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Résumé

Les biosenseurs bactériens représentent une technologie innovante et prometteuse
pour la surveillance environnementale. Ces dispositifs utilisent des bactéries vivantes, le plus
souvent génétiqguement modifiées, pour détecter et signaler la présence de polluants, de métaux
lourds et d'autres substances nocives avec une haute sensibilité et specificité, comparativement
aux méthodes traditionnelles, offrant des solutions efficaces et respectueuses de
I'environnement. Apparus dans les années 1980 avec I’introduction des genes lux, ces
biosenseurs ont bénéficié des progres en biologie moléculaire et en génie génétique. Leur
conception repose sur des techniques de transformation bactérienne et 1’intégration de systémes
rapporteurs optimisés par des outils modernes comme le clonage Gibson ou CRISPR-Cas. Les
biosenseurs bactériens fonctionnent en utilisant des bactéries équipées de genes rapporteurs et
de transducteurs leur permettant la conversion de la réponse biologique en un signal mesurable,
tel que la fluorescence ou la bioluminescence, en réponse a un stimulus spécifique. Malgré
leurs nombreux avantages, ils font face a des défis d’ordres techniques, environnementaux et
réglementaires. Toutefois, 1’intégration de nanotechnologies, de microfluidique et d’approches

multidisciplinaires ouvre des perspectives prometteuses pour leur développement futur.

Mots clés : Biosenseurs bactériens, surveillance environnementale, bactéries génétiquement

modifiées, détection des contaminants.



Abstract

Bacterial biosensors represent an innovative and promising technology for
environmental monitoring. These devices use living bacteria, most often genetically modified,
to detect and signal the presence of pollutants, heavy metals, and other harmful substances with
high sensitivity and specificity, compared to traditional methods, offering effective and
environmentally friendly solutions. Emerging in the 1980s with the introduction of lux genes,
these biosensors have benefited from advances in molecular biology and genetic engineering.
Their design relies on bacterial transformation techniques and the integration of reporter
systems optimized by modern tools such as Gibson cloning or CRISPR-Cas. Bacterial
biosensors operate by using bacteria equipped with reporter genes and transducers, allowing
the conversion of the biological response into a measurable signal, such as fluorescence or
bioluminescence, in response to a specific stimulus. Despite their numerous advantages, they
face technical, environmental, and regulatory challenges. However, the integration of
nanotechnologies, microfluidics, and multidisciplinary approaches opens promising
perspectives for their future development.

Keywords: Bacterial biosensors, environmental monitoring, genetically modified bacteria,

contaminant detection.
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Introduction

Depuis plusieurs décennies, la surveillance environnementale est devenue une
préoccupation majeure en raison de I'augmentation des polluants dans I’air, des contaminations
des sols, la présence de métaux lourds et de composes organiques toxiques dans les ressources
hydriques. Cette situation représente une réelle menace pour la santé des écosystemes et des
populations. Pour cette raison, les défis environnementaux contemporains, exigent des outils
de surveillance toujours plus performants et innovants puisque, les méthodes traditionnelles de
détection et de surveillance, bien qu'efficaces, présentent souvent des limites en termes de
sensibilité, de spécificité et de colt. Dans ce contexte, les biosenseurs bactériens émergent
comme une technologie prometteuse, offrant des solutions innovantes pour une surveillance

environnementale plus précise et plus efficace.

Les biosenseurs bactériens sont des dispositifs qui utilisent le plus souvent des bactéries
génétiquement modifiées ou naturelles pour détecter et signaler la présence de substances
spécifiques dans I'environnement. Ces dispositifs combinent la sensibilité et la spécificité des
réactions biologiques avec la précision des techniques de détection modernes. Les bactéries,
en tant qu'organismes vivants, peuvent réagir a une large gamme de stimuli environnementaux,

ce qui les rend particulierement adaptées a la surveillance de divers polluants et contaminants.

L'application des biosenseurs bactériens a la surveillance environnementale présente plusieurs
avantages significatifs. Tout d'abord, ces dispositifs sont souvent plus sensibles et plus
spécifiques que les méthodes traditionnelles, permettant une détection plus précise des
contaminants. Ils peuvent aussi étre utilisés pour une surveillance en temps réel et in situ, ce
qui permet une réponse rapide et ciblée aux problémes environnementaux. De plus, les
biosenseurs bactériens sont généralement plus rentables et respectueux de I'environnement, car

ils utilisent des organismes vivants et des processus biologiques naturels.

Cependant, malgré leurs nombreux avantages, les biosenseurs bactériens présentent également
des défis. La stabilité et la durabilité des bactéries dans des environnements complexes peuvent
étre des problémes, et des recherches supplémentaires sont nécessaires pour améliorer leur
performance et leur fiabilité. De plus, lI'intégration des biosenseurs bactériens dans les systemes
de surveillance existants necessite des développements technologiques et des investissements

supplémentaires.

Dans cette optique, ce mémoire propose une étude théorique approfondie des biosenseurs

bactériens et leur application a la surveillance environnementale. Ce manuscrit est composé de



Introduction

3 chapitres. Le premier, présente des généralités sur les biosenseurs, incluant les principales
dates marquant leur découverte ainsi que leurs mécanismes de fonctionnement. Le second
chapitre est consacré aux méthodologies de conception et d’utilisation spécifiques dans divers
aspects de la surveillance environnementale. Enfin, le dernier chapitre aborde les perspectives
d’évolution de ces dispositifs, en s’appuyant sur les innovations récentes et en analysant les

défis techniques, biologiques et éthiques qu’ils soulévent.

A travers cette étude, nous espérons contribuer & une meilleure compréhension des
potentialités des biosenseurs bactériens et a leur utilisation optimale pour une surveillance

environnementale plus efficace et plus durable.
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Chapitre 1. Généralités sur les biosenseurs bactériens

1. Historique

L’histoire des biosenseurs remonte a 1953 avec le premier concept de « biocapteur »
introduit par Leland Clark (Figure 1), qui développa un capteur ou senseur électrochimique
utilisant une électrode a oxygene pour mesurer les variations de tension liées a la concentration
d’oxygéne dans le sang (Figure 2) [1]. Plus tard, en 1962, ses travaux, ont été adaptés pour

mesurer la glycémie chez les patients [2]. Leland Clark a été connu comme le « pere des

biosenseurs » [3,4].
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Figurel. Photo de Leland Clark. Figure 2. Schéma d'une électrode a oxygene pour la détection

électrochimique.

La découverte de la GFP (Green Fluorescent Protein) dans la méduse Aequorea victoria au
début des années 1960, a révolutionné le domaine de la biologie [5,6]. L'introduction de la GFP
comme marqueur fluorescent a conduit au développement de biosenseurs basés sur le transfert
d'énergie par résonance de fluorescence (FRET). Ces biosenseurs permettent de détecter des
interactions moléculaires ou des modifications conformationnelles en mesurant les variations

de fluorescence entre deux protéines fluorescentes [7].

L’émergence des biosenseurs bactériens dans les années 1980 & 1990 a marqué une avancée
majeure dans la surveillance environnementale. Grace aux progrés du génie genétique, des
micro-organismes ont eté modifies pour intégrer des génes lux issus de bactéries

bioluminescentes telles que Vibrio fischeri, Vibrio harveyi et Photorhabdus luminescens. Dés
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1989, les premiers biosenseurs utilisant la bioluminescence ont été développés pour détecter
la présence de polluants toxiques, notamment les métaux lourds et les hydrocarbures.
L’association des génes lux a des promoteurs constitutifs ou inductifs a permis d’évaluer la
toxicité de divers environnements (eaux douces, eaux marines, sédiments, sols, eaux usées) en
mettant en évidence des mécanismes de stress, de défense ou la présence de contaminants
specifiques. Le développement de ces outils repose sur la définition précise de leur champ

d’application, ¢lément clé pour une détection efficace et ciblée des polluants [8].

Depuis les années 2000, les biosenseurs bactériens se sont diversifiés et intégrés aux
technologies environnementales, notamment pour détecter des polluants comme I'arsenic dans
I'eau potable. Grace aux avancées en biologie moléculaire, ils permettent une surveillance
efficace de la qualité de I’eau et facilitent le traitement des contaminants. Leur réle est crucial
dans 1’étude des écosystémes aquatiques, en aidant a comprendre et anticiper les effets de la

pollution, la raréfaction de I’eau et la propagation des pathogenes [9].

Aujourd'hui, I'élaboration des biosenseurs utilisant des technologies de pointe, comme
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-Associated protein (CRISPR-
Cas), a conduit a une détection plus rapide et précise. Ces biosenseurs trouvent leur application
dans plusieurs secteurs, y compris la médecine, I'agriculture, le suivi environnemental et méme

I'exploration spatiale en vue de détecter la vie microbienne [10].

2.Principe de la bio-détection par un biosenseur

Le biosenseur est un outil d’analyse innovant et miniaturis¢, dont le fonctionnement
repose sur un mécanisme de détection biologique (Figure 3). Il est constitué d’un systéme

intégrant une membrane et comprend deux éléments clés :

e Un élément biologique capable de reconnaitre spécifiqguement la cible a détecter,
e Un transducteur qui convertit I’interaction de reconnaissance en un signal physique

mesurable.

L’¢élément biologique peut étre, par exemple, un peptide, une enzyme, un acide nucléique, un
anticorps ou un micro-organisme. Quant a la transduction, elle peut s’effectuer selon différents

modes : optique, électrochimique, piézoélectrique ou calorimétrique [11].
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Figure 3. Schéma explicatif du principe d’un biosenseur [11].

3. Caractéristiques des biosenseurs
Il s’agit des caractéristiques permettant d’évaluer les performances d’un capteur et ses

propriétés analytiques. Les critéres les plus couramment utilisés sont les suivants :

3.1. Sélectivité
Il s’agit de la capacité du biosenseur a différencier plusieurs substrats. Ce parametre
dépend principalement de la composante biologique, bien que le choix du transducteur puisse

également influencer la sélectivité [12].

3.2. Sensibilité
La sensibilité représente le rapport entre la variation de la réponse du capteur et la
variation correspondante de la grandeur mesurée. Il reflete la capacité du biosenseur a détecter

de faibles changements dans la concentration du substrat [12].
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3.3. Reproductibilité
La reproductibilité est I'un des parameétres les plus critiques. Il désigne la capacité du
biosenseur a fournir des résultats trés proches lors de mesures répétées d’'une méme quantité

de la grandeur a mesurer [12].

3.4. Exactitude
L’exactitude correspond a la concordance entre le résultat de la mesure et la valeur

réelle de la grandeur mesurée. L’écart entre ces deux valeurs est appelé erreur absolue [12].

3.5. Limite de détection
Limite de détection est la plus petite valeur de la grandeur mesurée que le biosenseur
peut détecter de maniere significative par rapport au bruit de fond. Elle définit la capacité du

biosenseurs a identifier des concentrations tres faibles [12].

3.6. Temps de réponse

Le temps de réponse est un parameétre qui décrit la rapidité du biosenseur a réagir a des
changements brusques de I'ampleur de mesure dans un intervalle trés court. Il représente donc
le laps de temps requis entre le changement de la grandeur a mesurer et I'émission du signal
[12].

4. Classification des biosenseurs
4.1. Selon le type de bio-récepteur

La sélection du bio-récepteur est cruciale et doit étre compatible avec le type de
transducteur employé. Le bio-récepteur doit satisfaire plusieurs critéres, tels que : la longévité,
la simplicité d'immobilisation, I'absence d'altération due au processus d'immobilisation, la

spécificité, et la sensibilité de la réponse aux analytes ciblés [13].
4.1.1. Biosenseurs utilisant des biomolécules

Les biosenseurs moléculaires sont des dispositifs largement utilisés pour identifier des

molécules ou des ions spécifiques en solution et mesurer leur concentration. Leur
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fonctionnement repose sur la detection d'une réaction biochimique entre un ligand et un

récepteur, qui peut étre une protéine ou une enzyme.

A / Les biosenseurs a base d’acides nucléiques (ADN et ARN) : les bio-récepteurs, en
particulier ceux basés sur 'ADN/ARN, jouent un role clé dans le développement des puces a
ADN/ARN. Ces dispositifs sont utilisés pour détecter des substances toxiques, des toxines ou
des organismes pathogenes, tels que les bactéries alimentaires. Leur fonctionnement repose sur
le principe d'hybridation, ou des fragments d'ADN/ARN complémentaires (généralement de
moins de 60 bases) se lient a des sequences immobilisées sur la puce. Parfois, des molécules
mimant cette hybridation sont également employées [13]. L'utilisation de séquences d’ADN
comme bio-récepteurs sur ces puces suscite un intérét croissant en raison de leur potentiel dans
divers domaines. Les biosenseurs d'’ADN ou biopuces (microréseaux d’ADN) représentent une
technologie innovante qui exploite l'appariement spécifique de deux oligonucléotides
complémentaires. Cette approche permet non seulement d'identifier des séquences génétiques,

mais aussi de détecter des mutations génétiques [14].

B / Les biosenseurs enzymatiques : historiquement, les enzymes ont été les premiers bio-
récepteurs étudiés et restent, encore aujourd'hui, les éléments biologiques les plus couramment
utilisés pour la conception de biosenseurs. Elles présentent plusieurs avantages, notamment la
possibilité de modifier leurs propriétés catalytiques et leur spécificité en fonction des substrats,
par exemple en ajustant la structure de leurs sites actifs [14].

Cependant, leur utilisation comporte certaines limites. Parmi celles-ci figurent un co(t élevé
de purification, une spécificité insuffisante pour distinguer des polluants appartenant a une
méme famille (par exemple, la détection différenciée des métaux lourds dans les eaux
polluées), ainsi qu'une stabilité limitée qui les rend souvent inadaptées a une utilisation in situ
[15].

Malgré ces contraintes, les enzymes sont employées dans une grande variété de domaines. Leur
application la plus connue reste la création du biosenseur a glucose, basé sur l'utilisation du
glucose oxydase. Cette innovation a marqué un tournant dans le développement des

biosenseurs et demeure une référence dans le domaine [2].
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C / Les biosenseurs immunologiques : les biosenseurs utilisant des anticorps (Ac) comme bio-
récepteurs suscitent un intérét majeur, notamment pour la détection immunologique directe,
c'est-a-dire sans recourir a des molécules marquées. Le développement d'une méthode basée
sur l'interaction antigéne-anticorps (Ag-Ac) repose sur la capacité a mesurer un signal physique
généré par la formation du complexe immun. Trois principales techniques de détection sont

utilisées : optique, piézoélectrique et électrochimique [14].

Les anticorps, employés dans les immunocapteurs, offrent une plus grande polyvalence que les
biosenseurs enzymatiques. lIs se lient de maniére spécifique a des polluants individuels ou a
des familles de polluants, avec une large gamme d'affinités. Cependant, leur utilisation est
limitée par la complexité de leur conception et le besoin de réactifs spécialisés pour chaque

biosenseur développé (Figure 4) [13,14].

Parmi les applications les plus connues, le test ELISA (Enzyme-Linked Immuno Assay) est
largement utilisé. Ce test permet de détecter la présence de protéines, anticorps ou antigenes,

et constitue une référence dans le domaine de la détection immunologique [14].
4.1.2. Biosenseurs a cellule entieres

Les biosenseurs a cellules entieres utilisent des cellules vivantes, telles que des bactéries,
en tant qu'éléments sensibles. Ces cellules sont choisies pour leur capacité a produire des
enzymes ou des protéines spécifiques, régulées par des éléments génétiques connus.
Lorsqu'elles sont exposées a des substances chimiques cibles, des promoteurs génétiques sont
activés, ces substances sont été détectées a l'intérieur ou a I'extérieur de la cellule. Ces systémes
de reconnaissance, trés spécifiques, sont particulierement utiles pour évaluer la toxicité, la
biodisponibilité, et parfois méme la bio-accessibilité de contaminants environnementaux tels
que les métaux lourds, les hydrocarbures, les composés aromatiques, les dérivés chlorés ou les
pesticides [15].

La réponse cellulaire a ces contaminants peut se manifester a I'échelle de la cellule par des
changements de forme, de taille, de couleur ou de mobilite, ou a I'échelle moléculaire par
I'activation de génes promoteurs et la production de protéines spécifiques. En exploitant ces
mécanismes, des manipulations génétiques permettent de modifier les cellules pour qu'elles

génerent des signaux luminescents ou fluorescents en présence des contaminants cibles. Ces
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biosenseurs a cellules entiéres sont plus robustes que les biosenseurs traditionnels, car les
cellules sont des systemes flexibles, autonomes sur le plan énergétique et capables de s'auto-
renouveler. lls sont également moins sensibles aux perturbations ou aux interférences externes
[15].

Les avancées en imagerie et en spectroscopie de fluorescence permettent d'analyser la réponse
de ces biosenseurs a I'échelle d'une population cellulaire (par spectrofluorimétrie) ou d'une
cellule individuelle (par microscopie de fluorescence). Différents systemes d'imagerie sont
ainsi utilisés pour visualiser et quantifier les réactions de bioluminescence et de
chimioluminescence, offrant ainsi des outils puissants pour la détection et I'analyse des

contaminants environnementaux [16].

ADN Protéine Bactérie Enzyme ~

e

Transducteur

Bio-récepteur

~

Figure 4. Représentation schématique des différents biorécepteurs [17].
4.2. Selon le type de transducteur

Les biosenseurs reposent sur l'utilisation de différents types de transducteurs, qui jouent
un réle central dans leur conception. La nature de ces transducteurs, variable selon les
dispositifs, constitue souvent un critere de classification des types de biosenseurs. Parmi les

biosenseurs microbiens, on distingue notamment :
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A/ Tansducteur optique : les transducteurs optiques permettent de réaliser diverses mesures,

telles que :

- La bioluminescence : est un phénoméne observé chez certaines bactéries, comme Vibrio
fischeri, Escherichia coli ou Phosphobacterium phosphoreum, qui ont la capacité naturelle de
produire de la lumiére. L'intensité de cette luminescence peut varier en présence de Composes
toxiques, offrant ainsi un indicateur sensible de leur présence. Cette variation est généralement
mesurée a l'aide de luminomeétres, dont la configuration est adaptée au biosenseur utilisé 1’étude
menée par Jouanneau et al. (2011), des souches d’Escherichia coli génétiqguement modifiées
ont été exploitées pour émettre de la lumiere. Les perturbations de la bioluminescence induites
par des métaux lourds ont été mesurées a l'aide d'un luminométre capable de lire des
microplaques contenant les bactéries immobilisées. Cette approche a permis une détection
précise et sensible des contaminants [18].

- La fluorescence : est la lumiere émise par un composé a une longueur d'onde spécifique apres
avoir été excité par une lumiere de longueur d'onde plus courte. Ce systeme de transduction est
tres répandu dans la conception de biosenseurs en raison de sa simplicité de fabrication. I

existe deux principaux types de biosenseurs a fluorescence :

e Ceux exploitant la fluorescence de molécules intrinséques aux organismes, comme le
biosenseur a fluorescence chlorophyllienne développé sur Chlorella vulgaris [19].
e Ceux mesurant la transformation d'un substrat non fluorescent en un produit fluorescent
(ou inversement), grace au métabolisme du micro-organisme.
Ces approches permettent une détection sensible et spécifique, faisant de la fluorescence un

outil polyvalent pour la création de biosenseurs.

-La colorimétrie : principalement utilisée dans les biosenseurs bactériens, repose sur la
transformation d'un substrat chromogene en un produit coloré (ou l'inverse) grace a l'action
métabolique d'une enzyme ou d'un organisme. La concentration du produit coloré est ensuite
déterminée par des méthodes optiques, telles que la photographie suivie d'une analyse de
I'intensite de la couleur a l'aide de logiciels comme ImageJ, ou par spectrophotométrie. Cette
méthode offre une approche simple et efficace pour la détection et la quantification de

substances cible [19].

10
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B / Transducteur électrochimiques : les transducteurs électrochimiques permettent plusieurs
types de détection, tels que : La pile a combustible microbienne qui transforme I'énergie
chimique produite par des bactéries en énergie électrique [20]. Toute modification du
métabolisme bactérien ou de la consommation de substrat peut entrainer une variation de
'énergie électrique générée par la biopile a combustible,’ampérométrie,la voltamétrie

cyclique, La conductimétrie et la potentiométrie [16].

5. Définition des biosenseurs bactériens

Les biosenseurs bactériens sont des instruments analytiques qui utilisent des bactéries
génétiqguement modifiées pour repérer des composés spécifiques et produire des signaux
mesurables. Ces dispositifs exploitent les mécanismes de détection naturels des bacteéries,
adaptés pour produire des signaux tels que la fluorescence, la luminescence ou les sighaux
électrochimiques en réponse a des molécules cibles. En régle générale, un biosenseur bactérien
est constitué d'un récepteur qui reconnait la molécule cible et d'un systéme de communication

qui transforme cette détection en un signal déetectable [21].
6. Composition et mécanisme d’action des biosenseurs bactériens
6.1. Composition

Les biosenseurs bactériens sont constitués de divers composants essentiels qui les

habilitent a identifier des analytes précis et a produire des signaux quantifiables :

6.1.1. Hote bactérien : habituellement, on utilise des bactéries génétiqguement
altérées comme Escherichia coli, grace a leur génome clairement defini et a leur
manipulation aisée. Ces bactéries fonctionnent comme un élément d'identification

biologique [21].

6.1.2. Bio-récepteur : une molécule présente dans la cellule bactérienne qui
identifie des substances spécifiques ciblées (toxines, polluants ou indicateurs de
maladie). Cela peut faire référence a des récepteurs bactériens naturels ou a des

protéines altérées, élaborées pour s'associer a des analytes particuliers [21].

11
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6.1.3. Systéme de rapporteur : un géne indicateur est incorporé au génome de la
bactérie afin de générer un signal quantifiable lors de I'identification de la molécule
cible. Les systemes de rapport couramment utilisés incluent les protéines fluorescentes
comme la GFP,les enzymes luminescentes telles que la luciférase ou les méthodes

électrochimiques [21].

6.1.4. Transducteur : le transducteur transforme la réaction biologique en un
signal physique comme la lumiere ou la fluorescence qui peut étre quantifi¢ a I’aide

d’instruments externes (microscopie a fluorescence, luminomeétre et caméra CCD) [22].

6.1.5. Processeur de signaux : ce dispositif analyse et évalue le signal produit

par le transducteur pour une étude plus approfondie [22].
6.2. Mécanisme d’action des biosenseurs bactériens

Les biosenseurs bactériens fonctionnent grace a un mécanisme dans lequel les cellules
bactériennes sont génétiqguement modifiées pour reconnaitre et répondre a des molécules ou

des conditions spécifiques on a :

a. Mécanisme de reconnaissance : les bactéries possédent naturellement des mécanismes de
détection, tels que les systemes a deux composants (TCS) (Annexe 1), qui peuvent étre
réutilisés pour la biodétection. Ces systemes comprennent un récepteur qui se fixe sur une

molécule cible, déclenchant ainsi une réponse [23].

b. Transduction du signal : lors de la liaison, le récepteur déclenche une cascade
transcriptionnelle. Cette cascade est destinée a générer un signal quantifiable, généralement par

I'expression d'un géne rapporteur [24].

c. Expression du gene rapporteur : le géne indicateur génére une réponse décelable, comme la
fluorescence ou la bioluminescence, lorsqu'il est exposé a la molécule cible. Cette sortie (ce

signal) fonctionne comme un indicateur de la présence de I'analyte [25].

12
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7. Domaine d’application des biosenseurs bactériens

7.1. Application dans I’industrie agroalimentaire

L’industrie agroalimentaire développe activement des méthodes d’analyse rapides,
fiables et économiques afin d’assurer la qualité et la sécurité des denrées alimentaires. Dans ce
contexte, les biosenseurs représentent une solution innovante de surveillance en temps réel de
parametres clés tels que le pH, la température, I’humidité ou la teneur en oxygene, garantissant
ainsi le respect des normes de qualité. Leur capacité a détecter rapidement des contaminants
dangereux notamment les pesticides, les métaux lourds et les toxines contribue

significativement a la maitrise de la sécurité sanitaire des aliments [26, 27, 28].

Plus particuliérement, les biosenseurs sont devenus des outils de choix dans la détection rapide
des toxines et des bactéries pathogenes telles que Listeria monocytogenes, Escherichia coli ou
Salmonella, qui représentent une menace majeure pour la santé publique. En effet, les
infections alimentaires causées par ces agents seraient responsables d’environ 40 % des 50
millions de décés annuels attribués aux maladies infectieuses dans le monde. Gréace a leur haute
spécificit¢ et sensibilité, ces dispositifs permettent d’identifier les agents pathogénes en

quelques minutes seulement, souvent sans préparation préalable de 1’échantillon [29].
7.2. Applications dans le domaine clinique

La recherche menée par Liu et al. (2025), explore les progres récents en matiére de
biosenseurs bactériens et leurs applications innovantes dans le domaine médical. Grace a
I’ingénierie génétique et a la biologie synthétique, des bactéries telles que Escherichia coli ou
Salmonella typhimurium ont été modifiées pour détecter des biomarqueurs spécifiques associés
a des maladies humaines, transformant ces signaux en réponses mesurables (bioluminescence,
fluorescence, etc.). Les biosenseurs bactériens offrent des perspectives novatrices, notamment
dans la détection du cancer et la surveillance du diabéte. Dans le cas du cancer, certaines
souches bactériennes comme E. coli Nissle 1917 et Salmonella ont été génétiquement
modifiées pour cibler le microenvironnement tumoral, ou elles détectent des biomarqueurs tels
que le lactate ou les conditions d’hypoxie caractéristiques des tissus cancéreux. Ces bactéries
expriment des geénes rapporteurs (tels que luxCDABE ou lacZ) produisant des signaux
bioluminescents ou colorimétriques, permettant ainsi une détection non invasive de métastases,

notamment hépatiques, par simple analyse urinaire. Concernant le diabete, des biosenseurs ont

13



Chapitre 1. Généralités sur les biosenseurs bactériens

été congus pour détecter le glucose dans les urines, en réponse a I’hyperglycémie. Par exemple,
E. coli a été programmée pour exprimer des protéines fluorescentes sous le contrdle d’un
promoteur sensible au glucose, encapsulée dans des billes de gel assurant sa stabilité et sa
sécurité. Ce systeme a montré une sensibilité ¢levée (88,9 %) et une spécificité de 96,3 % pour
la détection de la glycosurie chez les patients diabétiques. Ces dispositifs représentent une
alternative économique et non invasive aux méthodes classiques, particuliérement adaptée au

suivi personnalisé et a la télésurveillance dans les milieux a ressources limitées [30].

7.3. Application a la surveillance environnementale

7.3.1. Application dans le développement durable

Les biosenseurs sont des dispositifs innovants capables de détecter avec précision les
impuretés présentes dans 1’air, I’eau et le sol. Leur conception repose sur 1’intégration
d’éléments biologiques sensibles (enzymes, bactéries, anticorps, ADN, etc.) a des systémes de
détection physico-chimiques. Grace a leur faible cott, leur simplicité d’utilisation, I’absence
de matériel complexe, leur portabilité et leur capacité a fonctionner in situ, ils constituent une
solution idéale pour la surveillance environnementale, en particulier dans les pays en
développement ou les ressources sont limitées. Par exemple, des biosenseurs portables ont été
congus pour détecter 1’arsenic ou le plomb dans 1’eau potable, ce qui permet d’identifier
rapidement des menaces sanitaires majeures [31,32]. Ces dispositifs contribuent directement a
la réalisation de plusieurs Objectifs de Développement Durable (ODD), notamment 1’0ODD 6,
1’ODD 12, I’ODD 13, I’ODD 14 et I’0ODD 15 (Annexe2). Ils sont utilisés pour surveiller la
pollution dans les rivieres, détecter des contaminants multiples (métaux lourds, pesticides,
agents pathogenes), évaluer la toxicité globale de I’eau a travers des indicateurs tels que la
DBO (Demande biochimique en oxygéne) et la DCO (Demande chimique en oxygene), et ainsi
prévenir les effets de I’eutrophisation [33, 34]. Dans les milieux agricoles, les biocapteurs
permettent d’assurer une agriculture durable (ODD 2), en contrélant les résidus de pesticides
ou de pathogeénes dans les aliments (comme E. coli ou Salmonella) et en optimisant I’utilisation
d’intrants comme 1’eau ou les engrais, ce qui contribue également a ’ODD 12. Du point de
vue de la santé publique (ODD 3), ces capteurs sont utilisés dans le diagnostic rapide de
maladies infectieuses, notamment dans les régions a faibles ressources, facilitant ainsi I’acces
aux soins. Par ailleurs, le développement et la fabrication de biosenseurs stimulent I’innovation

scientifique et technologique (ODD 9), en favorisant une industrialisation verte et responsable,
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et en intégrant des matériaux durables et biodégradables dans une logique d’économie
circulaire. Ainsi, les biosenseurs représentent une technologie clé, a I’interface entre la science,

I’environnement et la société, contribuant activement a une transition vers un développement

durable global [35,36].

7.3.2. Détection dans la détection des métaux lourds et polluants
La pollution par les métaux lourds, principalement issue d’activités industrielles comme
I’exploitation miniére ou la métallurgie, constitue un danger majeur pour la sant¢ humaine et
les écosystémes. Des éléments comme le plomb (Pb), le chrome (Cr), I’arsenic (As) ou le
mercure (Hg) sont particulierement préoccupants en raison de leur forte toxicité et de leur
résistance a la biodégradation. Ils s’accumulent facilement dans les sols, les eaux et les
organismes vivants, rendant leur surveillance environnementale indispensable pour limiter les

risques et préserver la biodiversité.

Parmi les méthodes de détection, les biosenseurs représentent une solution innovante et
efficace. Ces dispositifs permettent d’identifier et de mesurer la présence de métaux lourds
dans différents milieux comme 1’eau, 1’air ou les déchets. Les sondes ADN, par exemple,
reperent les ions métalliques grace a la formation de structures spécifiques et stables au sein de
I’ADN. D’autre part, les biosenseurs microbiens exploitent des bactéries génétiquement
modifiées avec des génes rapporteurs, capables de traduire une réponse biologique en signal
mesurable. Ces outils facilitent le suivi de la qualité de I’eau et contribuent a une meilleure

gestion des pollutions [35].
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Chapitre 11. Méthode de conception des biosenseurs bactériens appligués a la surveillance

environnementale

1. Introduction

Les biosenseurs bactériens offrent des solutions innovantes pour la détection et la
quantification et la surveillance des polluants dans divers environnement, notamment le sol et
I'eau. L'initiation du développement des bactéries genétiquement modifiés portant dans leur
génome des genes lux étrangers provenant des bactéries bioluminescentes (telles que Vibrio
fischeri, Vibrio harveyi ou Photorhabdus luminescens) a eu lieu a la fin des années 1980.
L'association des genes lux avec des promoteurs constitutifs ou inductifs (engagés dans des
stratégies d'homéostasie, de résistance et de réparation) ont permis d'évaluer la toxicité de divers

échantillons issus d'environnements tres différents [37].

La conception de biosenseurs de cette nature nécessite la détermination de plusieurs
parametres [38]. Il est primordial, en premier lieu, de déterminer le domaine d'application, c'est-
a-dire le secteur d'étude dans lequel le biosenseur sera mis en ceuvre. Par exemple, cela peut
concerner l'identification d'un composeé particulier ou d'un effet toxique général ou spécifique
dans un milieu donné. Aussi, il est nécessaire de déterminer I'nbte et le systeme de régulation
appropriés en fonction du domaine d'application. L'organisme héte doit étre en mesure de réagir
de facon optimale aux conditions de I'environnement choisi (par exemple, le pH, la température,
la salinité) et posséder un systéme de régulation approprié assez réactif pour répondre a une
toxicité globale ou spécifique, ou a la présence d'un composé cible [39].

2. Sélection de la souche bactérienne

Le choix de la souche bactérienne constitue une étape déterminante dans la conception
de biosenseurs. Il dépend de plusieurs critéres, a la fois biologiques, génétiques, techniques et
applicatifs. De maniére générale, les souches selectionnées doivent étre non pathogenes, faciles
a cultiver, et présentent une stabilité physiologique et génétique suffisante pour permettre un
fonctionnement reproductible du biosenseur. Un paramétre essentiel est le temps de génération,
qui influe directement sur la rapidité de réponse du systeme ; les bactéries a croissance rapide
sont généralement privilégiées. La robustesse de la souche face aux variations
environnementales (pH, température, salinité, contaminants) est egalement un facteur cle,
notamment pour les applications in situ sur le plan génétique, les souches retenues doivent

disposer d’un génome bien caractérisé et étre compatibles avec les outils de génie génétique
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disponibles (vecteurs, promoteurs, systemes d’expression, etc.). Cela permet I’introduction
ciblée de circuits de détection, tels que les systemes de bioluminescence ou de fluorescence,

tout en limitant les interférences métaboliques.

Enfin, la spécificité de réponse a 1’analyte ciblé, qu’il s’agisse d’un métal, d’un polluant
organique ou d’un perturbateur endocrinien, oriente souvent le choix vers des souches
possédant des régulateurs naturels ou des capacités d’induction compatibles avec les objectifs

du biosenseur.

Ainsi, plusieurs genres bactériens sont régulierement utilisés selon les besoins

(Escherichia, Pseudomonas, Bacillus, Vibrio ...) [8,40].

3. Conception génetique des biosenseurs bactériens

Une fois la souche sélectionnée, il est nécessaire d’identifier les génes et les promoteurs

spécifiques qui répondront a la substance cible. Cela peut impliquer :
3.1. Le Promoteur

Le promoteur est un site sur I'ADN d'une centaine de bases, peut étre définit comme ca
a été reporté par Weis and Reinberg (1992) : « La plus petite unité nécessaire et suffisante a
I’initiation de la transcription in vitro par I’ARN pol II et les facteurs généraux de transcription
». Un promoteur spécifique au métal est un type de promoteur dont l'activité est contr6lée par
la présence ou l'absence d'ions métalliques. Ces régulateurs sont fréquemment gérés par des
protéines métalliques qui identifient la teneur en métaux (comme le fer ou le zinc) et ajustent
I'expression du gene en fonction de cette concentration [41]. Par exemple, chez certaines
bactéries, des opérons codant pour des métallophores (molécules de capture de métaux) sont
sous le contr6le de promoteurs sensibles a la concentration en métaux, via des répresseurs

comme Zur (pour le zinc) ou Fur (pour le fer) [42].
3.2. Le ribosome binding site (RBS)

Le RBS (Ribosome Binding Site), ou Shine-Dalgarno (SD), est une séquence d'’ARN
bréve positionnée avant le codon de départ AUG (Adénine - Uracile — Guanine) sur I'ARN
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messager, qui agit comme un point d'attachement pour le ribosome afin de commencer la
traduction, Cette région s'associe a une zone fortement préservée et riche en pyrimidine de
I'ARNr 16S. La séquence RBS est cruciale pour surveiller I'efficacité de I'expression des
protéines. L'association entre le promoteur et la RBS est employée pour ajuster précisement

I'expression d'un géne [43].
3.3. Le géne rapporteur

Les genes rapporteurs jouent un réle central dans la conception des biosenseurs
bactériens, en permettant la transduction de signaux biologiques en réponses mesurables. Parmi
eux, le systtme IuxCDABE, issu des bactéries marines telles qu’Aliivibrio fischeri ou
Photorhabdus luminescens, est particulierement prisé en raison de sa capacité a produire une
bioluminescence autonome, sans ajout de substrat externe. Ce systeme encode un ensemble
d’enzymes, dont la luciférase (codée par les génes luxA et luxB), responsable de I’émission de
lumicére visible. Cette enzyme catalyse 1’oxydation de substrats intracellulaires (FMNH,, acide
gras) en présence d’oxygene, produisant ainsi une émission lumineuse détectable. La vitesse de
renouvellement de la luciférase, variable selon I'espéce (par exemple, 100 ms pour A. fischeri),
influence directement la dynamique du signal émis. Deux stratégies principales d'intégration
des genes lux sont couramment utilisées : I'insertion chromosomique, conférant une stabilité
génétique mais une intensité de signal réduite, et la fusion transcriptionnelle via un plasmide,
plus sensible grace au nombre élevé de copies plasmidiques par cellule. Cette derniére approche
est la plus répandue dans les dispositifs de détection. Les souches d’Escherichia coli porteuses
de I’opéron luxCDABE sont ainsi utilisées pour détecter des contaminants environnementaux
(métaux lourds, pesticides, solvants), dont la toxicité est corrélée a 1’inhibition du signal
bioluminescent [44, 45, 46, 47]. Par ailleurs, d'autres genes rapporteurs comme gfp, permettant
la visualisation de I’expression génique sous 1’action de promoteurs inductibles, sont également

exploités pour des applications en biosurveillance [48,49].

Avant leur insertion dans des vecteurs plasmidiques, ces genes rapporteurs, sont
généralement amplifiés par Polymerase Chain Reaction (PCR) afin d’amplifier de maniére
exponentielle la séquence cible d’ADN (dénaturation de I’ADN (a 95°C), I’hybridation
d’amorces spécifiques (50-65°C) et 1’élongation des nouveaux brins par une ADN polymérase

thermostable (72°C) (Figure 5).

19



Chapitre 11. Méthode de conception des biosenseurs bactériens appliqués a la surveillance
environnementale

DNA primers DNA nucleotides
polymerase (dTTPR, dCTP, dATP, dGTP)

parent ONA  [NENN [EEEN &

I il AN
Step 1: DNA template strand = = \ l f h d L']
denaturing q

(95 °C) 5: -
Step 2:
annealin
two DNA strands e . section of DNA

(55 °C) to be amplified

£
&=
o ) - . g
2
Taq g
5 =3
repeat cycle IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII | =
(20—40 times) NI \3/. ]
> new DNA strands k=]

S7 i p NN

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII b Llj. ALTTTTTTTTTT AT

Ta
four DNA strands q © Encyclopeedia Britannica, Inc

Figure 5. Schéma explicatif de la méthode d’amplification d’ADN.

3.4. Le terminateur

Chez les procaryotes, la fin de la transcription nécessite une séquence de terminaison.
D'aprés les genes, cette séquence active ou désactive le facteur protéique Rho.

4. Construction du plasmide

La construction du plasmide est une étape cruciale dans la conception des bactéries
biosenseurs. Le plasmide est un vecteur génétique qui contient les génes et promoteurs
nécessaire pour la détection et la signalisation. Les étapes incluent :

4.1. Le clonage d’ADN

Le clonage Gibson est largement utilisé dans la conception des biosenseurs bactériens
en raison de sa capacité a assembler rapidement plusieurs fragments d’ADN sans recours a des
sites de restriction. Cette méthode est particulierement adaptée pour intégrer des circuits
génétiques complexes dans des plasmides bactériens. Par exemple, elle permet 1’assemblage
simultané de promoteurs, genes rapporteurs (comme gfp ou lux), séquences régulatrices et génes
de détection spécifiques dans un seul vecteur. Grace a cette approche, les chercheurs peuvent
concevoir des biosenseurs sur mesure capables de répondre a une large gamme de signaux
environnementaux ou biologiques. Le clonage Gibson facilite également la creation des

biosenseurs multiplexes, dans lesquels plusieurs modules genétiques coexistent et réagissent a
différentes cibles (Figure 6) (Tableau 1) [50].
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Figure 6. Schéma représentant un plasmide clone.

Tableau 1. Comparaison entre le clonage Gibson et le clonage traditionnel pour la construction des

biosenseurs bactériens

Criteres Clonage Gibson Clonage traditionnel (enzymes de
restriction)
Principe Assemblage par chevauchements |Utilisation de sites de restriction

(15-40 bp).

spécifiques.

Nombre de fragments

Jusqu'a 10 fragments.

Généralement 1-2 fragments.

Temps de réaction

30-60 min (une étape).

2-3 jours (digestion + ligation).

Efficacité

>90% avec overlaps optimiseés.

30-70% selon les enzymes.

Codt

Elevé (enzymes propriétaires).

Modéré.

Applications en biosenseurs

Idéal pour circuits complexes

(promoteurs+genes rapporteurs).

Adapté aux constructions

simples.

Avantages - Pas besoin de sites de restriction.|- Bonne spécificité.
_Assemblage multi-fragments. |- Bien étabpli.
Limites - Conception des overlaps -Limitations de sites de

critique. - Codt élevé.

restriction.
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4.2. Le systeme CRISPR-Cas

Le systeme CRISPR-Cas signifie « Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats » et « CRISPR-associated proteins », est un mécanisme de défense adaptatif
(équivalent d'un systéeme immunitaire) identifié chez les bacteéries et les archées. Cela donne a
ces micro-organismes la capacité de se défendre contre les infections virales en identifiant et
en sectionnant des sequences particulieres d’/ADN ou d'ARN étrangers. Deux éléments

essentiels constituent le fondement de ce systéme :

1- Les séquences CRISPR, qui gardent en mémoire les infections précédentes sous la forme de

segments d'ADN viral.

2- Les protéines Cas, comme Cas9, Cas12 et Casl3, exploitent cette mémoire pour identifier

et sectionner de manieére tres précise I'ADN ou I'ARN cible [51].

Le systeme CRISPR-Cas offre la possibilité de modifier avec précision et
spécifiguement les génomes des organismes. Dans le domaine des biosenseurs, le systeme
CRISPR-Cas est mis en ceuvre pour apporter des changements dans des bactéries ou d'autres
organismes modeéles, dans le but d'optimiser leur aptitude a identifier des substances
particulieres. Par exemple, la technique CRISPR-Cas pourrait permettre l'insertion des genes
fluorescents ou des geénes rapporteurs, dont le comportement modifie en présence d'une

substance polluante spécifique.

Cette méthode peut également accroitre la sensibilité des cellules hotes face aux stimuli

environnementaux, optimisant de ce fait les performances des biosenseurs.

Une recherche menée par Zhang et al. (2017), a démontré I'emploi du CRISPR afin de
rendre des bactéries sensibles a l'arsenic contenu dans l'eau, par l'insertion d'un gene

déclenchant une réaction fluorescente en présence de ce polluant [52].

Le clonage traditionnel, I'assemblage Gibson et CRISPR-Cas sont trois techniques
complémentaires en ingénierie génétique pour concevoir des biosenseurs bactériens. Le
clonage traditionnel, basé sur des enzymes de restriction et des ligases, permet I'insertion fiable
de génes dans des vecteurs plasmidiques, tandis que l'assemblage Gibson offre une méthode

rapide et précise pour assembler simultanement plusieurs fragments d'ADN, utile pour des
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circuits génétiques complexes. CRISPR-Cas, quant a lui, permet une édition génomique ciblée
pour modifier I'expression des génes de détection ou optimiser les fonctions du biosenseur.
Ensemble, ces approches permettent de développer des bactéries génétiquement modifiees
capables de détecter avec sensibilité et spécificité des polluants ou des agents pathogenes,
illustrant leur importance en biologie synthétique appliquée aux capteurs biologiques [53].

5. La transformation bactérienne

Afin que la transformation se produise, les bactéries réceptrices doivent étre dans un
état appelé compétence. Sous certaines conditions environnementales, certaines bactéries
peuvent naturellement développer une compétence. Toutefois, beaucoup d'autres bactéries ne
deviennent pas naturellement compétentes, ou les conditions de ce processus restent encore a
découvrir. Du fait de lI'importance de cette transformation pour la biologie moléculaire, divers
protocoles ont été élaborés pour rendre les cellules artificiellement compétentes lorsque les

conditions de compétence naturelle restent indéterminées. Il existe 2 types de transformation :
5.1. La transformation chimique

La transformation chimique repose sur l'utilisation d'agents chimiques, principalement
le chlorure de calcium (CaCl,), qui agit en neutralisant les charges négatives de I'ADN et de la
membrane bactérienne, facilitant ainsi I'adhésion de I'ADN a la surface cellulaire. Les
bactéries, rendues compétentes par ce traitement, sont ensuite soumises a un choc thermique
(généralement a 42 °C pendant quelques secondes), provoguant la formation temporaire de
pores au niveau de la membrane plasmique par lesquels I'ADN recombiné peut pénétrer. Cette
méthode est simple, peu codteuse, et couramment utilisée pour la transformation de souches

standards comme Escherichia coli (Figure 7) [54].
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‘ BactériD

Traitement au chlorure de calcium
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' o Plasmica
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Figure 7. Schéma représentant les étapes de la transformation artificielle chimique.
5.2. La transformation physique

C’est une technique qui utilise un choc ¢€lectrique de haute tension pour créer des pores
transitoires dans la membrane bactérienne. Lorsqu'un champ électrique est appliqué
brievement, il perturbe l'organisation lipidique de la membrane, permettant & I'ADN recombiné
d'entrer dans la cellule bactérienne (Figure 8) [55].

ar _ CHOC
,_ADN ELECTRIQUE CHO¢ =
ETRANGER
CELLULES E MEMBRANE
BACTERIENNES OUVERTURE SE REFERME,
TEMPORAIRE CELLULE TRANSFORMEE
DE LA MEMBRANEJ

Figure 8. Schéma représentant les étapes de la transformation artificielle physique.
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5.3. L'électroporation

L'électroporation constitue une méthode de transformation bactérienne particulierement
adaptée au développement des biosenseurs sensibles. Cette technique permet l'introduction
efficace des plasmides porteurs de circuits génétiques détecteurs dans diverses souches
bactériennes [56]. Le principe repose sur lI'application d'un champ électrique pulsé induisant
une perméabilisation transitoire de la membrane cellulaire, facilitant ainsi le transfert dADN
exogeéne (Figure 9) [57].

Avant Application Aprés

rlectroporation de I'impulsion I’électroporation
éléctrique

ADN Electrode - 5 tra:;)i;i?res

[

Diffusion

Figure 9. Mécanisme de I'électroporation.

Comparativement aux méthodes conventionnelles comme le choc thermique,
I'électroporation présente un rendement supérieur, atteignant jusqu'a 102° transformants par
microgramme d'ADN [58]. Son principal avantage réside dans son applicabilité a des souches
récalcitrantes telles que Pseudomonas spp ou Bacillus spp, fréguemment employées dans les

biosenseurs environnementaux (Tableau 2) [56].

La réussite de la transformation repose sur I'optimisation des parameétres physiques incluant la
tension (généralement 1,8 kV pour Escherichia coli), la résistance et la capacitance [57]. Ces
parametres doivent étre ajustés en fonction des caractéristiques de la souche bactérienne et de
la taille du plasmide. Une fois transformees, les bactéries expriment des systemes rapporteurs
(GFP ou luciférase) sous le contrdle des promoteurs inductibles, permettant la détection

quantitative de contaminants spécifiques [56].
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Cette méthode s'avéere particuliérement pertinente pour l'intégration des biocapteurs dans des

systemes microfluidiques, ou la reproductibilitée et I'efficacité de transformation sont des

parametres critiques (Tableau 2) [57].

Tableau 2. Comparaison des méthodes de transformation bactérienne : chimique, physique et
électroporation.

Criteres Transformation chimique Transformation physique [Electroporation
Perméabilisation membranaire|Application d’un choc Choc électrique pulsé créant des
par CaCl, + choc thermiquelélectrique pores membranaires
Principe (42°C).
Efficacité 10°-107 transformants/pg 107 108 108-101° transformants/ug ADN.
ADN.
transformants/pug ADN.
Type de force |Chimique +température. Physique (choc électrique){Champ électrique trés élevé.
utilisé éleve.
Application en |Clonage de base dans Souches non  modeles|Biosenseurs haute sensibilité (ex

biosenseurs.

E.coli (ex : promoteurs GFP).

(ex : Bacillus pour

détection de toxines).

: Pseudomonas pour métaux

lourds).

Avantage |-Simple et peu colteuse. -Haute efficacité. - Trés Haute efficacité.
- Idéale pour E. coli. -Rapide. -Large spectre de souches.
-Limitée aux souches modeéles. |- Codt élevé. -Optimisation nécessaire (tampon,
tension).
Inconvenant |-Faible efficacité pour Gram+. |-Dommages cellulaires

possibles.

-Mort cellulaire si mal paramétré.
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6. Méthodes de culture et préparation
6.1. Conditions de culture

La réussite de la détection avec des biosenseurs bactériens repose en grande partie sur
les conditions de culture et le choix du milieu utilisé. Les bactéries hotes sont généralement
cultivées dans des milieux enrichis comme le LB (Luria-Bertani) (Annexe 3), qui favorisent
une croissance rapide et une expression efficace des constructions génétiques contenant les
génes rapporteurs. Ce milieu est souvent supplémenté en antibiotiques (comme la kanamycine
ou I’ampicilline) pour assurer la sélection des plasmides portés par les cellules transformées.
Avant I’exposition aux échantillons, une pré-culture est réalisée a 37 °C avec agitation, puis
diluée dans un volume plus important de milieu frais pour atteindre la phase exponentielle,
moment ou I’activité métabolique est optimale. Dans les expériences de détection, les bactéries
sont ensuite exposées a des solutions contenant les analytes cibles (métaux lourds, toxines...)
dans un milieu de détection. Celui-ci peut étre un milieu pauvre en nutriments (type M9
minimal ou phosphate tamponn¢), afin de réduire le bruit de fond métabolique et d’améliorer
la sensibilité¢ du signal généré par le géne rapporteur (par exemple, luxCDABE pour la
bioluminescence). Cette approche permet également d’éviter une croissance excessive de la
bactérie durant la détection, ce qui pourrait masquer la réponse spécifique a 1’analyte [47]. Par
exemple, dans une étude récente Zhang et al. (2023), ont utilisé une souche E. coli porteuse du
plasmide pZntA-lux pour détecter le cadmium et le plomb dans de I’eau de riviére. Les bactéries
étaient cultivées dans du LB, puis transférées dans un milieu MOPS (Morpholino
Propanesulfonic Acid) modifié sans glucose pour la phase de détection. Le signal
bioluminescent était mesuré apres 2 heures d’exposition, révélant une réponse dose-dépendante
dés 0,1 uM de Cd? [59].

Ce protocole standardisé de culture et de détection in vitro permet non seulement d'assurer une
reproductibilité expérimentale, mais aussi d’obtenir une réponse fiable, rapide et sensible aux

contaminants cibles.
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6.2. Validation et caractérisation

A lissue de la phase de culture, des tests de validation sont réalisés afin d’évaluer la
fonctionnalité des bactéries biosenseurs. Cette validation repose principalement sur deux
parametres clés : la sensibilité, qui reflete la capacité du biosenseur & détecter de faibles
concentrations de 1’analyte cible, et la spécificité, qui correspond a I’aptitude du systéme a

répondre exclusivement a cette molécule.
6.2.1. Test de sensibilité et spécificité

-La sensibilité : le test de sensibilité consiste a exposer les bactéries a une gamme de
concentrations croissantes de 1’analyte cible, dans des conditions expérimentales standardisées.
La réponse émise (ex. : bioluminescence via le systeme luxXCDABE) est mesurée a 1’aide d’un

luminométre ou d’un lecteur de microplaques, a intervalles réguliers.
La construction de la courbe dose-réponse permet de determiner plusieurs parametres :

e La limite de détection (LOD) : plus faible concentration produisant une réponse
significativement supérieure au bruit de fond.

e La concentration efficace 50 % (EC50) : concentration induisant 50 % du signal maximal
observé.

e Le coefficient de corrélation (R2) de la courbe, qui renseigne sur la linéarité de la réponse

dans une certaine plage de concentration [59,60].

-La spécificité : est ensuite évaluée en exposant les mémes bactéries a des substances non
cibles mais potentiellement présentes dans le milieu (par exemple, Cu2*, Cd?2*, Pb2* dans le cas
de la détection du zinc). L’absence de réponse significative a ces composés démontre la

sélectivité du systeme.

Un facteur de sélectivité peut étre défini comme le rapport entre le signal généré par la
substance cible et celui induit par les substances non spécifiques. Une spécificité élevée est
essentielle, notamment pour les applications environnementales ou de nombreux polluants

coexistent et peuvent interférer avec la detection [61].
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6.2.2. Optimisation des parametres environnementaux

Le bon fonctionnement des biosenseurs bactériens est étroitement lié aux conditions
environnementales auxquelles les bactéries sont exposées. Ces parametres influencent
directement la viabilité cellulaire, I’expression des génes rapporteurs et la qualité du signal de
détection. Parmi les facteurs les plus déterminants, on retrouve la tempeérature, le pH, la
composition du milieu, 1’oxygénation, ainsi que la présence de substances interférentes.

Une température inadéquate peut ralentir ou inhiber le métabolisme bactérien, entrainant une
production réduite de bioluminescence ou de fluorescence. Le pH du milieu affecte quant a lui
la stabilité des protéines et 1’activité des promoteurs sensibles utilisés dans les constructions
génétiques, comme pzntA ou rnB P1. De plus, la concentration en nutriments joue un role
crucial : un milieu trop riche peut masquer la réponse spécifique du biosenseur, tandis qu’un
stress nutritif, dans certains cas, est volontairement exploité pour activer certains promoteurs,

Notamment dans les biosenseurs non spécifiques [62].

L’oxygéne est également un parametre critique, en particulier pour les systémes utilisant le
géne lux, car la bioluminescence bactérienne dépend des réactions enzymatiques oxydatives.
Un manque d’oxygeéne peut donc fausser les résultats en diminuant artificiellement le signal.
Enfin, la présence d’autres polluants, des métaux en excés ou des substances toxiques, peut
provoquer une inhibition non spécifique de I’activité cellulaire, rendant difficile I’interprétation
des résultats.

Par exemple, dans une étude menée par Belkin, S. (2003) [63], il a été démontré que la réponse
bioluminescente d’E.coli porteuse d’un plasmide porteur d’un gene lux était fortement réduite
lorsque le pH passait de 7,0 a 5,5, et que 1’absence d’agitation (réduction d’oxygene) entrainait
une diminution de plus de 60 % du signal lumineux. Ainsi, pour garantir la fiabilité et la
sensibilité des biosenseurs bactériens, il est essentiel de maitriser et standardiser les conditions
environnementales lors des expérimentations, notamment lors de leur utilisation en milieux

réels ou ces paramétres varient considérablement [62].

7. Fonctionnalisation des promoteurs métallorégulés des biosenseurs bactériens

Les biosenseurs cellulaires basés sur des bactéries génétiqguement modifiées exploitent

des systémes naturels de régulation génique, adaptés pour detecter la présence de métaux
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toxiques dans I’environnement. Un exemple représentatif est le systéme de résistance au
mercure, impliquant la protéine régulatrice MerR, qui agit comme un interrupteur moléculaire.
En I’absence d’ions (Hg?"), MerR se fixe a la région opérateur-promoteur de génes de défense
et inhibe leur transcription (circuit « ouvert »). Lorsqu’elle détecte le mercure, sa conformation
change, empéchant cette fixation, ce qui active 1’expression de génes codant des pompes
d’efflux ou des protéines de séquestration (circuit « fermé ») [64]. En réponse a des
environnements hostiles, notamment en présence de métaux lourds, les bactéries mettent en

ceuvre des stratégies de survie et activent des réponses cellulaires adaptées :

a. Formation des biofilms : les bactéries s’assemblent en communautés encapsulées dans une

matrice extracellulaire, réduisant ainsi la pénétration des métaux toxiques [65].

b. Systémes a deux composants (TCS) : ces mécanismes de détection et de signalisation
permettent aux bactéries de réagir rapidement aux stress, dont la présence des métaux lourds
[65].

c. Séquestration intra-cytoplasmique par des protéines soufrées : les bactéries utilisent des
protéines riches en cystéine, qui possedent des groupements thiol (-SH), pour chélater et
neutraliser les ions métalliques chalcophiles comme Cd2*, Cu?* et ZnZ*, limitant ainsi leur

toxicité directe dans le cytoplasme [66, 67, 68].

d. Transformation enzymatique des métaux : certaines bactéries oxydent ou réduisent des

métaux comme I’arsenic (As) ou I’antimoine (Sb), afin d'accroitre leur innocuité.

e. Controle passif de la diffusion des métaux : la paroi bactérienne, notamment ses couches
polymériques externes, absorbe partiellement les ions métalliques, diminuant leur pénétration

dans la cellule et leur potentiel toxique [69].

f. Systeme d’efflux membranaires : les pompes d’efflux sont des protéines transmembranaires
qui garantissent 1’évacuation active des métaux hors du cytoplasme (exportent les métaux
toxiques depuis le cytoplasme vers le milieu extracellulaire). Elles représentent le mécanisme
de résistance le plus répandu chez les bactéries et offrent une gestion dynamique de la

concentration intracellulaire de métaux [69].
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Parmi ces mécanismes, les systémes d’efflux sont particulierement utilisés dans les biosenseurs
bactériens en raison de leur réponse rapide, contr6lable et reproductible. En couplant ces
systéemes a des géenes rapporteurs luminescents, il est possible de détecter et de quantifier les
métaux lourds dans un échantillon environnemental de maniere sensible et fiable [70,71]
(Tableau3).

De nombreuses études ont permis de mettre en évidence la capacité de certaines bactéries a
résister et a éliminer des métaux lourds présents dans des milieux contaminés. Par exemple, la
souche Stenotrophomonas rhizophila, isolée de sols pollués par les métaux, a démontré une
efficacité remarquable dans la biosorption du plomb (76,9 %) et du cuivre (83,4 %) a des
concentrations ¢levées. L’analyse génomique de cette souche a révélé la présence de plusieurs
geénes et opérons responsables de la résistance, tels que czc, cop et mer, ainsi que trois systémes
d’efflux (CDF, sRND, P-ATPase) permettant 1’expulsion des ions métalliques hors de la
cellule. De plus, des protéines spécifiques (thioredoxine, CutA, arsenate réductase) et des

transporteurs ABC sont également impliqués dans les processus de détoxification [65].

Tableau 3. Systémes de résistance et d'efflux des métaux lourds chez les bactéries (opérons et
transporteurs associés).

Abréviation Nom complet Fonction principale

Cop Copper resistance operon. Résistance au cuivre via des protéines
de transport et chaperonnes dans le

périplasme.

ABC ATP-binding cassette transporters. [Famille de transporteurs membranaires

utilisant I’ATP pour exporter les métaux

toxiques.
SRND Resistance-nodulation-cell division |Systémes d’efflux a large spectre pour
efflux system. métaux lourd et antibiotiques.
P-ATPase P-type ATPase metal efflux system.|Pompe ATPase specifique aux métaux

pour I’expulsion de Cu*, Zn#*, Cd?",
Pb2*,

Ces constructions genétiques, une fois validées, ouvrent la voie a leur déploiement pour une
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surveillance environnementale efficace et en temps réel.
8. Déploiement des biosenseurs bactériens in vitro et in situ
8.1. In vitro

Dans I’é¢tude menée par Roointan et al. (2015), un biosenseur bactérien a été congu a
partir d’Escherichia coli BL21 (DE3) génétiquement modifiée pour détecter le mercure en
solution aqueuse. Ce systéme utilise un plasmide recombinant (bUMERG), dérivé de pUC19,
portant la séquence régulatrice merR ainsi que la région opérateur/promoteur inductible par le
mercure, couplée au géne rapporteur gfp. En présence d’ions (Hg?*), la protéine MerR active
la transcription de gfp, conduisant a une émission fluorescente détectée par fluorométrie
(excitation a 490 nm, émission a 530 nm). L’analyse de I’intensité de fluorescence, enregistrée
apres 3 heures d’exposition a différentes concentrations de mercure, a révélé que la réponse du
biosenseur est optimale dans une plage comprise entre 1078 M et 10~* M. En dessous de 1078
M, aucune fluorescence significative n’a été observée, vraisemblablement en raison de la
répression transcriptionnelle exercée par MerR en absence de mercure. A ’inverse, a 10™* M,
I’expression de gfp diminue également, probablement a cause de la saturation du systeme
régulateur et des effets cytotoxiques du mercure sur les cellules (Figure 11) (Figure 12). 1l est
important de noter que ces cellules biosensorielles ne sont jamais relachées dans
I’environnement : les échantillons d’eau sont prélevés sur le terrain puis analysés en laboratoire
ou ils sont mis en contact avec les bactéries dans des conditions strictement contrdlées (Figure
10). Cette stratégie garantit une détection sensible et spécifique du mercure tout en évitant la
dissémination de microorganismes transgéniques, assurant ainsi la biosécurité et le respect des

réglementations environnementales [72].
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Figurel0. Principe de fonctionnement d’un biosenseur bactérien fluorescent pour la détection de
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sur une période de 3 heures [72].
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Negative Control

Figurel2. Photos de la fluorescence produite par les biosenseurs aprés exposition a différentes

concentrations de mercure [72].
8.2. In situ

Apres avoir exploré les performances des biosenseurs bactériens en conditions
contrdlées, il apparait essentiel d’évaluer leur comportement en milieu réel ou simulé, ou les
contraintes physiques, chimiques et biologiques peuvent altérer la stabilité des signaux et la
viabilité des cellules. Les applications environnementales exigent non seulement une
sensibilite élevee a de faibles concentrations de polluants, mais aussi une robustesse face aux

variations du milieu (pH, humidité, oxygénation, interactions avec la matrice solide).

v Exemple 1. Etude de biosenseur de nouvelle génération pour la détection in situ dans

les sols contaminés

L’étude menée par Liu, X et al. (2010) représente un exemple emblématique de

biosenseur de nouvelle génération, ¢ que les sols contaminés [73]. Ce systéme repose sur
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I’utilisation combinée de deux souches bactériennes génétiquement modifiées : Pseudomonas
fluorescens F113, adaptée aux environnements telluriques, et Escherichia coli DH5a,
couramment utilisée comme souche de référence en laboratoire. Les bactéries ont été

transformées avec deux génes rapporteurs complémentaires :

- gfp, permettant une détection par fluorescence (excitation a 488 nm, émission a 510 nm), avec

une sensibilité de 0,1 pg/L de polychlorobiphényle (PCB) mesurée par microscopie

- luxCDABE, produisant un signal bioluminescent détecté par luminométrie, avec une plage de

réponse linéaire comprise entre 0,5 et 50 pg/L et un temps de réponse inférieur a deux heures.

L'expression de ces genes est régulée par deux promoteurs spécifiques : bphA, activé en
présence de PCB, et pobA, sensible a certains composés aromatiques légers. Cette
configuration permet de distinguer les signaux émis selon la nature des contaminants présents

dans le milieu.

Afin de garantir une utilisation sre et contrélée en environnement ouvert ou semi-ouvert, un

dispositif de confinement biologique a trois niveaux a été mis en ceuvre :

- Auxotrophie génetique : par délétion du géne trpB, empéchant toute prolifération autonome

des bactéries dans la nature.

- Encapsulation physique : sous forme de microsphéres d’alginate-chitosan de 250 + 50 um de
diamétre (obtenues par microfluidique), renforcées par un revétement de silice nanoporeuse,

avec une rétention cellulaire > 99,7 % (validée par PCR quantitative).

- Confinement expérimental : via I’utilisation de microcosmes clos sous pression négative (-5

Pa) pour les essais sur sols artificiellement contaminés.

Les tests environnementaux ont été réalisés dans differents milieux, allant de cultures
liquides standard a des sols argileux a 30 % d’humidité, simulant des conditions proches de
terrain. Les signaux émis par les bactéries ont montré une forte corrélation avec les
concentrations de PCB mesurées par GC-MS (Gas Chromatography—Mass Spectrometry) (R2
= 0,96-0,99), validant la précision du systéeme. La stabilité du signal a été confirmée sur 30

35



Chapitre 1l. Méthode de conception des biosenseurs bactériens appligués a la surveillance

environnementale

jours a 25°C, avec une décroissance inférieure a 20 %, attribuée notamment a 1’intégration de

promoteurs secondaires sensibles au stress oxydatif (ex. : systéme oxyR) [73].

La récupération des cellules encapsulées a été optimisée par un protocole en trois étapes : lyse
ultrasonique douce (40 kHz, 30 s), centrifugation différentielle (3000-5000 g) et séparation
magnétique a I’aide de billes de Fe;O, fonctionnalisées, atteignant une efficacité de 97 £ 2 %
[73].

Conforme aux exigences de sécurité de la Directive européenne 2009/41/CE (confinement NS-
1) et présentant un taux de mutation spontanée inférieur a 10~8, ce biosenseur a été validé sur

12 congénéres de PCB prioritaires, dont les tres toxiques PCB-77 et PCB-126.

tMicrocosme : Un microcosme clos sous pression négative est un dispositif de laboratoire utilisé pour tester les biosenseurs dans des
conditions simulées proches du terrain, notamment des sols contaminés, tout en assurant :

eLe confinement biologique, en évitant toute libération accidentelle de bactéries génétiquement modifiées.

eLe controle des variables environnementales (température, humidité, redox, oxygénation, etc.).

el a sécurité expérimentale, grace a la pression négative (-5 Pa), qui empéche I'air ou les particules de s‘échapper du systéme.
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v Exemple 2. Application in situ de biosenseur bactérien a base des spores de Bacillus

subtilis

Dans une étude récente, Valenzuela-Garcia et al. (2023), ont congu un biosenseur
bactérien innovant reposant sur 1’utilisation de spores de Bacillus subtilis pour la détection de
I’arsenic dans des milicux environnementaux. Ce dispositif repose sur 1’intégration, dans la
souche 168 de B.subtilis, d’un plasmide recombinant (pAD123-Pars : gfpmut3a) contenant le
promoteur inductible de I’opéron ars fusionné au gene gfpmut3a, une forme optimisée de la
GFP. En présence d’arsénite [As (III)] ou d’arsénate [As(V)], le promoteur est activé, induisant
une production mesurable de GFP. La fluorescence générée est détectable sous lumiere UV,

permettant une lecture rapide, sans réactif additionnel [74].

Le biosenseur se distingue par sa haute spécificité : il ne réagit pas a d’autres métaux lourds
comme le plomb, le chrome, le cadmium ou le zinc, ni a des formes organiques de I’arsenic
telles que I’Acide diméthylarsinate pentavent (DMAV). Sa sensibilité est également
remarquable, avec une limite de détection de 0,1 uM (environ 7,7 pg/L), en dec¢a du seuil fixé

par I’Organisation mondiale de la santé pour 1’eau potable (10 pg/L) [74].

L’un des éléments clés de ce systéme est le recours a la sporulation naturelle de B.subtilis, qui
remplace les méthodes classiques d'encapsulation, les spores ainsi formées agissent comme des
capsules biologiques naturelles, extrémement résistantes aux agressions environnementales
(chaleur, dessiccation,UV,stress chimique). Elles permettent un stockage prolongé a
température ambiante et assurent une activation rapide du biosenseur apres rehydratation, avec

détection en seulement 4 heures. [74]

Par ailleurs, la souche utilisée présente une tolérance élevée a I’arsenic, avec une DL, de 0,89
ug/L pour As (I11) aprés 12 heures. Etant non pathogéne et classée GRAS (Generally
Recognized As Safe), elle est particulierement adaptée aux déploiements sur le terrain,

notamment dans les eaux souterraines, les sols contaminés ou les zones isolées.

Enfin, cette approche incarne une stratégie efficace de bioconfinement génétique, en
limitant la dissémination de micro-organismes génétiguement modifiés. La germination des

spores n’induit I’expression du géne rapporteur qu’en présence du polluant cible, garantissant
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un controle strict de I’activation et renfor¢ant la sécurité biologique globale du systéme. Ce
biosenseur tout-en-un constitue ainsi une solution robuste, portable et fiable pour la

biosurveillance environnementale in situ [74].

Ces exemples démontrent I'efficacité des biosenseurs bactériens pour la détection in situ de
polluants dans des matrices complexes. Cependant, leur performance dépend fortement de leur
stabilit¢ et de leur confinement dans I’environnement. C’est dans ce contexte que
I’immobilisation cellulaire joue un rdle fondamental, en assurant a la fois la viabilité des

cellules et la robustesse du signal dans des conditions réelles d’utilisation [74].
9. Immobilisation des biosenseurs bactériens

L’immobilisation est une technique essentielle pour améliorer la stabilité, la
réutilisabilité et la facilité de manipulation des biosenseurs bactériens, en particulier dans des
dispositifs d’analyse in vitro ou in situ. Elle consiste a fixer les bactéries vivantes porteuses de
constructions génétiques (plasmides) sur ou dans un support solide ou semi-solide, tout en
maintenant leur viabilité et leur capacité de réponse biologique. Cette approche permet de créer
des biosenseurs plus robustes, mieux adaptés a des applications de terrain ou a des analyses
répétées. Plusieurs méthodes d’immobilisation sont utilisées, notamment 1’encapsulation dans
des matrices de polymeéres (alginate de sodium, agarose, polyacrylamide), I’adsorption sur des
membranes (cellulose, nitrocellulose) ou la réticulation chimique. Le choix du support dépend
du type de signal a détecter (bioluminescence, fluorescence...), de la durée d’utilisation
souhaitée, et de la compatibilité avec les cellules. L’alginate est particulierement populaire en
raison de sa biocompatibilité et de sa facilité de mise en ceuvre. Par exemple, dans une étude
menée par Jansen, M et al. (2021), des cellules d’E. Coli biosenseurs bioluminescents ont été
immobilisées dans une matrice d’alginate déposée sur une plaque a puits. Les cellules ont
conservé leur capacité de détection du mercure pendant plus de 10 jours, avec une réponse
stable et reproductible. Cette méthode a permis des mesures en continu sans avoir a renouveler

la culture bactérienne a chaque analyse [63].

L’immobilisation permet également de minimiser la contamination, de faciliter le transport des

biosenseurs sur le terrain, et d’augmenter la précision des mesures en réduisant les variations
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liées a la croissance cellulaire. Toutefois, elle peut parfois entrainer une perte partielle de

sensibilite, liée a la diffusion limitée des analytes dans la matrice [63].
10. Analyse et détection du signal

Dans le fonctionnement des biosenseurs bactériens, 1’émission d’un signal mesurable,
souvent sous forme de bioluminescence, constitue 1’étape finale traduisant la reconnaissance
d’une substance cible. Pour exploiter pleinement cette réponse, il est essentiel de disposer de
méthodes précises permettant de détecter, enregistrer et analyser ce signal. L’analyse du signal
bioluminescent permet non seulement de confirmer la présence de I’élément recherché, mais

aussi d’évaluer sa concentration et d’étudier la dynamique de la réponse bactérienne.
10.1. La bioluminescence

La détection et le suivi de la bioluminescence des biosenseurs bactériens reposent
principalement sur 1’utilisation de dispositifs sensibles capables de capter la faible lumiére
émise par les bactéries genétiquement modifiées exprimant des genes luminescents, tels que
lux. Parmi les méthodes les plus courantes, les caméras CCD (Charge-Coupled Device) sont
largement utilisées pour leur haute sensibilité et leur capacité a capturer des images en temps
réel, notamment dans des environnements obscurs ou des incubateurs spécialisés. Ces caméras
permettent de suivre la distribution spatiale de la lumiere et I’évolution du signal dans le temps
[75]. Pour des mesures plus quantitatives, le luminometre constitue un outil efficace : il mesure
I’intensité de la lumiere produite par les bactéries en solution, offrant une réponse rapide et
reproductible, souvent exprimée en Unités Relatives de Luminescence (RLU) [76]. Une autre
approche consiste a utiliser des lecteurs de microplaques compatibles avec la détection de la
luminescence, permettant le traitement simultané de nombreux échantillons dans des puits
séparés, ce qui est idéal pour les tests a haut débit ou les études de cinétique [77]. Dans des
applications plus complexes, notamment en recherche biomedicale ou environnementale,
I’imagerie in vivo permet de visualiser la bioluminescence directement dans des systemes
biologiques vivants, grace a des équipements spécialisés. Quel que soit le dispositif utilisé,
certaines conditions expérimentales doivent étre rigoureusement respectées ; une obscurité
totale pour éviter les interférences lumineuses, une température controlée adaptée a I’activité

de la luciférase, et une normalisation de la densité bactérienne pour garantir la reproductibilité
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des mesures. Ces techniques de détection offrent ainsi des outils puissants pour exploiter
pleinement le potentiel des biosenseurs bactériens luminescents dans des contextes variés,

allant du suivi environnemental a la recherche biomédicale [78].

10.2. Microscopie a fluorescence

La microscopie a fluorescence est une technique essentielle pour détecter et analyser
les signaux €mis par les biosenseurs bactériens. Elle repose sur 1’expression des fluorophores
tels que la GFP, produits par des bactéries génétiquement modifiées en réponse a un stimulus
specifique (par exemple, des métaux lourds, des toxines ou des polluants). Lorsque ces
bactéries rencontrent la substance cible, un géne rapporteur est activé, entrainant la production
d'une protéine fluorescente. Le microscope projette alors une lumiére d’excitation (souvent
bleue ou violette) sur 1’échantillon, ce qui provoque 1’émission d’une lumiére a une longueur
d’onde plus grande, filtrée et captée par le systéme optique. L’image ainsi formée permet de
visualiser en temps réel les cellules fluorescentes avec une haute résolution spatiale. L’ intensité
du signal détecté est directement proportionnelle a 1’activité du gene rapporteur, donc a la
concentration de I’agent cible. Cette méthode permet de localiser, de quantifier et de suivre la
réponse bactérienne de maniére sensible, non destructive et dynamique, notamment pour
évaluer la biodisponibilité de contaminants comme le plomb, le cadmium ou I’arsenic. Elle est
également précieuse pour étudier la variabilité intercellulaire et les interactions bactéries-

environnement au niveau cellulaire (Figure13) [79,80].

FLUORESCENCE DETECTION
OF BIOSENSORS

FLUORESCENCE
MICROSCOPE

Figurel3. Détection et visualisation des biosenseurs bactériens par microscopie a fluorescence.
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Chapitre 111. Perspectives, innovations et défis des biosenseurs bactériens

1. Perspectives

Dans le domaine des biosenseurs bactériens, une équipe du Massachusetts Institute of
Technology (MIT) a développé un systéme biohybride innovant associant des souches
d'Escherichia coli génétiquement modifiées (intégrant I'opéron lux) a des drones équipés de
capteurs optiques de haute précision (photomultiplicateurs et caméras hyperspectrales couvrant
le spectre 400-1000 nm) [81]. Ce dispositif permet la détection en temps réel (<30 min) de
composés chimiques cibles, notamment les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP),
les métaux lourds (As3, Cd?), les agents pathogénes et les pesticides via I'émission lumineuse
des souches bactériennes, traduite en données exploitables par algorithme d'apprentissage
automatique. Les performances remarquables incluent une sensibilité atteignant 0,1 ppb pour
certains composés, une spécificité de 92% et une stabilité opérationnelle de 95% sur 72 heures.
Cette innovation positionne les biosenseurs bactériens comme une solution prometteuse pour
le monitoring environnemental, offrant une surveillance autonome in situ sans intervention
humaine et une précision accrue (seuil de détection jusqu'a 0,1 ppb). Néanmoins, des limites
persistent, notamment concernant la stabilité des souches in vivo et les risques de faux positifs

(taux estimé a 3,2%) liés a la spécificité des biosenseurs (figure 14) [82].

Figurel4. Systeme biohybride drone-bactéries [81].

2. Innovations technologiques et approches multidisciplinaires

2.1. Intégration des nanotechnologies dans les biosenseurs bactériens

L’intégration des nanotechnologies dans les biosenseurs bactériens permet de

concevoir des dispositifs plus sensibles, plus rapides et miniaturisés. Les nanomatériaux
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comme les nanoparticules d’or, les nanotubes de carbone, les nanofils, ou encore les quantum
dots (points quantiques) peuvent interagir directement avec les bactéries génétiquement
modifiées ou avec les signaux qu’elles produisent. Par exemple, des nanoparticules métalliques
peuvent étre utilisees comme supports pour fixer des bactéries capteurs, augmentant la surface
d’interaction avec 1’échantillon et améliorant ainsi la détection. Les quantum dots peuvent
servir a amplifier les signaux optiques produits par des bactéries bioluminescentes ou
fluorescentes, permettant une détection trés sensible méme a tres faibles concentrations de
cible. En outre, les nanocapteurs électrochimiques permettent de convertir les sighaux
biologiques produits par les bactéries (comme le métabolisme ou la libération d’ions) en
signaux électriques Facilement mesurables. Cependant, ces approches présentent aussi des
défis ; la toxicité potentielle des nanomatériaux pour les cellules vivantes, la stabilité des

nanostructures, et les problémes de reproductibilité dans des conditions réelles d’utilisation.

L’association des bactéries comme capteurs vivants avec des structures nanométriques ouvre
la voie a des biosenseurs extrémement performants, pouvant étre utilisés in situ pour la

surveillance de I’environnement, le diagnostic médical, ou la sécurité alimentaire [34].
2.2. Intégration microfluidique (Lab-on-Chip)

L’intégration des biosenseurs bactériens dans des dispositifs microfluidiques,
également appelés Lab-on-Chip (LOC), constitue une avancée majeure vers la miniaturisation,
I’automatisation et la portabilité des systémes de détection biologique. Ces dispositifs
permettent de manipuler de tres faibles volumes de liquides (généralement en microlitres ou
nanolitres) dans des réseaux de microcanaux, tout en assurant des conditions de culture et de
mesure optimisees pour les bactéries. Dans ce contexte, les cellules bactériennes génétiquement
modifiées sont immobilisées ou circulent librement dans les canaux microfluidiques, ou elles
peuvent interagir avec des échantillons environnementaux ou cliniques. Cette configuration
améliore la sensibilité, la réactivité temporelle et la reproductibilité des biosenseurs, tout en
réduisant la consommation des réactifs et le risque de contamination croisée. Par exemple, Park
et al. (2022) ont développé un dispositif microfluidique intégrant des E. coli bioluminescents
pour la détection rapide du cadmium dans des échantillons d’eau, avec une limite de détection
inférieure a 1 pg/L et un temps de réponse de moins de 30 minutes. Ce type de plateforme
s'avere particulierement prometteur pour une surveillance in situ dans des milieux difficiles
d'acces [83].
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En outre, les systtmes LOC permettent 1’intégration de multiples étapes expérimentales
(culture bactérienne, induction, détection optique) sur une seule puce, facilitant ainsi le
développement des biosenseurs portables, voire connectés, adaptés a une utilisation sur le

terrain ou en point-of-care dans un contexte médical [84].

L’utilisation de la microfluidique dans le domaine des biosenseurs bactériens présente plusieurs
avantages déterminants. D une part, elle permet de travailler avec des volumes extrémement
réduits, ce qui diminue significativement les codts liés aux reactifs et favorise une meilleure
sécurité biologique. D’autre part, les dispositifs microfluidiques offrent un contrdle précis des
conditions expérimentales (température, flux, pH), ce qui est essentiel pour garantir la viabilité

bactérienne et la stabilité des signaux émis [85].
3. Défis techniques et biologiques
3.1 Stabilité et conservation des bactéries biosenseurs

L’un des principaux défis liés a I’utilisation pratique des biosenseurs bactériens est leur
conservation a long terme tout en maintenant leur viabilité et fonctionnalité. Une fois
génétiquement modifiées, les cellules bactériennes deviennent sensibles aux conditions
environnementales, et peuvent perdre leur capacité de détection en cas de stress ou de stockage
inapproprié. Parmi les méthodes couramment utilisées, la lyophilisation (séchage par
congélation sous vide) et la cryoconservation permettent de maintenir les bactéries dans un état
de dormance et de faciliter leur transport a température ambiante. Toutefois, ces techniques
peuvent endommager les membranes cellulaires et réduire la viabilité de 30 a 70 %, méme avec

I’utilisation de cryoprotecteurs comme le tréhalose [86, 87, 88].

Une alternative intéressante est la bioencapsulation, qui consiste a immobiliser les cellules dans
des matrices polymériques telles que I’alginate, le chitosane-PVA ou la gélatine. Cette
approche protege les bactéeries des stress environnementaux (UV, variations de pH, métaux
lourds) et facilite leur intégration dans des dispositifs portables ou in situ. Toutefois, elle
présente 1’inconvénient de ralentir la diffusion des nutriments et des analytes, ce qui peut
réduire la sensibilité et augmenter le temps de réponse de plus de 30 % [89]. Des solutions
innovantes comme les matrices hybrides associant alginate et nanoparticules de silice ont
récemment montré une meilleure stabilité sans compromettre la perméabilité, ce qui ouvre de

nouvelles perspectives pour le développement des biosenseurs robustes.
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Malgre leur potentiel, ces techniques doivent encore étre optimisées pour chaque type de
biosenseur, en fonction du micro-organisme utilisé, du type de signal généré (bioluminescence,
fluorescence, etc.) et des conditions d’utilisation (température ambiante, exposition a des
contaminants, durée d’utilisation). La standardisation de ces méthodes reste un enjeu majeur
pour permettre le passage des biosenseurs bactériens du laboratoire a une utilisation sur le

terrain ou en milieu industriel [90].

3.2 Risques de contamination croisée dans les applications in situ

L'utilisation des biosenseurs bactériens dans des environnements naturels ou industriels
pose la question cruciale de la contamination croisée, ¢’est-a-dire le transfert involontaire des
bactéries biosenseurs vers des milieux non ciblés ou leur interaction avec des micro-organismes
indigénes. Ce phénomeéne peut compromettre la fiabilité des reésultats obtenus, mais aussi

soulever des inquiétudes en matiére de biosécurité et de bioconfinement.

Dans les applications in situ, comme la détection des polluants dans les sols, les eaux ou les
effluents industriels, les bactéries génétiguement modifiées (BGM) sont souvent exposees a
des communautés microbiennes complexes. Cela peut engendrer des échanges horizontaux des
géenes (notamment via des plasmides), modifiant potentiellement les propriétés des microbes
environnants et rendant difficile I’interprétation des signaux émis. Par ailleurs, une
prolifération incontrdlée ou une migration des BGM vers des niches écologiques sensibles
représente un risque écologique non négligeable [91, 92, 93].

Pour limiter ces risques, plusieurs stratégies sont envisagees :

® [’usage des systémes de bioconfinement génétique (par exemple, 1’intégration des
genes de dépendance a des nutriments synthétiques).

® [’immobilisation physique des cellules sur des supports (microcapsules, membranes)
empéchant leur dispersion.

® Le développement des biosenseurs sans cellules (cell-free biosensors) utilisant des
extraits bactériens ou des systémes transcription-traduction in vitro, qui éliminent les

risques liés a la présence d’organismes vivants.
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3.3 Complexité des signaux et biodisponibilité des métaux.

L’interprétation des signaux émis par les biosenseurs bactériens dans la détection des
métaux lourds est fortement influencée par la spéciation chimique de ces éléments, qui
détermine leur biodisponibilité pour les micro-organismes. Un exemple emblématique est
fourni par Selifonova et al. (1993) [94], qui ont congu une souche d’Escherichia coli
bioluminescente dont le signal est activé spécifiquement par les ions de mercure (Hg?). Ce
systéeme permet de détecter uniqguement la fraction bioaccessible du mercure, en générant une
bioluminescence proportionnelle a sa concentration. Cependant, ils ont également montré que
cette réponse dépend fortement de la spéciation du mercure, soulignant I’influence des
conditions environnementales sur la sensibilité du biosenseur. Dans la continuité de ces
travaux, Nagata et al. (2010, 2011), ont mis au point un biosenseur capable de détecter le
méthylmercure (CHzHg"), une forme organomeétallique plus toxique et plus difficile a détecter.
Leur systeme repose sur la coexpression du géne merB, permettant la dégradation
intracellulaire du CHs;Hg* en Hg?*, qui active ensuite la réponse bioluminescente. Grace a cette
stratégie, ils ont atteint une limite de détection de ’ordre de 10 pM, démontrant que la
sensibilité du systeme dépend de la capacité a convertir ou reconnaitre la forme chimique du
métal. Ces approches mettent en évidence que la perméabilité membranaire, la disponibilité
intracellulaire et les interactions avec les régulateurs transcriptionnels sont des facteurs
déterminants de la cinétique et de I’intensité du signal. Dans les matrices environnementales
complexes, comme les sols contaminés, la formation de complexes stables avec des ligands
naturels (matiére organique, sulfures) peut encore diminuer la biodisponibilité du mercure. Une
modélisation tenant compte de parametres physico-chimiques tels que le pH, le potentiel
d’oxydo-réduction ou les concentrations ioniques s’avere alors indispensable pour relier le
signal biologique a la concentration réellement accessible du métal. Ces résultats soulignent
I’importance de coupler biologie synthétique, chimie environnementale et modélisation pour

améliorer la pertinence des biosenseurs bactériens dans des conditions in situ [95, 96, 97].
4. Enjeux éthiques, reglementaires et sécuritaires.

Les organismes génétiguement modifiés, bien qu'ils n'aient pas encore causé de
dommages avérés, sont soumis a des contrdles rigoureux des les premiers stades de la recherche
jusqu'a leur mise sur le marché, en raison des incertitudes liées a leur nature technologique. Les
enjeux liés aux OGM se déclinent en trois grandes catégories : éthiques, reglementaires et

sécuritaires (sanitaires et environnementaux) [98].
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4.1 Enjeux éthiques liés aux OGM.

» Modification du vivant et responsabilité: la manipulation génétique souléve des
questions sur la légitimité de transformer la nature et le vivant, notamment sur les
limites morales & ne pas dépasser , bien que la réglementation algérienne en matiere
d'environnement soit abondante, elle ne consacre qu'un seul texte aux OGM et au
principe de précaution, indiquant un besoin de renforcement du cadre juridique national
dans ce domaine, notamment des bactéries utilisees comme biosenseurs, souléve des
questions éthiques sur la manipulation du vivant et ses conséquences imprévues. Le
principe de précaution est central, car les effets a long terme sur les écosystémes et la
santé humaine restent incertains [99,100]. Ce questionnement porte aussi sur le respect
de I'intégrité des espéces et les impacts potentiels sur les générations futures [101].

» Liberté et transparence : I’introduction d’OGM dans I’environnement ou dans la chaine
alimentaire doit respecter la liberté des agriculteurs et des consommateurs, avec une
information claire et un étiquetage transparent. Cela est d’autant plus important pour
les bactéries biosenseurs utilisées en milieu naturel, car leur dissémination peut étre
difficile a contréler [102].

» Principe de précaution et responsabilité : I’éthique impose que les promoteurs d’OGM
soient responsables des risques, connus ou potentiels, et que le principe de précaution
soit appliqué face a I’incertitude scientifique [98].

» Usage dual et risques de militarisation : certaines biotechnologies, notamment les
micro-organismes genetiqguement modifiés, peuvent étre détournées a des fins hostiles
(armes biologiques), ce qui pose un enjeu éthique majeur dans leur développement et

leur contréle [99].

4.2 Enjeux réglementaires

L’encadrement des OGM est tres strict, particulierement en Europe, avec des procédures
d’évaluation, de surveillance et de tragabilité, la convention sur la diversité biologique (1992)
mentionne les OGM, bien que de maniére réservée. Le protocole de Cartagena (2000) sur la
prévention des risques biotechnologiques reconnait que les OGM présentent des risques
spécifiques pour I'environnement et la santé humaine, et établit des conditions pour le

commerce international de ces produits, consacrant ainsi le principe de précaution [98].
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v' Evaluation rigoureuse des risques : 1’Union européenne impose une évaluation
rigoureuse des risques sanitaires et environnementaux par European Food Safety
Authority (EFSA), conformément a la directive 2001/18/CE et au réglement (UE)
n°503/2013 [103]. Toute utilisation d’OGM, y compris les bactéries biosenseurs, doit
faire 1’objet d’une évaluation approfondie des risques sanitaires et environnementaux,
selon les normes européennes (directive 2001/18/CE, réglement UE 503/2013). Cette
évaluation inclut le potentiel de dissemination, la toxicité, et les effets sur les
organismes non ciblés [103,104].

v Possibilité de refus par les Etats membres : la directive (UE) 2015/412 permet aux Etats
membres de refuser la culture d’OGM pour des raisons socio-économiques ou d’ordre
public, au-dela des seuls criteres sanitaires ou environnementaux [105].

v Surveillance et tracabilité : les OGM autorisés sont soumis a des mesures strictes de
surveillance post-commercialisation, ainsi qu’a des obligations d’étiquetage pour
garantir la transparence aupres des consommateurs, les OGM commercialisés sont
soumis a des mesures strictes de surveillance post-commercialisation et doivent étre
clairement identifiés pour garantir la transparence [101,104].

v’ Débat sur les nouveaux OGM : la réglementation européenne est actuellement en débat
concernant les nouvelles techniques d’édition génomique, avec un risque de
dérégulation qui inquiete quant a la sécurité et a la transparence [103].

v' Précautions spécifiques pour les bactéries biosenseurs : I’utilisation de bactéries
modifiées comme biosenseurs dans 1’environnement nécessite des protocoles
specifiques pour éviter la dissémination incontrélée et les impacts sur les microbiotes
naturels [99].

4.3 Enjeux sécuritaires
4.3.1. Risques sanitaires

Bien que les OGM commercialisés n’aient pas démontré d’effets sanitaires négatifs
avérés, la prudence impose une surveillance continue pour détecter d’éventuels effets a long
terme [100]. Les bactéries peuvent induire des effets allergiques ou toxicologiques, notamment
si des protéines nouvelles sont exprimées [104]. Pour les bactéries biosenseurs, le risque est lié
a leur interaction avec les organismes naturels et la possibilité de transfert horizontale de genes
[105].
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v

4.3.2. Risques environnementaux

Les risques environnementaux liés a 1’utilisation des biosenseurs sont les suivants :
Contamination genétique des especes sauvages par transfert de génes [98].
Impact sur la biodiversité, notamment sur les insectes non ciblés et les pollinisateurs
essentiels a I’écosystéme [106].
L’apparition de résistances chez les ravageurs ou les adventices peut entrainer une
augmentation de ’utilisation d’herbicides et d’insecticides, aggravant ainsi la pollution
des sols et des eaux [98].
Contamination génétique par transfert horizontal ou croisement avec des organismes
sauvages [102,105].
Perturbation des écosystémes microbiens, notamment par 1’introduction de bactéries
modifiées produisant des molécules actives [99].
Apparition des résistances ou effets toxiques sur des especes non ciblées, comme les

pollinisateurs ou les micro-organismes du sol [104].
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L’objectif visé par ce travail théorique est de mettre 1’accent sur I’'importance des
biosenseurs bactériens utilisés comme une technologie innovante et prometteuse pour la
surveillance environnementale. Ces dispositifs utilisent des bactéries génétiqguement modifiées
ou naturelles pour détecter et signaler la présence de polluants, de métaux lourds et d'autres
substances nocives dans I'environnement. Les applications des biosenseurs bactériens dans ce
domaine sont vastes et variées, offrant des solutions efficaces et respectueuses de

I'environnement pour la détection et le suivi des contaminants.

Les biosenseurs bactériens fonctionnent en utilisant des bactéries équipées de genes
rapporteurs qui produisent un signal mesurable en réponse a un stimulus spécifique. Par
exemple, en présence de métaux lourds comme le mercure, les bactéries peuvent activer des
génes qui produisent une protéine fluorescente, permettant ainsi une détection visuelle ou
quantitative du polluant. Ces dispositifs combinent la sensibilité et la spécificité des réactions

biologiques avec la précision des techniques de détection modernes.

Les biosenseurs bactériens sont utilisés pour surveiller la qualité de I'eau, des sols. Ils
peuvent détecter une large gamme de polluants, y compris les métaux lourds, les
hydrocarbures, les pesticides et les pathogénes. Par exemple, des biosenseurs bactériens ont été
développés pour détecter la présence de mercure, de cadmium et de plomb dans les eaux usées
industrielles, ainsi que pour surveiller la contamination des sols par des hydrocarbures

aromatiques polycycliques (HAP).

Les biosenseurs bactériens offrent plusieurs avantages par rapport aux méthodes
traditionnelles de surveillance environnementale. Ils sont souvent plus sensibles, plus
spécifiques et plus rentables. De plus, ils peuvent étre utilisés pour une surveillance en temps
réel et in situ, ce qui permet une détection rapide et précise des contaminants. Les biosenseurs
bactériens sont également respectueux de I'environnement, car ils utilisent des organismes

vivants et des processus biologiques naturels.

Malgré leurs nombreux avantages, les biosenseurs bactériens présentent également des
défis. La stabilité et la durabilité des bactéries dans des environnements complexes peuvent
étre des problémes, et des recherches supplémentaires sont nécessaires pour améliorer leur

performance et leur fiabilité. De plus, lI'intégration des biosenseurs bactériens dans les systemes
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de surveillance existants necessite des développements technologiques et des investissements

supplémentaires.

En conclusion, les biosenseurs bactériens offrent des perspectives prometteuses pour la
surveillance environnementale. Leur capacité a détecter une large gamme de polluants avec
une grande sensibilité et spécificité en fait des outils précieux pour la protection de
I'environnement et la santé publique. En termes de perspectives a venir, des recherches et des
développements continus sur les biosenseurs bactériens pourraient leur permettre de jouer un

réle de plus en plus important dans la surveillance et la gestion de la qualité environnementale.
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Annexe 1

Exemple des systéemes a deux composants (TCS)

TCS Biosenseur Application
1. PhoR/PhoB — Détection du| Promoteur pstS fusionné a| Surveillance de la fertilité des sols,

phosphate GFP — la fluorescence|qualité de I’eau.
indique une carence en

phosphate.

2. NarX/NarL — Détection de|PnarG: lux (production de|Détection de pollution agricole

nitrate/nitrite lumiere). (engrais), contr6le de la qualité de
1’eau.
3. CusS/CusR — Détection du|PcusC: GFP. Application : détection de métaux
cuivre et de I’argent lourds dans 1’eau ou les sols
contaminés.
Annexe 2

Obijectif de développent durable

Numéro ODD Intitulé
ODD 6 Eau propre et assainissement
ODD 12 Consommation et production responsables
ODD 13 Action climatique
ODD 14 Vie aquatique
ODD 15 Vie terrestre




Annexe 3

Composition des milieux LB, M9 et MOPS

Milieu Composition Quantité
LB (Luria-Bertani) - Tryptone (peptone) -10g¢
- Extrait de levure - 59
- NaCl - 109
M9 - Na/HPO -6,78¢
-KH/PO -3,0¢g
- NaCl -059¢
-NH/CI -1,09
- MgSO (1M) -1mL
- CaCl (0,1 M) -0,1mL
- Glucose (source de C) -2gou (0,2 %)
MOPS - MOPS (tampon) -40 mM
- Tricine -4 mM
-KH/PO -1,32 mM
-NH/CI -9,52 mM
- MgSO - 0,52 mM
- CaCl -0,15 mM
- FeSO -0,01 mM
- Glucose -2 g/L ou (0.2%)
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