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RÉSUMÉ 

Lôinactivation par le traitement laser femtoseconde est le r®sultat dôune succession complexe de 

m®canismes dôinteraction entre lôimpulsion laser et le mat®riau biologique. Notre ®tude sôinscrit 

dans le cadre de la compr®hension des m®canismes dôinactivation des particules virales suite ¨ 

un traitement laser femtoseconde. Les objectifs généraux, au départ, étaient de mettre en place 

une stratégie expérimentale dans le but dôam®liorer l'inactivation des agents infectieux en 

optimisant les diff®rents param¯tres clefs r®gissant le proc®d® dôinactivation par le laser 

femtoseconde et de d®terminer les ph®nom¯nes impliqu®s dans les m®canismes dôinactivation 

des bactériophages. À cette fin, les bactériophages M13 et MS2, deux agents infectieux très 

différents sur le plan biologique, sont exposés à des impulsions femtosecondes intenses dans 

le visible et le proche infrarouge. Dans un premier temps, nous avons étendu les travaux menés 

sur lôinactivation des virus par le traitement laser au moyen dôun syst¯me laser femtoseconde ¨ 

technologie titane: saphir. On a accéléré l'inactivation des bactériophages par le laser à 

impulsions ultra-courtes rapportée (> 1 heure) à 15 min au maximum en grands volumes 

(1cm3). Pour raccourcir le temps d'exposition requis pour l'inactivation, nous avons utilisé des 

impulsions femtosecondes ultra-courtes (40 fs) et intenses (20 mJ) avec une cadence de 10 Hz. 

Avec ces paramètres, le temps d'exposition maximum requis pour l'échantillon est de 15 

minutes, ce qui est considérablement plus court que celui utilise dans les précédentes études 

d'inactivation des virus au laser. L'efficacité de l'inactivation des agents infectieux par le 

traitement laser femtoseconde dépend de nombreux facteurs. Ces facteurs peuvent divisés en 

deux groupes: les paramètres laser femtoseconde (la durée d'impulsion, l'énergie d'irradiation, 

longueur d'onde d'excitation et la durée d'exposition) et les paramètres cibles (taille, structure 

de la capside et composition de génome viral,é). Tous ces facteurs affectent les différentes 

®tapes de lôinactivation des pathogènes. La fonctionnalité des bactériophages M13 et MS2 est 

montrée être dépendante de la densité d'énergie du laser d'excitation ainsi que du temps 

d'exposition. La diminution de la densité d'énergie dôirradiation semble r®duire l'efficacit® de 

l'inactivation des virus. Lôaugmentation du temps dôexposition induit une destruction progressive 

des particules. L'inactivation du virus s'est avérée très sensible à la durée de l'impulsion laser. 

L'inactivation est maximale lorsque la durée de l'impulsion est courte et diminue 

progressivement à mesure que la durée de l'impulsion du laser d'excitation augmente à densité 

de puissance laser constante (17 GW cm-2) et à la longueur d'onde d'excitation. En outre, 

l'inactivation du virus s'est avérée dépendre de la longueur d'onde d'excitation. Pour des temps 

d'exposition courts, les deuxièmes harmoniques du laser Ti:saphir ont montré une efficacité 



 

 vi 

d'inactivation plus ®lev®e que les longueurs d'onde fondamentales. Enfin, lôefficacit® de ce 

traitement laser femtoseconde dépend également de la sensibilité de lôagent infectieux ciblé. 

Les M13 et MS2, deux agents infectieux très différents sur le plan biologique ont montré des 

comportements dôinactivation tr¯s diff®rents au traitement laser ¨ 400 nm. Les différences des 

comportements ne peuvent être rationalisées que si les mécanismes moléculaires induisant 

lôinactivation sont compris. Nous avons par conséquent déterminé comment des différences 

dans la composition du génome et des protéines virales peuvent avoir un impact sur les 

m®canismes dôinactivation des bact®riophages par le traitement laser. Des études récentes 

soulignent que lôinactivation virale observ®e lors dôun traitement laser serait li®e ¨ des 

modifications au niveau de la capside des virus. La surface de la capside est ainsi le siège de 

réactions physico-chimiques liées au milieu qui peuvent altérer le caractère infectieux et en 

particulier la capacité du virus à reconnaître sa cellule hôte. Côest pourquoi nous avons ®tudi® 

lôinactivation et lô®valuation des propri®t®s de surface de nos deux virus mod¯les au cours de 

ces traitements. Cette étude a pour but de mieux comprendre les processus de lôinactivation et 

de la d®gradation des particules virales au cours dôun traitement technologique. Lô®tude des 

modifications physico-chimiques au cours de lôinactivation virale nous a souligné que les 

propriétés interfaciales sont différentes entre le phage MS2 et le phage M13. Ces résultats 

démontrent donc quôil est possible de préciser les mécanismes responsables de la baisse des 

UFP. Ces résultats suggèrent que l'altération de la structure de la protéine de la capside virale 

due à l'agrégation des protéines est la cause d'inactivation de MS2 traitées au laser. Les 

vibrations induites par le traitement laser femtoseconde provoquent une perturbation transitoire 

des liaisons relativement faibles ¨ lôint®rieur dôune capside viral. Cela conduit par conséquence 

à un dépliement partiel des protéines virales en perturbant les liaisons hydrogène et / ou les 

interactions hydrophobes, conduisant à l'agrégation de protéines virales étroitement associées 

et à l'inactivation du virus. D'autre part, pour les bactériophages M13, des travaux antérieurs ont 

examiné les mécanismes d'inactivation du phage par le traitement laser femtoseconde. Ils ont 

démontré que l'inactivation des M13 est lié à la détérioration de leur capside protéique virale.  

Ce travail de recherche sôest d®roul® au laboratoire ALLS de lôInstitut National de la Recherche 

Scientifique (INRS) -Centre Énergie Matériaux Télécommunications (EMT) en collaboration 

avec le groupe de professeur Peter Tijssen du Centre INRSïInstitut Armand-Frappier et le 

groupe de professeur Marc A. Gauthier (EMT). Cette thèse présente un fort caractère 

expérimental, beaucoup de temps a été accordé pour effectuer les expériences, évaluer et trier 

les données obtenues. Ce document articulé en six chapitres présente les résultats obtenus au 

cours de ces cinq ann®es dô®tude. Le premier chapitre d®die ¨ lô®tude bibliographique qui 
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précise le contexte général de notre étude, en présentant les principes de ces différentes 

m®thodes actuelles dôinactivation, mais ®galement les limites qu'elles peuvent présenter, et la 

nouvelle technologie innovante dôinactivation, la d®contamination par le traitement laser 

femtoseconde qui présentent une alternative séduisante. Nous développons pourquoi cette 

technologie se distingue des autres, et quelle pourrait être sa place dans le secteur industriel 

actuel. Le deuxi¯me chapitre pr®sente d'importantes applications biom®dicales de lôinactivation 

par le laser femtoseconde pour la prévention des maladies infectieuses par la réduction des 

composants pathogènes du sang, la stérilisation des produits pharmaceutiques et biologiques, 

la décontamination des cultures cellulaires et la production de vaccins sûrs et efficaces. Le 

troisième chapitre donne une description succincte de mécanisme possible dôinactivation par le 

traitement laser femtoseconde. Dans cette section, le principe d'ISRS et son effet sur un 

système de agents infectieux (virus) sont introduits de manière concise. Le quatrième chapitre 

présente les dispositifs expérimentaux et les matériaux utilisés ainsi que les diverses méthodes 

mises en îuvre au cours de cette ®tude pour pr®parer une suspension du stock phagique 

isolés stable au cours du temps. Dans la première partie, nous ne donnons que les grandes 

lignes dôobtention de stock de bactériophages et culture de la bactérie nécessaire pour le titrage 

et les méthodes qui ont permis la caractérisation de cette suspension stock de même que les 

suspensions de phages obtenues après le traitement laser. Ensuite la seconde partie est 

consacr®e ¨ lôappareillage exp®rimental utilis® dans nos travaux. Nous donnons une description 

brève des éléments clés de ces dispositifs expérimentaux: la source laser femtoseconde et le 

montage expérimental. Ensuite, les résultats obtenus sont présentés et analysés dans le 

cinquième chapitre. Dans ce chapitre, nous montrons que l'efficacité de l'inactivation des agents 

infectieux par le laser femtoseconde dépend de nombreux facteurs. Ces facteurs peuvent être 

divisés en deux groupes: les paramètres de source laser femtoseconde (tels que la longueur 

d'onde, le temps d'exposition à l'irradiation et l'énergie et la largeur d'impulsion) et les 

paramètres cibles (taille biologique, composition du génome viral). Tous ces facteurs affectent 

les diff®rentes ®tapes de lôinactivation des agents infectieux. Dans le sixième et dernier chapitre, 

des conclusions globales ainsi que des perspectives soulevées par ces travaux sont finalement 

formulées. 
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1  INTRODUCTION ET PROBLÉMATIQUE 

1.1 Introduction  

Les pathogènes représentent une menace constante pour tous les organismes vivants. Les 

pathogènes attaquent les humains, les plantes, les animaux et les bactéries. Ils provoquent une 

multitude de maladies chez l'homme et ils sont une menace pour l'agriculture. Ils ont tourmenté 

les humains depuis la préhistoire et ils évoluent au fil du temps dans de nouvelles entités qui 

r®sistent aux traitements et se propagent plus efficacement. ê titre dôexemple dramatique, 

lôapparition dôagents tels que le virus de lôimmunod®ficience humaine (VIH) et le virus de 

lôh®patite C (VHC) dans les années 1970 ont provoqu® des millions dôinfections et de d®c¯s 

dans le monde entier. Nous faisons maintenant face à une liste grandissante de nouvelles 

menaces, notamment les virus de la grippe aviaire, les nouveaux coronavirus tels que le 

syndrome respiratoire du Moyen-Orient (SRMO) et les virus transmis par les moustiques tels 

que la dengue et le virus Zika. Bien dôautres feront leur apparition par ®volution ou 

bioterrorisme. Bien que notre connaissance des agents pathogènes continue de croître, la 

situation sur le champ de bataille reste dans une impasse inconvenante.  

Selon les études, lôinactivation des agents pathog¯nes peut °tre expliqu®e diff®remment. 

Clairement, lôinactivation est la perte dôinfectivit® des pathogènes dans la suspension. Dans le 

cas de virus côest le r®sultat dôune altération de leur capside [1, 2]. Une capside altérée signifie 

que le virus nôest pas infectieux mais ceci nôimplique pas nécessairement une altération de son 

génome désoxyribonucléique (ADN) ou ribonucléique (ARN). Au contraire, une altération du 

génome implique obligatoirement une altération de la capside du virus. Lôinactivation des 

pathogènes est une approche proactive dont une activité antimicrobienne de large spectre peut 

prévenir les infections des pathogènes connues ou inconnues. Le domaine de lôinactivation des 

agents pathogènes englobe toutes les méthodes chimiques et physiques utilisées pour inactiver 

les pathog¯nes. Ces m®thodes comprennent le formald®hyde, les d®tergents, lôeau de Javel, la 

chaleur, lôirradiation, les micro-ondes, les ultrasons et les produits photochimiques activés par la 

lumière. Les techniques physiques, visant à remplacer les additifs chimiques, offrent une 

meilleure image (préservation du naturel). Ces techniques physiques regroupent, entre autres, 

l'irradiation (Rayons X, Rayons ɔ), les ultraviolets (UV), micro-ondes... . Certaines d'entre elles, 

comme les ultraviolets, sont de bons candidats pour l'utilisation en industrie, en tant que 

techniques athermiques d'inactivation microbiologique [3-5]. Il est important de connaître les 
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principes de ces différentes méthodes, mais également les limites qu'elles peuvent présenter, 

dans le but de déterminer les applications possibles, et les intérêts industriels de ces 

technologies traditionnelles dôinactivation. Afin de mieux cibler les besoins et les problèmes 

rencontrés, il est indispensable d'avoir un certain recul sur les traitements appliqués. Le 

traitement pharmaceutique sera étudié dans une première partie. Ensuite, quelques-unes des 

nouvelles technologies physiques les plus utilisées seront détaillées et comparées. Enfin, le 

nouveau procédé de décontamination par le laser femtoseconde, sujet principal de cette étude, 

fera l'objet d'une troisième partie. Nous expliquerons pourquoi cette technologie se distingue 

des autres, et quelle pourrait être sa place dans le secteur industriel actuel. 

1.1.1 Les méthodes traditionnelles pharmaceutiques 

Diverses approches pharmaceutiques ont été développées pour traiter les infections virales. Ce 

domaine est dominé par des médicaments à petites molécules qui se lient aux protéines virales 

et emp°chent les prot®ines de fonctionner correctement, ainsi que des m®dicaments dôanticorps 

(protéines) qui bloquent la fixation des particules virales aux cellules [6-7]. Les antirétroviraux 

sont des molécules de synthèses de différentes natures chimiques regroupées en trois grandes 

classes selon leur mode dôaction [8-11]: deux classes dôinhibiteurs de la transcriptase inverse et 

une dôinhibiteurs de prot®ase. Les principales cibles des m®dicaments sont les enzymes virales 

du cycle de la réplication virale, lesquelles sont différentes selon les virus et impliquent les 

enzymes virales spécifiques à chaque virus. Le succès de ces médicaments chimiques et 

biologiques dépend entièrement de la forme et de la structure mol®culaire quôils ciblent. 

Malheureusement, de nombreux pathogènes, y compris le VIH et le virus de la grippe, sont en 

constante mutation de leur génome, ce qui provoque la modification de leurs structures virales, 

de sorte que les médicaments ne peuvent plus les affecter. En général, le développement de 

traitements antiviraux contre un nouveau virus est un processus long et incertain qui nécessite 

une étude approfondie des structures détaillées du virus et de nombreuses années de tests de 

médicaments. Lorsque ces traitements arrivent finalement sur le marché, ils perdent 

fr®quemment leur efficacit® en raison dôune mutation g®n®tique virale. Bient¹t de nouveaux 

m®dicaments sont n®cessaires, lôapproche m®dicamenteuse est r®active, et vient toujours un 

pas derri¯re les pathog¯nes. Un autre probl¯me li® ¨ lôutilisation des antiviraux est celui des 

infections comme les infections à herpes-virus ou au VIH, qui sont des infections persistante de 

lôorganisme. Les antiviraux ne bloquent que les phases actives de la réplication et ne peuvent 

®liminer le g®nome viral du chromosome cellulaire. Il nôy a pas dô®radication virale de 

lôorganisme. Ils sont donc uniquement virustatiques, ce qui implique des traitements continus en 
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cas de réplication chronique. Cela génère un risque de développements de souches virales 

résistantes aux traitements; côest une question particuli¯rement importante pour le VIH qui 

implique des traitements au long cours. De plus, les antirétroviraux ne sont pas des 

médicaments anodins. Ils pr®sentent tous une certaine toxicit® pour lôorganisme, responsable 

dôeffets secondaires ou ind®sirables plus ou moins marqu®s ¨ court, moyen et long terme. De 

plus, les m®dicaments font tous face ¨ un obstacle ®norme: ils doivent ®viter de sôattacher ¨ 

toutes les structures cellulaires qui se trouvent normalement dans le corps, où ils peuvent 

provoquer des effets secondaires graves. Ces effets secondaires sont variés, bénins ou graves, 

et diffèrent selon le moment de leur apparition et la classe ou le type de molécule utilisée. Ces 

limitations montrent clairement que même si les médicaments peuvent offrir des solutions 

temporaires, une strat®gie antivirale plus d®finitive sera la voie de lôavenir. 

1.1.2 Lôeffet des rayons gamma et des rayons X sur les syst¯mes biologiques 

Les énergies vibrationnelles des molécules sont généralement inférieures à 2000 cmī1 (ou 0.25 

eV) [12], alors que lô®nergie des photons gamma ou des rayons X est au moins 105 fois 

sup®rieure. Ainsi, par la loi de conservation de lô®nergie, les photons gamma ou les rayons X ne 

peuvent pas être absorbés directement par les niveaux vibrationnels moléculaires. Au contraire, 

lorsquô on éclaire une matière organique (tel quôun virus) avec des rayonnements gamma ou 

des rayons X, on soumet les atomes de la cible à une pluie de photons (particules de lumière) 

très énergétiques dont lô®nergie est de lôordre de 1 MeV. Ceci a pour r®sultat dôarracher de 

nombreux électrons du matériau biologique via lôeffet photo®lectrique (figure 1.1). Dans le cas 

de lôeffet photo®lectrique, ce nôest donc pas le nombre de photons qui compte pour que le 

ph®nom¯ne se produise mais la quantit® dô®nergie que chacun v®hicule. Lôint®gralit® de 

lô®nergie dôun photon incident est transf®r®e ¨ un ®lectron de lôun des atomes du milieu 

atténuant. Il y a une absorption totale du photon (et donc une atténuation du faisceau). 

Lô®nergie absorb®e est dôautant plus utilisée pour ioniser un des électrons atomiques. On 

entend par rayonnement ionisant tout rayonnement susceptible dôarracher un ®lectron à la 

matière. Par exemple, lô®nergie dôionisation dôun atome dôhydrog¯ne est de 13.6 eV [13, 14], ce 

qui signifie quôil faut 13.6 eV dô®nergie pour retirer un ®lectron dôun atome dôhydrog¯ne. 
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Figure 1. 1 Diagramme d'énergie électronique d'un système biologique tel qu'une particule virale 

excitée par rayonnement gamma ou rayons X [13]. 

Toutefois, lors de lôinteraction du rayonnement avec la mati¯re, toute lô®nergie nôest pas 

d®pos®e sur une cible unique. Des ph®nom¯nes dôexcitation de la mati¯re ont lieu et conduisent 

¨ une perte dô®nergie de lôonde incidente. On consid¯re quôil faut environ 33 eV pour ioniser la 

matière [13, 15-19]. Cette énergie est à comparer avec les énergies de liaison C-C (3.6 eV) et 

celle de la liaison O-H (5.16 eV) (Tableau 1.1). Elle est suffisante pour entraîner la dissociation 

des mol®cules. Bien quôelle paraisse faible (quelques ®lectronvolts), au niveau dôune mole, elle 

représente des énergies considérables. Une énergie de 1 eV par atome représente              

96.5 kJ.mol-1 (23 kilocalories par mole). 

Tableau 1. 1 Énergie de certaines liaisons retrouvées dans les systèmes biologiques [14]. 

Liaison Énergie (kJ.mol-1) Énergie (eV) 

O-H 480 4.974 

C-H 410 4.249 

N-H 390 4.041 

C-O 370 3.834 

C=C 830 8.601 

CſN 850 8.808 

 

 

L'énergie cédée par les rayonnements ionisants à un organisme vivant entraîne, à l'échelle du 

matériel cellulaire, des lésions qui peuvent en altérer le bon fonctionnement, voire provoquer la 

mort cellulaire [19-22]. Dans une cellule vivante, toutes les molécules présentes peuvent être 

touchées. Cependant deux molécules ont une importance particulière: il s'agit de la molécule 

d'eau par son abondance au sein des cellules et de la molécule d'ADN/ARN du fait des 

conséquences majeures pouvant être dues à la modification de sa structure. Les effets 
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moléculaires sont soit directs, soit indirects [15-22]. L'action directe est due au transfert direct 

de l'énergie du rayonnement; la molécule ionisée ou excitée devient instable et va expulser 

l'excédent d'énergie soit par émission de photons de fluorescence, soit par rupture de liaisons 

chimiques qui pourront être à l'origine de lésions moléculaires. L'action indirecte est illustrée par 

la radiolyse de l'eau: sous l'influence des rayonnements ionisants, une molécule d'eau se 

décompose en deux radicaux libres porteurs d'un électron non apparié ou « célibataire ». 

Chimiquement instables et très réactifs, il s'agit de substances oxydantes (OH) et réductrices 

(H). Les radicaux libres (OH et H) ainsi formés agissent à leur tour sur d'autres molécules 

initiant ainsi une cascade de réactions, entraînant de nouvelles lésions moléculaires [6-9]. De 

nombreuses molécules (protéines, lipides, glucides, enzymes, ADN et ARN) peuvent être 

altérées par les rayonnements ionisants; les conséquences dépendent de l'importance 

biologique de la molécule lésée. 

Il est établi que les rayonnements peuvent produire des effets au niveau des cellules, entraînant 

des dommages létaux ou non létaux importants (modification en raison de lésions directes sur 

les brins ADN ou ARN dôun chromosome) aux syst¯mes biologiques [19-22]. Si le nombre de 

cellules endommag®es voire mortes est important, cela peut perturber le fonctionnement dôun 

organe ou même mener à la mort. LôADN/ARN peut ®galement °tre endommag® sans 

nécessairement provoquer la mort de la cellule. Généralement, ces lésions sont complètement 

réparées mais dans le cas contraire, la modification occasionnée, appelée mutation génétique, 

sera transmise au cours des divisions cellulaires successives avec le risque de causer un 

cancer à terme. Si les cellules mutées sont celles qui transmettent les informations héréditaires, 

des anomalies génétiques pourraient apparaître dans la descendance. 

1.1.3 Lôeffet des rayonnements ultraviolets sur les syst¯mes biologiques 

Les rayons ultraviolets, quant à eux, sont des rayonnements de type électromagnétique formés 

d'un photon émis à des longueurs d'ondes entre 100 et 400 nm. Leur niveaux énergie (3-12.4 

eV) ne leur confère pas de pouvoir ionisant mais ils peuvent tout de même avoir des effets très 

dommageables au sein d'une cellule vivante. Les ultra violets (UV) sont divisés en trois groupes 

en fonction de leurs longueurs dôondes: les plus proches du spectre visible (entre 315 nm et 380 

nm) sont les UV-A, les UV intermédiaires (entre 280 nm et 315 nm) sont les UV-B, et les 

longueurs dôondes les plus ®loign®es du spectre visible (entre 100 nm et 280 nm) sont les UV-C 

[22]. Pour chaque longueur dôonde ®mise, des photons pr®sentant des ®nergies sp®cifiques 

sont produits. Ces photons sont absorbés par différentes molécules selon leur énergie. La 
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courte longueur dôonde des UV-C font quôils sont moins p®n®trants mais les plus ®nerg®tiques 

que les autres gammes dôUV. Les rayonnements UV-C ont une action virucide due au spectre 

d'absorption des acides nucléiques qui composent le matériel génétique des virus. En effet, les 

acides nucl®iques absorbent les longueurs dôonde comprises entre 210 et 310 nm avec un 

maximum à 260 nm [3-5]. Les conséquences des UV sur les agents infectieux diffèrent en 

fonction de leur niveau énergétique [23]. Les radiations ultraviolettes peuvent alt®rer lôADN des 

cellules. Côest lôabsorption des photons par lôADN qui conduit ¨ la formation dôune l®sion de la 

double hélice. En effet, le photon ultraviolet apporte suffisamment d'énergie pour créer un 

dimère de thymine (Figure 1.2). Mais cette liaison ne se produit pas par hasard le long de 

lôADN. Sa localisation semble d®pendre de lôordre et de lôenchainement des bases azot®s. Il 

faut également savoir que les ultraviolets agressent plus facilement les bases de lôADN -en les 

oxydant- lorsque ces dernières sont intégrées dans la structure en double hélice que 

lorsquôelles sont isol®es. La pr®sence de ces dim¯res perturbe le fonctionnement cellulaire et 

provoque la mort de cellules, c'est-à-dire lôapoptose.  

 

Figure 1. 2 Les principaux types de lésions induites par les UV [23] 

Les UV peuvent ®galement induire des dommages sur lôADN de faon indirecte. En effet, les 

UVA ne sont que très faiblement absorbés par les bases de lôADN mais ils peuvent exciter des 

chromophores cellulaires, appelés photo sensibilisateurs, comme les mélanines, les 

porphyrines, la riboflavine, le tryptophane, etc. [23-27]. Les photos sensibilisateurs excités par 

lôabsorption des photons UV peuvent revenir ¨ leur ®tat dô®nergie fondamental par dissipation 

de chaleur ou ®mission de photons (côest le ph®nom¯ne de fluorescence) mais ils peuvent 

également subir une transition vers un état énergétique plus stable appelée état triplet. Cet 

interm®diaire joue un r¹le cl® dans lôinduction des dommages li®s aux UVA. Il peut r®agir 

directement avec dôautres mol®cules, comme les bases de lôADN, (photosensibilisation de type 

https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot250
https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot103
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I) ou transf®rer son ®nergie aux mol®cules dôoxyg¯ne (photosensibilisation de type II), menant 

ainsi ¨ la formation dôesp¯ces r®actives de lôoxyg¯ne («reactive oxygen species», ROS) comme 

lôoxyg¯ne singulet (1O2) ou lôanion superoxyde. Le peroxyde dôhydrog¯ne (H2O2) est formé par 

dismutation de lôanion superoxyde. Les rayonnements UV peuvent être utilisés pour détruire les 

agents pathogènes, mais, comme les rayons gamma et les rayons X, ils endommagent sans 

discrimination tous les acides nucléiques et protéines sur leur chemin et induit la formation de 

souches mutées de pathogènes, un effet secondaire indésirable du traitement. 

1.1.4 Lôeffet des micro-ondes sur les systèmes biologiques 

Les fréquences des modes vibrationnels acoustiques globaux, à basse fréquence, des agent 

infectieux sont typiquement de l'ordre de 30 GHz à 300 GHz (1. cm-1- 10. cm-1) [28, 29]. Un des 

effets les plus connus des micro-ondes est leur capacité à mettre en résonance les molécules, 

provoquant une hausse de leur température. Le degré de réchauffement résultant dépend de 

l'intensité de la radiation et du temps d'exposition. L'énergie absorbée peut être suffisante pour 

provoquer de subtils changements dans la conformation de l'architecture moléculaire, 

provoquant des altérations biochimiques par détérioration de l'activité enzymatique [30]. Il existe 

des ñfen°tres de fr®quenceò, dans la gamme de 30 centim¯tres (1 GHz) à 1 millimètre (300 

GHz), dans les quelles les champs électromagnétiques peuvent induire des effets biologiques 

[31] via le processus dôabsorption directe. Cependant, ¨ partir du spectre dôabsorption de lôeau 

montré à la figure 1.3 [32], nous pouvons voir que les ondes électromagnétiques avec une 

longueur dôonde de 0.3 cm peuvent seulement pénétrer dans lôeau ¨ une profondeur dôenviron 

0.1 mm; en dôautres termes, lô®nergie des micro-ondes est fortement absorb®e par lôeau et 

provoque le r®chauffement de lôeau, un ph®nom¯ne familier dans la vie quotidienne. Puisque 

presque tous les systèmes biologiques pertinents sont incorpor®s dans lôeau, la m®thode 

dôabsorption par micro-ondes cuit en effet le matériau et endommage toutes les structures à 

lôint®rieur. Les micro-ondes ne sont donc pas id®ales pour lôinactivation ou pour traiter les 

produits sanguins contaminés. 

 

https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot132
https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot133
https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot134
https://fr.wikipedia.org/wiki/GHz
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Figure 1. 3 Spectre d'absorption de l'eau pour les ondes électromagnétiques. La bande verticale bleue 

marquant les longueurs d'onde comprises entre 400 et 700 nm indique la gamme de longueurs d'ondes 

couverte par la lumière visible. Le minimum d'absorption dans cette région est centré à environ 450 nm [32]. 

1.1.5 Lôeffet des ondes sonores sur les syst¯mes biologiques 

Une onde sonore est une vibration mécanique pouvant se propager dans un milieu matériel 

(gaz, liquide ou solide). Les ondes sonores sont dénommées ultrasons quand leur fréquence 

est sup®rieure ¨ 20 kHz. Dans lôeau, les ultrasons g®n¯rent des bulles par cavitation. Ces bulles 

implosent en générant une grande pression et chaleur locale. Dans ces conditions extrêmes, 

des réactions chimiques qui ne se forment pas avec des conditions normales de température et 

de pression peuvent se produire. Il sôagit l¨ du champ de la sonochimie [33-36]. Le pouvoir 

décontaminant des ultrasons a été mis en évidence en 1929 [37]. Le mécanisme est compris 

beaucoup plus tard: la cavitation générée par ultrasons crée des ondes de cisaillements sur les 

membranes cellulaires qui se disloquent et donc détruisent les agents infectieux [33-37]. Des 

expériences sur E. coli et E. faecalis ont montr® quôune exposition de six ¨ dix impulsions par 

seconde, pendant dix minutes, permettent une inactivation de 3 log10 [38]. Les auteurs ont aussi 

montr® que lôefficacit® de d®contamination ne d®pend pas de la charge bact®rienne. Par 

ailleurs, une spécificité de souche y a également été notée. Sôil est connu que les ultrasons 

peuvent générer des espèces chimiques oxydatives par sonochimie comme le peroxyde 

dôhydrog¯ne (H2O2) [38-40], lôeffet de d®contamination est principalement d¾ aux ultrasons eux-

mêmes [41]. Comme les micro-ondes, les ondes sonores subissent une absorption importante à 

la fr®quence vibrationnelle virale dôenviron 100 GHz [42]. Les ondes sonores chauffent donc le 

matériel biologique, inactivant (détruisant) les pathogènes sans sélectivité. 
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1.1.6 Lôeffet du laser femtoseconde sur les systèmes biologiques 

Les technologies de décontamination existantes, telles que l'irradiation par la lumière 

ultraviolette, les rayons gamma, l'absorption par micro-ondes et les traitements 

pharmaceutiques ont toutes une limite d'application lors du traitement de l'infection causée par 

une bactérie résistante aux antibiotiques. La lumière ultraviolette et les rayons gamma sont une 

technique bactéricide efficace. Cependant, les irradiations UV et gamma n'ont aucune 

sélectivité entre les bactéries nocives et les cellules tissulaires car le photon de haute énergie 

provoque une réticulation ou une dissociation des liaisons chimiques le long de son trajet de 

propagation. Un autre inconvénient de ces deux traitements est le risque de mutation génétique 

à la fois sur le tissu infect® et sur les souches de bact®ries, car lô®nergie des photons est si 

®lev®e quôelle pourrait briser le lien covalent dans les acides nucl®iques. Pour les raisons 

susmentionn®es et pour dôautres raisons analogues, Il est n®cessaire de développer des 

nouvelles méthodes qui seront efficaces pour inactiver les agents infectieux indésirables tels 

que les virus et les bactéries, tout en laissant les cellules sensibles indemnes. 

 

R®cemment, la technologie laser femtoseconde par lôinterm®diaire dôun processus appelé 

impulsive diffusion Raman stimulée « Impulsive Stimulated Raman Scattering- ISRS » pourrait 

être efficace dans l'inactivation des virus non pathogènes [13, 43-53]. Le processus ISRS est un 

mécanisme qui agit sur le virus par l'intermédiaire de ses modes normaux de vibration 

conduisant ainsi à la destruction des bactéries et des virus [43-53]. Il nécessite donc des 

impulsions laser plus courtes que la p®riode de vibration de mode de lô®chantillon consid®r® [13, 

43]. 

Les impulsions laser femtoseconde, émettant directement dans le visible ou le proche 

infrarouge inactive les agents pathogènes de manière sélective à travers le processus ISRS 

[13, 43-56], générant des vibrations moléculaires qui conduisent à des dommages critiques 

dans les structures pathogènes telles que les capsides virales. Une capside virale, étant un 

groupe de protéines à haute densité, est particulièrement sensible à la désintégration 

/lôagr®gation induite par lôISRS. Une fois endommag®e par la destruction ou lôagr®gation, la 

capside ne fonctionne plus correctement pendant le processus dôinfection, et le virus perd son 

pouvoir infectieux. La perturbation mécanique produite par le laser à impulsions ultra-brèves par 

lôinterm®diaire dôISRS au sein des pathog¯nes diff¯re radicalement de celle de tous les autres 

traitements cités avant (le traitement chimique, des rayons X, des rayons gamma et le 

rayonnement ultraviolet). Les vibrations excitées par le traitement laser femtoseconde 
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provoquent une perturbation transitoire des liaisons relativement faibles (telles que les liaisons 

hydrog¯nes et les contacts hydrophobes) ¨ lôint®rieur de la structure protéique d'une particule 

virale, provoquant des dommages à la capside du virus et ainsi l'inactivation virale. Le 

rayonnement laser à impulsions ultra-courtes, émettant directement dans le visible ou 

lôinfrarouge proche, utilis® dans lôinactivation est ¨ peine absorb® par lôeau qui entoure 

habituellement lô®chantillon trait®, car lôeau est pratiquement transparente ¨ la lumi¯re visible/ 

infrarouge proche [43, 44, 53]. De plus, lô®nergie relativement faible des photons de 3.10 eV 

générés par le laser femtoseconde émettant ¨ une longueur d'onde de 400 nm (pour ɚ=800 nm, 

elle est de lôordre de 1.55 eV) signifie que les faibles liaisons hydrogènes entre les protéines ou 

contacts hydrophobes peuvent être brisés mais pas des liaisons ioniques covalentes de lôordre 

de 5 eV [13], les plus fortes qui tiennent des atomes individuels ensemble dans des systèmes 

biologiques. En revanche, dôautres formes dô®nergie telles que les micro-ondes et les ondes 

sonores sont fortement absorb®es par lôeau aux m°mes fr®quences que les pathogènes. Cette 

absorption provoque lôéchauffement du produit, et par cons®quence lôendommagement non 

sélectif des matériaux. Comme ce fut décrit précédemment, le processus ISRS est un 

mécanisme qui agit sur le virus par l'intermédiaire de ses modes normaux de vibration. Ainsi les 

traitements par ISRS sont susceptibles d'éviter les problèmes de mutation. Par conséquent, la 

possibilité que des agents pathogènes développent une résistance au traitement est 

pratiquement inexistante. En effet, il est prouvé que le traitement par le laser à impulsions ultra-

brèves a une efficacité à large spectre contre tous les virus, bactéries, champignons et 

mycoplasmes testés à ce jour (voir tableau 1.2). 

Lôinactivation des pathog¯nes par des impulsions femtosecondes ne nécessite l'utilisation 

d'aucun produit chimique. Il n'y a donc aucun composé résiduel à éliminer. Cela minimise 

grandement le risque dôeffets secondaires lorsque le produit trait® est administr® ¨ lôhomme. Le 

fait d'éliminer totalement l'utilisation de produits chimiques est un avantage à la fois économique 

et environnemental. La technologie, probablement moins coûteuse à mettre en place 

industriellement que l'irradiation (rayons gamma radioactifs ou aux lampes à ultraviolet 

contenant du mercure), transmet aussi une image beaucoup moins négative auprès des 

consommateurs, la lumière n'étant pas un procédé émettant ou utilisant de la radioactivité. Un 

tel syst¯me dôinactivation est aussi moins compliqu® parce quôil emploie des ®quipements 

universels et un protocole semblable avec des paramètres ajustables pour un spectre 

spécifique des pathogènes ciblés. Ainsi une pratique de grande envergure de cette méthode 

peut réduire encore le prix des produits traités. 
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Tableau 1. 2  La liste complète des agent infectieux inactivés par laser femtoseconde à ce jour [45]. 

Microogranisme Propriétés réduction de la 
charge 

Virus 

Human immunodeficiency 

Virus (HIV) 

Influenza virus (HINI) 

Murine cytomegalovirus 

(MCMV) 

M13 bacteriophage 

MS2 bacteriophage 

Encephalomyocarditis virus 

(EMCV) 

Murine norovirus (MNV) 

Hepatitis A virus (HAV) 

Enterovirus 71 (EV71) 

Human papillomavirus (HPV) 

Enveloped, single stranded RNA 

 

Enveloped, single stranded RNA 

Enveloped, double stranded DNA 

 

Non-Enveloped, single stranded DNA 

Non-Enveloped, single stranded RNA 

Non-Enveloped, single stranded RNA 

 

Non-Enveloped, single stranded RNA 

Non-Enveloped, single stranded RNA 

Non-Enveloped, single stranded RNA 

Non-Enveloped, double stranded DNA 

10
4
 

 

10
5
 

10
5
 

 

10
3
 

10
3
 

10
3
 

 

10
3
 

10
3
 

10
3
 

10
5
 

Bactéries 

Listeria monocytogenes 

Methicillin-resistant 

Escherichia coli (E. coli) 

Salmonella typhimurium 

Enterobacter sakazakii 

Gram-positive, double stranded DNA 

Gram-positive, double stranded DNA 

Gram-negative, double stranded DNA 

Gram-negative, double stranded DNA 

Gram-negative, double stranded DNA 

10
4
 

10
4
 

10
4
 

10
5
 

10
3
 

Mycoplasma 

Acholeplasma laidlawii 

Mycoplasma orale 

double stranded DNA 

double stranded DNA 

10
3
 

10
3
 

Fungi (fonge) 

Saccharomyces cerevisiae double stranded DNA 10
3
 

 

Une des applications immédiates probables de cette technique dans la recherche biomédicale 

sera les traitements efficaces et sûrs des maladies à diffusion hématogène [44, 47, 48, 53, 55] 

(voir le chapitre 2: les applications). Inactiver les virus de manière non invasive aura un impact 

énorme sur la façon dont nous affrontons les maladies virales. Par exemple, les médicaments 

obtenus à partir de sources animales (comme le facteur VIII porcin et la pancrélipase) sont 

souvent contaminés par des virus qui, en théorie, peuvent être inactivés par l'ISRS sans effets 

secondaires sur les composants actifs. Outre son impact sur la médecine, la récente 

découverte sur l'inactivation du virus par le laser femtoseconde illustre également le peu de 
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connaissances dont nous disposons sur l'interaction des sources de rayonnement ultracourtes 

avec les virus et sur les modifications qui en résultent. 

Le travail innovateur effectué par le groupe ¨ lôUniversit® dô£tat de lôArizona a r®v®l® que lôISRS 

pourrait °tre une m®thode efficace dôinactivation des virus, sans endommager les tissus 

environnants [42-55]. Ce travail a attiré beaucoup d'attention de la communauté scientifique, 

mais il y a aussi beaucoup de questions qui doivent être répondues avant que la technique 

puisse être testée dans les applications industrielles. Par exemple, dans leurs travaux (Tableau 

1.3), ils ont utilisé un oscillateur laser de très faible énergie (5 nJ/impulsion) et qui fournit des 

impulsions dôune dur®e de lôordre de 100 fs avec une cadence de 80 MHz. La tache focale est 

dôenviron 5 ɛm de diam¯tre pour induire le processus dôISRS. Par conséquent, le volume 

d'irradiation du laser était petit, laissant ainsi des questions de l'extensibilité de cette technique. 

En outre, la durée relativement longue de l'impulsion (100 fs) et l'utilisation de seulement deux 

longueurs d'onde (850 nm et 425 nm) les empêchaient de clarifier le mécanisme détaillé du 

processus d'inactivation. Afin d'obtenir une inactivation virale significative, les travaux antérieurs 

[43-57] ont n®cessit® des dur®es dôexposition au rayonnement laser relativement longues (1 

heure ou plus). Compte tenu de ces désavantages de cette technique, il est urgent dôéliminer la 

question du volume d'irradiation limité et de raccourcir le temps nécessaire pour inactiver les 

virus en utilisant des lasers femtoseconde. 

Notre ®tude sôinscrit dans le cadre de la compr®hension des m®canismes dôinactivation des 

particules virales suite à un traitement laser femtoseconde. Les objectifs généraux, au départ, 

étaient de mettre en place une stratégie expérimentale dans le but dôam®liorer et dôaccélérer 

l'inactivation des agents infectieux en optimisant les différents paramètres du laser 

femtoseconde et de d®terminer les ph®nom¯nes impliqu®s dans les m®canismes dôinactivation 

des bactériophages. À cette fin, deux bactériophages MS2 et M13 qui présentent des propriétés 

de surface et biologiques différentes ont été exposés à un laser femtoseconde dans le visible et 

lôinfrarouge proche. L'efficacit® de l'inactivation des agents infectieux par le traitement laser 

femtoseconde dépend des différents paramètres du laser tels que la durée d'impulsion, 

l'énergie d'irradiation, longueur d'onde d'excitation et la durée d'exposition. Il est observé que 

les dur®es dôimpulsions laser ultra-courtes sont favorables pour une inactivation efficace du 

virus. La fonctionnalité des bactériophages M13 et MS2 est montrée être dépendante de la 

densité énergétique d'irradiation du laser d'excitation ainsi que du temps d'exposition. La 

diminution de la densité d'énergie semble réduire l'efficacité de l'inactivation des virus. 

Lôaugmentation du temps dôexposition induit une destruction progressive des particules. 
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Tableau 1. 3 Les paramètres d'exposition au laser utilisés dans les articles publiés sont 

comparés aux paramètres d'exposition du laser utilisé pour nos expériences. 

Référence 44 51 Proposé 57 

Type de laser Diode pumped 
CW mode-locked 

Ti-sapphire 

Diode pumped 
CW mode-locked 

Ti-sapphire 

Femto seconde 
laser. 

Fibre 

Oscillateur laser  

Puissance de 
sortie (mW) 

500 40 200 Non précisé 

Longueur d'onde 
centrale(s) 

850 nm 425 nm 
(seconde 

harmonique de 
850 nm) 

800 nm, 400 nm 
et les deux 

longueurs dôonde 
combinées 800 
nm et 400 nm 

 

776 nm 
(seconde 

harmonique de 
1.55 µm) 

Cadence des 
impulsions 

80 MHz 80 MHz 10 Hz 5 kHz 

Durée 
dôimpulsion 

80 fs 100 fs 40 fs 600 fs 

Énergie par 
impulsion 

Non précisé 0.5 nJ 20 mJ 1.4 µJ 

Gamme 
d'irradiance 

5 to 60 MW.cm-2 5 to 80 MW/cm2 0.6 TW cm-2 100 MW/cm2  to 
22 GW/cm2 

Modifier la 
densité de 
puissance 

Variation de la 
tache focale par 

des lentilles 

Variation de la 
tache focale par 

des lentilles 

Variation par une 
lame demi-onde 

et une unité 
polariseur 

Variation de la 
tache focale par 

des lentilles 

La tache focale Non précisé Non précisé 5 mm Non précisé 

Durée 
dôexposition 

1 h 10h 20 min 2h 

Volume de 
l'échantillon 

irradie 

Non précisé V= 10
-4

 cm
3
 

(Diamètre: 
100µm, hauteur: 

1.5 cm). 

V= 0.8 cm3 
(Diamètre: 1cm, 
hauteur : 1. cm) 

Non précisé 

1.2 Objectifs de lô®tude  

La connaissance de la persistance et des moyens de réduction du pouvoir infectieux viral, est 

un enjeu essentiel pour la lutte contre la propagation des infections. Les objectifs de lô®tude 

sôinscrivent dans le cadre de la compr®hension des m®canismes dôinactivation des pathog¯nes, 

principalement des bactériophages M13 et MS2, suite à un traitement laser femtoseconde. Les 

objectifs généraux, au départ, étaient de mettre en place une stratégie expérimentale dans le 

but dôam®liorer et acc®l¯re l'inactivation des agents infectieux en mettant l'accent sur le r¹le 
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joué par les paramètres du laser femtoseconde et de déterminer les phénomènes impliqués 

dans les m®canismes dôinactivation des bact®riophages. La probl®matique de la r®sistance des 

virus, M13 et MS2, au traitement laser a ®t® abord®e. Lôhypoth¯se de lôexistence dans une 

population virale de particules sensibles et résistantes au traitement laser a été étudiée. 

Rappelons que les récentes avancées en inactivation par les impulsions ultracourtes sont 

principalement dues aux ®tudes men®es sur les m®canismes dôinactivation des pathog¯nes. 

Dans ce contexte, en nous appuyant sur une synthèse des études publiées dans la littérature 

scientifique, nous avons élaboré une étude expérimentale en deux étapes : améliorer et 

accélère l'inactivation des agents infectieux en optimisant les différents paramètres du laser 

femtoseconde et de d®terminer les ph®nom¯nes impliqu®s dans les m®canismes dôinactivation 

des bactériophages. Au cours de ces études, nous avons principalement étudié la cinétique 

dôinactivation des agents infectieux, les dommages occasionnés à ces derniers par de tels 

traitements et nous avons identifi® les caract¯res responsables de lôinactivation pour, enfin, 

proposer un m®canisme dôinactivation en sp®cifiant le r¹le et lôimportance des diff®rents 

phénomènes en jeu. 
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2 LES PERSPECTIVES DE LôINACTIVATION DES AGENTS 
PATHOGENES PAR DES LASERS FEMTOSECONDE. 

Dans cette section, nous parlons dôune m®thode scientifique ï lôinactivation des agents 

pathogènes - pour la prévention des maladies infectieuses. Le traitement des pathogènes par le 

laser femtoseconde est une technologie dôinactivation athermique qui répond à tous les critères 

mentionnés ci-dessus: elle inactive les agents pathogènes, tout en ayant des effets minimes sur 

la structure et la fonction des mat®riaux d®sirables, et ®vite la n®cessit® dôintroduire des agents 

chimiques ou biologiques dans le produit. Cette technique de traitement utilise un laser à 

impulsions ultra-courtes émettant directement dans le visible ou le proche infrarouge pour 

inactiver les agents pathogènes de manière sélective en excitant simultanément une multitude 

de vibrations mécaniques au sein des agents pathogènes eux-mêmes. Les aspects clés de 

cette technologie la rendent particulièrement prometteuse en tant que système de défense 

contre les agents pathogènes actuels et futurs. Cette technologie présente le bénéfice théorique 

de prot®ger contre de possibles pathog¯nes ®mergents, en plus de r®duire le risque dôinfection 

de pathog¯nes d®j¨ connus. Lôinactivation est accompagnée de petites quantités de dommages 

génétiques dus à une rupture de capside induite par les impulsions femtosecondes. Ces 

avantages conduisent ¨ des applications importantes pour lôinactivation par le laser 

femtoseconde, telles que la sauvegarde de produits sanguins [13, 45, 58] et dôautres produits 

thérapeutiques, et la production de vaccins pour lutter contre la propagation de maladies 

infectieuses [13-48]. Ici, nous présentons quelques-unes des applications potentielles que nous 

envisageons pour cette technologie. 

2.1 Décontamination des produits sanguins destinés à la transfusion 

Les produits biologiques jouent un rôle important dans le système de santé du monde. Par 

exemple, le sang et ses composantes incluant les cellules rouges, le plasma, les plaquettes, les 

immunoglobulines et les facteurs coagulants sont utilisés depuis des décennies dans la 

transfusion ainsi que dans le traitement des maladies graves comme lôan®mie, lôh®morragie et 

lôh®mophilie, etc. Pourtant, lôutilisation clinique de ces produits est tr¯s risquée parce quôils 

peuvent contenir une variété des pathogènes du sang. La contamination bactérienne et la 

prolifération des produits sanguins labiles (PSL) restent le risque infectieux le plus important de 

la transfusion sanguine [59, 60]. Les incidents transfusionnels liés à la contamination 

bactérienne (ITCB) des PSL sont, certes rares, mais leur soudaineté, leur gravité et leur 
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contexte de survenue expliquent la crainte quôils inspirent. Les risques associ®s aux 

transfusions de produits sanguins labiles se regroupent en plusieurs catégories, notamment : 

les réactions fébriles, les réactions allergiques, la surcharge circulatoire, les réactions 

h®molytiques, les dommages pulmonaires aigus li®s ¨ la transfusion (ou TRALI, de lôanglais 

transfusion related acute lung injury) et les maladies infectieuses [59, 60].  

Le principe de toute technique dôinactivation est dôutiliser un agent inactivant capable de d®truire 

ou de r®duire la charge infectieuse des agents pathog¯nes pr®sents dans le PSL, quôils soient 

intracellulaires ou extracellulaires. Ces techniques doivent de plus éviter toutes altérations 

chimiques ou biologiques significatives des produits thérapeutiques. Ainsi, leur efficacité est 

bas®e sur la destruction cibl®e dôun ®l®ment fonctionnel de lôagent pathog¯ne, cet ®l®ment ®tant 

absent ou nôintervenant pas dans la fonctionnalité du composé sanguin. La plupart des 

techniques dôinactivation utilisent des agents pathogènes ayant pour cible les membranes ou la 

capside protéique des agents pathogènes ou leurs acides nucléiques. Des stratégies sont 

développées pour réduire ces pathog¯nes dans la banque du sang par lôutilisation dôagents 

physiques ou chimiques. La méthode physique (la déleucocytation par filtration, la 

déplasmatisation ou lavage des cellules) vise à réduire le contenu viral principalement en 

diminuant le contenu en leucocytes et/ou en plasma des produits cellulaires [61-64]. 

Historiquement, cela a été réalisé d'abord avec le procédé de décongélation des CGR 

cryopréservés, qui conduit à une déleucocytation de 3 log10 et à une déplasmatisation [61-64]. 

Plusieurs évaluations cliniques rapportent l'efficacité de ce type de procédé pour réduire le 

risque de transmission du CMV (infection à cytomégalovirus), mais on ne peut pas atteindre 

l'efficacité suffisante pour le risque de transmission des hépatites B et C et du VIH. L'irradiation 

gamma est un moyen de décontamination virale d'efficacité reconnue pour les produits 

plasmatiques, mais les doses requises sont beaucoup trop élevées pour être applicables sans 

dommage aux globules rouges et aux plaquettes. Lôirradiation des produits sanguins labiles a 

pour but de pr®venir la survenue de la r®action du greffon contre lôh¹te transfusionnelle ou, 

complication rare mais généralement fatale. La plupart des méthodes chimiques de 

décontamination virale de PSL cellulaires sont basées sur des réactions photochimiques [64-

66]. Un composé photoréactif (amotosalen-HCl, bleu de méthylène, riboflavine, lôinactine) est 

ajout® au produit qui est ensuite expos® ¨ une source lumineuse de longueur dôonde 

déterminée pour déclencher la réaction photochimique (figure 2.1). La pr®sence dôh®moglobine 

dans le sang total et les globules rouges impose, pour la décontamination virale de ces 

produits, le choix de composées photo-activ®s ¨ une longueur dôonde situ®e au-delà des 
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maximums dôabsorption de lôh®moglobine. Les compos®s photor®actifs ®valu®s pour la 

décontamination virale du sang total et des globules sont en majorité des colorants.  

 

Figure 2. 1 Principe des techniques photochimiques d'inactivation virale des produits sanguins labiles 

cellulaires [65]. 

Lôefficacit® antivirale quantitative de ce type de proc®d® est satisfaisante (réduction de charge 

entre 5 et 7 log10) mais limitée aux virus enveloppés, comme cela est établi in vitro pour des 

nombreux virus modèles des virus enveloppes et virus pertinents (VIH). La décontamination 

antivirale peut atteindre les virus libres et les virus associés aux cellules [65-68]. En revanche, 

ces proc®d®s peuvent °tre ¨ lôorigine de l®sions cellulaires, touchant en particulier les globules 

rouges [65-68]. Des procédés physico-chimiques permettent de réduire le risque de 

transmission dôinfections pour le plasma et ses d®riv®s. Mais ces proc®d®s ne sôappliquent pas 

aux globules rouges, qui représentent la majorité des produits sanguins transfusés aux malades 

chaque année.  

La mise en place universelle de lôinactivation des agents pathog¯nes dans les produits sanguins 

labiles est un objectif majeur, nécessaire et faisable pour améliorer la sécurité de la transfusion 

des produits sanguins labiles vis-à-vis des maladies infectieuses transmissibles et mettre les 

produits sanguins labiles au même niveau de sécurité que les médicaments dérivés du sang, 

qui ont tous subi une ®tape dôinactivation des pathog¯nes. La m®thode id®ale dôinactivation des 

agents pathogènes pour les produits sanguins doit satisfaire deux critères [59]. Premièrement, 

le traitement utilisé pour détruire les virus doit avoir des effets indésirables minimes sur la 

fonction des globules rouges, des plaquettes et des facteurs de coagulation humains (protéines 

de coagulation). Deuxièmement, le traitement ne doit pas ajouter de produits chimiques 

toxiques ou cancérigènes au produit et ne doit pas produire de sous-produits nocifs. Selon ces 
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crit¯res, il nôexiste actuellement aucune m®thode id®ale dôinactivation des agents pathogènes 

pour les produits sanguins [60]. Parmi les technologies innovantes, la décontamination par 

traitement laser femtoseconde présente une alternative séduisante [13, 45, 48, 54, 58]. La 

technologie laser a montré une réduction de charge entre 3 log10 et 5 log10 d'une variété 

d'agents pathogènes (voir le tableau 1.1); encore plus important, elle présente une sélectivité 

entre les pathogènes et les cellules de mammifères (voir le tableau 2.1). Par conséquent, la 

technologie de traitement par le laser femtoseconde représente une technologie d'inactivation 

des agents pathogènes probable pour la réduction des pathogènes des produits sanguins. 

Tableau 2. 1 Rétention de l'activité du facteur de coagulation pour le plasma traité au laser avec des 
impulsions ultra courtes [58]. 

Facteur de 
coagulation 

Plasma de 
contrôle 

Plasma irradié 
au laser 

Plage de 
référence 
normale 

% de rétention 
après traitement 

 

Fibrinogen (mg/dl) 218±4 158.5±2.5 170ï400 73 

Factor II (IU/ml) 0.82±0.02 0.98±0.03 0.75ï1.30 120 

Factor V (IU/ml) 0.84±0.01 0.80±0.06 0.50ï1.25 95 

Factor VII (IU/ml) 0.92±0.01 2.22±0.23 0.50ï1.75 241 

Factor VIII (IU/ml) 0.72±0.01 0.49±0.01 0.50ï1.60 68 

Factor IX (IU/ml) 1.01±0.01 0.96±0.09 0.55ï1.60 95 

Factor X (IU/ml) 1.02±0.03 1.04±0.03 0.60ï1.60 102 

Factor XI (IU/ml) 1.01±0.01 0.55±0.09 0.60ï1.40 54 

Factor XII (IU/ml) 0.90±0.00 0.69±0.02 0.45ï1.70 77 

 

L'application de cette technologie à lôinactivation des pathog¯nes dans des produits sanguins 

peut être réalisée avec des lasers à impulsions ultracourtes fonctionnant à une longueur d'onde 

d'environ 700 nm, où l'absorption de l'hémoglobine est minimale et les effets néfastes potentiels 

pouvant être minimisés. La figure 2.2 illustre le concept de réduction des agents pathogènes 

dans les produits sanguins. Cette méthode est en cours de développement clinique [1-2]. 
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Figure 2. 2 Le concept de réduction des agents pathogènes dans les produits sanguins [1]. 

2.2 Stérilisation des produits biologiques et les produits pharmaceutiques 

Les produits biologiques et pharmaceutiques utilisés en clinique ou dans les laboratoires de 

recherche comme des réactifs ou des cultures cellulaires peuvent être contaminés par des 

microbes tels que Mycoplasma spp [69], les virus et les bactéries, ce qui peut affecter leur profil 

d'innocuité et leur fonction biologique [70-71]. Traditionnellement, les virus enveloppés ou des 

bactéries peuvent être inactivés (détruits) par l'ajout de détergent ou de produits chimiques à 

base d'alcool. Les virus non enveloppés sont plus difficiles à détruire et sont généralement 

inactivés soit par le chauffage ou de l'eau de Javel; toutefois, que ce soit le processus de 

chauffage ou l'addition de tels produits chimiques soulève l'inquiétude des effets secondaires 

potentiels.  

La filtration est un moyen efficace d'éliminer les agents pathogènes, mais elle n'est pas 

applicable lorsque la taille de l'agent pathogène indésirable est comparable à celle du produit 

désiré. Dans ces cas, une technique qui peut stériliser de manière non invasive une solution 

contenant un réactif désiré, la culture cellulaire, ou pharmaceutique, sans modifier la structure 

du produit ou sa fonction est souhaitable. À cet égard, la technologie laser représente une 

méthode probable pour accomplir la stérilisation des produits biologiques, les produits 

pharmaceutiques, les cultures cellulaires et réactifs. Nos résultats préliminaires et ceux du 

groupe de Tsen et al. sugg¯rent qu'un laser ¨ une longueur dôonde dans le visible ou 

lôinfrarouge peut °tre utilis® pour inactiver les particules virales et bactériennes, tout en ayant 

des effets minimes sur la structure et la fonction des matériaux désirables [13, 45, 48, 58]. Par 

conséquent, la technologie laser peut éventuellement être utile pour la stérilisation des produits 

biologiques, les produits pharmaceutiques, les cultures cellulaires et réactifs. 
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2.3 Décontamination des cultures cellulaires 

La contamination microbienne des cultures cellulaires affecte à la fois les laboratoires 

universitaires et les industries biotechnologiques/pharmaceutiques, et elle peut avoir des 

cons®quences d®sastreuses, notamment la perte dôexp®riences ou de produits entiers. Les 

principaux agents responsables de la contamination de la culture cellulaire comprennent les 

mycoplasmes, les bactéries, les champignons (y compris les levures) et les virus [72, 73]. 

Certains contaminants, tels que les bactéries et les champignons, sont plus facilement détectés 

car ils provoquent une toxicité sur les cellules et augmentent la turbidité (opacité) des milieux de 

culture; dôautres, comme les mycoplasmes et les virus, n®cessitent souvent des dosages 

spécifiques pour la détection. Traditionnellement, les antibiotiques sont utilisés pour inhiber la 

croissance bactérienne et fongique dans les cultures cellulaires. Cependant, lôutilisation 

syst®matique dôantibiotiques conduit au d®veloppement des agents infectieux résistants [74]. 

Lôexposition prolong®e ¨ des produits chimiques tels que les antibiotiques peut ®galement 

entraîner des effets néfastes dans les cellules, tels que lôalt®ration du m®tabolisme ou du 

comportement cellulaire. De plus, les antibiotiques sont inefficaces contre les mycoplasmes et 

la contamination virale. Dôun autre c¹t®, des techniques physiques telles que les rayons 

gamma, les rayons X, le rayonnement UV, la chaleur, les micro-ondes et les ondes sonores 

causent toutes des dommages indiscriminés aux cellules cultivées et aux agents infectieux. 

Ainsi, il existe un besoin pour une méthode de décontamination universelle qui soit capable 

dôinactiver s®lectivement ces agents infectieux sans provoquer de toxicité pour les cellules 

cultivées. 

Des études récentes ont montré que le traitement par un laser femtoseconde dans le visible 

peut inactiver les agents infectieux qui sont des principales causes de la contamination de la 

culture cellulaire, y compris les virus, les bactéries, les mycoplasmes et les levures, avec une 

bonne préservation de la viabilité cellulaire des mammifères [52]. Les résultats (tableau 1.5) 

démontrent que lôirradiation laser femtoseconde (décontamination photonique sélective) a le 

potentiel de servir de méthode universelle pour la décontamination des cultures cellulaires [13-

45, 48, 52]. 

2.4 Génération de vaccins efficaces et sûrs  

Les pathogènes viraux émergents constituent une menace constante et importante pour la 

santé humaine dans le monde entier, comme en témoigne le syndrome respiratoire aigu sévère 
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(SRAS), coronavirus, le virus MERS, la dengue et le virus Zika, ainsi que de nouvelles souches 

grippales potentiellement pandémiques. De plus, il existe un risque persistant de nouveaux 

virus issus du bioterrorisme. La stratégie la plus logique et la plus rentable pour protéger la 

population humaine contre ces maladies virales émergentes est la vaccination. Ainsi, il existe 

un besoin dôune m®thode capable de produire rapidement des vaccins efficaces et sûrs contre 

tout agent pathogène émergent.  

La m®thode id®ale dôinactivation des agents pathog¯nes pour produire des vaccins qui 

permettent une inactivation enti¯re des viraux (I.E.V) doit sôefforcer de satisfaire à deux critères. 

Premièrement, le traitement utilisé pour inactiver (détruire) le virus doit avoir des effets négatifs 

minimes sur la structure des protéines extérieures (enveloppe lipides ou capside) du virus, car 

elles sont essentielles à la stimulation des réponses immunitaires au vaccin. Deuxièmement, le 

traitement ne doit pas ajouter de produits chimiques toxiques ou cancérigènes au produit et il ne 

doit pas générer de sous-produits dangereux. Par ces consid®rations, il nôexiste actuellement 

aucune m®thode id®ale dôinactivation des agents pathog¯nes pour la production de vaccins 

[75]. Diverses techniques sont appliquées à cette fin, y compris le procédé chimique, [76] le 

traitement UV / psoralène [77] et lôirradiation aux rayons gamma [78]. Les méthodes chimiques 

telles que l'application de formol (application of formalin) ont l'avantage d'être simples et 

rentables, mais ils ne sont pas aussi efficaces que d'autres méthodes. De plus, l'ajout de 

produits chimiques suscite des inquiétudes sur les effets secondaires potentiels. Contrairement 

aux autres modalités, les vaccins I.E.V. peuvent être produits rapidement en utilisant des 

m®thodes dôinactivation chimique ou physique et ils ®vitent dôidentifier des antig¯nes pertinents. 

En dôautres mots, des recherches d®taill®es sur la structure et lôimportance immunologique des 

composants individuels dôun virus, qui peuvent durer plusieurs ann®es, peuvent °tre ®vit®es. 

Les vaccins I.E.V. contiennent de nombreux antigènes immunogènes et des composants 

immuno-stimulateurs (tels que les récepteurs de type toll TLR (toll-like receptor) qui sont 

nécessaires à une réponse immunitaire efficace spécifique au virus. Le vaccin I.E.V. idéal est 

celui qui est inactivé (non infectieux), mais imite le pathogène naturel dans tous les autres 

aspects de la structure et de la fonction. En particulier, les protéines extérieures (capside virale) 

des particules virales doivent rester intactes après le traitement, car leur structure est 

importante pour la production de réponses immunitaires aux anticorps, tandis que les 

dommages aux autres composants viraux doivent également être minimisés pour prévenir tout 

effet secondaire inattendu. 
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Malheureusement, jusquô¨ pr®sent, il nôexiste pas de m®thode universelle pour produire ce type 

de vaccin I.E.V. idéal [75]. La formaline, un agent alkylant, est lôune des m®thodes les plus 

couramment utilis®es pour lôinactivation virale dans la fabrication des vaccins [79-81]. 

Cependant, le traitement au formol a plusieurs limites cruciales: (1) il cause des dommages 

structuraux aux épitopes des cellules B (les fragments de protéines qui stimulent les cellules B 

du système immunitaire), ce qui réduit la spécificité des réponses anticorps provoquées par le 

vaccin [29]; (2) il génère des groupes carbonyle dans la protéine [82], une forme de dommage 

oxydatif qui induit des réponses immunitaires indésirables de type T auxiliaires de type 2 (Th2) 

pouvant entraîner des effets secondaires chez les humains [83]; et (3) il ajoute des coûts 

inutiles et cause des inquiétudes au public en introduisant un cancérogène dans le vaccin. Ces 

limites peuvent °tre observ®es dans lô®chec des vaccins contre le virus respiratoire syncytial 

(VRS) inactivés au formol et contre la rougeole qui ont provoqué une aggravation désastreuse 

de la maladie lors dôune infection naturelle [84ï87]. Dôautres m®thodes dôinactivation virale, y 

compris dôautres agents alkylants, les rayons gamma, les rayons X, le rayonnement UV et la 

chaleur, sont toutes affectées par de diverses combinaisons des limites susmentionnées [83ï

88]. 

Il y a plusieurs raisons théoriques pour lesquelles le traitement par le laser femtoseconde serait 

plus avantageux que dôautres m®thodes pour la production de vaccins I.E.V [13, 48, 89]. Le 

laser femtoseconde dans la gamme de longueur dôonde de 400-800 nm nôa pas de lô®nergie de 

photons suffisante pour perturber les liaisons covalentes dans les macromolécules biologiques 

telles que les virus; par cons®quent, lôirradiation au laser femtoseconde ne devrait pas g®n®rer 

de groupes carbonyles induisant une réponse Th2 dans les protéines [13, 48, 89] En lôabsence 

de chromophores, la lumière visible montre une absorption intrinsèque négligeable par les 

prot®ines et les acides nucl®iques; ainsi, lôirradiation au laser femtoseconde ne doit pas 

d®naturer les ®pitopes structuraux des cellules B par chauffage. De plus, lôirradiation au laser 

femtoseconde nôinduit pas de r®ticulation prot®ine-acide nucléique et, par conséquent, la 

capacité de stimulation TLR des acides nucléiques viraux doit être préservée. En outre, la 

m®thode au laser femtoseconde nôimplique pas lôintroduction de produits chimiques 

potentiellement toxiques ou cancérigènes pendant le traitement et atténue les préoccupations 

du public à cet égard. Ces raisons font du traitement au laser femtoseconde une méthode 

potentielle attrayante pour générer des vaccins I.E.V sûrs et efficaces. La figure 2.3 illustre le 

concept d'inactivation du virus pour la génération de vaccin. 
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Figure 2. 3 Le concept d'inactivation virale pour la génération de vaccins [37]. 

Les vaccins viraux inactivés peuvent être produits rapidement et ils contiennent de nombreuses 

structures et éléments viraux nécessaires pour générer des réponses immunitaires fortes et 

spécifiques contre le virus. Ces propriétés font des vaccins viraux inactivés une stratégie 

puissante et attrayante pour relever le défi des pathogènes émergents. La technologie 

dôinactivation par le laser femtoseconde est une m®thode prometteuse pour le d®veloppement 

rapide et simple des vaccins contre les maladies infectieuses. Tsen et ses collègues ont 

récemment découvert qu'un vaccin contre la grippe préparé par le traitement laser à impulsions 

ultracourtes a le potentiel d'être beaucoup plus sûr et plus efficace que les vaccins préparés par 

d'autres procédés [13, 48, 89]. 
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3 THÉORIE: IMPULSIVE DIFFUSION RAMAN STIMULÉE 

Tous les objets m®caniques ont des fr®quences propres ou des ómodes normauxô de vibration 

(phonons) dans lesquelles ils oscillent autour de leur g®om®trie dô®quilibre. Par exemple, un 

verre a des fréquences vibratoires naturelles, les ponts et les bâtiments ont leurs propres 

fr®quences vibratoires naturelles, qui sont radicalement diff®rentes de celles dôun verre. Le fait 

que des ondes sonores dôune amplitude suffisante, lorsquôelles sont r®gl®es sur une fr®quence 

sp®cifique, peuvent briser un verre fournit une preuve concr¯te de lôexistence de ces 

fréquences naturelles.  

Pour les biomolécules, le mouvement collectif global est de l'ordre de 10 GHz à 1 THz [29, 90, 

91]. Les recherches antérieures ont démontré la possibilité d'exciter des états vibrationnels d'un 

virus de la grippe par le guide d'ondes à micro-ondes [92, 93]. Cette technique est décrite 

comme ®tant une technique r®sonnante dôabsorption des micro-ondes. Cependant, l'eau, qui 

coexiste habituellement avec les agents infectieux, est un absorbant dans la gamme spectrale 

des micro-ondes. Ainsi, il est extrêmement difficile de transférer l'énergie d'excitation de micro-

ondes aux niveaux vibrationnels des agents infectieux qui sont typiquement de l'ordre de 30 

GHz à 300 GHz (1 cm-1- 10 cm-1) [29, 43, 47, 94]. Pour surmonter cette difficulté, il est essentiel 

dôutiliser dôautres sources d'excitation comme le domaine visible ou infrarouge, dans lesquels 

l'eau est transparente. 

Récemment, il a été montré que la technologie laser femtoseconde à des longueurs dôonde 

dans le visible ou lôinfrarouge proche, par lôinterm®diaire dôun processus appel® Impulsive 

diffusion Raman stimulée «ISRS» est efficace dans l'inactivation des virus non pathogènes [43-

58, 95]. Dans cette section, le principe d'ISRS et son effet sur un système de agents infectieux 

(virus) sont introduits de manière concise. 

3.1 Impulsive diffusion Raman stimulée 

Le laser femtoseconde par lôinterm®diaire dôun processus appelé ISRS représente un moyen 

actif pour exciter simultan®ment de nombreux ®tats vibrationnels dôune capside virale 

conduisant ainsi à lôinactivation (destruction) des bactéries et des virus [43-58] (Figure 3. 1). 

LôISRS est bas®e sur lôexcitation coh®rente des modes de vibration dôun mat®riau par une ou 

plusieurs impulsions lumineuses. Ce processus est présenté pour être un procédé efficace de 

produire de grandes amplitudes des modes de vibration de molécules en solution, ainsi que 
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dans les dispositifs à semi-conducteurs. Il nécessite donc des impulsions lasers plus courtes 

que la période de vibration des modes de lô®chantillon consid®r® [43-58]. 

 

 

Figure 3. 1 Sch®ma g®n®rale de principe dôISRS 

Ce processus d'ISRS peut être décrit par un modèle classique simple [43,50, 51, 94-97]. Les 

modes normaux de vibration induites par lôexcitation laser peuvent °tre d®crits par les 

coordonnées cartésiennes de déplacement des atomes ou par les coordonnées internes qui 

reflètent le changement de forme de la molécule au cours de la vibration. Mais il est plus 

pratique d'associer à chaque mode normal une seule coordonnée, appelée coordonnée 

normale Q (Q=R-R0, où R0 est la distance pour la position dô®quilibre) [91, 95, 98]. Nous 

pouvons décrire cette interaction en modélisant les modes de vibration du milieu par un 

ensemble dôoscillateurs harmoniques. Lôimpulsion va lancer les oscillateurs en un temps 

beaucoup plus court que leur période, qui vont ensuite osciller à leur fréquence propre. Si on 

ignore la dispersion dans lôindice de r®fraction, ce qui semble raisonnable pour la diffusion non 

résonante avec de petits changements de fréquence, et si on suppose que le champ électrique 

incident nôest pas affect® par la diffusion stimul®e, alors lô®quation du mouvement relative à la 

diffusion Raman stimulée «Q» est d®crite par un mouvement dôoscillation harmonique simple 

amorcée et pilotée par une force F(t) fournie par les photons du laser incident et elle est donnée 

comme suite [7-10]:  

ς ὗ Ὂὸȟ     (3. 1) 

où ɔ et ɤ0 sont respectivement la constante dôamortissement et la fr®quence angulaire du mode 

vibratoire (lôun des modes normaux), et F(t) est la force motrice du laser dôexcitation. 

Cependant, F(t) peut être écrit comme [13, 96]: 

Ὂὸ
ȟ
ȟ      (3. 2) 
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Où 

Ὗὗȟὸ ὖᴆὗȟὸȢὉᴆὸ      (3. 3) 

Le facteur de 1/2 provient de l'accumulation de la polarisation ὖᴆ avec le champ Ὁᴆ, bien que ce 

soit le même facteur qui se produit dans l'énergie de charge d'un condensateur.  

ὖᴆὗȟὸ : La polarisation induite est li®e au champ ®lectrique du laser dôexcitation Ὁᴆὸ à travers 

lô®quation : 

ὖᴆὗȟὸ ὗ ȢὉᴆὸ      (3. 4) 

La polarisabilité a une partie statique qui produit une diffusion élastique de Rayleigh, et une 

partie qui est modul®e par le d®placement oscillant Q. Côest cette contribution modul®e qui 

produit lôeffet Raman et qui pr®sente un int®r°t ici. Si nous faisons une expansion en s®rie de 

Taylor de la polarisabilité Ŭ autour de la position dô®quilibre de la coordonn®e normale, alors: 

ὗ  ὗ ὗ Ễ      (3. 5) 

avec ɻ  représentant le tenseur de polarisabilité à lô®quilibre et est la dérivée de la 

polarisabilité à déplacement nul. Cette valeur est proportionnelle à l'amplitude de la section 

efficace de diffusion Raman (en notant ɻ ). 

En remplaçant (3. 2), (3. 3), (3. 4), (3. 5) à (3. 1) tout en respectant le terme du premier ordre 

dans la  polarisabilité. Nous obtiendrons: 

ς ὗ  ὉȢ      (3. 6) 

Lô®quation (3.6) peut être facilement calculée en utilisant l'analyse de la fonction de Green [13]. 

Le côté droit de l'équation (3.6) est la force motrice externe de la vibration en mode normal. Si 

les forces qui unissent la molécule sont des fonctions linéaires du déplacement des atomes, 

alors les vibrations moléculaires seront harmoniques et les déplacements des atomes seront 

décrits par des sinusoïdes lorsque la molécule vibre selon un mode normal. Dans cette 

approximation harmonique, les coordonnées normales varient périodiquement [13, 99]: 

Q(t) = Q0 e
īɔt

 sin(ɤ t)      (3. 7) 

Lô®quation (3. 7) montre que, gr©ce ¨ lôISRS, une impulsion ultracourte peut donc générer une 

onde de vibration optique cohérente dans la direction de propagation de la lumière. 
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Lôinformation la plus importante quand on peut avoir de lô®quation des vibrations moléculaires 

(3.7) peut facilement être déduite de lôamplitude de vibration induite Q0,  donnée par [13, 44-51]: 

ὗ
Ѝ

 Ὅ Ὡ        (3. 8) 

où I0 est lôintensit® cr°te dôune impulsion, ʐ est la dur®e de lôimpulsion, ɻ est la polarisabilité 

proportionnelle à l'amplitude de la section efficace de diffusion Raman (ɻ ὗ), +ʀ est la 

permittivité du milieu diélectrique, n est l'indice de réfraction et c la vitesse de la lumière. 

Dôapr¯s lô®quation (3.8), il est clair quôune section efficace de diffusion Raman plus grande, des 

intensités laser plus élevées (ou des densités de puissance laser plus élevées si la durée 

dôimpulsion du laser reste fixe), et des fréquences vibrationnelles plus faibles entraîneraient des 

amplitudes vibratoires excitées plus élevées. Cet impact mécanique pourrait exciter de manière 

cohérente les modes de vibration Raman d'une capside virale du bactériophage M13 (ou MS2) 

ce qui provoque un fort dommage à la capside virale ainsi l'inactivation dôun pathogène viral 

(figure 3.2). Lôinactivation dôune particule virale signifie la perte dôinfectivit® du virus dans une 

suspension. Clairement, lôinactivation est ç la destruction du pouvoir pathog¯ne dôune 

substance ou dôun agent infectieux è. Dans le cas de virus, lôinactivation est le r®sultat dôune 

altération de la capside virale. La capside est une structure qui entoure le génome, l'acide 

nucléique. Elle est constituée de très nombreuses unités protéiques qui se regroupent pour 

former des ensembles structurels identiques appelés capsomères. M13 est un virus non-

enveloppé avec un diamètre d'environ 6 ~ 7 nm et une longueur d'environ 850 nm. Il est 

composé de plusieurs blocs de construction -Hélice, chaque hélice contenant 50 acides 

aminés (figure 3.2 (a)). Les virus peuvent être inactivés suite à une altération de leur capside 

et/ou leurs acides nucléiques. Les différentes analyses ont révélé que le traitement laser 

entraînait des changements structuraux des particules virales, allant de la déformation à une 

déstructuration, corrélés à une rupture des liaisons hydrogène / hydrophobes ou la séparation 

des liaisons protéiques faibles dans la capside protéique d'une particule virale (Figure 3.2 (b)) 

[13, 43, 57]. Lôendommagement est le r®sultat dôune succession complexe de m®canismes 

dôinteraction entre lôimpulsion laser et le mat®riau biologique. Ces derniers sont tr¯s vari®s, et 

d®pendent dôun nombre important de param¯tres. Si l'énergie laser déposée sur la capside 

protéique ou l'amplitude du mode de vibration de la capside d'une particule virale est assez 

grande, elle peut briser les faibles liaisons (les liaisons hydrogènes ou des contacts 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_nucl%C3%A9ique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_nucl%C3%A9ique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Capsom%C3%A8re
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hydrophobes) entre les protéines provoquant des dommages à la capside du virus et ainsi 

l'inactivation virale capside (Figure 3.2 (c)). 

 

 

Figure 3. 2  Démonstration de l'inactivation de bactériophage M13 par le traitement laser femtoseconde. 

(A) Le laser interagit avec la particule virale. (B) Cette interaction provoquera lôexcitation coh®rente de 

nombreux ®tats vibrationnels dôune capside virale. (C) [46]. 

Dôapr¯s lô®quation (3.8), on constate que lôamplitude de la vibration induite Q0 dépend fortement 

de la durée des impulsions laser : la durée des impulsions doit être inférieure à la période du 

mode excité pour avoir une excitation efficace. Il est intéressant de trouver la durée dôimpulsion 

laser ŰL qui donne lieu ¨ lôamplitude vibrationnelle maximum excitée par laser Q0. Pour ce faire, 

nous considérons que Q0 = Q0 (ŰL) dans lô®quation (3.8); définissons dQ0/dŰL = 0 (condition 

dô®quilibre) et r®solvons pour ŰL. Si lôon suppose que lôintensit® cr°te dôune impulsion est 

constante, lô®quation d®crivant lôamplitude de vibration induite (équation (3.8)) sera de la forme 

suivante : 

ὗ ὓ   Ὡ         (3.9) 

où ὓ
Ѝ

 Ὅ ὧέὲίὸὥὲὸὩ  

Alors la dérivée de Q0 par rapport à la durée des impulsions laser permet de retrouver la 

condition dô®quilibre. 



 

  29 

ὓ  Ὡ π     (3.10) 

 

 Ὡ  ὓ ς†  Ὡ π    (3.11) 

  

 Ὡ ρ π     (3.12) 

on a   Ὡ  π  

Alors: 

ρ π       (3.13) 

ρ         (3.14) 

†
Ѝ

Ѝᶻ
 
Ȣ

      (3.15) 

Nous avons trouvé que Q0 suppose avoir une valeur maximale lorsque ŰL = T/ 4.44, où T est la 

période de vibration T = (2ˊ/ ). 

Ce résultat théorique présenté dans le paragraphe ci-dessous repose sur des développements 

math®matiques assez complexes. On peut comprendre cette technique çlôinactivation des 

agents pathog¯nes par lôinterm®diaire dôISRSè en faisant lôanalogie avec un pendule simple qui 

formé par des particules virales (capsides) excitées par une force extérieure fournie par les 

photons du laser incident. On peut alors différencier les positions d'équilibre stables et instables 

selon que l'énergie potentielle est minimale ou maximale respectivement (Figure 3.3).Si les 

atomes des sous-unit®s prot®iques dôune capside virale n'ont pas assez d'®nergie potentielle 

pour sortir du puits (sont dans un état de faible énergie), ils sont contraint à rester entre deux 

positions et peut ®ventuellement osciller autour de leur position dô®quilibre ¨ ó0ô (sont confin®s 

dans un puits de potentiel), de la m°me mani¯re quôun pendule se d®place de lôavant en arrière 

autour du point le plus bas (figure 3.3). Comme on peut le voir sur la figure 3.3, cette position 

d'équilibre correspond au minimum strict de l'énergie potentielle du système; c'est donc une 

position d'®quilibre stable. Cependant, lorsque lô®nergie totale de la vibration (qui est 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Puits_de_potentiel
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proportionnelle au carré de son amplitude vibratoire) dépasse la valeur de liaison du puits (U0), 

ces atomes sont maintenant dans un ®tat de haute ®nergie et ne sont plus contraints dôeffectuer 

un aller-retour autour de la position d'équilibre dans le puits d'énergie potentielle. Ces atomes 

franchissent la barri¯re de potentiel et peuvent ósô®chapperô de leurs positions dô®quilibre 

(positions instables) provoquant des dommages aux molécules ainsi la rupture des faibles 

liaisons (les liaisons hydrogènes ou des contacts hydrophobes) entre les molécules. De cette 

manière, un laser femtoseconde avec des impulsions suffisamment courtes (ŰL <T / 4) est 

capable dôexciter simultan®ment de nombreux ®tats vibrationnels dôune capside virale, 

entra´nant ainsi la rupture des contacts mol®culaires et lôinactivation subs®quente du virus. Il 

nécessité donc des impulsions laser plus courtes que la période du mode de vibration de 

lô®chantillon considéré [13, 43, 57]. 

 

Figure 3. 3 Un diagramme d'énergie simplifié pour un atome oscillant autour de sa position d'équilibre 

«0». Lorsqu'un atome est dans un état de basse énergie, il est limité par le puits potentiel U(R). Il oscille 

autour de la position d'équilibre [8].  

De tout cela, nous pouvons d®duire la dur®e dôimpulsion optimale de laser femtoseconde pour 

lôinactivation des agents pathog¯nes par lôISRS. Si la p®riode de la vibratoire T0 Ὕ ς“
  

dôun pathog¯ne est connue, et si lôintensit® maximale du laser reste constante dans le temps, 

alors le moyen le plus efficace dôinactiver le pathog¯ne est dôutiliser un laser avec des 

impulsions très courtes qui ont une dur®e dôimpulsion dôenviron un quart de la p®riode (T0/4). En 

sélectionnant la durée d'impulsion ultracourte d'un laser pulsé, l'amplitude de ce mode de 

résonance peut avoir une excitation assez élevée pour endommager la capside et inactiver les 

bactériophages. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Puits_de_potentiel
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3.2 Lôimportance des impulsions ultracourtes pour lôinactivation des agents 
pathog¯nes gr©ce ¨ lôISRS 

Pourquoi les lasers à ondes continues (non pulsées) ne peuvent-ils pas atteindre lôeffet ISRS ? 

Dans lôanalogie un pendule simple (figure 3.4), si la force de poussée est constante dans le 

temps, alors lôamplitude de lôoscillation (R0) atteindra un maximum lorsque la durée de poussée 

est approximativement T/4, o½ T est la p®riode de lôoscillation de la pendule simple. Si la force 

de poussée dure plus longtemps que T/4, la partie de la force de poussée qui est appliquée 

apr¯s T/4 agit contre le mouvement de la balanoire et r®duit ainsi lôamplitude de lôoscillation.  

 

Figure 3. 4  Pousser un oscillateur autour de sa position dô®quilibre (ó0ô). Si l'oscillateur est poussé 
depuis la position dô®quilibre ó0ô, il faut un temps de T/4 pour atteindre lôamplitude maximale R0. Si la force de 
poussée dure plus longtemps que T/4, la partie de la force de poussée qui est plus longue que T/4 agit dans 
la direction opposée au mouvement de rotation, empêchant ainsi le mouvement de la balançoire et réduisant 
son amplitude d'oscillation [13]. 

 

Un cas extrême est une poussée qui dure éternellement. Dans ce scénario, le pendule reste 

immobile et nôoscille plus. Cette ópouss®e qui dure ®ternellementô est le type de force appliqu®e 

par un laser continu, qui a essentiellement une dur®e dôimpulsion infinie. Par cons®quent, en 

utilisant lô®quation (3.8), nous notons quôun laser ¨ onde continue a une ódur®e dôimpulsionô ŰL = 

Ð, lôamplitude du mode vibrationnel excit® est nulle. Ceci explique pourquoi les lasers ¨ ondes 

continues ne peuvent pas exciter les modes vibrationnels par un processus ISRS et ne peuvent 

donc pas inactiver les agents pathogènes en utilisant ce nouveau mécanisme. Un laser 

fonctionnant en régime déclenché (Q-switching en anglais), peut-il exciter ces vibrations dans 

les capsides virales ¨ travers lôISRS?. La fr®quence caract®ristique de mode normal de 

vibration f0 (ɤ0 ſ 2́f0) des virus se situe typiquement dans la gamme de 100 GHz [44]. Par 

exemple, pour le bact®riophage M13 en h®lice, il est dôenviron 255 GHz (8.5cm-1) [44, 90, 91] et 

pour les phages MS2 dôenviron 27 nm, il est dôenviron 60.56 GHz (2.2 cm-1) [90]. Un laser à un 

régime déclenché, qui a une dur®e dôimpulsion typique dôenviron 100 ns, ne peut donc pas 

exciter le mode normal ɤ0 dôun virus par ISRS. Cela peut facilement °tre vu ¨ partir de 

lô®quation (3.8).  
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4 MATÉRIEL ET MÉTHODE 

Ce chapitre est consacré à la préparation du stock de bactériophages et aux dispositifs 

exp®rimentaux utilis®s pour la r®alisation de nos travaux dôinactivation. Il est divisé en deux 

sous chapitres. Dans les premières sous chapitres, nous allons donner que les grandes lignes 

dôobtention du stock de bactériophages et culture de la bactérie nécessaire pour le titrage. 

Ensuite le second sous chapitre est  consacré ¨ la description de lôappareillage exp®rimental 

utilisé dans nos travaux. Nous donnons une description succincte des éléments clés de ces 

dispositifs expérimentaux. 

4.1 Bactériophages  

Les bactériophages (ou phage en abrégé; du grec phagein, signifiant «manger») sont présents 

partout sur la plan¯te et sont reconnus comme ®tant lôentit® biologique la plus abondante sur 

Terre. Ils seraient dix fois plus nombreux que les bactéries [100, 101]. En effet, on estime entre 

1030 et 1032 bactériophages dans notre environnement [100, 101]. Ils se retrouvent dans les 

oc®ans, dans le sol, dans lôeau potable et m°me dans la nourriture que nous consommons. Ils 

sont définis comme des virus qui infectent les bactéries et tout comme les virus, ils sont de 

véritables parasites qui doivent envahir des cellules hôtes et détourner leur machinerie pour se 

multiplier. Au cîur dôun phage se trouve un génome dôacide nucléique, soit le 

désoxyribonucléique (ADN) ou le ribonucléique (ARN), qui contient des instructions pour 

produire des copies supplémentaires du même phage (virus). Cet acide nucléique est entouré 

dôune couche de prot®ines appel®e capside, qui peut °tre assimil®e ¨ une armure prot®geant le 

génome viral contre les forces externes. La capside est un composant intégral présent dans 

tous les virus, - comme nous le verrons côest important dans le processus de lôinactivation par le 

laser femtoseconde. Lôassociation du g®nome et de la capside forme la nucl®ocapside. 

Les phages peuvent être divisés en deux catégories principales: non enveloppés et enveloppés. 

Les bact®riophages non envelopp®s ne contiennent que de lôacide nucl®ique et une capside. 

Les phages envelopp®s contiennent de lôacide nucl®ique et une capside, ainsi quôune 

óenveloppeô (une couche externe de lipide autour de la capside). Un type de bactériophage 

pr®cis ne peut infecter quôune esp¯ce ou quôune souche de bact®ries tr¯s sp®cifique. La 

sp®cificit® de cette interaction est dict®e par la capacit® dôadsorption qui elle, est directement en 

lien avec le type de récepteurs présents sur la paroi cellulaire bactérienne. 
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Dans cette étude, ces deux phages, MS2 et M13, sont utilisés comme un modèle pour fournir 

des preuves que le laser femtoseconde Ti:saphir peut être utilisé comme une méthode 

d'inactivation virale d'un virus non-enveloppé à ADN ou ARN. Leurs différences de taille ainsi 

que leur forme peuvent également être utilisées pour évaluer l'impact des paramètres du laser 

sur différents types de virus. Les raisons qui ont motivé le choix de ces bactériophages sont 

multiples: en premier lieu, les phages n'infectent pas l'homme et sont donc plus faciles à 

manipuler et à maintenir en laboratoire, ainsi que grâce à la simplicité de leur propagation et de 

leur dénombrement. 

4.1.1 Bactériophages M13 

Les bactériophages M13 font partie de la famille de virus non lytiques qui infectent les bactéries 

gram n®gatives telles quôE. Coli. Ils poss¯dent, un g®nome circulaire dôADN, encapsid® dans un 

long tube flexible de nature protéique [102-108]. Le phage M13 possède un diamètre de 6.5 nm 

et une taille de 900 nm de long [103, 105]. Classiquement, il est constitu® dôun filament dôADN 

simple brin (ssDNA: single strand DNA) dôenviron 6500 nucl®otides encapsid® par 5 types de 

protéines du manteau. La g8p (ou pVIII) est la protéine majeure du phage (figure 4.1), et est 

présente à raison de 2700 copies par phage. Les quatre autres sont présentes à raison de 5 par 

phage, la g7p (pVII) et la g9p (pIX) dôun c¹t® de la particule et la g3p (pIII) et la g6p (pVI) de 

lôautre c¹t®. Chacune de ces prot®ines de la capisde mineures est présente en 4 ou 5 copies 

par phage [103-107]. Bien que ces 5 protéines assurent la stabilité de la structure phagique, 

seule la g3p est nécessaire à la reconnaissance et à lôinfection de la cellule h¹te via son 

extrémité N-terminale. 

 

Figure 4. 1  Un diagramme schématique d'un seul bactériophage M13. Les étiquettes indiquent 

l'emplacement de chacune des cinq protéines qui constituent l' la capside protéique du bactériophage [107]. 
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4.1.2 Bactériophages MS2 

Le bactériophage MS2 appartient ¨ la famille des Leviviridae, comprenant les phages MS2, Qɓ, 

fr, GA, R17, f2 et phiCb5 [100, 107,109]. MS2 est un bactériophage lytique non enveloppé qui 

infecte également le pilus E. Coli F + (C3000) [109-111]. C'est un virus à ARN simple non 

segmenté de polarité positive de 3 569 bases, qui n'a qu'un diamètre de 27 nm (figure 4. 2) 

[112-116] et avec une structure dôicosa¯dre simple. La capside du phage MS2 est compos®e 

dôune prot®ine de maturation ou prot®ine A responsable de l'assemblage cellulaire, de 44 000 

Da pr®sente en une seule copie, dôune prot®ine de capside de 13700 Da qui est la prot®ine 

majoritaire du phage puisquôelle est pr®sente en 180 copies [113] et dôune prot®ine de lyse. La 

protéine A est utilisée par le phage pour assurer la médiation de la fixation du phage aux pili de 

la cellule hôte [99]. La capside du bactériophage MS2 est constituée de 60 unités asymétriques 

identiques. Les 60 capsomères constitutifs de la capside de MS2 ont une forme triangulaire 

avec une base dôenviron 60 ¡ et une hauteur de 20 Å. 

 

Figure 4. 2  Composants et structure de la capside du bactériophage MS2 [113]. A/ Représentation des 

structures : dimère symétrique C/C (rouge) et dimère asymétrique A/B (bleu/vert). La liaison du dimère C/C 

sur la séquence type « tige-boucle è de lôARN viral de 19 nucl®otides provoque le passage en conformation 

A/B de ces dim¯res. B/ Structure dôun bact®riophage MS2. La partie gauche est la vue de la surface de la 

structure icosa®drique (T=3) moyenne dôun bact®riophage MS2 aux rayons X [113]. La partie droite est une 

coupe sch®matique de la reconstitution dôune image de microscopie ®lectronique avec une r®solution de 9 

Å. Ce schéma montre les nombreux points de contacts entre le génome viral (densité radiale de couleur rose 

à bleu à mesure que le rayon augmente) et la capside protéique. 

Les principales caractéristiques de ces deux agents infectieux sont résumées dans le 

tableau 4.1 ci-dessous. 
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Tableau 4. 1 Des propriétés clés des capsides virales couramment utilisées pour construire de nouveaux 

matériaux [102-113]. 

 Bacteriophage M13 Bacteriophage MS2 

Famille Inoviridae Leviviridae 

Membres 66 38 

Capside de protéine 2700 copies la protéine 
majeure du phage (gp8- pVIII) 

180 copies protéine 
majoritaire du phage (A) 

Morphologie Filamenteux Polyédrique 

Capside lipidique Non Non 

Taille (nm) diamètre de 6.5 nm et une 
taille de 900 nm de long 

Diamètre de 27 nm 

Génome (taille) ADN sb C (7- 

9 kb) 

ARN sb L (3- 

4 kb) 

MMtotal (x 10
6
 Da) 2964,5 5.3 ± 0.6, 3.8, 3.87 

MMPROTEINES (x 10
6
 Da) 70.000 2.1 ± 0.1 

MMDNA ou ARN (x 10
6
 Da) 2 1.6 ± 0.1 

MM: masses moléculaires, sb: simple brin, C : circulaire, L : linéaire, kb: kilobases; Da: Dalton (1 Da = 1 g/mol). 

4.2 Production des stocks de phage et des cultures bactériennes. 

La préparation du stock de bactériophages est réalisée à température ambiante et sous un 

poste de sécurité microbiologique de type II. L'effet antibactérien des phages est évalué sur les 

bactéries cultivées en milieu solide gélosé en boîte de Petri par la méthode des plages de lyse. 

Cette section est consacrée à la description de cette méthode et aux matériaux nécessaires 

pour la mettre en îuvre. Nous d®crivons ici la pr®paration de la culture bact®rienne, la 

production de phages et la mesure quantitative de la zone de lyse. Les deux stocks de phages 

MS2 et M13 sont produits selon le même protocole. 

Pour des raisons du niveau de sécurité insuffisant de nos laboratoires, des cultures 

bactériennes non pathogènes de type E. coli JM103 pour M13 et C3000 pour MS2 sont ici 

utilisées. La préparation et le dénombrement de la culture se déroulent en plusieurs étapes et 

nécessitent l'utilisation des milieux de culture tels que le tampon phosphate salin (souvent 

abrégé PBS, de l'anglais Phosphate Buffered Saline), LB agar (Luria-Bertani medium Agar) et 

LB Broth (Lysogeny broth Miller). 
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4.2.1 Tampon phosphate  

Nous avons utilisé une solution saline tamponnée communément appelée PBS que nous avons 

nous même préparée en raison de la grande quantité utilisée (composition, tableau 4. 2). Le 

tampon est ajusté au pH souhaité (pH=7.2 ± 0.2) ¨ lôaide dôune solution dôHCl (chlorure 

dôhydrog¯ne) ou de NaOH (hydroxyde de sodium). La solution contenant le chlorure de sodium 

est autoclavée à 120 °C, 15 minutes pour stérilisation. Le phosphate mono-potassique et le 

phosphate disodique sont ensuite ajoutés à température ambiante car ces deux composés 

chimiques ont tendance ¨ devenir troubles ¨ temp®rature ®lev®e. Afin dô®viter toute 

contamination, lôajout de ces compos®s est effectu® sous un poste de s®curit® microbiologique. 

Le pH est vérifié et ajusté si nécessaire. 

Tableau 4. 2 Composante de milieu saline tamponnée PSB 

Composant Masse Molarité 

Chlorure de  sodium :NaCl (MW: 58.4 g/mol) 8 g 137 mM 

Chlorure de potassium : kCl (MW: 74.551 g/mol) 200 mg 2.7 mM 

Phosphate disodique: HNa2O4P (MW: 141.96 g/mol) 1.44g 10 mM 

Phosphate de monopotassium: KH2PO4 (MW: 136.086 g/mol) 240 mg 1.8 mM 

Eau distillée 1 L  

MW: Poids moléculaire (Molecular weight). 

4.2.2 Préparation de LB Agar 

Ces agars LB sont basés sur le milieu LB décrit par Miller. LB signifie Lysogeny Broth. Ils 

conviennent à la croissance et au maintien des souches d'Escherichia coli utilisées dans les 

procédures de microbiologie moléculaire, ainsi que des coliformes (non sélectif). Une masse de 

30 g de LB Agar est dissout dans 750 ml d'eau déminéralisée. La solution est ensuite portée à 

®bullition sur une plaque chauffante jusquô¨ dissolution compl¯te en remuant avec un agitateur 

magnétique puis distribuée ensuite stérilisée dans un autoclave à 121 °C pendant 15 minutes. 

La solution est étalée dans plusieurs boîtes de Petri (une petite quantité de de LB Agar pour 

remplir une surface de boite de Petri). Les boîtes sont ensuite laissées refroidir (couvercle 

fermé) environ une heure. Les boîtes doivent être entreposées dans un réfrigérateur à 4 0C 

jusqu'à utilisation. Les boîtes sont nécessaires au dénombrement des bactéries. 

4.2.3 Préparation de LB Broth 

Le LB est un milieu nutritif liquide. La nature liquide facilite la préparation des cultures 

homogènes. Le milieu permet la croissance d'un grand nombre de agent infectieuxs, en 
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particulier des bactéries. Une masse de 10 g de LB Broth Miller est dissoute dans 450 ml d'eau 

d®min®ralis®e. La solution est ensuite port®e ¨ ®bullition sur une plaque chauffante jusquô¨ 

dissolution complète en remuant avec un agitateur magnétique. La solution est ensuite 

stérilisée dans l'autoclave pendant 20 minutes avant d'être stockée dans un réfrigérateur 

jusqu'à l'utilisation. 

4.2.4 Préparation des suspensions bactériennes 

La bactérie hôte de référence E. Coli est utilisée pour mettre en évidence le pouvoir infectieux 

du bactériophage. Ces bactéries E. coli JM103 et C3000 sont sensibles ¨ lôensemble des 

bactériophages M13 et MS2, respectivement. Ces bact®riophages provoquent lôapparition de 

plage de lyse sur un tapis bact®rien dôE. Coli. Cette dernière a la particularité de développer des 

F-pili lors de sa phase exponentielle de croissance à 37 °C. 

La préparation de bactéries se fait en plusieurs étapes. La première étape de préparation de la 

culture bactérienne est de « repiquer » une boîte de bactéries. Une petite quantité de solution 

bactérienne est étalée dans une boîte de Petri contenant le LB agar. À 37 °C dans un milieu 

riche, la souche bactérienne E. coli se divise pour donner une nouvelle génération toutes les 20 

minutes. Après 18 heures dans un incubateur à T = 37°C afin de faire proliférer les bactéries, 

les bactéries grandissent et forment des colonies par regroupement de plusieurs bactéries 

visibles ¨ l'îil nu, tel qu'illustr® ¨ la figure 4. 3. 

 

 

Figure 4. 3  Colonies de bactéries dans une boîte de Petri contenant le LB agar comme milieu de 

culture. 

La seconde étape consiste à préparer une pré-culture bactérienne à partir de la boîte de 

bactéries. Une colonie isolée est mise dans un tube de LB (5 mL) puis elle est conservée à 

l'incubateur-agitateur à T = 37°C pendant 24 heures afin que les bactéries se développent. La 
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souche bactérienne E. coli est cultiv®e jusquô¨ atteindre la phase exponentielle de croissance, 

celle-ci est contrôlée par la mesure dôabsorbance ¨ 600 nm. La mesure de densit® optique sera 

ensuite utilisée pour déterminer si la bactérie est en phase exponentielle de croissance. Selon 

la norme ISO 10705-1 (2001), une densit® optique ¨ ɚ = 600 nm comprise entre 0.3 et 0.5 

correspondrait ¨ ce stade. Ensuite, la culture bact®rienne est utilis®e pour la r®alisation dôun 

stock de phage (M13 ou MS2) ou le titrage des phages par la technique des plages de lyse. 

4.2.5 Préparation du stock de bactériophages 

La pr®paration de phages se fait en plusieurs ®tapes. La journ®e avant lô®tape dôamplification 

des phages spécifiques, il faut lancer une culture bact®rienne dôE. Coli qui servira à amplifier les 

phages sp®cifiques. Le lendemain, il faut partir une autre culture bact®rienne dôE. Coli. Pour 

cette culture, une colonie dôE. Coli est piquée et inoculée dans 10 ml de LB. La culture est 

arrêtée à une densité optique (D.O.) de 0.5 et elle sera utilisée pour le titrage. Cette solution est 

incub®e pendant 4h30 ¨ 37ÁC avec une agitation vigoureuse. Suite ¨ lôincubation, la culture 

bactérienne contenant les phages est transférée dans un tube Falcon de 50 ml et centrifugée 

pendant 60 minutes à 3000 tours par minutes. Le surnageant est récupéré dans un autre tube 

et centrifugé une autre fois pendant 60 minutes à 3000 tours par minutes. 80 % du haut du 

surnageant est récupéré dans un autre tube et une solution de 20 % PEG/2.5M NaCl 

correspondant à 1/6 du volume total est ajoutée. Les phages vont précipiter durant la nuit à 4 °C. 

Le précipité de phages liés au PEG est centrifugé pendant 60 minutes à 3000 tours par minutes 

à 4 °C. Il faut ensuite décanter et jeter le surnageant. Le tube est centrifugé brièvement et le 

résidu de surnageant est enlevé avec une pipette. Le culot blanc représente les phages. Ce 

culot est suspendu dans 1 ml de TBS et ensuite transféré dans un tube Eppendorf pour être 

centrifugé à 16060 tours par minutes pendant 5 minutes à 4 °C. Le surnageant est transféré 

dans un autre tube Eppendorf dans lequel une solution de 20 % PEG/2,5M NaCl, 

correspondant à 1/6 du volume total du surnageant est ajoutée. La solution de phages liés au 

PEG est incubée sur glace pendant 60 minutes et centrifugée à 16060 tours par minutes 

pendant 10 minutes à 4 °C. Le surnageant est jeté et le culot est centrifugé brièvement pour 

ensuite enlever le r®sidu de surnageant. Le culot obtenu est resuspendu dans 200 ɛl de TBS. 

Cette solution est centrifugée pendant 1 minute à 16060 tours par minutes à 4 °C. Le 

surnageant est récupéré dans un autre tube et il représente les phages amplifiés purifiés. Une 

fois que la croissance des bactériophages est terminée, il est nécessaire de les séparer des 

bactéries.  
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4.2.6 Purification du phage par dialyse. 

De nombreux paramètres peuvent influencer les interactions entre les particules virales, aussi 

bien leurs propriétés physico-chimiques que le milieu dans lequel les virus se trouvent. La 

purification nous permettrait de nous affranchir au maximum des interactions liées au milieu et 

ainsi dôobserver les effets de diff®rents param¯tres (pH, force ionique) sur les virus seuls. 

Pour purifier les bactériophages, il faut d'abord centrifuger la solution. La centrifugation se fait à 

2000 tours par minutes pendant 20 minutes, ce qui permet de retirer les plus grosses particules 

trouvées dans le milieu. Par la suite, le surnageant doit être filtré. Pour réaliser cette étape, des 

unités de filtration frontales sont utilisées; ce sont les unités jetables et les unités réutilisables. 

Les unités réutilisables nécessitent plusieurs manipulations: les filtres doivent être posés 

manuellement et l'unité doit être stérilisée à l'autoclave. Les dispositifs jetables sont stérilisés à 

l'usine et ne sont utilisés qu'une seule fois. Ils ont l'avantage d'être plus performants et d'être 

plus faciles à utiliser. Le chargement des deux types d'unités est fait grâce à un tube stérile 

reliant l'unité et le milieu à filtrer. Lors des filtrations, la cuve réceptrice est mise sous vide ce qui 

force le milieu à travers le filtre. Deux filtrations sont faites, une à 2.0 µm et une autre à 0.4 µlm. 

C'est la seconde filtration qui permet réellement de retirer les bactéries du milieu. Les filt rats 

obtenus à la suite de ces manipulations contiennent moins de bactéries qu'il est possible d'en 

détecter. Cette solution est prête à l'emploi. Il faut la conserver au froid puisque quelques 

bactéries peuvent avoir traversé le dernier filtre. Elle peut être ainsi conservée à cette 

température pendant 1 semaine sans que le titre infectieux ne diminue. 

4.2.7 Quantification par titrage 

La méthode de quantification de bactériophages utilisée dans cette étude est la méthode des 

plages de lyse (communément appelée méthode UFP «Unités Formant Plages»). Le principe 

de cette méthode classique de mise en évidence repose sur le fait que certains bactériophages 

sont capables de se multiplier sur des bactéries hôtes et que cette multiplication peut être 

visualisée par des plages de lyse. 

Dans cette étude, les stocks de bactériophages ainsi que les échantillons prélevés lors des 

différentes expériences sont d®nombr®s selon la m®thode UFP. Côest une m®thode 

relativement rapide, les plages de lyses obtenues sont bien visibles et facilement dénombrables. 

La procédure de double couche dôagar est utilis®e. Elle consiste à ajouter la bactérie hôte et de 

la g®lose molle ¨ lô®chantillon contenant des bact®riophages, puis de verser le volume total du 
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mélange sur une boîte de Petri préalablement remplie avec de la gélose LB Top agar. Ci-

dessous est détaillée la méthode: 1) La bactérie réceptrice E. coli est décongelée et un 

repiquage de la souche sur gélose LB est effectué, une première fois pendant 24h à 37°C, puis 

une seconde fois pendant 24h à 37°C. 2) Le stock de phages congelé ou alors les échantillons 

prélevés lors des expériences conservés à 4°C sont placés à température ambiante et une 

série de dilutions du bactériophage 1/10 (figure 4.4) est effectuée dans du TBS en mettant 50 µl 

de suspension de phages dans 450 µL de TBS (le diluant) dans un tube en verre, et agité au 

Vortex. Ces dilutions permettent de diminuer la concentration de bactériophages en dessous de 

300 UFP/mL, de manière à dénombrer plus facilement les plages de lyse. Toute concentration 

en bactériophages inférieure ou égale à 300 UFP/mL peut être facilement comptée sur chaque 

bo´te ¨ lôoeil nu. 3) Parall¯lement un bouillon dôE. Coli est préparé dans du TBS à une 

concentration de 108 UFC/mL («UFC : «Unité Formant Colonie» ) approximativement; cette 

concentration est obtenue en mesurant la densité optique à 640 nm au spectrophotomètre UV, 

une suspension à 70% de transmission présentant une concentration comprise entre 1 et 3.108 

bactéries/mL. 4) Puis, à 100 µL de chacune des dilutions obtenues dans les tubes en verre en 

2), sont ajout®s 100 ÕL de la culture de la souche sensible pr®par®e en 3) (bouillon dôE. Coli). À 

noter que pour le dénombrement de suspensions contenant un grand nombre de 

bactériophages (>102 UFP/mL), 100 µL de dilution suffit à déterminer de façon précise le titre de 

la solution, les plages de lyse obtenues sont plus faciles ¨ d®nombrer ¨ lôîil nu (entre 30 et 300 

plages de lyse). 5) Apr¯s homog®n®isation, les bact®riophages et la culture dôE.coli doivent 

rester en contact lôun avec lôautre pendant 5 minutes au plus. Pass® ce temps, une r®plication 

du bactériophage peut avoir lieu et la concentration peut alors être surestimée. 6) 3 mL de 

gélose molle nutritive pour surface préalablement fondue puis refroidie et maintenue en 

surfusion à 50°C sont alors ajoutés dans chaque tube en verre. Après homogénéisation, le 

m®lange est imm®diatement ®tal® ¨ la surface dôune g®lose nutritive pour profondeur (g®lose 

LB Top Agar) préalablement coulée en boîte de Petri stérile et solidifiée. Les séries de boîtes 

obtenues sont incub®es ¨ 37ÁC pendant 24 heures. 7) De la m°me faon, un t®moin dôE. Coli 

est préparé en remplaçant 100 µL de dilution de la suspension de bactériophages par 100 µL 

de bouillon dôE. coli, pour vérifier si la pr®sence de bact®riophages nôest pas due ¨ une 

contamination du mat®riel (pipetteé). 8) Pass® ce temps, la lecture est r®alis®e en comptant, 

pour chaque boîte, le nombre de plages de lyse obtenues. 9) Le titre de la suspension virale, 

exprimé en « unités formant plages par millilitre » (UFP/mL) est obtenu en multipliant le nombre 

de plages par le facteur de dilution décimale correspondant: 
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ȢΠ    

ᶻ
     (4.1) 

Ici, D est la dilution et V est le volume du virus dilué ajouté à la plaque. 

NOTE: Par exemple, 30 et 32 plaques comptées pour des réplicats de la dilution 1 x 10 -5 [31 

(moyenne) / 10-5 (dilution) x 0.1 ml (volume)] donneraient un titre de 31 x 106 pfu / mL. 

 

Figure 4. 4 Illustration schématique de la dilution de phages 

 

En parallèle du titrage des échantillons, un témoin positif pour les bactériophages M13 et  MS2 

sont réalisés afin de confirmer les résultats. Il permet de garantir la bonne réceptivité et 

sensibilité de la souche hôte vis-à-vis du bactériophage MS2. Conservé à -80°C, le témoin 

positif du bactériophage et M13 et MS2 sont calibré à environ 100 UFP/mL. Afin de valider ce 

témoin positif, il est nécessaire que celui-ci appartienne ¨ lôintervalle constitu® par la moyenne 

de tous les précédents témoins ± 2 écart-types. De plus, deux témoins négatifs sont réalisés 

lors de chaque titrage, lôun avec la bact®rie seule afin de v®rifier que la culture bact®rienne nôest 

pas contamin®e et lôautre avec le tampon phosphate utilis® pour les dilutions du phage afin de 

confirmer ®galement lôabsence de contamination. 

4.2.8 La limite de détection 

Nous avons établi une différence entre seuil de détection (plus petite quantité de 

bactériophages pouvant être détectée) et seuil de quantification (plus petite quantité pouvant 

être dosée). En effet, la plus petite quantité de bactériophages pouvant être détectée mais non 

nécessairement quantifiée avec exactitude (résultats non reproductibles) correspond à la limite 

de détection, tandis que la plus petite quantité de bactériophages pouvant être dosée (résultats 

reproductibles) équivaut à la limite de quantification. 

Les limites de quantification (inférieure et sup®rieure) pour lô®num®ration du phage sont 

respectivement 30 et 300 UFP par boîte de Petri. Étant donné les limites de quantification 
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(inférieure et supérieure) accordées au comptage de plage de lyse qui consiste à prendre en 

compte seulement les boîtes contenantes entre 30 et 300 plages, le plus petit nombre de 

plages de lyse quôil sera possible de quantifier correspond ¨ 30 plages. La limite de d®tection 

déterminée pour les bactériophages M13 dans une étude précédente est identique pour les 2 

phages égale à 1 UFP/mL, équivalente à la limite de détection que nous avons observée. Les 

limites de quantification nô®tant jamais diff®renci®es des limites de d®tection souvent tr¯s faibles, 

nous proposons dôen tenir compte lorsque des concentrations seront calcul®es. Ainsi, dôapr¯s la 

limite de quantification indiquée ci-dessus (30 UFP/mL) à atteindre égal à 6.92 en échelle 

logarithmique (Log10 (2.48 x 108 / 30)), la concentration initiale minimum que lôon devra choisir 

pour la suspension est de 2.48 x 108 UFP/mL.  

Lôincertitude sur le nombre de plages de lyse est lôaccumulation de deux ®v®nements. Le 

premier correspond ¨ lôerreur effectu®e lors du comptage des plages de lyse sur une m°me 

bo´te : plus ou moins 2 plages de lyse. Le second est d¾ ¨ lôerreur exp®rimentale relative au 

d®nombrement qui a ®t® d®termin®e par une exp®rience r®alis®e ¨ partir dôune solution stock 

de bactériophages M13, en effectuant une série de dilutions de 1/10 (de 109 à 1) dans du TBS. 

Chaque dilution a été ainsi étalée 10 fois. Les 10 boîtes correspondant à une même dilution ont 

été comptées et comparées. 

4.3 Dosage des dommages à l'ADN 

Pour déterminer si l'ADN viral est affecté par l'irradiation laser, une portion de 400 paires de 

bases est amplifiée par la réaction en chaîne de la polymérase (PCR), puis analysée pour 

d®terminer la fragmentation par lô®lectrophor¯se sur gel d'agarose et compar®e aux ®chantillons 

de contrôle. 

Pour la PCR, un volume d'®chantillon total de 25 ɛL est préparé dans un tampon 1xTAQ. 

Chaque échantillon contenait 1.5 µL MgCl2 (25 mM), 0.5 ÕL de dôNTP (200 ÕM), 1 ÕL (0.2 ÕM) 

de chaque amorce, 0.125·µL (0.75 µM) de polymerase TAQ, and 0.5 µL de l'échanti llon M13 

expos®. Lôamorce avant (Forward primers) 21 bases de long et lôamorce inverses de 22 bases 

de long, respectivement (Forward: 5ô-TGTACCGTAACACTGAGTTTC-3ô; Reverse: 5ô-

ATTCACCTCGAAAGCAAGCTGA-3ô). Tous les ®chantillons ont ®t® pr®par®s en trois 

exemplaires. Le protocole pour la PCR est: 

V Eau Nucléase ( Nuclease-free Water): 16.375 µl; 

V TAQ Buffer(10X ThermoPol or Standard Taq Reaction Buffer) : 2.5 µl; 

V Chlorure de magnésium (Mgcl2): 1.5 µl; 

https://www.google.ca/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwjeoojSzsXTAhWmy4MKHbLzDLsQFggjMAA&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FChlorure_de_magn%25C3%25A9sium&usg=AFQjCNExu31J77qvsDxyef0ezpfWKLWHCw&sig2=gjk-Euw0xp1S5w9WJDXsXQ
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V 10 mM dNTP (10 mMdNTPs): 0.5 µl; 
V 10 µM  FWD (10 µM Forward Primer): 1 µl; 
V 10 µM Reverse Primer :1 µl; 
V Simple (lô®chantillon): 0.5 Õl; 

V TaqDNA Polymerase: 0.125 µl. 

L'amplification est effectuée dans un thermocycleur TProfessional Basic Gradient de Biometra. 

Le programme d'amplification a débuté à 94 ºC pendant 10 min, suivi de trente-cinq cycles de 

94 ºC pendant 1 min, ensuite de 49 ºC durant 1 min et de 72 ºC pendant 1 min. Après les 

cycles, la température est maintenue à 72 ºC pendant 10 min, puis maintenue à 4 ºC pour le 

stockage.  

L'analyse des produits de PCR est effectuée en utilisant une électrophorèse sur gel d'agarose à 

1%, à une tension constante de 80 V pendant 60 minutes. Pour chaque puits, 10 µL de produit 

de PCR et 4 µL de mélange glycérol / colorant sont préparés. En utilisant une ®chelle dôADN, 

les bandes résultantes sont identifiées comme étant le «produit souhaité» (400 paires de bases) 

ou le «produit endommagé» (consistant principalement en fragments de 100 et 200 paires de 

bases). Les intensités de bande sont identifiées et quantifi®es par rapport ¨ lôintensit® de 

lô®chantillon contr¹le non irradi® (contr¹le), ¨ lôaide du logiciel dôanalyse ImageJ. L'imagerie de 

l'ADN a été réalisée à l'aide de Safe-T-Stain, un agent intercalant qui devient fluorescent après 

une excitation UV. 

Les intensit®s des bandes r®sultantes sont analys®es en utilisant lôanalyse de la variance à un 

facteur (ANOVA) à un facteur (n = 3 pour chaque point de temps) suivi d'un test de Tukey 

(déterminer les différences significatives entre les moyennes de groupes dans une analyse de 

variance) qui peut être utilisé pour déterminer les différences significatives entre les moyennes 

de groupes dans une analyse de variance). Chaque point a été comparé à la référence. Si p < 

0.05, les données sont significativement différentes de la référence. On décrit également que 

l'intervalle de confiance est de 95%. 

4.4 Dispositif expérimental: Source dôexcitation 

4.4.1 Chaîne laser femtoseconde 

Cette section a pour objet la description de lôoutil essentiel pour lô®tude de lôinactivation des 

bactériophages, le laser à technologie titane-saphir. Comme nous venons de le préciser, ce 

laser est un outil de travail, côest-à-dire il ne fait lôobjet dôaucun d®veloppement particulier dans 

le cadre de ce travail de thèse. Cependant, il convient dôen comprendre les d®tails de 
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fonctionnement, car ce sont eux qui caractériseront les propriétés des impulsions en sortie du 

boîtier laser. Il faut donc être capable de réaliser la mesure des propriétés des impulsions 

générées par le système laser et, en cas de probl¯me, °tre capable dôidentifier les possibles 

problèmes afin de les résoudre. Dans ce but, nous commencerons tout dôabord par une 

description assez brève de fonctionnement général des lasers à technologie titane-saphir, en 

particulier les mécanismes permettant la génération dôimpulsions courtes. La figure 4. 5 est une 

vue schématique des divers éléments de cette chaîne [117]. Une source femtoseconde est 

g®n®ralement constitu®e dôun oscillateur produisant un train dôimpulsions ultracourtes, dôun 

étage dôamplification augmentant lô®nergie des impulsions de plusieurs ordres de grandeur, et 

enfin dôun ®tage de g®n®ration dôimpulsions de longueurs dôonde appropri®es obtenues par des 

processus dôoptique non-linéaire. Le système laser développé à ALLS est basé sur la 

technologie Titane-Saphir (Ti:Saphir). Le cristal de saphir Al2O3, dôune excellente conductivit® 

thermique, chimiquement stable, très dur et réfractaire, est dopé avec des ions Ti3+ avec une 

concentration de 0.2 % en masse. Ce milieu correspond à un système à quatre niveaux, dont le 

spectre dôabsorption est situ® entre 400 nm et 600 nm et celui de fluorescence entre 700 nm et 

1100 nm. La courbe de gain de ce milieu est tr¯s large et permet dôobtenir un laser ¨ large 

spectre dont  la longueur dôonde centrale varie entre 750 et 950 nm (en changeant la série de 

miroirs diélectrique utilisés dans la cavité). 

Le point de d®part de toutes les impulsions disponibles dans notre chaine est lôoscillateur. 

Lôoscillateur fourni des impulsions dôune dur®e de lôordre de 20 fs, avec une ®nergie de 4 nJ et 

dôune largeur spectrale de 47 nm. La cadence de lô®mission des impulsions est de lôordre de 75 

MHz. Cependant, cette ®nergie nôest pas suffisante pour les applications d®sir®es (accélération 

et amélioration de l'inactivation des bactériophages). Il faut donc maintenant amplifier ces 

impulsions. Lôamplification est fortement limit®e par le seuil dôendommagement des optiques 

dôamplification, notamment le milieu de gain, ce qui a longtemps emp°ch® la g®n®ration 

dôimpulsions de très hautes puissances crêtes. Ce problème fut résolu par Gérard Mourou et 

Donna Strickland en 1985 [118] gr©ce ¨ la technique de lôamplification ¨ d®rive de fr®quence ou 

CPA (acronyme anglais de: «Chirped Pulse Amplification»). Tout dôabord, la puissance des 

impulsions est r®duite en passant dans lô®tireur (figure 4.5 (n 3)). Celui-ci est composé de deux 

r®seaux de diffraction qui vont ®tirer temporellement les impulsions dôun facteur entre 100 et 105 

(rapport entre la dur®e de lôimpulsion ®tir®e et la dur®e de lôimpulsion initiale) afin de r®duire 

lôintensit® cr°te des impulsions au cours de lôamplification. Ensuite, lô®nergie des impulsions est 

augment®e dans lôamplificateur r®g®n®ratif. 
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Figure 4. 5 Sch®ma de la cha´ne dôamplification ¨ la dérive des fréquences : 1) Oscillateur 2) Impulsion 

femtoseconde (faible énergie) 3) Étireur 4) Impulsion étirée (faible énergie) 5) Amplificateur régénératif 

(Figure 4 (a)) 6) Impulsion étirée (haute énergie) 7) Compresseur 8) Impulsion femtoseconde (haute énergie) 

[117]. 

Lôamplification se fait au moyen dôun laser Nd:YLF Q-switched doubl® en fr®quence, dôun 

second cristal titane-saphir et dôune cavit® r®g®n®rative. Le laser Nd:YLF pompe le Ti:Sa et les 

impulsions ®tir®es vont sôamplifier par ®mission stimulée. Les impulsions effectuent de multiples 

passages dans la cavit® avant dôatteindre leurs puissances maximales. Apr¯s un nombre 

optimum de passage, les cellules de Pockels tournent la polarisation des impulsions de manière 

¨ ce quôelles soient envoy®es hors de la zone dôamplification par le polarisateur. Apr¯s 

amplification, les impulsions ont une durée égale à 210 ps, une énergie maximale de 300 mJ à 

un taux de r®p®tition de 10 Hz. A la sortie de lôamplificateur, les impulsions sont recomprim®es 

temporellement dans le compresseur à vide  afin de retrouver des impulsions courtes. Il est 

composé de deux réseaux de diffraction dont un qui est mobile. Ainsi, nous pouvons régler la 

durée des impulsions et compenser la dispersion chromatique.  

4.4.2 Montage expérimental 

Le dispositif expérimental effectivement utilisé au cours de cette étude est présenté sur la figure 

4.6. La source d'excitation utilisée dans ce travail est un laser titane saphir (Ti-Sa) avec la 
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longueur d'onde centrée autour de 800 nm, la largeur spectrale de 47 nm. La fréquence de tir 

de lôoscillateur de 75 MHz est ramen®e à une cadence moindre à lôaide dôun s®lecteur 

dôimpulsion basé sur un cristal électro-optique. Dans le cas de notre laser pour lô®tude de 

lôinactivation, la cadence est ramené à 10 Hz. Le faisceau est émis en géométrie colimatée 

avec un diamètre initial de 3 cm. L'un des principaux avantages de ce système pour nos 

expériences est le compresseur réglable, qui permet de modifier la durée du laser en 

introduisant une modulation de fréquence linéaire en ajustant la distance entre les réseaux de 

diffraction du compresseur. Ce réseau de diffraction va introduire une différence de chemin 

entre les diff®rentes composantes spectrales de lôimpulsion. Certaines ç couleurs è parcourront 

donc une distance plus grande que dôautres dans le dispositif dô®tirement de lôimpulsion. La 

calibration du compresseur a ®t® effectu®e ¨ lôaide dôun autocorr®lateur pas ¨ pas. La position 

d=0 correspond ¨ la dur®e minimum de lôimpulsion ŰL=40 fs sans chirp. Lorsque lôon augmente 

la distance entre les deux r®seaux du compresseur, la dur®e de lôimpulsion est augment®e en 

introduisant un chirp en raison des effets dispersifs et par la m°me occasion lôintensit® laser est 

diminuée. On parle alors dôintroduction dôun ç chirp è dans lôimpulsion, côest-à-dire, la phase de 

lôimpulsion sera une fonction du temps, quadratique id®alement. Une impulsion chirp®e 

positivement verra donc les composantes rouges arriver avant les bleues et inversement pour 

une impulsion chirpée négativement. La dur®e dôimpulsion est modifi®e par pas selon le besoin 

de lôexp®rience, de 40 fs jusquô¨ 1.5 ps. Le syst¯me laser d®livre une impulsion de dur®e 

nominale 40 fs, et son ®tirement dans le temps est g®r® par lôintroduction dôune d®rive de 

fréquence contrôlée en déréglant le compresseur en fin de chaîne laser par rapport à sa 

position optimale. Pour toutes les expériences présentées, la dérive de fréquence introduite est 

positive. Pour mesurer la durée des impulsions incidentes des lasers à 800 nm et à 400 nm sur 

lô®chantillon, nous avons utilisé deux techniques: lôinterf®rom®trie spectrale de phase pour la 

reconstruction directe par champ électrique (« Spectral phase interferometry for direct electric-

field reconstruction » : SPIDER) [119] et auto-corrélation résolue en fréquence (« Frequency-

Resolved Optical Gating » : FROG) [120]. À partir de ces mesures, nous avons vérifié que la 

variation de lô®nergie laser (et donc de la puissance) ne modifie pas la dur®e de lôimpulsion. 

Nous avons utilisé un contrôleur d'intensité variable pour faire varier l'énergie de l'impulsion 

laser. Ce contrôleur à intensité variable se compose de deux polariseurs en couche mince et 

dôune lame demi-onde. Il est placé avant le compresseur dans l'amplificateur. Le premier 

polariseur est utilisé pour définir la polarisation linéaire du faisceau incident, tandis que l'axe de 

passage du second polariseur est réglé dans la direction de polarisation avec l'efficacité 

maximale de diffraction des réseaux du compresseur. La demi-lame d'onde, qui est placée 
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entre ces deux polariseurs, sert à inverser la polarisation du laser incident. En faisant pivoter le 

plan de polarisation des impulsions laser incidentes dôhorizontale ¨ verticale, lô®nergie des 

impulsions femtoseconde comprimées variait du maximum au minimum. Avant chaque 

expérience, l'énergie des impulsions (EL) est mesurée après la lentille de focalisation à l'aide 

d'un détecteur pyroélectrique (J-10MB-LE, Coherent) et d'un compteur d'énergie (LabMax-TOP, 

Coherent). Lorsque nous parlons dô®nergie mesur®e, nous consid®rons lô®nergie moyenne du 

faisceau. Une lentille (f = 50 cm) est utilisée pour focaliser le faisceau laser dans la zone 

d'échantillonnage. Le diamètre du faisceau laser qui interagit avec les échantillons est de 1 cm 

dans toutes les expériences. La combinaison du grand diamètre du faisceau laser avec une 

haute énergie (20 mJ) résulte en un traitement viral rapide qui peut surmonter le besoin de 

temps d'irradiation longs et éliminer les contraintes sur la mise en îuvre pratique 

correspondante. 

 

Figure 4. 6  Montage expérimental. Les diagrammes A, B et C concernent des expériences avec le laser 

10 Hz à différentes longueurs d'onde: (A): 800 nm; (B): 400 nm et (C): 800 nm et 400 nm. 

Pour ces expériences, nous avons utilisé le laser avec différentes longueurs d'onde pour le 

processus d'inactivation du virus. Premi¯rement, lôimpulsion principale ¨ une dur®e dôimpulsion 
































































































































































