bien que son ef-
ficacité diminue en absence d’activation lumineuse [59, 60].

- Altération de la membrane cellulaire : Par contact direct, les nanoparticules per-
turbent la membrane plasmique bactérienne, induisent une fuite de contenu intra-
cellulaire et provoquent la perte du potentiel membranaire. Cela a été démontré
pour des AgNPs, CuO et ZnO sur des bactéries Gram positives et Gram négatives
[59, 61].

- Inhibition des processus vitaux : Certaines études rapportent I’interférence des na-
noparticules avec la réplication de I’ADN, la respiration cellulaire ou la synthese
protéique, selon la nature de la nanoparticule et la souche bactérienne concernée

[59, 61].

La taille, la forme, la surface spécifique et la charge des nanoparticules influencent forte-
ment leur activité. Les particules de petite taille (souvent <20 nm) présentent une surface
de contact accrue et une réactivité¢ chimique plus €levée, ce qui améliore leur efficacité

antibactérienne [61].

Plusieurs études ont montré que des nanoparticules peuvent étre incorporées dans des ma-
trices polymériques biosourcées, telles que le PLA, ’amidon ou certains dérivés de la

cellulose, pour améliorer les propriétés barricres et antibactériennes des emballages [62].

Malgré leur potentiel, 1’utilisation des nanoparticules souléve des préoccupations toxico-
logiques. Les études disponibles montrent qu’en plus d’agir sur les bactéries, ces parti-
cules peuvent également affecter des cellules eucaryotes (hépatocytes, cellules pulmo-
naires, cellules intestinales) et perturber certains équilibres écologiques lorsqu’elles sont

relachées dans I’environnement [59, 61]. Les voies d’exposition les plus critiques sont la



20

migration vers les aliments, 1’inhalation lors de la fabrication, et la bioaccumulation dans
les systémes aquatiques [61, 63]. Par ailleurs, leur production et leur intégration dans des
matériaux d’emballage restent coliteuses, limitant leur rentabilité industrielle. Pour ces
raisons, malgré 1’efficacité démontrée de nombreuses nanoparticules contre L. monocyto-
genes dans des contextes in vitro, leur usage demeure limité dans les emballages alimen-
taires commercialisés. Les recherches se sont donc orientées vers d’autres approches an-
tibactériennes plus compatibles avec les exigences de sécurité alimentaire, telles que 1’uti-

lisation de polymeres antibactériens, présentés dans la section suivante.
2.5.2 Polymeéres antibactériens pour ’emballage actif

Certains polymeres, naturels ou synthétiques, ont démontré une activité antibactérienne
qui suscite un intérét croissant pour des applications en emballage alimentaire actif. Parmi
les plus étudiés, on retrouve le chitosane, les polyéthyléneimines quaternisés (QPEI), les
polymeéres a groupes ammonium quaternaires comme le poly(4-vinylpyridine) quaternisé,
ou encore les copolyméres mimant les peptides antibactériens tels que les poly (phenylene

ethynylene) [64].

Le mécanisme d’action de ces polymeéres repose généralement sur une interaction élec-
trostatique entre les charges cationiques du polymere et les membranes bactériennes char-
gées négativement. Cette interaction perturbe I’intégrité membranaire, provoque une fuite
du contenu intracellulaire, et peut mener a la lyse cellulaire. Dans le cas des copolymeéres
amphiphiles, les segments hydrophobes favorisent également 1’insertion dans la bicouche

lipidique, accentuant la désorganisation membranaire [64].

Parmi les polyméres naturels, le chitosane est particulierement promoteur. Il agit non seu-
lement par désorganisation membranaire, mais également par chélation des ions métal-
liques, perturbation de la syntheése d’ADN/ARN, et activité antioxydante, ce qui en fait un
candidat de choix pour des emballages actifs multifonctionnels [65]. Son incorporation
dans des films composites avec de la cellulose a démontré une efficacité antibactérienne
marquée contre des bactéries telles que L. monocytogenes, ainsi qu’une amélioration des

propriétés mécaniques et barri¢res des films [66].
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Malgré ses nombreuses propriétés fonctionnelles, I'utilisation industrielle du chitosane
dans les emballages alimentaires reste limitée en raison de certaines contraintes tech-
niques. La nature hydrophile du chitosane entraine une faible résistance a I’humidité, tan-
dis que I’incorporation d’agents antibactériens peut perturber la structure physique du film
et dégrader ses propriétés mécaniques et barriéres [65]. A cela s’ajoute son coiit de pro-
duction et de purification, souvent élevé pour les grades alimentaires, ce qui représente un

frein important a sa mise en ceuvre industrielle [67].
2.5.3 Huiles essentielles a activité antibactérienne

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de composés volatils produits natu-
rellement par les plantes. Elles sont obtenues par distillation ou par expression mécanique
a partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs, de brindilles, d’herbes, d’écorces,
de bois, de racines ou de fruits, mais également a partir des gommes qui s’écoulent du
tronc des arbres [68]. Elles présentent une activité antibactérienne, notamment contre les
bactéries d’intérét alimentaire comme L. monocytogenes [69, 70]. Cette activité repose
principalement sur la nature lipophile de leurs constituants, qui leur permet d’interagir
avec les membranes bactériennes. Ces interactions entrainent une déstabilisation membra-
naire, une augmentation de la perméabilité, une fuite d’ions et de composés intracellu-
laires, et une inhibition de la respiration cellulaire. Selon la concentration et la composi-

tion, cela peut provoquer la lyse cellulaire et 1a mort de la bactérie [71].

Les huiles essentielles sont largement reconnues pour leurs propriétés antibactériennes,
attribuées a la présence de composés bioactifs tels que les terpenes et les phénols [72, 73].
Parmi les huiles essentielles étudiées, 'huile d'épinette noire contient des composés ma-
jeurs tels que l'a-pinéne et le B-pinene, qui agissent en perturbant l'intégrité de la mem-
brane cellulaire bactérienne, provoquant la fuite d'éléments essentiels a la survie cellulaire
[74, 75]. L'huile essentielle de menthe poivrée, riche en menthol et menthone, présente
des effets antibactériens en interagissant directement avec la membrane lipidique des bac-

téries, entrainant une perte de fonction membranaire et la mort cellulaire [76].

De maniére similaire, 1'huile de ceédre contient du cédrol et du thuyopséne, connus pour

leur capacité a inhiber la croissance bactérienne en modifiant la perméabilit¢ de la
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membrane et en perturbant la synthése des protéines bactériennes [77]. L'eugénol, com-
posant principal de 1'huile de clou de girofle, est un puissant agent antibactérien qui agit a
la fois sur la membrane cellulaire et les enzymes intracellulaires des bactéries [ 78]. Enfin,
I'huile de bouleau jaune, riche en salicylate de méthyle, possede des propriétés antibacté-
riennes en inhibant la formation de biofilms et en affectant les voies enzymatiques des
bactéries [79]. Dans le cadre de cette étude, les huiles essentielles ont été évaluées princi-
palement pour leur activité antibactérienne individuelle contre L. monocytogenes, afin
d’identifier leur potentiel d’intégration dans des systémes d’emballage actifs. Leur éven-
tuelle combinaison avec d’autres agents antibactériens sera abordée ultérieurement dans

ce chapitre.
2.5.4 Agents biologiques antibactériens spécifiques

Une stratégie émergente pour lutter contre les bactéries d’intérét alimentaire consiste a
utiliser des agents antibactériens biologiques ciblés [80]. Ils ont I’avantage de viser spéci-
fiquement certains pathogénes sans affecter les bactéries utiles telles que celles interve-
nant dans la fermentation. Ces agents incluent notamment les anticorps, les enzymes an-
tibactériennes, les bactériocines, les aptameres et les bactériophages. Ceci permet de con-
server la qualité organoleptique, de préserver la valeur nutritive de I’aliment, surtout dans

le cas d’un produit fermenté.

Le Tableau 2.2 résume les principales classes d’agents antibactériens biologiques étudiés
dans le contexte de ’emballage alimentaire actif. Pour chaque catégorie, on précise la
nature du mécanisme d’action, les avantages li€s a leur spécificité, ainsi que les limites
techniques ou économiques rencontrées dans leur mise en ceuvre. Des exemples concrets

d’application sont également présentés pour illustrer leur potentiel.
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Tableau 2.2 Principales classes d’agents antibactériens biologiques utilisés en em-

ballage alimentaire actif, avec leurs mécanismes d’action, avantages et limites.

Agent anti- | Description | Mécanisme d’action | Avantage et | Exemples
bactérien inconvénients
Anti-L. mono-
Sy, | (T
Liaison spécifique a compatibles comme capteur
des antiggnes bcallcté- avec diverses dans un llajio-
. Protéines riens (surface cellu- platef ormes senseur a fibre
Anticorps . . - Colteux a .
complexes laire, toxines) pour . optique pour
A . | produire, sen- .
détection ou neutrali- | détecter la bac-
s sibles aux con- .
sation ditions (pH térie dans des
T°) P viandes prétes
a consommer
[81]
o + Rapides .
Hydrolyse ciblée de _apie Lysozyme actif
X L - Dispendieux, .
la paroi bactérienne ne peuvent pas | S Gram-+, uti-
Enzymes Protéines (ex. lysozyme), ou dil;ec temegt lis¢ dans des
catalytiques | inhibition métabo- .. revétements
. désactiver des :
lique bactéries actifs [82]
. + Scifi .. .
Insertion dans la AUX SGprZi;iques Nisine, Diver-
L Peptides de | membrane — forma- .. .. | gicine M35 uti-
Bacterio- . . . . - Spectre étroit, | T.
. faible poids | tion de pores — fuite e lisées contre L.
cines , . . stabilité va-
moléculaire | des ions et mort cel- | . . monocytogenes
. riable, Dispen-
lulaire dieux [83, 84]
Détecter Vibrio
. alginolyticus
Oligonu- dais deJ; ma-
cléotide - AR + Rapides, .
Liaison moléculaire a .. | trices [85] ; In-
fragment . . bonne stabilité . .
g des cibles spécifiques . s hiber la proli-
. d’acide nu- . - Dispendieux e .
Aptameres . bactériennes (pro- . fération bacté-
cléique) téines, toxines) — et peu dispo- rienne et per-
S‘pemﬁques détection, inhibition nible turber des bio-
a une cible .
‘- films résistants
bactérienne

(ex. E. coli, S.
aureus) [86]
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Agent anti- | Description | Mécanisme d’action | Avantage et | Exemples
bactérien inconvénients
+ Auto-ampli-
fiés, peu coli-

teux, Haute
e s Phage P100
spécificité, M
. . (Listex™)
. L Peut étre appli- 1
Adsorption spéci- . pour réduire L.
L \ qué en spray,
Virus infec- fique a la surface . monocytogenes
L . .. en solution ou
- tant spécifi- | bactérienne — injec- dans le fro-
Bactério- . e sur surfaces
quement tion de matériel gé- . . mage, les
phages . ” 1 - Risque de ré- .
des bact¢- nétique — réplica- . .. | viandes tran-
. . . sistance, délai . .
ries tion — lyse cellulaire chées, le pois-

d’action initial,
Sensibles aux
conditions
(pH, tempéra-
ture, matrice)

son cru et les
salades [87]

Plusieurs éléments justifient le choix des bactériophages comme agents antibactériens
dans le cadre de cette recherche. Contrairement aux anticorps, enzymes ou bactériocines,
les bactériophages présentent une treés haute spécificité d’action, un cofit de production
relativement faible, et une capacité d’auto-amplification en présence de leur hote, prolon-
geant ainsi leur efficacité sans intervention externe. Leur mécanisme d’action ciblé, fondé
sur la lyse cellulaire apres infection, permet une ¢limination efficace de pathogénes
comme L. monocytogenes tout en préservant la flore microbienne bénéfique des aliments.
Par ailleurs, les bactériophages sont déja reconnus réglementairement dans certaines ap-
plications commerciales (par exemple Listex™) [88] et peuvent étre intégrés dans des
matrices d’emballage alimentaire telles que I’alginate ou la cellulose. Ces caractéristiques
en font une solution a la fois scientifiquement fondée, technologiquement applicable et
adaptée aux exigences de sécurité alimentaire. C’est donc sur cette base que cette thése
explore I’intégration des bactériophages dans un emballage cellulosique antibactérien ci-

blant L. monocytogenes.

Les bactériophages représentent une voie prometteuse pour lutter contre les bactéries [89].
IIs gagnent du terrain en tant qu’agent antibactérien pour limiter les épidémies d’origine

alimentaire [90]. Plusieurs études ont confirmé leur efficacité dans 1’élimination des
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bactéries impliquées dans des contaminations alimentaires. Dans ce contexte, et par la

suite, cette these cible 1’utilisation de bactériophages comme agents antibactériens.

2.6 Les bactériophages
2.6.1 Définition

Les bactériophages (ci-apres phages) sont des virus qui infectent spécifiquement des bac-
téries, grace a des structures spécialisées leur permettant de reconnaitre des récepteurs
bactériens [91]. Ils ont la particularité d’avoir une étroite spécificité, n’attaquant qu’une
espece ou une souche bactérienne précise. Contrairement aux antibiotiques, qui ciblent un
large spectre de bactéries, les phages n’ont aucun impact sur les cellules humaines. Les
phages mesurent généralement entre 20 et 300 nm, bien que certains phages puissent at-
teindre des tailles supérieures. Ils se caractérisent par la possession d’un seul type d’acide
nucléique et par un parasitisme intracellulaire obligatoire. Une caractéristique unique qui
appartient aux phages consiste dans leur croissance par cascade apres leurs interactions
avec les bactéries. En théorie, aprés I’infection de la bactérie, un phage est capable de se

reproduire pour attaquer d’autres bactéries une fois la cellule bactérienne lysée [92].

Les phages ont un large spectre d’activité vis-a-vis des bactéries : Gram positives ou Gram
négatives, acidorésistantes, sporulées ou non sporulées, aérobies ou anaérobies, sapro-
phytes ou pathogenes. Bien que les phages nécessitent la présence de bactéries pour se
multiplier, ils peuvent rester viables sur un support d’emballage alimentaire en 1’absence
immédiate d’hote bactérien, notamment s’ils sont protégés par un film ou un revétement
adapté [93]. Leur viabilité peut étre préservée grace a des matrices protectrices qui limitent
leur exposition aux facteurs environnementaux défavorables. Des études récentes ont éga-
lement montré que les phages peuvent étre stabilisés dans des poudres séchées par pulvé-
risation au sein d’une matrice de sucre vitreuse, ce qui permet de conserver leur activité

biologique méme en 1’absence d’hote.
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2.6.2 Sources

Les phages sont considérés comme étant plus nombreux dans la biosphére que n’importe
quel autre groupe d’organismes, procaryotes inclus. Ils se trouvent fréquemment dans le
tractus gastro-intestinal, sur la peau, dans I'urine et la bouche, dans le sol, les eaux (ri-
vieres, mer, égout), etc. Ils sont présents chez la plupart des végétaux, dans le tube digestif
et les excréments des animaux. Il est estimé qu'il y a environ 10°° & 1032 particules de
phages sur la terre [91]. Pour les humains, cela signifie qu’ils sont constamment expo-
sés aux phages, qui jouent un rdle essentiel dans la régulation des populations bacté-
riennes et le maintien de I’équilibre des écosystémes microbiens. Ils ne causent géné-
ralement pas d’infection puisqu’ils ciblent spécifiquement les bactéries; toutefois, en
modulant les populations bactériennes, ils pourraient influencer I’équilibre du micro-

biote.
2.6.3 Historique

Twort [94] en 1915 et D’Hérelle [95] en 1917 ont découvert indépendamment les phages.
En 1921 les phages ont été utilisés pour traiter des maladies de peau infectieuses dues au
Staphylococcus sp par Bruynogue et Maisin. Plusieurs pays ont utilisé les phages pour

traiter de maladies d’origine bactériennes dans les années 1930 [96].

Neéanmoins, 1’usage inappropri¢ des phages, la mort de quelques patients traités, le
manque de connaissances sur la nature des phages, 1’inefficacité de certaines préparations
commerciales de phages et la découverte de 1’antibiotique ont contribué a I’abandon de
I’utilisation des phages dans les pays occidentaux [97, 98]. Toutefois, les pays de I’Europe
de I’Est et I’ex-Union soviétique ont continu¢ a utiliser les phages comme agent thérapeu-

tiques [99].

Récemment les phages ont gagné du terrain en tant qu’agent antibactérien pour lutter
contre les contaminations des produits alimentaires [ 100]. La Figure 2.2 représente 1’évo-

lution du nombre de documents publiés en fonction des années'.

! Documents obtenus a partir de moteur de recherche Scopus en date du 24 juin 2025, lorsque les mots-clés
« Bacteriophage » et « Food » sont utilisés.
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Figure 2.2 Evolutions des nombres de documents scientifiques qui portent sur les

« Phages » et le « Food » en fonction de I’année.

L’augmentation de nombre de documents publiés au fil des années montre I’intérét et le
potentiel d’utilisation de phages pour protéger les aliments contre les infections bacté-

riennes.
2.6.4 Classification et composition

Les phages sont classés en fonction de la nature de leur acide nucléique ainsi que de leur
structure, notamment leur type de symétrie et la présence ou I’absence d’une enveloppe.
Ceux infectant L. monocytogenes appartiennent a la classe Caudoviricetes. lls possédent
une capside a symétrie icosaédrique. Ils sont composés de 3 parties principales : la capside
(renfermant le matériel génétique), la queue (cylindre creux) et les fibres caudales. La
classe Caudoviricetes inclut des phages a queue historiquement classés comme Myoviri-
dae, Siphoviridae et Podoviridae ; ces termes sont aujourd’hui descriptifs et non taxono-

miques, mais la structure de la queue influence toujours leur mécanisme d’infection. [101]

Les Myoviridae, a queue contractile, injectent rapidement leur matériel génétique, ce qui

les rend tres efficaces contre des bactéries a paroi €paisse. Les Siphoviridae, a queue
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longue non contractile, présentent une infection plus lente. Enfin, les Podoviridae, a queue
courte non contractile, utilisent des mécanismes enzymatiques pour injecter leur génome,

et sont adaptés a des hotes a paroi fine (Figure 2.3) [102].

Téte
Téte
Téte
Queue
Queue
Fibres caudales Queue

Fibres caudales

Podoviridae
Myoviridae

Siphoviridae

Figure 2.3 Représentation schématique des phages a queue de la classe Caudoviri-

cetes [102].
2.6.5 Interaction phages — bactéries
Un contact entre un phage et une bactérie peut aboutir a trois situations [103] :

e La bactérie résiste a I’infection. Cette résistance peut étre due a 1’absence de ré-
cepteurs nécessaires a la fixation du phage ou a la présence d’enzymes de restric-

tion capables de dégrader I’acide nucléique phagique.

e Le phage ou seulement son acide nucléique pénetre dans la bactérie et I’acide nu-
cléique phagique s’intégre dans le génome bactérien, ou il persiste a 1’état latent
sous forme de prophage. Ce cycle est appelé lysogénique, et le phage est alors un

phage tempére.

e Le phage ou uniquement son acide nucléique pénétre, dans la bactérie et le phage

se multiplie a I’intérieur de la cellule bactérienne. Ce cycle est productif et le phage
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est qualifié de virulent. Selon les phages, le cycle productif peut ou non aboutir a

la lyse de la bactérie.
2.6.6 Mécanisme d’infection des phages

Une bactérie infectée par un phage lytique ne pourra plus se reproduire et sera inévitable-
ment détruite. L ’infectivité d’un phage correspond a sa capacité d’infecter et de se multi-
plier dans une cellule bactérienne hote, entrainant la production de nouveaux virions. En
laboratoire, cette infectivité est généralement mesurée par le comptage des unités formant
des plaques (PFU, Plaque-Forming Units) a I’aide de la méthode de double couche d’Agar
[104]. Le cycle infectieux des phages se déroule en six étapes successives (Figure 2.4)

[105].

a) Infection de la bactérie : Le cycle commence par 1’attachement du phage a la
surface de la bactérie hote. Le phage reconnait des récepteurs spécifiques sur la
paroi cellulaire bactérienne. Il injecte ensuite son matériel génétique a I’intérieur

de la cellule bactérienne.

b) Transcription des genes précoces et détournement du métabolisme cellulaire :
Aprées I’injection, le phage initie la transcription des genes dits "précoces". Ces
genes codent pour des enzymes permettant la dégradation de I’ADN bactérien et
la prise de controle de la machinerie cellulaire. La cellule commence alors a pro-

duire les premiers composants viraux.

c) Réplication du génome viral : Le génome du phage est copi¢ de nombreuses fois
a I’aide des enzymes de la cellule hote ou de celles codées par le phage lui-méme.
Cette étape permet de constituer une réserve suffisante de matériel génétique pour

les futurs phages.

d) Transcription tardive et traduction des protéines virales : Le génome viral est
transcrit en ARN messager, ensuite traduit en protéines virales. Cette phase tardive
produit les protéines de structure (capside, queue, etc.) et les enzymes nécessaires

a I’assemblage des virions et a la lyse finale de la cellule hote.
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e) Assemblage des nouveaux phages : Une fois les composants viraux produits
(capsides, queues, génome, etc.), ceux-ci sont assemblés dans le cytoplasme bac-

térien pour former des phages complets et fonctionnels.

f) Lyse cellulaire et libération des phages : En fin de cycle, des enzymes produites
par le phage (telles que des endolysines) dégradent la paroi bactérienne, provo-
quant la lyse de la cellule. Cette rupture libére les nouveaux phages dans I’envi-

ronnement, préts a infecter d’autres cellules bactériennes.

Ce cycle ne peut toutefois se maintenir que si des bactéries hotes sont présentes : les
phages ne se multiplient pas de maniere autonome. Lorsqu’il n’y a plus de bactéries sen-
sibles a infecter, la réplication s’arréte naturellement, sans auto-dégradation ni interaction
entre phages. En ’absence d’hote, ils demeurent inactifs et leur infectivité diminue pro-
gressivement avec le temps, les particules virales présentant une demi-vie variable selon

les conditions environnementales.

a) Adsorption et b) Transcription des
infection génes précoces
/ - c) Réplication de
\ UADN viral
o’

\_I\ V\/\
- N\ 7 g
f) Lyse de la bactérie et A wo

libération des nouvelles
particules virales

,’i d) Transcription
j des génes tardifs
e) Assemblage des

0%‘%3 nouveaux phages “"Ou O\

@

Figure 2.4 Cycle lytique d’un phage infectant une cellule bactérienne [105]. a) Ad-
sorption du phage et injection de I’ADN viral; b) Transcription des genes précoces;
¢) Réplication du génome viral; d) Transcription des génes tardifs et synthése des
protéines structurales; e) Assemblage des nouveaux virions; f) Lyse de la cellule

bactérienne et libération des phages. ADN viral représenté en rouge.
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L’activité d’un phage sur les bactéries sensibles entraine la lyse de ces derniéres. Cette
activité se manifeste par I’éclaircissement des cultures bactériennes en milieu liquide ou,
dans le cas de cultures sur milieu semi-solide, par I’apparition des "plages de lyse". Ces
plages sont de petites zones circulaires et claires ou voilées, indiquant la formation d’un
clone de phages résultant de la multiplication d’un virion aux dépens de la culture bacté-
rienne. La numération des plages constitue la principale méthode de titrage des suspen-

sions de phages.
2.6.7 Le cocktail de phages

Les bactéries mutent rapidement et, au fil du temps, peuvent développer une résistance
contre les phages [106]. Cependant, par rapport aux antibiotiques, cette résistance est en-
viron dix fois moins fréquente [96]. Une conséquence directe de cette résistance bacté-
rienne est la coexistence de phages et de bactéries, comme démontré par Mizoguchi et al.

[107] et par Bohannan et al. (T4 et E. coli) [108].

Pour limiter I’émergence de bactéries résistantes, 1’approche privilégiée consiste a utiliser
des cocktails de phages, c’est-a-dire des mélanges de phages ayant des spécificités diffé-

rentes et reconnaissant des récepteurs distincts sur la surface bactérienne [109, 110].

La conception d’un cocktail repose sur plusieurs étapes clés :

- D’abord, des phages actifs contre la souche cible sont isolés et sélectionnés selon
leur spectre d’infectivité.

- Ensuite, leur profil de liaison est analysé pour s’assurer qu’ils utilisent des récep-
teurs bactériens non redondants, évitant ainsi qu'une mutation unique chez la bac-
térie ne les rende tous inefficaces.

- Des tests de combinaison sont réalisés pour vérifier I’absence d’interférence néga-

tive (exclusion compétitive entre phages) et, idéalement, une synergie d’action.

Certaines études ont également exploré des approches combinées visant a renforcer 1’ef-
ficacité des phages, notamment leur association avec des huiles essentielles. Par exemple,
I’utilisation conjointe d’huile essentielle de cannelle et d’un cocktail de phages a montré

une action synergique contre FE. coli et Salmonella Enteritidis, augmentant
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significativement la réduction bactérienne [111]. Ce type de combinaison illustre le po-
tentiel des stratégies hybrides pour améliorer 1’efficacité des phages en contexte alimen-

taire.

En cas de contamination multi-espéces, le cocktail peut également inclure des phages ci-

blant plusieurs bactéries.

Cette approche permet non seulement de maintenir une activité antibactérienne stable,
mais aussi de retarder ou contourner les phénomeénes de résistance. Certains cocktails de
phages ont été¢ développés spécifiquement pour des applications en emballage actif, afin
de cibler des pathogénes d’intérét alimentaire comme E. coli et Salmonella. Par exemple,
Alves et al. [111] ont démontré 1’efficacité d’un cocktail combinant deux phages (EC4 et
¢135), encapsulés dans un film a base d’alginate, pour inhiber la croissance d’E. coli et

Salmonella sur des surfaces alimentaires.

Bien que ces travaux de recherche visent a optimiser les formulations et la stabilité des
phages pour des applications alimentaires ciblées, I’utilisation de bactériophages a des fins
de biocontrdle est déja une réalité industrielle. En effet, plusieurs produits commerciaux
a base de phages ont été approuvés par la « Food and Drug Administration » (FDA ou
Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux) pour une application di-
recte sur des aliments préts a manger. Ces produits et leurs spécificités sont présentés dans

la section suivante.

2.7 Produits commerciaux de phages approuvés par FDA

L'intérét croissant pour l'utilisation des phages dans la lutte contre les intoxications ali-
mentaires a conduit au développement et a la commercialisation de produits contenant des
phages. Par exemple, en 2006, le cocktail de phage ListShield™ a été reconnu par la FDA,
comme un additif alimentaire. Ce produit cible spécifiquement L. monocytogenes. Depuis,
des produits a base de phages, approuvés par la FDA, destinés a étre appliqués sur les
aliments ont augmenté [112]. Pour lutter contre L. monocytogenes, citons, les produits

commerciaux suivants : « ListShield™ », « Listex P100 », « A511 » et «k FWLLm1 ». Les
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fabricants affirment que ces produits peuvent étre appliqués par pulvérisation sur des pro-
duits préts a étre emballés et vaporisés sur les lames de la trancheuse/lames [113].

Plusieurs études ont confirmé 1’efficacité des phages dans 1’élimination des bactéries res-
ponsables des contaminations alimentaires. Par exemple, des éliminations des bactéries
ou des réductions significatives, selon les concentrations des phages, ont été observées
pour L. monocytogenes sur le melon miel et la pomme [114], pour E. coli O157:H7 sur la
viande de beeuf [115] ainsi que pour Salmonella enterica sur le porc, le poulet et la laitue

[116].

L’utilisation de ces produits commerciaux repose sur une approche ciblée, sécuritaire et
compatible avec les pratiques de I’industrie agroalimentaire. Leur efficacité contre L. mo-

nocytogenes est présentée en détail dans la section suivante.

2.8 Application directe des phages sur les aliments pour le controle de L.

monocytogenes dans I'alimentation

Cette section se concentre sur 1’application des phages spécifiquement contre L. monocy-
togenes. De nombreux travaux ont démontré I’efficacité de phages pour réduire la conta-
mination par L. monocytogenes. Par exemple, Perera et al. [117] ont utilisé la formulation

commerciale ListShield™

, un cocktail de six phages, pour contrdler la contamination par
L. monocytogenes sur divers aliments, tels que des pommes en tranches, de la salade, du
fromage, du saumon fumé et des plats surgelés. Ils ont montré que 1’application directe
des phages sur la surface des aliments a significativement réduit la contamination par cette
souche bactérienne. De plus, ils ont observé une diminution de la quantité de bactéries
dans tous les cas ¢tudiés avec l'augmentation de la quantité de phages appliquée. Cette

dTM

étude a également montré que ’utilisation de la formulation ListShield"" n’a pas eu d’im-

pact sur les propriétés organoleptiques des aliments testés.

Cooper [113] rapporte plusieurs études sur le traitement de L. monocytogenes par des
phages. Il conclut que la modification chimique de I’aliment joue un rdle sur I’activité
antibactérienne des phages. Listex P100 a été utilisé par Pahu et al. [118] pour controler
la croissance des L. monocytogenes sur le jambon, la dinde et la viande de beeuf. Dans ces

trois cas, 1’application de phages par pulvérisation a montré une efficacité significative
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pour limiter la croissance de la souche bactérienne. Cependant, I’augmentation de la quan-
tit¢ de phages n’a eu qu’un effet marginal sur le contrdle des bactéries. Dans une étude
menée par Lone et al. [119], I'efficacité d’un cocktail de phages spécifiques contre L. mo-
nocytogenes a été évaluée sur des matrices alimentaires, telles que le melon cantaloup et
la viande cuite préte-a-manger. Les résultats ont montré une réduction significative de la
population bactérienne, en particulier lorsque les phages étaient appliqués sous forme libre
comparativement a leur immobilisation dans des matériaux d’emballage. A 25 °C, les
comptages de L. monocytogenes sont tombés sous le seuil de détection des 3 a 6 heures
apres l'application de phages libres. L’¢tude compare également 1’efficacité de phages
libres et immobilisés, et souligne que méme si les phages immobilisés ont montré une

activité réduite (~1 log), ils restent efficaces, notamment en conditions de réfrigération.

Guenther et al. [120] ont également évalué 1’efficacité des phages A511 et P100 appliqués
directement sur une variété d’aliments préts-a-manger, incluant des produits d’origine ani-
male (saucisses, dinde, saumon fumé, fruits de mer, lait chocolaté, mozzarella) et végétale
(chou, laitue). Leurs résultats, également synthétisés dans le Tableau 2.3, montrent une
réduction significative de L. monocytogenes, avec une efficacité variable selon la matrice
alimentaire. Cette étude est particulierement intéressante en raison de la diversité des ali-
ments testés et de la comparaison entre plusieurs concentrations de phages. Le Tableau
2.3 présente la synthése des réductions de L. monocytogenes sur divers produits alimen-

taires, basée sur plusieurs résultats issus de la littérature scientifique.

Tableau 2.3 Efficacité des phages sur des produits alimentaires.

Phages Aliments Parameétres Quantité Réduction de Réf.
de phages | L. monocytogenes
2x10° CFU/g 1x10’
T° : ambiante PFU/g Réduction de 68 %
. t: 5 min
Salade Laitue 2x10° CFU/g X108
T° : ambiante PFU/g Réduction de 91 %
ListShield™ t:5 min 117
1x10* CFU/g 1x108
Fromage T° : ambiante PFU/g Réduction de 82 %
t: 5 min
Saumon fumé 1x10° CFU/g 9x10° Réduction de 65 %
PFU/g
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Phages Aliments Parameétres Quantité Reduction de Réf.
de phages | L. monocytogenes
o .(q0 6
e 12,’;3)@ Réduction de 90 %
1
10" CFU/g LIXIO® g quction 89 %
Pommes en T° : 4°C PFU/g
(24 h), 89 % (48 h)
tranches t: 24, et 79 % (72 h)
48,72 heures
5x10° CFU/g
e Déconggélation,
contamination
+ phages
30 min 7
Plats surgelés (T° ambiante) Ix10 Réduction de 99 %
s PFU/g
e Congélation
e Décongélation
24 heures
e Comptage des
bactéries
Jambon en Ix10° ) .
tranche CFU/tranche 5 %l/cm Réduction de plus de
(10 cm?) T :4°C (10° PFU) |95 %
t: 6 et 24 heures
1x10°
. Dinde non trai- | CFU/tranche 5 ul/em? | Réduction de plus de
Listex P100 1100 (1o em?) | T° : 40C (10° PFU) | 95 % 18
t: 6 et 24 heures
1x10°
Beeuf salé CFU/tranche 5 ul/em? | Réduction de plus de
(10 cm?) Te : 4°C (10° PFU) |95 %
t: 6 et 24 heures
Saucisse (Hot- En bas de la limite
dog) de détection
Saumon fumé | 1x10° CFU/g ou Réduction de 93 %
P91tr1ne de ml. Réduction de 97 %
dinde
Fruits de mer | Ajout des phages 3x10%  |Réduction de 99 %
ASllet - .
Listex P100 Lait au choco- |Incubation PFU/g ou , 120
lat T : 6°C ml Elimination impor-
Fromage moz- |t : variable tante de L. monocy-

zarella

Laitue iceberg

Feuilles de
chou

togenes (réduction
entre 99.8% et
99,98 %)
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I1 est crucial que les phages conservent leur capacité a tuer les bactéries pendant le stock-
age afin de réduire la contamination. De plus, leur ajout ne devrait pas altérer de maniére
significative la valeur nutritionnelle des produits ni compromettre leur attractivité pour les
consommateurs au point de vente au détail. Plusieurs facteurs peuvent cependant influen-
cer I’efficacité des phages lors de leur application en agroalimentaire, que ce soit en termes
de survie des phages, de conditions environnementales ou d’interactions avec la matrice

alimentaire et les bactéries cibles.

2.9 Facteurs influengant I'efficacité des phages en milieu alimentaire

L’interaction entre les phages et les bactéries est influencée par plusieurs facteurs, ce qui
peut affecter leur efficacité lors de 1’application en agroalimentaire. Selon Cooper [113],
la concentration des phages, la température de stockage et le pH de 1’aliment ont un impact
sur leur infectivité. Par exemple, a faible température, les phages présentent une infectivité
réduite. De plus, en présence d’acétate et du lactate de sodium (additif alimentaire) a un
pH non contrdlé, les phages ont perdu leur efficacité apreés une minute d’incubation. Ce-
pendant, pour un pH de 4,5, la présence du lactate et de 1’acide acétique n’a pas affecté
I’activité des phages. Nabergoj et al. [121] ont démontré que 1’augmentation de la vitesse
de croissance des bactéries augmentera celle des phages et vice versa. De plus, 1’adsorp-
tion des phages a la surface d’une bactérie dépend de sa physiologie, des conditions de
culture, de la température, du pH et des forces ioniques du milieu. Fister et al. [122] ont
étudi¢€ I’interaction entre le phage Listex P100 et 486 souches des bactéries collectées en
Australie entre 1987 et 2012. Ils ont observé la présence de résistance chez certaines
souches vis-a-vis du P100. Ils recommandent 1’utilisation du phage Listex P100 au besoin
plutoét que de maniére continue pour contrler L. monocytogenes. Selon les auteurs, la
résistance résultant de la modification de la paroi cellulaire et des récepteurs semble étre
courante. Oechslin [123] a également signalé le développement de résistance chez plu-
sieurs souches bactériennes aux phages. Une conséquence directe de la résistance bacté-
rienne est la coexistence des phages et des bactéries. Cette coexistence a été rapportée
dans la littérature par d’autres chercheurs [107, 124]. Selon Oechslin, la mutation sponta-

née des bactéries est la principale cause de cette résistance et de cette coexistence.
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Principi [125] rapporte que I’apparition de la résistance bactérienne aux phages est poten-
tiellement possible, car les bactéries possédent ou peuvent développer plusieurs méca-
nismes pour prévenir les infections virales, notamment le changement ou la perte d’un
récepteur, la sécrétion de substances inhibitrices de 1’adhérence des phages, I’activation
de mécanismes bloquant l'injection de I'ADN viral dans la cellule hote, ainsi que 1’inhibi-
tion de la réplication et de la libération des phages. L’auteur mentionne également ’utili-
sation d’un cocktail de phages comme stratégie pour contourner la résistance bactérienne.
Lone [119] a également signalé que I'utilisation d’un cocktail de phages pourrait réduire

la résistance bactérienne de L. monocytogenes.

Comme présenté en 2.8, Guenther et al. [120] ont obtenu des réductions significatives de
L. monocytogenes grace aux phages A511 et Listex P100 appliqués sur divers aliments,
préts-a-manger. Leur étude approfondie a permis d’explorer les facteurs influencant cette
efficacité, notamment la température (6°C et 20°C), la concentration en phages (3x10°, a
3x10® PFU/g ou ml), et la durée d'incubation (6 a 13 jours) pour chaque formulation de
phages. Les deux phages ont montré une efficacité comparable, mais leur activité variait
selon la nature de I'aliment : les matrices animales favorisaient leur stabilité, tandis que
les matrices végétales réduisaient leur action au fil du temps. Aucune résistance bacté-
rienne n’a €té observée, et les auteurs soulignent que 1’efficacité des phages dépend éga-
lement de leur capacité a diffuser dans la matrice, ce qui est facilité¢ dans les aliments
liquides, mais limité dans les solides. Les auteurs ont attribué ce phénomene aux subs-
tances contenues dans les plantes et qui pourraient désactiver les activités des phages. Ils
ont observé que, dans les aliments liquides, la concentration en phages n’influence pas
significativement leur activité antibactérienne, tandis que dans les aliments solides, une
concentration plus élevée améliore leur action, probablement en raison de la faible mobi-
lité des phages dans les matrices solides. Aucune bactérie résistante n’a été détectée, et la
faible concentration bactérienne ne semble pas favoriser 1’apparition de résistances. Enfin,
la structure et la matrice de I’aliment influencent 1’efficacité des phages, car elles peuvent
protéger les bactéries. Les auteurs concluent qu’il est nécessaire d’optimiser la formula-

tion des phages en fonction de chaque type d’aliment.
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En somme, si I’optimisation de la formulation des phages selon la matrice alimentaire
permet de maximiser leur efficacité, cette exigence représente ¢galement une contrainte
pour I’industrialisation de ces agents. La nécessité d’adapter les conditions d’application
a chaque type d’aliment complexifie les protocoles de production, de validation et de lo-
gistique. Pour favoriser une adoption a plus grande échelle, des approches intermédiaires,
telles que le développement de cocktails de phages a large spectre ou la standardisation
par catégories d’aliments, pourraient offrir un compromis viable entre performance ciblée

et faisabilité industrielle.

2.10 Les surfaces bioactives a base de phages

En complément de leur application directe sur les aliments, 1’intégration des phages dans
des surfaces bioactives représente une stratégie émergente et prometteuse pour la sécurité
alimentaire. Cette approche présente plusieurs avantages : réduction de la quantité de
phages nécessaires, meilleure acceptabilité sociale, car elle atténue les préoccupations des
consommateurs concernant l'ajout excessif de phages a la surface des aliments et diminu-

tion du risque de développement de bactéries résistantes aux phages [112].

Plusieurs approches ont été développées pour immobiliser des phages sur des supports.
Cui et al. [126] ont publi¢ une étude portant sur 1’utilisation d’un film de chitosane incor-
porant des phages encapsulés dans des liposomes, permettant une libération contrdlée et
préservant 1’activité antibactérienne contre E. coli O157:H7 dans la viande. Cademartiri
et al. [127] ont procédé a I’adsorption physique de phages sur des nanoparticules de silice
modifiées chimiquement. Leur étude a démontré que les phages ne se détachent pas faci-

lement par ringage et restent actifs apres adsorption.

L’orientation des phages a la surface joue également un role crucial dans leur efficacité.
Bennet et al. [128] ont observé qu’une orientation inadéquate des phages immobilisés ré-
duisait significativement leur capacité a capturer Sa/monella soulignant 1I’importance de
prendre en compte 1’orientation des phages sur la surface. Une étude approfondie menée
par Hosseinidoust et al. [129] a confirmé ce phénomeéne, en comparant cing types de
phages immobilisés sur des surfaces modeles. Les auteurs montrent que la symétrie du

phage (ex.: PRD1) facilite sa capacité de capture et de lyse bactérienne, contrairement
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aux phages asymétriques comme T4, dont I’efficacité est limitée par une orientation défa-
vorable. Cette étude met en évidence les défis liés a I’immobilisation, tout en démontrant
clairement le potentiel des surfaces bioactives a base de phages pour capturer les bactéries
et provoquer la perturbation de leur membrane cellulaire menant a leur lyse, notamment
chez Salmonella et E. coli. Dans le méme esprit, Alves et al. [111] ont développé un film
a base d’alginate incorporant un cocktail de phages actifs contre E. coli et Salmonella,
démontrant que I’intégration dans la matrice ne compromettait ni leur viabilité ni leur
efficacité. L’étude met aussi en évidence I’influence des composants du film (comme la
cinnamaldéhyde) sur les propriétés mécaniques et antibactériennes de 1’ensemble, ce qui
constitue une contribution précieuse pour la conception de surfaces bioactives comes-
tibles. La méthode d’encapsulation dans une matrice biopolymere est transposable a la

surface des papiers fonctionnels.

De nouvelles avancées confirment 1’intérét croissant pour les surfaces bioactives intégrant
des phages dans le domaine de I’emballage alimentaire. Une étude expérimentale menée
par Kamali et al. [130] a évalué¢ des films comestibles composites a base de concentré de
protéines de lactosérum (WPC) et de pullulan, enrichis en phage A511, ciblant L. mono-
cytogenes. Les films ont montré une efficacité antibactérienne marquée, avec une réduc-
tion de 4 a 5 log CFU de L. monocytogenes sur géloses contaminées. L.’étude met égale-
ment en évidence une bonne stabilité du phage pendant 20 jours a 25 °C, confirmant la
faisabilité de ces systémes bioactifs a base de phages pour une utilisation dans des appli-
cations réelles. Dans une revue récente, Wagh et al. [131] soulignent que les agents anti-
bactériens a base de phages représentent une alternative naturelle et hautement spécifique
aux agents chimiques classiques. Ces systémes permettent d’éviter la destruction des bac-
téries bénéfiques tout en ciblant spécifiquement les pathogénes. Une application concrete
de cette approche a été démontrée par Radford et al. [132], qui ont congu un film a base
de PLA recouvert de gomme xanthane incorporant les phages Felix O1 et A511, ciblant
respectivement Salmonella et L. monocytogenes. L’étude a montré une réduction de 6,31
log a4°C etde 1,52 log a 10°C pour L. monocytogenes, ainsi que de 0,832 log a 4°C et de
1,30 log pour Salmonella a 10°C sur des tranches de dinde précuite emballées sous vide,
démontrant I’efficacité du systeme dans un contexte réaliste. Les phages étaient libérés a

99,99 % dans les 30 premicres minutes et restaient actifs pendant 30 jours, confirmant la
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stabilité du revétement. Ce travail souligne le potentiel du PLA comme support biodégra-
dable dans la fabrication de surfaces bioactives efficaces, adaptées aux contraintes de
l'industrie alimentaire. Leur spécificité, leur multiplication dans les bactéries cibles et leur
sécurité vis-a-vis des humains en font des outils prometteurs pour I’emballage alimentaire

actif,

Enfin, une analyse publiée en 2025 [133] insiste sur les défis de la mise en ceuvre de ces
technologies en contexte commercial. Elle met en évidence les obstacles lié¢s a la stabilité
des phages, a leur intégration dans les polymeres, ainsi qu’aux considérations réglemen-
taires. Toutefois, les auteurs concluent que les phages sont des agents antibactériens éco-
logiques capables de répondre a la montée des résistances aux antibiotiques dans les

chaines alimentaires.

En plus des supports polymériques classiques comme les films a base d’alginate, de chi-
tosane ou de plastiques fonctionnalisés, d’autres substrats tels que les nanofibres électro-
filées, les hydrogels et certaines nanoparticules polymériques ont ¢galement été explorés
pour I’immobilisation de phages. La revue de O’Connell et al. [134] propose un panorama
complet des stratégies d’immobilisation, qu’elles reposent sur 1’adsorption, la réticulation
chimique ou les interactions €lectrostatiques, sur une grande diversité de surfaces, en met-
tant en lumiére les enjeux li€s a 1’orientation, la densité de phages et la nature du substrat.
A ce titre, Rindhe et al. [135] présentent une revue compléte des films d’emballage fonc-
tionnels intégrant des phages dans des matrices biopolymeres, notamment a base d’algi-
nate, de chitosane ou de pullulan. Ils mettent en évidence les facteurs critiques influencant
la bioactivité des phages, tels que la nature du polymeére, les techniques d’encapsulation,
les conditions de séchage, la température de stockage ou encore les interactions entre la
matrice et le phage. Bien que ces travaux portent principalement sur des supports autres
que le papier, les enseignements qu’ils livrent sont directement transposables a la concep-

tion de surfaces bioactives cellulosiques.

Toutefois, I’utilisation du papier comme matrice bioactive présente un intérét particulier
en raison de sa biodégradabilité, de son faible coiit et de sa compatibilité avec les procédés
industriels existants dans le domaine de I’emballage. Toutefois, plusieurs défis techniques

doivent étre relevés, notamment la chimie de surface des fibres cellulosiques, leur charge
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¢lectrique, leur perméabilité a 1’air et leur comportement en conditions d'humidité. La
section suivante présente un état des connaissances sur la fabrication de papiers bioactifs
intégrant des bactériophages, en mettant en lumiére les stratégies d’immobilisation, les
performances antibactériennes obtenues, ainsi que les contraintes liées a I’industrialisation

de ces solutions.

2.11 Travaux sur la fabrication de papiers bioactifs

L’intégration de phages dans des matériaux d’emballage a base de papier suscite un intérét
croissant dans le domaine de la sécurité alimentaire. Toutefois, son utilisation comme sup-
port bioactif souléve plusieurs défis techniques. En effet, les propriétés physico-chimiques
du papier, notamment sa rugosité, sa charge de surface, sa perméabilité a ’air, ainsi que
la nature des fibres issues du procédé de mise en pate (kraft, TMP ou recyclé), sont sus-
ceptibles d’influencer I’adsorption des phages a la surface du matériau et de jouer un role
dans le maintien de leur activité au cours du temps. La maitrise de ces parameétres est
essentielle pour concevoir des papiers bioactifs efficaces, stables et compatibles avec les

conditions réelles d’utilisation.

En I’absence d’agents antibactériens fonctionnels, le papier peut au contraire favoriser la
persistance des pathogenes a sa surface. Une étude récente menée par Zwilling et al. [136]
a montré que des papiers non blanchis, composés de fibres lignocellulosiques contenant
environ 13 % de lignine, favorisaient la prolifération et la survie de L. innocua et Salmo-
nella Typhimurium jusqu’a 40 jours, en conditions humides et nutritives. Ces résultats
soulignent I’importance de fonctionnaliser activement les surfaces cellulosiques, par
I’ajout de bactériophages ou d’autres agents antibactériens, afin de conférer une efficacité

antibactérienne aux matériaux d’emballage a base de papier.

Plusieurs équipes de recherche ont développé des approches expérimentales concréetes
pour surmonter les défis liés a 1’utilisation de papier comme support. Anany et al.
[58, 119] ont immobilisé un cocktail de phages sur des membranes cellulosiques modi-
fiées. L’auteur souligne que la téte des phages porte généralement une charge négative, et

que I’orientation des phages sur la surface peut influencer leur bioactivité. Pour modifier
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la charge de surface, I’auteur a utilisé un polymeére cationique (polyvinyllamine). L acti-
vité antibactérienne a été évaluée sur la viande crue et la viande préte a manger. Les effets
de la concentration des phages, de la température de stockage (25°C, 10°C et 4°C) et des
conditions d’emballage (aérobie, atmosphere modifiée et sous vide) ont été étudiés. La
modification de la charge de surface des fibres cellulosiques a considérablement amélioré
la bioactivité contre L. monocytogenes et E. coli des membranes utilisées. Dans 1’en-
semble des conditions, la croissance des bactéries a été controlée. La réduction des
nombres de bactéries la plus intéressante €tait pour la température la plus basse. Il a été
démontré que I’utilisation d’un cocktail de phages (LinM-AG8, LmoMAG13 et LmoM-
AG20) ou Listex™ P100 entraine une réduction significative de la croissance de L. mo-
nocytogenes. Cette étude a été réalisée a petite échelle et la solution de phage a été appli-
quée en faible volume (5 ml) sur des petites surfaces de papiers (rond de 5 cm de dia-

metre).

Jabrane et al. [137, 138] ont démontr¢ la faisabilité de produire des papiers bioactifs a base
de phages T4 en utilisant des procédés industriels standards tels que I’impression, le cou-
chage a lame et la pulvérisation. Les phages ont été appliqués sur différents papiers, puis
séchés par infrarouge a 36kW pendant 30 secondes, sans perte significative d’activité, a
condition de maitriser les parametres du procédé. Les papiers a structure fermée (faible
perméabilité a 1’air) ont montré une meilleure bioactivité, car ils favorisent la rétention
des phages en surface. Une force d’impression (300 N - 600 N) réduit la bioactivité du
papier. La formulation d’une bioencre a base d’eau, de carboxyméthylcellulose et de gé-
latine a permis d’augmenter la stabilité thermique des phages et de préserver leur efficacité
apres plusieurs cycles de séchage/réhumidification. Ces travaux confirment que la réussite
du papier bioactif repose sur I’adaptation conjointe de la formulation, de la structure du

papier et des paramétres de production.

Les travaux de Hamzeh [139] ont montré que le calandrage d’un papier a significative-
ment renforcé les propriétés antibactériennes d’un papier bioactif a base d’un cocktail de

phages (T4 et EcomAg10) pour lutter contre E. coli.

Lone et al. [119] ont quant a eux testé différentes méthodes d’application de phages sur

papier, incluant I’imprégnation directe, I’encapsulation dans des billes d’alginate déposées
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sur la surface, et I’immobilisation sur membranes modifiées, démontrant leur efficacité
contre E. coli O104:H4 sur graines germées et contre L.monocytogenes. Leur étude a mis
en ¢évidence que I’efficacité bactéricide dépend fortement du type de phage utilisé et de
son orientation, le support n’étant pas du papier commercial, mais une membrane cellulo-

sique.

Lai et al. [119] ont développé un revétement antibactérien sur papier combinant alginate,
nanoparticules d’argent et phages. Ce revétement, appliqué sur du papier alimentaire et
séché par infrarouge, a permis une réduction de 5 log de L. monocytogenes. Leur approche
montre que I’alginate agit non seulement comme support de dispersion, mais aussi comme
protecteur des phages, en préservant leur activité malgré les contraintes thermiques du

procédé¢ industriel.

L’ensemble de ces travaux montre que la fabrication de papiers bioactifs intégrant des
phages est techniquement réalisable, mais nécessite une maitrise rigoureuse de multiples
paramétres physicochimiques, physiques et microbiologiques. La structure du papier, la
charge de surface des fibres, la méthode d’application et les conditions de séchage sont
autant de variables critiques qui interagissent entre elles et influencent directement la ré-
tention, I’orientation, et 1’efficacité antibactériennes des phages. Il apparait également que
I’usage de cocktails de phages, associé a des revétements protecteurs et des procédés adap-
tés au contexte industriel, constitue une stratégie prometteuse pour surmonter les limites

de stabilité et de performance.

2.12 Propriétés des papiers

Dans ce qui suit, les propriétés du papier, telles que le grammage, la perméabilité a ’air,
l'indice Cobb et la densité, sont décrites, chacune étant abordée séparément afin de mieux
comprendre leur influence sur 1’adsorption des phages et 1’efficacité antibactérienne des

emballages.
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2.12.1 Le grammage

Le grammage est une grandeur caractérisant un papier ou un carton, correspondant a sa
masse surfacique, c'est-a-dire sa masse par unité de surface. L'unité utilisée est typique-
ment le gramme par métre carré (g/m?). Selon les normes ISO 536 [140] et 4046 [141],
un papier est d'autant plus souple que son grammage est faible, il est d'autant plus rigide
que son grammage est élevé. Dans le cadre du développement de papiers bioactifs, il ne
constitue pas seulement une propriété mécanique. Le grammage influe directement sur le
comportement fonctionnel du matériau, notamment en ce qui concerne la rétention d’hu-

midité, la perméabilité a 1’air, et la protection des phages.

Un papier a grammage plus élevé peut présenter une structure plus épaisse, capable de
retenir 1’eau plus longtemps et de limiter le dessechement rapide des phages immobilisés,
ce qui peut prolonger leur viabilité. L’augmentation de I’épaisseur pourrait également per-
mettre une immobilisation partielle des phages dans la structure interne, les protégeant
contre certaines contraintes mécaniques ou thermiques. En revanche, un grammage trop
¢leve pourrait réduire 1’accessibilité des phages en surface, 1a ou leur interaction avec les

bactéries pathogenes est nécessaire pour assurer une activité antibactérienne efficace.

Ainsi, le grammage agit comme un parametre d’équilibre : il doit €tre optimisé€ pour assu-
rer a la fois la stabilité des phages, leur disponibilité en surface, et la compatibilité avec
les exigences de l'emballage alimentaire (souplesse, imprimabilité, propriétés barricres).
Enfin, le grammage a également un impact économique : un papier plus épais consomme
davantage de maticre premiere et augmente les colits de transport, ce qui peut affecter la
viabilit¢ commerciale du produit. Son choix optimal doit donc prendre en compte I’en-

semble de ces facteurs, tant fonctionnels qu’industriels.
2.12.2 La densité

La densité du papier correspond a la masse de la feuille par unité de volume. Elle est
généralement exprimée en grammes par centimétre cube (g/cm?) ou en kilogrammes par
métre cube (kg/m?). Cette propriété est liée a I’épaisseur et le grammage. Elle peut affecter

la capacité d’absorption d’eau. Dans le cadre des papiers bioactifs, une densité élevée
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indique une structure plus fermée, limitant I’absorption des phages en réduisant le nombre
de pores disponibles. A I’inverse, une faible densité accroit la perméabilité a Iair et favo-

rise une meilleure pénétration des phages dans la matrice cellulosique.
2.12.3 L’indice Cobb

L'indice Cobb mesure la quantité¢ d’eau qu’un papier ou carton peut absorber en conditions
normalisées conformément a la norme ISO 535:2014 [142]. Il est couramment utilisé dans
l'industrie papeti¢re pour évaluer 1’absorption d’eau par le papier. Il correspond a la masse
d'eau absorbée par unité de surface dans des conditions normalisées. Il est exprimé en
grammes d'eau absorbés par une feuille de papier de taille spécifique en un certain temps.
Ce parametre sera utilisé pour définir la quantité de la solution de phages appliquée sur

chaque type de papier.

Dans le contexte des papiers bioactifs, I’indice Cobb est un parametre déterminant pour
contrdler la quantité de solution de phages appliquée sur le support. Un papier trop absor-
bant pourrait entrainer une pénétration excessive de la solution dans la matrice, limitant la
présence de phages en surface, 1 ou leur action antibactérienne est requise. A 1’inverse,
un indice trop faible peut réduire 1’absorption, limitant la charge effective en phages. L’in-
dice Cobb permet donc d’ajuster les conditions d’application des phages en fonction du
type de papier, et de garantir un compromis entre rétention efficace, accessibilité des

phages, et stabilité a ’humidité.
2.12.4 La perméabilité a I'air

La perméabilité a I’air du papier se réfere a la mesure de la quantité d'air qui peut traverser
le papier. Elle est exprimée en ml/min. Dans le cadre des papiers bioactifs, une perméabi-
lité élevée indique une structure plus ouverte, ce qui peut faciliter la diffusion de I’humi-
dité et accélérer le desséchement des phages, réduisant potentiellement leur viabilité. A
I’inverse, une perméabilité plus faible peut favoriser le maintien d’un microenvironne-
ment humide propice a la stabilité des agents antibactériens. Cette propriété est donc a

considérer dans I’optimisation du support pour assurer a la fois efficacité fonctionnelle.
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2.13 Propriété de surface

Dans le cas d’un papier utilis¢ comme emballage, un traitement de surface est souvent
appliqué pour éviter que le papier n’absorbe pas 1’eau et les graisses. Ce type de traitement
rend généralement la surface hydrophobe [143]. Il consiste en I’application de résines hy-
drophobes telles que les cires ou le polyéthyléne. Ces traitements améliorent la résistance
du papier en conditions humides et contribuent a prolonger la durée de conservation du
produit emballé. Cependant, dans le cadre des papiers bioactifs, cette hydrophobie peut
constituer un défi important : la solution de phages étant une suspension aqueuse polaire,
elle présente une mauvaise mouillabilité¢ sur une surface hydrophobe. Cela peut limiter
I’uniformité de 1’application, réduire 1’adsorption des phages sur les fibres et nuire a leur
efficacité antibactérienne. La mouillabilité constitue donc un moyen simple, rapide et per-
tinent pour déterminer les propriétés de surface de papier. C’est un indicateur de son ap-
titude a recevoir une solution de phages. Lorsqu’une goutte d’eau se dépose sur une sur-
face, un équilibre entre les tensions superficielles de trois phases (solide, liquide et gaz)
se forme : la goutte prend la forme d’une calotte sphérique. Un angle de contact 6, formé
entre la surface du solide et la tangente au point de contact, peut alors étre mesuré. Cette
méthode permet de caractériser l'interaction entre un liquide et un solide, et donc de dé-

terminer I'hydrophilicité et 'hydrophobicité d'un matériau [144](Figure 2.5).

0> 150° 8 >90° 6 <90° 0=0°
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Caractére hydrophobe Caractére hydrophile

Figure 2.5 Schéma illustrant I’évolution de I’angle de contact 0 d’une goutte d’eau
sur une surface de papier. Un angle de contact élevé traduit un comportement hy-

drophobe, tandis qu’un angle faible traduit un comportement hydrophile.

Une surface hydrophobe présente une faible affinité avec I’eau, tandis qu'une surface hy-

drophile présente une forte affinité avec 1’eau, entrainant un étalement de la goutte. La
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mouillabilité totale est définie lorsque 1'angle de contact a la surface du solide approche
zéro. La nature hydrophile ou hydrophobe de la surface d’un emballage en papier in-
fluence ainsi sa mouillabilité par une suspension de phages, qui est une solution aqueuse
polaire. Dans ce contexte, il est nécessaire de documenter le caractére hydrophobe ou hy-
drophile de différents papiers afin d'analyser son influence sur 'application des phages et
sur leur activité antibactérienne. Par ailleurs, I’ajout d’un agent tensioactif peut abaisser
la tension de surface de la solution des phages, améliorant ainsi sa capacité a mouiller la

surface du papier, ce qui se traduit par une diminution de 1’angle de contact.
2.13.1 Agents Tensioactifs

Les agents tensioactifs sont des molécules organiques constituées de deux parties dis-
tinctes : une partie hydrophobe (qui n'aime pas l'eau, « queue hydrophobe ») et une partie

hydrophile (qui aime l'eau, « téte polaire ») (Figure 2.6) [145].

Queue hydrophobe Téte polaire

Figure 2.6 Représentation schématique générale d’un tensioactif.

En raison de cette dualité, les tensioactifs peuvent se rassembler a la surface d'un liquide
pour former une couche mince appelée film de surface. Cette couche peut réduire la ten-
sion superficielle entre deux liquides ou entre un liquide et un solide, ce qui facilite les
processus de mélange, de dispersion et d'émulsion. Ils sont largement utilisés dans 1'indus-
trie pour des applications telles que la fabrication, de détergents, de cosmétiques, de pro-
duits alimentaires, de produits pharmaceutiques, de peintures, d'encres, de pesticides, de

produits pétroliers, etc. [146].

A faible concentration, les tétes polaires s orientent vers le liquide tandis que les queues
hydrophobes se dirigent vers 1’air ou le substrat, améliorant ainsi I’adhésion d’une solution

aqueuse. Toutefois, si la concentration dépasse un certain seuil, les molécules
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supplémentaires ne s’adsorbent plus aux interfaces, mais forment des agrégats appelés
micelles en solution. Ce seuil est appelé¢ la Concentration Micellaire Critique (CMC)

[147].

La CMC constitue un repere important pour le dosage des tensioactifs : en travaillant au-
tour de cette concentration, on maximise la réduction de la tension de surface sans induire
de formation excessive de micelles. Une concentration trop €levée peut, en théorie, con-
duire a des effets répulsifs entre micelles. Cependant, dans certaines situations, notamment
en présence de surfaces trés hydrophobes, des concentrations supérieures a la CMC sont
nécessaires pour assurer une mouillabilité et un étalement adéquats du film liquide. Dans
notre étude, une concentration de 0,5 % a ¢été choisie, sur la base des seuils d’usage en

formulation alimentaire.
21311 L’agent tensioactif Tween 80

Parmi les différents agents tensioactifs disponibles, le Tween 80 (Monooélate de po-
lyoxyéthyléne sorbitane), est largement utilisé dans les formulations biologiques en raison
de ses propriétés tensioactives douces, sa biocompatibilité et sa faible toxicité. Il est com-
posé d'une téte hydrophile de sorbitane et de plusieurs groupes d'oxyde d'éthyléne en
chaine, lesquels conférent une structure a queue hydrophobe [148]. L’agent tensioactif
Tween 80 est non ionique, ¢’est-a-dire qu’il ne porte pas de charge électrique, contraire-
ment aux tensioactifs anioniques ou cationiques. Cette propriété est essentielle dans un
contexte bioactif, car elle limite les interactions électrostatiques non spécifiques avec les
phages et contribue a préserver leur intégrité et leur infectivité. Les tensioactifs non io-
niques sont ainsi souvent privilégiés pour les formulations contenant des virus, des pro-
téines ou des cellules. Il est de grade alimentaire, approuvé par le FDA, soluble dans l'eau
et compatible avec de nombreux solvants organiques. De plus, il est reconnu par la FDA
comme un agent slir lorsqu'il est présent a des concentrations inférieures a 1% [149]. De
méme, Sant¢ Canada a établi que des concentrations de 1’agent tensioactif Tween 80 (ci-
apres Tween 80) inférieures a 0,5% sont acceptables [150]. 1l peut également étre utilisé
comme agent mouillant, car il permet de répartir la goutte de phages sur la surface du
papier. Il sert aussi d’agent moussant et de tensioactif pour la culture cellulaire. Sa con-

centration micellaire critique (CMC) est d’environ 14 mg/L [151]. En deca de cette valeur,
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les molécules de Tween 80 s’alignent a I’interface liquide-solide, réduisant efficacement

la tension de surface.

En plus de son réle de mouillant, le Tween 80 a fait 1'objet d’une étude pour son potentiel
a perturber les biofilms bactériens, notamment ceux impliquant E. coli O104:H4 [152].
Ses mécanismes d'action impliquent une capacité a déstabiliser les biofilms en interférant
avec leur cohésion et leur structure, altérant ainsi la matrice extracellulaire. Les résultats
de ces travaux ont montré que le Tween 80 est un tensioactif particuliérement efficace
pour perturber les biofilms, tout en étant non toxique. Ces découvertes soulignent le po-
tentiel du Tween 80 a améliorer I'efficacité des agents antibactériens en favorisant la pé-
nétration et l'interaction avec les micro-organismes. Par conséquent, l'utilisation du
Tween 80 pourrait faciliter la rencontre entre les phages et les bactéries ciblées. Son utili-
sation s'est principalement concentrée sur la réduction de la tension superficielle des so-
lutions de phages, favorisant ainsi I’humidification des surfaces hydrophobes des supports

utilisés.

Toutefois, il est essentiel de s'assurer que le Tween 80 n'altére pas la viabilité ou 1’effica-
cité des phages eux-mémes. Des tests de lyse doivent étre menés pour confirmer que le

tensioactif est compatible avec les préparations phagiques a la concentration utilisée.

2.14 Modification des propriétés du papier

Bien que la littérature souligne le potentiel des papiers bioactifs comme supports pour
I’immobilisation de bactériophages, plusieurs limitations structurelles et physico-chi-
miques ont été identifiées. Des propriétés telles que la perméabilité a 1’air ainsi que le
caractere hydrophile ou hydrophobe de la surface influencent directement la rétention des

phages, leur stabilité dans le temps et leur efficacité antibactérienne.

Dans ce contexte, il devient nécessaire d’ajuster ou de modifier certaines caractéristiques
du papier afin d’optimiser son comportement en tant que matrice bioactive. Les sections
suivantes présentent différentes stratégies de modification physique et chimique visant a

améliorer 1’adsorption des phages, leur distribution homogeéne a la surface et leur
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efficacité fonctionnelle, tout en maintenant la compatibilité avec les procédés industriels

et les exigences des applications d’emballage.
2.14.1 Modification par calandrage

Le calandrage consiste a presser les papiers entre deux rouleaux métalliques chauffants, a
une température de 190°F (environ 88°C). Cette température correspond a des conditions
typiques utilisées dans I’industrie papeti¢re pour réduire la perméabilité a 1’air des papiers
sans les dégrader. Cette opération compacte la structure et lisse la surface du papier
comme démontré par Vernhes et al. [153]. Le calandrage diminue également la vitesse de
pénétration des liquides, en raison de la fermeture partielle des pores. Cet effet a été dé-
montré notamment par Nicasy et al. [154], qui rapportent une réduction de la vitesse de
pénétration dans des papiers hydrophobisés calandrés. Par conséquent, il est raisonnable
de penser que la quantité de phages restant a la surface devrait augmenter, car une structure

moins poreuse limite leur pénétration dans la matrice fibreuse.
2.14.2 Modification par Alkylcéténe dimeére (AKD)

Parmi les agents d’hydrophobisation utilisés en papeterie, plusieurs composés sont em-
ployés pour conférer au papier une résistance accrue a I’eau tels que les Alkylcétene di-
mere (AKD), les Alkenylsuccinique Anhhydrides (ASA), les copolymeres de styreéne tels
que les copolymeres Styréne-Mal€¢ique Anhydride (SMA) et les copolymeres styréne-
acrylique cationiques ainsi que les résines a base de colophane (rosin sizing). Ces agents,
appliqués individuellement ou en combinaison, permettent d’adapter les propriétés de
mouillabilité et de résistance du papier aux exigences spécifiques des applications d’em-

ballage [155, 156].

L’ AKD est largement reconnu pour son efficacité, sa stabilité chimique et sa compatibilité
avec les procédés papetiers. Contrairement a d’autres agents comme I’ASA, qui présente
une réactivité €élevée, mais une forte sensibilité a I’hydrolyse, I’AKD est plus stable en
milieu aqueux, ce qui facilite son utilisation dans des formulations industrielles et amé-
liore la reproductibilité des performances du papier traité [155]. L’AKD agit par réaction

avec les groupes hydroxyles des fibres de cellulose, formant des liaisons -kétoesters qui
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rendent la surface du papier durablement hydrophobe. Cette liaison chimique permet une

résistance prolongée a 1’eau.

Il est principalement employé pour améliorer la résistance du papier a I'eau et a la graisse,
ainsi que pour améliorer sa résistance a la traction et sa rigidité [157]. Lorsqu'il est ajouté
dans la masse avec la pate a papier, I'AKD se fixe sur les fibres de cellulose et forme des
ponts réticulants entre elles et peut former des liaisons covalentes avec les groupes hy-
droxyles présents sur les fibres de cellulose [158]. Ce choix s’inspire des emballages a
base de papier intégrant des couches barrieres, dans lesquels une surface a faible mouilla-
bilité est utilisée pour améliorer la résistance a I’humidité ou limiter la migration de subs-
tances. Dans cette étude, I’utilisation de I’AKD permet de reproduire cette fonction bar-

riére par modification interne.

2.15 Hypothéses de recherche

Rappelons que le but du projet est de développer un emballage alimentaire antibactérien
a base de fibres cellulosiques dans lequel seront intégrés des phages actifs ciblant L. mo-

nocytogenes.

Avec larevue de la littérature, quatre hypothéses ont été formulées pour établir les objec-
tifs de recherche du projet :

1. L’application d’une formulation de bactériophages sur la surface d’un emballage
alimentaire a base de fibres cellulosiques permettrait de lutter contre L. monocyto-
genes.

2. Les caractéristiques des papiers et les parametres d’application des bactériophages
sur les papiers peuvent influencer 1’efficacité du papier bioactif’;

3. Les conditions de séchage et d’entreposage des papiers bioactifs influenceraient
I’efficacité antibactérienne.

4. Lamodification de la tension de surface de la solution de phages pourrait améliorer
la mouillabilité et minimiser la quantité de phages appliquée sur des surfaces hy-

drophobes.
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2.16 Les objectifs de recherche
Pour valider ou informer, les hypothéses, les objectifs de recherche suivants sont propo-

S€s :

1- Etudier I’interaction entre les phages et les bactéries L. monocytogenes pour le criblage

des parameétres expérimentaux significatifs sur I’activité antibactérienne ;
9

2- Analyser les paramétres d’application des bactériophages sur différents types de papier

et leurs influences sur ses propriétés antibactériennes ;

3- Evaluer I’impact de la modification des différentes propriétés des papiers et de I’ajout

d’additifs sur I’activité antibactérienne des papiers bioactifs ;

4- Etudier Ieffet de diverses conditions de séchage et d’entreposage sur 1’activité antibac-

térienne des papiers bioactifs.

L’originalité de ce projet réside dans les trois contributions scientifiques sur les papiers
bioactifs a base de phages. Il présente d’abord I'utilisation de formulations de phages de
grade alimentaire appliquées sur un papier de spécialité a usage industriel, destiné a la
fabrication d’emballages alimentaires visant a limiter la contamination par L. monocyto-
genes. Ensuite, il évalue la stabilité et la résistance de ces formulations de phages dans
différentes conditions de séchage et d’entreposage. Enfin, il examine I’effet de I’ajout d’un
agent tensioactif destiné a améliorer la répartition des phages sur des surfaces hydro-

phobes. C’est un aspect qui demeure peu documenté dans la littérature scientifique.
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Chapitre 3 - Matériels et méthodes

Ce chapitre se divise en deux sections. La premicre présente le matériel utilisé, tandis que

la seconde est consacrée aux méthodes expérimentales employées.

3.1 Matériel

3.1.1 Souche bactérienne

La souche bactérienne utilisée dans cette étude est Listeria monocytogenes sérotype 4b

(souche ATCC 19115), fournie par Cedarlane (Burlington, ON, Canada) [159].

3.1.2 Milieu de culture

Les milieux de culture liquide TB (Bouillon Trypticase - Sigma Aldrich), TA (Trypticase
Agar — Becton, Dickinson and company), Agar (Fisher, bioreagents) et Oxford Agar
(Sigma Aldrich), complété avec le supplément sélectif Oxford pour Listeria (Sigma Al-
drich), milieu de culture sélectif pour L. monocytogenes, ont ét¢ utilisés dans cette étude.
Ces milieux nutritifs favorisent la croissance de L. monocytogenes, chacun étant adapté a

des étapes spécifiques de culture ou de dénombrement.
3.1.3 Bactériophages

Deux produits commerciaux de phages spécifiques de L. monocytogenes ont été utilisées

dans cette étude :

- ListexTM P100 (Micreos, Wageningen, Pays-Bas) : Ce produit contient exclusivement
le phage P100, a une concentration d'environ 10! PFU (Plaque-Forming Units) /ml. Il a

¢été acquis aupres de Think Ingredients (Burlington, ON, Canada).

- Listshield™ (Intralytix Inc., Baltimore, MD, USA) : Ce produit est un cocktail de six
phages a une concentration d'environ 10® PFU, comprenant les phages LIST-36 (ATCC #
PTA-5376), LMSP-25 (ATCC # PTA-8353), LMTA-34 (ATCC # PTA-8354), LMTA-57
(ATCC # PTA-8355), LMTA-94 (ATCC # PTA-8356), LMTA-148 (ATCC # PTA-8357)
[117].
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Les deux produits ont été conservés a 4°C selon les instructions des fournisseurs jusqu'a

leur utilisation.
3.1.4 Produits chimiques

Dans cette étude, plusieurs produits chimiques ont été utilisés pour diverses fonctions spé-

cifiques.

Le tampon saline-magnésium (SM) a été utilisé pour maintenir la stabilité et la viabilité
des bactériophages lors de la dilution. Il s’agit d’une solution aqueuse qui contient du
chlorure de sodium (NaCl, 100 mM, Fisher Scientific) et du sulfate de magnésium
(MgS04.7H20, 8 mM, Sigma Aldrich). Une solution tampon (UltraPure™ 1M Tris-HCI,
pH 7,5 Thermo Fisher Scientific) a été utilisée pour ajuster le pH a 7,5.

Les huiles essentielles évaluées dans le cadre de cette étude comprennent une sélection
diversifiée :
- Huile extraite de I’épinette noire : Black spruce de BoreA Canada (Chapais, QC)
- Huile extraite de feuilles de menthe : Menthe poivrée d’ Aliksir (Québec, QC,
Canada)
- Huile extraite du ceédre : Huile de ceédre de Cedar shack (Québec, QC, Canada)
- Huile extraite de clou de girofle de Kissan (Scarborough, ON, Canada)
- Huile extraite de bouleau jaune de BoreA Canada (Chapais, QC)

L’agent tensioactif utilisé est le Tween 80 (Fisher Scientific, Etats-Unis).
L'Alkylcéténe dimere (AKD) (Kemira) a également été employé dans cette étude.
3.1.5 Les papiers de base et les pates utilisées

Dans cette étude, le papier a été choisi comme support principal pour la fabrication d'un
emballage alimentaire présentant des propriétés antibactériennes. Deux catégories de pa-
piers ont été utilisées : des papiers de base fournis par le partenaire Kruger, ainsi que des
papiers formettes standards spécialement fabriqués en laboratoire pour assurer un meilleur

contrdle des propriétés finales.
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3.1.5.1 Les papiers de base

Les papiers de base présentent des propriétés physiques différentes adaptées a des appli-
cations d’emballage alimentaire spécifiques :

e Papier 30K (Oil & grease resistant-OGR): grammage de 30 g/m? constitué ex-
clusivement de fibres longues raffinées de type Northern Bleached Softwood Kraft
(NBSK). Ce papier est congu pour résister a la migration des graisses grace a un
procédé d’encollage intégré lors de la fabrication des papiers.

e Papier 50K (Release paper): grammage de 50g/m? utilisé dans les applications
nécessitant des propriétés antiadhésives, ce papier est fabriqué a partir d’un mé-
lange de 40 % de fibres courtes de type Bleached Hardwood Kraft (BHK) et de 60
% de fibres longues de type Bleached Sofiwood Kraft (BSK). Comme le papier

30K, ce papier bénéficie d’un procédé d’encollage intégré lors de la fabrication.

Les deux papiers du partenaire ont fait I’objet d’une caractérisation, dont les résultats se-

ront présentés au chapitre 4 et comparés a ceux des formettes standards.
3.1.5.2 La pate a papier pour les formettes standards

La pate a papier utilisée pour la fabrication des formettes standards a été obtenue par re-
mise en pate du papier de base Kruger 50g/m?. Ce papier, initialement destiné aux appli-
cations alimentaires, a été choisi afin de conserver la méme composition cellulosique tout
en permettant un meilleur contrdle des conditions de préparation et, par conséquent, des

propriétés physiques des formettes produites.

3.2 Méthodes

La démarche expérimentale mise en ceuvre dans cette étude a été structurée en cinq étapes
successives, visant a évaluer 1’efficacité antibactérienne de formulations a base de phages
appliquées sur des supports cellulosiques. L’étape 1 portait sur le choix des agents anti-
bactériens, incluant deux formulations de phages et cinq huiles essentielles. L’étape 2
consistait a étudier les interactions entre 1’agent sélectionné et les bactéries cibles.

L’étape 3 visait la préparation et la caractérisation des papiers destinés a recevoir les
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formulations. L’étape 4 correspondait a 1’application de ’agent antibactérien en condi-
tions de laboratoire, intégrant plusieurs variables telles que le type de support, la concen-
tration de 1’agent, les conditions de séchage, d’entreposage et d’humidité. Enfin, 1’étape 5
comprenait des essais semi-pilotes réalisés a 1’aide d’une technique de pulvérisation a
grande échelle (CLC), dans des conditions plus proches d’un contexte industriel. Les mé-
thodes expérimentales spécifiques associées a chaque étape sont représentées dans les en-
cadrés du schéma (Figure 3.1) et seront décrites plus en détail dans les sections correspon-
dantes. L’ensemble des essais décrits dans ce chapitre a été réalis¢ en triplicata, et chaque

expérience a été répétée trois fois de manicre indépendante.

Sélection et étude des

agents antibactériens Application des phages sur papiers

Etape 1 : Choix de I'agent Etape 3 : Préparation et caractérisation des
antibactérien papiers
. - Papiers de hase
- Deux formulations de phages
] . .p 9 - Formettes standards
- Cing huiles essentielles - Calandrage
- Ajout de 'AKD
Analyse
Semi solide: double couches agar Analyse
Propriétés physiques, propriétés de surfaces
| |
z . . ) ¥
Etape 2 : Interaction phage- Et 2 - Application échell
bactérie ape & - Application echefle Etape 5 : Essais semi-pilote
laboratoire
Variables Variables
- Concentrations bactéries et - Support, concentrations
phages, phages/bactéries, MOI Techniques
- MOl - Quantité de phages Pulvérisation - CLC
- Paramétres de séchage
Analyse - Humidité
- Semi solide: deuble couches - Temps d'entreposage
agar
- Milieu liguide: lecteur de plaques Analyse Analyse
(DO) - Semi solide: double couches agar - Semi solide: double couches
- Comptage : phages et bactéries - Milieu liquide: lecteur de plaques agar
(DO)
- Comptage : phages et bactéries

N N

Figure 3.1 Schéma récapitulatif des méthodes et approches méthodologiques utili-

sées dans cette étude.
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3.2.1 Préparation et dénombrement de la souche bactérienne
3.2.1.1 Préparation des milieux de culture

Le bouillon TB a été préparé conformément aux recommandations du fabricant, en dis-
solvant 26 g de poudre dans 1 L d’eau distillée. La solution a été chauffée jusqu’a ébulli-
tion pendant une minute sous agitation magnétique afin d’assurer la dissolution compléte
du soluté, puis stérilisée par autoclave a 121 °C pendant 15 minutes. Ce milieu liquide a

¢été utilisé pour la croissance de la culture bactérienne.

Le milieu TA a été préparé de maniere similaire, en dissolvant 41 g de poudre de Trypti-
case Agar dans 1 L d’eau distillée. Le mélange a été¢ chauffé jusqu’a ébullition pendant
une minute sous agitation magnétique pour assurer une dissolution compléte, puis stérilisé
a 121 °C pendant 15 minutes a 1’autoclave. Le milieu a ensuite été versé dans des boites

de Pétri stériles et laissé a solidifier a température ambiante.

Le milieu Oxford a été utilisé pour la validation de I’identité de la souche. Il a été préparé
conformément aux recommandations du fabricant, en dissolvant 27,8 g de poudre dans
500 ml d’eau distillée et en portant a ébullition sous agitation afin d’assurer une dissolu-
tion complete. La solution a ensuite été stérilisée a 121 °C pendant 15 minutes a 1’auto-
clave. Apres refroidissement a 45-50 °C, le supplément stérile a été ajouté de facon asep-
tique, puis le milieu a ét¢ homogénéisé et distribué dans des boites de Pétri stériles pour

solidification.
3.2.1.2 Culture de la souche bactérienne

La culture de L. monocytogenes a été préparée en transférant, a I'aide d'une boucle de
microbiologiste stérile, une colonie bactérienne dans un tube contenant 5 ml de milieu de
culture de TB. La solution a été incubée a 30°C pendant 18h avec une agitation de

120 rpm. Ces conditions résultent en une concentration cellulaire de 10° CFU/ml [160].



58

3.2.1.3 Dénombrement de la culture bactérienne

La concentration cellulaire a été déterminée par dénombrement sur gélose, selon la mé-
thode décrite dans [58], et les résultats sont exprimés en CFU/ml (Colony Forming Units,

CFU). La limite de détection associ¢e au volume ensemencé (100 ul) est de 10 CFU/ml.
3.2.2 Formation d’un tapis bactérien (double couche Agar)

La technique de la double couche d'Agar a été utilisée pour réaliser le test antibactérien
avec les phages. Cette méthode consiste a créer deux couches distinctes dans une boite de

Pétri [161].

La premiére couche est constituée de 20 ml de gélose TA, préparée selon la procédure
décrite précédemment, coulée dans des boites de Pétri stériles et laissée a solidifier a tem-
pérature ambiante, sous la hotte. La nature solide de cette couche rend difficile la diffusion
des phages. Pour la deuxieéme couche, un bouillon TB contenant 7,5 g/L. d’Agar a été
préparé comme indiqué précédemment, puis maintenu a environ 45-50 °C dans un bain-
marie afin d’éviter sa solidification prématurée. Juste avant le coulage, 100 ul de la solu-
tion bactérienne ont ét¢ ajoutés au 3 ml de TB/Agar semi-solide, puis le mélange a été
homogénéisé par agitation. Ce volume a ensuite été versé sur la premiere couche de TA

solidifiée et reparti uniformément.

Les boites de Pétri ont été incubées a 30°C pendant 18h. La nature semi-solide de cette
deuxiéme couche offre deux avantages :
- Elle assure une distribution homogene des bactéries.
- Elle permet aux phages de mieux diffuser afin d’interagir avec les bactéries
présentes.
Les bactéries se multiplient sur le milieu de culture gélosé, formant un tapis bactérien

uniforme.
3.2.3 Détermination de la concentration de phages

La concentration de phages commerciaux a été validée en mélangeant 100 ul des bactéries

L. monocytogenes et 100 ul de phages de différentes dilutions dans un milieu nutritif
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gélose semi-solide formée de TB (3 ml) et d’Agar (7,5 g/L) [161]. Le mélange, de chaque
dilution, est versé sur une boite de Pétri contenant le TA. La boite est ensuite mise dans
I’incubateur pendant 24 heures afin de permettre la lyse des bactéries par les phages et
l'apparition des plaques ou zones de lyse. L infection et la mort des bactéries se traduisent

par ’apparition d’une zone claire, visible a I’ceil nu, appelée zone de lyse (Figure 3.2).

Figure 3.2 Plaques ou zones de lyse apres 24 heures d’incubation.

Ces plaques ont été comptées pour chaque dilution afin de déterminer la concentration de
phages. Pour pouvoir compter les phages, il faut que leur nombre soit compris entre 15 et
250 PFU/ml (PFU = Plaque Forming Units). La concentration initiale peut étre calculée

grace a la formule suivante [162]:

Concentration de phages (ﬂ) = X

ml /) Vinoculum X104l

Equation 3.1 : concentration de phages.

Avec x : le nombre de plaques comptées, Vinocunm : 1€ volume mis dans la boite et dil : la

dilution utilisée.

3.2.4 Détermination de I'activité antibactérienne en milieu semi-solide et li-

quide

Deux tests ont été utilisés pour évaluer 1’activité antibactérienne : un test en milieu semi-

solide et un test en milieu liquide. Ces méthodes ont permis d’analyser les interactions
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entre les phages, les agents antibactériens (y compris les papiers bioactifs) et L. monocy-

togenes.
3.2.4.1 Test semi-solide

Le test antibactérien en milieu semi-solide permet d’analyser 1’efficacité des agents anti-
bactériens dans des conditions qui s’approchent de la réalité¢ (ex. contamination de la

viande) [161].

Deux méthodes ont été¢ adoptées pour effectuer le test antibactérien.
- Un ajout direct des agents antibactériens sur le tapis bactérien.
- Adsorption des agents antibactériens sur des papiers (formation des papiers bioac-

tifs) et ensuite mise des papiers en contact avec le tapis bactérien.

Dans le cas des phages, la premicre stratégie permet d’éliminer 1’influence de leur orien-
tation lors de 1’adsorption sur une surface. En effet, lorsqu’ils sont fixés sur un support,
les phages peuvent s’adsorber via la téte ou la queue, ce qui peut affecter leur activité. La
deuxieme permet d’évaluer I’effet des propriétés de surface du papier, par exemple, sa

nature chimique (hydrophile ou hydrophobe), sur I’efficacité des phages.

Expérimentalement, un volume déterminé de la solution de phages est appliqué sur le tapis
bactérien. Lorsqu’un papier est utilis€, une quantité déterminée de la solution est d’abord
déposée sur celui-ci, puis le papier est placé en contact avec le tapis bactérien. Dans les
deux cas, les boites sont incubées a 30°C pendant 24 heures, afin de permettre la lyse des
bactéries par les phages et I’apparition de zones de lyse (plaques) visibles a I’ceil nu (Fi-
gure 3.3). Dans le cas ou aucune zone de lyse n’apparait, cela peut s’expliquer soit par la
résistance des bactéries, soit par le fait que les phages ne sont pas spécifiques a cette

souche.
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1- Tapis bactérien 2- Application de la formulation (v en pL)
(TB + Agar + L. monocytogenes) /_ ou d’un papier (d = 6 mm)
A :

4- Zone de lyse

3- Incubation a 30°C

Figure 3.3 Représentation d’un test antibactérien en milieu semi-solide 1) forma-
tion d’un tapis bactérien, 2) application d’une solution de phages ou d’un papier
traité avec du phage, 3) incubation (interaction phages-bactéries), 4) lyse des bacté-

ries et apparition d’une zone de lyse.

La mesure de ’aire de cette zone permet de quantifier le développement de la zone de lyse
en fonction du temps, en fonction de la quantité et de la nature de phages ajoutés. Dans
les deux stratégies, des images de la zone de lyse ont été capturées a I’aide d’un appareil
photo permettant le suivi de son développement en fonction du temps. Les images ont été
analysées par un logiciel d’analyse d’image (Adobe Photoshop CS3). Pour la premiere
stratégie, un disque de papier de 6 mm de diametre est collé a I’extérieur de chaque boite
de Pétri, servant de repere pour le calcul de I’aire. Dans le cas de la deuxieéme stratégie, le
papier utilis€ comme support de phages a été utilisé directement comme référence pour

cette mesure.

Dans les deux cas, un échantillon de matiére a ensuite été prélevé dans la zone de lyse afin
de vérifier la présence éventuelle de L. monocytogenes résiduelle. Le dénombrement sur

gélose a ensuite été effectué.
3.2.4.2 Test en milieu liquide — lecteur de plaques

3.2.4.2.1 Multiplicité d’infection (MOI)
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La multiplicité d’infection (Multiplicity of Infection, MOI) correspond au rapport entre le
nombre de particules de phages infectieux (PFU) et le nombre de bactéries viables (CFU)
présentes au moment de 1I’inoculation :

Nombre de PFU

MOT1 = Nombre de CFU

Equation 3.2 Calcul de la multiplicité d’infection (MOI).

Ce parametre permet de standardiser les conditions d’infection et de faciliter la comparai-
son entre différentes conditions expérimentales. Un MOI ¢élevé signifie qu’un plus grand
nombre de phages est disponible par bactérie, tandis qu'un MOI faible indique une pro-
portion moindre. Dans ce travail, le MOI a été calculé en divisant le nombre de phages
ajoutés par le nombre de bactéries initialement présentes dans les puits. Par exemple, pour
107 CFU/ml et 10° PFU/ml, le MOI est de 100. Ce calcul a permis de sélectionner les
MOI testés dans les expériences et d’adapter la quantité de phages aux densités bacté-

riennes visées.
3.2.4.2.2 Description du test

Le test d’interaction phages-bactéries en milieu liquide vise a évaluer la dynamique d’in-
fection dans des conditions homogenes, en réduisant certaines variables, comme la mobi-
lit¢ des phages ou I’orientation des phages, et de s’assurer que celles-ci entrent plus effi-
cacement en contact avec les bactéries. Les essais ont été réalisés en microplaque 96 puits
et suivis a I’aide d’un lecteur BioTek Cytation 5 (Figure 3.4). Cet appareil mesure la den-
sité optique (DO, 600 nm), proportionnelle a la concentration bactérienne, ce qui permet
de quantifier la croissance et son inhibition par les phages. Le dispositif, doté d’un contrdle
de température et d’une agitation, rend possible des lectures rapides et reproductibles et
I’évaluation en parallele de multiples conditions expérimentales (différentes concentra-
tions de phages et de bactéries), y compris a faible densité bactérienne, point d’intérét de
cette étude. Pour les analyses, des puits sont réservés pour le témoin négatif et pour le
témoin de croissance afin de vérifier respectivement I’absence de contamination et la va-
lidité du test. Dans le cas des papiers, les échantillons sont immergés dans la solution

pendant un temps optimisé de 45 minutes, correspondant a la durée permettant la
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libération maximale des phages. Ce temps a été déterminé aprés avoir évalué plusieurs

durées: 10, 20, 30, 45 et 60 minutes.

Figure 3.4 Un lecteur de plaques de BioTek Cytation 5 et une plaque de 96 échantil-

lons.
3.2.4.2.3 Vérification de la pureté et isolement bactérien

Pour certains échantillons sélectionnés selon les critéres expérimentaux, un prélévement
a été effectué afin de vérifier I’absence de contamination et de confirmer 1’identité bacté-
rienne. La vérification a été réalisée a 1’aide du milieu sélectif Agar Oxford. Une étape
d’isolement bactérien a été réalisée dans le milieu de culture Tryptose Agar (TA) afin de
séparer les bactéries du reste de la suspension et d’obtenir des colonies distinctes. L’ense-
mencement a été effectué a I’aide d’une boucle stérile, en veillant a obtenir une répartition
homogene, et cette opération a été répétée trois fois pour chaque échantillon [119]. Aprés
1solement, une colonie représentative a été repiquée a la fois sur TA et sur le milieu sélectif
Agar Oxford. Les boites ont été incubées pendant 24 h a 30 °C avant 1’observation des

colonies.
3.2.4.2.4 Procédure expérimentale

Chaque puits (200 pl) est rempli de 140 pl de TB, et de 20 ul de SM et de 20 pl de chaque
solution bactérienne. Dans le cas des expériences avec phages libres (phage direct), I’ino-
culum bactérien est ajusté pour obtenir dans chaque puits I’une des cinq concentrations

finales suivantes : 10%, 10°, 10°, 107 ou 10® CFU/ml. Par la suite, 20 pl de chaque solution
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de phages sont ajoutés dans les puits selon le MOI souhaité. Des témoins négatifs de TB

(milieu de culture seul) et des témoins de croissance (bactéries seules) ont été analysés.

Dans le cas des expériences avec des phages adsorbés sur papier, trois concentrations bac-
tériennes finales ont été testées : 104, 10° et 10° CFU/ml. Les concentrations des phages
de 10* 2 10® PFU/ml ont été préparées et utilisées. Les disques de papier, traités avec 20
ul de solution de phages, sont déposés dans les puits contenant 160 ul de TB, 20 ul de SM
et 20 ul de la suspension bactérienne. Ceux-ci ont ensuite €t¢ immergés dans les puits
pendant 45 minutes, afin de permettre la libération des phages, puis retirés. Ensuite, la
plaque de 96 puits est placée dans le lecteur a plaque, qui est équipé d'un systéme de
contrdle de la température et d'un agitateur pour favoriser 1’interaction phage-bactérie et
la croissance bactérienne. Les puits sont incubés a 30°C. La densité optique (DO) est en-
registrée, a des intervalles de temps réguliers de 20 minutes, au fil du temps, pendant
72 heures a une longueur d'onde de 600 nm. Chaque échantillon et chaque témoin a été
réalisé en triplicata. La densité optique est utilisée comme mesure indirecte de la crois-
sance bactérienne. Si I'agent antibactérien est efficace, une diminution de la densité op-

tique sera observée dans les puits.
3.2.4.3 Calcul de la réduction logarithmique

La diminution de la population bactérienne apres un traitement est généralement exprimée
en réduction logarithmique, ce qui permet de comparer quantitativement 1’efficacité des
interventions. La réduction logarithmique a été calculée a partir des concentrations mesu-
rées dans les échantillons témoins et traités, selon I’équation suivante [163] :

Ntémoin,t

Réduction logarithmique = lo _
g q E10 Ntraité,t

Equation 3.3 Calcul de la réduction logarithmique (logio) de la population bacté-
rienne, définie comme le logarithme du rapport entre la concentration bactérienne

dans le témoin et celle de I’échantillon traité au temps t.
Ni¢moin,s = concentration bactérienne (CFU) du témoin au temps ¢ apres incubation,

Ninite; = concentration bactérienne (CFU) de 1’échantillon traité au méme temps .
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Ce calcul exprime la diminution du nombre de bactéries en puissance de 10. Par exemple,
une réduction de 2 log correspond & une diminution d’un facteur 100, tandis qu’une ré-
duction de 5 logs correspond a une diminution d’un facteur 100 000, et ainsi de suite.
Conformément aux recommandations de la Food and Drug Administration (FDA) et de
I’ Agence canadienne d’inspection des aliments (ACIA), une réduction > 5 logs de L. mo-
nocytogenes, avec une concentration résiduelle inférieure a 100 CFU/g, est considérée

comme significative pour les aliments préts a manger.

Cette approche a été utilisée comme indicateur de référence afin d’évaluer I’efficacité des

différents traitements appliqués sur L. monocytogenes.
3.2.5 Préparation des papiers formettes standards
3.2.5.1 Mise en pate et dilution des fibres

Deux kilogrammes de papier sec ont été déchirés manuellement en petits morceaux, puis
désintégrés dans 20 litres d’eau pendant 15 minutes, conformément a la norme TAPPI T
205 sp-95. Cette opération a permis d’obtenir une suspension une suspension de fibres a
10% de consistance. Ensuite, 1 000 g de pate ont été dilués dans 33 litres d’eau pour

obtenir une consistance de 0,3 %.
3.2.5.2 Fabrication des formettes standards

Les papiers ont été préparés et caractérisés avant leur utilisation dans les différentes étapes
expérimentales. Des formettes standards, d'environ 16 cm de diametre, de différents gram-
mages (30 g/m?, 50 g/m?, 90g/m? et 130g/m?) ont été produites selon la norme adaptée de
PAPTAC C.4 et TAPPI T 205 sp-95. La variation du grammage des papiers permet de
modifier I’épaisseur pour une surface identique. Ceci permet de créer un support riche en
eau, capable de conserver I’humidité plus longtemps, car un papier plus €pais a besoin de

plus de temps pour sécher en profondeur.

Plusieurs séries de formettes ont été préparées par 1’équipement Formette semi-automa-
tique Labtech modele 300-0 qui permet de préparer des formettes avec un grammage con-

trolé. La quantité nécessaire pour chaque grammage a été calculée et vérifiée pour chaque
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série. Une fois la quantité¢ préparée, elle est mélangée avec de I’eau dans une colonne
spécialement congue. La quantité d’eau ajoutée, tout comme les autres parameétres de for-
mation, a été¢ déterminée conformément aux normes TAPPI T 205 sp-95 et PAPTAC C 4.
L’eau est ensuite drainée sur une toile métallique disposée au fond de la colonne jouant le
role de filtre et une formette humide est obtenue. Chaque formette humide a été retirée
du filtre a l'aide de deux papiers buvards et d'une plaque métallique circulaire. Une série
de 10 formettes a été pressée entre deux papiers buvards, en deux temps (5 minutes et 2
minutes) a ’aide d’une presse automatique, afin d’éliminer I’excés d’eau. Deux papiers
buvards sont ajoutés entre les formettes durant cette opération. Cette méthode de pressage
en deux étapes est conforme aux recommandations de la norme TAPPI T 205 sp-95 per-
mettant une extraction progressive de I’eau. Finalement, les formettes sont stockées dans
une chambre a humidité et température contrdlées a 50 % HR (humidité relative) et une
température de 23°C jusqu’au caractérisation et utilisation. La Figure 3.5 représente des

images des principales étapes de production des formettes standards.

Figure 3.5 Représentation des principales étapes de production des formettes stan-
dards : 1) Déchiquetage des papiers, 2) et 3) Trituration, 4) Pate obtenue, 5) Dilu-
tion de la pate, 6) et 7) Fabrication d’une formette standard, 8) Formette standard

seche.
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3.2.5.3 Propriétés des papiers fabriqués
3.2.5.3.1 Le grammage

Le grammage des papiers représente la masse par unité de surface (g/m?) et a ét¢ mesuré

pour chaque formette standard a 1’aide d’une balance.
3.2.5.3.2 L’indice Cobb

L'indice Cobb est une mesure de la capacité d'un matériau a absorber I'eau. 11 a été mesuré
avec l'instrument GENUINE GURLEY Cobb Sizing Testers (Figure 3.6), fabriqué par Gur-
ley selon la norme [ISO 535:2014] [142].

Figure 3.6 Appareil utilisé pour I’indice Cobb.
3.2.5.3.3 La perméabilité a l'air

La méthode Parker Print-Surf, selon la norme ISO 5636-3 [164] (Figure 3.7) mesure la
perméabilité a I’air d'un matériau en quantifiant le volume d'air qui passe a travers un
échantillon de papier sous pression, ce qui indique la quantité d'espaces vides dans le ma-

tériau.
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Figure 3.7 Appareil utilisé pour mesurer la perméabilité a Iair.

3.2.6 Modifications des papiers
3.2.6.1 Calandrage des papiers

Le calandrage a été réalisé avec une calandre Beloit Wheeler modéle 700 (Figure 3.8)
pour réduire la perméabilité a I’air des papiers. Le papier a été passé entre deux rouleaux
chauffés a une température de 190°F (environ 88°C) et appliquant une pression de

1 000 PSI. Ce traitement permet de compacter les fibres et diminue les espaces vides.

Figure 3.8 Calandre Beloit Wheeler modele 700 utilisé pour le calandrage.
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3.2.6.2 Modification du papier par I'ajout de ’AKD

Une solution d'AKD commerciale fournie par Kemira, contenant 23,5% de matiére séche,
a été ajoutée a la pate diluée a 10% de consistance (soit 10% de fibres en masse dans
I’eau), avant la formation des papiers. Trois pourcentages d’AKD ont été utilisés : 0,5, 1
et 2%, exprimés en pourcentage massique d’AKD solide par rapport a la masse séche de
papier. Des formettes standards (30 g/m?, 50 g/m?, 90g/m? et 130g/m?) ont été fabriquées

selon la procédure mentionnée auparavant.
3.2.7 Angle de contact

3.2.7.1 Angle de contact sans Tween 80

L'angle de contact statique a été mesuré a l'aide d'un Tensiométre optique (Mode¢le : The-
taflex 300, compagnie Biolin), un instrument spécialement congu a cet effet (Figure 3.9).
Cette mesure révele si la surface est hydrophobe ou hydrophile, ce qui est essentiel pour

des applications ou la résistance a 1’eau est requise.

Figure 3.9 Image du tensiometre Thetaflex 300.

Une goutte d’eau (volume déposé 3ul) est déposée sur le papier a 1’aide d’une seringue.
La machine est reliée a un ordinateur et d’un logiciel de traitement d’image (OneAtten-
sion) qui permet de mesurer 1’angle de contact de la goutte. Une capture vidéo de 25 se-

condes est enregistrée pour chaque goutte.
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3.2.7.2 Angle de contact avec Tween 80

En complément, I’angle de contact statique a ét€¢ mesuré a I’aide d’un appareil goniometre
FTA-4000 (First Ten Angstroms, USA), équipé d’une caméra haute résolution et d’un
logiciel d’analyse intégré (FTA32) (Figure 3.10).

Figure 3.10 Appareil FTA-4000 (First Ten Angstroms).

Cette série de mesures vise a évaluer 1’effet du Tween 80 (0,5 %) sur la mouillabilité des
papiers (30K, 50K, 50F0,5%AKD, et 5S0F2%AKD). Une goutte de la solution aqueuse
contenant le Tween 80, d’un volume variant entre 10 et 20 puL, a été déposée sur la surface
du papier a I’aide d’une seringue automatique. L appareil a permis d’enregistrer en temps
réel la forme de la goutte et de calculer automatiquement I’angle de contact a partir des

images obtenues. Chaque mesure a ét¢ réalisée en triplicata.

3.2.8 Observation de la morphologie de surface des papiers par microsco-
pie électronique a balayage (MEB)
En complément des mesures d’angle de contact, I’étude de la morphologie des papiers a
¢été réalisée afin de mieux comprendre I’influence des traitements sur la structure fibreuse.
Les échantillons ont été observés par microscopie €lectronique a balayage (MEB) afin de
caractériser la topographie de leur surface. Les échantillons étudiés comprenaient : les
deux papiers de base 30K et 50K, leurs équivalents en présence de phages, le papier for-
mette standard 50F, le papier modifié avec de I’AKD 50F0,5%AKD, ainsi que les papiers
calandrés (50FCal, 50K Cal). Les observations ont été réalisées a I’aide d’un microscope
HITACHI SU1510 (Hitachi, Mississauga, Canada). Les observations ont été réalisées en

mode électrons secondaires avec une tension d’accélération de 10 kV, et a différents
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grossissements (X100, x250 et x1000), afin d’obtenir une résolution élevée et une visua-

lisation détaillée de la texture et de la topographie des surfaces.
3.2.9 Application des phages sur papier

Les phages retenus ont été appliqués sur papier afin d’en évaluer 1’efficacité selon deux
étapes complémentaires : des essais a I’échelle laboratoire, réalisés par goutte et par pul-
vérisation manuelle, puis des essais semi-pilote, effectués par pulvérisation a I’aide de la

machine CLC, plus proches des conditions industrielles.
3.2.9.1 Application a I’échelle laboratoire

L’application en conditions de laboratoire permet de travailler sur de petits échantillons
dans un environnement controlé. Cette approche offre un contréle précis de la quantité de
phages appliquée et assure le respect de conditions stériles, ce qui en fait une étape essen-

tielle pour valider la reproductibilité et la fiabilité des résultats expérimentaux.
3.2.9.1.1 Application par goutte

Cette méthode consiste a appliquer, a 1'aide d'une micropipette, une goutte de 20 pul de
phages sur des disques de papier de 6 mm de diamétre. Les disques sont ensuite laissés a
I’air libre pendant 15 minutes. Afin d’assurer la reproductibilité des résultats, chaque con-
dition expérimentale a €té réalisée en triplicata. Cette approche permet une distribution
précise controlée des phages sur la surface, tout en minimisant le gaspillage. Utilisée a
I'échelle de laboratoire, elle a permis d’étudier divers parameétres, notamment la quantité
de phages, I’influence des traitements de surface, I'humidité, le grammage, la nature du
papier et le temps de séchage. Toutefois, cette méthode reste adaptée aux tests de labora-

toire sur des échantillons de papier.
3.2.9.1.2 Test a 'aide d’un flacon en plastique équipé d’'une buse

Un flacon en plastique, muni d'une buse de pulvérisation manuelle, a été utilisé pour ap-
pliquer la solution de phages sur les disques de papier de 6 mm. Le flacon ainsi que la
buse ont ¢té préalablement stérilisés, et l'application s'est déroulée sous la hotte biolo-

gique. Une solution de phages de concentration 10'' PFU/ml et un type de papier (50K)
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ont été utilisés pour ces expériences. Dans le but de réguler la quantité de phages, le

nombre d'applications a été modifié.
3.2.9.2 Essai semi-pilote

L’application par pulvérisation permet d’appliquer la solution de phages sur de grandes
surfaces de maniere efficace. Cette méthode permet de valider les meilleures conditions
obtenues lors de I’application par goutte dans des conditions proches de celles de I’indus-

trie.
3.2.9.2.1 La machine CLC

La pulvérisation de la solution de phages a ét¢ effectuée avec une coucheuse de laboratoire
CLC-7000 (Cylindrical Laboratory Coater) d'Innofibre (Cégep de Trois-Rivieres) (Figure
3.11). La machine CLC permet un contrdle de la quantité de phages appliquée sur le pa-

pier.

Figure 3.11 Coucheuse de Laboratoire CLC-7000 avec la bande de papier.
3.2.9.2.2 Procédure d’application avec la machine CLC

Une solution de phages de concentration 10% PFU/ml et deux types de papiers (50K et
50F) ont été utilisés pour ces expériences. Les papiers ont été stérilisés sous la lumiére
UV pendant 20 minutes dans une hotte biologique. Pour éviter les contaminations lors du
transport, les papiers traités ont été¢ placés dans des sacs en plastique stériles. Chaque ex-

périence a été effectuée en triplicata.
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Les papiers ont été collés sur le rouleau de la machine de CLC a I’aide de ruban adhésif
(un rouleau de papier a été collé sur le rouleau métallique de la machine pour faciliter le

collage de la bande de papier) (Figure 3.12).

Pulvérisation (=] Bande 14 cm >
) - i ' // -—-I‘-

Figure 3.12 Les étapes de la pulvérisation des papiers avec la machine CLC.

Lors du processus de décontamination thermique, le papier est chauffé sur le rouleau jus-
qu'a atteindre 29°C. Un traitement par infrarouge est ensuite appliqué pour éliminer toute
contamination potentielle, portant la température du papier a 54°C en 30 secondes. Apres
ce traitement, un refroidissement de 5 minutes est nécessaire pour ramener les échantillons
a 23°C, afin de les préparer pour le processus de pulvérisation. Cette étape préliminaire
est essentielle pour garantir la stérilit¢ des échantillons avant toute manipulation ulté-

rieure.

Plusieurs essais préliminaires avec de I'eau ont été réalisés pour déterminer les conditions
opérationnelles optimales d'application des phages, en assurant une couverture homogene
des échantillons. Les paramétres retenus sont : une pression de 90 PSI, une vitesse de
rotation du cylindre de 110 m/min, et une distance de 10 cm entre la buse et la surface. La
buse utilisée permet une dispersion uniforme de la solution sur une largeur de 14 cm.
Apres l'application de la solution de phages, deux types d'échantillons de papier ont été
testes:

1- Les échantillons non séchés : L'activité antibactérienne de ces échantillons a été
testée immeédiatement apres 'application, sans séchage préalable, permettant ainsi
d'évaluer leur efficacité juste apres le traitement.

2- Les échantillons séchés : Un séchage controlé a été effectué apres 'application de
la solution aqueuse de phages pour évaluer son impact sur l'activité antibacté-
rienne. Les échantillons ont d'abord été soumis a un séchage a 32°C pendant 10

secondes, puis laissés a l'air libre pendant 15 minutes dans la machine, avec une
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rotation continue du cylindre pour assurer un séchage uniforme. Pendant cette pé-
riode, la température des échantillons a progressivement diminué pour atteindre
23°C. Le séchage visait essentiellement a réduire la teneur en eau résiduelle sur le
papier, sans toutefois la mesurer précisément. Cette méthode permet d'analyser

l'effet du séchage sur l'efficacité antibactérienne des papiers traités.

Dans un contexte industriel, cette étape pourrait représenter une contrainte, notamment en
ce qui concerne le temps et les conditions de séchage a grande échelle. Le procédé réel
devrait garantir un séchage complet pour éviter toute humidité résiduelle susceptible d’al-
térer la conservation du produit ou de favoriser la croissance microbienne. Il serait alors
nécessaire de déterminer la teneur en humidité optimale pour maintenir I’activité des

phages tout en assurant la stabilité et la sécurité de I’emballage.
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Chapitre 4 - Résultats

Ce chapitre présente les principaux résultats obtenus au cours de cette étude, en détaillant
les observations et les analyses réalisées. Il traite du choix de l'agent antibactérien, de
'exploration des interactions entre les bactéries et les phages, avec et sans support papier,
ainsi que de 1'évaluation de l'influence de diverses conditions de séchage et de stockage
sur l'activité antibactérienne des papiers fonctionnalisés. De plus, l'optimisation de la
quantité de phages appliqués est abordée, ainsi que I'impact d'un agent tensioactif sur la
mouillabilité de la solution de phages. Ce chapitre est structuré en plusieurs sections cor-

respondant aux objectifs spécifiques définis précédemment.

4.1 Choix d’agent antibactérien

Afin d’étudier I’interaction entre les phages et les bactéries L. monocytogenes (objectif 1
de la these) et de déterminer les paramétres expérimentaux influengant 1’activité antibac-
térienne, il est d’abord nécessaire de sélectionner I’agent antibactérien le plus efficace
contre L. monocytogenes avant de le tester en milieu liquide et semi-solide. Cette section
a donc pour objectif d’évaluer 1’activité antibactérienne de cinq huiles essentielles, ainsi
que de deux produits commerciaux, P100 et ListShield, contre la souche L. monocyto-
genes sérotype 4b. Les expériences menées visent a valider leur efficacité en termes de
réduction de la croissance bactérienne et a identifier leur potentiel dans la lutte contre cette

bactérie pathogene.
4.1.1 Activité antibactérienne des huiles essentielles

L’activité antibactérienne des cinq huiles essentielles, soit 1’épinette noire, la menthe poi-
vrée, I’huile de cedre, le clou de girofle et le bouleau jaune a été testée en déposant 20 ul
sur un tapis bactérien de L. monocytogenes (concentration 10° CFU/ml). La Figure 4.1
présente les images des zones de lyse observées pour les cinq produits apres 24 heures

d’incubation a 30°C.
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Figure 4.1 Zone de lyse observées sur un tapis bactérien suite a I’activité antibacté-
rienne de différentes huiles essentielles : A) témoin de croissance bactrienne, B) épi-
nette noire, C) menthe poivrée, D) huile de cédre, E) clou de girofle et E) bouleau

jaune.

Les résultats montrent que, pour chacune des cinq huiles essentielles testées, une zone de
lyse est apparue autour du point d’application, indiquant une activité antibactérienne en-
vers L. monocytogenes. L’ importance visuelle de cette zone variait selon I’huile : la
menthe poivrée présentait la plus grande zone de lyse, tandis que 1’épinette noire montrait
la plus faible. L’évaluation a été réalisée de fagcon qualitative, sans mesure précise du dia-

metre ou de la surface des zones d’inhibition.

Ainsi, bien que I’évaluation ici soit uniquement qualitative, les résultats expérimentaux
confirment le potentiel antibactérien de ces huiles essentielles. Selon la littérature, cette
activité est généralement attribuée a la présence de terpeénes, comme 1’a-pinene et le -
pinéne présents dans I’épinette noire [74, 75], le menthol et la menthone dans la menthe
poivrée [76], le cédrol et le thuyopsene dans 1’huile de cedre [77], ainsi qu’a des composés
phénoliques tels que I’eugénol dans le clou de girofle [78] et le salicylate de méthyle dans

le bouleau jaune [79].
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4.1.2 Validation de l'infectivité des phages

Deux tests qualitatifs ont été réalisés pour valider l'infectivité des phages : un test en milieu

liquide et un test en milieu semi-solide.
4.1.21 Test en milieu liquide

Une quantité de 30 pl de chaque produit de phages (P100 ou ListShield) a été ajoutée
séparément a une solution de 6 ml de L. monocytogenes a une concentration de
107 CFU/ml. Les concentrations initiales des suspensions de phages étaient de
10! PFU/ml pour P100 et de 10® PFU/ml pour ListShield, ce qui correspond respective-
ment 4 environ 3 x 10° PFU et 3 x 10° PFU ajoutés dans chaque culture. Le mélange a
ensuite été incubé a 30°C pendant 24 heures sous agitation a 120 rpm. L’évolution de la

limpidité des cultures a été évaluée visuellement et est présentée a la Figure 4.2.

Figure 4.2 Infectivité des phages P100 et du cocktail des phages ListShield sur L.

monocytogenes. TB : bouillon Trypticase.

Apres incubation, les cultures témoins de croissance présentaient une opacité marquée,
signe d’une forte croissance de L. monocytogenes. A I’inverse, les cultures traitées avec
les phages P100 et ListShield montraient une clarification notable, traduisant une inhibi-
tion significative de la croissance bactérienne. Le comptage sur gélose a confirmé ces
observations : aucune colonie n’a été¢ détectée dans les échantillons traités, indiquant que

la concentration bactérienne était inférieure a la limite de détection de la méthode
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(10 CFU/ml). En comparaison, la concentration dans le témoin de croissance atteignait

10° CFU/ml aprés 24 heures.

Ces résultats correspondent a une réduction d’au moins 8 logs par rapport au témoin de
croissance, et confirment l'action lytique des phages, qui ont induit une diminution mar-
quée du nombre de bactéries viables dans les échantillons traités. Les données obtenues
mettent en évidence 1'efficacité des phages P100 et ListShield dans 1'inhibition de la crois-
sance de L. monocytogenes, renforgant ainsi leur potentiel en tant qu'agents antibactériens

efficaces pour le controle de cette bactérie pathogene [165].
4.1.2.2 Test semi-solide

Expérimentalement, un volume de 20 pl de chaque produit a été déposé sur un tapis bac-
térien présentant une concentration de 10° CFU/ml. Les concentrations de phages pour
P100 et ListShield étaient respectivement de 10'! PFU/ml et 10® PFU/ml. L’apparition
d’une zone de lyse est un indicateur de I’infectivité des phages. La Figure 4.3 présente les
images capturées aprés 24 heures d'incubation, montrant l'interaction entre les deux

phages et le tapis bactérien.

Figure 4.3 Zones de lyse observées sur la culture de L. monocytogenes apres exposi-

tion aux phages A) P100 et B) ListShield.

Les résultats expérimentaux indiquent, dans les deux cas, l'apparition d'une zone foncée
au centre, suggérant la lyse des L. monocytogenes dans cette région. La Figure 4.4 repré-

sente le résultat d’un test de vérification de la présence de L. monocytogenes.



79

Figure 4.4 A) Boite de Pétri contenant un milieu de culture TA sans L. monocyto-

genes; B) Boite de Pétri contenant L. monocytogenes.

Les résultats obtenus ont démontré 1’efficacité des deux produits commerciaux a base de
phages, P100 et ListShield, dans l'inhibition de L. monocytogenes. Ces deux produits ont
donc été retenus pour la suite de 1’étude portant sur I’interaction entre les phages et L. mo-

nocytogenes.

4.1.3 Activité antibactérienne d'une combinaison de phages et d'huile es-

sentielle

Cette section présente les résultats des tests d'activité antibactérienne effectués pour éva-
luer l'efficacité d'un mélange combinant des phages et des huiles essentielles. Un volume
de 60 pl de chaque huile essentielle a été mélangé avec un volume de 60 ul de phages
P100. Une goutte de 20 ul a été déposée sur le tapis bactérien de L. monocytogenes (con-
centration 10° CFU/ml). La Figure 4.5 présente les images de la zone de lyse pour les cinq

mélanges apres 24 heures d’incubation a 30°C.
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Figure 4.5 Zones de lyse observée aprés application de 20 pl d’un mélange de
phages P100 avec les huiles essentielles A) témoin de croissance bactérienne, B) épi-
nette noire, C) menthe poivrée, D) huile de cédre, E) clou de girofle et E) bouleau

jaune.

Pour I’ensemble des huiles utilisées, une activité antibactérienne a été observée. Dans le
cas du mélange phages P100-bouleau jaune, I’activité est 1égérement moins prononcée.

Pour les autres mélanges, les résultats qualitatifs, sont comparables.

Bien que le caractere antibactérien des huiles essentielles étudiées (seules et en combinai-
son avec les phages) ait été confirmé par les résultats, ces agents n’ont pas été retenus pour
la suite de 1’étude. Cette décision repose sur plusieurs considérations pratiques et écono-

miques:

1) leur forte odeur, susceptible d’altérer les propriétés organoleptiques des produits

alimentaires ciblés;

2) le risque de contamination de la machinerie (notamment de la machine a papier)

nécessitant des procédures de nettoyage spécifiques et coliteuses;
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3) le colit d’approvisionnement ¢élevé de certaines huiles essentielles, pouvant re-

présenter un frein important pour une application industrielle a grande échelle ;

4) la présence potentielle de composés extractibles pouvant migrer de I’emballage
vers I’aliment, ce qui entrainerait des tests réglementaires supplémentaires et des

couts de conformité.

Ces facteurs combinés réduisent la faisabilité technique et économique de ’utilisation des

huiles essentielles dans le contexte de cette étude.

4.2 Interactions entre les phages et les bactéries

Toujours dans le but d’étudier I’interaction entre les phages et L. monocytogenes pour
cribler les paramétres expérimentaux significatifs sur 1’activité antibactérienne (objectif 1
de la thése), il est nécessaire de déterminer les concentrations optimales de bactéries et de
phages ainsi que les meilleurs rapports phage-bactérie (multiplicité d’infection, MOI).
Cette étape vise a évaluer les interactions entre les deux produits commerciaux de phages
(P100 et ListShield) et L. monocytogenes en testant différentes combinaisons de concen-
trations de bactéries et de phages. L objectif spécifique est d’identifier les ratios phage-
bactérie optimaux afin d’optimiser [’usage des phages tout en limitant I’émergence de

bactéries résistantes.

Les analyses ont été réalisées a I’aide de deux méthodes complémentaires : un test en
milieu semi-solide et un test en milieu liquide utilisant un lecteur de plaques. Le test en
milieu semi-solide permet d’évaluer I’interaction bactéries-phages dans un environnement
reproduisant des conditions proches de la surface des aliments. Toutefois, lorsque la con-
centration bactérienne est faible, I’absence d’un tapis bactérien continu peut compliquer
la visualisation et la mesure précise des zones d’inhibition. En complément, le test en
milieu liquide permet un suivi en temps réel de la cinétique de croissance bactérienne ainsi
que de son inhibition par les phages, méme a de faibles concentrations initiales. L utilisa-
tion conjointe de ces deux méthodes permet ainsi d’obtenir une évaluation plus compléte

de I’interaction entre les phages et L. monocytogenes.
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4.2.1 Interaction entre les phages et L. monocytogenes par le test en milieu

semi-solide
4.2.1.1 Interaction entre les phages Listshield et L. monocytogenes

Le but de cette partie est de déterminer le rapport optimal phages/bactéries (Multiplicité
d'Infection, MOI) pour le produit ListShield. Une goutte de 20 pl de la solution de phage
(108 PFU/ml, concentration de la solution commerciale) a été déposée a la surface de mi-
lieux ensemencés avec différentes concentrations de L. monocytogenes (10°, 10%, 107, 10,

10° et 10* CFU/ml), puis incubés pendant 24 heures a 30°C.

L’infectivité a été évaluée par 1’observation de zones d’inhibition visibles a 1’ceil nu. Con-
trairement a 1’essai en tube en milieu liquide, ou une inhibition visible de la croissance
bactérienne a été observée pour la solution, les essais en double couche Agar n’ont pas
permis d’obtenir des résultats reproductibles. Une zone de lyse était bien visible avec la
solution non diluée (10® PFU/ml), mais cet effet n’a pas pu étre systématiquement repro-
duit lorsque différentes concentrations de bactéries ou de phages étaient testées. Ces ex-
périences ont été réalisées a plusieurs reprises (n = 3) avec le méme lot de ListShield,
confirmant que la variabilité observée était récurrente. Pour vérifier cette hypothese, il
avait été prévu de tester un lot neuf. Cependant, des contraintes logistiques et des délais
d’approvisionnement prolongés ont empéché de recevoir le nouveau lot a temps. Face a
ces limites expérimentales, et afin d’obtenir des données plus fiables, il a été décidé de
poursuivre les travaux uniquement avec le phage P100, dont I’infectivité s’est révélée

stable et reproductible dans des conditions expérimentales similaires.
4.2.1.2 Interaction entre les phages P100 et L. monocytogenes

Plusieurs concentrations initiales de L. monocytogenes ont été préparées (10* a
10° CFU/ml). Une goutte de 20 ul de la solution de phages P100 (10'! PFU/ml, concen-
tration de la solution commerciale) a été déposée sur chaque tapis bactérien, pour obtenir
les MOI allant de 10?4 107. Cette approche visait & déterminer le MOI optimal pour la
concentration commerciale et a évaluer 1’efficacité des phages selon la densité bacté-

rienne.
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Apres 24 heures d’incubation a 30°C, I’infectivité a été confirmée pour toutes les concen-
trations bactériennes testées (Figure 4.6).
10*CFU/ml

10°CFU/ml 10°CFU/ml

10°CFU/ml

Figure 4.6 Zone de lyse obtenue apres application de 20 pl de la solution de phages
P100 (10'! PFU/ml) sur L. monocytogenes a différentes concentrations (104 a

10° CFU/ml), aprés 24 heures d’incubation a 30°C.

L'observation des zones de lyse pour les six concentrations de L. monocytogenes révéle

I’infectivité des phages a tous les MOI testés.

Plus la concentration en L. monocytogenes est élevée, plus la zone de lyse est claire, mais
de petite taille. Aux concentrations intermédiaires de 10° et 107 CFU/ml, l'aire de la zone
de lyse est la plus étendue, reflétant une meilleure efficacité des phages a ces niveaux. En
revanche, a des concentrations plus élevées, comme 10% et 10° CFU/ml, I’aire de la zone
de lyse est plus petite. Cela s'explique par le fait que les phages nécessitent plus de temps

pour lyser un plus grand nombre de L. monocytogenes.
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L'effet du temps d'incubation a également été étudié en variant les durées de traitement
(24, 48 et 72 heures) pour des concentrations de L. monocytogenes allant de 10* a

10° CFU/ml, avec différents MOI (allant de 10? a 107).

A partir des images capturées, ’aire de la zone de lyse a été mesurée par le logiciel d’ana-
lyse d’images (4dobe Photoshop CS3). La Figure 4.7 représente la variation de 1’aire de

la zone de lyse en fonction du temps.

—o—1.00E+09 CFU/mlI —#—1.00E+08 CFU/mlI —#—1.00E+07 CFU/mlI
1.00E+06 CFU/mI —<—1.00E+05 CFU/ml —e—1.00E+04 CFU/mlI
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Figure 4.7 Zone de lyse en fonction du temps avec une concentration de phage fixe
(10" PFU/ml) et pour les concentrations bactériennes variant entre 10* CFU/ml et
10° CFU/ml. Les valeurs représentent la moyenne de trois mesures (n = 3) et les

barres d’erreur indiquent I’écart-type.

Les résultats montrent que, pour toutes les concentrations initiales de L. monocytogenes
testées (10* a 10° CFU/ml), I’évolution des zones de lyse suit un profil en deux phases

distinctes :

1. Phase initiale de croissance rapide (0-24 h) : quelle que soit la concentration, on

observe une augmentation rapide de la zone de lyse, atteignant un maximum a 24
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heures. Cette croissance traduit I’efficacité initiale élevée des phages P100 lors de

I’infection d’une population bactérienne.

2. Phase de décroissance (24-72 h) : au-dela du maximum, la diminution de la zone
de lyse suit une tendance globalement lin€aire jusqu’a 72 heures. Toutefois cette
diminution, dont I’allure est comparable entre les concentrations, apparait modé-

rée. L hypothése d’une émergence de bactéries résistantes peut étre envisagée.

Pour les concentrations entre 10* et 10 CFU/ml, correspondant a des MOI élevés de 10’
a 10, respectivement, les zones de lyse maximales atteignent 315, 220 et 237 mm?. Ces
valeurs initiales supérieures traduisent un rapport phage/bactérie favorable, permettant
une infection plus rapide et plus homogene de la population bactérienne. En revanche, aux
concentrations plus élevées en bactéries de 107 a 10° CFU/ml, correspond a des MOI 10*
a 10%, la compétition accrue entre les phages et les bactéries entraine des zones de lyse

initialement plus modestes (239 a 200 mm?).
Plusieurs facteurs pourraient étre a I’origine de cette diminution [166, 167, 168, 169]:

- Développement de résistance bactérienne : Les bactéries qui survivent a I’infec-
tion par les phages peuvent développer divers mécanismes leur permettant
d’échapper a la lyse, réduisant ainsi 1’efficacité des phages. Ces mécanismes in-
cluent notamment la modification des récepteurs de surface, empéchant la fixation
des phages, ainsi que 1’activation de systemes immunitaires, comme CRISPR-Cas,
présent seulement chez une partie des bactéries. Les bactéries résistantes peuvent

alors se multiplier, ce qui contribue a la diminution de I’aire de la zone de lyse.

- Dégradation ou inactivation des phages : Les phages peuvent étre dégradés ou
inactivés par des facteurs environnementaux tels que les enzymes produites par les

bactéries, des changements de pH ou une température défavorable.

- Mutations des phages : Les phages eux-mémes peuvent subir des mutations qui
altérent leur capacité a infecter et a lyser les bactéries, entrainant une efficacité

réduite.
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- Interaction avec les débris bactériens : Certains phages pourraient se fixer sur
des débris de bactéries lysées plutot que sur des bactéries viables, ce qui limite leur

action sur la population bactérienne restante.

La résistance des L. monocytogenes aux phages P100 a fait 1’objet d’une analyse dans le

cadre de la présente étude.

Cette méthode a permis de faire une comparaison entre les différentes concentrations de
L. monocytogenes en contact avec les phages P100. Bien qu’elle ait certaines limites pour
les faibles concentrations bactériennes, elle permet de simuler les conditions proches de

la réalité. Elle sera aussi utilisée dans le cas ou les phages seront appliqués sur les papiers.
4.2.2 Interaction des phages et L. monocytogenes en milieu liquide

Cette partie a permis de modifier simultanément les concentrations des phages et des bac-
téries. Elle visait a apporter des éclaircissements sur les mécanismes de l'infection de
L. monocytogenes par le phage P100. Expérimentalement, cinq concentrations bacté-
riennes (10* & 108 CFU/ml) et cinq concentrations des phages (10* a 108 PFU/ml) ont été
préparées et combinées dans différents puits pour étudier plusieurs rapports MOI. Le rap-

port MOI qui dépasse le 103 est jugé trop élevé et n’a pas été étudié.

La disposition des différentes concentrations de bactéries et de phages utilisées dans cette
expérience est détaillée dans la Figure 4.8. Celui-ci reprend la configuration des puits de
la plaque (A-H x 1-12) et indique pour chaque puits la concentration initiale en L. mono-
cytogenes (CFU/ml) et en phages (PFU/ml). Les puits contenant uniquement du milieu
TB servent de contréle négatif. Les puits contenant uniquement du L. monocytogenes,

servant de témoin de croissance.
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1 2 3 10 [ 11 ] 12
5 5 5
A| TB | TB | TB 11%5/ 11%5/ 11%5/
6 6 6
B | 0/10° | 0/10% | 0/10° 11%5/ 11%5/ 11%5/
107 | 107/ | 107/

C | 0/10% | 0/10% | 0/10°
105 | 10° | 10°
105 | 108 | 10%

D | 0/10° | 0/10° | 0/10°
10° | 105 | 10°
10 | 10 | 10

E | 0/10° | 0/10° | 0/10°
10 | 10* | 10°
105 | 105 | 10

F | 0/10° | 0/10* | 0/10°
10* | 10* | 10°
109/ | 105 | 10%/

3 3 3
G | 0/10° | 0/10° | 0/10 0t | 100 | 100
; ; ; 107 | 107 | 107/
H | 0/107 | 0/107 | 0/10 0t | 100 | 100

Figure 4.8 Plan de disposition des puits de la plaque expérimentale (lignes A-H et

colonnes 1-12) indiquant les concentrations initiales en L. monocytogenes (CFU/ml,

dénominateur) et en phages P100 (PFU/ml, numérateur).

La Figure 4.9 illustre les profils de croissance obtenus pour les différentes combinaisons

de concentrations de bactéries et de phages présentées dans la Figure 4.8.
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Figure 4.9 Courbes de croissance bactérienne obtenues a partir d’expérience d’in-

teraction phages P100-bactéries L. monocytogenes dans un lecteur de plaques.
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Les témoins de croissance ont montré une croissance bactérienne typique : une phase la-
tente suivie d’une croissance exponentielle puis d’un plateau stationnaire, ce qui confirme
la viabilité des cellules ainsi que le bon fonctionnement des conditions de culture. La durée
de la latence dépendait de la concentration bactérienne initiale : plus longue a faible ino-
culum, car plusieurs divisions étaient nécessaires avant d’atteindre une densité détectable,
et quasi inexistante a forte concentration. Aprés 72 heures d’incubation, le dénombrement
sur gélose réalisé a partir de prélévements effectués dans les puits témoins de croissance
a montré que la concentration bactérienne atteignait 10° CFU/ml pour I’ensemble des con-
centrations testées. Les témoins négatifs n’ont présenté aucune augmentation de densité
optique, ce qui confirme 1’absence de contamination et valide la fiabilité des conditions
expérimentales. Dans les puits contenant a la fois des bactéries et des phages, les profils
observés varient selon les concentrations initiales et les rapports MOI. Certaines condi-
tions présentaient une chute rapide de la densité optique, jusqu’a devenir indétectable,
suggérant une élimination compléte des bactéries ou une réduction en dessous du seuil de
détection. Dans d’autres cas, la densité optique montrait une diminution initiale suivie
d’une augmentation progressive. Cette remontée peut étre attribuée a plusieurs phéno-
menes : (1) une reprise de croissance de L. monocytogenes aprés une phase d’inhibition et
une cohabitation phage-bactérie ; (2) le développement de souches résistantes aux phages
; ou (3) la survenue d’une contamination secondaire favorisée par 1’inhibition initiale de

L. monocytogenes.

Afin de vérifier les hypotheses issues de 1’observation des courbes, une analyse complé-
mentaire a été réalisée apres 72 heures pour chaque condition expérimentale. Elle a con-
sisté en un comptage des bactéries et des phages, ainsi qu’en un test de résistance bacté-
rienne sur milieu Oxford sélectif pour L. monocytogenes. Ce milieu, formulé pour inhiber
la croissance des bactéries non ciblées, favorise celle de L. monocytogenes et permet ainsi
de confirmer la présence éventuelle de souches résistantes. Pour examiner plus précisé-
ment la cinétique d’interaction, les courbes de la Figure 4.9 ont été extraites et regroupées
par concentration initiale en L. monocytogenes. Les résultats sont ainsi présentés et inter-

prétés séparément pour chaque condition expérimentale.
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4.2.2.1 Cinétique de linteraction a 104 CFU/ml

A propos de la cinétique d’interaction a 10* CFU/ml, la Figure 4.10 représente les courbes
de croissance de L. monocytogenes en absence de phages ainsi qu’en présence de diffé-

rentes concentrations de phages (10%-108 PFU/ml).
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Figure 4.10 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale
10* CFU/ml) sans et en présence des phages a plusieurs concentrations (10%-

107 PFU/ml).

Le témoin de croissance a montré une phase de latence de 9 heures, suivie d’une phase
exponentielle d’une durée de 18 heures. Le plateau de croissance a été atteint apres
27 heures. Aucun déclin n'a été observée apres 72 heures, confirmant que les conditions
expérimentales permettaient une croissance continue. Pour les autres solutions bacté-
riennes mises en contact avec les phages, quelle que soit la concentration de phages et le
MOI, aucune phase de croissance n’a été observée. Cette absence peut résulter de 1’¢limi-

nation complete des bactéries par 1’action lytique des phages.
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Le dénombrement sur gélose apres 72 heures d’incubation n’a révélé aucune colonie bac-
térienne dans les puits, ce qui indique que la concentration était inférieure a la limite de
détection de la méthode utilisée (10 CFU/ml). En parall¢le, la concentration de phages
réalisée apres 72 heures d’incubation a partir de prélévements réalisés dans les puits a
montré une augmentation de leur concentration par rapport a la valeur initiale. A titre
d’exemple, une concentration initiale de 10 PFU/ml a atteint 10° PFU/ml en fin d’incu-

bation.
4.2.2.2 Cinétique de I'interaction a 10° CFU/ml

Concernant la cinétique d’interaction a 10° CFU/ml, la Figure 4.11 représente les courbes
de croissance de L. monocytogenes en absence de phages ainsi qu’en présence de diffé-

rentes concentrations de phages (10*-10® PFU/ml).

—e—TB @—L. monocytogenes ©—1.00E+04 PFU/ml
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Figure 4.11 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale
10° CFU/ml) sans et en présence des phages a plusieurs concentrations (10*-

108 PFU/ml).
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Le témoin de croissance a présenté¢ une latence de 6 heures suivie d’une phase exponen-
tielle d’environ 18 heures et d’un plateau atteint aprés 24 heures. L'apparition de la phase
de déclin n'a pas été observée. Pour les autres solutions bactériennes en contact avec les
phages, et quelle que soit la concentration de phages, les résultats expérimentaux montrent
une similitude de la concentration 10° CFU/ml avec celle de 10* CFU/ml, ¢’est-a-dire que
la densité optique n’a pas augmenté. Le dénombrement apreés 72 h a confirmé 1’absence

de bactéries et une augmentation de la concentration de phages.

Pour les deux concentrations 10* CFU/ml et 10° CFU/ml, I’inhibition observée correspond
a une réduction estimée a 8 log par rapport au témoin de croissance. Cette valeur est cal-
culée en comparant la concentration bactérienne finale des puits traités a celle des puits
témoins de croissance sans phage apres incubation, et non a la concentration initiale de
I’inoculum. Ainsi, puisque les témoins de croissance atteignaient 10° CFU/ml aprés
72 heures, une réduction de 8 log signifie que la concentration bactérienne dans les puits

traités était d’environ 10 CFU/ml, soit proche de la limite de détection.
4.2.2.3 Cinétique de I'interaction a 106 CFU/ml

Lorsque la concentration est de 105 CFU/ml, la Figure 4.12 représente les courbes de
croissance de L. monocytogenes, obtenues en absence de phages et en présence de diffé-

rentes concentrations de phages (10*-108 PFU/ml).
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Figure 4.12 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale
10 CFU/ml) sans et en présence des phages a plusieurs concentrations (10%-

10® PFU/ml).

Le témoin de croissance a débuté aprés 3 heures et a atteint un plateau vers 18 heures.
Pour les puits qui contiennent des phages et des bactéries, les résultats expérimentaux
révelent des différences marquées dans le comportement de croissance bactérienne par
rapport aux deux concentrations antérieures (10*et 10° CFU/ml). De plus, ce comporte-
ment varie avec la concentration initiale de L. monocytogenes. En comparaison avec la
courbe témoin de croissance, aucune augmentation de la densité optique n’est observée
dans les 18 premieres heures pour toutes les conditions testées avec phages. Cette absence
de croissance, rapportée a la concentration bactérienne mesurée dans le témoin de crois-
sance au méme temps t, correspond a une réduction estimée d’environ 8 log. Pour la con-
centration la plus faible de (10* PFU/ml; MOI 0,01), I’inhibition est totale pendant toute
la durée de suivi : la densité optique reste stable, indiquant 1’absence de reprise de crois-

sance de L. monocytogenes. Pour les concentrations plus élevées (10, 10°, 107,
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108 PFU/ml; MOI 0,1; 1; 10; 100), une augmentation de la densité optique est observée a

des moments variables entre 18 heures et 72 heures.

Dans I'ensemble des échantillons, la densité optique a atteint un maximum sans toutefois
¢égaler ou dépasser celle des cultures témoins de croissance non exposées aux phages.
Apres ce maximum, une réduction de la densité optique a été enregistrée, tout en restant

supérieure au seuil de l'appareil.
4.2.2.3.1 Caractérisation des isolats de L. monocytogenes

Afin de confirmer I’identité des bactéries présentes dans certains puits et d’écarter I’éven-
tualité d’une contamination, plusieurs échantillons, prélevés aprés 72 heures d’incubation
a partir des puits ayant montré une reprise de la croissance, ont ét¢ analysés selon la mé-
thode décrite au chapitre 3. Les observations sur milieux TA et Agar Oxford sont présen-

tées a la Figure 4.13.
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Figure 4.13 Croissance des bactéries isolées sur A) le milieu de culture TA, B) et C)

sur le milieu sélectif Oxford.

Les résultats ont révélé la présence de bactéries dans les deux milieux. Aucune quantifi-
cation par dénombrement n’a été réalisée a cette €tape ; I’analyse repose donc sur des
observations qualitatives. Sur le milieu TA, ’aspect morphologique des colonies corres-
pond a celui typiquement observé pour L. monocytogenes. Par ailleurs, la croissance ob-
servée sur le milieu de culture sélectif Oxford confirme cette identification et permet d’ex-
clure toute contamination par d'autres souches bactériennes. Dans le but d'accroitre la pu-

reté des souches bactériennes, une double étape d'isolement a été réalisée sur le milieu
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sélectif Oxford, ce qui a permis d’obtenir des souches pures destinées aux essais de sen-

sibilité aux phages.
4.2.2.3.2 Evaluation de la résistance des isolats aux phages P100

Les souches pures obtenues ont ensuite €té utilisées pour réaliser un essai antibactérien en
milieu semi-solide, selon la méthode de la double couche d'Agar, en présence des phages
P100. L'objectif de cet essai est de valider la nature résistante de la souche bactérienne
sélectionnée. Pour ce faire, les isolats issus des puits ayant montré une reprise de la crois-
sance ont été utilisés. Ces puits correspondaient a des rapports MOI compris entre 0,1 et
100 (soit des concentrations de phages de 10° a 108 PFU/ml pour une concentration bac-
térienne initiale de 10° CFU/ml). Au total 12 isolats ont été testés. Chaque isolat été incubé
pendant 18 heures a 30°C avec une agitation a 120 rpm. Puis, un tapis bactérien a été
préparé conformément au protocole de double couche Agar. Une goutte de 20 pl du phage
P100 (10" PFU/ml), a été déposée sur le tapis bactérien, dont la concentration était de 10°
CFU/ml. La Figure 4.14 illustre I’aspect du tapis bactérien apreés 24 heures d’incubation
en présence des phages P100.

Figure 4.14 Tapis bactérien aprés 24 heures d’interaction avec les phages P100 (in-

cubation a 30°C).

Les résultats expérimentaux n’ont pas montré 1’apparition d’une zone de lyse en surface,

suggérant ainsi la présence de L. monocytogenes résistante aux phages P100.
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4.2.2.4 Cinétique de Iinteraction a 107 CFU/ml
Pour la cinétique d’interaction a 10’ CFU/ml, la Figure 4.15 présente les évolutions bac-

tériennes en absence de phages ainsi qu’en présence de différentes concentrations de

phages (10%-108 PFU/ml).
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Figure 4.15 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale
107 CFU/ml) sans et en présence des phages a plusieurs concentrations (10*-

108 PFU/ml).

Les données enregistrées n’ont pas montré la phase latente pour le t¢émoin de croissance;
elles offrent plutot une observation des stades initiaux de la croissance, soulignant le début
de la phase exponentielle de croissance bactérienne. Cette observation est attribuée a la
concentration initiale significative de la solution bactérienne, laquelle engendre un délai
réduit avant l'entrée en phase exponentielle. La stabilisation de la phase stationnaire est
observée a partir de la quinzieme heure. Dans les puits expérimentaux contenant a la fois
des phages et des bactéries, les résultats révelent des différences dans le profil de crois-

sance bactérienne en fonction des concentrations de la solution de phages. A des faibles
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concentrations des phages (10*et 10> PFU/ml, MOI : 0,001 et 0,01), une élévation margi-
nale de la densité optique est constatée initialement, atteignant un pic modéré apres 3
heures d'interaction, suivie d'une réduction de la densité optique en deca de la limite de
détection de 1'appareil. Cette inflexion dans la courbe indique le moment ou les phages
commencent a infecter les bactéries, entrainant une diminution de la croissance bacté-
rienne. A une concentration de phages de 10° PFU/ml (MOI = 0,1), aucune augmentation
de la densité optique n’a été observée pendant toute la durée de suivi, ce qui suggere une
lyse compléte des bactéries. Dans ces conditions, ainsi qu’aux deux concentrations plus
faibles (10* et 10° PFU/ml), la comparaison avec le témoin de croissance au méme temps
t indique une réduction d’environ 8 log de la concentration bactérienne par rapport au
témoin de croissance, sans détection de bactéries résistantes. A une concentration de
phages de 107 PFU/ml (MOI = 1), une inhibition initiale équivalente a 8 log de réduction
par rapport au témoin de croissance est également observée, mais celle-ci est suivie d’une
reprise de la croissance a partir de 48 h, suggérant 1I’émergence de bactéries résistantes.
En revanche, a la concentration la plus élevée (10® PFU/ml; MOI = 10), la réduction rela-
tive de 8 log par rapport au témoin de croissance est atteinte des les 6 premiéres heures,
suivie d’une augmentation précoce de la densité optique, traduisant une reprise plus rapide
de la croissance bactérienne résistante. Une procédure analogue a celle appliquée pour la
concentration de 10 CFU/ml a été exécutée afin d'analyser la solution dans les puits ou
une ¢lévation de la densité optique a été relevée. Les résultats expérimentaux ont claire-
ment démontré la présence de bactéries résistantes, soulignant ainsi la capacité de ces po-
pulations bactériennes a persister et a croitre malgré I'influence de 1'agent phagique. Cette
observation suggere une potentielle évolution adaptative au sein de la population bacté-
rienne en réponse a la pression exercée par les phages et une cohabitation entre les phages

et les bactéries est observée.

4.2.2.5 Cinétique de I'interaction a 108 CFU/ml

Enfin, pour la concentration la plus élevée testée, soit 10® CFU/ml, la Figure 4.16 présente
les évolutions bactériennes dans des conditions dépourvues de phages ainsi que sous

l'influence de diverses concentrations de phages (10*-10% PFU/ml).
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Figure 4.16 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale
102 CFU/ml) sans et en présence des phages a plusieurs concentrations (10%-

10® PFU/ml).

Les résultats obtenus ne permettent pas d'observer la manifestation d'une phase latente
dans le cas du témoin de croissance. Elles offrent plutot une observation des stades initiaux
de la croissance, soulignant le début de la phase exponentielle de croissance bactérienne,
similaire & la concentration bactérienne de 10’7 CFU/ml. Cependant, la stabilisation de la

phase stationnaire est observée a partir de 12 heures.

Dans les puits expérimentaux contenant a la fois des phages et des bactéries, conformé-
ment aux observations antérieures, les données révelent des différences dans le profil de

croissance bactérienne en fonction des concentrations de la solution de phages.

A des concentrations de phages évoluant de 10* PFU/ml & 10’ PFU/ml (MOI : 0,0001 ;
0,001 ; 0,01 et 0,1), I'émergence du pic de la densité optique s'aveére un phénomene no-
table. Les caractéristiques de ces pics, tant en amplitude que dans leur persistance tempo-

relle, démontrent une variabilité marquée en fonction de la concentration de phages. Les
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concentrations de phages plus faibles exhibent des pics a la fois plus prononcés et prolon-
gés dans le temps. Par exemple, pour une concentration de 10* PFU/ml, le sommet de la
densité optique est atteint apres 9 heures, amorgant ensuite une décroissance graduelle.
Cette diminution persiste jusqu'a ce que la densité optique atteigne un niveau en dessous
du seuil de détection de l'appareil, ce qui survient apres 21 heures. En revanche, pour la
concentration de 10’ PFU/ml, le pic de la densité optique se manifeste aprés seulement
3 heures, et la densité optique atteint le seuil de détection de 'appareil aprés 9 heures. Ces
observations soulignent, encore une fois, la dépendance significative des dynamiques de
croissance bactérienne vis-a-vis de la concentration de phages, mettant en évidence des
réponses distinctes en termes d'amplitude et de durée temporelle des pics de densité op-
tique. Ces observations peuvent étre attribuées a la faible concentration initiale de phages,
en contraste avec une concentration bactérienne €levée. L'accroissement de la quantité de
phages dans le milieu nécessite un temps significatif. En raison de cette concentration
initiale, le délai requis pour que la densité¢ de phages atteigne des niveaux susceptibles

d'influer notablement sur la croissance bactérienne est prolongé.

Pour la concentration de phages la plus élevée (10® PFU/ml), aucune augmentation de la
densité optique n’a été observée avant 12 heures, soit le temps nécessaire pour atteindre
la phase stationnaire dans la condition témoin de croissance. Cette absence de croissance
traduit une activité antibactérienne particulierement efficace, aboutissant a une lyse com-
plete de la population bactérienne initiale. Cependant, une augmentation marquée de la
densité optique est enregistrée apres 12 h, atteignant un maximum a 27 h avant de dimi-
nuer progressivement. En comparaison, parmi les autres conditions testées, seule la con-
centration de 10° PFU/ml a montré une reprise de la densité optique, observée plus tardi-
vement, a partir de 54 heures. Dans les deux cas (10° et 108 PFU/ml), les valeurs de la
densité optique sont restées inférieures a celles des cultures témoins de croissance non
exposées aux phages. Les analyses complémentaires ont confirmé la présence de bactéries
résistantes, soulignant la capacité adaptative de L. monocytogenes a persister et a se mul-
tiplier. Cette observation ne remet toutefois pas en cause l’utilisation des phages comme
agents antibactériens, mais met plutot en évidence la nécessité d’adapter la stratégie d’ap-

plication afin de limiter 1’apparition de résistances.
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Cette section de 1’étude visait a approfondir la compréhension des interactions complexes
entre phages et bactéries et a élaborer des stratégies pour limiter la résistance bactérienne.
L'efficacité de ces interactions est principalement liée aux concentrations initiales des bac-

téries et des phages.

Les résultats suggérent que, pour des concentrations bactériennes initiales faibles, le MOI
n’est pas un facteur déterminant pour obtenir une lyse compléte, car le nombre relatif de
bactéries a ¢liminer reste limité et les phages peuvent rapidement atteindre une concentra-
tion suffisante pour éliminer la population bactérienne. En revanche, lorsque la concen-
tration bactérienne initiale est élevée, un MOI élevé exerce une pression sélective des les
premiéres étapes de 1’interaction. Cette pression favorise 1’apparition rapide de bactéries
résistantes, qui survivent a ’attaque initiale et peuvent ensuite se multiplier. A I’inverse,
un MOI faible entraine une infection progressive, laissant plus de temps a la propagation
des phages au sein de la population bactérienne et réduisant ainsi la pression sélective
immédiate [170]. Ces dynamiques expliquent pourquoi, dans nos essais, la résistance bac-
térienne a été plus fréquemment observée aux rapports MOI élevés associés a de fortes

concentrations initiales de bactéries.

4.3 Effet du support en papier sur les interactions entre les phages et les

bactéries

Dans le but d’étudier les parametres d’application des phages sur différents types de pa-
piers et leurs influences sur leurs propriétés antibactériennes (objectif 2 de la these), il est
nécessaire de comprendre ’effet du support sur les interactions entre les phages et les
bactéries. Cette partie porte sur I'application des phages sur les supports en papier, en
examinant 1’effet du type de papier, la quantité de phages, les conditions de séchage, 1’in-
fluence de I’humidité, du temps d’entreposage et de la capacité de mouillabilité du papier

sur la performance antibactérienne des phages sur les papiers.

Les caractéristiques physico-chimiques de chaque type de papier, telles que le grammage,
la perméabilité a ’air, la capacité d’absorption, la morphologie de surface observée au

MEB et le traitement de surface, peuvent influencer la distribution et 1'efficacité¢ des
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phages. De plus, la quantité optimale de phages appliquée sur le papier, la durée de son
entreposage et les conditions environnementales de séchage pourraient avoir un impact
sur les propriétés antibactériennes. Par exemple, le temps d'entreposage du papier traité
peut affecter la stabilité des phages, nécessitant une évaluation réguliére de leur efficacité
au fil du temps. Enfin, la capacité de mouillabilit¢ du papier conditionne la distribution
uniforme des phages sur sa surface, influengant ainsi leur capacité a entrer en contact avec
les bactéries cibles. Comprendre ces différents parameétres est essentiel pour optimiser
I’application des phages sur les supports papetiers et garantir leur utilisation réussie dans

des environnements industriels et commerciaux.
4.3.1 Caractérisation des papiers
4.3.1.1 Caractérisation des papiers de base et standards

Les propriétés physiques (grammage, épaisseur, densité, perméabilité a 1’air et indice
Cobb) des papiers de base et des différents papiers formettes standards ont été mesurées
(Tableau 4.1). Les papiers fournis par 1’entreprise Kruger sont identifiés par la lettre K,
tandis que ceux préparés au laboratoire sont identifiés par la lettre F. Les papiers calandrés

sont suivis par I’abréviation « Cal ».

Tableau 4.1 Propriétés physiques des papiers de base et des papiers formettes stan-

dards.
. Grammage | Epaisseur Densité Per:n .é apilitéa | Indice
Papier (g/m?) (um) (g/cm?) Pair P.PS Coblz)
(ml/min) (g/m?)
30K 30,4 48,5 0,63 847+61 31
50K 53,2 82 0,68 55+1,8 20
30F 30,7 54 0,57 294438 46,8
50F 49,7 80 0,62 108+6 78,4
90F 90,5 136 0,66 58+£5 139,6
130F 132,3 194 0,68 372 165,6

Pour les papiers formettes standards (30F, 50F, 90F, 130F), une augmentation du gram-

mage entraine une hausse de I’absorption d’eau, comme le montre 1'augmentation de la
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valeur de I’indice Cobb de 46,8 g/m? pour le 30F a 165,6 g/m? pour le 130F. Cette absorp-

tion plus importante favorise la rétention d'humidité nécessaire a la protection des phages.
A l'inverse, les papiers de base (30K, S0K) montrent une réduction progressive de 1’indice
Cobb avec l'augmentation du grammage. Cette tendance est attribuée a leur structure plus
dense et a la présence d’un traitement industriel conférant une barriére aux liquides. En
comparant les papiers de méme grammage entre formette standard et papier de base, la
différence est significative : pour le grammage 30, I'indice Cobb est de 46,8 pour le 30F
et de 31 pour le 30K, tandis que pour le grammage 50, il est de 78,4 pour le 50F contre
seulement 20 pour le 50K. Ces écarts illustrent donc ’effet de ce traitement intégré sur la
rétention d’eau. Par ailleurs, les papiers évalués présentaient des densités et des perméa-
bilités a I’air contrastées : papier de base 30K (0,63 g/cm?, 847 ml/min), papier de base
50K (0,68 g/cm?, 55 ml/min) et papier formette standard 50F (0,62 g/cm?, 108 ml/min).

Des observations complémentaires ont été réalisées par MEB afin de caractériser la mor-
phologie de surface des différents papiers. Parmi les grossissements obtenus (%100 a
%x1000), le grossissement x250 a été retenu, car il offre un compromis optimal entre la
visualisation globale du réseau fibreux et la détection des détails topographiques associés
aux traitements de surface. Ce choix permet également une comparaison homogeéne entre

échantillons. La Figure 4.17 présente les images MEB pour les papiers 30K, 50K et S0F.
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Figure 4.17 Images obtenues par microscopie électronique a balayage (MEB,
10.0 kV, x250) illustrant la morphologie de surface des différents papiers : (A) 30K,
(B) 50K et (C) 50F.

Ces images illustrent la surface des papiers utilisés pour I’application des phages. Dans
cette étude, a part le calandrage, aucune modification physique des papiers n’a été réalisée,

et I’effet de la rugosité n’a pas été spécifiquement évalué. Toutefois, le papier de base
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ayant subi des modifications chimiques présente des caractéristiques de surface particu-
liéres, notamment des pores visibles susceptibles d’influencer la répartition des phages, y
compris leur localisation a différentes profondeurs. Cette hétérogénéité de la surface est
typique des papiers industriels non calandrés. L’objectif était donc d’examiner si cette
variabilité de structure pouvait affecter I’interaction phages-bactéries et, par conséquent,
leur efficacité. La combinaison des pores visibles et des propriétés physiques (densité et
perméabilité a 1’air) influence potentiellement la diffusion de I’air et, indirectement, la

distribution des phages en profondeur.
4.3.1.2 Caractérisation des papiers calandrés

Le Tableau 4.2 regroupe les caractéristiques physiques des papiers Kruger et des papiers

formettes standards calandrés.

Tableau 4.2 Propriétés physiques des papiers de base (K) et formettes standards (F)

calandrés.

e ... | Perméabilité¢ | Indice
Papier Gramn;age Epaisseur Den51§e 3 air PPS Cobb
30KCal 30,2 36 0,8 359+23 28
50K Cal 53,3 54 0,9 20+1,6 22
30FCal 31,2 41 1,3 82,446 43
50FCal 50,4 55 1,1 20,5+1 71
90FCal 90,8 95 1 8,3+0,6 114
130FCal 132 136 1 5,4+0,5 160

Le calandrage a entrain€, pour I’ensemble des papiers, une augmentation de la densité et
une réduction de la perméabilité a I’air ainsi que de I'épaisseur. L’indice Cobb a légere-
ment diminué dans la plupart des cas, a I’exception d’une faible hausse observée pour le
papier S0K. Le grammage est resté quasi inchangé, les écarts observés relevant des tolé-
rances de mesure. La diminution de la perméabilité a I’air est appuyée par les observations

morphologiques obtenues par MEB (Figure 4.18).
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Figure 4.18 Images obtenues par microscopie électronique a balayage (MEB, 10.0

kV, x250) illustrant la morphologie des différents papiers : (E) SOKCal, (F) SOFCal.

Les images mettent en évidence les modifications de la structure fibreuse induites par le
calandrage. Les fibres apparaissent aplaties, les pores inter-fibres sont réduits et la surface
est plus lisse. La diminution de la perméabilité a 1’air observée apres calandrage (de 55 a
20 ml/min pour le papier 50KCal, et de 108 a 20,5 ml/min pour le papier SOFCal) est
cohérente avec 1’augmentation de la densité des papiers (0,68g/cm? a 0,9 g/cm? pour S0K
et SOKCal et de 0,62g/cm? a 1,1 g/cm? pour 50F et S0FCal). Ces résultats confirment que
le calandrage agit comme un traitement mécanique de compactage, réduisant la porosité
interne du papier. Cette réduction de perméabilité a I’air pourrait permettre de diminuer la
quantité¢ de phages nécessaire pour obtenir la méme efficacité¢ antibactérienne en raison

d’une meilleure rétention des phages a la surface du papier.
4.3.1.3 Propriétés des papiers modifiés avec ’AKD

Le Tableau 4.3 regroupe les caractéristiques de divers types de papier modifiés avec des
concentrations d'agent AKD a 0,5%, 1%, et 2%. Tout au long de cette étude, le mot AKD

est ajouté pour désigner ces papiers.
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Tableau 4.3 Propriétés physiques des papiers formettes standards avec AKD

A ... | Perméabilité Indice

Papier Gramn;age Epaisseur Den81§e 3 air PPS Cobb

(g/m*) (um) (g/em”) (ml/min) (g/m?)
30F AKD 0,5% 31,5 57 0,55 442468 17
50F AKD 0,5% 51 84 0,63 150+8 21
90F AKD 0,5% 92 139 0,66 71,57 23
130F AKD 0,5% 131,5 195 0,66 47,4+2 23
30F AKD 1% 30,5 55 0,55 541+121 15
50F AKD 1% 51,2 88 0,58 137+14 18
90F AKD 1% 92 139 0,66 62,6+3 23
130F AKD 1% 132 194 0,68 48,242 23
30F AKD 2% 30,5 55 0,54 473,3£77 15
50F AKD 2% 48 80 0,60 146,1£8 19
90F AKD 2% 88 133 0,66 60,443 27
130F AKD 2% 129,6 189 0,68 36,4+1 25

L'ajout de I’AKD a entrainé une forte diminution de I’indice Cobb a grammage égal, in-
diquant une réduction marquée de 1’absorption d’eau. Par exemple, le papier 30F passe de
46,8415 g/m? a1 % d’AKD (-67,9%), le 50F de 8,4 4 18 g/m2a 1 % d’AKD (=77,0%),
le 90F de 139,6 a 23 g/m? a 0,51 % d’AKD (—83,5%) et le 130F de 165,6 a 23 g/m? a
0,5-1% d’AKD (—86,1 %). La perméabilité a ’air a au contraire tendance a augmenter
pour la plupart des grades. A titre d’exemple : pour le papier 30F, elle passe de 294 ml/min
a 442, 541 et 473,3 ml/min aux doses de 0,5%, 1% et 2% d’AKD (+50,3; +84,0 et 61 %)
; pour le 50F, de 108 ml/min a 150, 137 et 146,1 ml/min (+38,9; +26,9 et 35,3 %) Au
grammage ¢levés, I’effet est plus modeste : pour le 90F, de 58 ml/min a 71,5, 62,6 et 60,4
ml/min (+23,3; 7,9 et +4,1 %) ; pour le 130F de 37 ml/min a 47,4, 48,2 et 36,4 (+28,1;
+30,3 et —1,6 %). La densité varie faiblement (écarts < 0,04 g/cm?) sans tendance robuste.
En conséquence, nous concluons que I’AKD hydrophobise efficacement les formettes
(Cobb en baisse) sans densifier notablement le support et sans fermer systématiquement

les chemins d’air (perméabilité souvent en hausse).
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4.3.1.4 Propriétés de surface de papiers utilisés

La Figure 4.19 présente plusieurs images représentatives de gouttes d'eau déposées sur
différents types de papiers. Ces images ont été sélectionnées a partir de diverses vidéos

enregistrées pour illustrer la variabilité de 1'interaction entre 1'eau et les surfaces étudiées.

voowogoy v

30K.25s 30K Cal, 25,65 30F, 0,90 s SOF, 3 5 50K, 23 8 SOK Cal, 23 s
91,6° 77,3° 26° 24° 103,8° 97,2°

30F Cal, 5,7 s 50F Cal, 3,9 s 30F1%AKD 24 s 50F1%AKD, 24s  50F0,5%AKD, 28 s 30F0,5%AKD, 25 s
28,3° 24,9° 127,2° 131,6° 119° 119°

Figure 4.19 Gouttes d’eau sur différents papiers ; le type, le temps de capture (t) et

I’angle de contact (0) sont indiqués sous chaque image.

Les résultats ont démontré que les surfaces sont divisées en deux catégories :

- La premiere, hydrophile, correspond aux papiers qui absorbent rapidement la goutte
d’eau (la goutte est absorbée entre 0,5 et 5 secondes apres le contact avec la surface, ce
qui correspond a une mouillabilité totale). Cette catégorie regroupe les formettes standards

non modifiées (calandrées ou non).

- La deuxieme, hydrophobe, regroupe les papiers sur lesquels la goutte d’eau conserve sa
forme sphérique au-dela de 25 secondes. Cette figure présente les papiers de base (calan-

drés) ou non et les formettes standards modifiées avec AKD.

A partir des images, les angles droit et gauche, ainsi que leur moyenne, ont été mesurés
par le logiciel OneAttension, qui fournit un rapport contenant 1’évolution de la goutte a un

intervalle de 0,3 s.

Pour appuyer ces observations par une analyse quantitative, la Figure 4.20 représente la

variation de 1’angle de contact en fonction du temps pour des papiers de grammage de



106
30 g/m? (30K, 30KCal, 30F, 30FCal et 30F 2% AKD). Les résultats présentés sont une

moyenne de cinq mesures par échantillon, réalisées sur différentes zones de la surface.

e 30K 30K Cal 30F 30F Cal e 30F 2% AKD
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Figure 4.20 Variation de I’angle de contact en fonction du temps d’une goutte d’eau

déposée sur des papiers de grammage 30 g/m? (K, K Cal, F, F Cal et F 2% AKD).

L’angle de contact initial mesuré est de 39° pour le papier 30F et de 42° pour le papier
30FCal. Ces différences de comportement sont ¢galement visibles a 1’échelle microsco-
pique : les images MEB montrent que le calandrage provoque un aplatissement des fibres
et une fermeture partielle des pores, ce qui réduit la vitesse d’absorption sans modifier la
chimie de surface. Dans les deux cas, cet angle décroit rapidement : il s’annule apres 1,2 s
pour le papier 30F, contre 6 s pour le papier 30FCal. Cette différence indique que le ca-
landrage ralentit légerement I’absorption d’eau. Ce résultat est cohérent avec la diminution
de la perméabilité a I’air, qui passe de 294 a 82,4 ml/min apres calandrage. Toutefois, le
comportement global reste hydrophile, car la chimie de surface (cellulose riche en grou-
pements polaires) domine I’interaction entre I’eau et le papier et conduit a une absorption
complete. En revanche, les papiers 30K et 30KCal conservent des angles stables proches
de 92°, caractérisant des surfaces hydrophobes qui persistent indépendamment du calan-
drage. La perméabilité a 1’air diminue fortement aprés calandrage (de 847 a 359 ml/min),

mais cette variation n’affecte pas la mouillabilité : la chimie de surface domine et explique
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le maintien d’un angle élevé. Enfin, le papier 30F 2 % AKD illustre bien ce role de la
chimie : les angles de contact supérieurs a 130° demeurent stables tout au long de la me-
sure, conséquence directe de la présence de groupements hydrophobes apportés par
I’AKD. Cette analyse permet de distinguer clairement les surfaces absorbantes de celles

qui maintiennent la goutte.

Pour comparer I’ensemble des papiers étudié sur une base commune, les valeurs d’angle
de contact ont été retenues apres une seconde du dépot de la goutte. Ce choix permet de
neutraliser les effets liés a I’absorption rapide et d’offrir une base commune de comparai-

son. La Figure 4.21 regroupe les valeurs d’angle de contact de I’ensemble des papiers

testés.
160
140 -
< 120 A
o
& 100 +
€ 80 -
o
(&) 60 -
(]
T 40 -
2
g-,20-
< O0-
L Ll goooXX©T o2
SEER00008IVOFTFTFTT-TTSTANANANIDID DI
O Lo Ol SS5so
MO o™ OHOOLOINOOLIOENS S S o
~ Al T OOo®
N
Papier

Figure 4.21 Valeurs des angles de contact des différents types de papier utilisés.

Les résultats montrent que, pour les formettes standards, la variation du grammage n’a pas
d’effet sur I’angle de contact : la chimie de surface (cellulose) domine la mouillabilité.
Pour les formettes modifiées avec I’AKD, 1’angle de contact augmente quand le pourcen-
tage passe de 0,5 a 1 %, puis évolue peu entre 1 % et 2 % ; ce plateau s’explique par une
couverture de surface proche de la saturation dés ~1 % (les surfaces potentielles des fibres
sont majoritairement occupées, I’excés d’AKD contribuant peu a 1’énergie de surface).

Pour les papiers fournis par le partenaire, les valeurs de I’angle de contact ont légerement
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baissé apres le calandrage (- 7° pour le 30K et - 5° pour le 50K). Pour les autres surfaces,
le calandrage n’a pas modifié significativement les valeurs des angles de contact. Les 1¢-
geres variations d’angle observées apres calandrage traduisent surtout une réduction de la

perméabilité a I’air, sans modifier la nature chimique des surfaces.

4.3.1.4.1 Influence de I'agent tensioactif Tween 80 sur I'angle de contact de sur-

face du papier

L’effet de I’agent tensioactif Tween 80 sur le mouillage des papiers a été évalué par me-
sure de 1I’angle de contact a ’aide de ’appareil FTA-4000, en déposant des gouttes d’une
solution aqueuse contenant 0,5 % de Tween 80. La Figure 4.22 présente la comparaison
entre une goutte d’eau et une goutte d’eau contenant 0,5 % de Tween 80 déposées sur le

papier 50K, afin d’illustrer ’effet du tensioactif sur le mouillage de la surface.

: e

Figure 4.22 Gouttes d’eau déposées sur un papier S0K : A) goutte d’eau (angle de

contact 0 = 98°) ; B) goutte d’eau contenant 0,5 % de Tween 80 (angle de contact

0 = 0° aprés 70 secondes).

La Figure 4.22 met en évidence la différence de comportement entre une goutte d’eau et
une goutte d’eau contenant 0,5 % de Tween 80 déposées sur le papier SOK. Sans ajout de
I’agent tensioactif, la goutte d’eau conserve une forme quasi sphérique avec un angle de
contact, stable dans le temps, d’environ 98°, traduisant une faible mouillabilité et une ab-
sorption limitée de la goutte a la surface du papier. En revanche, en présence du Tween
80, la goutte s’étale rapidement et disparait completement apres environ 70 secondes. Cela
suggere une mouillabilité nettement accrue. Des comportements similaires ont ét€ obser-
vés pour le papier 30K et pour le papier SOF modifié avec 0,5 % d’AKD, ou la goutte s’est

étalée plus rapidement qu’en absence de tensioactif. Pour le papier S0F modifi¢ avec 2 %
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d’AKD, une diminution notable de I’angle de contact a été constatée, bien que 1’angle
n’atteigne pas zéro, indiquant seulement une mouillabilité partielle. Cette comparaison
illustre 1’effet significatif du tensioactif sur le comportement au mouillage : la réduction
de la tension superficielle du liquide transportant les phages favorise 1’étalement et la pé-
nétration de la solution aqueuse dans le réseau poreux du papier. Ainsi, le Tween 80 amé-
liorerait la dispersion de la solution de phages a la surface des papiers 30K, 50K,
50F0,5%AKD et 50F2%AKD. Pour compléter cette analyse visuelle par une approche
quantitative, la Figure 4.23 présente 1’évolution temporelle de I’angle de contact pour la

goutte contenant 0,5 % de Tween 80.
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Figure 4.23 Variation de I'angle de contact en fonction de temps pour une goutte

d’eau contenant 0,5 % du tensioactif Tween 80 déposée sur le papier SO0K.

On observe une diminution rapide de ’angle de contact dés les premicres secondes, pas-
sant de pres de 90° a environ 60° apres 10 secondes, puis a 20° apres 35 secondes. L’angle
devient nul apres environ 70 secondes, indiquant une absorption complete de la goutte.
Cette évolution confirme le role du tensioactif dans la réduction de la tension superficielle
du liquide et I’amélioration significative de la mouillabilité du papier SOK. La Figure 4.24
présente les valeurs moyennes des angles de contact mesurés apres 4 secondes sur les

papiers 30K, 50K, 50F 0,5 %AKD et 50F2%AKD en présence de 0,5 % de Tween 80.
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Figure 4.24 Valeurs moyennes des angles de contact mesurés 4 secondes apres le
dépot d’une goutte de solution aqueuse contenant 0,5 % de I’agent tensioactif

Tween 80 sur différents papiers.

On observe une diminution de I’angle de contact pour I’ensemble des papiers testés par
rapport aux mesures réalisées avec 1’eau, traduisant une amélioration de la mouillabilité.
Cette réduction est particuliecrement marquée pour les papiers de base 30K et 50K et le
papier S0F 0,5%AKD, dont les angles passent respectivement d’environ 88, 106 et 121°
a des valeurs proches de 51, 71 et 75° apres 4 secondes. Pour le papier S0F 2%AKD, la

présence du tensioactif entraine aussi une diminution de 1’angle passant de 133 a 97°.

Ces résultats confirment que la réduction de la tension superficielle du liquide par le
Tween 80 favorise I’étalement et la pénétration du liquide sur les papiers hydrophobes.
Ainsi, I’ajout d’un tensioactif constitue une approche efficace pour améliorer la mouilla-

bilité et faciliter I’application homogene de la solution de phages sur ces supports.
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4.3.2 Etude des effets combinés de la concentration bactéries-phages et
du MOI sur les propriétés antibactériennes sur des supports en pa-

pier

Dans le but d’étudier les parameétres d’application des bactériophages sur différents pa-
piers et leurs influences sur leurs propriétés antibactériennes (objectif 2 du projet de doc-
torat), il est nécessaire d’étudier les effets combinés de la concentration bactéries-phages
et du MOI sur les propriétés antibactériennes sur des supports en papier. Le papier S0K
étant un papier industriel de grade alimentaire, celui-ci a été utilis€ comme papier de ré-
férence. Cela nous a permis d’entamer les travaux de recherche avec différentes combi-
naisons de concentrations de bactéries et de phages, d’étudier les performances des papiers
sous différentes conditions d’analyse, et de limiter les variables susceptibles d'influencer

les résultats.

Pour ce faire, le papier a été préalablement découpé en petits disques de 6 mm de diamétre,
puis stérilisé sous UV des deux cotés afin d'assurer des conditions d'expérimentation asep-
tiques. Toutefois, en raison de la nature hydrophobe de la surface du papier, une difficulté
initiale a été rencontrée lors de l'application de la solution de phages. Pour pallier cela,
une approche progressive a ét¢ adoptée, impliquant une augmentation graduelle du vo-
lume de solution de phage (P100) afin d'obtenir une couverture uniforme de la surface du
papier. Apres plusieurs essais, il a été déterminé qu'un volume de 20 pl est adéquat pour
couvrir la surface de maniére efficace. Une goutte de phage de 20 ul avec une concentra-
tion de 10" PFU/ml a été déposée sur chaque papier, puis laissée a I’air libre pendant
15 minutes a température ambiante (25°C). Cette étape visait 1’adsorption initiale des
phages a la surface du papier, sans viser un séchage complet. Le volume équivalent a été
appliqué sur les autres échantillons de papier (formettes standards et papier 30K) dans le

but de réaliser une comparaison systématique.

4.3.2.1 Activité antibactérienne des papiers de base 50K traités avec des

phages en milieu semi-solide

4.3.2.1.1 Variation de la concentration des bactéries
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Les papiers traités avec une concentration de phages 10'! PFU/ml ont été mis en contact
avec le tapis bactérien a différentes concentrations bactériennes. En faisant varier la con-
centration bactérienne de 10* 2 10° CFU/ml, les conditions expérimentales ont permis de
tester des MOI allant de 107 a 102, La Figure 4.25 représente les résultats d’infectivité

pour 6 concentrations bactériennes apres 24 heures d’incubation.

10*CFU/ml (MOI =107)  10°CFU/ml (MOI =10°) 10°CFU/m1 (MOI =10°)

10’CFU/ml (MOI =10%)  108CFU/ml (MOI =10%)

Figure 4.25 Zones de lyse observées sur les papiers S0K traités avec la solution de
phage P100 (10" PFU/ml), appliquée sur des tapis bactériens de différentes concen-

trations apres 24 heures d’incubation a 30°C.

De maniere générale, une zone de lyse s'est formée autour des papiers traités avec les
phages, confirmant 1’¢élimination des bactéries. L'intensité de cette zone varie en fonction
de la concentration bactérienne. A faible concentration, la zone de lyse est difficilement
détectable, probablement en raison de la dispersion des bactéries sur le milieu de culture.
Cette observation suggere une distribution non homogene des bactéries, ou la densité bac-
térienne est insuffisante pour permettre une lyse significative et par conséquent une clai-
rance nette. A I’inverse, a des concentrations bactériennes élevées, les bactéries forment

un film continu. La zone de lyse est alors mieux délimitée et apparait plus marquée.
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Le développement de la zone de lyse a été€ poursuivi en fonction du temps pour les con-
centrations bactériennes variant entre 10* CFU/ml et 10° CFU/ml. La Figure 4.26 repré-

sente les images pour cette variation pour la concentration 10° CFU/ml (MOI = 10?).

24h 48h 72h

Figure 4.26 Zone de lyse en fonction du temps (incubation a 30°C) pour une con-

centration bactérienne 10° CFU/ml.

A partir de ces images, I’aire de la zone de lyse a été mesurée par le logiciel d’analyse
d’images (Adobe Photoshop CS3). Dans le cas ou la concentration est de 10* CFU/ml, la
mesure s'est avérée difficile, car la zone n'est pas facilement observable. Par conséquent,
cette aire n'a pas été prise en compte dans l'analyse. La Figure 4.27 représente la variation

de I’aire de la zone de lyse en fonction du temps.
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Figure 4.27 Zone de lyse en fonction du temps pour les concentrations bactériennes

variant entre 10> CFU/ml et 10° CFU/ml.

Comme observé dans le test semi-solide sans papier, les résultats soulignent une diminu-
tion légere de la zone de lyse au fil du temps, avec plusieurs facteurs potentiels expliquant
ce phénomene : une résistance aux phages, des modifications des récepteurs de surface
bactérienne, des mutations dans les phages eux-mémes, ainsi que 1’activation de méca-
nismes de défense bactériens contre l'infection par les phages. Certains phages peuvent

également cibler les débris bactériens.

Bien que l'adsorption des phages sur ce type de papier mette en évidence un potentiel
antibactérien intéressant, il convient de souligner que cette méthode d'analyse quantitative
présente des limites significatives, notamment lorsque les essais sont réalisés a des faibles

concentrations bactériennes telles que 10* CFU/ml.
4.3.2.1.2 Variation de la concentration de phages

Dans la continuité de 1’objectif 2, nous avons évalué I’effet de la concentration en phages
sur I’activité antibactérienne des supports, a densité bactérienne constante (10° CFU/ml).

Une expérience a ét¢ menée en utilisant des papiers de base 50K modifiés avec différentes



115
concentrations de phages (10'!, 10'°, 10°, 10, 107, 10° et 10° PFU/ml). La Figure 4.28

regroupe les résultats de quelques concentrations.

10 PFU/mI 10*°PFU/m 10° PFU/ml 102 PFU/ml 107 PFU/ml

Figure 4.28 Zone de lyse des papiers 50K traités avec des concentrations de phages

(101,10, 10%, 103 et 107 PFU/ml) aprés 24 heures d'incubation.

Les résultats expérimentaux ont mis en évidence une activité antibactérienne notable pour
les concentrations de 10'! PFU/ml et 10'° PFU/ml. En revanche, pour des concentrations
inférieures a 10° PFU/ml, I'identification des zones de lyse s'est révélée difficile, ce qui a
compliqué le traitement d'image. Dans le cadre du test semi-solide ultérieur, seule la con-
centration de phages permettant une analyse quantitative fiable de la zone de lyse a été

retenue.

4.3.2.2 Influence des propriétés physiques des papiers sur leur activité an-

tibactérienne a concentration phages-bactéries et MOI fixes

Afin d’affiner la compréhension des modalités d’application des bactériophages sur dif-
férents papiers (objectif 2 de la thése), il est essentiel d’examiner les effets combinés de
la concentration bactéries-phages et du MOI fixes en fonction des propriétés physiques
variables des papiers de base et des papiers fabriqués, notamment le grammage et I’épais-
seur sur leurs propriétés antibactériennes. Pour approfondir la compréhension de I'impact
du support sur I'efficacité antibactérienne, l'utilisation de papiers présentant un grammage
contrdlé a été entreprise. Ces parameétres, en maintenant la quantité de phages constante,

influencent les propriétés antibactériennes.

Les papiers de base (30K et 50K) et les formettes standards de différents grammages (30F,
50F, 90F et 130F) ont été¢ découpés en petits disques de 6 mm de diameétre, puis stérilisés

sous UV des deux cotés. Une goutte de phages de 20 pl avec une concentration de
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10! PFU/ml (7x10° PFU/cm?) a été déposée sur chaque papier, puis laissée sécher pen-
dant 15 minutes a température ambiante (25°C). Pour chaque variété de papier, trois
¢chantillons traités avec des phages ont été placées sur une culture bactérienne a une con-
centration de 10° CFU/ml et incubées pendant 24 heures a 30°C. Une goutte de phages de
20 pl a été déposée au centre de la boite de Pétri, tandis qu'un échantillon de papier non
traité par les phages a été placé en tant que témoin. Cette approche expérimentale visait a
¢évaluer la capacité de chaque type de papier, traité par les phages, a lyser les bactéries,
tout en permettant une comparaison directe avec les témoins. Cette expérience a été répli-

quée trois fois afin de garantir la reproductibilité des résultats.

Avant d’évaluer I’activité antibactérienne des papiers traités, des observations morpholo-
giques ont été réalisées par MEB afin de vérifier I’effet du dépdt de phages sur la structure
des papiers de base. La Figure 4.29 présente les images obtenues pour les papiers 30K et

50K apres application des phages.

Figure 4.29 Images obtenues par microscopie électronique a balayage (MEB,
10,0 kV, x250) illustrant la morphologie des papiers de base aprés dépot de phages
: (A) 30K + phages et (B) SOK + phages.

Les surfaces observées montrent une morphologie globalement similaire a celle des pa-
piers témoins, sans apparition d’agrégats distincts ni de modification visible du réseau
fibreux. Aucune structure virale n’a pu étre identifiée, ce qui est attendu compte tenu de
la taille nanométrique des phages, inférieure a la résolution du MEB utilisé. Ces observa-
tions confirment que le traitement par les phages n’altére pas la topographie du support,

maintenant I’intégrité physique du matériau.
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La Figure 4.30 présente les résultats d'infectivité pour les différents types de papier apres

I'incubation.

Figure 4.30 Zone de lyse de différents types de papiers. T = témoin (papier non

traité). Les autres disques sont traités. Dép6t central : phages seuls.

Des zones de lyse ont été¢ observées pour 1’ensemble des échantillons de papier traités,
indiquant une activité antibactérienne marquée. A I’inverse, aucune zone de lyse n’a été
détectée autour des papiers témoins, ce qui confirme I’absence d’effet antibactérien du
support non traité. A partir de ces images, 1’aire de la zone de lyse a été mesurée par le

logiciel d’analyse d’images (Adobe Photoshop CS3) (Figure 4.31).
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Figure 4.31 Zone de lyse des différents types de papier apres une période d'incuba-

tion de 24 heures en présence d'une concentration bactérienne de 10° CFU/ml.

Les analyses quantitatives n'ont pas mis en évidence de différence significative d’activité
antibactérienne entre les deux papiers de base. Cependant, pour les formettes standards,
une tendance notable est apparue : une augmentation de l'aire de la zone de lyse a été
observée proportionnellement a 1'augmentation du grammage du papier. Cette tendance
peut s’expliquer par le fait qu’un papier plus €pais retient davantage d’humidité et peut
protéger les phages plus longtemps avant de les relacher. Il apparait ainsi que 1’eau pré-
sente dans la feuille joue un rdle de “réservoir” qui limite la dessiccation et favorise une
libération progressive. Pour vérifier cette possibilité, la littérature scientifique a été con-
sultée pour savoir comment I’humidité de stockage influence la viabilité des phages. Cette
interprétation s’avere cohérente avec des travaux rapportant I’importance de I’humidité
dans le papier pour la stabilité des phages [159]. A I’inverse, sur les papiers & caractére
hydrophobe, 30K et 50K, un angle de contact ¢levé favorise I’adsorption des phages sur
les fibres, diminuant leur disponibilité immédiate et retardant leur libération dans 1’agar ;
un comportement analogue a été mis en évidence sur des plastiques hydrophobes par Rich-
ter et al. [171]. Ces résultats mettent en évidence le réle déterminant de 1’architecture du
support (grammage, épaisseur, ¢tat de surface) dans I’efficacité antibactérienne des maté-

riaux papetiers, parametres a intégrer des la conception.
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4.3.2.3 Activité antibactérienne des papiers de base traités avec des

phages en milieu liquide

Afin de compléter 1’évaluation des conditions d’application des bactériophages sur diffé-
rents supports (objectif 2 de la thése), I’activité antibactérienne des papiers de base traités
avec de phages a été étudiée en milieu liquide. L'utilisation du lecteur de plaques a permis
de suivre I’évolution de la population bactérienne et son inhibition par les phages sur deux
types de papier de base au cours du temps. Cette approche permet une caractérisation plus
précise des interactions phages-bactéries qu’avec le milieu semi-solide surtout pour les
faibles concentrations phages-bactéries. Avant de procéder aux essais d’inhibition en mi-
lieu liquide, le temps nécessaire a la libération des phages a partir des papiers a été déter-

miné.
4.3.2.3.1 Temps de libération des phages

L'objectif principal de cette expérience est de déterminer le temps optimal nécessaire pour
que les phages appliqués sur les papiers soient libérés dans une solution bactérienne, afin
de maximiser leur concentration dans l'environnement. Les papiers, contenant une con-
centration initiale de 10! PFU/ml de phages, ont été immergés dans une solution SM
pendant différentes durées (10, 20, 30, 45 et 60 minutes). A la fin de chaque intervalle, le
papier a été retiré et les phages libérés dans la solution ont ét¢ dénombrés. Des papiers
distincts ont été utilisés pour chaque temps d’immersion, et I’ensemble des expériences a
été réalisé en triplicata afin d’assurer la reproductibilité des résultats. La Figure 4.32 preé-
sente la concentration de phages libérés en fonction du temps d’immersion des papiers

dans la solution SM.
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Figure 4.32. Concentration logarithmique des phages libérés par les papiers en

fonction du temps d’immersion dans la solution SM.

Les analyses ont montré que la concentration des phages libérés reste globalement stable,
autour de 10° PFU/ml, quel que soit le temps d’immersion des papiers. De légéres varia-
tions ont été observées, avec une concentration légerement plus élevée a 45 minutes
(= 9,46 logio PFU/ml) et plus faible a 20 et 60 minutes, mais ces différences restent trop
faibles pour étre considérées comme significatives. Le temps de 45 minutes a néanmoins
été retenu comme condition optimale, car il permet d’assurer une libération maximale des
phages tout en correspondant a la durée effective du protocole expérimental, offrant ainsi
un compromis entre efficacité et applicabilité. Ces résultats révelent toutefois que tous les
phages ne sont pas entiérement libérés dans la solution, mais qu’une partie significative
reste retenue a la surface et/ou dans la structure des papiers. Cette rétention partielle pour-
rait résulter d'interactions physico-chimiques avec les composants des papiers ainsi que
des limitations de diffusion a travers leur structure poreuse. Cette observation souligne
I'importance de prendre en compte cette rétention dans I'analyse des résultats expérimen-
taux et dans la conception de stratégies visant a optimiser la libération des phages pour

des applications pratiques.
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4.3.2.3.2 Evaluation de l'efficacité des papiers traités avec des solutions de

phages a l'aide du lecteur de plaques

L’activité antibactérienne des papiers 30K et 50K traités avec les solutions de phages a
¢été évaluée a I’aide du lecteur de plaques. Les essais ont été réalisés en utilisant les con-
ditions expérimentales décrites dans le chapitre 3, incluant les concentrations bactériennes
finales de 10, 10°, 10 CFU/ml ainsi que les différentes concentrations de phages appli-
quées sur les disques de papier (108, 10°, 10'°, 10'! PFU/ml). Aprés ’application de 20 ul
des suspensions phagiques sur les disques et leur immersion dans les mélanges bactériens
pendant la durée optimisée de 45 minutes, la croissance de L. monocytogenes a été suivie
pendant 72 h par mesure de la densité optique a 600 nm. Les témoins négatifs et positifs,
préparés comme décrit au chapitre 3, ont permis de valider I’absence de contamination et
le bon fonctionnement du test. L’analyse en triplicata a permis d’assurer la reproductibilité
des résultats. La Figure 4.33 présente les courbes de croissance, illustrant 1'évolution de la
densité optique d'une solution bactérienne initiale de 10* CFU/ml, en absence de papier
traité aux phages (puits de référence) et en présence de papiers 30K traités avec différentes

concentrations de phages.
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Figure 4.33 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale
10* CFU/ml) sans et en présence de papiers (30K) traités avec différentes concen-

trations des phages (102-10'"! PFU/ml).

Pour la croissance de la solution bactérienne de 10* CFU/ml, la phase latente a duré
6 heures, puis I’atteinte du plateau est observée apres 21 heures (la phase exponentielle a
duré 15 heures). L'apparition de la phase de déclin aprés 72 heures n'a pas été constatée.
Tel qu'observé dans les interactions directes phages-bactéries en solution liquide, les con-
ditions expérimentales favorisent la poursuite de la croissance sans qu'une diminution si-
gnificative soit observée. Dans le cas des autres solutions bactériennes ou les papiers trai-
tés avec différentes concentrations de phages ont été ajoutés, aucune phase de croissance
n'a été observée, indépendamment de la concentration de phages. Cette absence de crois-

sance est attribuée a I'élimination des bactéries.

A la fin de la période d'incubation (72 heures), un test de comptage a été réalisé pour
évaluer les populations de bactéries. Comme observé auparavant, les résultats indiquent
que la concentration bactérienne, dans les puits contenant des papiers traités avec des

phages, est en dega de la limite de détection de cette méthode (10 CFU/ml). En revanche,
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dans les puits témoins sans phages, la concentration bactérienne atteint 10° CFU/ml aprés
72 heures. Cette comparaison suggére une réduction d’environ 8 log attribuable a 1’action

antibactérienne des papiers imprégnés de phages.

La Figure 4.34 présente les courbes de croissance, illustrant 1'évolution de la densité op-
tique d'une solution bactérienne initiale de 10> CFU/ml, en absence de papier traité aux
phages (puits de référence) et en présence de papiers 30K traités avec différentes concen-

trations de phages.

—e—TB #—L. monocytogenes e 1.00E+08 PFU/mI
+—-1.00E+09 PFU/ml  —>—1.00E+10 PFU/mI ®—1.00E+11 PFU/mI
0,45
0,4
u - B B B u | ] -
0,35 - Ny aw" -y
0,3
£ 0,25
S
o 02 -
(]
0,15
0,1
0,05
0 T T T T T T T T T T T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Temps (h)

Figure 4.34 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale
10° CFU/ml) sans et en présence des papiers (30K) traités avec différentes concen-

trations de phages (102-10" PFU/ml).

Pour la croissance de la solution bactérienne de 10° CFU/ml, la phase latente a duré
3 heures. Puis I’atteinte du plateau est observée apres 18 heures (la phase exponentielle a
duré 15 heures). Aucune observation de I'apparition de la phase de déclin n'a été faite apres
72 heures. Dans le cas des autres solutions bactériennes ou les papiers traités avec diffe-

rentes concentrations de phages ont été ajoutés, aucune augmentation de la densité optique
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n’a été observée apres 3 heures, ce qui indique une inhibition rapide de la croissance bac-
térienne. Ceci indique que les phages ont provoqué une réduction d’environ 8 log de la
concentration bactérienne par rapport au témoin sans phages. Au fil de l'interaction, une
augmentation de la densité optique a été observée dans tous les échantillons, indiquant
une croissance bactérienne initiale. Cette augmentation a démarré plus rapidement dans
les échantillons présentant des papiers avec les concentrations les plus élevées de phages
(temps : 10°<103<107<10° PFU/ml). Cependant, malgré cette phase de croissance, aucune
des courbes n'a atteint le plateau observé dans les échantillons témoins sans phages, sug-
gérant une inhibition partielle de la croissance bactérienne. Par la suite, une diminution
significative de la densité optique a été observée dans tous les échantillons, indiquant un
déclin de la croissance bactérienne. Ce phénomene est semblable a celui observé lors des
interactions directes phages-bactéries reflétant plutot une cohabitation entre les phages et
les bactéries résistantes. Il convient de souligner qu'aucun phénomene similaire n'a été
observé dans le cas des interactions directes entre les phages et les bactéries pour une
concentration bactérienne de 10> CFU/ml. Dans le cadre des expériences utilisant des pa-
piers traités avec des phages, il est essentiel de prendre en compte la rétention des phages

par le papier ainsi que leur libération dans le milieu.

La Figure 4.35 présente les courbes de croissance, illustrant I'évolution de la densité op-
tique d'une solution bactérienne initiale de 10° CFU/ml, en absence de papier traité avec
des phages (puits de référence) et en présence de papiers 30K traités avec différentes con-

centrations de phages.
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Figure 4.35 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale
10 CFU/ml) sans et en présence des papiers (30K) modifiés a plusieurs concentra-

tions de phages (10%-10!'' PFU/ml).

Les résultats mettent en évidence 1'absence de phase de latence dans la solution exempte
de phages. La stabilisation de la phase stationnaire est observée a partir de la quinzieme
heure. L'apparition de la phase de déclin apres 72 heures n'a pas été constatée. Dans le cas
des autres solutions bactériennes auxquelles des papiers traités avec différentes concen-
trations de phages ont été ajoutés, des résultats divergents ont été observés. Pour la solu-
tion ou les papiers ont été traités avec une solution de phages d'une concentration de
10° PFU/ml, une inhibition totale des bactéries a été observée. Dans les puits contenant
des papiers traités avec une concentration de 10® PFU/ml, I'apparition de bactéries résis-
tantes et d'un stade de cohabitation phages-bactéries a commencé apres 15 heures d'incu-
bation. En ce qui concerne les papiers traités avec une solution de phages d'une concen-
tration de 10'° PFU/ml, I'augmentation de la densité optique n'a débuté qu'aprés 27 heures.
Dans les deux cas, aucune des courbes n'a atteint le plateau observé dans les échantillons

témoins sans phage, suggérant une inhibition partielle de la croissance bactérienne. Par la
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suite, une diminution de la densité optique a été observée, cette diminution étant plus pro-

noncée pour la concentration de phages de 10'° PFU/ml.

La Figure 4.36 présente les courbes de croissance, illustrant 1'évolution de la densité op-
tique d'une solution bactérienne initiale de 10* CFU/ml, en absence de papier traité avec
des phages (puits de référence) et en présence de papiers S0K traités avec différentes con-

centrations de phages.
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Figure 4.36 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale
10* CFU/ml) sans et en présence des papiers (50K) modifiés a plusieurs concentra-

tions de phages (10%-10' PFU/ml).

Les données obtenues révelent des résultats similaires entre les papiers S0K et les papiers
30K, suggérant une cohérence dans le comportement de ces deux types de papier pour

cette concentration bactérienne.

La Figure 4.37 présente les courbes de croissance, illustrant I'évolution de la densité op-

tique d'une solution bactérienne initiale de 10° CFU/ml, en absence de papier traité aux
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phages (puits de référence) et en présence de papiers 50K traités avec différentes concen-

trations de phages.
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Figure 4.37 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale
10° CFU/ml) sans et en présence des papiers (50K) modifiés a plusieurs concentra-

tions de phages (10%-10' PFU/ml).

Les résultats obtenus avec les papiers S0K pour une concentration bactérienne de
10° CFU/ml démontrent que le moment initial d'augmentation de la densité optique est
similaire a celui observé pour les papiers 30K dans les cas des papiers traités avec les deux
concentrations de phages (10'! et 10'° PFU/ml). Cependant, I’augmentation de la densité
optique a atteint I'intensité observée dans les puits des bactéries témoins. Par la suite, une
diminution de la densité optique est observée, suggérant que les phages ont réussi a inhiber
a nouveau la croissance bactérienne. Cependant, pour les deux autres concentrations (10°
et 10 PFU/ml), une disparité est remarquée par rapport au comportement du papier 30K.
En ce qui concerne la concentration de 10° PFU/ml, aucune augmentation de la densité
optique n'a été observée. En revanche, pour la concentration de 10® PFU/ml, cette aug-

mentation est constatée apres 51 heures d'incubation.
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La Figure 4.38 présente les courbes de croissance, illustrant I'évolution de la densité op-
tique d'une solution bactérienne initiale de 10° CFU/ml, en absence de papier traité avec
des phages (puits de référence) et en présence de papiers S0K traités avec différentes con-

centrations de phages.
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Figure 4.38 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale
10 CFU/ml) sans et en présence des papiers (50K) modifiés a plusieurs concentra-

tions de phages (103-10"! PFU/ml).

Pour la concentration bactérienne de 10® CFU/ml, les résultats obtenus avec les papiers
50K sont globalement comparables a ceux des papiers 30K, a I'exception de la condition
4 10° PFU/ml, ou une légére augmentation de la densité optique a été observée a partir de

66 heures d'incubation.

Une comparaison directe entre les deux types de papiers (30K et S0K) a une concentration
constante de phages (ex. 10° PFU/ml) montre que, pour la faible concentration bactérienne
(10* CFU/ml), les deux papiers entrainent une inhibition compléte de la croissance bacté-

rienne, indiquant une efficacité similaire. Pour les concentrations plus élevées (10° et
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10° CFU/ml), une reprise transitoire de la densité optique est observée pour les deux pa-
piers apres environ 24 a 30 heures d’incubation. Ce phénoméne, également constaté lors
des interactions directes phages—bactéries en milieu liquide, peut €tre attribué a I’émer-
gence de bactéries résistantes et ne dépend donc pas du support utilisé. Globalement, les
papiers 30K et 50K présentent une efficacité antibactérienne comparable a cette concen-
tration de phages, suggérant que la structure du papier influence surtout la cinétique de
libération des phages plutot que leur efficacité intrinséque. En revanche, lorsque 1’on com-
pare ces résultats aux interactions directes phages-bactéries, sans support papier, une dif-
férence importante apparait sur le plan cinétique. En milieu liquide, les phages sont im-
médiatement disponibles pour infecter les bactéries, alors que sur support papier, une frac-
tion reste fixée ou piégée dans la matrice fibreuse, retardant leur diffusion dans le milieu.
Les caractéristiques du papier jouent donc un réle déterminant dans 'efficacité antibacté-
rienne des phages, un aspect essentiel a considérer pour concevoir et optimiser les sys-

témes de délivrance.

4.3.2.3.3 Effet du temps de séchage sur l'activité antibactérienne des papiers de

base

Cette partie porte sur I’effet de séchage des papiers traités avec les phages sur leur activité
antibactérienne (objectif 4 de la these). Le but de cette expérience est d’évaluer I’activité
antibactérienne des phages P100 appliqués sur du papier en contact avec L. monocyto-
genes, en étudiant 'effet du séchage et de l'entreposage sur cette activité au fil du temps,
afin de déterminer la stabilité et 1'efficacité des phages dans des conditions prolongées de
conservation. Les tests ont été réalisés sur les papiers S0K afin d’évaluer de maniére isolée

I’effet du temps de séchage sur I’activité antibactérienne.

Les papiers de base 50K, traités avec une solution de phages (une goutte de 20 pl,
10! PFU/ml), ont été séchés a température ambiante pendant 2 heures, 6 heures,
24 heures, 1 semaine et 2 semaines afin d’évaluer I’effet du temps de séchage et de 1’en-
treposage sur 1’activité antibactérienne. Ces durées ont ét¢ choisies dans un but expéri-
mental, pour simuler différentes conditions de conservation en laboratoire et déterminer
la stabilité des phages au cours du temps. A des fins de comparaison, les papiers de base

30K, également traités de la méme maniére, ont été séchés pendant 2 heures et 6 heures.
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Chaque puits contenait 160 pl de TB, de 20 pl de SM et de 20 ul d’une concentration
bactérienne de 108 CFU/ml. Par la suite, les papiers séchés ont été ajoutés aux puits et
laissés pendant 45 minutes avant d'étre retirés. Les plaques ont été insérées dans le lecteur
de plaques pour démarrer l'expérimentation conformément au protocole préalablement
établi. Chaque échantillon et les témoins ont été analysés en triplicata. La Figure 4.39
regroupe les résultats de la variation de la densité optique en fonction du temps pour les

différents papiers SOK traités avec des phages et séchés pendant un temps variable.
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Figure 4.39 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (108 CFU/ml) sur une pé-
riode de 72 heures pour les papiers apres des temps de séchage variés (2 heures, 6

heures, 24 heures, 1 et 2 semaines).

Les résultats obtenus indiquent que pour la souche témoin (10% CFU/ml) aucune phase
latente n'a été observée, tandis que la phase de croissance exponentielle s'est prolongée
sur une durée de 12 heures. Par ailleurs, les données acquises mettent en lumicre un impact
significatif du temps de séchage sur les propriétés antibactériennes des papiers. Lorsque
les papiers sont soumis a un processus de séchage de deux heures, ils révelent une capacité

notable d'inhibition de la croissance bactérienne, suggérant ainsi que les phages appliqués
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sur le substrat papier exercent une action antibactérienne efficace. Néanmoins, au-dela
d'un intervalle de 15 heures d'interaction, 1'émergence de souches bactériennes résistantes
est constatée. Malgré cette prolifération, l'intensité de leur croissance ne se montre pas
équivalente a celle observée chez les bactéries témoins, ce qui suggere que les papiers

maintiennent une efficacité antibactérienne considérable.

Apres un temps de séchage de 6 heures, une dynamique de croissance bactérienne paral-
lele a celle de la souche témoin a été observée jusqu'a 15 heures. Ce niveau maximal de
croissance est similaire a celui de la souche témoin. Cependant, cette phase d'augmenta-
tion a été suivie par une diminution notable de la densité optique, indiquant I'effet inhibi-
teur des phages sur les bactéries. Il est important de souligner que, bien que cette réduction
fut significative, elle n'a pas abouti a une inhibition compléte des souches bactériennes.
Cette observation suggere que le potentiel antibactérien des phages reste partiellement

actif, méme apres six heures de séchage.

Pour les papiers séchés pendant 24 heures, une semaine ou deux semaines, aucune activité
antibactérienne n’a été détectée. Pour tous les échantillons de papier, la densité optique a
atteint un plateau, sans qu'aucune diminution soit constatée. Cette tendance indique que,
au-dela d’un seuil de 6 heures de séchage, les propriétés antibactériennes des papiers trai-
tés avec les phages semblent se dissiper. Cette observation pourrait refléter une dégrada-
tion ou une inactivation des phages au fil du temps, suggérant une fenétre temporelle op-
timale pour leur efficacité antibactérienne. Cette perte d’activité antibactérienne pourrait
étre liée a une dégradation ou une inactivation progressive des phages au cours du séchage.
D’ailleurs Zhang et al. [172] ont montré que la stabilité des phages a 1’état sec varie selon
les conditions de séchage, ce qui confirme nos observations. Ainsi, un séchage prolongé

pourrait effectivement compromettre la viabilité des phages appliqués sur le papier.

Une comparaison de l'effet du temps de séchage a été réalisée entre les papiers 30K et

50K. La Figure 4.40 montre les résultats obtenus.
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Figure 4.40 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (102 CFU/ml) sur une pé-
riode de 72 heures pour les deux papiers 30K et SOK aprés un temps de séchage de

2 heures et 6 heures.

L'analyse des résultats souligne clairement I'impact du temps de séchage sur la capacité
antibactérienne des deux papiers traité€s avec les phages. Pour les papiers 30K, il apparait
que la période de séchage de 2 heures surpasse en efficacité celle de 6 heures. Avec un
séchage prolongé de 6 heures, il a été observé que la densité optique suivait initialement
la trajectoire de la courbe de croissance de la bactérie témoin, mais par la suite, une ré-
duction a été constatée. Toutefois, cette décroissance n'a pas suffi pour obtenir une inhi-
bition complete des bactéries, suggérant une activité antibactérienne partielle sous ces
conditions spécifiques de séchage. Ces observations indiquent un bénéfice marginal en
faveur du papier 50K, qui pourrait étre attribué a la capacité de rétention d'humidité due a
son grammage supérieur et 4 sa faible perméabilité a I’air. A I’inverse, le papier 30K, plus
perméable, seche plus rapidement, ce qui pourrait réduire la stabilité et 1’efficacité des

phages intégrés. Cette interprétation est cohérente avec la littérature, qui montre que la
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rétention d’humidité et les conditions de séchage influencent directement la viabilité des

phages dans des matrices séches [159, 172].

4.3.2.4 Effet de Phumidité et du temps d’entreposage sur la stabilité et I'activité

antibactérienne des phages appliqués aux papiers de base

Cette partie porte sur I’effet de I’humidité et du temps d’entreposage sur I’activité anti-
bactérienne des papiers traités avec les phages (objectif 4 de la thése). Deux types de pa-
piers de base 30K et 50K ont ét¢ utilisés. L'analyse s'est déroulée en deux phases distinctes
: dans un premier temps, 1'effet du temps et de I'humidité sur l'infectivité des phages a été
¢tudié. Ensuite, 1'évaluation de l'effet combiné de I'humidité et du temps d'entreposage sur

l'activité antibactérienne des papiers a été réalisée.
4.3.2.4.1 Influence de I'humidité sur l'infectivité des phages

Tout d'abord, une expérience a été réalisée sur les papiers 30K et S0K traités avec des
phages afin d'évaluer leur infectivité au fil du temps dans des conditions d'humidité va-
riables. Pour ce test, des papiers ayant une quantité par cm? approximative de
7 x 10° PFU/cm? ont été utilisés. Ce calcul repose sur le dépot d’une goutte de 20 ul d'une
solution de phages, a une concentration de 10'" PFU/ml, qui correspond a 2x10° PFU
répartis sur la surface du disque de 6 mm de diamétre (0,283 cm?). Les échantillons ont
ensuite été exposés a trois niveaux d'humidité : 30 %, 50 % et 80 %. L'humidité de 30 %
a été maintenue sous la hotte. Pour obtenir une humidité de 50 %, les papiers ont été
stockés dans une chambre a humidité controlée. Une humidité de 80 % a été atteinte en
plagant les papiers dans une enceinte contenant une solution saturée de KCI, maintenant
ainsi une humidité relative de 80 %. Les échantillons ont ensuite été soumis a ces condi-
tions d'humidité pendant des périodes prédéfinies : O jour, 1 jour, 7 jours, 14 jours, 21
jours et 28 jours. Aprés chaque intervalle de temps, les papiers ont été immergés dans une
solution tampon SM pendant 45 minutes pour libérer les phages. La concentration en
phages a ensuite été déterminée a 1'aide de la méthode de comptage par double couche
agar, décrite précédemment. La Figure 4.41 et la Figure 4.42 présentent respectivement
les données relatives a la concentration logarithmique des phages en fonction de I'humidité

et du temps d’entreposage et pour les supports en papier 30K et S0K.
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Figure 4.41 Evolution de la concentration logarithmique des phages sur un support

en papier de type 30K, en fonction de I'humidité et du temps d’entreposage.
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Figure 4.42 Evolution de la concentration logarithmique des phages sur un support

en papier de base SOK, en fonction de I'humidité et du temps d’entreposage.
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Initialement (t=0), quel que soit le niveau d'humidité, les papiers 30K libérent une quantité
plus importante de phages (11,5 log) dans la solution SM que les papiers 50K (9,6 log),
entrainant une différence lors du comptage initial. Pour les deux types de papier, une di-
minution de l'infectivité des phages est observée a 30 % d'humidité pour les échantillons
entreposés pendant un jour et jusqu'a 28 jours. A 50 % d'humidité, l'infectivité des phages
diminue apres un jour, passant a 6,1 log pour le papier 30K et a 5 log pour le papier 50K.
Apres sept jours, aucun phage infectieux n’a été détecté en solution a partir du papier SOK.
En revanche, pour le papier 30K, une diminution progressive est observée, menant a une
absence de phages détectables en solution apres 14 jours. Toutefois, pour les deux papiers,
ces résultats suggérent soit une inactivation compléte des particules, soit la présence de
phages piégés dans la matrice, pouvant conserver une activité antibactérienne lors d’un

contact direct avec des bactéries.

A 80 % d'humidité, I'infectivité des phages reste a un niveau de 5,7 log pour le papier 30K
et de 6,2 log pour le papier 50K, aboutissant a une diminution a 5,8 log et 3,4 log, respec-
tivement, apres 28 jours d'entreposage. Ces résultats indiquent que 1'humidité relative éle-
vée favorise la conservation de I’infectivité des phages dans la matrice du papier. En effet,
a 80 % d’humidité relative, la présence d’une fine couche d’eau adsorbée sur les fibres
crée un microenvironnement humide qui limite la dénaturation des protéines de capside et
réduit la dessiccation des particules virales. A I’inverse, sous des humidités plus faibles
(30 % ou 50 %), la perte d’eau dans la matrice papeticre accélere I’inactivation des phages
et la déstabilisation structurale. Ainsi, la stabilité observée a 80 % d’humidité relative chez
les papiers 30K et 50K traduit principalement un effet protecteur de I’humidité ambiante,

qui maintient les conditions favorables a la survie des phages au cours du temps.

En ce qui concerne l'effet du temps d'entreposage, l'infectivité des phages diminue pro-
gressivement avec le temps, passant de 11,5 log a 5,7 log pour le papier 30K et de 9,6 log
a 6,2 log pour le papier 50K apres 28 jours. Cette évolution traduit une perte partielle
d’activité liée a I’entreposage, mais également une différence de comportement entre les

deux papiers, possiblement attribuable a leurs propriétés physiques.

4.3.2.4.2 Activité antibactérienne des papiers traités avec des phages sur des gé-

loses semi-solides
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Les papiers 30K et 50K, traités par des phages, préalablement exposés a des conditions
d’humidité et d’entreposage (0 a 28 jours), ont été déposés sur un tapis de L. monocyto-
genes (10° CFU/ml) et incubés a 30°C pendant 24 heures. Les résultats ont mis en évi-
dence la formation des zones de lyse pour tous les papiers ayant libéré des phages dans la
solution, ainsi que pour certains échantillons qui n'ont pas présenté de relargage de phages
lors de la phase précédente. Les surfaces de ces zones de lyse ont été quantifiées. Les
données sont présentées dans les Figure 4.43 et Figure 4.44, ou les valeurs nulles indiquent

I'absence de zone de lyse.
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Figure 4.43 Aire de la zone de lyse de papiers de type 30K traités avec des phages

en fonction de I'humidité et du temps.
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Figure 4.44 Aire de la zone de lyse de papiers de type 50K traités avec des phages

en fonction de I'humidité et du temps.

Les résultats obtenus révelent une corrélation entre l'aire de la zone de lyse et le taux
d'humidité au fil du temps pour les deux papiers. Initialement, a t=0, les aires de la zone
de lyse pour les papiers 30K et S0K sont comparables, indépendamment du taux d’humi-

dité. Cela suggere une activité initiale similaire des deux papiers.

Apres un jour, une légere corrélation apparait entre 'humidité et I'aire de la zone de lyse
pour les deux types de papiers, & travers les trois niveaux d'humidité testés. A 30 % d'hu-
midité, ou la libération des phages en solution n’a pas été détectée, 'aire de la zone de lyse
est plus faible par rapport aux conditions d'humidité supérieures. Cependant, la présence
d’une zone de lyse, méme réduite, a 30 % d’humidité indique que certains phages demeu-
rent actifs dans la matrice papetiére et peuvent encore inhiber la croissance bactérienne.
A 50 % et 80 % d’humidité, ’aire de la zone de lyse reste légérement plus élevée, surtout
pour le papier 30K, en cohérence avec une libération des phages observée dans ces con-

ditions.

A I'issue de sept jours de stockage, ainsi qu'aux 14, 21 et 28 jours, des zones de lyse per-
sistent pour les taux d'humidité de 50 % et 80 %, bien que leur taille tende a diminuer

légerement avec le temps. Cela suggere une activité¢ antibactérienne encore mesurable
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apres plusieurs semaines, mais en déclin progressif. A taux d’humidité et durée d’entre-

posage équivalents, les deux papiers montrent une efficacité comparable.

Ces expériences conduites sur des substrats papetiers commerciaux ont mis en lumicre
I'importance des propriétés physico-chimiques des matériaux dans la conception de sys-
teémes antibactériens efficaces, mettant ainsi en évidence le potentiel des papiers traités
avec les phages en tant que vecteurs de phages pour l'inhibition de la croissance bacté-
rienne. Par conséquent, une étude subséquente sera entreprise sur des papiers présentant
des propriétés contrdlées, afin d'approfondir la compréhension de chaque parametre im-

pliqué.

4.3.3 Ajustement de la quantité effective des phages selon les types de pa-

piers utilisés

Dans le cadre de I’étude des paramétres d’application des phages sur différents types de
papiers et leurs influences sur leurs propriétés antibactériennes (objectif 2 de la these), il
est essentiel d’ajuster la quantité de phages en fonction des types de papiers utilisés. Pour
ce faire, la quantité de solution de phages appliquée sur les papiers est réduite, tout en
maintenant une concentration appropriée. Cette quantité correspond a la capacité maxi-
male d’absorption du papier, déterminée a partir de I’indice Cobb, utilisé ici comme réfé-
rence pour ajuster le volume appliqué. Cette approche vise a évaluer 1'efficacité antibac-
térienne des papiers tout en réduisant les cofits de production en minimisant 1'utilisation
de la solution de phages. L'objectif est également de déterminer si la réduction de la quan-
tit€ de solution de phages influence la stabilité et la persistance de 1'activité antibactérienne
des papiers. Cela permettra de générer des données pertinentes pour I'optimisation de 1'uti-

lisation des phages comme agents antibactériens.

Une quantité contrdlée de solution de phages, avec une concentration de 10!! PFU/ml, a
été déposée sur chaque substrat papier, en fonction de son volume d'absorption respectif
déterminé par I’indice Cobb. Dans le cas des papiers de base et des substrats modifiés
avec de I’AKD, le caractére hydrophobe de la surface limite la pénétration de la solution,
contrairement aux substrats hydrophiles ("formettes standards" et "formettes standards ca-

landrées"), ou la solution est rapidement absorbée et répartie de maniére plus homogene.



139

Sur les substrats hydrophobes, la solution reste confinée sous forme de gouttes sphériques,
ne s’étendant que partiellement sur la surface. Pour garantir une dispersion uniforme, une
intervention mécanique a été nécessaire. Pour favoriser une dispersion plus large, la goutte
a été étalée manuellement a ’aide de la pipette, sans contrdle précis de la pression ou de
la force appliquée, afin que la solution couvre le plus possible la surface. Sur les substrats
hydrophiles, la solution s’est répartie uniformément par absorption naturelle. Par la suite,
les résultats ont été présentés en fonction des variables analysées, a savoir le grammage,
le calandrage et I'ajout d'AKD, dans le cadre d'une approche visant a évaluer leur impact
sur les propriétés antibactériennes des papiers traités avec une faible quantité de solution

de phages sur les papiers.
4.3.3.1 Influence du grammage selon le volume déterminé par I'indice Cobb

Les propriétés antibactériennes de différents papiers formettes standards ainsi que des
deux papiers de base ont été¢ analysées. Le volume utilisé pour chaque type de papier a été
déterminé en fonction de sa capacité d’absorption, selon la valeur de l'indice Cobb. Le
Tableau 4.4 présente les volumes de solution appliqués et les concentrations correspon-

dantes de phages par unité de surface.

Tableau 4.4 Volume de phages utilisé et concentration de phages par cm? pour

chaque type de papier (en fonction de la valeur Cobb).

Papier I“d(‘gc/em(i;’bb Volume (ul) PFU/cm?
30K 31 0.87 3.08x10°
50K 20 0.56 1.98x10°
30F 47 131 4.63x10°
50F 78 2.2 7,78x108
90F 140 3.9 1.38x10°
130F 166 4.63 1.64x10°

Les résultats montrent que la quantité de phages appliquée dépend de la capacité d’ab-
sorption propre a chaque type de papier. Ainsi, plus le papier présente une surface hydro-
phile, plus il peut absorber des phages. En revanche, les papiers hydrophobes absorbent
un volume plus faible. En comparaison avec le volume de 20 pl utilisé précédemment

dans cette étude, I’ajustement selon 1’indice Cobb permet de réduire la quantité de solution
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nécessaire, avec des économies allant jusqu’a 35 fois pour les papiers de base et 15 fois
pour les formettes standards. Par ailleurs, la variation du grammage des formettes stan-
dards offre une opportunité supplémentaire d’optimisation : une diminution du grammage
de 130 g/m? a 30 g/m? entraine une réduction de la quantité de phages d’environ 3,5 fois.
I1 convient toutefois de souligner que la comparaison entre des grammages tres différents,
tels que 130 g/m? (carton) et 30 g/m? (papier mince), doit étre interprétée avec prudence,
car il ne s’agit pas du méme type de matériau papetier. Néanmoins, cette observation met
en évidence le role du grammage dans le contrdle de la quantité de phages retenus et la

nécessité d’adapter les propriétés du support a I’application visée.

Une goutte de phages (10" PFU/ml) a été déposée sur chaque papier. Aprés un temps de
séchage de 15 minutes, les papiers ont été placés sur une culture de L. monocytogenes a
une concentration de 10° CFU/ml et incubés a 30°C pendant 24 et 48 heures. La Figure

4.45 présente les résultats obtenus a la suite de cette incubation.

24 heures d’incubation
30K 50K 30F 50F 90F 130F

48 heures d’incubation
30F

Figure 4.45 Activité antibactérienne pour différents types de papiers traités selon le

volume de I’indice Cobb aprés 24 heures et 48 heures d'incubation (30°C). Concen-

trations appliquées (PFU/cm?) : 30K = 3,08x108; 50K = 1,98x108 ; 30F = 4,63x108 ;
50F = 7,78x10% ; 90F = 1,38x10° ; 130F = 1,64x10°.

Les résultats montrent que I’ensemble des papiers traités avec les phages présente une

activité antibactérienne visible, se traduisant par la formation de zones de lyse autour des
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¢échantillons aprés 24 et 48 heures d’incubation. Toutefois, la réduction significative de la
surface de ces zones, comparée a celle observée avec un volume de 20 pl de solution, met
en évidence une corrélation entre la quantité de phages appliquée et I’intensité de 1’activité
antibactérienne observée. A partir de ces images, les aires de la zone de lyse ont été me-

surées pour chaque papier apres 24 heures. La Figure 4.46 regroupe les valeurs obtenues.
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Figure 4.46 Zone de lyse, aprés 24 heures d'incubation, pour les formettes stan-
dards et les papiers de base traités avec des phages, ajustée en fonction du volume

de I’indice Cobb.

Les mesures de la zone de lyse observées aprés 24 heures d'incubation révelent des valeurs
d'un ordre de grandeur comparable entre les différents types de papiers. Cependant, une
analyse visuelle révele une démarcation plus distincte de la zone de lyse pour les papiers
a grammage ¢€levé. Cette distinction est aussi observée apres 48 heures d'incubation. Cette
observation refleéte une tendance attribuable a une quantité plus élevée de phages présents
dans ces papiers, ainsi qu'a une éventuelle libération de phages pendant la période d'incu-
bation. Les mesures de la zone de lyse observées apres 24 heures d’incubation montrent
des valeurs d’un ordre de grandeur comparable entre les différents types de papiers. Tou-
tefois, une observation visuelle met en évidence une démarcation plus nette des zones de

lyse pour les papiers a grammage élevé, une tendance également perceptible apres 48
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heures d’incubation. Cette différence pourrait s’expliquer par une rétention plus impor-
tante des phages lors du dép6t initial, favorisant une libération plus prolongée au cours de

I’incubation.

Un test en milieu liquide, utilisant un lecteur de plaques, a été réalisé sur tous les papiers
traités avec les phages selon leur indice Cobb. La Figure 4.47 illustre les résultats de la

variation de la densité optique pour les différents papiers.
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Figure 4.47 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale
10* CFU/ml) en présence des papiers traités avec une quantité de phages selon le

volume de I’indice Cobb.

Les résultats ont montré une phase de latence initiale de 6 heures, pendant laquelle la
croissance bactérienne est relativement lente. Ensuite, une phase exponentielle s'est ma-
nifestée, caractérisée par une augmentation rapide de la densité optique au cours des
15 heures suivantes, atteignant un plateau a 21 heures. Les conditions expérimentales ont
favorisé un environnement propice a la croissance bactérienne, sans signe évident de ré-

duction significative. De maniere significative, aucun des types de papier traité avec les
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phages n'a montré de phase de croissance bactérienne, suggérant une inhibition totale des
bactéries. De plus, aucun signe d'émergence de bactéries résistantes n'a été relevé pour les
papiers traités selon I'indice Cobb. Ce résultat démontre 1’intérét de minimiser la quantité

de phages.

A la fin de la période d'incubation (72 heures), un test de comptage a été réalisé pour
¢évaluer les populations de bactéries. Comme observé auparavant, les résultats indiquent
que la concentration bactérienne dans les puits contenant les papiers traités est inférieure
a la limite de détection de cette méthode (10 CFU/ml). Pour établir un point de comparai-
son et quantifier ’efficacité du traitement, un controle sans phage a été réalis¢ dans les
mémes conditions : aprés 72 heures d’incubation, la concentration bactérienne atteint
10° CFU/ml, ce qui correspond a une réduction d’environ 8 log du nombre de bactéries.
Cette réduction témoigne de l'efficacité de l'inhibition bactérienne induite par l'action des
papiers traités avec les phages selon le volume déterminé par 1’indice Cobb. Globalement,
l'inhibition bactérienne estimée a 8 unités de réduction logarithmique souligne 1'efficacité

des substrats testés dans la réduction de la population bactérienne.

Afin de limiter l'apparition de bactéries résistantes et de réduire la quantité de phages,
celle appliquée sur chaque substrat a ét¢ diminuée de moitié par rapport a la valeur déter-
minée a partir du volume de l'indice Cobb. Les échantillons ont ensuite été incubés pen-

dant 24 et 48 heures, et les résultats correspondants sont présentés a la Figure 4.48.
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24 heures d’incubation

Figure 4.48 Activité antibactérienne pour différents types de papiers traités en
fonction de la moitié du volume de I’indice Cobb aprés 24 heures et 48 heures

d'incubation.

Les résultats de l'analyse démontrent la persistance de l'activité antibactérienne sur les
échantillons de papier examings, bien que I'observation visuelle présente parfois des dif-
ficultés. L'intensité de la zone de lyse observée est notablement diminuée par rapport a
celles obtenues avec le volume de I’indice Cobb dans les observations précédentes. Une
distinction est observée entre les formettes standards et les papiers de base, avec une dé-
tection plus difficile de la zone de lyse pour ces derniers. Par exemple, dans le cas du
papier 50K, un papier sur trois révele une zone facilement identifiable a 1'eeil, tandis que
pour les formettes standards, un grammage €levé est associ¢ a des zones de lyse plus mar-
quées. La réduction de la quantité de phages sur les papiers de base, du fait de leur carac-
tere hydrophobe, pourrait induire une distribution non uniforme des phages sur la surface
du papier. La nature de cette méthode requiert que les phages soient présents sur la péri-
phérie des papiers pour observer une zone de lyse, ce qui pourrait ne pas étre le cas avec
une faible quantité de phages. En revanche, pour les formettes standards, caractérisées par
leur caractére hydrophile, la distribution des phages est plus homogéne. A partir de ces
images, les aires de la zone de lyse de chaque papier ont ét¢ mesurées. La Figure 4.49

regroupe les valeurs obtenues.
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Figure 4.49 Zone de lyse, apres 24 heures d'incubation, pour les formettes stan-
dards et les papiers de base traités avec des phages, ajustée en fonction du volume

correspondant a la moitié de I’indice Cobb.

Les mesures de la zone observées apres 24 heures d'incubation révelent des valeurs d'un
ordre de grandeur comparable, reflétant la persistance de 1'activité antibactérienne sur les
échantillons de papier. Cependant, il est a noter que ces valeurs sont légérement inférieures
a celles obtenues pour le volume de I’indice Cobb, a l'exception des papiers 30F ou une
similitude de grandeur est observée. Cela suggére que, pour le papier 30F, une quantité

plus faible de phages permet d'obtenir une efficacité antibactérienne équivalente.
4.3.3.2 Influence du calandrage en milieu semi-solide

Afin d’évaluer I’impact de la modification des différentes propriétés des papiers sur 1’ac-
tivité antibactérienne des papiers traités avec les phages (objectif 3 de la these), les papiers
ont été calandrés pour diminuer leur perméabilité a I’air. Pour confirmer 1’effet du calan-
drage sur la morphologie du papier apres dépot de phages, des observations par MEB ont
¢été réalisées sur le papier S0KCal apres 1’application de phages. La Figure 4.50 présente

I’image du papier 50K Cal aprés application des phages.
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Figure 4.50 Image obtenue par microscopie électronique a balayage (MEB, 10,0

kV, x250) illustrant la morphologie du papier SOKCal aprés dépot de phages.

Comme pour les papiers sans calandrage, aucune structure virale distincte n’est identi-

fiable. De méme, le dépot de phages ne modifie pas la morphologie du papier.

L'effet du processus de calandrage sur les caractéristiques antibactériennes des papiers a
été examiné en utilisant deux quantités de phages : une correspondant a I’indice Cobb du
papier et une autre équivalant a la moitié¢ de la capacité maximale d’absorption du papier
(appelée moitié de ’indice Cobb). A cet effet, les papiers formettes standards calandrés
ainsi que les papiers de base ont été analysés. La Figure 4.51 et la Figure 4.52 regroupent
respectivement les résultats de I’activité antibactérienne apres 24 heures et 48 heures pour
les différents papiers calandrés et traités avec la quantité correspondante a 1’indice Cobb

et a la moitié de I’indice Cobb de chaque papier.

24 heures d’incubation
30K cal 50K cal 50F cal 90F cal 130F cal

48 heures d’incubation

30K cal 50K cal 30F cal SOF cal 90F cal 130F cal
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Figure 4.51 Activité antibactérienne des papiers calandrés traités avec des phages
selon le volume déterminé par I’indice Cobb aprés 24 heures et 48 heures d'incuba-

tion.

24 heures d’incubation
30K cal 50K cal 30F cal 50F cal 90F cal 130F cal

48 heures d’incubation
50K cal 30F cal 50F cal

Figure 4.52 Activité antibactérienne pour les différents types de papier calandré

traités avec des phages selon un volume de la moitié de I’indice Cobb aprés 24

heures et 48 heures d'incubation.

Dans les cas du volume équivalent au volume de 1’indice Cobb, les résultats visuels n'ont
pas révélé d'amélioration notable de la zone de lyse en comparaison avec les papiers non
calandrés, que ce soit pour les échantillons formettes standards ou les papiers de base. Les
aires de la zone de lyse ont été quantifiées pour chaque cas expérimental, et les résultats

sont présentés dans les Figure 4.53 et Figure 4.54.
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Figure 4.53 Zone de lyse, apreés 24 heures d'incubation, pour les formettes stan-
dards calandrées et les papiers de base calandrés traités avec des phages ajustés en

fonction de volumes de l'indice Cobb.
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Figure 4.54 Zone de lyse, aprés 24 heures d'incubation, pour les formettes stan-
dards calandrées et les papiers de base calandrés traités avec des phages, ajustée en

fonction de la moitié de I'indice Cobb.
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Les analyses ont montré que, méme avec une structure plus dense induite par le calan-
drage, les papiers n'ont pas présenté de différence notable dans leur capacité a inhiber la
croissance bactérienne. En ce qui concerne le volume correspondant a la moitié de 1’indice
Cobb, les résultats ont confirmé cette tendance, bien que la quantité de phages soit réduite,
l'activité antibactérienne est restée présente, avec des zones de lyse comparables a celles
obtenues avec le volume complet. Toutefois, ces zones étaient moins prononcées. Cepen-
dant, le calandrage a permis de réduire Iégérement la quantité de phages appliquée tout en
maintenant une efficacité antibactérienne similaire, offrant ainsi un avantage en termes

d’optimisation de leur utilisation.
4.3.3.3 Influence de ’AKD en milieu semi-solide

Toujours dans le but d’évaluer I’impact de la modification des différentes propriétés des
papiers sur 1’activité antibactérienne des papiers traités avec les phages (objectif 3 de la
these), les papiers ont été modifiés avec de I’AKD afin de rendre leur surface hydrophobe.
Cette modification permet d’obtenir des supports comparables aux papiers de base. L'effet
de I'addition d'AKD sur les propriétés antibactériennes des papiers a été étudié en utilisant
trois pourcentages d’AKD : 0,5 %, 1 % et 2 %. Pour chaque type de papier, deux quantités

de solution phagique ont été appliquées :

- une correspondante a la valeur de 1’indice Cobb mesurée pour chaque papier (va-
riant de 15 4 27 g/m” selon le grammage et la concentration en AKD, voir Tableau
4.3),

- etune autre correspondant a la moitié de cette valeur (soit environ 7,5 a 13,5 g/m?).

L'augmentation de ce pourcentage a permis de produire des papiers présentant une hydro-
phobicité plus €levée, se traduisant par des valeurs d’indice Cobb plus faibles et donc une
capacité d’absorption réduite. Les Figure 4.55, Figure 4.56 et Figure 4.57 présentent res-
pectivement les résultats de 1’activité antibactérienne aprés 24 heures et 48 heures pour
les papiers contenants de I’AKD et traités avec la quantité correspondante a I’indice Cobb

et a la moitié de I’indice Cobb.



150

24 heures d’incubation

50F 0,5AKD 90F 0,5AKD 130F 0,5AKD

48 heures d’incubation
50F 0,5AKD 90F 0,5AKD

Figure 4.55 Activité antibactérienne pour les formettes standards contenant 0,5 %
d’AKD et modifiées selon le volume de I’indice Cobb aprés 24 heures et 48 heures
d'incubation.

24 heures d’incubation

30F 1AKD 50F 1AKD 90F 1AKD 130F 1AKD

PY \

48 heures d’incubation
50F 1AKD 90F 1AKD

Figure 4.56 Activité antibactérienne pour les formettes standards contenant 1 %
d’AKD et modifiées selon le volume de I’indice Cobb aprés 24 heures et 48 heures

d'incubation.
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24 heures d’incubation
30F 2AKD 50F 2AKD 90F 2AKD 130F 2AKD

48 heures d’incubation
50F 2AKD 90F 2AKD 130F 2AKD

Figure 4.57 Activité antibactérienne pour les formettes standards contenant 2 %
d’AKD et traitées selon le volume de I’indice Cobb aprés 24 heures et 48 heures

d'incubation.

Pour I'ensemble des papiers, une zone de lyse s'est manifestée apres 24 heures, et cette
zone est demeurée présente apres 48 heures. Dans quelques cas, ou la zone de lyse est
visible apreés 24 heures, une intensification de cette zone est observée apres 48 heures.
Cependant, aucune différence notable n'a été observée dans l'intensité de la zone de lyse
entre les différents types de papiers. Les aires de la zone de lyse ont été mesurées pour
chaque papier a partir de ces images. La Figure 4.58 regroupe les aires de la zone de lyse

apres 24 heures d’incubation.
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Figure 4.58 Zone de lyse mesurée aprés 24 heures d'incubation, pour les formettes
standards contenant de I’AKD et traitées avec des phages, ajustée en fonction du

volume de l'indice Cobb.

Les résultats montrent que les valeurs mesurées sont comparables, confirmant que la va-
riation du pourcentage d'AKD n'a pas entrainé d'augmentation significative de la taille des

zones de lyse.

Les mémes expériences ont été répétées avec une quantité de phages correspondant a la
moitié de volume de I'indice Cobb. La Figure 4.59 présente les images pour le pourcentage
de 0,5AKD, tandis que les autres images, non représentées ici, ont été utilisées pour me-

surer les aires de la zone de lyse.
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24 heures d’incubation
30F 0,5AKD 50F 0,5AKD 90F 0,5AKD 130F 0,5AKD

48 heures d’incubation
90F 0,5AKD 130F 0,5AKD

VS

Figure 4.59 Activité antibactérienne pour les formettes standards contenant 0,5 %
d’AKD et traitées selon le volume de la moitié de I’indice Cobb aprés 24 heures et

48 heures d'incubation.

Une zone de lyse, indicative de l'activité antibactérienne, est observée sur tous les échan-
tillons de papier étudiés. Cependant, il est parfois difficile de détecter ces zones de manicre
précise et homogéne. A partir de 1'ensemble des images obtenues lors de I'analyse, les
aires de la zone de lyse ont été mesurées pour chaque échantillon. Les données ainsi re-

cueillies ont été présentées dans la Figure 4.60.
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Figure 4.60 Zone de lyse, mesurée apreés 24 heures d'incubation pour les formettes
standards contenant de I’AKD, traités avec des phages selon un volume correspon-

dant a la moitié de I’indice Cobb.

Les mesures de 1’aire des zones de lyse montrent une tendance a la diminution de I’activité
antibactérienne lorsque la quantité de phages appliquée est réduite, ce qui suggere une

corrélation directe entre la dose de phages et I’efficacité du traitement.
4.3.3.4 Effet du séchage

Cette partie porte sur I’effet du séchage du papier sur I’activité antibactérienne des papiers
traités avec une quantité de phages optimisée selon le volume de 1'indice Cobb (objectif 4
de la theése). Les papiers (30F, 50F, 90F, 130F, 30K et 50K) traités selon le volume de
l'indice Cobb ont été soumis a un processus de séchage pendant 2, 6 et 24 heures a l'air
libre sous la hotte (humidité 30 %, température ambiante) avant d'étre évalués pour leurs

propriétés antibactériennes avec les deux méthodes : milieu semi-solide et milieu liquide.
4.3.3.4.1 Effet du séchage en milieu semi-solide

La Figure 4.61 représente les résultats obtenus pour les différents papiers apres 2, 6 et

24 heures de séchage.
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Figure 4.61 Activité antibactérienne pour les papiers de base et les formettes stan-
dards, traités selon le volume de I'indice Cobb et soumis a différents temps de

séchage, évalués aprés 24 heures d'incubation.

Les résultats obtenus mettent en évidence une activité antibactérienne détectable sur les
papiers soumis a un processus de séchage de deux heures. Cependant, 1'identification vi-
suelle de cette activité se révele complexe, probablement en raison de la réduction de
l'intensité des zones de lyse. Notamment, les papiers a grammage ¢élevé (90F et 130F)
présentent des zones de lyse plus visibles que les autres échantillons. Pour les papiers 30K,
la détection de la zone de lyse n’a pas été possible visuellement. Pour les échantillons
ayant subi des périodes de séchage de 6 et 24 heures, 'activité antibactérienne est moins
perceptible visuellement, sauf pour le papier 130F ou une zone de lyse de faible intensité
est observable. Dans le cas d'un grammage ¢élevé, la quantité initiale de phages est égale-
ment plus élevée, ce qui, combiné a la capacité du papier a retenir 'humidité plus long-
temps, contribue a préserver la propriété antibactérienne. Ainsi, cela suggere une réduc-
tion proportionnelle de I'efficacité antibactérienne avec la durée du séchage. Cette obser-
vation concorde avec les résultats présentés précédemment, qui montrent que la durée du
séchage joue un role déterminant dans le maintien de I’efficacité des phages sur les pa-

piers.



156

Les résultats de la Figure 4.61 montrent aussi que I’activité antibactérienne dépend a la
fois du temps de séchage et du type de papier utilisé.

- Séchage de 2 heures : Une activité antibactérienne détectable est observée sur la
majorité des papiers apres 2 heures de séchage. Toutefois, la délimitation visuelle
des zones de lyse demeure difficile, en raison de la faible intensité de ces zones.
Les papiers a grammage ¢levé, notamment les 90F et 130F, présentent des zones
de lyse plus visibles, suggérant une meilleure conservation de 1’activité antibacté-
rienne. En revanche, pour les papiers 30K, aucune zone de lyse claire n’a pu étre
identifiée visuellement.

- Séchage de 6 heures : Aprés 6 heures de séchage, 1’activité antibactérienne de-
vient moins perceptible pour la plupart des échantillons. Seuls quelques papiers de
grammage ¢levé montrent encore une inhibition.

- Séchage de 24 heures : Au terme de 24 heures de séchage, I’activité antibacté-
rienne est presque entiérement perdue, a I’exception du papier 130F, sur lequel une
faible zone de lyse reste visible. Ce comportement peut étre attribué a la plus
grande capacité de rétention d’humidité et a la plus forte densité initiale de phages

de ce type de papier, permettant de préserver partiellement leur activité.

Ces observations indiquent une diminution progressive de 1’efficacité antibactérienne au
fur et a mesure que la durée du séchage augmente. Ce résultat est en accord avec des
études antérieures réalisées avec une application de 20 pul de solution de phages, confir-
mant que la durée du séchage constitue un parameétre clé dans le maintien de la viabilité

et de I’efficacité des phages appliqués sur des papiers.
4.3.3.4.2 Effet du séchage en milieu liquide

Pour mieux comprendre I'impact du temps de séchage du papier dans le contexte de faibles
quantités de phages, un test en milieu liquide a été effectué¢ a I’aide du lecteur de plaques
afin d'étudier les propriétés antibactériennes de chaque support. Pour cela, les papiers trai-
tés avec les phages ont ét¢ analysés apres un séchage de deux heures. Cette durée a été
déterminée en se basant sur les résultats du test précédent, qui ont révélé les conditions les
plus optimales et les plus visibles. La Figure 4.62 illustre les résultats de la variation de la

densité optique pour les différents papiers.
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Figure 4.62 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale
10* CFU/ml) en présence des papiers traités avec une quantité de phages selon le

volume de l'indice Cobb et séchés pendant 2 heures.

Pour I'échantillon témoin de croissance bactérienne, les résultats ont révélé une phase de
latence initiale de 6 heures, caractérisée par une croissance bactérienne relativement lente.
Ensuite, une phase exponentielle s'est manifestée, avec une augmentation rapide de la
densité optique au cours des 15 heures suivantes, atteignant un plateau a 21 heures. Dans
le cas du papier 30K, la courbe de croissance a montré des similitudes avec celle des bac-
téries sans phages, laissant supposer une possible absence de libération des phages dans
la solution. Ce constat confirme 1’observation faite lors du test en milieu semi-solide, ou
aucune zone de lyse n’a été observée. Il est possible que les phages aient été fortement
fixés a la surface du papier. Concernant les papiers 30F et 90F, aucune phase de croissance
n'a ét€ observée, ce qui suggere une inhibition de 1'émergence des bactéries. Quant aux
papiers 50F, 50K et 130F, une 1égere augmentation de la densité optique a été notée au
début de la phase de croissance bactérienne, suivie d'une décroissance rapide, indiquant

une inhibition des bactéries.
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Egalement, 4 la fin de la période d'incubation (72 heures), un test de comptage a été réalisé
pour évaluer les populations de bactéries. Les puits contenant des papiers traités aux
phages présentaient une concentration bactérienne inférieure a la limite de détection
(10 CFU/ml), contre 10° CFU/ml dans le témoin sans phages, soit une réduction d’environ

8 log.
4.3.3.5 Effet de 'humidité relative en milieu semi-solide

Cette partie porte sur I’effet de I’humidité relative de I’environnement sur 1’activité anti-
bactérienne des papiers traités avec une quantité de phages ajustée (objectif 4 de la these).
Dans cette section, 1'impact de 'humidité relative sur les formettes standards traitées avec
des phages a été investigug, selon le volume de I'indice Cobb. Comme les résultats précé-
dents ont montré qu'un taux d'’humidité de 80 % permet de maintenir l'infectivité des
phages, cette condition a été retenue pour évaluer l'efficacité antibactérienne des papiers.
Les formettes standards traitées avec des phages, ont été conservées pendant 24 heures a

80 % d’humidité relative, puis testées apres 24 heures d’incubation a 30°C (Figure 4.63).

Figure 4.63 Activité antibactérienne pour les formettes standards, traités selon le

volume de l'indice Cobb et soumis a une humidité de 80% pendant 24 heures a
température ambiante avant évaluation antibactérienne apres 24 heures

d'incubation.

Les papiers 90F et 130F ont montr¢ la présence de zones de lyse, contrairement aux autres
papiers. Ces papiers présentent une épaisseur plus €élevée (136 et 194 pm respectivement),

ce qui pourrait favoriser une meilleure rétention de I’humidité. Cette rétention pourrait
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contribuer a maintenir la stabilité et I’activité antibactérienne des phages sur les surfaces

cellulosiques.

4.4 Effets de I’agent tensioactif Tween 80

Afin d’évaluer I’'impact potentiel d’un additif (objectif 3 de la thése) permettant de réduire
la tension de surface de la solution de phages pour une meilleure application sur les sup-
ports en papiers hydrophobes, le Tween 80 a été utilisé. Avant de réaliser un test avec cet
agent tensioactif sur du papier, l'effet de celui-ci sur la croissance d'une souche bactérienne

ainsi que sur l'activité des phages a été examiné.
4.41 Effet de I'agent tensioactif Tween 80 sur la croissance bactérienne

Une étude a été effectuée pour évaluer I'impact du Tween 80 sur la croissance de la souche
bactérienne L. monocytogenes. Deux milieux de culture distincts ont été préparés: l'un
contenant 0,5 % de Tween 80 et une concentration bactérienne de 10* CFU/ml, et I'autre
sans Tween 80. L'évolution de la croissance bactérienne dans les deux milieux a été suivie

au fil du temps a 1'aide d'un lecteur de plaques (Figure 4.64).
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Figure 4.64 Croissance bactérienne de L. monocytogenes (concentration initiale de

10* CFU/ml) en absence et en présence de Tween 80 a une concentration de 0,5 %.

Les résultats obtenus montrent que les courbes de croissance de L. monocytogenes sont
similaires en présence et en absence de Tween 80 (0,5 %). Ce constat indique que le

Tween 80 n’exerce aucun effet significatif sur le développement bactérien.
4.4.2 Effet de Tween 80 sur ’'infectivité des phages

Pour évaluer I'effet du Tween 80 sur l'infectivité des phages, une expérience comparative
a été réalisée. Deux solutions ont été préparées: I'une contenant uniquement les phages a
une concentration de 10'! PFU/ml, et l'autre la méme concentration de phages additionnée
de 0,5 % de Tween 80. Une goutte de 20 ul de chaque solution a été ensuite déposée sur
un tapis bactérien de L. monocytogenes (10° CFU/ml), puis incubée pendant 24 heures a

30°C. Les résultats obtenus sont présentés a la Figure 4.65.

Figure 4.65 Activité antibactérienne de la solution de phages sans et avec Tween 80

apres 24 heures d’incubation a 30°C.

Les résultats ont révélé des zones de lyse comparables pour les deux solutions, indiquant

que la présence de Tween 80 a 0,5 % n'affecte pas l'infectivité des phages.
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4.4.3 Traitement des papiers avec une solution de phages contenant du

Tween 80

Une solution de phages a été préparée en y ajoutant 0,5 % de Tween 80. Une goutte de la
solution de phages contenant du Tween 80 a été appliquée sur différents types de papiers

(30F, 50F, 90F, 130F, 30K et 50K) selon le volume déterminé par I’indice Cobb.

Les résultats ont montré que 1'ajout de Tween 80 a significativement amélioré la mouilla-
bilité des papiers de base (30K et S0K) sans nécessiter d'étalement mécanique de la solu-
tion. Par ailleurs, 1'étalement mécanique ne constitue pas une méthode fiable pour une
production industrielle rapide. Cela suggéere, conformément aux mesures d’angle de con-
tact réalisées, que le Tween 80 est particulierement efficace pour améliorer I’absorption
et la distribution de la solution de phages sur les surfaces des papiers de base. En revanche,
dans le cas des papiers formettes standards, aucune différence notable n'a été observée. La
mouillabilité de ces papiers est initialement adéquate, et 1'ajout de Tween 80 n'a pas ap-

porté d'amélioration supplémentaire.

Un test antibactérien a été effectué pour les différents papiers en milieu semi-solide et en

milieu liquide. La Figure 4.66 regroupe les images apres incubation de 24 heures a 30°C.

90F 130F 50K

Figure 4.66 Activité antibactérienne pour les papiers de base et les formettes stan-
dards, traités selon le volume de I'indice Cobb avec une solution de phage conte-

nant 0,5% de la solution Tween 80, évalués aprés 24 heures d'incubation.

Les résultats obtenus sont comparables avec ceux obtenus sans Tween 80. Une apparition

de la zone de lyse est détectable a I’ceil pour I’ensemble des papiers.
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Une évaluation de l'activité antibactérienne en milieu liquide a été réalisée a 1'aide d'un
lecteur de plaques. La Figure 4.67 regroupe les résultats obtenus par le lecteur de plaques

pour I’ensemble des papiers.
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Figure 4.67 Croissance de L. monocytogenes (concentration initiale 10* CFU/ml) en
présence des papiers traités avec une quantité des phages selon le volume de I’in-

dice Cobb en présence de Tween 80.

Les résultats de I'expérience ont révélé une phase de latence initiale de 6 heures, pendant
laquelle la croissance de L. monocytogenes est relativement lente. Ensuite, une phase ex-
ponentielle a été observée, marquée par une augmentation rapide de la densité optique sur
une période de 15 heures, jusqu'a atteindre un plateau a 21 heures. Apres ce point, une
légeére diminution de la densité optique a été notée. Certains échantillons de papier, no-
tamment les types 30K, 90F et 130F, ont présenté une phase initiale de croissance bacté-
rienne de faible intensité avant d'atteindre une inhibition compléte des bactéries. Par ail-
leurs, aucun signe d’émergence de bactéries résistantes n’a été détecté sur les papiers trai-

tés selon le volume de I’indice Cobb en présence de Tween 80. Ces résultats confirment
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les observations précédentes, indiquant que la réduction de la quantité de phages contribue

a diminuer la probabilité d'apparition de bactéries résistantes.

Apres 72 heures d’incubation, un test de dénombrement a confirmé I’efficacité des papiers
traités avec les phages en présence de Tween 80. Les résultats ont révélé une absence de
L. monocytogenes détectable dans les puits, la concentration étant inférieure a la limite de
détection de la méthode (10 CFU/ml). A titre de comparaison, les échantillons témoins
dépourvus de phages présentaient une concentration bactérienne d’environ 10° CFU/ml.
Cette différence traduit une réduction d’environ 8 de la concentration bactérienne, démon-
trant que 1’ajout de Tween 80 n’altere pas I’efficacité antibactérienne des phages appliqués

sur les papiers.

La présence de Tween 80 dans la solution a facilité une application homogene, ¢liminant
la nécessité d'interventions mécaniques pour €taler la solution uniformément sur les sur-
faces des papiers. La zone de lyse observée est similaire entre les échantillons avec et sans
Tween 80, indiquant que 1'activité antibactérienne des phages est maintenue en présence

de cet agent tensioactif.

Cette observation est importante, car elle suggere que Tween 80 peut étre utilisé pour
améliorer la distribution des phages sur des papiers hydrophobes sans compromettre leur
efficacité antibactérienne. Par conséquent, l'intégration de Tween 80 dans les formulations
de phages pourrait représenter une méthode viable pour optimiser l'application et la per-
formance des traitements antibactériens, particuliérement dans des contextes ou une ap-
plication uniforme est essentielle pour 1'efficacité du traitement. En résumé, l'utilisation
de Tween 80 permet non seulement une meilleure manipulation des solutions de phages,
mais aussi une conservation intacte des propriétés antibactériennes des phages, ouvrant
ainsi des perspectives pour des applications plus larges et plus efficaces dans le domaine

de la lutte contre les infections bactériennes.
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4.4.4 Traitement des papiers contenant I’AKD avec une solution de phages

contenant du Tween 80

Les papiers, présentant une hydrophobicité élevée (angle de contact supérieur a 88°), no-
tamment ceux traités avec 2 % d'AKD (angle de contact = 133°), ont ensuite été traités
avec la solution de phages. L'application de la solution de phages sur ces papiers s'est
avérée difficile en I’absence de Tween 80 ou sans étalement mécanique. L’ajout de 0,5 %
de Tween 80 a permis une meilleure répartition des phages sur la surface des papiers, sauf
pour le papier contenant 2% d’AKD, pour lequel un léger étalement mécanique est resté
nécessaire. Par la suite, un essai antibactérien a été réalisé dans un milieu semi-solide pour
évaluer I'impact de cette modification sur les propriétés antibactériennes des papiers. La

Figure 4.68 regroupe les résultats obtenus aprés 24 heures d’incubation a 30°C.

Figure 4.68 Activité antibactérienne pour les formettes standards (2% AKD), trai-
tés selon le volume de I'indice Cobb avec une solution de phages contenant 0,5% de

la solution Tween 80, évalués aprés 24 heures d'incubation.

Pour l'ensemble des papiers, quel que soit le grammage, une zone de lyse a été observée,

indiquant une activité antibactérienne.

Ces résultats confirment le réle déterminant du Tween 80 dans l'application homogene
des phages. Les mesures d’angle de contact ont montré que la présence de Tween 80 amé-
liore la mouillabilité et, par conséquent, la compatibilité de la solution de phages avec les

surfaces hydrophobes. Cette amélioration de la distribution des phages sur les surfaces
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hydrophobes des papiers facilite une interaction efficace entre les phages et les bactéries
cibles, garantissant ainsi I’inhibition antibactérienne. Sans Tween 80, l'application uni-
forme des phages sur ces surfaces hydrophobes serait difficile, compromettant potentiel-
lement I'efficacité de 1’activité antibactérienne. En conclusion, l'incorporation de Tween
80 est essentielle pour optimiser l'application des phages sur des papiers hydrophobes,

assurant une activité antibactérienne.

4.5 Pulvérisation des phages sur papiers

Afin de réaliser un essai d’application de phages sur des papiers a plus grande échelle
(objectif 2 de la these), des essais de pulvérisation ont été effectués a I'aide d'un flacon en

plastique équipé d'une buse, ainsi que d'une machine CLC.
4.5.1 Test a 'aide d’un flacon en plastique équipé d’une buse

L'application d'une solution de phages sur les échantillons de papier SOK a été réalisée a
l'aide d'un flacon en plastique muni d'une buse de pulvérisation. Le flacon ainsi que la
buse ont été préalablement stérilisés, et l'application s'est déroulée sous la hotte biolo-
gique. Pour réguler la quantité des phages, plusieurs nombres d'applications (1 a 3) ont été
testés. Toutefois, I'évaluation du poids du papier apreés chaque application a mis en lumiére
que l'emploi de cette méthode ne permettrait pas de controler précisément la quantité de
solution déposée. Malgré cette limitation, un test antibactérien en milieu semi-solide sur
les papiers 50K a été réalisé, avec une application ainsi qu'avec deux applications de la

solution. Les résultats de ces tests sont présentés dans la Figure 4.69.
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Figure 4.69 Activité antibactérienne pour les papiers S0K traités avec une solution

de phages par pulvérisation manuelle.

La formation d'une zone de lyse a été constatée sur les deux cas, que ce soit aprés une ou
deux applications. Cependant, une différence significative a été observée dans 1'étendue
de la zone de lyse. Plus précisément, lorsque deux applications ont été réalisées, la zone
de lyse est notablement plus étendue par rapport a celle observée aprés une seule applica-
tion. Cette observation suggere une corrélation entre la quantité de solution pulvérisée et
I’intensité de I'effet antibactérien. Il est pertinent de noter que cette méthode entraine un
gaspillage important de phages, ce qui limite son intérét dans une perspective d’optimisa-

tion ou de production a grande échelle.
4.5.2 Essais de pulvérisation a I’'aide du CLC

La machine CLC permet de controler la quantité et I'uniformité de la solution de phages.
Comme indiqué dans la partie « méthode », plusieurs variables ont été testées pour con-
troler la quantité appliquée sur les papiers. Avec le meilleur résultat, un test a été d'abord
effectué pour vérifier l'efficacité de la solution de phages provenant de la buse. L'objectif
¢tait de s'assurer que les conditions d'application et I'état de la machine n'affectaient pas
I’infectivité des phages. La Figure 4.70 présente une comparaison de l'activité infectieuse

entre la solution de phages a la sortie de la buse et la solution initiale de phages.
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Figure 4.70 Activité antibactérienne de la solution de phages émise par la buse et de

la solution initiale de phages.

Les résultats obtenus montrent que la solution de phages conserve ses propriétés antibac-

tériennes, indiquant que les conditions d'application n'affectent pas ces propriétés.
q q pp p prop

Les deux types d'échantillons ont été testés : les échantillons des papiers non séchés et les
¢échantillons des papiers séchés. La Figure 4.71 présente les résultats d’infectivité apres

24 heures d’incubation des papiers, traités avec les phages, a 30°C pendant 24 heures.
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50F sans séchage 50k sans séchage

Figure 4.71 Activité antibactérienne pour les papiers SOF et 50K traités avec une

solution de phages pulvérisée a I'aide du CLC, sans séchage et apres séchage.

Les résultats obtenus montrent une activité antibactérienne faiblement détectable a I'ceil
nu pour les papiers traités avec les phages non séchés (50F et 50K). Dans le cas des papiers
50F, I’activité antibactérienne est plus visible que celle des papiers S0K. Cette réduction
pourrait étre due a la pression de pulvérisation, favorisant une pénétration plus profonde
des phages dans la structure des papiers, diminuant leur disponibilité immédiate en sur-
face. De plus, la diminution du taux d’humidité du papier lors de I’étape de décontamina-

tion pourrait également contribuer a cette réduction.

En revanche, l'examen visuel des papiers séchés thermiquement n’a pas révélé de zones
de lyse, possiblement en raison de I’atténuation de I’activité des phages provoquée par le

traitement thermique au cours du séchage.

Pour les papiers de base 50K, la solution liquide n'a pas mouillé facilement la surface sur
le CLC, reproduisant les difficultés observées lors des applications par goutte. Toutefois,

avec le CLC, la pression appliquée semble améliorer la mouillabilité. Comparativement,
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le papier SOF a montré une mouillabilité plus efficace. Cette différence peut étre attribuée

a la nature hydrophobe des papiers 50K, qui limite la répartition uniforme de la solution.

Ces travaux ont prouvé qu’il serait nécessaire d’utiliser du Tween 80 pour assurer une
application plus homogéne de la solution de phages sur un substrat hydrophobe, sans al-

térer les propriétés barriéres et sans compromettre l'efficacité antibactérienne des phages.



170

Chapitre 5 - Discussion

L’autorisation réglementaire d’utiliser des phages pour lutter contre des pathogeénes ali-
mentaires comme L. monocytogenes a ouvert de nouvelles perspectives dans le domaine
de la sécurité alimentaire, notamment par leur intégration dans des supports d’emballage
actifs. Cette étude visait a exploiter les phages P100, adaptés pour un usage alimentaire,
pour contrdler L. monocytogenes via une application sur des supports en papier de base
et des formettes standards. L’ensemble des résultats obtenus démontre non seulement
I’efficacité du phage en milieu liquide et semi-solide, mais également la faisabilité de son

application sur des papiers de base et des papiers formettes standards.

Les expériences en milieu liquide ont confirmé le forte capacité d’infection du phage
P100, conduisant a des réductions supérieures a 8 log pour des concentrations initiales de
10* et 10° CFU/ml, indépendamment du MOL. Ce résultat constitue un élément majeur,
car il montre que dans des conditions de contamination faibles & modérées, représenta-
tives de nombreuses matrices alimentaires, une dose réduite de phages suffit a assurer une
lyse compléte. Ces résultats s’inscrivent dans la continuité des observations de Potaska et
al. [173] et de Fister et al. [122], qui rapportent une efficacité remarquable du phage P100
dans la réduction de biofilms de L. monocytogenes, avec une lyse maximale observée
aprés 24 heures. Toutefois, lorsque la concentration bactérienne est élevée (=10°
CFU/ml), une reprise de croissance apres 24 heures a été observée, traduisant I’émergence
de souches résistantes. Cette dynamique est cohérente avec les modeles de coévolution
phage-bactérie décrits par Labrie et al. [166], selon lesquels une forte pression sélective
liée a un MOI ¢élevé favorise I’apparition rapide de bactéries résistantes. Nos résultats
confirment cette tendance : pour des concentrations initiales de 10* et 10° CFU/ml, le
phage P100 assure une inhibition complete (>8 log de réduction) quel que soit le MOI
(0,1 a 1000), alors qu’en conditions de forte densité bactérienne (10°-10% CFU/ml),
I’émergence des bactéries résistantes devient plus fréquente. Cette relation met en évi-
dence un point clé : un MOI élevé n’est pas systématiquement bénéfique, car il peut ac-
centuer la pression sélective et accélérer 1’apparition de résistances, contrairement a un

MOI plus faible qui limite significativement ce phénomene.
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Cette conclusion nuance les travaux de Rajnovic [174], qui n’a pas observé de reprise de
croissance lors d’interactions phage—FE. coli, possiblement en raison de différences de
systemes biologiques et d’une durée d’observation limitée (240-300 min). Elle rejoint
toutefois les recommandations de Fister et al. [122] qui préconisent une utilisation ciblée
et ponctuelle du phage Listex P100 afin de réduire le risque d’apparition des bactéries
résistances. L’ensemble de ces éléments souligne 1’importance stratégique de contrdler
précisément le MOI dans les applications industrielles, particulieérement lorsque des den-

sités bactériennes ¢levées sont susceptibles d’accélérer 1’apparition de résistances.

L’intégration de phages sur des papiers industriels constitue 1’innovation centrale de cette
thése. Contrairement a 1I’hypothése initiale selon laquelle la porosité et les irrégularités
structurelles du papier pourraient nuire a ’efficacité des phages, les résultats démontrent
que ces caractéristiques n’ont pas compromis leur activité antibactérienne. Dans les con-
ditions expérimentales mises en ceuvre, les papiers commerciaux de base se sont révélés
étre des supports pertinents, sans nécessité¢ de modifications physiques préalables. Bien
que les papiers testés présentent des propriétés physiques variées (grammage, densités,
perméabilités a I’air, hydrophobicité), tous ont permis d’obtenir une activité antibacté-
rienne efficace. De maniére intéressante, les papiers plus denses et moins perméables
(apres calandrage) ont atteint des niveaux d’efficacité comparables a ceux des papiers de
base tout en nécessitant une quantit¢ moindre de phages, laissant entrevoir un potentiel

d’optimisation économique du procédé.

Les résultats montrent ¢galement que 1’efficacité antibactérienne dépend fortement de
parametres matériaux clés, notamment le grammage, I’humidité, la mouillabilité et les
conditions de séchage et de stockage. Les papiers a grammage ¢levé (90F et 130F) ont
mieux conservé I’activité antibactérienne en raison de leur capacité a retenir I’humidité.
I1 s’agit d’un constat cohérent avec les travaux de Lone [119] et Jabrane [175] qui ont
montré que les phages sont particulierement sensibles au desséchement rapide, et que leur
viabilité dépend d’un environnement hydraté permettant le maintien de la structure des
phages. Cette relation directe entre humidité et maintien de I’activité antibactérienne
constitue I’un des apports de cette thése et positionne le grammage et la structure fibreuse

comme des parametres critiques dans la conception de matériaux d’emballage bioactifs.
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Ainsi, I’efficacité antibactérienne ne dépend pas uniquement de la présence de phages,
mais de I’adéquation entre leurs propriétés biologiques et les propriétés du papier. Les
papiers denses et peu absorbants perdent rapidement leur activité en raison d’un desse-
chement accéléré, tandis que les papiers plus épais et poreux offrent un microenvironne-
ment humide favorable a la stabilité¢ des phages. Cette conclusion propose une approche
de développement : optimiser les propriétés du papier afin de soutenir la viabilité des
phages plutdt que d’augmenter systématiquement la dose appliquée. Enfin, cette interpré-
tation fournit un cadre prédictif cohérent : les performances observées en milieu liquide,
ou I’humidité est maintenue, correspondent a celles des papiers capables de conserver
I’eau. Les propriétés hygroscopiques apparaissent ainsi comme un facteur majeur de 1’ef-
ficacité des phages en conditions réelles d’application et devraient étre intégrées aux stra-

tégies industrielles de formulation et de choix des matériaux d’emballage.

Les papiers fournis par le partenaire industriel et ceux modifiés a I’AKD ont présenté une
hydrophobie marquée, limitant I’étalement de la solution de phages et compromettant leur
application uniforme. L’ajout de Tween 80 s’est révélé déterminant, en améliorant signi-
ficativement la mouillabilité des surfaces et en permettant une distribution homogéne des
phages. Ce résultat démontre qu’il est possible d’appliquer efficacement des phages sur
des papiers barrieres hydrophobes utilisés industriellement, répondant ainsi a 1’un des

principaux défis technologiques rapportés dans la littérature.

L’ajustement de la quantité de phages appliquée sur les papiers, notamment via I’utilisa-
tion de I’indice Cobb, a permis de réduire significativement la dose tout en maintenant
une activité antibactérienne robuste. Ce résultat comporte deux implications majeures :
une diminution des colits de production et une réduction du risque d’émergence de
souches résistantes. Cette contribution est particulierement originale, car elle démontre
que I’optimisation de la dose ne constitue pas uniquement un enjeu économique, mais

également un facteur essentiel pour limiter I’apparition de résistances phagiques.

Certaines limites expérimentales doivent toutefois étre prises en considération. Les essais
ont été réalisés avec une seule souche de L. monocytogenes, ce qui restreint la générali-
sation des résultats compte tenu de la diversité génétique de I’espece. Par ailleurs, la perte

d’activité constatée lors du séchage infrarouge dans les essais de pulvérisation CLC
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représente des contraintes supplémentaires. L’essai de pulvérisation constitue une pre-
micre démonstration de faisabilité pilote, mais il a mis en évidence deux enjeux majeurs
: un risque de contamination de 1’équipement et une diminution marquée de 1’activité
antibactérienne liée au traitement thermique. Ces observations indiquent que le procédé
d’application devra étre adapté afin de préserver la viabilité des phages. Dans cette op-
tique, le recours a un séchage a basse température, idéalement a température ambiante ou
sous flux d’air non chauffé, apparait plus appropri¢. Une telle approche permettrait de
limiter le stress thermique lors du séchage, étape critique pour le maintien de 1’activité
antibactérienne, et ainsi de préserver 1’intégrité des phages appliqués a la surface du pa-

pier.

La stabilité du phage dans des conditions industrielles réelles, incluant le transport, I’en-
treposage et la durée de conservation, devra également étre validée pour garantir une per-

formance durable tout au long de la chaine logistique.

Enfin, I’absence d’essais sur des matrices alimentaires réelles empéche, a ce stade, d’éva-
luer pleinement 1’efficacité des papiers, traités avec des phages, dans des conditions re-
présentatives de transport, de manipulation et de stockage. Bien que ces limites n’invali-
dent pas les résultats obtenus, elles mettent en évidence plusieurs pistes de recherche né-

cessaires pour consolider et étendre 1’applicabilité de cette approche.

Dans I’ensemble, I’incorporation de phages dans des papetiers s’inscrit pleinement dans
une vision de durabilité : elle s’appuie sur des matériaux renouvelables, offre un potentiel
de réduction des pertes alimentaires et demeure compatible avec les procédés industriels
existants. Cette convergence d'éléments renforce la pertinence de poursuivre le dévelop-
pement d’emballages bioactifs a base de phages pour répondre aux enjeux actuels de sé-

curité alimentaire et d’écoresponsabilité.
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Chapitre 6 - Conclusions et perspectives

6.1 Conclusions

Dans cette étude, différentes approches ont été explorées pour développer des emballages
antibactériens a base de papiers fonctionnalisés avec des agents antibactériens dans le but
de lutter contre L. monocytogene. Les travaux ont porté sur plusieurs aspects : la sélection
d’un agent antibactérien de grade alimentaire, la caractérisation des interactions phage-
bactérie, la préparation et la modification de différents types de papiers, ainsi que les défis

liés a I'application et a la stabilisation des phages sur ces papiers.

Deux produits commerciaux de phages, Listex P100 et ListShield, ainsi que cinq huiles
essentielles ont été évalués. Les résultats ont identifi¢ le phage P100 comme 1’agent le
plus performant et le plus robuste, avec une activité antibactérienne reproductible et adap-
tée a une intégration dans des emballages alimentaires. En revanche, les phages ListShield
ont montré une efficacité limitée, nécessitant des investigations complémentaires. Les
huiles essentielles ont démontré un potentiel antibactérien intéressant, mais leur utilisa-
tion reste compromise par des contraintes technologiques et sensorielles (odeurs rési-

duelles, risques de contamination des équipements), limitant leur pertinence industrielle.

L’étude des différents types de papiers préparés, variation de grammage, modification a
I'AKD, calandrage et papiers de base industriels, a permis d’identifier les paramétres ma-
tériaux influencant la performance des phages appliqués. Les résultats ont mis en évi-
dence le role déterminant du grammage, de I’humidité résiduelle et des conditions de
séchage et de stockage sur le maintien de 1’activité antibactérienne. Les papiers plus épais
et plus hygroscopiques ont favoris¢ une meilleure conservation de I’activité antibacté-
rienne, soulignant I’importance de 1’environnement humide au sein de la matrice cellulo-

sique.

L’un des résultats majeurs de cette thése réside dans la démonstration qu’une réduction
significative de la quantité de phages appliquée, basée sur 1’indice Cobb, permet de main-
tenir une efficacité antibactérienne tout en limitant 1’apparition de bactéries résistantes.
Cette observation constitue une avancée importante, établissant que 1’optimisation de la

dose ne répond pas uniquement a des enjeux économiques, mais représente également un
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facteur clés pour limiter la résistance bactérienne. L’application de phages sur des papiers
hydrophobes s’est révélée particulierement complexe. L utilisation du tensioactif Tween
80 a permis de surmonter cette limitation en améliorant la mouillabilité et la distribution
de la solution de phages, ouvrant ainsi la voie a I’utilisation de papiers barriéres indus-
triels sans modification structurelle préalable. Les essais en milieu semi-solide et liquide
ont confirmé 1’efficacité du phage P100 appliqué sur les différents types de papiers, tout
en révélant I’importance critique de I’humidité et des conditions d’entreposage sur le
maintien de leur activité. Enfin, la pulvérisation via la technologie CLC a démontré le
potentiel d’une application a grande échelle, tout en soulignant la nécessité d’optimiser

le procédé pour préserver la viabilité des phages lors du séchage.

Dans I’ensemble, ce travail ouvre des perspectives industrielles prometteuses. L applica-
tion d’une formulation de phages sur des matériaux d’emballage a base de fibres cellulo-
siques apparait comme une solution durable et pertinente pour limiter la croissance de L.
monocytogenes dans la chaine alimentaire. Cette approche s’inscrit dans une dynamique
d’emballages écoresponsables, en combinant matériaux renouvelables, réduction des

pertes alimentaires et maintien de la sécurité microbiologique.

6.2 Perspectives

Bien que les objectifs principaux de cette thése aient été atteints, plusieurs avenues de
recherche méritent d’étre approfondies afin de consolider et d’élargir I’applicabilité in-
dustrielle des papiers fonctionnalisés avec des phages. Dans un premier temps, il serait
essentiel d’évaluer I’efficacité des papiers de base et des formettes standards traités avec
des phages en présence de Tween 80 directement sur des aliments préts & manger, tels que
la viande. Ces essais permettraient de valider la performance antibactérienne dans des
conditions réalistes de transport, de distribution et de stockage, tout en examinant 1’in-
fluence de la matrice alimentaire, notamment la teneur en protéines, lipides et eau, sur

I’activité et la stabilité¢ des phages.

Par ailleurs, I’isolation et la caractérisation de phages ayant survécu au traitement ther-

mique lors du séchage des papiers représentent une perspective particulierement
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prometteuse. Une telle démarche pourrait conduire a 1’identification ou a la sélection de
phages thermorésistants, mieux adaptés aux procédés industriels impliquant des étapes de
séchage ou de transformation a température controlée, et ainsi améliorer la compatibilité

des phages avec les lignes de production existantes.

Enfin, le développement d’un cocktail de phages spécifiquement formulé pour une appli-
cation sur supports papetiers constituerait une avancée majeure. Les cocktails actuelle-
ment disponibles pour L. monocytogenes sont principalement optimisés pour un usage
direct sur les aliments, sans considération des contraintes liées aux matériaux d’emballage.
Dans le contexte des surfaces cellulosiques, la distribution des particules phagiques, leur
diffusion dans la matrice et leur résistance aux conditions industrielles peuvent varier se-
lon les caractéristiques individuelles des phages. Il apparait donc crucial de tester les
phages individuellement, d’évaluer leur compatibilité¢ avec les substrats fibreux et de con-
cevoir une formulation adaptée aux propriétés physiques des matériaux papetiers. Le dé-
veloppement d’un tel cocktail spécialisé, combiné a une optimisation du procédé d’appli-
cation, pourrait permettre de franchir une étape déterminante vers 1’industrialisation de
cette technologie, en améliorant a la fois 1’efficacité antibactérienne, la robustesse du pro-

céde et la sécurité microbiologique des emballages alimentaires.
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Annexe : Protocole de préparation de culture de L. monocytogenes et

des phages

Matériel
Glycérol (30 %) ;
Eau saline (0,85 %) ;
CaCl; (préparer et stériliser une solution de stock de 2M) ;
MgClL: : IM;
Produit virucide : PowerQuat (Sanimart) ;
Ethanol (70 %) ;
Tampon SM ;
Milieu de culture TB, TA.

Appareil
Incubateur — agitateur ;
Incubateur (37°C) ;
Bain-marie (50 — 55°C) ;
Centrifugeuse ;
Autoclave ;
Microonde ;
Micropipettes (5 ml, 1 ml, 100 pl, 20 ul) avec embouts a filtre ;
Seringues stériles ;
Filtre stérile de 0,45 pm et de 0,22 um ;
Tubes en verre avec bouchons ;
Tubes cryogéniques de stockage de 2 ml ;
Boites de Petri stériles ;
Fioles Erlenmeyer de 250 et 500 ml ;
Bouteilles Pyrex de 250 ml et de 500 ml.
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Procédure pour L. monocytogenes ATCC 19115 sérotype 4 b

1. Rafraichissement de la souche a partir du stock d’origine

Préparer 4 tubes contenant 5 ml de milieu Bouillon Trypticase (TB) et les stériliser
a 121°C pendant 15 minutes ;

Inoculer la souche a partir de la culture lyophilisée en poudre dans les tubes ;
Incuber les tubes a 30°C avec une agitation a 120 tours par minute (rpm) pendant
18 heures.

Effectuer le comptage sur gélose TA afin de calculer la concentration bactérienne :

— Réaliser une série de dilutions décimales jusqu'au 107 de la culture de L. mo-
nocytogenes dans des tubes contenant de I'eau saline a 0,85 % ou du milieu de
culture TB.

— Etaler 0,1 ml des échantillons dilués sur des boites de Petri contenant de la gé-
lose.

— Incuber les boites de Petri a 30°C pendant 24 heures et procéder au comptage

des colonies.

2. Cinétique de croissance de la souche

Préparer deux fioles de 500 ml contenant 100 ml du milieu TB et les stériliser a
121°C pendant 15 minutes ;

Inoculer les fioles avec : une colonie de la souche a partir de boite de Petri ou 1 ml
de la culture a partir de la culture bactérienne dont la concentration cellulaire est
autour de 10° CFU/ml ;

Incuber les fioles a 30°C (agitation 120 rpm pendant 48 heures) ;

Prélever 5 ml pendant 48 heures (0, 3, 6, 9, 12, 24 et 48 heures) ;

Faire le décompte sur gélose et mesurer DO (600 nm) des échantillons pour établir
la courbe de concentration cellulaire et DO en fonction du temps. Les résultats de
décompte permettront de déterminer le temps de croissance maximale (phase ex-

ponentielle).
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3. Stockage de culture

Préparer deux fioles de 500 ml contenant 100 ml du milieu TB et les stériliser
a 121°C pendant 15 minutes ;

Inoculer les fioles avec une colonie de la souche a partir d’une boite de Petri ;
ou a partir de la culture bactérienne en liquide dont la concentration cellulaire
est autour de 10° CFU/ml (diluer la culture avec de I’eau saline si nécessaire)
Incuber les fioles a 30° C, agitation 120 rpm pendant 18 heures ;

Prendre chaque 1 ml de la culture dans des tubes de microcentrifugeuse (ou des
tubes cryogéniques) et centrifuger les tubes a 4°C pendant 10 minutes. Enlever
le surnageant et suspendre le culot dans 1 ml du milieu TB et ajouter 1 ml de
glycérol de 15 % ;

Conserver la culture dans les tubes a -20°C a court terme et a -80°C a long

terme.

Procédure pour la préparation des phages

1. Conservation des phages a partir du stock

Préparer un milieu de TB contenant 15 % glycérol ;

M¢élanger des phages et du milieu a ratio de 50:50 v/v dans des tubes cryogeé-
niques de stockage ;

Conserver les phages a -20°C pour une utilisation a court terme et a -80°C pour

une utilisation a long terme.

2. Amplification de phage a partir du stock d’origine

Préparer deux fioles de 500 ml contenant 100 ml du milieu TB et les stériliser
a 121°C pendant 15 minutes.

Ajouter du CaCly stérilisé par filtration utilisant un filtre de 0,22 um (concen-
tration finale de 1,25 mM dans les fioles) ;

Préparer une culture fraiche de L. monocytogenes : décongeler deux tubes cryo-
géniques contenant la culture conservée, transférer la culture dans chaque fiole

et incuber a 30°C pendant 18 heures agitation 120 rpm ;
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Transférer une quantité de phages dans les fioles au ratio phages- L. monocyto-
genes de 10:1 ;

Incuber les fioles a 30°C (agitation 120 rpm) pendant 18 heures et faire le suivi
de turbidité de la culture (vérifier la lyse par la mesure de DO de la culture) ;
Filtrer la culture avec filtre de 0,45 pm et garder la solution des phages déja

préparée a 4°C pour I’utilisation prochaine.

3. Enumération de phage a partir de ’étape d’amplification

Préparer 500 ml de milieu d'Agar TA dans une fiole de 1 L et le stériliser.
Distribuer environ 20 ml de milieu d'Agar dans chaque boite de Petri.
Préparer 300 ml de milieu TB en ajoutant 0,75 % d'Agar (TB semi-solide) dans
une bouteille en Pyrex et le stériliser. Ajouter du CaCl; stérilisé par filtration a
une concentration finale de 1,25 mM dans la bouteille.
Distribuer 3 ml de TB semi-solide dans des tubes stériles.
Réaliser une série de dilutions décimales des phages a partir du liquide filtré de
I'é¢tape d'amplification, avec de I'eau saline a 0,85 % ou dans le milieu de cul-
ture.
Préparer une culture fraiche de L. monocytogenes : décongeler un tube cryogé-
nique de culture conservée, transférer la culture dans une fiole de 500 ml con-
tenant 100 ml de TB, et incuber a 30°C pendant 18 heures avec une agitation a
120 rpm (vérifier la concentration cellulaire par la mesure de la densité op-
tique).
Estimer la concentration des phages en utilisant la méthode de la double couche
d'Agar par goutte:

o Préparer 500 ml de milieu TB en ajoutant 0,75 % d'Agar (TB semi-so-

lide) dans une fiole de 1 L, puis stériliser et refroidir a 50°C.
o Distribuer 3 ml de TB semi-solide dans des tubes stériles.
o Inoculer les tubes (un a la fois) avec 0,1 ml de la culture de L. monocy-
togenes et bien mélanger.
o Verser le contenu des tubes sur des boites de Petri contenant déja du TA

et laisser la gélose durcir.
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o Distribuer 10 pl de chaque dilution sur la gélose de Petri et laisser repo-
ser pendant 20 minutes pour permettre le séchage des gouttes.
o Incuber les boites de Petri a 30°C pendant 18 heures et observer 1'appa-

rition des plages de lyse pour estimer la concentration de phages ;

Effectuer le comptage des phages en utilisant la méthode de la double couche
d'Agar :

o Ajouter 0,1 ml de chaque dilution de phage et 0,1 ml de la culture de L.
monocytogenes dans des tubes de TB semi-solide, puis mélanger 1ége-
rement ;

o Verser les mélanges dans des boites de Petri, puis agiter manuellement
afin de garantir une distribution homogéne. ;

o Incuber les boites de Petri a 'envers a 30°C et surveiller I'apparition des

zones de lyse, indiquant la présence de phages.



