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Résumé :

Dans cette études nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de 1’activité antibactérienne
des molécules nanométriques (Ag, O, ZnO-Al et TiO; ) seul et en combinaison avec les
antibiotiques sur bactéries a Gram différnts ,respectivement le E.coli, P. aeruginosa(Gram negatif)
et S.aureus(Gram positif),en raison de leur trés large implication dans les phénomenes de
contamination et d’infection rencontrées dands le domaine medicale par la méthode de diffusion
sur gelose ,la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration

minimale bactéricide (CMB) .

I’activité antibactérienne de certains antibiotiques testés sur les souches Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus est augmentée avec un minimum de (Imm) et
un maximum de (34mm) avec 1I’Ag, O,une augmentation de (Lmm et de 2 mm) est observée avec le
ZnO-Al sur la souche de S.aureus. La méthode de diffusion en puits et par papier buvard révele

que I’activité est dose dépendants pour les souches téstées avec Ag; O.

La concentration minimale inhibitrice a été déterminée en utilisant sept concentrations des
nanoparticules (Ag, O, ZnO-Al et TiOy) :512, 128, 64, 32, 16, 8,0 pug/ml.

Les valeurs de CMI d’ Ag, O vis-a-vis E.coli, S.aureus et P. aeruginosa sont

respectivement 32 pug/ml,16 pg/ml et 32ug/ml, la CMI de ZnO-Al vis-a-vis S.aureus est de 32
pg/ml .

Les valeurs de CMB d’ Ag, O vis-a-vis E.coli, S.aureus et P. aeruginosa sont

respectivement 512 pg/ml,128 pg/ml et 256 pg/ml, la CMB de ZnO-Al vis-a-vis S.aureus est de

32 ug/ml .Les résultats monte que 1’Ag,0 exerce un effet bactéricide et effet bactériostatique sur

les souches téstées.

Le nombre des (UFC)de S.aureus, P. aeruginos et E.coli tend a diminuer d’une maniére
dose -dépendante en présence de différentes concentration de Ag,0 et de ZnO-Al. Aucun effet sur

la viabilité cellulaire n’est obsérvé en présence de TiO ;.

Mots clés : Ag, O,ZnO-Al, TiO2 Escherichia coli, Staphylococcus aureus Pseudomonas

aeruginosa, activite antibacterienne.




Abstract:

In this study we are interested to evaluate the antibacterial activity of nanometric

molecules (Ag, O, ZnO-Al and TiO;) olone and combined with antibiotics against bacterium of

different Gram ,respectively; E. coli , P. aeruginosa (negatif Gram)and S. aureus (positif Gram),in
reason of their wide implication in the contaminations phenomenon and infections meets in a
medical domain by the agar method diffusion, the determination of the minimum inhibitory

concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration(MBC).

The antibacterial activity of certain antibiotics tested against E. coli, P. aeruginosa and S.
aureus is increased with a minimum of (1mm) and a maximum of (34mm) with Ag, O, an
increasing of( 1mm et de 2 mm)is observed with ZnO-Al against S.aureus. the methods of disc
diffusion,and well diffusion reveal that this activity is dose —dependent for the stump tested wath
Ag-0.

The minimum inhibitory concentration is determined by utilization of seven concentrations
of nanoparticles (Ag, O, ZnO-Al et TiO, ) :512,128,64,32,16,8,0 pug/ml.

The values of MIC of Ag, O for E.coli, S.aureus and P. aeruginosa are respectively 32

pg/ml,16 pg/ml and 32pg/ml.

The values of MIC of Ag, against E.coli, S.aureus and P. aeruginosa are respectively 32
pg/ml,16 pg/ml and 32pug/ml. The MIC about ZnO-Al is 32ug/ml .

The values of MBC of Ag, O against E.coli, S.aureus and P. aeruginosa are respectively
512ug/ml,128 pug/ml and 256 pug/ml.The MBC about ZnO-Al is 32ug/ml .The results showed that

the Ag, O exercices a bacteriostatic effects against stump tested .

The UFC number of S.aureus, P. aeruginos et E.coli increase with dose —dependent manner
in the présence of different concentration of Ag,O and ZnO-Al, no effect on cellular development

in the présence of TiO;.

Key words: Ag; O, ZnO-Al, TiO2, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, antibacterial activity.
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Introduction générale

Introduction générale

Les nanotechnologies désignent la science qui consiste a concevoir, produire
et exploiter des structures et des appareils ayant une ou plusieurs composantes
d’environ 100 millioniemes de millimeétre (100 nanomeétres) ou moins. Elles sont
également utilisées dans les produits cosmétiques et les cremes solaires, dans le
textile, dans des revétements, dans certaines technologies alimentaires et énergétiques,

ainsi que dans certains produits médicaux et pharmaceutiques (Angélique, 2008).

Ces derniéres années, une stratégie largement répandue pour prévenir la
contamination microbienne a consisté a tuer les microorganismes (espéces
pathogenes, flore d’altération) entrant directement en contact avec la surface
réceptrice ou s’approchant d’elle. Les bactéries et les champignons sont connus pour
étre a ’origine de problémes de santé publique dans divers domaines tels que
I’industrie agro-alimentaire ou le domaine biomédical et chirurgical avec des pertes
économiques non négligeables et qui ont développé une grand résistance contre les
médicaments . La nécessité de lutter contre la colonisation des surfaces dans ces
secteurs stratégiques justifie 1’intérét croissant pour le domaine de recherche
dédi¢ a  l’amélioration de  I’hygiéne  des  surfaces (Mtimet,2011 ;
Ravishankar,2011).

L’utilisation massive d’agents antibiotiques, s’averent souvent inefficaces du
fait de la résistance accrue des microorganismes sous forme de biofilms, et méme
néfastes pour I’environnement et la santé humaine (émergence de souches

microbiennes multirésistantes) (Saulou,2009) .

Un intérét croissant pour [’utilisation des inhibiteurs de résistances aux
antibiotiques pour la combinaison thérapeutique, De  nombreux  éléments
métalliques présentent une activité antimicrobienne sur les bactéries et sur les
levures (Mtimet,2011).

Un grand nombre de nanoparticules a un effet antibactérien sur différentes souches
bactériennes. Cet effet est plus ou moins prononcé en fonction de la nature et des

caractéristiques des nanoparticules. Ainsi les nanoparticules métalliques d’Ag et de
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Cu présentent une forte activité bactéricide des de faibles concentrations, ces effets
antibactériens dépendent non seulement de la nature mais aussi des autres
caractéristiques des nanoparticules comme la forme et la taille ou [1’état

d’agglomération (Angélique, 2008).

\

L’objectif de ce travail vise a étudiée Dactivité antibactérienne des
nanoparticules métalliques (ZnO-Al, Ag,0, TiO,) sur trois souches bactériennes de
Gram différents, Staphylococcus aureus (G') , Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli (G "), la raison réside principalement dans le fait que ces bactéries
sont les principale responsables des infections enregistrées en milieu hospitalier et
sont optées comme indicateur standard, car ce sont les souches les plus agressives et
dans certains car elles sont méme extrémement résistantes aux antibiotiques (Thati et
al .,2010).

Dans le présent travail, sera tout d’abord présenté un état de 1’art donnant une
vue générale sur tous qui concernent les nanoparticules et les bactéries les plus
couramment étudiées car a ’origine de 1’essentiel des infections bactériennes. Apres
avoir présenté les objectifs et la démarche retenue pour I’étude, matériel et méthodes
utilisés seront décrits. Les résultats obtenus seront ensuite détaillés et discutés. Pour

finir, une conclusion générale pour 1’étude sera présentée.




I. Généralités sur les nanoparticules

1. Définition des nanoparticules

Une nanoparticule est un assemblage d’atome dont au moins une des dimensions est
dans le domaine nanométrique (1 nm = 10° m). L& encore, la définition n'est pas arrétée .La
plupart des nanoparticules sont des agrégats de petites molécules ou d'atomes. La limite admise
est inférieure a 100 nm car c’est en général 1’ordre de grandeur des longueurs caractéristiques
des processus physico-chimiques. En dessous de ces valeurs, les propriétés changent a cause
des effets de confinement ou parce que la surface joue un réle prépondérant (Djeghboub,
2010).

Figure 01:structure de nanoparticules [1]

Dans le mot nano particule le terme nano veut dire (1x10°°) métre, les nano particules
sont constituées par pas plus de 10° atomes, leurs propriétés sont différentes a celles des
mémes atomes liées entre eux pour former des matériaux massifs (Benariba, 2008).

On distingue les nanopoudres correspondant a des nanoparticules plus ou moins
sphériques et les nanotubes qui sont des fibres dont le rapport longueur sur diametre est
supérieur & 3. Du point de vue de la taille, les nanoparticules se situent sur 1’échelle du monde
vivant entre I’hélice d’ADN (3,4 nm) et un virus (100 nm).Elles peuvent étre constituées de
métaux ou d’oxydes métalliques (nanoparticules inorganiques comme celles d’argent ou de
dioxyde de titane) ou encore de carbone (nanoparticules organiques). Leur forme (tubulaire,
sphérique, lamellaire, fibreuse) et leurs propriétés de surface (brute ou modifiée chimiquement)




peuvent fortement varier. En suspension, elles peuvent d’autre part se présenter sous la forme
de particules isolées ou d’agrégats, selon les conditions (Angélique, 2008).
2. Les sources de nanoparticules

On distingue trois types de nanoparticules en fonction de leur provenance :

» les nanoparticules d’origine naturelle -
Reésultant essentiellement des phénoménes de nucléation, de condensation des gaz et vapeurs
dans I’atmosphére (Angélique, 2008).

» les nanoparticules d’origine anthropogénique non-intentionnelle :
Issues des procédés chauds tels que le soudage ou encore de la combustion des moteurs
(Angélique, 2008).

» les nanoparticules d’origine anthropogénique intentionnelle ou nanoparticules
manufacturées :

Tels que les métaux, semi-conducteurs, oxydes métalliques, carbone (Angélique, 2008).

3. Les domaines des applications des nanoparticules

Tableau .01 : les différents domaines d’application des nanoparticules (Greena et al., 2011).

' Exemple d’application

) matériaux plus légers et plus résistants, peintures anti-rayures,
Automobile ) )
) ) anticorrosion.
et aéronautique

Chimie pigments, poudres céramiques, inhibiteurs de corrosion, vitres anti-

et matériaux salissures, textiles, revétements antibactériens,

- médicaments et agents actifs

- Des pansements dits <« argentiques >> contiennent des

nanoparticules d’argent colloidales, adsorbées sur leur surface
Pharmacie, - les cremes, leurs applications et retraits quotidiens sont moins
biomédical douloureux pour le patient.

- Des cathéters urinaires, vasculaires et péritonéaux été fabriques a

partir de polymeres impregnes d’argent sous forme métallique ou
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Cosmeétiques

Environnement et

énergie

Défense

agro-alimentaire
et le traitement de

I’eau

Autres
applications :
hygiene et
desinfection

- Des masques chirurgicaux contenant des nanoparticules d’argent
-Crémes solaires, pates dentifrice (abrasif) maquillage (meilleur
tenue)

-filtration eau de mer, analyseurs chimiques, pesticides et
fertilisants plus efficace

- Cellules photovoltaiques, batteries, fenétres

détecteurs d’agents chimiques, systemes de

surveillance miniaturisés, systeme de guidage, textiles

auto-réparateurs

- matériaux de contact ou d’enrobage, additifs, auxiliaires de
production ,biodétecteurs

- Des équipements en argent sont utilises pour la manipulation d’huiles
essentielles, de sirops et de jus de fruits

- Des boites plastiques pour le stockage de denrées alimentaires

- des systémes de filtration de 1’air

- Vétements et textiles : Fibres et fils, Chaussettes, tenue de sport,
baskets, Serviettes de toilette, sac de couchage, matelas

- Hygiéne des personnes : Produits cosmétiques Spray pour
chaussures, Sieges des toilettes publiques

- Technologies : Ordinateurs, Combines téléphoniques, calculatrice,
clavier d’ordinateurs

- Désinfection des Surfaces Peintures murales, revétements de sol,
Revétement de surfaces d’acier inoxydable pour équipements

médicaux.

I1. Les infections bactériennes

1. Les infections nosocomiales

Les infections sont des infections contractées dans un établissement de santé. Une

infection est considérée nosocomiale si elle était absente au moment de lI'admission du patient

dans 1’établissement de santé. Lorsque I'état infectieux du patient & lI'admission est inconnu,




I'infection est généralement considérée comme nosocomiale si elle apparait aprés un délai d’au
moins 48 h d'hospitalisation ou un délai supérieur a la période d’incubation de I’infection.
Améliorer les programmes de contréle hygiene et infection sont révélés trés fructueux pour

réduire les taux d'infections nosocomiales (Singh et al., 2012).

Il existe plusieurs types d'infections nosocomiales relevant de modes de transmission

différents :

> les infections d'origine "endogene" : le malade s'infecte avec ses propres micro-

organismes a la faveur d'un acte invasif et/ou en raison d'une fragilité particuliére.

> les infections d'origine "exogéene" : les micro-organismes ont pour origine les autres
malades (transmissions croisées entre malades ou par les mains ou matériels des
personnels), les personnels ou la contamination de I'environnement hospitalier (eau air,

équipements, surface, alimentation....) (Moine et al., 2000 ; Singh et al., 2012).

Un large éventail de bactéries, les champignons et les virus pathogenes sont
responsables de ces infections. Bon nombre de ces organismes sont également partie de la flore
commensale qui coexiste dans un équilibre naturel du corps humain. Une multiplication rapide
et incontrdlée de ces microbes pathogenes peut compromettre sérieusement la santé et hygiene
de vie. Une méthode possible pour réduire la fréquence et la propagation des infections
nosocomiales est l'utilisation des antimicrobiens textiles. En termes de transmission, textiles
jouent un réle crucial dans la chaine d'infection par des micro-organismes pathogénes. Textiles
de toutes les variétés sont considérés comme trés compétents a porteurs de bactéries et de

servir comme un réservoir pour la transmission de l'infection (Singh et al., 2012).

2. Facteurs favorisant I’émergence des infections nosocomiales

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plusieurs facteurs participent
auyjourd’hui a 1’augmentation de 1’incidence des infections nosocomiales : l’urbanisation
croissante, la pollution, les modifications de 1’environnement, 1’évolution démographique
amenant une proportion croissante de personnes agées qui nécessitent des soins hospitaliers,
I’épidémie du SIDA qui a fortement accru la population de sujets immunodéprimés (Rossignol,
2007).




3. Les bactéries pathogenes
3.1. Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a Gram négatif. C’est un hote commun de la microflore
commensale intestinale de ’homme et des animaux a sang chaud (mammiferes et oiseaux).
C’est une de bactérie de « référence » pour la recherche, habituellement peu pathogene et d’une
manipulation simple. Elle se reproduit toutes les 20 min in vitro et toutes les 3-5 h in vivo dans
les conditions optimales de croissance. Le ralentissement observé in vivo est di a une phase de

latence plus longue liée au milieu nutritif. (Jitti ,2009).

+ Habitat

Escherichia coli est un commensal du tube digestif de I'hnomme et de nombreux
animaux. Il représente a lui seul la plus grande partie de la flore bactérienne aérobie de
I'intestin (espéce aérobie dominante) a raison de 108 par gramme de feces (flore totale : 1011 a
1012 bactéries par gramme) (jitti, 2009).

+ Morphologie

Ce sont des bacilles a Gram négatif, qui peuvent étre mobiles ou immobile, parfois
capsulés. Typiquement elle se présente sous la forme de batonnets de 2-4 um de longueur (Jitti
,2009).

Figure 02 : Escherichia coli (Manfredini et al.,2003) .




3.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une cocci a Gram positif. C’est une bactérie pyogene et
toxinogene, responsable de nombreuses infections communautaires et nosocomiales qui
représente donc un probleme de santé publique important. Elle provoque de nombreuses
infections suppuratives dues a la multiplication de la bactérie et des infections toxiniques liées
a la diffusion de toxines spécifiques. Si elle pénetre dans le corps, elle peut causer des
infections cutanées légeres, telles que des furoncles ou des anthrax, ou des infections plus

graves, comme des pneumonies ou des bactériémies (Manfredini et al., 2003).
+ Habitat

Staphylococcus aureus est un commensal de la peau et des muqueuses de I’homme et
des animaux (rhino-pharynx, intestin). On le trouve sur la muqueuse nasale d’un tiers environ
des sujets normaux. Elimine dans le milieu extérieur, cette bactérie peut survivre longtemps

dans I’environnement (Manfredini et al., 2003).
+ Morphologie

Staphylococcus aureus se présente sous 1’aspect de cocci Gram positif isolés, en

diplocoques ou groupés en amas polyédriques évoquant 1’aspect en grappe de raisin (EL

Haddad, 2010).

Figure 03 : Staphylococcus aureus (Manfredini et al., 2003).




3.3. Pseudomonas aeruginosa

Les Pseudomonas sont des bactéries aérobies strictes, oxydase positif, mobiles,
produisant souvent des pigments diffusibles et naturellement résistants a de trés nombreux
antibiotiques. Saprophytes, on les trouve essentiellement dans I'eau. 1ls peuvent contaminer des

solutés pour perfusion, des solutions antiseptiques, des préparations médicamenteuses liquides.

Ces especes jouent un role important dans les infections nosocomiales et sont
volontiers multirésistantes aux antibiotiques (résistance naturelle et acquise), ce qui en rend le
traitement difficile. Pseudomonas aeruginosa exprime son potentiel pathogéne lorsqu'il est

introduit dans des zones aux défenses immunitaires diminuées (Jitti ,2009).
< Habitat

Le bacille pyocyanique peut vivre librement dans les milieux humides naturels dans le

tube digestif de I’homme et des animaux (Jitti ,2009).
=+ Morphologie

Pyocyanique est un bacille Gram négatif, trés mobile, monotriche parfois entouré

d’une substance muqueuse péribacillaire (Jitti ,2009).

Figure 04 : Pseudomonas aeruginosa (Manfredini et al.,2003).




I11. Mécanisme d’action et activité antibactérienne des nanoparticules

1. Effet des nanoparticules sur les procaryotes

Un grand nombre de nanoparticules a un effet antibactérien sur différentes souches
bactériennes. Cet effet est plus ou moins prononcé en fonction de la nature et des
caractéristiques des nanoparticules. Ainsi les nanoparticules métalliques d’Ag et de Cu
présentent une forte activité bactéricide deés de faibles concentrations, tandis que dans la plupart
des études, les effets apparaissent plus faibles ou a de plus fortes concentrations pour les
oxydes métalliques. Par exemple sur les mémes modeles bactériens, une activité
antibactérienne est constatée dés quelques pg/ml pour les nanoparticules d’Ag et de Cu tandis
qu’elle n’apparait qu’a 1 mg/ml pour les nanoparticules de TiO, ou SiO,. Les effets
antibactériens dépendent non seulement de la nature mais aussi des autres caractéristiques des

nanoparticules comme la forme et la taille ou 1’état d’agglomération (Angélique, 2008).

2. Mécanisme de pénétration des nanoparticules

Le mécanisme de pénétration des nanoparticules reste a ¢lucider. En effet I’interaction
de particules physiques avec la paroi bactérienne n’a été que trés peu étudiée et donc leur
pénétration dans la paroi bactérienne peu observée. De ce fait, aucune étude poussée n’a encore
été menée pour essayer de comprendre comment des particules de plusieurs nm voir dizaines
de (nm) arrivent a pénétrer une paroi rigide. Plusieurs hypotheses peuvent cependant étre
formulées :- La premiére hypothese: serait un passage par des porines non spécifiques de la
paroi, mais les plus grosses porines ayant un diameétre de 2 (hm), cette explication semble peu
probable. La deuxiéme hypothése que nous proposons imagine que les particules sont capables
d’exercer une pression mécanique sur la paroi, en raison d’une différence de concentration en
osmolytes de part et d’autre de la membrane, et donc de traverser celle-ci en forgant un
passage. Cependant, une mesure de I’osmolalit¢ des suspensions de nanoparticules a été
réalisée et montre qu’elle est trés faible. Ainsi les nanoparticules n’exercent aucune pression
hyperosmotique et ne peuvent donc passer en force la membrane de cette maniére. La troisieme
hypothése serait qu’une particule en contact avec la membrane pourrait produire des ERO et
ainsi provoquer des dommages membranaires. Dans le pire des cas des trous dans la membrane
seraient formés et permettraient la pénétration des nanoparticules dans le periplasme ou le

cytoplasme (Angélique, 2008).
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Figure 05 : Hypothéses concernant la pénétration des nanoparticules dans les bactéries (Angélique, 2008).

Hypothése du passage mécanique (A) : en imaginant une différence de concentration en
nanoparticules exercant une pression (1), les nanoparticules forcent le passage pour aller du
compartiment le plus concentré au moins concentré. Hypothese du passage par détérioration de
la membrane externe (B) : une particule chargée positivement peut se coller sur la bactérie
chargée négativement (1), en imaginant que ces particules sont capables de produire des ERO (2)
I’'une des conséquences possibles est une detérioration de la membrane externe et une formation

de puits permettant le passage des nanoparticules(3).

3. Les nanoparticules métalliques

Les mécanismes aux quels I'argent, le cuivre et d'autres métaux doivent leurs propriétes
germicides ne sont pas tous connus avec une certitude absolue. Un des mécanismes
généralement reconnu est l'interaction des métaux avec les parois cellulaires (Coleman et
al.,1993).




3.1 Mécanisme d’action de Zno-Al

Le dioxyde de zinc foraine I’adhésion et I’invasion des bactéries et rétablit un équilibre
des cytokines anti-inflammatoires optimal apres infection, il réduit aussi la perméabilité
paracellulaire et empéche la translocation de bactéries (pathogénes) telles qu’E. Coli dans les

ganglions lymphatiques mésentériques de I’intestin gréle (Van Ging, 2011).

3.2. Dioxyde de titane

Le dioxyde de titane est un composé métallique tres stable et pratiquement insoluble, Il
est largement utilisé comme agent antimicrobien .TiO, est largement considéré comme un
photocatalyseur, car il est trés efficace, non toxique, chimiquement et biologiquement inerte,

photostable et peu colteux et a une bonne dureté mécanique (Erich, 2011 ; Tuyet et al., 2011).

3.2.1. Mécanismes d’action de TiO,

Le TiO, endommage 1I’ADN, désorganise les fonctions cellulaires, interfére avec les
activités de défense des cellules immunitaires et, en absorbant des fragments bactériens et en
les faisant passer a travers le tractus gastro-intestinal, peut provoquer une inflammation
(Pierre, 2010).

3.2.2. L’activité antibactérienne du TiO,

Les nanoparticules de dioxyde de titan éliminent les composés organiques et
fonctionnent comme désinfectants « agent antimicrobien ». Elles sont extrémement réactifs et
peuvent réagir avec les composants cellulaires et fonctionnent comme des biocides. Le TiO, est
efficace uniquement lors de l'irradiation par la lumiére UV a des niveaux qui induisent de
graves dommages aux cellules humaines, les applications potentielles de TiO , pour l'utilisation
dans nos milieux de vie sont fortement limitées. Toutefois, leur activité antimicrobienne contre
les quelque germes biologiques n'a pas encore été signalé tels que Bacillus anthracis (Armand,
2011).

3.3 2Nanoparticule d’argent

Les nanoparticules d’argent est 'un des plus puissants agents antibactériens plut6t
qu’autre chose car: il n’est pas trop cher; il n’est pas nocif pour 1’étre humain; il pourrait

remplacer les antibiotiques, auxquels les bactéries deviennent résistants. Mais ils seraient




dangereuses a des doses cytotoxiques a cause de leur capacité a induire une expression génique

et une toxicité dans les cellules souches (Pal et al., 2007).

3.3.1. Mécanismes d’action d’Ag,O

L’argent sous forme métallique est inerte. Toutefois, lorsqu’il s’oxyde au contact de
I’atmosphere ou d’un environnement humide (Ag Métal —> Ag,0), la dissolution de 1’oxyde
d’argent conduit a la libération d’ions Ag+. Ces ions présentent un large spectre d’action, aussi
bien contre les bactéries a Gram positif et & Gram négatif, que les levures, les champignons ou
les virus. L’action biocide de 1’argent depend de la quantité d’ions Ag+ présents dans le milieu
et réellement disponibles pour interférer avec les microorganismes. En effet, de part sa forte
réactivité, ’argent peut interagir avec les protéines et les sels du milieu suspendant (eX :
formation d’AgCl, précipité tres peu soluble), ce qui minimise la quantité active vis-a-vis des
cellules. La lumicre a également une incidence négative sur I’efficacité biocide des ions Ag+,
car elle provoque la photo-réduction des cations en atomes métalliques (Ag°).En raison de leur
complexité, les mécanismes d’action des ions Ag+ ne sont pas complétement élucides a 1’heure
actuelle et dépendent du genre et de 1’espece du microorganisme considere (figure-06) (Saulou,
2009 ;Mtimet,2012).
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Figure 06: site d’action des ions sur les cellules bactériennes (Mtimet, 2012).




L'activité antiseptique des dérivés de I’oxyde d'argent est essentiellement due a I'ion Ag
seul qui est capable de précipiter les protéines des protoplasmes bactériens; ce complexe Ag /
protéine produit en continu des ions d'argent qui poursuivent leur action. L'argent forme des
complexes insolubles avec les acides désoxyribonucléiques (ADN) et ribonucléiques (ARN),

ce qui pourrait expliquer son activité antibactérienne (Sondi, 2004).

3.3.2. Résistance des microorganismes aux ions Ag+

Contrairement aux antibiotiques, les ions Ag+ provoquent trés rarement 1’émergence de
résistance de la part des bactéries ou des levures. Les cations métalliques agissent
simultanément sur de nombreux sites de la cellule et lorsque la concentration en Ag+ est
suffisante, le microorganisme ne peut pas muter avant d’étre tué. L’existence d’un phénomene
de résistance pouvant étre lié aux genes présents dans le génome du microorganisme, parceque
apres des cultures répétées des bactéries C. albicans et S. cerevisiae en présence d’argent a des
concentrations comprises entre 1 et 2 mmol.L- ces microorganismes mettent en place un
systéme de résistance tel qu’ils peuvent alors se développer en présence de concentration en
argent plus importantes (5 mmol.L-1) et normalement létales. L’entrée des ions Ag+ dans la
cellule des microorganismes s’accompagne d’une excrétion de cations afin de conserver
Iélectro-neutralité au sein de la cellule, I’absence de ce mécanisme d’excrétion, conférant a ces
microorganismes une résistance aux ions Ag+. Cette résistance aux ions Ag+ est liée a la
présence de plasmides, molécules d’ADN surnuméraires contenant neuf genes de résistance a
I’argent (Mtimet, 2011).

IV. La toxicité des nanoparticules

1. Effets néfastes de ’argent sur ’Homme

L’argent sous forme de nanoparticules peut pénétrer dans le corps humain par
différentes voies .Apres ingestion ou contact dermique en présence d’une I€sion cutanée, les
nanoparticules metalliques peuvent se retrouver dans la circulation sanguine et/ou lymphatique
et s’accumuler dans les organes provoquant une perte d’identité cellulaire, une réduction de la
capacité de prolifération et des modifications de la structure des organites et du noyau

cellulaire.




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.

L’une des conséquences négatives de 1’argent ionique pour I’Homme est 1’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,2009) .
2. Consequences 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, invertébres, phyto- et zooplancton, algues) et les sols (effets potentiellement néfastes

sur les bactéries et les plantes).

De plus, certaines nanoparticules sont toxiques pour les poissons car ils inhibent
I’activité 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 CI", SO, et
S, formant des précipités trés peu solubles. Les nanoparticules provoquent une réduction de
la viabilité cellulaire de bactéries du sol, comme par exemple les bactéries dénitrifiantes, qui
jouent un role majeur dans la fixation de 1’azote, 1’élimination des nitrates, la dégradation des

composés organiques et 1’établissement de symbiose avec les plantes (Saulou, 2009).




Activité antibactérienne des
nanoparticules métalliques (Ag,O,
ZnO-Al, TiO2) vis a vis de
quelques bactéries pathogénes.
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IIChapitre Matériel et méthodes

Notre étude expérimentale est effectuée au laboratoire de microbiologie de la DDS-
willaya de GUELMA.

1. Matériel biologiques
Les souches bactériennes utilisées dans cette étude sont les suivantes (tableau 02)
3 souches de référence :

» Escherichia coli (ATCC 25922)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
» Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Y

3 souches cliniques :

» Escherichia coli: isolée a partir d’infection vaginale.
» Pseudomonas aeruginosa : isolée a partir d’infection respiratoire.

» Staphylococcus aureus : isolée a partir d’infections urinaire.

Tab 02: Listes des souches bactériennes utilisées.

Nom de la souche Numéro de la souche

Escherichia coli (ATCC 25922), S1
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) S2
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) S3
Escherichia coli S4
Staphylococcus aureus S5
Pseudomonas aeruginosa S6
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2. Matériel chimique

Les matériaux chimiques utilisés sont des nanoparticules métalliques (ZnO-Al, Ag.0,
TiOy), les molécules nanométrique sont synthétisées par la méthode de co-précipitation
(Boulouedenine, 2006).

Les différentes dilutions des molécules a tester représentent les concentrations
suivantes : 0, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 ug/ml, elles sont préparées a partir d’une solution
meére 6000 pg/ml.
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Figure 07 : les nanoparticules d’Ag,0, TiO2, ZnO-Al [2].

3. Méthodes

3.1. Evaluation de I’activité antibactérienne des nanoparticules

La sensibilité aux molécules nanométriques a été étudiée par la méthode de diffusion en
milieu solide qui permet de déterminer la sensibilité des bactéries a croissance rapide vis-a-vis
des antibiotiques, des molécules nanométriques et association ATB-nanoparticules (Ag.0,
ZnO-Al, TiOy).
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3.1.1. Diffusion en milieu gélosé
3.1.1.1. Détermination des zones d’inhibition (antibiogramme)
% Principe

L’antibiogramme permet de déterminer la sensibilité des bactéries aux antibiotiques. Les
antibiotiques utilisés dans cette étude ont été choisis selon leurs spectre d’activité qui s’étend
vers les especes étudiées (tableau 03)

Tableau 03 : Valeurs critique des diamétres des zones d’inhibition (Ammari, 2011).

Diametre critique

Charge de
ATB Code )

disque R I B
Acide nalidixique AN 30ug <13 14 -18 >19
Tétracycline TE 30 g <14 15-18 >19
Pénicilline P 15 ug <19 19-21 >22
Rifampicine RA30 5 ug 16 17-19 20
Céfotaxime CTX30 30pug <22 23 -25 >26
Lincomycine L10 2 ug <14 15-20 >21

Amikane NA 30 pg 14 15-16 17

Cefotoxine C30 30 pg 14 15-17 18

Pipéracilline PIP 100 pg 17 18
Pristinamycine PT 15 ug <19 19-21 >22
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% préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure de 18h sur milieu d’isolement approprie, racler a 1’aide
d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identique.
-Bien décharger I’anse ou 1’écouvillon dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a (0,9%).
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc
Farland ou a une D.O. de 0,08 a 0,10 lue a 625 nm.

<+ Ensemencement

Se fait par la méthode de Kirbey-Baur, par écouvillonnage (appelée méthode NCCLS).
- Tremper un écouvillon stérile dans 1’inoculum.
- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin de
décharger au maximum.
- Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries
serrées.
- Répéter I"opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la
périphérie de la gélose.
- Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger 1’écouvillon a

chaque fois.
% Application des disques d’antibiotiques

-1l est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotique sur une boite de

90 mm.

- Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide d’une pince bactériologique stérile et ne pas
déplacer les disques aprés application.

- Pour déterminer I’effet combiné ATB-NP, chaque disque de papier buvard imprégné par
(100ul) de la solution mere est appliquée a 1’aide d’une pince stérile sur chaque ATB (Thati, et
al., 2010).

« Incubation

-Incuber les boites a 1’étuve a 37°c pondant 24 h.
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« Lecture

-Mesurer avec précision en (mm) le diametre des zones d’inhibitions autour des disques ATB
et ATB-Np (Ammari, 2011).

3.1.2 Méthode de papier buvard

La méthode de diffusion sur milieu gélosé est réalisée sur milieu MH (Mueller Hinton),
la gélose MH stérile fondu est versé aseptiquement dans des boites de Pétri avec une épaisseur
de 4 mm dans chaque boite. Apres solidification et a 1’aide d’un écouvillon stérile, la surface
du milieu de culture est ensemencée par une des suspensions de souches bactériennes, ces
dernieres sont préparées dans I’eau physiologique stérile et qui porte une charge bactérienne de
I’ordre de 0,5 Mc Farland .Les suspensions bactériennes sont préparées a partir de culture

fraiche de 18 heures.

A I’aide d’une pince stérile, des disques de papier buvard de 6 mm (papier buvard) sont
déposés sur la surface de la gélose ensemencée, ensuite une quantité de 0.05 ml (50ul) de
différentes concentrations est déposé sur chaque disque. Les boites sont incubées 24 heures a

37°C. Apres incubation, les zones d’inhibitions formées sont mesurées a 1’aide d’un pied a
coulisse (figure 08) (Singh et al., 2012).

Zone d'inhibition

/ Croissance bactérienne

Disque imbibé de nanoparticules

Figure 08 : Méthode de diffusion sur milieu gélosé.
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3.1.3 Méthode de diffusion en puits

Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des nanoparticules a I’intérieur d’une

boite de Pétri dans un milieu MH solide.

Sur une gélose MH ensemencé par écouvillonnage avec une suspension de 0,5 Mc Farland,

Des puits de 6 mm sont réalisés a la surface a I’aide d’une pipette pasteur stérile (figure 09).

Figure 09: Méthode de diffussion en puits (Ammari, 2011).

Une quantité de 0.05 ml de chaque concentration de différentes nanoparticules est
déposée aseptiquement dans ces puits. Les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 24
heures. Aprés 1’incubation, les zones d’incubations sont mesurées a I’aide d’un pied a coulisse

(Singh et al.,2012).

3.1.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Cette technique permet principalement de définir le spectre d’activité d’une molécule a

activité antibactérienne.
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La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus petite concentration de la
molécule a tester qui inhibe toute culture visible d’une souche bactérienne apres 18h

d’incubation a 37°c. Cette valeur caractérise 1’effet bactériostatique de cette molécule.

La détermination de la CMI a été réalisée selon la méthode de dilution préconisée par le
CLSI (clinical and Labvatory standarts Institite) (Singh et al., 2012).

Témo i 0,25 2 4 B 16
Dilution en m |
milieu liquide
de Mueller-
Hinton CI"."]I

Figure 10: Concentration minimale inhibitrice [3]

% Technique

On repartit dans une série de tubes un volume constant de bouillon MH (18ml), qu’on

ensemence avec un inoculum fixé de bactérie (DO de 0,08 a 0,1 lue a £ = 625 nm).
- Mettre 2ml de chaque dilution des nanoparticules (ZnO-Al, Ag,0, TiO2).

- Un témoin est laissé sans nanoparticule.

- Aprés incubation a 37°c, les tubes sont soigneusement examings.

- La CMI c’est la premiere concentration qui inhibe la culture de la souche études.




IIChapitre Matériel et méthodes

NB : Aprés 18h a 24h parallelement a la CMI, on réalise un dénombrement sur GN (gélose
nutritif) des bactéries étudiées pour chaque concentration apres (24h, 48h et 72h).

3.1.5 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration ne
laissant substituer que 0,01 % on moins de survivants de ’inoculum initiale aprés 18h a 24h
de culture a 37°c (Singh et al., 2012).
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11. Résultats
1.1 Détermination de ’activité antibactérienne des nanoparticules

Les diamétres des zones d’inhibitions des ATB et (ATB+Ag,0) pour les 06 souches
testées, sont présentées dans le Tableau 4 et les Figures (11, 12, 13, 14, 15,16).

Apreés incubation a 24h a 37°c, nous constatons Une augmentation des diametres des
zones d’inhibitions est observées avec AN (1 mm), L10 (22 mm), RA30 (7 mm), NA (5 mm),
CTX30 (24 mm) et C30 (9 mm) sur la souche (S4) (Figure 11 et 12), une augmentation des
zones d’inhibitions avec PT (1 mm), AN (3 mm), TE (2 mm), P (2 mm), RA30 (3 mm),
CTX30 (9 mm) et L10 (1 mm) sur la souche (S5) (Figure 13 et 14), et une augmentation des
diameétres des zones d’inhibitions est observées avec PIP (2 mm),TE (5 mm),C30 (17
mm),L10 (15 mm),RA30 (4 mm),AN (2 mm) et CTX30 (13 mm) sur la souche S6 (Figure 15
et 16)

Apreés incubation a 37°c pendant 24h, nous avons observées et mesurées le diameétre des
zones d’inhibitions autour des disques des ATB et autour des disques (ATB+ZnO-Al) pour les
souches testés, aucune augmentation des diamétres des zones d’inhibitions des ATB avec le
ZnO-Al sur la souche (S4). Une augmentation de la zone d’inhibitions autour des disques PT
(2 mm) AN (1 mm) L10 (2 mm) sur la souche (S5) avec ZnO-Al. Une augmentation de la
zone d’inhibitions autour des disques (PIP, AN) (1 mm) RA30 (2 mm) sur la souche (S6) avec
ZnO-Al. Pour les disques d’ATB avec TiO; il n’y’a aucune augmentation des zones a été
observé avec les souches testées.
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Tableau. 04 : Diamétres des zones d’inhibition des souches testées S1, S2, S3, S4, S5, S6 vis-a-vis
Ag,0, ZnO-Al et TiO,..

Escherichia coli

Zone Zone Zone Zone
d’inhibition d’inhibition d’inhibition d’inhibition
ATB ATB+Ag,0 ATB+ZNO-Al ATB+TiO,
ouches
ATB S4 S1 S4 S1 S4 S1 S4 S1
AN 24 26 25 28 22 26 23 24
L10 0 0 22 25 0 0 0 0
RA30 23 20 30 23 23 19 21 17
NA 20 22 25 24 20 21 17 20
CTX30 0 0 24 20 0 0 0 0
C30 13 27 22 29 12 25 11 25
L10 27 17 28 29 26 16 17 15
Staphylococcus aureus
Zone Zone Zone Zone
d’inhibition d’inhibition d’inhibition d’inhibition
ATB ATB+ Ag,0 ATB+ZnO-Al ATB+TiO,
Souches
ATB SH S2 S5 S2 SH S2 SH S2
PT 31 30 32 33 33 31 31 29
AN 27 27 30 30 28 27 27 25
TE 30 29 32 33 30 29 29 24
P 20 17 22 24 20 18 17 14
RA30 30 22 33 34 25 22 22 20
CTX30 12 14 21 20 11 14 14 13
L10 27 17 28 29 29 18 17 15
Pseudomonas aeruginosa
Zone Zone Zone Zone
d’inhibition d’inhibition d’inhibition d’inhibition
ATB ATB+ Ag,O ATB+ZNO-AL ATB+TiO,
Kuches S6 S3 S6 S3 S6 S3 S6 S3
PIP 25 16 27 26 26 18 23 14
TE 14 22 19 20 13 22 13 21
C30 0 0 17 18 0 0 0 0
L10 0 0 15 18 2 1 0 0
RA30 13 10 17 19 14 11 12 9
AN 20 17 22 20 21 19 18 17
CTX30 0 0 13 15 0 0 0 0
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Figure 11: Diamétres des zones d’inhibitions d’Escherichia coli et d Escherichia coli ATCC [(a)ATB+Ag,0,
(b)-ATB+ZnO-Al, (c)ATB+TiO, ].
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Figure 12 : Antibiogramme d’Escherichia coli et Escherichia coli ATCC [(a) sans Nps (b) avec
Ag,0,(c) ZnO-Al et (d)TiO; ].
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Figure 13: Zones d’inhibitions de Staphylococcus aureus et Staphylococcus aureus ATCC
[(A)ATB+AQ,0, (b)-ATB+ TiO,, (c)-ATB+ ZnO-AlJ.
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1

Figure 14 : Antibiogramme de Staphylococcus aureus et Staphylococcus aureus ATCC [(a)
sans (b) avec Ag.0, (c) ZnO-Al et (d) TiO; ]
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Figure 15: Zones d’inhibitions de Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas aeruginosa
ATCC [(a)ATB+AQ,0, (b)-ATB+ZnO-Al, (c)ATB+TiO,].
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Figure 16 : Antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas aeruginosa ATCC
[(a) sans Nps (b)ZnO-Al,(c) avec Ag.0 et (d)TiO,].
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1.2. Détermination de I’activité antibactérienne (par papier buvard)

Aprés incubation a 37°c a 24h nous avons observées pour les 06 souches testées des
zones d’inhibitions autour des disques imbibés de différente concentration d’Ag,O (tableau 05,
6, 7, figure 17).nous avons constatées que le diamétre de la zone d’inhibition augmente avec la
concentration d’Ag,O(dose- dépendante), elle est de (0-25mm) pour E coli (Tableau 05), de (0-
21mm) pour Staphylococcus aureus(tableau 06) , et de (0-30mm) pour Pseudomonas

aeruginosa(tableau 07).

Nous n’avons observées aucune augmentation des diametres des zones d’inhibitions
auteur de disque papier buvard qui contient le ZnO-Al et TiO, pour les souches testées [voir
(tableau 23,24, 25, 26, 27, 28) Annexes].
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Tableau 05 : Diamétres des zones d’inhibition d”’AgO, vis-a-vis Escherichia coli et
Escherichia coli (ATCC)

Escherichia coli

Souche
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Tableau 06 : Diamétres des zones d’inhibition d’AgO, vis-a-vis Staphylococcus aureus et
Staphylococcus aureus (ATCC)

Staphylococcus aureus

[c]
g/ mi S5 S2
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Tableau. 07: Diamétres des zones d’inhibition d’Ag,0O vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa et
Pseudomonas aeruginosa (ATCC)

Pseudomonas aeruginosa

Souche Zone
d’inhibition
mm

23 25

21 23

21 22

17 19

64

15 16
13 14

10 12




Chapitre 111 Résultats et discussion

N
92

N
(@]

[
92

=Sl

m sS4

=
o

Zone d'inhibition (mm)
92}

512 256 128 64 32 16 8 4 2 T

4+ 42 pa / N
concentration g/l

N
o

| (mm) |

M SS
msS2

[
o

Zone d'inhibition
(9)]

]
o

[
0

m S6
m S3

Zone d'inhibition (mm)
[
o

S A S N I

concentration (ng/ml)

Figure 17 : Diametres de zones d’inhibition de Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis Ag,O (diffusion sur disque)
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1.3 Détermination de I’activité antibactérienne (diffusion en puits)

Apres incubation a37°c pendant 24h nous avons observées pour les six souches testés
des zones d’inhibitions autour des puits de différente concentrations d’Ag,0O (tableaux 08-09-
10 et figure 18) nous avons constatés que le diamétre de la zone d’inhibition augmente avec la
concentration d’Ag,0 (0-25 mm) pour Escherichia coli (Tableau 08), (0-25 mm) pour
Staphylococcus .aureus (Tableau 09), et(0-30 mm) pour Pseudomonas aeruginosa (Tableau
10).

Des zones d’inhibitions (10-14 mm) pour Pseudomonas aeruginosa en présence de ZnO-Al (
tableau 11) .

Aucune zone d’inhibition n’est observée avec cette technique pour les deux molécules

ZnO-Al et TiO[voir( tableau 29, 30, 31, 33) Annexe]
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Tableau 08: Diamétres des zones d’inhibition d’Ag,0O vis-a-vis d’Escherichia coli et
Escherichia coli (ATCC)

Escherichia coli

[c]
pg/ml

sS4 S1
l.
..
n i
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Tab 09: Diameétres des zones d’inhibition d’Ag,0O vis-a-vis Staphylococcus aureus et)
Staphylococcus aureus (ATCC)

Staphylococcus aureus

- ————

A

s
L ‘.2.
U"T- (.'.):’ la s 'Q
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Tab.10 : Diamétres des zones d’inhibition d’Ag,0 vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa et
Pseudomonas aeruginosa (ATCC)

Pseudomonas aeruginosa

Zone
d’inhibition
Mm
S6 S3
30 20
25 18
24 18
23 17
21 15
20 14
19 13
15 11
13 9
0 0
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Figl8: Diameétres de zones d’inhibition de Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis Ag,0 (diffusion en puits)
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Tab. 11 : Diamétres des zones d’inhibition de ZnO-Al vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa
et Pseudomonas aeruginosa (ATCC)

Pseudomonas aeruginosa
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Fig 19 : Diametres de zones d’inhibition de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis ZnO-Al
(diffusion en puits)

1.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice

L’¢évaluation de 1’activité antibactérienne des nanoparticules (ZnO-Al, Ag,0, TiO2) a

été réalisée par la méthode de dilution en milieu liquide (Tableau 12).

Les résultats obtenus montrent que 1’Ag,O possede une activité antibactérienne vis-a-
vis les souches testées, avec une concentration de 32 pg/ml pour Pseudomonas aeruginosa
(Figure 22) ,8 pg/ml pour Staphylococcus aureus (Figure 21) et 32 pg/ml pour Escherichia
coli (Figure 20) a La nanoparticule de ZnO-Al a une activité antibactérienne seulement vis-a-
vis les souches de Staphylococcus aureus avec CMI de 32pg/ml. (Figure 23), une absence de la
CMI est observées pour le TiO2 vis-a-vis des souches testés [voir(figure ) Annexe].
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Tableau .12: Les valeurs de CMI de Ag,0, ZnO-All, et TiO,. (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa)

CMI (pg/ml)
Nanoparticule Ag02 ZnO-Al
TiO2
Souche
sS4 32 - -
S1 16 - -
S5 16 32 -
<S2 16 32 -
S6 32 - -
S3 32 - -

e eEEn omE e s
==

e 2. boo L D] PR
cmi

Fig 20 :Determination de CMI d’ E.coli vis-a-vis d’Ag,0
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Fig 22: Determination de CMI de P.aeruginosa vis-a-vis d’Ag,0O
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Fig 23 : Determination de CMI de Staphylococcus aureus vis-a-vis de ZnO-Al

1.5. Détermination de la concentration minimale bactéricide

La comparaison des dénombrements bactériens effectués apres incubation en présence
d’Ag,0 a permis de déterminer un nombre inférieur & 102 UFC/ml dans toutes les boites ce qui
correspond & un nombre inférieur a 0,01 % du nombre initiale des bactéries (Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus et Escherichia coli) avec CMB=128 ug/ml pour
Staphylococcus aureus, de 256 pg/ml pour Pseudomonas aeruginosa et de 512 pg/ml pour
Escherichia coli (Tableau 13) .
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Tableau 13: Détermination de CMB des nanoparticules (Ag,0,ZnO-Al ,TiO,)

CMB (ug/ml)
Nanoparticule Ag,0 ZnO-AL TiO2
S4 512 - -
S1 512 - ;
S5 128 32 -
S2 128 64 ;
S6 256 - -
S3 256 - -

1.4 Dénombrement du germe en présence de déférentes concentrations des
nanoparticules

Les courbes de croissance offrent des données quantitatives permettant une analyse
fiable de I’effet d’une substance donnée (ZnO-Al, Ag,0O,TiO,) sur les souches étudiées (

E.coli,S.aureus et P.aeruginosa).

Les figures (28-35) Et les tableaux (25- 33)mettent en évidence 1’évolution de la
croissance des bactéries ( E.coli,S.aureus et P.aeruginosa) en fonction du temps et en présence
de différentes concentrations des nanoparticules métalliques, nous remarquons que chez les
témoins, le nombre des unités formant une colonie es diminue avec le temps. En revanche,
chez les traités par les différentes concentrations des nanoparticules métalliques (Ag.0,ZnO-Al
et TiO,), nous constatons une diminution de la croissance d’une fagon dose-dépendante par
rapport aux témoins. Un forte diminution des unités formant une colonie est observées avec les
souches bactériennes (E.coli, S.aureus et P.aeruginosa) en présence d’AgNQOgz avec une légere

diminution est observé en présence de ZnO-Al .
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On observe une forte augmentation des unités formant une colonie est observées avec

les souches bactériennes ( E.coli,S.aureus et P.aeruginosa) en présence de TiO,,

Tableau 14 : UFC/ml d’ E .coli en présence d’Ag,0 et en fonction du temps

w 24h 48h 72h
[Clug/ml
512 0 0 0
256 0 0 0
128 0 0 0
64 0 0 0
32 3 1 0
16 10 5 2
8 17 14 10
4 28 22 18
2 49 32 24
0 70 56 49

80
70 \ ——512
60 == 256
50

~
g =64
S 40
=) =ie=32
20 — ——8
- 2
0 A — = | .
24h 48h 72h ===

Temps(h)

Fig 24 : Unités formant colonies (UFC) d’E .coli en présence d’Ag,0 et en fonction du
temps
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Tab.15 : Unité formant colonies (UFC) de S.aureus en présence d’Ag,0 et en fonction du
temps

mps(h) 24h 48h 72h
[Clpg/ml
512 0 0 0
256 13 10 10
128 35 31 29
64 56 45 40
32 61 56 50
16 95 67 70
8 160 140 130
4 220 158 150
2 323 215 200
0 404 310 239
[Clug/ml
450
=512
0 \
——256
350
\ 128
_ 300
E \ 4
o 250
e )
= 32
200 ‘\\;
—0—16
150 —
' — e 8
100
50 -—g;
A — % 2
0 = . = . B .
24h 48h 72h =0
Temps(h)

Fig 25: Unités formant colonies (UFC) de S. aureus en présence d’Ag;0O et en
fonction du temps
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Tableau 16: UFC/ml de Pseudomonas aeruginosa en présence d’Ag,0 et en fonction du
temps.

Temps(h) 24h 48h 72h
[Clug/mi
512 5 3 1
256 18 15 13
128 40 41 35
64 60 50 42
32 66 61 51
16 100 72 67
8 165 145 135
4 225 164 155
2 394 221 210
0 409 315 300
300
— —— — ——512
250 == 256
=le=128
— 200
c =64
D 150 —
= . =016
> Ty 8
100 —_— S
N
o a— —
50 ‘ ——~;‘;‘<‘=‘. 2
=0
O T T 1
24h 48h 72h
Temps(h)

Figure 26 : Unités formant colonies (UFC) de P.aeruginosa en présence d’Ag,0 et en
fonction du temps
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Tableau. 17 : UFC/ml d’ E .coli en présence de ZnO-Al et en fonction du temps..

Temps(h)
[Clug/ml 24h 48h 72h
512 57 50 40
256 62 57 52
128 72 66 60
64 79 75 69
32 90 95 80
16 110 99 93
8 135 124 110
4 180 165 148
2 200 195 185
0 275 268 264
[clng/ml
450
=512
\ == 256
320 ¢ 128
E 300 =64
@)
L:)L 250 k=32
200 \\ —o—16
\ )
150 — . -8
e — 2
50 — —
NI —————— S—) =
24h 48h 72h
Temps(h)

Figure 27 : Unités formant colonies (UFC) d’E.coli en présence de ZnO-Al et en fonction
du temps
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Tableau 18: UFC/ml de S. aereus en présence de ZnO-Al et en fonction du temps

W 24h 48h 72h
[Clug/ml
512 136 90 83
256 180 125 99
128 240 200 185
64 280 270 250
32 320 300 295
16 390 382 375
8 450 400 395
4 462 450 441
2 480 460 452
0 600 540 500
700
=4—512

600

=li=256
500 =128
\I . 64

400 — @ —
N
300 =i —

=e=32

UFC/ml

e —0—16
\ TN
200 — | —8
S —— —

100 —— —
—> 2
0 T T 1 O
24H 48H 72H

Temps(h)

Figure 28 : Unité formant colonies (UFC) de S. aereus en présence de ZnO-Al et en
fonction du temps
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Tableau 19 : UFC/ml de P. aeruginosa en présence de ZnO-Al et en fonction du temps

Temps(h)
[C] 24h 48h 72h
pg/mi
512 2 1 0
256 49 25 15
128 70 68 60
64 79 72 65
32 85 79 70
16 90 86 79
8 96 92 89
4 120 122 118
2 140 135 129
0 200 189 167
250 [clug/ml
=—f=512
500 - . —8-256
\ =128
== 64
€ 150
S —¥=32
=) =0=16
100
E i — e 8
= — —
>0 \ ’
—] ===
0 k ' & ‘ !
24h 48h 72h
Temps(h)

Figure 29 : Unité formant colonies (UFC) de P. aeruginosa en présence de ZnO-Al et en
fonction du temps
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Tableau .20 : UFC/mI de E.coli en présence de TiO, et en fonction du temps.

Temps(h) 24h 48h 72h
[Clug/mi
512 2050 2055 2065
256 2045 2053 2069
128 2042 2050 2062
64 2050 2055 2067
32 2046 2052 2063
16 2040 2049 2060
8 2057 2064 2075
4 2060 2070 2078
2 2062 2068 2075
0 2070 2075 2083
2090
2080 —* ——512
' ——256
2070 -
——128
— /
£ e
0 32
S 2050 -
—0—16
2040 ——g
—
2030 2
2020 =0
2010 : : .
24h 48h 72h
Temps(h)

Figure 30: Unité formant colonies (UFC) de E.coli en présence de TiO, et en fonction du
temps
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Tableau 21 : UFC/mI de S.aureus en présence de TiO; et en fonction du temps.

Temps(h) 24h 48h 72h
e

512 1060 1065 1070
256 1058 1063 1067
128 1055 1060 1065
64 1045 1050 1055

32 1061 1065 1070

16 1050 1055 1060

8 1050 1055 1060

4 1060 1065 1067

2 1065 1070 1075

0 1070 1075 1081

1090

1080
——512
—-256
1070
—— 128
1060 - =64
/( =32
1050 —0-16

/ 8

UFC/ml

1040

1030

=0=0

1020 T T )
24h 48h 72h

Temps(h)

Figure 31 : Unité formant colonies (UFC) de S.aereus en présence de TiO; et en fonction du
temps
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Tableau 22 : UFC/mI de de P.aeruginosa en présence de TiO, et en fonction du temps

T 24h 48h 72h
[Clug/ml
512 2045 2048
2053
256 2040 2045 2050
128 2042 2050 2055
64 2044 2049 2054
32 2039 2044 2049
16 2042 2047 2052
8 2045 2050 2055
4 2050 2055 2060
2 2055 2060 2065
0 2060 2065 2070
2070
——512
2065
-
2060
=256
€ 20% =128
S~
2 2050 e 64
o]
2045 - —0—32
2040 16
2035 -8
4
2030
——2
2025 : :
24h 48h 72h
Temps(h)

Fig 32: Unité formant colonies (UFC) de P.aeruginosa en présence de TiO, et en fonction du
temps
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2. Discussion :

L’activité antibactérienne de certains ¢léments métalliques comme 1’argent, le zinc, le

TiO,, le cuivre...etc est connu depuis 1’époque romaine (Mungkalasiri, 2009).

Dans cette étude, nous nous sommes fixés pour but de mettre en évidence l’activité
antibactérienne des nanoparticules metalliques nouvellement synthétisé. (Bouloudenine,
2006) .

L’évaluation de ’activité antibactérienne de nanoparticules (Ag.0, ZnO-Al et TiO,) a été
réalisée sur trois espéces bactériennes, notre choix s’est porté sur des especes bactérienne a
Gram positif (Staphylococcus aureus) et a Gram négatif (Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa). En raison de leur trés large implication dans les phénoménes de contamination et
d’infiction rencontrées dans le domaine médicale (Rossighol,2007).

L’évaluation de I’activité antibactéiennes des nanoparticules métaliques est évaluée en
utilisant la méthode de diffision en gélose (Thati et al .,2010).

Nous avons opté, dans un premier temps, pour un test d’évaluation de I'effet synergétique
des nanoparticules (Ag.0, ZnO-Al et TiO,) sur les propriétés antibactériennes de différents
antibiotiques testés.

Nos résultats ont mis en évidence une augmentation des diameétres des zones
d’inhibitions autour des disques avec AN (1 mm), L10 (22 mm),RA30 (7 mm),NA (5
mm),CTX30 (24 mm) et C30 (9 mm) sur Escherichia .coli avec Ag,O, une augmentation de la
zone d’inhibitions autour des disques avec PT (2 mm), AN (3 mm), TE (2 mm),P (2
mm),RA30 (3 mm),CTX30 (9 mm) et L10 (3 mm) sur Staphylococcus aureus avec 1’AgO»,
Une augmentation des diamétres des zones d’inhibitions est observées avec PIP (2 mm), TE (5
mm), C30 (17 mm), L10 (15 mm),RA30 (4 mm),AN (2 mm) et CTX30 (13 mm) sur
Pseudomonas aeruginosa avec Ag,0, une augmentation de la zone d’inhibitions autour des

disques PT (Imm) AN (1mm) ,L10 (2mm) sur Staphylococcus .aureus avec ZnO-Al

Nos résultats sont en accord avec les travaux de (Thahit et al., 2010) qui a mit en
évidence une augmentation des zones d’inhibition différente d’un ATB a un autre autour des

disques des ATB de la famille des B-lactamines,des céphalosporines, des macrolides. . .etc.

D’antre travaux confortent nos résultats, ceux de (Mervuyu et al .,2011) qui ont mis en

évidence une augmentation de la taille des zones d’inhibitions autour des disques (ATB-ZnO)
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vis-a-vis des souches bactériennes ( E.coli et Bacillus subtilis avec différents ATB

(Gentaminine, Tétracycline, Vancomycine, Acide nalidixique .....etc).

L’activité antibactérienne des nanoparticules métalliques est évaluée aussi en utilisant la
méthode de diffusion sur gélose (Diffusion en puits et par papier buvard) (Karvani and
chehrazi,2011). Nos résultats ont mis en évidence une augmentation de la zone d’inhibitions
avec 1’augmentation de la concentration des Nps d’ Ag,0O avec la diffusion en puits et par
papier buvard, le diameétre de la zone d’inhibition varie selon la souche bactérienne (Mtimet
2011), le diamétre de la zone d’inhibition varie selon la souche bactérienne, il est de (0-
22mm) pour S.aureus, (0-30mm) pour P.aerogrnosa et (0-25mm) pour E.coli , (0-21mm) pour
S.aureus ATCC, (0-33mm) pour P.aerogrnosa ATCC et (0-26mm) pour E.coli ATCC. Nos
résultats sont en accord avec ceux de (karvani and chehrazi, 2011) qui ont mis en évidence que
I’augmentation de la zone d’inhibition en présence d’oxyde de Zinc est dose —dépendante par
la diffusion en puits et par papier buvard et en fonction de la souche bactérienne (S.aureus et
E.coli).

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est I’indicateur le plus utilis¢ pour
évaluer la sensibilité d’une bactérie a un agent antibactérien (Mungkalasiri, 2009). Nos
résultats ont mis en évidence que la CMI d’Ag,Oest de 16 pg/ml pour les 3 souches (E.coli,
S.aureus ATCC et S.aureus) 32ug/ml pour (E.coli, P.aeruginosa ATCC, P.aeruginosa ) avec
une Absence de la CMI avec le TiO; et le ZnO-Al (Mtimet, 2011).

Nos résultats sont en accord avec ceux (Mtimet, 2011) qui a relevé des valeurs de CMI
variant entre 6,75 ug d’Ag/mL et 54 pg d’Ag/mL pour des nanoparticules d’argent avec les

souches (P. aeruginosa, E. faecalis).

Les CMB est de 128ug/ml pour S.aureus, de 512 pg/ml pour E.coli et 256 pg/ml pour
p.aeruginosa toutes les souches testées > 8 ce qui explique que ’Ag,O exerce un effet

bactériostatique ces résultats sont en accord avec les travaux de karvani and chehrazi, (2011).

L’effet antibactérien de 1’argent sur les deux souches modele est expliqué par la
libération des ions Ag+, ces ions Ag+ interagissent fortement avec les groupements thiols des
enzymes vitales en les désactivant (Morones et al., 2005). L’ADN des bactéries perdait
I’information de reproduction quand les bactéries (E. coli. et S. aureus) étaient exposées aux
ions argent , d’autres travaux ont montré que les ions argent interagissaient avec les protéines

(groupe de sulphydryl) également avec les composantes internes des bactéries comme
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I’acide nucléique. La respiration de la bactérie Escherichia coli est désactivée en présence des
ions Ag” entrainant la mort de la cellule bactérienne. Tous ces travaux confirment que les
mécanismes d’action des ions argent sont particulierement complexes et multiples
(Mungkalasiri, 2009).

L’¢évaluation des effets cytotoxiques des nanoparticules métalliques peut €tre réalisés
en utilisant différents parametres, parmi les quels la croissance cellulaire (unités formant des
colonies) qui refléte chez les microorganismes 1’état du métabolisme de la cellule (Perez et al.,

2002).

Nous avons opté ce test de cytotoxicité rapide permettant de classer la toxicité de ces
molécules (nanoparticules métalliques) testée par le biais de I’évolution de la courbe de

dénombrement des souches bactériennes (mesure de la croissance).

Nos résultats ont mis en évidence une diminution de la croissance des souches
bactériennes en présences des nanoparticules métalliques (avec Ag,O et ZnO-Al). Un effet
cytotoxique sur la viabilité cellulaire est observé sur les souches bactériennes avec
(E.coli,S.aureus et P.aeruginosa) , cette toxicité se manifeste en premier lieu par une inhibition
de la croissance cellulaire des souches (E.coli,S.aureus et P.aeruginosa). Ceci nous amene a
confirmer I’influx des xénobiotiques a I’intérieure des cellules, malgré la présence de la
membrane cellulaire qui constitue une barriere contre I’entrée massive des xénobiotiques mais

qui reste perméable (Beamout and Cassier,1998).

D’autres travaux sont accord aussi avec les travaux de (Sondi et Salopek-Sondi, 2004)
qui ont mis en évidence qu’une perturbation de la membrane est a I’origine de la toxicité. En
effet, il a été montré que les nanoparticules d’ Argent adhérent a la paroi, ce qui provoquerait la
formation des puits et perméabiliserait la membrane, entrainant ainsi une expulsion du cytosol
de la bactérie.

De méme, d’aprés (Tsao et al., 2002), les carboxy fullerenes et des dérivés cationiques de
fullerénes s’intégreraient a la paroi ce qui provoquerait une déstabilisation de la membrane et
donc des fonctions cellulaires comme cela a été montré pour la chaine respiratoire présente
dans la membrane (Mashino et al., 2003).

D'autres travaux confortent nos résultats, notamment ceux (Fang et al., 2007) qui ont
mis en évidence un changement de la composition lipidique de la membrane en présence de

fullerénes, ce qui est la preuve d’une déstabilisation et/ou d’une adaptation des bactéries. Dans
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le cas d’une déstabilisation, cela pourraient étre dii a la formation d’espeéces réactives de
I’oxygeéne qui entraineraient par exemple une peroxydation des lipides de la membrane
(Angélique, 2008).En raison de leur réactivité de surface, les nanoparticules sont capable
d’induire la production d’espece réactive de 1’oxygéne (ERO) et de provoquer un stress
oxydant pour la cellule (Garza et al., 2008; Long et al., 2006).

Portant du principe que tout type de stress chimique provoque des dommages oxydatifs,
engendrant un stress oxydant et affecte considérablement la cellule et son fonctionnement. Lors
d’un stress oxydant, les ERO non détoxifiés par le systéme antioxydant vont oxyder les
macromolécules, telles les lipides, protéines, sucres et acides nucléiques, désorganisant leurs
structures chimiques et altérant leurs fonctions biologiques (Igor, 2011).

D'autres travaux confortent nos résultats, notamment ceux de (karavani and
Chehrazi,2011) qui ont mis en évidence une diminution des unités formant colonies de
(S.aureus et E.coli) en présence de différentes concentration de ZnO.

Aucun effet cytotoxique n’est observé avec le (TiOz)sur les souches bactériennes testées
(S.aureus et P.aeruginosa), ce ci est expliqué par le mécanisme de résistante des bactéries au
dioxyde de titane, ce mécanisme est due aux plasmides et aux protéines, selon I’espéce de
bactérienne, la protéine a 1’origine de cette résistance est différente. Dans ce cas, le TiO,
pénétrent dans la bactérie et sont repoussés vers 1’extérieur apres 1’organisation des plasmides
dans le cytoplasme (Mungkalasiri, 2009).

D'autres travaux confortent nos résultats, notamment ceux d’Angélique (2008) qui a mit
en évidence une résistance de la bactérie C. metallidurans CH34 aux nanoparticules (d’oxyde
de titane (TiO,), la bactérie devient plus beaucoup résistante apres pénétration de NPs d’oxyde

de titane (TiOy) et d’oxyde d’aluminium (Al,O3) de la paroi bactérienne.

D’autre part, ’activité antibactérienne de certaines nanoparticules est efficace
uniquement lors de l'irradiation par la lumiere UV, Ce ci est en accord avec les travaux de
(Ireland et al., 1993; Benabbou et al., 2007) qui ont mis en évidence des effets bactéricides de
la photoactivation par les UV des nanoparticules de TiO, ayant observés sur Escherichia coli ,
I’influence de la présence de la lumiére visible a été vérifiée : aucune variation de croissance

n’a été observée. Il est possible de conclure

que la lumiére visible utilisée n’est pas assez puissante et/ou n’émette pas dans les bonnes

longueurs d’onde pour avoir un effet bactéricide (Chen and Mao, 2007).
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Annexe

Tableau 23 : Diameétres des zones d’inhibition de ZnO-Al vis- a-vis Escherichia coli
et Escherichia coli(ATCC)

Escherichia coli
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Tableau 24: Diamétres des Zones d’inhibition de ZnO-Al vis-a-vis Staphylococcus
aureus et Staphylococcus aureus(ATCC)
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Tableau 25: Diamétres des Zones d’inhibition de ZnO-Al vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa et Pseudomonas aeruginosa (ATCC)
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Annexe

Tableau 26: Diamétres des Zones d’inhibition de T10, vis-a-vis Escherichia
coli et Escherichia coli (aTcc)
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Tableau 27: Diamétres des zones d’inhibition de Ti0, vis-a-vis Staphylococcus
aureus et Staphylococcus aureus (ATCC)
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Tableau 28 : Diamétres des Zones d’inhibition de T10, vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa et Pseudomonas aeruginosa (ATCC)

Pseudomonas aeruginosa
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Tableau 29: Diamétres des zones d’inhibition de ZnO-Al vis-a-vis Escherichia coli
et Escherichia coli (ATCC)
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Tableau 30 : Diamétres des zones d’inhibition de Zno-Al vis-a-vis Staphylococcus
aureus et Staphylococcus aureus (ATCC)
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Tableau 31: Diamétres des zones d’inhibition de Tio, vis-a-vis Escherichia coli et
Escherichia coli (ATCC).

Escherichia coli

512
1

128




Annexe

Tableau 32: Diamétres des zones d’inhibition de TiO; vis-a-vis Staphylococcus
aureus et Staphylococcus aureus (ATCC).

Staphylococcus aureus
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Tableau 33: Diamétres des zones d’inhibition de TiO, vis-a-vis Pseudomonas
aeruginosa et Pseudomonas aeruginosa (ATCC)
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Fig 33 :CMI liquide de E.coli avec ZnO-Al.

Figure 34:CMI liquide de P.aeruginosa avec ZnO-Al.

ST R

Sy L L LR

Figure 35 :CMI liquide de E.coli avec TiO,.




Figure 37 :CMI liquide de S.aureus avec TiO,.



Annexe

Figure 38:Determination deCMB de Escherichia coli vis-a-vis d’Ag,0

Figure 39 : Détermination de CMB de Staphylococcus aureus vis-a-vis d’ Ag,0.

Figure 40: Détermination de CMB de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis d’Ag,0O



