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Introduction

Introduction

Le terme nanotechnologie a été introduit dans le monde par Eric Drexler dans
son livre « Engines of Creation » (Rajput et al., 2018). Les nanotechnologies
constituent un champ de recherche et de développement technologique impliquant la
fabrication de structures, de dispositifs et de systémes de taille nanométriques, allant
de 1 & 100 nm et se produisent a la fois naturellement et a la suite de processus
artificiels, recélant un potentiel considerable dans divers secteurs (Li et al., 2011).

Les méthodes conventionnelles de production de NPs, les approches dites
descendante « Top-down » et ascendante « bottom-up », bien que des méthodes
chimiques, photochimiques et physiques, elles sont des procédures chronophages,
laborieuses et nocives pour I'environnement. Ainsi, leur utilisation a été strictement
limitée. Une méthode de synthese de nanoparticules respectueuse de I'environnement
sans produits chimiques toxiques est requise c’est la méthode de synthese verte,
utilisant des micro-organismes, des champignons et des plantes a laquelle nous
sommes intéressés au cours de ce travail, qui ont attiré une grande attention en raison
de leurs procédures écologiques et biocompatibles (Muhammad et al., 2016).

Les plantes (leurs extraits) sont considérées comme un systéeme hautement
souhaitable pour la synthése de NPs en raison de leur grande capacité a produire une
large gamme de métabolites secondaires bioactifs a fort potentiel de réduction
(Sharma et al., 2018).

Ces derniéres années, 1’épidémic de maladies infecticuses ré-émergentes et
émergentes, ainsi que ’augmentation des cofits du systéme de santé (Weiss, 2002).
Cela exigé une priorit¢é mondiale pour I’investissement de nouveaux médicaments
pour les combattre(Tacconelli et al., 2017), parmi eux : les composés d’argent et leurs
dérivés (Quelemes et al., 2013).

L’argent depuis longtemps a ¢été utilisé comme agent antibactérien,
antifongique et antiviral car tout en étant tres toxiques envers les microorganismes, il
est beaucoup moins toxique pour ’homme (Li et al., 2011). Par conséquent les
chercheurs s’orientent vers la biosynthése des nanoparticules métalliques, en
particulier les nanoparticules d’argent et surtout a 1’aide des végétaux qui ont des
propriétés physico-chimiques distinctives comme des armes puissantes pour résoudre
le probléme de I’émergence des bactéries multirésistantes (Rai et al., 2012; Mishra et

Singh, 2015). De plus, grace a I'utilisation d’AgNPs, les cellules bactériennes sont
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moins susceptibles de développer une résistance antibactérienne (Sharma et al.,
2018).

A ces fins nous réalisons ce travail qui est basé sur la synthése biologique des
nanoparticules d’argent a partir des différents modéles biologiques et qu'il s'agit d'une
procédure plus économique et efficace. Nous avons alors adopté cette méthode en
faisant réduire les ions d’argent Ag® dans la solution (AgNOs) par les agents de
réduction qui se trouve dans les extraits de ces modéles biologiques.

Notre travail est axé sur deux parties principales :

% Une étude bibliographique partagée en deux chapitres :
- Le premier chapitre qui décrit une généralité sur les nanoparticules et leurs origines
en se basant principalement sur les nanoparticules d’argent leurs propriétés et leurs
synthése biologiques a I’aide des différents modéles biologiques tels que les bactéries,
les champions et les plantes ainsi leurs applications médicales et environnementales et
leurs activités biologiques notamment [’activité antibactérienne ainsi que les
différentes méthodes de caractérisations telles que la FTIR et ’'UV-visible.
- Le deuxieme chapitre décrit les antibiotiques, leurs cibles dans les bactéries ainsi
que la résistance bactérienne et ses types, aussi on a défini les bactéries
multirésistantes avec quelques exemples, et on a mentionné le mécanisme général de
résistance en concentrant sur le mécanisme genétique ainsi que la résistance
bactérienne a l'argent et la synergie AgNPs-antibiotiques.

% Une étude expérimentale partagée aussi en deux chapitres :
-Le premier est matériel et méthodes, dans lequel nous avons adopté un protocole
expérimental, permettant d’atteindre 1’objectif assigné qui n’est autre que la
biosynthése de nanomatériau d’argent a partir des extraits des quatre modeles
biologiques mélangées avec la solution de nitrate d’argent (AgNO3), en faisant varier
quelgques parametres expérimentaux.

-Le second présente les résultats et la discussion cléturé par une conclusion générale.
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1. Les nanoparticules

1.1 Généralités sur les nanotechnologies
La nanotechnologie désigne la science qui consiste a concevoir, produire et
exploiter des structures et des appareils ayant une ou plusieurs composantes d’environ
100 millioniemes de millimétre (100 nanometres) ou moins en contrdlant la forme et
la taille ( Muhammad et al., 2016; Angélique et al., 2018). A ces échelles, la matiére
acquiert des propriétés inattendues et souvent différentes de celles des mémes
matériaux a I’échelle micro- ou macroscopique (Chuto et Chaumet-Riffaud, 2010).

La nanotechnologie est devenue 1’'une des technologies les plus prometteuses
avec une application potentielle dans tous les domaines de la science (Aiswarya et al.,
2019) a savoir medicale, pharmaceutique, environnemental, énergétique (Mohamed
et al., 2019) cosmétique, agricole, séquencage d’ADN, diagnostic et détection
biomoléculaire (Debnath, 2018).

1.2 Définition des nanoparticules

Selon la commission européenne (2013), le nanomatériel est defini comme un
matériel naturel accessoire ou manufacturé contenant des particules ayant au moins
une dimension entre 1-100 nm a I’état non li¢ ou comme agrégat (Djearamane et al.,
2016). Ces matériaux peuvent étre de différentes dimensions : 0D, 1D, 2D ou 3D
(Khan et al., 2017).

Les nanoparticules (NPs) ne sont pas des simples molécules en soi et sont donc

composes de trois couches :

e La couche superficielle, qui peut étre fonctionnalisée avec une variété de
petites molécules, d'ions métalliques, de tensioactifs et de polymeéres.
e La couche de coque, qui est un matériel chimiquement différent du noyau dans
tous les aspects, etc.
e Le noyau, qui est essentiellement la partie centrale du NP et désigne
généralement le NP lui-méme (Khan et al., 2017).
Du point de vue de la taille, les nanoparticules se situent sur 1’échelle du
monde vivant entre 1’hélice d’ADN (3,4 nm) et un virus (100 nm) (Angélique et al.,
2018).
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A titre de comparaison avec les structures organiques naturelles, les NPs se
situent principalement dans la gamme de taille correspondant aux protéines (fig.1).

Atomes Molécules Protéines Virus Bactéries Cellules

Y 2LAE. -
- /9 . l, '»; L MM/
7"?’ \% o At
& = =N “J

vl vl vl vl vl vl
1A 1 nm 10 nm 100 nm 1 pm 10 pm 100 pm

Figure 1 : Gamme de tailles des nanoparticules comparée a celles des principales
structures chimiques et biologiques (Belfennache, 2010).

1.3 Origine des nanoparticules

1.3.1 Les nanoparticules naturelles
Elles sont produites a la fois a la suite d’événements naturels tels que 1’activité
volcanique, les réactions de photosynthése ou encore I’activité marine. On peut en
retrouver dans les poussiéres désertiques. Les nanoparticules sont aussi observees lors
du phénomene de combustion (Chauvel, 2018).
Certaines bactéries et levures peuvent réduire la toxicité d’un environnement
polluant en agissant sur les ions métalliques et en formant des complexes insolubles

sous forme de nanoparticules (Chauvel, 2018).

1.3.2 Les nanoparticules artificielles (industrielles ou manufacturees)

Elles sont produites intentionnellement a 1’échelle industrielle par 1’homme
(Chauvel, 2018; Reyes et al., 2018). A I’aide de différents matériaux tels que les
oxydes métalliques, les métaux, le carbone, les polymeres et les lipides (Reyes et al.,
2018).

1.3.3 Les nanoparticules accidentelles
Elles proviennent des procédés chauds par exemple : Feux de bois, gaz

d’échappement de véhicule, freinage... (Ophélie, 2008).
2. Les nanoparticules d’argent

2.1 Présentation générale
L’argent est un élément de métal de transition d’origine naturelle (Keerawelle

et Chamara, 2019). Il est utilisé depuis I’antiquité comme agent antifongique et
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antiviral ,car tout en étant tres toxique pour les microorganismes, il est beaucoup
moins toxique pour I’homme (Li et al., 2011), de masse atomique de 107,87 g/mol,
solide a température ambiante. Sa densité est de 10,5 et son point de fusion est de 960
°C. 1l s’oxyde peu, ductile, malléable et bon conducteur thermique et électrique
(Chauvel, 2018).

Parmi les différentes nanoparticules métalliques, les nanoparticules d’argent
(AgNPs) sont l'un des nanomatériaux les plus essentiels et les plus fascinants
(Nasrollahzadeh et al., 2019). Composées a 80% d’atomes d’argent et a 20% d’ions
d’argent. Devant les nanotubes de carbone et les nanoparticules de titane, elles sont
les nanoparticules les plus vendues et relachées dans 1’environnement (Andrieux,

2012).

2.2 Propriétés des nanoparticules d’argent
Les AgNPs ont des propriétés physico-chimiques distinctives, notamment une
conductivité électrique et thermique élevée, une stabilit¢ chimique, une activité
catalytique et un comportement optique non linéaire (Tran et al., 2013). Plus des
propriétés mécaniques et magnétiques par rapport aux matériaux en vrac (Renata et
al., 2012) dont :

e Propriéteés optiques

Les AgNPs sont extrémement efficaces pour absorber et diffuser la lumiére et,
contrairement a de nombreux colorants et pigments, ont une couleur qui dépend de la

taille et de la forme de la particule (Elham et al., 2016).
e Chimie de surface

Lorsque les nanoparticules sont, en solution, les molécules s'associent a la
surface des nanoparticules pour établir une double couche de charge qui stabilise les

particules et empéche I'agrégation (Elham et al., 2016).

e Propriétés biologiques
Les composés d'argent sont révélés efficaces contre les bactéries aérobies et

anaérobies en précipitant les protéines cellulaires bactériennes et en bloquant le

systéeme respiratoire microbienne (Elham et al., 2016).
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2.3 La Synthese Biologique des Nanoparticules d’argent
La synthése verte des nanoparticules émerge progressivement comme une
branche clé de la nanotechnologie dans laquelle les nanoparticules sont produites a
l'aide d'entités biologiques (Prateek et al., 2017), ou La paroi cellulaire chargée
négativement interagit électro statiquement avec les ions métalliques chargés

positivement et bio réduit les ions métalliques en NPs (Tran et al., 2013).

Cette méthode peut étre considérée comme une approche respectueuse de
I'environnement et également comme une technique a faible co(t a haut rendement, et
non toxique (Soliman et al., 2018), simple, fiable (Rajeshkumar et Bharath, 2017),
une densité élevée, la stabilité et la solubilité immédiate des nanoparticules préparées
dans I’eau (Zhang et al., 2016). Par rapport aux méthodes de synthése chimique et
physique qui indiquent une faible biocompatibilité et présentent des risques
biologiques latents consomment une énergie importante, nécessitent une pression

élevée, codteuses et ont un faible rendement (Mohamed et al., 2019).

Tableau 1 :Comparaison entre la synthese biologique et la synthese chimique
(Muhammad et al., 2016).

Bottom-up approche Top-down approche
Méthodes vertes Méthodes chimiques = Méthodes physiques
-Utiliser des bactéries. -Réduction chimique  -Ablation laser pulsee.
-Utiliser des champignons. -Sonochimique -Evaporation-condensation.
-Utiliser des plants et leurs -Microémulsion -Décharge d’arc.
extraits. -Photochimique -Pyrolyse par pulvérisation.
-Utiliser de la levure. -Electrochimique -Fraisage a billes.
-Utilisation d’enzymes et de -Pyrolyse -Phase vapeur et gaz.
biomolécules. -Four micro-onde -Décharge de fil
-Utiliser un micro-organisme -Solvothermal d’impulsion.

-Lithographie.
Non toxique Toxique

En raison de sa nature relativement polyvalente les extraits de métabolites
secondaires collectés a partir des sources biologiques contiennent de nombreuses
biomolécules telles que des enzymes, des protéines, des flavonoides, des stérols, des

triterpénes, des triterpénoides et des saponines qu’ils ont des propriétés réductrices
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et antioxydants responsables de la réduction des composés métalliques dans leurs
nanoparticules respectives (Keerawelle et Chamara, 2019).
Certains des agents réducteurs et / ou stabilisants utilisés pour la production de

nanoparticules d'argent par synthése verte sont :

2.3.1 Les bacteries
L’utilisation de bactéries gagne rapidement une importance en raison de son
succes croissant, de sa facilité de manipulation et de sa modification génétique Les
AgNPs ont été synthétisées en utilisant a la fois des bactéries gram-positives et gram-
négatives pour former ces nanoparticules d’argent, il faut savoir que certaines
bactéries ont la capacité de produire des nanoparticules intracellulaires tandis que
d’autres produisent des AgNPs extracellulaire (Chauvel, 2018).

Les bactéries utilisent couramment le nitrate comme source principale d'azote,
gréce a quoi le nitrate est converti en nitrite par la nitrate réductase, en utilisant le
pouvoir réducteur d'une forme réduite de nicotinamide adénine dinucléotide (NADH).
En fait, l'utilisation de la nitrate réductase comme agent réducteur s'avere jouer un role

clé dans la bioréduction des ions Ag + (Sang Hun et Bong-Hyun, 2019).

2.3.2 Les champignons

Les champignons ont un potentiel de synthése de NPs métalliques en raison de
la capacité de bioaccumulation des métaux et de leur tolérance, de leur capacité de
liaison élevée et de leur absorption intracellulaire qui sont faciles a manipuler dans
une installation de recherche par rapport aux bactéries, aussi ils sécrétent d’énormes
enzymes catalysant la réduction de la solution d’AgNOs3 ce qui tend a augmenter
considérablement la rentabilité de cette approche synthétique (Muhammad et al.,
2016).

Le mécanisme de la synthése des AgNPs basé sur les champignons selon
(Muhammad et al., 2016):

a) Les particules Ag+ ont été adsorbées a la surface des cellules fongiques en
raison de la présence d’une interaction électrostatique entre des groupes
carboxyliques chargés négativement présents dans les enzymes et des ions Ag

chargés positivement.
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b) Les particules Ag réduites par les enzymes présentes dans les parois cellulaires
provoquant le développement de noyaux Ag.

c) Les nanoparticules se forment a la surface des mycéliums ,pas en solution.

2.3.3 Les polysaccharides

Dans cette méthode, les AgNPs sont préparés en utilisant de I'eau comme
solvant respectueux de I'environnement et des polysaccharides comme agent de
coiffage et réducteur. Dans un systéme chauffé doucement de I’amidon et du B-d-
glucose (agent réducteur), on obtient la formation d’AgNPs. Cette solution, associ¢e a
I’AgNO3 sous forme de sel permet la synthése de nanoparticules d’argent de 10-34
nm. Ces AgNPs sont stables dans la solution aqueuse a 25°C pour a peu prés 3 mois
(Chauvel, 2018).

2.3.4 Les plantes
Les plantes sont considérées comme une tres bonne méthode pour la synthese
rapide des nanoparticules d’argent en raison de leur large spectre de meétabolites
secondaires bioactifs, tels que les polyphénols, les flavonoides, les terpénoides, les
acides aminés, les protéines et les enzymes, qui pourraient améliorer la synthése des

nanoparticules, en jouant un role d'agent stabilisant ou réducteur (Chauvel, 2018).

Les parties des plantes comme les racines, la tige, les graines et les feuilles
sont principalement utilisées pour la synthese des NPs. Le point intéressant est l'agent

actif présent dans ces parties (Muhammad et al., 2016).

La bio-réduction de I'Ag a été postulée comme piégeant des ions Ag + a la
surface des protéines en raison des interactions électrostatiques entre ces deux dans
I'extrait de matériel veégétal. Les protéines réduisent les ions Ag +, entrainant leur
changement de structure secondaire et la formation de noyaux d'argent qui se
développent successivement par la réduction supplémentaire des ions Ag + et leur
accumulation au niveau des noyaux conduisant a la formation des AgNPs
(Rajeshkumar et Bharath, 2017).

Apres la sélection de I'extrait de plante, les principaux parameétres affectants
sont la concentration de I'extrait, la température, le sel métallique, le pH et le temps de
contact (Muhammad et al., 2016).
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ion métallique
bio
reducteurs M nanoparticules métallique

dans les plan atomes métalliques coiffée de métabolites végétaux

figure 2 : Un mécanisme possible pour la synthése verte des NPs (Nasrollahzadeh et
al., 2019).

2.4 Applications médicales des nanoparticules d’argent
L'argent est largement utilisé depuis l'antiquité comme agent thérapeutique
pour de nombreuses maladies (Carolina et al., 2014).

2.4.1 Implants cardiovasculaires
Le premier appareil cardiovasculaire recouvert d’un élément Ag était une
valve de foyer en silicone prosthétique pour diminuer la survenue d’une
endocarticule. Cette utilisation de 1’Ag a été proposée pour éviter la contamination
bactérienne sur la valve en silicone et réduire la réaction inflammatoire du cceur

(Muhammad et al., 2016).

2.4.2 Catheters
Les cathéters recouverts d’argent ont montré une activité antimicrobienne
importante in vitro et empécher la formation de biofilm contre les agents pathogénes
(E. coli, Enterococcus, S. aureus, coagulase négative staphylococci, P. aeruginosa et
C. albicans) (Tran et al., 2013). Et peuvent réduire de maniere productive les
bactéries jusqu’a 72h dans les modé¢les animaux, et ceux-Ci ne sont pas toxique
(Muhammad et al., 2016).

2.4.3 Pansements
Les pansements contre les blessures a base d’Ag ont été utilisés pour traiter
cliniguement différentes blessures, telles que les brulures, le pemphigus et la nécrose
épidermique toxique, accélérer la ré-épithélialisation bien que, maintenant la
formation de nouveaux tissus c.a.d. ’angiogenése et ’expansion (Muhammad et al.,
2016). Les ulcéres chroniques de la jambe, les plaies diabétiques et les blessures

traumatiques (Chauvel, 2018).
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2.4.4 Dentisterie
Les AgNPs ont été utilisés dans les instruments, les composites dentaires et les
bandages, dans les adhésifs orthodontiques pour maintenir la force de liaison au
cisaillement de 1’adhésif orthodontique tout en augmentant sa résistance aux bactéries.
En diminuant la colonisation microbienne des matériaux de revétement, et en
améliorant la compétence antifongique. Les AgNPs joint dans les obturations
endodontiques a montré un impact antibactérien prolongé contre Streptococcus

milleri, Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis (Muhammad et al., 2016).

2.4.5 Tissus imprégnés de nanoparticules pour vétements cliniques

Un groupe de chercheurs a exploré la combinaison de l'utilisation des
propriétés bactériolytiques du lysozyme et des propriétés biocides des AgNPs pour la
synthése de revétements antimicrobiens sur des instruments médicaux (Sang Hun et
Bong-Hyun, 2019). Les AgNPs ont été utilisés pour produire, des autonettoyants, des
gants chirurgicaux réutilisables, des robes de patient et des pansements antibactériens,
des couvertures défensives, des combinaisons contre les risques biologiques
(Muhammad et al., 2016).

2.4.6 Utilisation de nanomatériaux pour I'administration de médicaments
L’administration de médicaments a I’aide de NPs est une stratégie prometteuse
pour I’amélioration de la biodisponibilit¢é de chimiothérapies, de radiothérapies, de
radionucléides et d’anticorps aux cellules tumorales (Keywan et al., 2019). Apres une
administration systémique et locale, elles peuvent affecter I'absorption cellulaire, la
distribution biologique, la pénétration dans les barrieres biologiques et les effets

thérapeutiques résultants (Zhang et al., 2016).

2.5 Nanoparticules d’argent dans les traitements environnementaux
La génération de formes stables du métal noble AgNPs et efficaces offre une
perspective avancée dans le domaine de I’hygiéne environnementale et de la
stérilisation en raison de leurs propriétés antimicrobiennes et désinfectantes (Tran et
al., 2013).

2.5.1 Désinfection de Pair
L'OMS a estimé que 50% de la contamination biologique présente dans l'air
intérieur provient des systemes de traitement de l'air, par la formation de micro-

organismes inoffensifs tels que des agents pathogenes bactériens et fongiques qui sont

10




Chapitre | : Les nanoparticules d’argent : biosynthese, utilisation et effets

accumulés en grande quantité sur les filtres des systémes de chauffage, de ventilation
et de climatisation (HVAC : filters of heating, ventilating, and air-conditioning
systems) .Pour réduire la croissance microbienne, l'intégration d'’AgNP a provoqué
une diminution de la quantité des bactéries, qui a été observée dans le cas des souches
a Gram négatif et a Gram positif de Micrococcus luteus, Micrococcus roseus, B.
subtilis, Pseudomonas luteola (Tran et al., 2013).

2.5.2 Désinfection de I’eau
Les NPs a base d’argent peuvent étre incorporé aux matériaux de base et aux
membranes polymeres pour désinfecter I’eau contaminée par les bactéries/ virus tout
en empéchant la formation de biofilm dans le milieu de filtration pour réduire le
nombre des maladies infecticuses d’origine hydrique responsable de décés dans les
pays en développement liées a un mauvais traitement de I'eau potable (Tran et al.,
2013).

2.5.3 Desinfection des surfaces
Des travaux ont montré que l’incorporation des AgNPs dans la peinture
domestique et ont constaté que les surfaces recouvertes de cette peinture modifiee par
AgNPs peuvent présenter des propriétés antibactériennes remarquables contre les
bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus) et a Gram négatif (Escherichia coli)
(Sang Hun et Bong-Hyun, 2019). Les AgNPs se retrouvent dans certains emballages
alimentaires, permettant d’augmenter leur efficacité bactéricide et d’augmenter la

durée de conservation des aliments emballés dans un tel dispositif (Chauvel, 2018).

2.6 Activités biologiques des nanoparticules d’argent
Les AgNPs ont recu une énorme attention des scientifiques en raison de leur
remarquable défense contre divers micro-organismes pathogénes (Rajeshkumar et
Bharath, 2017).

2.6.1 Activité antibactérienne
Les Ag-NPs ont été démontrés comme un biocide efficace contre une bactérie
a large spectre comprenant a la fois les Gram négatif et les Gram positif y compris
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
mutans, et Bacillus subtilis (Zhang et al., 2016). Le rapport surface/volume élevé des
AgNPs augmente leur contact avec les microorganismes, favorisant la dissolution des

ions argent, améliorant ainsi I’efficacité¢ biocide (Keywan et al., 2019). Ils sont
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montrés un effet antibactérien a long terme par rapport a deux autres désinfectants
I'nypochlorite de sodium (NaClO) et le phénol (CeHsOH) (Tran et al., 2013).
L'activité biocide des AgNPs dépend de plusieurs caractéristiques
morphologiques et physicochimiques (par exemple, taille, forme et surface) les
AgNPs de plus petite taille sont plus susceptibles de traverser la membrane cellulaire
et dentrer dans la cellule, la concentration d’AgNPs qui empéche la croissance
bactérienne est différente pour chaque type de bactérie (Carolina et al., 2014).

e Mécanisme d’activité antimicrobienne des nanoparticules d’argent
L'argent est classé comme un acide doux et les cellules sont principalement
composées de bases molles comme le phosphore et le soufre. L'action des AgNPs sur
la cellule se traduit par la formation d'une réaction conduisant éventuellement a la

mort cellulaire (Rajeshkumar et Bharath, 2017).

Les AgNPs ciblent la membrane bactérienne, l'epuisement des meétaux peut
étre responsable de la formation de trous de forme asymétrique et conduisant a une
dissipation de la force motrice des protons et perturbent sa fonction propres, telles que
la perméabilité et la respiration ; puis ils pénetrent a I'intérieur des bactéries et
libérent les ions Ag+. Tran et al., 2013, a cité que ces ions Ag+ se lier aux groupes
sulfhydryle, ce qui conduit a la dénaturation des proteines en réduisant les liaisons
disulfures ; et peut aussi se complexer avec des groupes donneurs d’¢lectrons

(Quelemes et al., 2013).

Ils sont capables d’interagissant éventuellement avec des composés contenant
du soufre et du phosphore tels que I'ADN (Tran et al., 2013), et entrainant une
inhibition du processus de transcription et de traduction. Il conduit aussi a la
génération d'especes reactives de lI'oxygene (ROS) comme les radicaux hydroxyles
(OH-) et les anions superoxyde (O2) (Rajeshkumar et Bharath, 2017). Par la suite,
les composants cellulaires fuient des membranes cellulaires endommagées, ce qui

conduit finalement a la mort cellulaire ( Zhang et al., 2018).
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Figure 3: Mécanismes bactéricides des AgNPs due a leur contact direct avec la
cellule bactérienne et de la libération d'ions argent (Chengzhu et al., 2019).

Shrivastava et al., Ont proposé que les AgNPs modulent le profil de
phosphotyrosine des peptides bactériens putatifs qui peuvent affecter la signalisation
cellulaire, ce qui conduit & une inhibition de la croissance des bactéries. Klueh et al.,
ont soutenu I'hypothése d'une interaction de l'argent avec les groupes thiol dans les
enzymes (Carolina et al., 2014).

Récemment, les nanoparticules d’argent ont prouvé avoir un effet potentiel
anti-QS (anti- Quorum sensing activity). Cet effet se manifeste pour des
concentrations entre 0,5 et 4 mg. L-1. Lors d’une autre étude, le mécanisme anti-QS
d’AgNPs fabriqués a partir de champignons a été montré contre P. aeruginosa. Les
nanoparticules d’argent inhibent la production de I’AHLs régul¢ par LasIR-RhIIR
apres leur internalisation dans la cellule. En ’absence d’AHLs, les récepteurs LuxI et
LuxR ne peuvent pas se lier a ADN, ainsi, I’expression des geénes menant aux

facteurs de virulence est inhibée (Naik et Kowshik, 2017).

Nanoparticules d'argent

Figure 4 : Le mécanisme d'action "Anti quorum sensing" des nanoparticules d'argent
d’aprées (Naik et Kowshik, 2017).
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2.6.2 Activité antivirale
Les nanoparticules ont un fort potentiel antiviral en raison de leurs interactions
multiples avec la glycoprotéine récepteur et / ou enveloppe virale, ils peuvent inhiber
la multiplication virale a I'intérieur de la cellule héte en empéchant la réplication ou
en bloquant I'entrée de particules virales a I'intérieur de la cellule héte(Carolina et al.,
2014). Comme le virus de I’immunodéficience humaine (HIV-1), virus de I’hépatite B

et virus syncytial respiratoire (Li et al., 2011).

2.6.3 Activité antifongique
Les AgNPs ont une forte activité antifongique sur Candida albicans, Candida
glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei et Trichophyton mentagrophytes (L1
et al., 2011) Bipolaris sorokiniana par I’inhibition de la germination des conidies
(Zhang et al.,, 2016). Par exemple L’activité antifongique des AgNPs contre
C.albicans pourrait &tre exercée en perturbant la structure de la membrane cellulaire et
en inhibant le processus de bourgeonnement normal en raison de la destruction de

I’intégrité de la membrane (Tran et al., 2013).

2.6.4 Activité anti-inflammatoire
Des études ont montré que 1’exposition au NPs conduit a la sécrétion de
plusieurs cytokines et chimiokines par les cellules eépithéliales, conduisant a
I’infiltration de macrophages dans les zones exposées. Ensuite les macrophages
déclenchent la libération de cytokines inflammatoires qui induisent a la régulation
positive des médiateurs inflammatoires induisent une production accrue de cytokines
inflammatoires du systéme circulatoire vers le site de I’inflammation (Keywan et al.,

2019).

2.6.5 Activité Anti cancéreuse
Les AgNPs peuvent étre considérés comme un outil prometteur dans la
prévention contre divers types de cellules cancéreuses, comme le carcinome
hépatocellulaire, le cancer du poumon et du sein, et le carcinome cervical en raison de
leur meilleure pénétration, leur propriétés anti-angiogéniques et anti-prolifératives et
la facilité de leur suivi dans le corps (Sang Hun et Bong-Hyun, 2019; Adnan et al.,
2020).

La propriété antiproliférative dans les cellules cancéreuses est due a leur

capacité a endommager I'ADN, a briser les chromosomes, a produire une instabilité

14




Chapitre | : Les nanoparticules d’argent : biosynthese, utilisation et effets

génomique et a perturber I'homéostasie du calcium (Ca2*) qui induit l'apoptose et
provoque une instabilité du cytosquelette. La lésion cytosquelettique bloque le cycle
et la division cellulaire, favorisant I'activité anti proliférative des cellules cancéreuses
(Sang Hun et Bong-Hyun, 2019). Wang et al., ont demontré que les AgNPs (15 nm)
peuvent induire I'apoptose et améliorer la radiosensibilité sur les cellules cancéreuses
(Carolina et al., 2014).
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[ es/patites biomolécules
Ag
AghND
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ER stress prnteul:aa
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Mort eellulaire
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Figure 5 : Les mécanismes possibles des AgNPs a induire une cytotoxicité dans les
lignées cellulaires cancéreuses (Zhang et al., 2016).

2.6.6 Activité antidiabétique
Les AgNPs piegent les radicaux libres et réduisent les niveaux d'enzymes qui
provoquent I'hydrolyse des glucides complexes (a-glucosidase et a-amylase), ce qui
entraine une augmentation du taux de consommation de glucose (Prateek et al.,
2017).

2.7 La toxicité des AgNPs
Cette toxicité est determinée par de nombreux facteurs, notamment la taille des
particules, le type de matériau de revétement et la structure morphologique. De
nombreux rapports ont démontré que la cytotoxicité des AgNPs dépend de la taille (
Zhang et al., 2018).

2.7.1 Effets néfastes de ’argent sur ’'Homme
L’argent sous forme de nanoparticules peut pénétrer dans le corps humain par
différentes voies. Aprés ingestion ou contact dermique en présence d’une lésion
cutanée, les nanoparticules métalliques peuvent se retrouver dans la circulation

sanguine et/ou lymphatique et s’accumuler dans les organes provoquant une perte
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d’identité cellulaire, une réduction de la capacité de prolifération et des modifications
de la structure des organites et du noyau cellulaire (Saulou-Berion, 2009).

La dangerosité des nanoparticules vient principalement de leur forme et de leur
taille, car elles peuvent étre facilement inhalées et interagir avec les voies
respiratoires, puis cardiovasculaires (Saulou-Berion, 2009).

L’une des conséquences négatives de I’argent ionique pour I’Homme est
I’argyrie (ou argyrose, du grec « argyros » qui signifie argent), qui correspond a la
coloration bleu-gris de la peau (ex : visage, bras, mains, base des follicules des

cheveux, ongles), des yeux et des muqueuses (Saulou-Berion, 2009).

2.7.2 Conséquences de la dissémination de I’argent dans I’environnement

L’utilisation croissante de produits contenant des nanoparticules peut conduire
a un relargage massif dans I’environnement, notamment les milieux aquatiques
(impact sur les poissons, invertébrés, phyto- et zooplancton, algues) et les sols (effets
potentiellement néfastes sur les bactéries et les plantes) (Saulou-Berion, 2009).

De plus, certaines nanoparticules sont toxiques pour les poissons car ils
inhibent D’activit¢ branchiale et affectent les fonctions de croissance et de
reproduction. Toutefois, en eaux douces ou dans le milieu maritime, les ions Ag+ se
complexent avec les ions CI7, SO42et S72, formant des précipités trés peu solubles.
Les nanoparticules provoquent une réduction de la viabilité cellulaire de bactéries du
sol, comme par exemple les bacteries dénitrifiantes, qui jouent un réle majeur dans la
fixation de I’azote, I’¢limination des nitrates, la dégradation des composés organiques

et ’établissement de symbiose avec les plantes (Saulou-Berion, 2009).

2.8 Techniques de caractérisation des nanoparticules d'argent
Apreés la synthese, la caractérisation des AgNPs est essentielle pour étudier
leurs caractéristiques telles que la surface, la morphologie, la taille, la forme,
l'agrégation et la solubilité, etc (Rajeshkumar et Bharath, 2017). Plusieurs
techniques analytiques ont été utilisées pour la caractérisation des nanoparticules,

telles que :

2.8.1 La spectroscopie UV-Visible
La spectrophotométrie UV-visible est l'une des techniques simple, facile,
rapide, sensible et la plus couramment utilisée pour la caractérisation des

nanoparticules synthétisées. Il s'agit de quantifier la quantité de rayonnement
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ultraviolet ou visible absorbée par un constituant en solution. Et mesure le rapport, de
l'intensité de deux faisceaux de lumiére dans la région UV Visible (Rajeshkumar et
Bharath, 2017).

Dans 1I’AgNPs, la bande de conduction et la bande de valence sont trés proches
l'une de l'autre dans lesquelles les électrons se déplacent librement. Ces électrons
libres donnent naissance a une bande d'absorption par résonance psalmodique de
surface (SPR), due a l'oscillation collective d'électrons de nanoparticules d'argent en

résonance avec l'onde lumineuse (Zhang et al., 2016).

2.8.2 La spectrométrie infrarouge a transformee de Fourier (FTIR)
FTIR est un moyen non invasif, adapté, précieux, rentable, et simple pour
étudier le role des biomolécules dans la réduction de 'AgNOs en argent.
Lorsque le rayonnement infrarouge traverse les résultats de I'échantillon,
certain de ce rayonnement est absorbé par I'échantillon et reste traversé. Le spectre
résultant signifie I'absorption et la transmission en créant une empreinte moléculaire

d'échantillon qui représente son identité (Rajeshkumar et Bharath, 2017).

2.8.3 La microscopie
La formation et la distribution des AgNPs ont été confirmées par la

microscopie (Qasim et al., 2018).
e La microscopie électronique a balayage (MEB)

C’est une technique couramment utilisée, car la manipulation de ce type
d’appareillage est assez commune, dont la résolution reste assez bonne, variant entre 1
a 7 nm. Outre Dl'observation de la microstructure, elle permet d’identifier la
composition chimique a I’échelle locale et méme globale de I’échantillon, via

I’analyseur EDX, incorporé dans 1’appareil (Belfennache, 2010).

e La microscopie électronique en transmission (MET)

La (MET) est un outil fondamental pour I’étude des matériaux a I’échelle
nanométrique. Utilisée en mode conventionnel, qui permet de déterminer la
morphologie, la taille, la polydispersité et la cristallinit¢ des nanoparticules
synthétisées. C’est une technique trés performante, dont la résolution est bien
meilleure que celle du MEB, se situant entre 0.1 et 1 nm. Cependant sa manipulation
reste délicate (Belfennache, 2010).
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1. Contexte historique

Les bactéries sont des organismes unicellulaires dont les dimensions varient
entre 1 et 10um (Gest, 2004), ils font partie des protistes procaryotes qui ont un
chromosome unique sans membrane nucléaire et une structure cellulaire élémentaire

(pas de mitochondries) (Valcourt, 2016).

La découverte de la pénicilline par Alexander Fleming en 1929 a marqué le
début de I’histoire d’antibiotique (Rao, 1998; Paramasivam, 2013). La mauvaise
utilisation ou I'utilisation, souvent abusive, excessive et intensive des antibiotiques
favorise I’évolution des bactéries vers la résistance ( John et al., 1981; Rao, 1998;
Paramasivam, 2013). Ce qui entraine fréquemment des échecs thérapeutiques
(Courvalin, 2007) chez ’homme et I’animal (Rao, 1998). Etant responsables des
maladies infectieuses émergentes et ré-emergentes (Saga et Keizo, 2009), qui
représente une menace importante pour la morbidité et la mortalité dans le monde
(Weiss 2002; Tacconelli et al., 2017).

2. Les antibiotiques

En 1942 Waksman cree le terme « antibiotique » pour faire référence a tous les
dérivés produits par le métabolisme des micro-organismes possédant une activité
antibactérienne a faible concentration et n’ayant pas de toxicit¢ pour I’hote
(Valcourt, 2016). Les premiers antibiotiques étaient d’origine naturelle, générées par
des champignons mais aussi par certaines bactéries pour se "défendre” contre les
autres bactéries alors qu’ils sont actuellement obtenus par synthése chimique ( Jian et

al., 2006; Lozniewski et al., 2010).

On différencie les antibiotiques a effet bactéricide (consiste en la destruction
d’une partie de la souche bactérienne) et des antibiotiques a effet bactériostatique
(consiste en un ralentissement de la croissance bactérienne pouvant aller jusqu’a une
absence de croissance) ( Soilleux, 2007; Archambaud, 2009), Ils sont divisés en
différentes classes telles que les B-lactames, les quinolones, les tétracyclines, les
macrolides, les sulfonamides, les aminoglycosides, les carbapénémes et les
céphalosporines (Jian et al., 2006).

Pour qu’un antibiotique puisse exercer son action, il faut qu’il soit capable

d’atteindre sa cible, donc il doit pénétrer dans la membrane externe des bactéries a
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Gram négatif, échapper aux protéines, traverser la paroi bactérienne et la membrane
cytoplasmique. Il faut aussi qu’il arrive sur sa cible a des concentrations suffisantes
pour avoir une action significative. Si I'une de ces conditions n’est pas remplie,

I’antibiotique sera inefficace (Archambaud, 2009).
e Mécanismes d’action des antibiotiques : Les cibles bactériennes

Un antibiotique peut avoir 3 types de cibles : la paroi, la membrane plasmique
(et membrane externe pour les bactéries Gram (-)), le cytoplasme ( les syntheses

protéiques, le chromosome) (fig.6) (Lucie, 2018).

a) La paroi bactérienne
L’antibiotique restreint la biosynthese de peptidoglycane. Par exemple, les B-
lactamines inhibent les transpeptidases limitant la formation des mailles de la paroi.
La bactérie devient alors tres fragile (Lucie, 2018). Exemple : R-lactamines,

Glycopeptides, Fosfomycine (Mainardi, 2015).

b) La membrane
L’antibiotique fait des trous dans la membrane responsable de fuites cellulaires

(Lucie, 2018). Exemple : Daptomycine, Colimycine (Mainardi, 2015).

c) Le cytoplasme

e Lasynthése des protéines

L’antibiotique se fixe sur les ribosomes bactériens et inhibe la synthése des
proteines exemple : tétracyclines, aminosides, phénicolés, macrolides, lincosamides,
Chloramphénicol, Acide Fusidique et linézolide (Lucie, 2018; Mainardi, 2015) .

e Lesacides nucléiques

L’antibiotique inhibe la synthése de 1’acide folique qui participe a la formation
du tétrahydrofolate (cofacteurs de la synthése d’acides aminés et de bases puriques)
(Lucie, 2018). Exemple : les quinolones, les rifamycines, les nitroimidazoles, les

sulfamides, et triméthoprimes (Valcourt, 2016).
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Figure 6 : Différents modes d’action des antibiotiques (Lucie, 2018).

3. La Résistance bactérienne

3.1 Définition de la résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques se définit comme la capacité d’une bactérie a

résister a I’effet des antibiotiques aux concentrations d’utilisation médicale. Elle

touche 1’ensemble des especes bactériennes et notamment les bactéries a Gram positif

(Lina et Cattoir, 2014).

L’organisation mondiale de la santé a défini la résistance bactérienne aux

antibiotiques dés 1961 de fagons différentes (khadija, 2019):

Définition thérapeutique : Une souche est dite « résistante » lorsque la
concentration d‘antibiotique qu‘elle est capable de supporter est notablement plus
élevée que la concentration atteignable in vivo (Hajar, 2017).

Epidémiologique : Une souche est dite « résistante » lorsqu‘elle supporte une
concentration d‘antibiotique notablement plus élevée que celle qui inhibe le
développement de la majorité des autres souches de la méme espéce (Hajar,
2017).

Génétique : Une bactérie est dite « résistante » quand elle héberge des genes
codant pour cette résistance, ce qui se traduit comme un changement dans le code
génétique du microorganisme, codant ainsi un géne altéré. (khadija, 2019).
Clinique : Une bactérie est dite « résistante » quand elle échappe a l‘action de
I‘antibiotique supposé actif, prescrit au malade, c‘est ce qui se manifeste par un
échec clinique relatif ou absolu de I‘antibiothérapie. Dans la majorité des
infections, un échec clinique se traduit par 1‘absence d‘amélioration (fievre, état
général, etc.) apres environ 72 heures de traitement et la prescription d‘un

deuxiéme antibiotique (khadija, 2019).
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3.2 Types de résistance
Il existe deux grands types de résistance aux antibiotiques, la résistance

intrinséque et la résistance acquise :

3.2.1 Reésistance naturelle (ou intrinséque)
Cette résistance, généralement chromosomique, est présente chez toutes les
souches d’une méme espéce ou d’un méme genre bactérien. Elle délimite le spectre
d’action des antibiotiques et elle est due soit & une absence de cible pour I’antibiotique

soit a une impermeabilité de la paroi a cet antibiotique (Normark et Norman, 2002).

3.2.2 Résistance acquise

Cette résistance ne concerne que quelques souches d’une méme espece ou
d’un méme genre, normalement sensible a un antibiotique donné, elle est due a:
- Des modifications génétiques chromosomiques ou extras chromosomiques
mutation sur des génes existants (genes codant a des mecanismes, genes

régulateurs...) (Muylaert et Mainil, 2012).

- Ou par incorporation de nouveaux genes codant a des mécanismes de résistances.
Elle peut étre disseminée par transfert horizontal entre les bactéries (Muylaert et
Mainil, 2012).

e La résistance par mutation chromosomique
Elle résulte d’'une mutation. C’est un phénomene rare, due au hasard. Il n’est
pas provoqué par la présence de I’antibiotique. Mais I’antibiotique révele la mutation
de resistance en sélectionnant les bactéries mutantes résistantes (ou plus exactement,
en détruisant les autres bactéries de 1’espece, celles restées sensibles a 1’action de
I’antibiotique). C’est un phénomene indépendant : I’apparition d’une mutation ne

favorise pas I’apparition d’autres mutations de résistance a d’autres antibiotiques.

(Lozniewski et al., 2010).

e La résistance extra-chromosomique (plasmides)
Il s‘agit ici de la résistance par un gain d°ADN extra-chromosomique le plus
souvent plasmidique (khadija, 2019), ou des éléments génétiques spéciaux appelés
transposons et intégrons, qui ont la capacité de s’intégrer a la fois aux chromosomes et

aux plasmides (Rao, 1998). Ces fragments d°’ADN peuvent étre transmis d‘une
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bactérie donneuse a une autre bactérie dite receveuse ; elle peut se faire entre deux

espéces différentes des bacteries (khadija, 2019).

Ce mode d‘acquisition de résistance peut se faire selon trois mécanismes

différents dont la transduction la transformation et la conjugaison (khadija, 2019).

e Résistance croisée

Elle correspond a la résistance a tous les membres d’une classe d’antibiotiques
due a un seul mécanisme de résistance. La résistance est de niveau variable selon les
antibiotiques, en général d’autant plus faible que la molécule est plus active.
(Courvalin, 2007).

Parmi les nombreux cas de résistance croisée, on peut citer les mutations dans
les topoisomérases de type |1, gyrase et topoisomérase 1V, conférant la résistance aux
fluoroquinolones ou la résistance aux 4-6-desoxystreptamines par méthylation de
I’ARN 16S. La conséquence majeure de la résistance croisée est la sélection croisée :
n’importe quel antibiotique de la classe peut sélectionner des bactéries résistantes a

tous les autres membres (Courvalin, 2007).

e Co-résistance

Dans la co-résistance, plusieurs mécanismes de résistance sont associés chez la
méme bactérie, parfois stabilisés par intégration dans le chromosome. Chacun confere
(par résistance croisée) la résistance a une classe d’antibiotiques, ce qui entraine un
large phénotype résistant de la bactérie hote. La encore, la conséquence de cette
organisation génétique est la co-sélection. Dans ce cas, une classe d’antibiotiques a
laquelle la bactérie est résistante pourra seélectionner la résistance a des classes
d’antibiotiques non reliées. Ceci est par exemple le cas chez les pneumocoques

(Courvalin, 2007).
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Figure 7 : Schéma illustrant les deux grands types de résistance bactérienne (khadija,
2019).

3.3 Les bactéries multi-résistantes (BMR)

Le terme « multi résistance », fait référence a une bactérie qui, du fait de
I'accumulation de résistances naturelles ou acquises, n'est plus sensible qu’a un petit
nombre d'antibiotiques, et présente une résistance a au moins 3 familles
d’antibiotiques (Valcourt, 2016).

Le nombre d'agents pathogénes présentant une multirésistance a connu une
augmentation exponentielle ces derniers temps et est considéré comme un probléeme
important pour la santé publique. Un grand nombre de bactéries ont été signalées
comme multirésistantes (MDR), et elles présentent un codt élevé de gestion, y
compris les médicaments, la capacité du personnel, les matériaux d'isolement et la

perte de productivité (Barros et al., 2018).

% Quelques exemples sur bactéries multi-résistantes

a. Staphylococcus aureus resistant a la méticilline

S. aureus est 1'une des principales bactéries responsables d’infection humaine
en situation communautaire et hospitaliere. La résistance a la méticilline est liée a
I’acquisition d’un plasmide producteur de pénicillinase. La résistance a la méticilline
est liée a ’acquisition d’un géne supplémentaire mec codant pour une « protéine liant
la pénicilline » (PLP) additionnel dénommé PLP2a ou PLP2c en fonction du type de
gene mec Les PLP sont impliqués dans la biosynthése et le remaniement du
peptidoglycane. Ces fragments d’ADN, présents chez tous les SARM, varient en taille
et composition (SARM) (Lina et Cattoir, 2014).
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b. Streptococcus pneumoniae
Ce pathogene est toujours une cause importante d'infections invasives chez
I'hnomme, surtout de pneumonie et de septicémie d'origine communautaire. La
résistance a la pénicilline est basée sur des protéines de liaison a la pénicilline avec
une affinité réduite qui sont codées par des génes de mosaique contenant des blocs de
séquence acquis a partir de S. oralis résistant a la pénicilline (Witte et al., 2008).

c. Les entérocoques reésistants a la vancomycine (ERV) et les S. aureus
resistants a la vancomycine (VRSA) expriment vanA

La résistance aux glycopeptides, y compris la vancomycine, est conférée par le

géne de résistance vanA. Le géne vanA code pour la D-alanine — D lactate ligase, qui

change le domaine terminal D-ala — D-ala du précurseur du peptidoglycane (qui est a

la fois le substrat du domaine transpeptidase PBP et de la vancomycine) en D-ala — D-

lactate .La vancomycine a une affinite 1000 fois plus faible pour le D-ala — D-lactate

que le D-ala — D-ala, de sorte que le géne vanA confere une résistance a la

vancomycine (Pelgrift, 2013).

d. S. pneumoniae, S. pyogenes, Neisseria meningitidis et E. coli résistantes
aux sulfonamides
La résistance aux sulfonamides est conférée par [I'expression de
dihydropteroate synthétase bactérienne altérée (qui est le substrat auquel les
sulfonamides se lient). Les bactéries utilisant ce mécanisme de resistance
comprennent S. pneumoniae, S. pyogenes, Neisseria meningitidis et E. coli (Pelgrift,
2013).

e. Entérocoques résistant aux glycopeptides (ERG)

Les entérocoques sont des bactéries commensales de la flore digestive de
I’homme et des animaux sont naturellement résistants aux céphalosporines et aux
sulfamides, et présentent une résistance naturelle de bas niveau aux aminosides. Ainsi
la résistance des entérocoques aux glycopeptides est-elle due a I’acquisition d’opérons
de résistance (appelés van) responsables d’une modification des cibles moléculaires.
Au niveau moléculaire, la résistance aux glycopeptides est due a la fois a la
production de précurseurs modifiés de faible affinité pour les glycopeptides et a

I’élimination concomitante des précurseurs naturels (Lina et Cattoir, 2014).
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3.4 Mécanisme général de résistance
Il existe plusieurs mécanismes de résistance, dont certains fort complexes, qui
ne sont que le reflet de 1’évolution et de 1’adaptation du monde microbien envers les

agresseurs que sont les antibiotiques (Weiss, 2002).

3.4.1 Développement d'une résistance aux médicaments

Le développement de la résistance aux médicaments se déroule en (au moins)
trois étapes : acquisition par les microbes de genes de résistance, suivie de
I'expression de ces génes de résistance, suivie de la sélection des microbes exprimant
ces génes de résistance. Premiérement, les bactéries acquiérent une résistance aux
médicaments uniques et multiples par transfert horizontal de genes par transformation,
conjugaison et transduction, ou par I’acquisition des génes de résistance par mutation
spontanée de genes existants (Pelgrift, 2013).

Deuxiémement, en réponse a l'exposition a un médicament antimicrobien, les
microbes expriment le géne de résistance. Troisiemement, la résistance se généralise
lorsqu'il y a sélection de microbes qui expriment des génes de résistance contre le

médicament antimicrobien (Pelgrift, 2013).

3.4.2 Diminution de I'absorption et augmentation de I'efflux de médicament de
la cellule microbienne
Deux mécanismes de résistance importants sont une absorption réduite et une
augmentation de lefflux de médicament. La diminution de [l'absorption de
médicaments antimicrobiens et /ou l'utilisation de pompes a efflux transmembranaires
empéche la concentration d'agent antimicrobien d'augmenter a des niveaux toxiques
dans la cellule microbienne. Par exemple P. aeruginosa devient multirésistante
lorsqu'une mutation se produit dans la protéine régulatrice qui réprime normalement
les genes codant pour les protéines d'efflux, entrainant une surexpression de ces
protéines d'efflux (Pelgrift, 2013).
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Antibiotique Antibiotique

Pompe a efflux

Figure 8 : Efflux actif de médicament (Archambaud, 2009).

3.4.3 Expression de genes de résistance qui codent pour une version modifiée
du substrat auquel I'agent antimicrobien se lie

Le médicament antimicrobien a généralement une affinité de liaison plus faible

pour cette version modifiée que la version de type sauvage, ce qui réduit l'activité

antimicrobienne. Ces types de geénes de résistance conférent une résistance aux

antibiotiques tels que les béta-lactames, les glycopeptides (y compris la

vancomycine), les sulfonamides, les quinolones, les macrolides, les aminoglycosides,

les tétracyclines, le linézolide et la rifampicine (Pelgrift, 2013).

“{ PLP modifiée

Figure 9 : une version modifiée du substrat auquel I'agent antimicrobien se lie
(Archambaud, 2009).

3.4.4 Modification covalente de la molécule de médicament antimicrobien qui
inactive son activité antimicrobienne
Les microbes peuvent également exprimer des géenes de résistance aux
médicaments qui codent pour des enzymes qui modifient de maniere covalente le
médicament antimicrobien, réduisant ainsi son activité antimicrobienne. La

modification covalente du médicament est utilisée comme mécanisme de résistance
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contre les béta-lactames, les aminosides, le chloramphénicol, les tétracyclines, les
macrolides, les quinolones et les streptogramines (Pelgrift, 2013).

. /
B-lactamines / B-lactamases

Figure 10 : Inactivation enzymatique de I’antibiotique (Archambaud, 2009).

3.4.5 Augmentation de la production d'un inhibiteur compétitif des
antibiotiques
Les bactéries peuvent également atteindre une résistance aux antibiotiques en

synthétisant une molécule qui est un inhibiteur compétitif de ’antibiotique (Pelgrift,

2013).

3.4.6 Biofilms

Les cellules de biofilms bactériennes activent l'expression des genes qui
provoguent la synthese et la sécrétion d'une matrice constituée de substance polymere
extracellulaire (EPS). Cette matrice EPS entourant les cellules bactériennes les
protege des concentrations trés élevées de nombreux agents antibiotiques différents,
Par conséquent, les bactéries présentes dans les biofilms sont jusqu'a 1000 fois plus

résistantes aux antibiotiques que les bactéries planctoniques (Pelgrift, 2013).

3.5 Meécanismes génétiques de résistance
Les bactéries peuvent acquérir une résistance par une mutation dans I’ADN
chromosomique de I’hote ou par I'acquisition d’un nouvel ADN, d’origine
chromosomique ou extrachromosomique, qui contient des informations sur la

résistance (Mcmanus, 2019).

3.5.1 Mutation
Les mutations de résistance survivent et entrainent généralement une

modification de la protéine qui est moins sensible aux antimicrobiens. Elle a été bien
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documentée pour certains agents, tels que les quinolones (beaucoup plus fréquemment
avec l'acide nalidixique qu'avec les fluoroquinolones plus récentes), la rifampicine
(Escherichia coli et Staphylococcus aureus), la streptomycine, sulfonamides et
triméthoprime. Dans la plupart des cas, les bactéries devraient subir plusieurs étapes
pour acquérir une résistance (Mcmanus, 2019).

3.5.2 Acquisition d'un nouvel ADN
De nouveaux génes de résistance sont transféres entre les bactéries et peuvent
étre intégrés dans le chromosome bactérien et hérités de maniére stable de génération
en géneration, ou ils peuvent étre maintenus dans un état extra chromosomique sur un
plasmide bactérien. La propagation de la résistance entre les genres peut se produire
parmi les especes gram-positives, telles que les staphylocoques et les entérocoques, et
parmi les bactéries gram-négatives, telles que les especes Enterobacteriaceae et

Pseudomonas, ou les anaérobies comme les especes Bacteroides (Mcmanus, 2019).

Les espéces a Gram positif peuvent transférer la résistance aux espéces a Gram
négatif, mais l'inverse est rare. De nouveaux génes de resistance contenant de I'ADN
chromosomique ou plasmidique peuvent étre transférés d'une bactérie a une autre par

conjugaison, transduction et transformation (Mcmanus, 2019).

3.6 Résistance bactérienne a I'argent

L'application croissante de nanomatériaux d'argent dans les pansements, les
emballages et les textiles a soulevé des inquiétudes concernant le développement de la
résistance bactérienne aux nanoparticules d’argent, malgré les bonnes performances
des AgNPs contre une gamme de souches bactériennes, comme déja décrit. En fait,
I'un des premiers rapports sur la résistance a l'argent a été publié en 1975, lorsqu'une
souche de Salmonella typhimurium résistante a l'argent du nitrate, du chlorure
mercurique et une gamme d'antibiotiques courants ont été identifiés chez trois patients
dans une unité de brdlures (Lina et Cattoir, 2014).

Des décennies plus tard, ce type de résistance exogene a été dévoilé par Gupta
et al., Grace a l'isolement du plasmide pMG101. Ce plasmide a été identifié comme le
porteur d’un géne de résistance a l'argent (SilE), qui code pour une protéine
périplasmique Ag + de 143 acides aminés. En amont de silE, une série de génes du
systeme Sil codent pour des protéines liées a I'efflux d'argent, comme un systeme anti-

porteur protéine / cation et une ATPase cationique de type P (Lina et Cattoir, 2014).
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Figurell : Systeme d'efflux d'argent trouvé dans les bactéries Gram négatif
résistantes a l'argent. SilE est une protéine de liaison Ag + riche en histidine
périplasmique ; SilS appartient a un systéeme de régulation de la transcription a deux
composants (SilRS); SilA, SilB et SilC comprennent un antiporteur bactérien
chimiosmotique a protons / cations (Barros et al., 2018).

Un nouveau mécanisme par lequel les bactéries a l'origine sensibles aux NPs
d'argent peuvent devenir résistantes a leurs effets toxiques aprés une exposition
répetée a long terme a des concentrations sous-inhibitrices. Le mécanisme est basé sur
la production de la flagelline, une protéine bactérienne du flagelle, qui provoque
I'agrégation des NPs d'argent et supprime ainsi leur effet antibactérien contre les

bactéries a Gram négatif (Panacek et al., 2018).

Parmi les quelques bactéries résistantes au AgNPs, les mécanismes de résistance
incluent des membranes cellulaires altérées qui diminuent I'absorption d'Ag et des
pompes d'efflux qui pompent I’Ag hors de la cellule. De plus, lorsque I'Ag est absent,

I'expression de ces génes de résistance est perdue (Pelgrift, 2013).

4. Lasynergie AgNPs-antibiotiques

Panacek, et al., (2015) ont signalé une interaction synergique entre des
antibiotiques ayant différents modes d'action et les AgNPs, y compris AgNPs-p-
lactamines R. Vazquez-Mufioz et al., 2019 ont montré que la souche d'E. Coli
utilisée dans I'étude présentait une résistance a I'ampicilline, et cette résistance est
surmontée lors de la combinaison AgNPs-ampicilline (Mufioz et al., 2019).

La synergie entre les AgNPs et les antibiotiques a également été attribuée
précédemment a la liaison chimique entre le groupe soufre des antibiotiques avec les
AgNPs, mais aucune preuve expérimentale concluante n'a été fournie pour étayer
cette hypothése. Les AgNPs déstabilisent la membrane cellulaire bactérienne,

favorisent I'internalisation des antibiotiques dans la cellule, Pour les antibiotiques qui
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agissent a l'intérieur de la cellule, un effet synergique ou additif peut étre observe car
les AgNPs facilitent I'entrée des cellules antibiotiques et favorisent I'acces a leur cible

(Muiioz et al., 2019).
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Figurel2 : Modéle du mécanisme d'action du traitement combiné AgNPs-
antibiotique. A) L'activité des antibiotiques -lactamines, ainsi que la kanamycine
(Km) et le chloramphénicol (Cm) sont indiqués. B) Dans les traitements combinés, les
AgNPs dépolarisent la membrane cellulaire affectant la permeabilité et permettant au
Km et au Cm d'atteindre les ribosomes a l'intérieur de la cellule et augmentant leur
activité antibactérienne (effet synergique et additif ) (Mufioz et al., 2019)
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1. Matériel utilisé

1.1 Matériel chimique
La solution de nitrate d’argent AgNO3 que nous avons utilisé de concentration
1mM a été préparé par le personnel du laboratoire de Sonatrach Skikda le mois de
Février 2020.

1.2 Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans le présent travail, comporte les feuilles de
plante de persil (Petroselinum crispum), une pomme de terre (Solanum tuberosum), le
fruit de concombre (Cucumis sativus) et la levure boulangére (Saccharomyces
cerevisiae) qui ont étés obtenus a partir du marché local de Guelma durant le mois de
mars 2020.

Les souches bactériennes utilisées sont des especes Gram négatives et Gram
positives, pathogénes et multirésistantes obtenues de I’hdpital Ibn Zohr et conservées

dans le laboratoire de microbiologie de I’université 8 mai 1945 Guelma.

2. Méthodes d’étude

2.1 Synthese biologique des nanoparticules d’argent
Nous rapportons ici la synthese verte d’AgNPs a partir d’une solution aqueuse
de sels d’argent ( Kaushik et al., 2014 ; Kaushik et al., 2015).

2.1.1. Préparation des extraits biologiques
a. Extrait des feuilles de persil Petroselinum crispum.

Pour préparer D’extrait, les feuilles de persil frais Petroselinum crispum
achetées a partir du marché local (figurel3), pesant 50g ont été nettoyées, coupées en
petits morceaux et bouillies dans 100 ml d’eau déminéralisée pendant 15min. Apres
refroidissement, le mélange a été filtré pour obtenir un extrait de feuille de persil clair
et pure (Kaushik et al., 2014b).
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Figure 13 : Feuilles de persil frais (Petroselinum crispum).
b. Extrait de pommes de terre Solanum tuberosum.

Les pommes de terre Solanum tuberosum fraiche achetées a partir du marché
local ont été nettoyés, pelés et coupés en petits morceaux et 100g ont été bouillis
dans 500ml d’eau double distillée a 90°C pendant 15 min. le mélange a ensuite été
refroidi et le surnagent a été filtré pour obtenir une infusion de pomme de terre
(Protocole modifié de Kaushik et al., 2015a).

Figure 14 : Pomme de terre Solanum tuberosum.
c. Extrait de fruit de concombre Cucumis sativus.

Pour la préparation de 1’extrait un fruit de concombre Cucumis sativus,
nettoyé, coupé en petits morceaux et 50g ont été moulinés a I’aide d’un moulin. Il a
ensuite été filtré et centrifugé a 5000tr/min pendant 5min pour obtenir une soupe
claire d’extrait (Figure 15) (Kaushik et al., 2015b).
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Figure 15 : Le filtrat de fruit de concombre avant et apres la centrifugation.
d. Extrait de levure (Saccharomyces cerevisiae)

Ici, nous avons réussi a préparer une solution d’extrait de levure
(Saccharomyces cerevisiae) a une concentration de 1g/l c¢’est-a-dire 0,1g de poudre
séche a été dissoute dans 100 ml d’eau désionisée (DI) (Kaushik et al., 2014a).

2.1.2. Réduction des ions d’argent présentent dans la solution d’AgNO3

Pour réduire les ions Ag+ présents dans la solution de nitrate d’argent :

une quantité égale d’extrait est ajoutée goutte a goutte a I’obscurité (chambre

noire).

Les etapes de notre démarche scientifique expérimentale comme suit :

Nous avons d'abord préparé huit tubes a essai, puis on a ajouté 5ml de chaque
extrait dans les quatre premiers tubes, et Sml de la solution de nitrate d’argent
(AgNO:s) dans chacun des quatre tubes qui restes (figure 16).

Ensuite, on additionne les 5 ml de chaque extrait goutte a goutte aux tubes de
(AgNO3) qui correspond, a I’aide d’une ampoule dans une chambre noir.

Puis, le mélange réactionnel a été incubé a température ambiante dont la
formation d’AgNPs a été détecté visuellement par un changement progressif de la
couleur du mélange.

Finalement, apres quelques heures, un changement distinct de la couleur de la
solution a été observé. Puis la formation d’AgNPs a été suivie progressivement par
balayage du mélange sous spectrophotometre UV-visible a intervalles réguliers
(Protocole modifié de Kaushik et al., 2014 ; Kaushik et al., 2015).
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Figure 16 : Préparation des huit tubes pour la réduction des ions d’argent
2.1.3 Caractérisation des AgNPs

La bio-réduction des ions Ag* pures a été suivie et contr6lée par absorption a
UV-visible, en scannant I’extrait brut avant I’addition des nanoparticules et apres
changement de couleur a To et a des temps différents du melange réactionnel dans la
plage de longueurs d’onde de 200 a 800 nm (Dipankar et Murugan, 2012;
Elangovan et al., 2015; Melisa et al., 2016; Muthuraman et al., 2018), avec une

cuvette de quartz de longueur de trajet de 1 cm (Soshnikova et al., 2017).

2.2 Etude Bactériologique

» ldentification phénotypique des souches bactériennes

L'identification des caracteres morphologiques, physiologiques et
biochimiques proposes d'une part par la 8eme édition du Manuel de Bergey et par le
Manuel des Techniques Bactériologiques de Buttiaux, Beerens et Taquet (Millier et
Veillet, 1979)

En vue de faciliter I’identification de bactéries conservées dans le laboratoire
de microbiologie collectées de travaux de PFE antérieurs sont :

- la coloration de Gram, modifiée par Burke-Kopelov, permet de séparer les
bactéries Gram positives des bactéries Gram négatives.

- l'observation microscopique du corps bactérien nous renseigne sur la
morphologie.

- la recherche de la catalase.

- la mise en évidence d'une oxydase (méthode de Kovacs, 1956).

Avant de procéder a toute identification, les souches sont repiquées sur milieu gélosé
(Millier et Veillet, 1979).
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a. Repiquage des souches bactériennes

Le repiquage des especes bactériennes consiste a une revivification des
cellules préalablement conservées a 4°C. Cette méthode consiste a incuber les
bactéries dans un bouillon nutritif a 1’étuve a 37 °C pendent 18h a 24 heures (Moroh
et al., 2008).

Apreés 24 heures d’incubation, les différentes souches revivifiées ont été
ensemencée sur gélose nutritive, par la méthode des stries, puis incubées dans 1’étuve
a 37° C pendant18h a 24 heures, afin d’obtenir une culture jeune et des colonies bien
isolées servant a préparer d’éventuels inoculum bactériens (Moroh et al., 2008).

Les cultures en milieu solide sont utilisées essentiellement pour I’isolement de
colonies (Auriol, 2011), Alors les milieux specifiques utilisés a cet effet sont :

- Gélose Mac conkey : pour I’isolement des souches Escherichia coli.

- Gélose Chapman : pour les souches Staphylococcus aureus.

Aprés I’obtention de la souche bactérienne pure a étudier, nous avons procéde

a son identification selon son aspect macroscopique et microscopique (Auriol, 2011).
b. Identification des germes isolés

o Examen macroscopique des caractéres culturaux

La taille, la forme, la couleur, I’opacité, la surface, la consistance, ’odeur, et
évidemment tout changement produit a la surface du milieu solide, sont les caractéres
fréquemment utilisés pour caractériser macroscopiquement une colonie bactérienne

(amas de cellules) (Ouattara et al., 2013).

o Caracteres morphologiques et structuraux

Application 1 : la coloration de Gram

- Etaler aseptiquement la suspension bactérienne sur 2 cm? environ d’une lame
propre, seche et stérile.

- Fixer de la suspension par passage au-dessus du la flamme du bec Mecker
(pendant quelques minutes).

- Placer la lame sur le bac de coloration.

- Inonder le frottis par le violet de gentiane (1 min).

- Laver avec de I’eau distillée stérile.

- Additionner lugol (1 min).
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- Laver avec de I’eau.

- Décolorer pendant 15 secondes par de I’éthanol a 95°.

- Inonder par la fuschine de Ziehl diluée au 15iéme pendant (1 min).

- Laver avec de I’eau.

- Sécher la lame avec du papier absorbant et examiner au grandissement x100
(Ouattara et al., 2013).
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violet de gentiane lugol I'éthanol fuchsine

Figure 17 : Coloration de Gram [1].
o Caracteres biochimiques et physiologiques (Enzymes respiratoire)

v/ Catalase : Une enzyme qui hydrolyse le peroxyde d’hydrogéne (H202) en eau et
en oxygene (un dégagement de bulles d’air, instantanément, indique sa présence).
La catalase est un test clé communément utilise pour I’identification des bactéries
a Gram+ (Ouattara et al., 2013).

v' Cytochrome oxydase : La derniére enzyme de la chaine respiratoire, elle catalyse
le transfert de ’'H2 sur L’O2, elle est mise en évidence par la réaction d’oxydation
de I’oxalate de diméthyle-paraphenyléne-diamine, ce substrat est incolore sous
forme réduite est rouge sous forme oxydée. Inversement a son précédant,
I’oxydase est un test clé communément utilisé pour I’identification des bactéries a

Gram- (Ouattara et al., 2013).
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Technique
+ déposer sur une lame une goutte d'eau oxygénée (= peroxyde d'hydrogéne) a l'aide d'une
pipette Pasteur
= prélever une colonie & l'aide de |'anse
= dissocier la colonie dans la goutte

Remarque : ['utilisation de l'anse est possible a4 condition guelle ne posséde pas d'action
catalasique, ce que I'on vérifiera facilement par un test sans bactérie.

Lecture

- Bu-l-iz:—crl-"c;;ygéﬂe ] Pas de bulle
La bactérie posséde la catalase, elle est|lLa bactérie ne posséde pas la catalase, elle
dite : est dite :

Catalase + @ Catalase - O

Figure 18 : Technique du test catalase [2].

Technique
= placer un disque non imprégné sur une lame a l'aide d'une pince flambée,
+ déposer une goutte de réactif sur le disque non imprégné,
+ avec une pipette Pasteur prélever une celonie sur milieu solide (&Q) et la déposer

doucement sur le disque
T -—

Réactif

E oxydase

]

=

Remargues :
o MNe pas utiliser l'anse métallique pour prélever les bactéries. En effet, le méral peut
Etre recouvert d'un oxyde et donner un résultat faussement positif.
o Le milieu solide ne doit pas contenir dindicateur de pH, ni de glucides

Culture sur GO

Lecture

Pas de lecture avant 30 secondes environ

Tache rose violette Pas de tache rose violette
La bactérie posséde l'activité oxydase, elle |La bactérie ne posséde pas l'activité oxydase,

est dite : elle est dite :

®

Oxydase =« Oxydase -

{

Figure 19 : Technique du test oxydase [2].

C. Préparation et standardisation de ’inoculum
Les colonies qui ont été isolées a partir des cultures jeunes sur milieu gélose
nutritive (Fluka, Inde) incubées a 37°C pendant 24 heures sont transférées dans des
tubes contenant de I’eau physiologique stérile (0,9% NaCl), afin de préparer des
suspensions bactériennes ayant une turbidité équivalente a 0,5 McFarlane
(Benyagoub et al., 2014). C’est-a-dire (=1x10® CFU/ml) (Esmail et al., 2014).

Equivalente & une densité optique de 0.08 & 0.13 a une longueur d’onde de 625 nm

(Khrbich et al., 2017).
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1. Résultats
1.1 Virage de couleur des mélanges
1.1.1 Mélange 1 (Extrait de persil + AgNO3)

La couleur de la solution a changé distinctement du jaune clair au brun foncé
aprés 28h d’ajout d’extrait de de feuilles de persil (Petroselinum crispum) suggérant la
formation d’AgNPs (Kaushik et al., 2014b).

Le mélange a Oh. Apreés 2h 37 min. Apres 28h 25 min.
Figure 20 : Image représente le virage de couleur du mélange 1.
1.1.2 Mélange 2 (Extrait de pomme de terre + AgNO3)

Lorsque I’infusion de pomme de terre Solanum tuberosum a été ajoutée a la
solution aqueuse de nitrate d’argent, la solution est initialement restée incolore. Mais
aprés quelques minutes, la couleur du mélange a commencé a virer au jaune foncé
indiquant la réduction des cations d’argent et la formations d’AgNPs dans la solution.
La couleur de la solution s’est intensifiée en brun foncé aprés 28h comme indiqué sur

les figures (Kaushik et al., 2015a).
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Le mélange a Oh. Aprés 2h 25 min. Aprés 28h 13 min.
Figure 21 : Image représente le virage de couleur du mélange 2.
1.1.3 Mélange 3 (Extrait de concombre + AgNO3)

Aprés quelques heures d’addition d’extrait de fruit de concombre Cucumis
sativus, le mélange réactif est devenu brun clair a partir d’une solution incolore
suggerant la formation d’AgNPs dans le mélange. La couleur s’intensific avec le

temps de reaction et devient brun foncé aprés 18h .(Kaushik et al., 2015b).

Le mélange a Oh. Apres 18h 30 min.
Figure 22 : Image représente le virage de couleur du mélange 3.
1.1.4 Mélange 4 (Extrait de levure + AgNO3)

Aprés quelques heures d’ajout d’extrait de levure Saccharomyces cerevisiae a
la solution d’AgNQOg, la couleur de la solution a commencé a passer de I’incolore au
jaune claire indiquant une légére formation de nanoparticules d’argent dans le

mélange apres 28h comme indiqué sur la figure (Kaushik et al., 2014a).
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Le mélange a Oh. Apreés 28h 30 min.
Figure 23 : Image représente le virage de couleur du mélange 4.

La graduation de la couleur obtenue, laisse penser qu’il existe bien une
réaction entre les deux réactifs, dont la cinétique est probablement lente, car les
mélange ne présentent qu’une couleur nuancée par rapport a celle observée avant le
traitement. Ce point sera discuté ultérieurement.

Par ailleurs, ce constat visuel n’a de valeur que s’il est conforté par des
résultats faisant appel a des techniques expérimentales dont nous allons faire appel

lors des parties suivantes.
1.2 Caractérisations par UV-visible

Les résultats présentés dans le tableau 2 sont les résultats préliminaires d’un
seul pilote et d’une seule mesure de caractérisation par UV-visible a A, cette mesure et
ces résultats ne peuvent en aucun cas interprété parce que ¢a nécessite d’autre mesures
et analyse interrompus malheureusement par le confinement et I’arrét de la pratique

suite a la pandémie de corona virus.

Tableau 2 : Caractérisation par UV des préparations préparées.

Les dosages effectués Absorbance (DO) (a 600 nm)

Mélange 1 (Extrait de persil + AGNO3) 1,595

Mélange 2 (Extrait de pomme de terre 1,206
+ AgNO3)

Mélange 4 (Extrait de levure +AgNO3) -0,456
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2. Discussion

Les personnes infectées par des micro-organismes résistants aux medicaments
passent généralement plus de temps a 1’hdpital et nécessitent un traitement qui utilise
deux ou trois antibiotiques differents et qui est moins efficace, plus toxique et plus
couteux ce qui entrainent une augmentation significative de la mortalité et de la
morbidité (Humberto et al., 2010). Par conseéquent, le développement de nouvelles
formules antimicrobiennes ou la modification de celles déja disponibles afin
d’améliorer leur activité antibactérienne pour la thérapie, 1’asepsie ou la désinfection
est un domaine de recherche hautement prioritaire (Viorica et al., 2016).

L’argent est un ¢lément basique, rare et naturel, légerement plus dur que ’or,
trés ductile et malléable, ayant la conductivité électrique et thermique la plus élevée
avec une résistance de contact minimale dans tous les métaux (Rai et al., 2012). Ainsi
il a une plus faible propension a induire une résistance microbienne que de nombreux
autres matériaux antimicrobiens (Li et al., 2011). Les différentes formes d’argent, a
savoir, le sel d’argent, I’acétate d’argent, le nitrate d’argent et la sulfadiazine d’argent,
sont utilisées pour I’inhibition microbienne (Rajput et al., 2018). Depuis longtemps,
ils agissent comme agent antifongique et antiviral (Li et al., 2011), car tout en étant
trés toxiques envers les microorganismes, ils sont beaucoup moins toxiques pour
I’homme (Li et al., 2011 ; Renata et al., 2012; Boenigk et al., 2014), mais avec
I’avénement des progrés des antibiotiques, les applications médicales de I’argent ont
été déclinées (Rai et al., 2012).

Pour atteindre 1’objectif de notre travail de recherche assigné on a rapporté une
synthese simple et rapide des AgNPs. En se basant sur quatre modeéles biologiques
« Les feuilles de plante de persil (Petroselinum crispum), la pomme de terre (Solanum
tuberosum), le fruit de concombre (Cucumis sativus) et la poudre de levure
boulangére (Saccharomyces cerevisiae) mélangées avec la solution de nitrate d’argent
(AgNOs) ce qui a été aussi rapporté dans le travail de Bezza et al., 2020, ou la
synthése verte de nanoparticules d’argent est basée sur l’utilisation de nombreux
extraits de plantes comme agents réducteurs et stabilisants en I'absence de surfactant
dangereux.

De prime abord, les résultats primaires montrent un virage de couleur vers le
marron dans tous les essais, mais malheureusement on n’a pas pu poursuivre les
¢tapes d’identification des AgNPs biogénes, de caractérisation UV-visible et

d’application et de vérification de I’effet biocide sur des bactéries multirésistantes en

42




Résultats et discussion

raison du confinement qui était appliqué pour minimiser la propagation du virus de
corona (COVID-19).

Ces observations laissent déja penser d’ou provient ces changements de
couleurs et pour y répondre on s’est référé a la littérature.

La formation des AgNPs a température ambiante a été détectée visuellement
par un changement progressif de la couleur des différents mélanges préparés :

e Dans le cas des préparations a partir du matériel végétal utilisé :

1. Extrait de persil Petroselinum crispum + AgNOs, la raison pour laquelle il
aura virage de couleur est due a la teneur élevée en acide ascorbique (vitamine C)
dans les feuilles de persil Petroselinum crispum qui peut jouer un rdle vital en tant
qu’agent réducteur puissant dans cette réaction, ce qui a réduit les cations d’argent
présent dans la solution de nitrate d’argent lors de ’interaction et qui provoque par
conséquent la formation des AgNPs (Kaushik et al., 2014b).

2. Extrait de pomme de terre Solanum tuberosum + AgNO3, La pomme de
terre est 1'une des principales cultures vivrieres du monde, dont la partie comestible
est son tubercule souterrain. Cette tige souterraine ou tubercule est une riche source de
substances bioactives comme les acides aminés, les protéines, la thiamine et ’acide
ascorbique. Par conséquent, I’infusion de tubercule de pomme de terre semblait étre
un bon choix pour la préparation de nanoparticules d’argent a partir d’une solution de
nitrate d’argent. Ce qui favorise le changement de couleur observé du mélange qui est
dd a la résonance plasmonique de surface des AgNPs (Kaushik et al., 2015a).

3. Extrait de concombre Cucumis sativus + AgNOQOsg, il a été constaté que les
extraits de feuilles étaient largement utilisés car ils sont une source potentielle
d’agents réducteurs qui peuvent réduire et stabiliser les particules colloidales lors de
I’interaction avec les ions métalliques. Cependant, I’extrait de fruit peut étre trés bien
servir cet objectif car il contient également des agents réducteurs et coiffants puissants
ce qui explique le changement de couleur du mélange. A titre d’exemple le fruit de
concombre Cucumis sativus contient des biomolécules organiques censées étre des
agents réducteurs et coiffants efficaces pour la synthése de NPs (Kaushik et al.,
2015b).

Les recherches avancées sur les extraits de feuilles de plantes du
Chenopodium album, Acalypha indica, Garcinia mangostana, Myrica esculent,
Capsicum annuum, Geranium sp., Diopyros kaki, Magnolia kobus, Coriandrum sp

qui ont été efficacement utilisés pour la synthése des AgNPs et analysés pour leurs

43




Résultats et discussion

activités antimicrobienne contre divers organismes pathogeénes a partir d’extrait de
feuilles Paederia foetida L. qui ont été testées par la suite sur [Dactivité
antimicrobienne par la méthode de diffusion sur disque contre les bactéries
pathogénes Staphylococcus aureus, Klebsiella, Vibrio cholera, Pseudomonas et
E.coli, la ciprofloxacine a été utilisee comme agent antimicrobien de référence , les
diametres des =zones d’inhibition autour des disque contenant les AgNPs
biosynthétisées sont respectivement 14mm, 26mm, 12mm, 24mm, et 16mm comparés
aux diametres de I’antibiotique 09mm, 20mm, 21mm, 19mm et 11mm pour les
souches bactériennes testées. De plus, l’effet combiné de ces AgNPs avec
I’antibiotique ciprofloxacine montrait une activité antibactérienne plus élevée
(synergie) (Mathavaraj et al., 2013).

Pour mieux comprendre 1’explication de ces résultats ont fait appel a d’autres
travaux. Selon Yogeswari et al., 2012, une réduction de I’ion argent en particules
d’argent lors de I’exposition aux extraits végétaux a été observée a la suite du
changement de couleur. La nanoparticule d’argent présente une couleur brun jaunatre
foncé dans la solution aqueuse en raison du phénomeéne de résonance plasmonique de
surface, qui permet de compléter 1’idée de Xia et al., 2016, Les constituants végétaux
pourraient agir comme agents chélateurs /réducteurs ou de coiffage pour la synthése
des AgNPs. Sans oublier que divers facteurs, y compris la concentration d’extraits de
plantes et d’Ag+, la température et le temps d’exposition pourraient affecter la
biosynthése des AgNPs. lls ont aussi rapporté que la taille moyenne des AgNPs
diminuait a mesure que le pH du systeme réactionnel augmentait de 6 a10.5.

De plus, L’analyse FTIR a confirmé que la bio réduction des ions Ag+ en
nanoparticule d’argent est due a la réduction par agent de coiffage de 1’extrait végétal
(Geethalakshmi et Sarada, 2010). A partir de données publiées, il est connu que les
NPs présentent une couleur brune en solution aqueuse en raison de I’excitation des
vibrations de plasmon de surface dans les AgNPs (Geethalakshmi et Sarada 2010;
Ray et al., 2011).

e En ce qui est du cas de la préparation a partir de champignons : Extrait de
levure Saccharomyces cerevisiae +AgNOs.

Vue la richesse de la poudre de I’extrait de levure en molécules organiques
fonctionnelles, elle a la capacité de réduire les cations d’argent dans la solution de
réaction et de stabiliser les particules colloidales dans le milieu ce qui permet

I’apparition de résultat positif qui peut étre attribué a la résonance plasmonique de
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surface (Kaushik et al., 2014a). La bio production verte des AgNPs a partir du filtrat
de cellules sans mycélium Tricholoma crassum en utilisant 1mM AgNOs. Cette
méthode entraine la formation de NPs sphériques monos dispersés de la gamme de
taille 5-50 nm. Ces NPs se sont avérées avoir un effet antimicrobien puissant contre le
pathogéne humain E.coli (souche DH5a) et les agents pathogénes des plantes comme
’agro bactérie phyto pathogéne Agrobacterium tumifaciens (souche LBA4404) et du
champignon phyto pathogéne Magnaporthe oryzae. Il est également trés efficace
contre les bactéries pathogenes multirésistantes E. coli et A. tumifaciens. Ainsi ces
NPs peuvent étre utilisées aussi bien par I’industrie médicale que pour la lutte contre
les maladies des plantes sur le terrain (Ray et al., 2011).

En outre, I’attrait de 1’utilisation des champignons pour produire des NPs est
da a la présence de quantités importantes d’enzymes spécifiques pour la production
extracellulaire de NPs avec des dimensions comprises entre 5 et 60 nm. La synthese
extracellulaire présente des avantages plus pratique par rapport a la synthése
intracellulaire (en raison du nombre d’étapes de purification moins nombreux)
(Hamidi et al., 2014). 1l faut noter aussi que les champignons filamenteux sont faciles
a manipuler, nécessitant des matieres premieres simples et ont une grande capacité de
liaison aux parois (Ray et al., 2011).

Par comparaison a la synthése a partir des bactéries, des études ont €té menés
pour explorer la capacité des bactéries comme Pseudomonas stutzeri AG259 a
produire des nanoparticules d’argent. Les bactéries montraient une capacité
remarquable a survivre dans un environnement extrémement riche en nanoparticules
d’argent, par I’accumulation de ces AgNPs en grandes quantités dans I'espace péri
plasmique (Bammou et al., 2014; Muhammad et al., 2016 ; Chauvel, 2018). Il est
nécessaire de souligner que les bactéries continuent a croitre apreés la formation des
AgNPs, mais le principal inconvénient c’est le taux de synthése qui est lent avec un
nombre limité de tailles et de formes obtenues (Muhammad et al., 2016). Une
synergie a été également observée suite a I’effet de la combinaison des AgNPs
biosynthétisés a partir de bactérie Klebsiella pneumoniae et les antibiotiques, la
pénicilline G, I’amoxicilline, I’érythromycine, la clindamycine et la vancomycine
contre Staph. Aureus et E.coli (Rai et al., 2012).

Il a été prouvé que les AgNPs ont promu I’utilisation de I’argent dans divers
domaines comme la médecine, la biotechnologie, I’imagerie biologique et

I’administration de médicaments (Kubavat et al., 2019).
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Ces donnees laissent déja penser d’ou provient la capacité des AgNPs
biogénes a exercer une activité bactéricide efficace contre un large spectre des
bactéries pathogenes voire les bactéries multirésistantes. Par conséquent divers
mécanismes ont étés proposé ce qui ouvre la porte vers un domaine largement discuté
en nanotechnologie car selon Mathavaraj et al., 2013, on en sait peu sur son mode de
toxicité. Par conséquent un large rapport de recherche était disponible pour
I’utilisation des AgNPs comme agent antimicrobien contre les souches Gram
positives, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et les souches Gram
négatives E. coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aueroginosa, Klebsiella
pneumonia, Proteus vulgaris.

La nature physicochimique (revétement de surface, agents réducteurs-
stabilisants, forme, taille, morphologie de surface) peut influencer I’activité
antibactérienne. Habituellement, lorsque la taille des AgNPs diminue, le rapport
surface /volume augmente et, par la suite, I’effet antimicrobien augmente. Les NPs de
forme triangulaire présentent le plus fort effet antibactérien (Hamidi et al., 2014 ;
Mohamed et al., 2019). Il a été constaté que les NPs triangulaires sont plus actives
que formes sphériques, qui sont a nouveau plus actives que les Nps en forme de
batonnet contre E. coli (Rai et al.,, 2012). Les AgNPs en raison de leur taille
minuscule possédent un grand rapport surface / volume et présentent ainsi une vitesse
de réaction élevée qui aide a établir un meilleur contact avec les micro-organismes et
améliore ainsi leur propriété antimicrobienne, ce qui en fait un puissant agent
antimicrobien a large spectre (Rajput et al., 2018).

Des études ont rapporté que les souches a Gram négatif étaient plus sensibles
aux AgNPs que les souches a Gram positif en raison de leur différence sur la structure
de la membrane (Xia et al., 2016). 1l a été constaté que les AgQNPs pouvait améliorer
la fuite de protéines en augmentant les perméabilités membranaires des cellules S.
aureus et E. coli. Notamment, des quantités plus élevées de protéines ont fui a travers
les membranes d’E. coli par rapport a celle des membranes du S. aureus (Lee et al.,
2011).

Récemment, le développement de la résistance bactérienne aux AgNPs a été
établi dans E. coli et P. aeruginosa par la production de la proteine flagellique
adhésive « flagelline » provoquant I’agrégation des Nps et affectant négativement la
stabilité colloidale. L’activité antifongique des AgNps a été documenté dans la

littérature (Mohamed et al., 2019).
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Les méthodes biologiques semblent fournir une taille, une forme et une
dispersion contr6lées des particules, ce qui est un facteur important pour diverses
applications biomédicales. Les autres avantages des méthodes biologiques sont la
disponibilité d'une vaste gamme de ressources biologiques, une diminution du temps
requis, une densiteé élevée, la stabilité et la solubilité immediate des nanoparticules
préparées dans l'eau (Zhang et al., 2016). Ainsi que leur utilisation dans les
recherches in vivo de la culture cellulaire aussi bien sur ’homme ouvre la voie vers
une application médicale des nanoparticules biosynthétisées en particulier les AgNPs.
En outre, Les nanoparticules d’argent biogéniques sont généralement moins
cyto/génotoxiques in vivo que les NPs synthétisées chimiquement (Renata et al.,
2012).

47




Conclusion générale




Conclusion générale

Ces derniéres années, on s'intéresse de plus en plus a I'étude des nouvelles
nanoparticules métalliques. En particulier, Les nanoparticules d'argent qui ont des
propriétés physico-chimiques distinctives, notamment une haute conductivité
thermique, stabilité chimique, activité catalytique et comportement optique non
linéaire. Ces propriétés leur conférent une valeur potentielle dans les encres, la
microélectronique et I'imagerie médicale et produisent diverses sources possédant une

activité antibactérienne.

lls ont été produits par différentes voies de synthése. Cependant, certains
d'entre eux semblent ne pas étre concernés par les problemes environnementaux
concernant l'effet délétere potentiel de certains de leurs constituants, tout en
présentant des niveaux élevés de toxicité; cela nécessite le développement de
nanoparticules utilisant des matériaux biocompatibles et biodégradables, ce qui est le
but de la «synthése verte».et une grande attention a été accordée a la production a haut
rendement d'AgNPs de taille définie en utilisant divers systemes biologiques.

La synthése biologique des AgNPs a partir de matériaux biocompatibles et
biodégradables, comprend des bactéries, des champignons, des levures, des
actinomycetes et des extraits de plantes. Récemment, un certain nombre de parties de
plantes telles que les fleurs, les feuilles et les fruits, outre les enzymes, ont été
utilisées pour la synthése des AgNPs , ce qui rend cette syntheése populaire en raison
de sa nature relativement polyvalente ou les extraits de meétabolites secondaires
collectés a partir des sources biologiques contiennent de nombreuses biomolécules
telles que des enzymes, des protéines, des flavonoides, des stérols, des triterpénes, des
triterpénoides et des saponines qu’ils ont des propriétés réductrices et antioxydants
responsables de la réduction des composés métalliques dans leurs nanoparticules

respectives.

Donc Notre objectif était de synthétiser des nanoparticules d’argent par une
procédure simple et respectueuse de I’environnement a faible coit, reproductible
évolutive et économique contrairement aux méthodes chimiques. Nous avons testé de
nombreux modeles biologiques tels que les feuilles de plante de persil (Petroselinum
crispum), la pomme de terre (Solanum tuberosum), le fruit de concombre (Cucumis

sativus) et la levure boulangere (Saccharomyces cerevisiae), dont I'extrait pourrait
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agir comme un agent réducteur pour synthétiser des nanoparticules d'Ag a partir d'une
solution aqueuse de nitrate d'argent.

Au terme de ce mémoire, le but que nous nous sommes fixés, a savoir la
biosynthése des nanoparticules d’argent, est atteint.

Et comme perspectives nous proposons ce qui suit :

v 1l sera alors intéressant de tester ’effet sur des souches bactériennes a Gram+
et Gram- pour confirmer cette conclusion.

v' Evaluer les paramétres cinétiques de formation des nanoparticules
v’ Caractériser les nanoparticules formées.
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Biosynthése des nanoparticules d’argent et applications

Résumé

Les nanotechnologies sont aujourd’hui un phénomeéne de société au niveau
mondial, la synthése des nanoparticules métalliques fait I’objet de nombreux travaux
de recherche en raison de leurs excellentes propriétés optiques et électroniques. En
particulier, les nanoparticules d’argent présentent un intérét majeur, di entre autres, a
leurs effets antibactériens. La synthése de ces matériaux est réalisée par des méthodes
physiques ou chimiques, lesquelles sont souvent colteuses et compliquées a mettre en
place et surtout nuisible & I’environnement. Afin d’y remédier, des efforts ont éte
fournis afin d’améliorer ces méthodes et d’en développer d’autres, notamment celle
qu’on qualifie de verte appelée biosynthése a laquelle nous nous sommes intéressés au
cours de ce travail a l'aide de I’extrait de poudre de levure (Saccharomyces
cerevisiae), de feuilles de persil (Petroselinum crispum), de pommes de terre
(Solanum tuberosum), de fruit de concombre (Cucumis sativus). Aprés l'addition d'une
infusion de chacun de ces 4 extraits a une solution de nitrate d'argent, la couleur du
mélange a changé indiquant la formation de nanoparticules d’argent. Dans cette étude,
nous fournissons une comprehension complete des AgNPs a partir des méthodes de
synthese, des effets antimicrobiens et des considérations toxicologiques possibles des

AgNPs pour les humains et I'environnement.

Mots clés : nanoparticules d’argent, biosynthese, bactérie multi-résistante,

antibiotiques, résistance bactérienne.



Biosynthése des nanoparticules d’argent et applications

Abstract

Nanotechnologies are now a phenomenon of society at the global level, the
synthesis of metallic nanoparticles is the subject of much research work due to their
excellent optical and electronic properties. In particular, silver nanoparticles are of
major interest, due among other things to their antibacterial effects. The synthesis of
these materials is carried out by physical or chemical methods, which are often
expensive and complicated to implement and above all harmful to the environment. In
order to remedy this, efforts have been made to improve these methods and develop
others, in particular the one described as green called biosynthesis, which we were
interested in during this work at the using extract of yeast powder (Saccharomyces
cerevisiae), parsley leaves (Petroselinum crispum), potatoes (Solanum tuberosum),
cucumber fruit (Cucumis sativus). After adding an infusion of each of these 4 extracts
to a solution of silver nitrate, the color of the mixture changed indicating the
formation of silver nanoparticles. In this study, we provide a comprehensive
understanding of AgNPs from synthetic methods, antimicrobial effects, and possible

toxicological considerations of AgNPs for humans and the environment.

Keywords: silver nanoparticles, biosynthesis, multi-resistant bacteria,

antibiotics, bacterial resistance.
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