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Introduction

Introduction :

Les agents antimicrobiens (en particulier les antibiotiques) ont joué un réle
indispensable dans la santé humaine au cours des 50 dernieres années. Depuis la découverte
fortuite de la pénicilline par Alexander Fleming en 1928, de nombreuses molécules
d’antibiotiques ont été développées et commercialisées. Ces découvertes ont révolutionné
les thérapies conventionnelles en offrant un remeéde simple a un certain nombre de maladies

infectieuses graves, qui étaient autrefois la principale cause de décés (Rai et al., 2016).

Cependant aprés une période de forte efficacité contre les maladies infectieuses, les
antibiotiques se présentent de moins en moins efficaces face a certaines infections
bactériennes (Abraham et Chain, 1940). La production généralisée et la consommation
abusive d'antibiotiques ont contribué a 1’émergence de bactéries multi-résistantes (BMR)
responsables de 1’augmentation des frais médicaux, du taux de mortalité et de la durée du
séjour des patients. Au cours de la derniére décennie, ce phénomene est devenu une
préoccupation majeure en santé publique mondiale (Cavassin et al., 2015). Plus de 70% des

infections nosocomiales sont causées par les BMR (Quinteros et al., 2016).

Compte tenu de ces faits, de nombreux chercheurs ont mené des expériences pour
mettre au point de nouveaux médicaments antimicrobiens puissants, efficace et moins

colteux afin de contréler les agents pathogenes résistants (Lara et al., 2011).

De nos jours, les progres de la nanotechnologie ont ouvert la voie en offrant
I’opportunité d’utiliser les nanoparticules métalliques comme moyen efficace de contréler
ces microbes pathogenes impliqués dans les maladies infectieuses (Li et al., 2011). Parmi
les nanomatériaux prometteurs, les nanoparticules d'argent (AgNps) jouent un role essentiel
de par leurs propriétés antibactériennes. Par ailleurs, plusieurs questions restent en suspense
compte tenu de leur utilisation comme une nouvelle génération d’agents antimicrobiens pour

le traitement et la prévention des micro-organismes multi-résistants (Rai et al., 2016).

Dans cette optique, notre travail vise a étudier ’activité antibactérienne des AgNps,
leur combinaison avec les antibiotiques usuels et a déterminer si cette activité est de large

spectre et potentiellement significative pour éradiquer ce probléme de multi-résistance.

Pour ce faire, nous procederons d’abord par une détermination des effets antibactériens
des AgNps utilisées seules et en combinaison avec les antibiotiques en milieu solide gélosé

puis nous étudierons leurs effets de maniere approfondie en milieu liquide.

Page | 1



Introduction

Ce présent document est structuré en trois parties : la premiere constitue la recherche
bibliographique qui est composée de deux chapitres dans lesquels nous évoquerons d’abord
les problématiques liées a la multi-résistance aux antibiotiques, les mécanismes de résistance
ainsi que les différentes souches bactériennes susceptibles d’induire une multi-résistance aux
antibiotiques, puis nous mettront en lumicre les perspectives d’usage thérapeutique des
nanoparticules d’argent comme agent antibactérien, leurs avantages par rapport aux agents
usuels et leur mécanismes d’action contre les bactéries. Dans la seconde, nous décrirons les
différentes méthodes suivies et le matériel utilisé tout au long de ce travail. La troisieme

partie sera consacrée a la présentation des principaux résultats obtenus et leur discussion.

Enfin nous ferons une conclusion générale de ce travail et présenterons quelques

perspectives pour les prochaines eétudes semblables.

En espérant que ce travail vous donne satisfaction, nous vous souhaitons une

excellente lecture émaillée de découvertes fascinantes et passionnantes.
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Problématique de la résistance bactérienne BEEJIIEN!

1 Rappels sur le mécanisme antimicrobien des antibiotiques :
1.1 Définition :

Les molécules antimicrobiennes les plus utilisées dans le domaine médical sont les

composés communément appelés « antibiotiques » (Kohanski et al., 2010).

Un antibiotique est une molécule qui peut étre d’origine biologique, produite par des
microorganismes (bactéries, champignons) ou de synthese chimique. Il pourra soit inhiber
la multiplication bactérienne, on parle alors d’activité bactériostatique, soit entrainer la mort

de la cellule bactérienne, on parle alors d’activité bactéricide (Deredjian, 2010).

La caractéristique principale des antibiotiques est leur grande spécificité d’action car
ils agissent sur des cibles cellulaires structurales ou metaboliques spécifiques des
procaryotes. Cette caractéristique leur permet d’étre efficace a de faibles concentrations et
d’étre, la plupart du temps, non toxiques pour les espéces animales : c’est le principe de la
toxicité sélective. Il reste, cependant, les risques de réactions allergiques et, la grande
similitude entre les cellules procaryotes et les mitochondries des cellules eucaryotes qui est
a lorigine d’une grande toxicit¢ de certains antibiotiques pour les espeéces animales

(exemple du chloramphénicol) (Targant, 2010).

Les antibiotiques peuvent étre classes comme a large spectre, ce qui signifie qu'ils sont
actifs contre un large éventail de bactéries ou a spectre étroit, ce qui signifie qu'ils sont

efficaces contre un nombre limité de bactéries (Padget, 2016).

1.2 Modes d’action des principaux antibiotiques :

Un grand nombre d'antibiotiques différents existent avec divers mécanismes d'action.
Tres largement répandus depuis le XXe siécle, leur stratégie d’action repose principalement
sur I’inhibition de la croissance bactérienne (Mutschler, 2017), en détériorant la paroi ou la
membrane cytoplasmique de la bactérie, en empéchant la synthése des protéines ou la
réplication de I’ADN (Fig. 1). Pour ce faire les antibiotiques ont été classés en six grandes

classes d’agents antimicrobiens:

= Inhibiteurs de la synthése de la paroi cellulaire : pénicillines et céphalosporines,
cyclosérine, vancomycine, bacitracine, imidazole et dérivés.
= Substances altérant la membrane plasmique : polymixines et colistimethate

(détergents), polyene (nystatine et amphotéricine B).
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= Inhibiteurs réversibles de la traduction (action sur sous-unités ribosomales 30S
et 50S) : chloramphénicol, florfénicol, tétracyclines, érythromycine, clindamycine.

= Inhibiteurs non réversibles de la traduction (par liaison a la sous-unité 30S) :
aminoglycosides  (néomycine, kanamycine, gentamicine,  streptomycine,
spectinomycine).

= Inhibiteurs de la synthése des acides nucléiques (réplication et transcription) :
rifampicines, quinolones.

= Anti-métabolites (blocage de certaines étapes du métabolisme énergétique) :
trimethoprime, sulfamides (Targant, 2010).

2 : Substance altérant la
membrane plasmique

1 : Inhibiteurs de la synthése de
la paroi bactérienne

Cytoplasme

5 : Inhibiteurs de la synthése
d'acide nucléique

3,4 : Inhibiteurs réversibles et non

réversibles de la synthése protéique
Membrane

6 : Antimétabolites

Figure 1 : La cellule bactérienne et sites d’action des antibiotiques.
Source : (Targant, 2010).

2 Généralités sur la résistance bactérienne :

Depuis les débuts de I’utilisation des antibiotiques, les bactéries n’ont cessé de
développer différentes stratégies de résistance. Pour chaque nouvelle classe d’antibiotiques
développée et commercialisée, des souches bactériennes résistantes ont émergé. Ce
phénoméne a été amplifié par I'utilisation abusive des antibiotiques depuis un demi-siecle.
En effet, des consommations élevées et un mésusage de ces molécules sont a I’origine de

I’émergence et de la diffusion de résistances (Muller, 2017).
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En Avril 2014, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a signalé des niveaux
élevés de résistance bactérienne a travers le monde, y compris dans les pays a revenu élevé
et a revenu faible [1]. Le rapport met l'accent sur la résistance aux antibiotiques chez sept
espéces bactériennes responsables d’infections graves. Ces bactéries multi-résistantes ont
éte détectées a l'intérieur et a l'extérieur des etablissements hospitaliers et incluent
d'importants agents pathogénes tels que les entérobactéries productrices de carbapénémase
et Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (Padget, 2016).

2.1 Définitions de la résistance aux antibiotiques :

La résistance aux antibiotiques est définie comme la capacité acquise d’un
microorganisme a résister a ’action inhibitrice d’antibiotiques auxquelles 1’espéce est
généralement sensible (Debabza, 2015). On peut dire aussi qu’une souche est résistante
lorsqu’elle peut supporter une concentration d’antibiotiques beaucoup plus élevée que celle

qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la méme espece [2].

La résistance bactérienne résulte toujours de l'incapacité de l'antibiotique a agir sur
sa cible, du fait de la réaction des bactéries vis a vis de l'antibiotique, exprimée par divers

mécanismes (Debabza, 2015).

2.2 Origines de la résistance bacterienne aux antibiotiques :

La résistance aux antibiotiques bactériens n’est pas un phénomeéne récent. Les
microorganismes se font constamment concurrence pour I'espace et la nourriture et ont mis
au point un certain nombre de mécanismes pour contribuer a leur survie. Ces mécanismes
incluent la production d'antibiotiques pour tuer ou ralentir la croissance d'organismes
concurrents, notamment de bactéries. Afin de contrer ces antibiotiques, les bactéries reposent
sur une activation et un échange efficaces des génes, y compris des génes de résistance aux
antibiotiques. Au fil des siecles, cette lutte continue a abouti a la constitution d’un réservoir
profond de génes résistants aux antibiotiques, auxquels les bactéries peuvent accéder si
nécessaire. La forte utilisation d'antibiotiques par les humains en médecine humaine et
animale au cours des 70 derniéres années a créé une pression de sélection importante pour
que les bactéries développent une résistance et a considérablement accéléré I'accés de cette
collection globale de genes de résistance ou « résistomes antimicrobiens », ce qui a entrainé
les niveaux élevés de résistance observés aujourd'hui (Padget, 2016). L’apparition d’un géne

de résistance chez une bactérie peut résulter de plusieurs mécanismes (Fig. 2) :
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++ Mutations sur des génes chromosomiques, spontanées ou induites :

e Mutations spontanées : ¢’est un changement spontané, rare et héréditaire, qui va
affecter la séquence nucléotidique du génome bactérien ;

e Mutations induites : adaptation d’une bactérie a des conditions défavorables a sa
croissance (notamment présence d’antibiotiques) ;

% Acquisition de génes de résistance provenant d’autres souches :

e Par conjugaison : un gene est transféré d’une bactérie a une autre via des plasmides
ou des transposons (transfert inter-espece, souvent a partir de bactéries non
pathogénes de I’environnement) ;

e Par transduction : un geéne est transféré d’une bactérie a une autre via un
bactériophage (transfert intra-espece) ;

e Partransformation : transfert d’ADN nu entre deux bactéries (transfert intra- ou inter-

espece) (Muller, 2017).

La réponse SOS est un mécanisme de régulation permettant I’adaptation et I’évolution
des bactéries stressées par des conditions environnementales défavorables a leur croissance
(antibiotiques, UV, etc.). L'activation de la reponse SOS augmente la fréquence d'émergence
de mutants résistants aux antibiotiques par plusieurs mécanismes : augmentation de la
fréquence de mutation, accelération du transfert de génes de résistance entre les bactéries et
du réarrangement des génes cassettes porteés par les intégrons et augmentation de I'expression

de certains mécanismes de résistance aux antibiotiques (Bouvier-Slekovec, 2013).

Stress

Activation de Ia e .
réponse SOS L4 @ —> \/\ :

— B .'\\ :
Conjugaison 7=\ ; 72 S »

fﬂ:ﬁ S
Transduction @7

— e 5 7

Mutation 3 @

Figure 2 : Différentes voies d’acquisition de genes de résistance aux antibiotiques chez les

bactéries. Source (Bouvier-Slekovec, 2013).
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Une fois la résistance apparue, la pression de sélection des antibiotiques va jouer un
role important en sélectionnant les bactéries résistantes. En effet, au sein d’une flore
bactérienne essentiellement sensible a un antibiotique administré (flore intestinale
notamment), cet antibiotique va avoir une action inhibitrice sur les bactéries sensibles de la
flore commensale, entrainant leur disparition transitoire, et laissant alors de la place aux
souches ayant acquis le géne de résistance, permettant ainsi leur croissance (Fig. 3)
(Muller, 2017).

Variation aléatoire Traitement par
D ﬂ du génome D z I’antibiotique Y

Bactéries sen5|bles a Mutation a I’orlgme dela
I'antibiotique Y résistance a I'antibiotique Y

Fin du \/
: traltement M/
, Prollferatlon

% bactérienne ’

Sélection du mutant
résistant

Traitement par
I'antibiotique Y _
G

Bactéries résistantes a
Y plus fréquentes

Figure 3 : Effet de la pression de sélection des antibiotiques sur la composition de la flore

bactérienne. Source (Muller, 2017).

2.3 Types de résistance :

La résistance bactérienne a un ATB est d’origine génétique. On distingue deux types

de résistance bactérienne : La résistance naturelle ou intrinseque et la résistance acquise.

2.3.1 Larésistance naturelle ou intrinséque :

Les genes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie. La résistance
naturelle est un caractere présent chez toutes les souches appartenant a la méme espéce. Ce
type de résistance est détecté dés les premicres études réalisées sur I’ ATB afin de déterminer
son activité et contribue a définir son spectre antibactérien. Cette résistance peut étre due a
I’inaccessibilité de la cible ou encore son absence pour ’ATB. La résistance bactérienne

naturelle est permanente et d’origine chromosomique (Dali, 2015).
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Ainsi, les bacilles @ Gram négatif sont naturellement résistants aux antibiotiques
hydrophobes car ces molécules ont des difficultés a passer la membrane externe de leur
paroi. Les mycoplasmes, bactéries dépourvues de parois, présentent une résistance naturelle
aux P-lactames, puisque le mode d’action de cette famille d’antibiotique consiste a inhiber

la synthése du peptidoglycane (Normak et Normak, 2002).

2.3.2 Résistance acquise :

Plus inquiétante, la résistance acquise entraine la résistance a un ou plusieurs
antibiotiques auxquels la bactérie était sensible auparavant. Cette résistance est souvent
instable et peut survenir via une mutation (directement sur le chromosome bactérien) ou plus
fréquemment par acquisition de matériel génetique mobile (plasmide, transposon, intégron..)

permettant dans les deux cas de contourner 1’effet délétére de I’antibiotique (Coustes, 2016).

2.3.2.1 Résistances par mutation chromosomique spontanée (évolution verticale)

La mutation chromosomique spontanée constitue un mécanisme de résistance aux
ATB chez environ 10 a 20% des bactéries. Les genes de résistance se situent alors dans le
chromosome de la bactérie. Cette mutation n’affecte qu’un caractére et la résistance ne
concerne genéralement qu’un ATB ou qu’une famille d’ATB ayant le méme mécanisme
d’action (Yamashita et al., 2000).

2.3.2.2 Résistances extra-chromosomiques (évolution horizontale)

Les résistances extra-chromosomiques sont fréquentes (plus de 80% des résistances
acquises), et contagieuses. Les supports de ces résistances peuvent étre des plasmides
qualifiés plasmides R (R: résistance) ou des transposons acquis par conjugaison ou plus
rarement par transduction. Ces résistances se transmettent horizontalement entre bactéries
cohabitant, méme d'especes différentes. Du fait que les plasmides R codent le plus souvent
pour plusieurs résistances aux antibiotiques, appartenant a des familles différentes, leur
acquisition conféere une résistance multiple qui pose de grands problémes dans I'utilisation

thérapeutique des antibiotiques (Debabza, 2015).

2.3.3 La résistance croisée :

La résistance croisée correspond a I’acquisition de résistances a d’autres membres
d’une classe d’antibiotiques présentant des mécanismes d’action similaires a I’antibiotique

de cette méme classe contre lequel la bactérie était déja résistante. La conséquence de cette
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résistance est la sélection croisée. Cela implique que n’importe quel antibiotique de la classe
peut sélectionner, dans le milieu, des bactéries résistantes a tous les autres antibiotiques de
cette classe alors méme qu’elles n’ont jamais été exposées a ces molécules. On peut prendre
I’exemple des béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) qui conférent une résistance croisée
aux béta-lactamines et aux céphalosporines (Neely et Holder, 1999 ; Coustes, 2016).

2.3.4 La Co-résistance :

La Co-résistance correspond a ’acquisition de résistances a plusieurs antibiotiques de
classes différentes. Cela est principalement d0 au fait que les plasmides échangés sont
généralement porteurs de plusieurs résistances. C’est le cas de la co-résistance d’E. coli aux
cephalosporines, pénicillines, au chloramphénicol, aux tetracyclines et aux
fluoroquinolones. De la méme maniere que pour la sélection croisée, I’utilisation d’un
antibiotique auquel la bactérie résiste va permettre la co-sélection de toutes les résistances

portees par le méme plasmide (Neely et Holder, 1999 ; Coustés, 2016).

2.4 Mecanismes biochimiques de la résistance :

Trois grands mécanismes permettent aux bacteries de réesister face a un ATB (Fig. 4).

Le premier mécanisme consiste pour la bactérie a modifier la cible de I’antibiotique.
Cette modification peut étre soit directement due a une modification de la structure de la
cible soit due a une modification de la voie de synthése de cette cible pour lui conférer une
nouvelle structure tridimensionnelle. Ce mécanisme va jouer sur différents composants
cellulaires et est globalement utilisé contre la majorité des antibiotiques notamment chez les
bactéries Gram négatif qui, en modifiant les cibles des antibiotiques, développent un haut
degré de résistance. Les antibiotiques d’une méme famille ayant généralement la méme
cible, ce mécanisme confére aux bactéries une résistance croisee pour toutes les molécules
de la méme famille. Cliniquement, cette résistance ne se traduit pas toujours par un échec
thérapeutique. En effet, certaines familles d’antibiotiques conservent une efficacité car leur
CMI n’est pas forcément proportionnellement augmentée (Guerine-Faublee, 2010 ;
Coustes, 2016).

Le deuxiéme mécanisme consiste a détruire ou modifier I’antibiotique par une
inactivation enzymatique 1’empéchant alors de reconnaitre sa cible. Ce mécanisme se

rencontre surtout contre les béta-lactamines, les macrolides, le chloramphénicol et les

Page | 9



Problématique de la résistance bactérienne [RSEIelii=RE

aminosides. Une résistance croisée est également possible mais moindre que pour le premier

mécanisme (Guerine-Faublee, 2010 ; Coustes, 2016).

Enfin, les bactéries peuvent également rendre leurs cibles inaccessibles. Ce mécanisme
consiste soit a diminuer la perméabilité membranaire a la pénétration de I’antibiotique soit a
rejeter D’antibiotique par phénoméne actif d’efflux. La diminution de la perméabilité
membranaire est rendue possible grace a une mutation des génes codant les porines
membranaires, portes d’entrée des antibiotiques, réduisant leur diametre et empéchant leur
passage dans le milieu intracellulaire. Le phénoméne d’efflux est un mécanisme actif rejetant
directement les antibiotiques a I’aide de pompes membranaires spécifiques (Guerine-
Faublee, 2010 ; Coustes, 2016).

© Inactivation
enzymatique

paroi bactérienne
© Inaccessibilité 090 _ /
a la cible C/’_\\
— enzyme
99 y \ toplasme
Q / ‘d —

activation de Q@
pompes a efflux

I¥

chromosome D | Q\fi\
[
=2 =0 3 : antibiotique détruit

Q9 e (/ Gy ‘ ou modifié
20 N 4
[ ’ N y
pompe a efflux 1| A cible de |'antibiotique

‘\ protéine membranaire / modifiée

\ modifiée - 3 59
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A 39

Y Q09 © Modification de la cible
de I'antibiotique

Légende: @ Antibiotique
M Cible non modifiée

Figure 4 : Exemples des mécanismes de résistance aux antibiotiques
(D’apres I’Encyclopedia Britannica 2009). Source (Coustés, 2016).

2.5 Facteurs contribuant a ’émergence de la résistance bactérienne :

L’émergence et la propagation de la résistance aux antibiotiques sont le résultat d’une
pression sélective exercée par les agents antimicrobiens et de la transmission des
microorganismes résistants (Simonsen et al., 2004). Par ailleurs d’autres facteurs
contribuant a I’émergence et a la propagation de la résistance bactérienne aux ATB sont
connus (Tab. 01) (Murthy, 2001 ; Rybak, 2004).
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Tableau 1 : Facteurs contribuant a la résistance aux antibiotiques
(Murthy, 2001 ; Rybak, 2004)

Facteurs Exemples (liste exhaustive)

-Usage abusif d’antibiotique ;

- Gravité accrue de 1’état des malades hospitalisés ;
-Manque de fidélité au traitement ;

Emergence de la résistance -Durée trop courte ou dose sous-thérapeutique ;
-Diagnostic non confirmé d’infection bactérienne ;
-Utilisation inadéquate d’antibiotique dans les pays

en voie de développement.

-Mesures d’hygiéne inadéquate dans les hopitaux ;
-Non-respect des directives de lutte contre les
infections ;

-Promiscuite des patients hospitalises ;
Propagation des souches résistantes |-Réduction du personnel infirmier et de soutien ;
-Déplacement accrus des patients (transfert de
patients colonisés ou infectés entre hopitaux et
milieu communautaire) ;

-Voyages internationaux.

Utilisation d’antibiotiques dans le | -Animaux destinés a la consommation ;

secteur agro-alimentaire -Agriculture et aquaculture.

-Agents antimicrobiens dans les produits
Utilisation d’antibiotiques de ‘ o ‘
o d’entretien ménager, le dentifrice, les pastilles
désinfectants

contre le mal de gorge, les savons, etc...

3 Les bactéries multi-résistantes (BMR) :
3.1 Définition :

Par définition, la multi-résistance aux antibiotiques caractérise les bactéries qui
présentent une résistance, naturelle ou acquise, & au moins 3 classes d’antibiotiques
(Magiorakos al., 2012). Elle concerne d'abords les infections hospitalieres (ex.
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline ou SARM) mais aussi communautaires (ex.

pneumocoques ou bacille de la tuberculose multi-résistants...).
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Echappant aux traitements de premiére intention, les infections a bactéries multi-
résistantes (BMR) entrainent un retard a la mise en place d’une antibiothérapie adaptée et

contribuent a une augmentation de la mortalité des patients (Schwaber et al., 2006).

3.2 Les types de bactéries multi-résistantes :
3.2.1 Les BMR hospitalieres :

% Staphylococcus aureus résistante a la méticilline (SARM) :

S. aureus est une des deux principales espéces responsables d'infections nosocomiales
(IN). Le developpement incontrdlé des epidémies de SARM et les preuves répétées de leur
diffusion clonale justifient a eux seuls la mise en place d'un programme de lutte contre les
BMR. Les SARM représentent 5 a 10% des bactéries isolées des IN. Les SARM sont
résistantes a toutes les B-lactamines et tres souvent résistants aux aminosides, aux macrolides
et aux fluoroquinolones (Mainardi et al., 1995). Leur résistance est due a ’acquisition du
« gene mecA », entrainant la production d’une protéine liant la pénicilline (PLP2a), et donc
modification de la cible de I’antibiotique qui est une protéine de la paroi bactérienne
(Muller, 2017).

s Entérobacteries productrices de R-lactamases a spectre étendu (EBLSE) :

Les entérobactéries dans leur ensemble représentent 35 a 40% des bactéries
responsables d'IN. Les EBLSE représentent environ 1% des bactéries isolées des IN. La
tendance a la diffusion clonale des EBLSE est bien démontrée. Les souches EBLSE
(principalement Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes et a un moindre degré
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Citrobacter sp) sont résistantes a de nombreuses -
lactamines (sauf imipenéme), et souvent céphamycines pour les espéces qui y sont
naturellement sensibles, et trés souvent résistantes aussi aux aminosides et aux

fluoroquinolones [3].
+ Entérobactéries productrice de céphalosporinases :

Chez certaines especes d'entérobactéries, en particulier Enterobacter cloacae,
E.aerogenes, Serratia marcescens et Citrobacter freundii, une proportion importante des
souches (10 a 30%) sont résistantes aux [-lactamines par hyperproduction de

céphalosporinase. Les traitements antibiotiques jouent un role essentiel dans I'émergence de
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ces souches dont la diffusion clonale (transmission croisée) est beaucoup plus limitée que

celle des souches productrices de BLSE, sauf peut-étre pour Serratia [3].

De nouvelles BMR ont émergé et diffusé depuis plusieurs années, mais a la différence
des BMR « classiques », celles-ci ont acquis un niveau de résistance plus éleveé : elles sont
identifiées comme bactéries hautement résistantes émergentes, ou BHRe (Muller, 2017).
Deux types de bactéries sont identifiés comme BHRe :

% Les entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) :

Elles vont étre capables de synthétiser une enzyme inhibant les carbapénémes, classe

d’antibiotiques a trés large spectre considérée comme de derniére ligne thérapeutique ;

R

% Les entérocoques résistants aux glycopeptides, ou ERG (aussi appelés

entérocoques résistants a la vancomycine ou ERV) :

Elles représentent environ 1% des souches d'entérocoques isolées a I'hdpital et environ
5 a 8% des bactéries responsables des IN [3]. Leur résistance est due a I’acquisition du « géne
van » qui va entrainer une modification de la cible de I’antibiotique, en modifiant un acide
amine sur le dipeptide terminal ciblé, passant de D-alanyl-D-alanyl a D-alanyl- D-lactate
(Muller, 2017).

«» Acinetobacter baumannii multi-résistante :

Elles représentent 2 a 4% des bactéries responsables d'IN, jouent un réle non
négligeable dans certains secteurs hospitaliers (soins intensifs) et sont parfois a l'origine de
bouffées épidémiques dans lesquelles la contamination de l'environnement des patients
porteurs joue un role. Certaines souches épidémiqgues résistantes a I'imipeneme conduisent a

des impasses thérapeutiques [3].

/7

% Pseudomonas aeruginosa multi-résistante :

Les souches de P. aeruginosa résistantes aux 3-lactamines (ticarcilline, ceftazidime ou
imipeneme) ont tendance a étre résistantes aussi aux aminosides et aux fluoroquinolones.
Dans les hopitaux concernes, ces souches doivent faire l'objet d'une stratégie spécifique,
notamment une politique de prescription des antibiotiques, et des mesures de contréle de

I'environnement [3].
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3.2.2 Les BMR Communautaires :

Les BMR communautaires sont des bactéries impliquées dans les infections survenant
en dehors d'un établissement de santé, par opposition des BMR hospitaliers. Ces germes sont
caracterisés par une probabilité de résistances relativement faibles, les plus fréquentes de ce
type de BMR sont les pneumocoques et les bacilles de la tuberculose (Znazen et al., 2006).

%+ Streptococcus pneumoniae :

C’est un pathogeéne majeur, responsable d’infections communautaires a type de
pneumonies, de bactériémies, de méningites, d’otites et de sinusites, la pneumocoque a
acquis au cours des cing derniéres décennies de nombreuses résistances a : sulfamides,
tétracyclines, érythromycine, pénicilline et chloramphénicol .La résistance du pneumocoque

aux B-lactamines est liee a une modification des protéines de liaison aux pénicillines (PLP).

La surveillance de la sensibilité du pneumocoque aux antibiotiques est nécessaire afin

d’adapter les recommandations thérapeutiques des infections pneumococciques.
% Bacille de la tuberculose :

Le bacille de la tuberculose peut devenir résistant aux antimicrobiens utilisés pour
guérir la maladie. La tuberculose multi-résistante (MR) est une tuberculose contre laquelle
I’isoniazide et la rifampicine, les 2 antituberculeux les plus puissants, ne sont pas efficaces.
La mauvaise gestion du traitement antituberculeux et la transmission interhumaine

expliquent la propagation de la tuberculose multi-résistante (Znazen et al., 2006)

3.3 Conséquences de la multi-résistance aux antibiotiques :

La multi-résistance bactérienne aux antibiotiques est un grave probléeme de santé

publique mondiale avec des consequences multiples :

3.3.1 Conséquences individuelles :

La survenue d’infection due a des espéces bactériennes ayant acquis des mécanismes

de résistance peut étre responsable de plusieurs phénoménes dont :

= Un retard thérapeutique,
= La nécessité d’utiliser des molécules récentes et colteuses dont les modalités
d’administration optimale et la toxicité ne sont pas encore bien identifiées,

= La prolongation de durée de séjour voire une surmortalité (Zahar, 2012).
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3.3.2 Conséquences collectives :

Au plan collectif, les conséquences de la résistance sont plus difficilement évaluables.

Toutefois, elles se résument en :

= Une modification des pratiques antibiotiques des cliniciens, les amenant a une
surconsommation de molécules dites de réserves ou a large spectre,
= [’augmentation de la charge en soin,

= [’augmentation des codts (Zahar, 2012).
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1  Généralités sur les nanoparticules :
1.1 Définition :

Le terme « nanoparticule » désigne un assemblage d’atomes qui constitue des
particules, dont 50% ou plus se situent dans la gamme de taille 1-100 nm (Ema et al, 2017).
Le rayon typique d’un atome étant de 1’ordre de 0,1nm, une nanoparticule peut étre
constituée d’une dizaine a plusieurs centaines d’atomes (Zeyons, 2008). Les nanoparticules
sont des structures relativement fréquentes et se situent, sur I’échelle du monde vivant, entre
I’hélice d’ADN (3,4 nm) et un virus (100 nm) (Fig. 5) (Simon-Deckers, 2008).

NANOMONDE
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(50 pm) animale Bactene 400 nm) élice: 2 nm
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Figure 5: Echelle nanométrique [4]

1.2 Origine des nanoparticules :

Les nanoparticules existent dans la nature mais elles sont aussi fabriquées et utilisées

dans de nombreux domaines (Sedira, 2014). On en distingue trois types selon leur origine :

- Les nanoparticules d’origine naturelle : résultent essentiellement des phénomenes de
nucléation et de condensation des gaz et vapeurs dans I’atmospheére (incendies, éruptions
volcaniques ...)

- Les nanoparticules d’origine anthropogénique non-intentionnelle : issues des procédes
chauds tels que le soudage ou encore de la combustion des moteurs (pollutions, émissions
diesel, combustions diverses ...)

- Les nanoparticules d’origine anthropogénique intentionnelle : nanoparticules
manufacturées par I’industrie ou dans les laboratoires de recherche. Ce sont sur ces derniéres
que nous allons nous focaliser plus précisément dans cette étude (Andujar, 2009).
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1.3 Formes et classification des nanoparticules :

La forme des NP conditionne leurs effets biologiques. Les NP manufacturées peuvent
avoir des formes trés diverses : sphériques, fibreuses, tubulaires, circulaires et planes. Elles

pourraient généralement étre classées comme inorganiques et organiques.

Les nanoparticules inorganiques constituent des nanoparticules semi-conducteurs
(comme ZnO, ZnS et CdS), les nanoparticules métalliques (comme Au, Ag, Cu et Al) et les
nanoparticules magnétiques (comme Co, Fe et Ni). Les nanoparticules organiques, quant a
elles, subsument les nanoparticules de carbone (comme les fullerénes, les points quantiques,
les nanotubes de carbone). Les nanoparticules d’Or et d’Ag (métal noble) fournissent des

caracteristiques supérieures avec une souplesse utile (Rafique et al. 2016).

1.4 Propriétés des nanoparticules :

La diminution de la taille d’une particule conduit a I’apparition de caractéristiques
spécifiques et de propriétés nouvelles selon la forme, la taille et la distribution (Hervé-
Bazin, 2007 ; Mishra et al., 2014). A I’échelle nanométrique, On note principalement des
propriétés optiques, électriques, catalytiques, thermiques, magnétiques, mécaniques ou

encore biologiques (Zeyons, 2008).

Les nanoparticules manufacturées different de celles naturelles par 1’homogeénéite de
leurs caractéristiques, leur plus grande stabilité, la réactivité chimique, le rapport
surface/volume élevé et les propriétés de surface biocompatibles favorisant les diverses
applications médicales telles que les activités antimicrobiennes, mutagenes et anti-
inflammatoires particulieres (Perrault, 2012 ; Singh et al., 2013 ; Mathur et al., 2018).

1.5 Applications des nanoparticules d’argents :

Le tableau 2 expose un inventaire non exhaustif des domaines pour lesquels sont
développés et commercialisés des produits contenant des nanoparticules d’argent et montre

la diversité des applications actuelles.
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Tableau 2 : Domaines d’application de produits contenant des AgNps (Sedira, 2014).

Domaines
Secteur

Biomédical

Agro-
alimentaire et le
traitement de

I’eau

Hygiéne des

personnes

Désinfection des

surfaces

Technologies et
équipements

électroménagers

Applications
-Des pansements dits «argentiques»
(tels que des pansements Acticoat)
-Des cathéters urinaires, vasculaires et
péritonéaux

-Des masques chirurgicaux

-Des équipements en argent,

-Des films alimentaires dans lesquels
sont incorporées des particules de
phosphate de calcium biodégradables
portant des nanoparticules d’argent
-Des membranes de filtration
imprégnées de nanoparticules
d’argent

-Déodorant (Shiseido), savon, gel
bactéricide pour les mains,

-Produits cosmétiques,

-Sieges des toilettes publiques
-Vétements et textiles

-Peintures murales, revétement de sol,
-Revétement de surfaces d’acier
inoxydable pour les équipements
médicaux, industries agroalimentaires
ou pharmaceutiques

-Ordinateur, Combinés téléphonigues,
calculatrice, clavier d’ordinateurs...
-Machines, réfrigérateurs,

aspirateur...

Utilités
-Prévenir des infections,
-Prévenir la formation de
biofilms bactériens,
-Guérir des blessures,
-Ne provoquent pas d’allergie
ni d’irritation.
-Eviter les contaminations et
prévenir I’apparition d’un
goat métallique,
- Empécher le développement
d’agents infectieux dans les
circuits de distribution d’eau

potable.

-Retarder le developpement
des bactéries et champignons,
-Eviter les mauvaises odeurs,
-Empécher 1’adhésion des
pollens allergenes.

Surtout pour les personnes
allergiques aux désinfectants

habituels.

Libération d’ions Ag" & partir
d’argent métalliques grace a

un courant électrique.
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1.6 Méthodes de synthése de nanoparticules d’argent :

Les nanoparticules d’argent sont généralement synthétisées selon deux approches
principales : I’approche dites descendante « Top-down » et I’approche dite ascendante
« bottom-up » (Fig. 6). De nos jours, trois méthodes de synthése adaptées a ces approches,
ont été développées pour permettre I’obtention de telles particules (Tab. 3).

1.6.1 Approche descendante « Top-down » :

Dans cette approche, les nanoparticules sont synthétisées par les méthodes physiques,
basées sur la décomposition d’un matériau massif afin d’en réduire la taille. Par contre, elles

nécessitent un matériel codteux pour un rendement en nanoparticules souvent tres limite.

1.6.2 Approche ascendante « Bottom-up » :

Dans cette approche, les nanoparticules sont synthétisées dans les laboratoires a I’aide
de méthodes chimiques et biologiques par I’auto-assemblage atome par atome, molécule par
molécule ou agrégat par agrégat, qui se développent en particules de taille nanométrique.
Ces méthodes présentent I’avantage d’étre en général simples a mettre en ceuvre, peu
colteuses et permettent la production d’une grande quantité de nanoparticules dans un court

laps de temps, contrairement aux méthodes physiques (Mathur et al., 2018).

1.6.3 Synthese verte ou biologique:

Si les nanoparticules sont habituellement synthétisées par les méthodes physiques et
chimiques, la synthése verte émerge progressivement comme une meilleure option dans cette
branche de la nanotechnologie. Elle consiste en la production des nanoparticules a I’aide
d’entités biologiques telles que les micro-organismes, les extraits ou les biomasses de plantes
(feuilles, fleurs, écorces, graines etc.) et les enzymes et pourrait étre une suppléante des
méthodes chimiques et physiques dans le cadre du respect de environnement. Cette méthode
est préférée sur les deux autres car elle offre de nombreux avantages, non seulement du point
de vue écologique, mais aussi pour sa compatibilité a des applications pharmaceutigques et
biomédicales. Cela est liée au fait qu’elle ne nécessite pas 1’utilisation de produits chimiques

toxiques lors du processus de synthése. En outre, I’utilisation d’extraits de végétaux est
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potentiellement bénéfique que les microorganismes en raison de la facilité d’amélioration et
le processus laborieux de conservation les cultures cellulaires, selon les besoins du processus
de micro-organisme. (Ahmed et al., 2016)

Approche ascendante

Atomes Amas Nanoparticules Poudre Massif

Approche descendante

Figure 6 : Représentation schématique des deux grandes approches de synthése de
nanoparticules (Andrieux — Ledier, 2012).

Tableau 3 : Méthodes de synthése des nanoparticules (Mathur et al., 2018)

Méthodes Physiques Réductions Chimiques Méthodes biologiques
-Ultrasonication | - Transfert de phase |l -Micro-organismes
-Irradiation liquide-liquide (bactéries, levure,
-Micro-ondes - Voie micellaire inverse champignons etc.)
-Electrochimiques -Techniques solution- -Plantes (angiospermes
-Laser pulsé gélification « Sol-gel » et gymnospermes)
- Pyrolyse laser.... -Synthese radiolytique

-Réduction de sels

métalliques ...

2  Effets antimicrobiens des nanoparticules d’argent :

L’argent (Ag), sous forme colloidal, a longtemps été utilisé comme substance
antimicrobienne. Par conséquent, les nanoparticules d’argent présentent un grand potentiel

en tant que nouveaux agents antimicrobiens (Butler et al., 2015).
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Comparées aux autres sels, les nanoparticules d’argent montrent une propriété
antimicrobienne efficace en raison de leur grande surface qui offre un meilleur contact avec
le microorganisme et augmente la libération d’ions argentés (Ag"). Ces ions présentent un
large spectre d’action contre les champignons, les virus et un grand nombre de bactéries
infectieuses (a Gram positif et a Gram négatif), dont Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Vibrio choléra, Pseudomonas aeruginosa, syphilis typhus et Staphylococcus aureus
(Rajeshkumar et Malarkodi, 2014 ; Soleimani et Habibi-pirkoohi, 2017 ; Suwan et al.,
2018). Par contre, elles sont relativement non toxiques pour les cellules humaines et animales
et ont une probabilité beaucoup moindre de provoquer une résistance bactérienne que les
antibiotiques (Li et al., 2016). Une autre étude de Panacek et al., 2006 a également
démontré Iactivité antimicrobienne des AgNps contre les souches bactériennes

multirésistantes.

2.1 Mecanismes de pénétration des nanoparticules:

Le mécanisme exact de pénétration des nanoparticules reste encore moins élucider, car
il n’a été que trés peu étudié. En effet, il est bien connu que la pénétration des nanoparticules
dépend fortement de la nature, mais aussi la taille et la forme de ces dernieres. Ainsi,
plusieurs hypotheses ont été émises pour expliquer leur pénétration dans la paroi

bactérienne :
- Passage via les porines : Cette hypothese semble peu probable.

- Passage mécanique : la différence de concentrations en osmolytes de part et d’autre de la
membrane permet aux nanoparticules d’exercer une pression mécanique sur la paroi
(Fig. 8A). Cependant, certaines études montrent que cette osmolalité est trés faible (Simon-
Deckers, 2008).

- Passage par détérioration de la membrane externe : les nanoparticules chargées
positivement, attirées par la membrane externe chargées négativement, peuvent produire
des espéces réactives d’oxygene (ERO) et ainsi provoquer des trous dans la membrane
permettant leur pénétration dans le périplasme ou le cytoplasme (Katva et al., 2018) (Fig. 7
et Fig. 8B)
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milieu extérieur

lipopolysaccharides ™\

-
membrane externe E
=¥
= 5 /. espace périplasmique )
[ o e s
700 0 _
membrane plasmique
000 0
peptidoglycane protéine phospholipide milieu intérieur

intrinséque
Figure 7 : Organisation de la paroi bactérienne des bactéries a Gram négatif.
A

Int. l
Figure 8 : Hypotheses concernant la pénétration des nanoparticules dans les bactéries.

(A) Hypotheése du passage mécanique. (B) Hypothése du passage par détérioration de la

membrane externe (Neal, 2008)

2.2 Mécanisme d’activité antimicrobienne des nanoparticules d’argent :

Le mécanisme d’action inhibitrice des ions argentés sur les micro-organismes est
partiellement connu (Katva et al., 2018). De nombreuses études appuient la proposition
selon laquelle la pénétration des AgNps a travers la paroi bactérienne conduit a leur
dissolution en ions argentés (Ag*). Ces ions Ag" ainsi libérés vont interagir avec les groupes
thiol (SH), constituants des membranes cellulaires et des enzymes, et forment des liaisons

S—Ag stables (Rai et al., 2016). Ce qui provoque I’inactivation des protéines membranaires,
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la dénaturation des enzymes vitales, épuisement des niveaux d’ATP intracellulaire et
’activité bactéricide consequente (Chudobova et al., 2013 ; Cavassin et al., 2015). En
revanche, Sondi et Salopek-Sondi, 2004 ont démontré que I’action antibactérienne était due
a la formation de trous dans la paroi cellulaire de bactérie Gram négatif, conduisant a la
mort cellulaire. Un autre mécanisme suggeére la génération de radicaux libres, qui affectent
les lipides membranaires, et la formation éventuelle de pores sur la paroi (Fig. 9)
(Banerjee et al., 2010).

Capsule Paroi Membrane plasmique Nucléoide

Ribosomes

AgNPs

Attraction électrostatique

Production des radicaux libres
Inhibition de la respiration Interaction Inhibition de la
Perte du contenu intracellulaire avec I'ADN synthése protéique

Figure 9 : Mécanismes de I’activité antimicrobienne des nanoparticules (Rai et al., 2016)
3 Les effets «Zombies» des nanoparticules d’argent:

Un des avantages majeurs des nanoparticules d’argent métallique réside dans le fait
qu’elles représentent un réservoir d’ions Ag*. Ce qui permet une activité antibactérienne

pendant une période de temps plus longue (Mtimet, 2012).

Wakshlak et al., 2015 ont montré que les bactéries tuées sous action des ions Ag*
exercent une activité biocide significative envers une population viable de la méme bactérie
(Fig. 10 et Fig. 11). Selon les auteurs, I’origine de ce phénoméne découle de deux

caracteristiques de I’action biocide induite par les AgNps:
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= Les especes métalliques ne sont pas désactivées a la suite du mécanisme d’inhibition
de la bactérie, et peuvent donc poursuivre leur effet biocide a plusieurs reprises.

= Les bactéries mortes servent d’un réservoir de relargage des ions Ag* et peuvent donc
libérer ces cations métalliques 1étaux pour de nouvelles actions contre d’autres

bactéries vivantes.

Bactéries traitées Surnageant des Filtration
avec Ag* bactéries tuées
— 7 A (R4
P P
Centrifuger » "
Bactéries tuées
) "
Nouvelles bactéries traitées Nouvelles bactéries traitées avec
avec des bactéries fuées le surnageant des bactéries fuées
Comptage /
de viabilité

7.0 4
M Bactéries tuées par Ag*
6.0 | 1 Surnageant des bactéries tuées
5.0
4.0

-log des valeurs de réduction

o

Figure 10 : Vue d’ensemble sur I’expérience des effets zombies (Wakshlak et al., 2015)
3.0 -
2.0 1
- L
1.0 2.0 5.0

‘ Y I Y i
20.0
Concentration en Ag* [ppm]

10.0 15.0
Figure 11 : Effet bactéricide de cellules P. aeruginosa, traitées avec des concentrations
croissantes d’AgNps, envers de nouvelles cellules viables, aprés 6h d’exposition
Vert : L’activité antibactérienne du surnageant des bactéries tuées

Rouge : L’activité antibactérienne des bactéries tuées (Wakshlak et al., 2015).

Page | 24



Perspectives d’usage thérapeutique des nanoparticules d’argent F&E {{7-W)

4 Activité mutagéne des nanoparticules d’argent:

Les AgNps sont connu comme étant trés toxique pour les microorganismes
contrairement aux cellules humaines. D’autre part, la génotoxicité des AgNps varie
grandement parmi les bactéries et a été évaluée pour trois mécanismes potentiels: la
mutagénicité, la clastogénicité et les 1ésions de I’ADN causées par la cassure de brins d’ADN
(Bovenkamp et al., 2013 ; Butler et al., 2015).

Il a été démontré que des ions Ag" inhibent la réplication cellulaire en induisant la
condensation de I’ADN et en agissant directement avec les bases des acides nucléiques de
diverses bactéries. En effet, ces ions peuvent intercaler entre la paire de base de purine et de
pyrimidine, perturbant ainsi la liaison H entre les brins antiparalléles. Ce qui pourra avoir
plusieurs conséquences telles que I’induction d’une mutation ou méme la dénaturation de

I’ADN et I’inactivation subséquente des bactéries (Li et al., 2016).

Les ions Ag" ont également été impliqués dans la génération et 1’accumulation
d’espéces réactives de I’oxygéne (ROS) dans les bactéries, ce qui peut entrainer des
dommages aux composants cellulaires, y compris la chromatine, perturbant ainsi les

fonctions critiques des cellules (Choi et Hu, 2008).

Enfin, au cours de leur étude sur I’interaction directe entre les nanoparticules d’argent
et I’ADN genomique chez E. coli, Yang et al., 2009 ont constaté une augmentation d’un
facteur 3 de la fréquence de mutation du génome d’E. coli en présence de nanoparticules
d’argent de 30-50 nm de diamétre (la fréquence de mutation passe de 1,08.10° dans le
controle a 3,14.10° pour I’échantillon). Ils ont donc conclu que les nanoparticules d’argent

se lient a I’ADN et compromettent la fidélité de la réplication aussi in vitro et in vivo.
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1 Modele expérimental :
1.1 Souches de référence :

Trois souches de référence, du laboratoire de microbiologie de la faculté des sciences
de la nature et de la terre et de I'univers, université 8 Mai 1945 Guelma, ont été utilisées
pour mener a bien ce travail :

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

1.2 Souches cliniques pathogéenes:

Les souches cliniques utilisées dans ce travail étaient des souches bactériennes isolées
principalement des prélevements biologiques (urine et pus) dans le cadre des projets PFE
des années 2017 et 2018 dirigés par Mme Khallef M. (collection personnelle). Ces souches
¢taient sur milieu de conservation en provenance de I’Institut pasteur d’ Algérie et des géloses
inclinées. Ajouter a celles-ci, nous avons également recueilli, sur gélose incliné, d’autres
souches multirésistantes au niveau du laboratoire de microbiologie de ’Hopital Ibn Zohr de
Guelma sous ’assistance du responsable du service Dr. Dardar D., elles sont présentées dans
le Tableau 4.

Tableau 4 : Souches cliniques pathogénes étudiées

Prélevement

) E. coli BLSE + Urine
Gram négatif : : :
) Klebsiella pneumoniae BLSE + Urine
entérobactérie S i
Serratia liquefaciens BLSE + Pus
Gram négatif )
) o Pseudomonas Urine
non entérobactérie
Gram positif Staphylococcus aureus Pus

2  Matériel chimique :

La solution de nitrate d’argent que nous avons utilisé, portant la référence 0.01g Cl-
/ml, 0.252 N, 1000 mg/l, a été fabriquée par la compagnie Schlumberger (Mi-SWACO)

specialisée dans le secteur de pétrole et d’énergie.
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Quant & la solution de trisodium citrate, nous I’avons préparé a partir de la poudre
(Lot : B6132043-1104-1, Formule = CsHsNasO7.2H20, MM = 294.09 g/mol), disponible au

niveau du laboratoire de biochimie de ’université 08 Mai 1945 de Guelma.
3 Synthése des nanoparticules d’argent :

Il existe une variété de méthodes pour synthétiser les AgNps impliquant les méthodes
biologiques, physiques et chimiques. Néanmoins, la méthode la plus simple, la plus avérée
et la plus courante demeure la réduction chimique des sels d’argent métalliques. Cette
méthode a été appliqué pour synthétiser les formes stables et variées de AgNps dans I’eau
en utilisant différents agents réducteurs (ex: acide ascorbique, hydrazine, sodium

borohydride et trisodium citrate etc.) (EI-Faham et al., 2014 ; Tippayawat et al., 2016).

Dans notre étude, nous avons appliqué la méthode développée par Turkevich et al.,
1951, qui consiste a synthétiser les AgNps a partir du nitrate d’argent (AgNO3) en utilisant
le trisodium citrate comme agent réducteur. A cet effet, une solution de AgNO3 de
concertation 1mM dans 1’eau distillée, contenu dans un bécher, a été chauffée sous agitation
continuelle, jusqu’a la température d’ébullition. Des que la solution commence a bouillir, on
y ajoute goutte a goutte 1% de la solution de trisodium citrate (Voir annexe). La couleur de
la solution change progressivement en « Jaune dorée », ce qui indique la réduction du nitrate
d’argent (AgNOs3) en nanoparticules d’argent (AgNps). Ensuite, on retire délicatement le
bécher de la plaque chauffante et on laisse la solution se refroidir a la température ambiante
(Fig. 12) (Pillai et al., 2004 ; Prasad, 2016).

Figure 12 : Technique de préparation des nanoparticules d’argent
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4 Repiquages des souches bactériennes :

Pour chacune des souches obtenues, un inoculum a été réalisé sur bouillon nutritif, par

piqure centrale de I’anse a partir du milieu de conservation puis incubé 24 heures a 37°C.

Apres 24 heures d’incubation, les différentes souches ont été ensemencée sur gélose
nutritive et des milieux spécifiques de culture, par la méthode des stries, puis incubées dans
I’étuve a 37° C pendant 24 heures, afin d’obtenir une culture jeune et des colonies bien
isolées servant a préparer d’éventuels inoculums bactériens. Les milieux spéecifiques utilisés
a cet effet sont :

e Gélose Mac conkey : pour I’isolement des souches Escherichia coli
e Gélose Hektoen : pour les souches Klebsiella pneumoniae
e Gélose Cetrimide : pour les souches Pseudomonas aeruginosa

e Gélose Chapman : pour les souches Staphylococcus aureus
5 Antibiogramme :

Les antibiotiques utilisés sont mentionnés dans le tableau 5.

Tableau 5 : Liste des antibiotiques utilisés et leur charge

Antibiotiques utilisés Charge des disques
Amikacine AK 30ug
Amoxicilline AMX 30ug
Amoxicilline + Acide clavulanique
(Amoxiclav) AMC 30K
Céfazoline (céphalo. 1° G) (074 30pg
Ceftazidine (céphalo. 3°™ G) CAZ 30pg
Doxycycline Dox 30ug
Erythromycine (macrolide) E 15ug
Gentamicine GEN 10ug
Kanamycine K 30ug
Nitrofurane NIT 300ug
Ofloxacine OF 5ug
Pénicilline G P 10ug
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5.1 Principe:

Le but de ’antibiogramme est d’étudier la sensibilité ou la résistance des souches
bactériennes vis a vis d’un certain nombre d’antibiotiques précis pour chaque type. Pour le
réaliser, nous avons appliqué la méthode de diffusion classique de disques d’antibiotiques
sur gélose Muller Hinton (MH) qui est un milieu standardisé pour toutes les bactéries sauf

quelques souches exigeantes.

Le principe consiste a déposer des disques, chargés d’une dose connue d’antibiotiques,
a la surface de la gélose MH préalablement ensemencé de souches étudiées, suivi d’une
incubation des boites dans I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 h (Joffin et Leyral, 2003). La
liste des antibiotiques utilisés pour cet essai, avec leur charge (concentration) en ug

spécifique, est résumeée dans le tableau 5.

5.1.1 Préparation de la suspension bactérienne :

A partir d’une culture fraiche de 18 a 24 heures, quelques colonies ont été prélevées a
’aide d’une anse de platine puis immerger dans de 1’eau physiologique stérile a 0.9% jusqu’a
’obtention d’une charge bactérienne de 1’ordre de 0,5 Mc Farland (=1 x 10® CFU/mL),
équivalente a une densité optique de 0.08 a 0.1. L’ensemencement a été effectué dans les

15 minutes qui ont suivi la préparation de I’inoculum.

5.1.2 Ensemencement :

Le milieu Mueller-Hinton est fondu dans un bain-marie et ramené en surfusion puis
coulé dans des boites de pétri. Apres solidification, la surface de la gélose est ensemencée
par des stries serrées, a I’aide d’un écouvillon stérile 1égérement imbibé de suspension

bactérienne. Cette opération est répétée 2-3 fois en tournant la boite a 60°C (trois directions).

5.1.3 Application des disques d’antibiotique :

Les disques d’antibiotiques, choisis explicitement en fonction de la nature du germe,
ont été déposés sur la gélose MH ensemencé, a 1’aide d’une pince stérile. Ensuite les boites

ont été incubées dans 1’étuve a 37° C pendant 24 heures.

La lecture des résultats se fait par la mesure (en mm), a ’aide d’une régle, du diamétre

d’inhibition caractérisé par une zone dépourvue de croissance bactérienne autour du disque.
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6 Etudes de I’activité antibactérienne des nanoparticules d’argent :

L’effet antibactérien des AgNps a été évalué selon trois méthodes :
v La méthode de diffusion sur gélose,
v L’association Antibiotique-Nanoparticules d’argent,

v' La détermination de ’activité antibactérienne des AgNps en milieu liquide.

6.1 La méthode de diffusion en milieu géloseé :

Dans le but de tester I’effet antibactérien des AgNps, nous avons appliqué la méthode
de diffusion de Kirby-Bauer tel qu’indique par Naqvi et al. Cette méthode est réalisée sur

gélose Mueller Hinton (MH) d’environ 4 mm d’épaisseur contenu dans des boites de pétrie.

Pour réaliser cette méthode, des dilutions de la solution mére de nanoparticules

d’argent (ImM) ont été effectuées de sorte a obtenir quatre concentrations : 1 mM, 0.75 mM,

0.50 mM et 0.25 mM.

6.1.1 Principe :

Cette méthode permet de déterminer 1’activité inhibitrice de croissance des biocides
par la mesure du diamétre d’inhibition autour d’un disque de papier Whatman impregné par

les différentes dilutions de la solution a tester (Fig. 13).

6.1.2 Préparation des disques :

Les disques sont préparée a partir de papier Whatman (ou autre type de papier buvard).
A I’aide d’un emporte-piéce, le papier Whatman a été découpé en des disques de 6 mm de
diametre. Par la suite, ces disques sont mis dans un tube a essai (ou plus si nécessaire), et

stérilisés a I'autoclave a 120 °C pendant 20 minutes.

6.1.3 Caractérisation des nanoparticules d’argent :

A T’entame de cette étude sur 1’activité antimicrobienne, nous nous sommes d’abord
assurés d’étre en possession des AgNps. L’objectif était de déterminer si les éventuels effets
inhibiteurs des AgNps pourraient étre dus a 1’un des produits ou 'une des substances
impliguées dans leur synthese. Ainsi, une diffusion sur gélose MH a été réalisée en utilisant

la souche E. coli tout en suivant le méme principe que celui de I’antibiogramme.
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Apres avoir ensemencé la surface de la gélose, quatre disques de papier Whatman
stériles y ont été appliqués a I’aide de la pince. Ensuite les disques ont imbibés séparément
de 50ul de chacune des solutions suivantes : AgNOz, AgNps, Citrate trisodique et eau
distillee comme contrdle negatif.

6.1.4 Diffusion des différentes concentrations de nanoparticules :

Comme pour I’antibiogramme, les disques de papier Whatman stériles ont été déposés
a I’aide d’une pince stérile, sur la surface de la gélose MH préalablement ensemencée de
suspension bactérienne de 0,5 Mc Farland. Les disques ont, par la suite, été imbibés de 0.05
ml (50ul) de différentes concentrations d’AgNps (1 mM, 0.75 mM, 0.50 mM et 0.25 mM).
Les boites sont fermeées puis laisses pendant un certain temps a la température ambiante pour
permettre la diffusion des solutions. Ensuite, elles sont incubées dans une étuve a 37°C
pendant 24 heures. Cette étape a éte realisée en deux essais pour chacune des souches (Singh
et al., 2013).

Disque de papier

Whatman imbibé

par le produit Tapibactérien
= " \ T —
/ o35 1\"—». / & \'-

Incubationa 37°C
pendant 24 heures

Inoculum
bactérien

Boitede pétriavec Diametre
gélose Musller-Hinton d’inhibition

Figure 13 : Principe de la méthode de diffusion par disque.

6.1.5 Analyse statistique :

Une étude statistique descriptive des résultats a été effectuée a 1’aide du logicielle
XLSTAT version 2015.4.01.22368.

6.2 Association antibiotique-nanoparticules d’argent :

Cette méthode, appliquée dans plusieurs études (Birla et al., 2008 ; Singh et al.,

2013 ; Nagvi et al., 2013), présente une grande similitude avec la précédente, a la différence
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qu’elle nécessite 1’utilisation des disques d’antibiotiques. L’objectif visé était d’évaluer la

capacité des AgNps a amplifier I’efficacité des antibiotiques vis-a-vis des souches testées.

Pour cette étape, toutes les souches ont été testées avec trois antibiotiques :
I’ Amoxicilline (AMX), la Gentamicine (GEN) et la Céfazoline (Cz).

6.2.1 Méthode:

Apres avoir ensemencé la suspension bactérienne de chacune des souches sur
différentes boites contenant la gélose MH, des disques d’antibiotiques y ont été déposé puis
imbibé de 0.05 ml (50ul) de 1mM de AgNps. En guise de contrdle, chaque disque a été
déposé en double sur la gélose. Le second, n’ayant pas été imbibé de nanoparticules, servait
de contrdle négatif pour une éventuelle évaluation de ’accroissement de la zone d’inhibition

induit par ’effet des nanoparticules. Puis les boites sont incubées a 37°C pendant 24 heures.

6.2.2 Evaluation de ’accroissement de la zone d’inhibition :

Apres 24 heures d’incubation, les diamétres des zones d’inhibition, générées par les
antibiotiques seul ainsi que les associations Antibiotique-AgNps, ont été mesure.
L’accroissement du diametre d’inhibition liée a I’effet combinatoire des antibiotiques et
nanoparticules d’argent a été évalué selon la formule : (b? — a?) / a2 ol « a » représente le
diametre de la zone d’inhibition générée par I’antibiotique seul (A) et « b » représente celui

généré par le disque d’antibiotique imbibé de AgNps (B) (Birla et al., 2008).
6.3 Détermination de ’activité antibactérienne des AgNps en milieu liquide :

L’effet antibactérien des AgNps a été également déterminé selon la méthode adoptée
par Chaibi et al., 1996. Cette méthode est réalisée sur le bouillon Mueller-Hinton (BMH).
Les AgNps ont éte testées aux concentrations de 1mM, 0.75mM, 0.50mM, 0.25mM,
0.20mM et 0.15mM.

6.3.1 Technique :

Les tubes contenant 5 ml de bouillon Mueller-Hinton (BMH) ont été aseptiquement
inoculés par les différentes souches a tester de fagon a obtenir une densité de I’ordre de 0.5
Mc Farland (=1 x 108 CFU/mL). Ensuite 1 ml de chacune des six concentrations de
nanoparticules a été additionné a I’inoculum dans des tubes distincts. Pour chaque souche,

un tube contenant uniquement 1’inoculum, servait de témoin négatif. Les tubes sont ensuite
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incubés avec agitation & 37°C pendant 24 heures. Cette opération a été effectuée trois fois
pour chacune des souches et concentration. A chaque fois, la densité optique (DO) a été

mesurée a une longueur d’onde de 625 nm au temps initial et apres 24 h d’incubation.

6.3.2 Evaluation de I’indice d’inhibition :

L’inhibition est exprimée par I’indice d’inhibition (1) calculé selon la formule :

dA,
n=1- —
dA,

dA: : différence entre I’absorbance aprés 24 h d’incubation et I’absorbance au temps initial

ensemencé et contenant I’échantillon (AgNps);

dA; : différence entre I’absorbance aprés 24 h d’incubation et I’absorbance au temps initial

ensemencé et sans 1’échantillon.

Un Il = 0 indique qu’il n’y a pas d’inhibition ; un Il = 1 montre une inhibition totale;
un Il > 1 se traduit par une lyse cellulaire alors qu’un Il < 0 indiquerait qu’il y a une

stimulation de la croissance (Chaibi et al., 1996)
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Résultats :
1 Antibiogramme :

Aprés 24 heures d’incubation de la culture bactérienne en présence des ATBS
soigneusement sélectionnées selon les souches, des zones d’inhibition caractéristiques de I’effet
de ces ATBs sont apparues. La mesure du diametre de ces zones nous donne les résultats
consignés dans les tableaux 6, 7 et 8. Selon les recommandations du comité de 1’antibiogramme
de la société francaise de microbiologie (CA-SFM), on a pu classer les bactéries dans I'une de
ces catégories suivantes: Sensible- Résistante —Intermédiaire (Joffin et Leyral, 2003).

Tableau 6 : Antibiogramme des souches a Gram négatif entérobactéries.
E. coli BLSE K. pneumoniae S. liquefaciens E. coli ATCC 25922

A0rs Diamétre Classe  Diamétre Classe Diamétre Classe Diamétre  Classe

(mm) clinique (mm)  clinigue  (mm)  clinigue  (mm) clinique

NIT - R - R 27 S * *
OF 8 R 23 £ 28 S 31 S
Cz 7 R - R - R - R
CAZ 7 R - R 10 R 8 R
GEN 18 S 11 R 22 S 30 S
AMC 7 R 7 R - R * *
AMX * * * * - R - R

(-) : Absence de zone d’inhibition ; (R) : Résistante ; (S) : Sensible ; (*) : Non testé

Tableau 7 : Antibiogramme des souches Pseudomonas

P. aeruginosa P. aeruginosa ATCC 27853

Diametre Classe Diametre Classe

(mm)

clinique (mm) clinique

CAZ - R - R
GEN 15 S 19 S
AMC 8 R 8 R

AK 20 S * *
DOX - R 19 S
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Tableau 8 : Antibiogramme des souches Staphylococcus
S. aureus ATCC 25923

Diametre

Classe

Diametre Classe

(mm) clinique (mm) clinique
AMC 21 S * *
AMX 7 R - R
E 9 R 8 R
26 S 26 S
P 7 R - R

La souche pathogéne E. coli est multirésistante a cing des six ATB testés excepté la
gentamicine vis-a-vis duquel elle est sensible. Par ailleurs, la souche de référence E. coli ATCC

25922 est résistante a la céfazoline et la ceftazidine et I’amoxicilline.

La souche K. pneumoniae est multirésistante a tous les ATB testés sauf I’Offloxacine. La
souche S. liquefaciens, est multirésistante a quatre ATB (la céfazoline, la ceftazidine,
amoxicille+ac. clavulanique et amoxicilline) et sensible aux trois autres (la nitrofuranes,

offloxacine et la gentamicine).

Les deux souches de P. aeruginosa sont résistantes a la fois, a la ceftazidine et
I’amoxiclav, mais sensibles a la gentamicine. La souche pathogéne P. aeruginosa montre
également une sensibilité vis-a-vis de I’amikacine et est résistante a la doxycilline contrairement

a la souche de référence P. aeruginosa ATCC 27853 qui est sensible a cette derniere.

La souche S. aureus SARM montre une sensibilité a I’effet de ’amoxiclav et de la
kanamycine. Par contre, les deux souches S. aureus SARM et S. aureus ATCC 25923 sont

résistantes a I’amoxicilline, 1I’érythromycine et la pénicilline G.
2 Etude de I’activité antimicrobienne :
2.1 Caractérisation des nanoparticules d’argent :

La diffusion sur gélose de différents composants impliqués dans la synthése des AgNps

montre, aprés 18 a 24 h d’incubation, une croissance bactérienne autour des disques imbibés
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respectivement de 1’eau distillée et de citrate trisodique. En outre, des zones d’inhibition ont été

observées autour des disques contenant le nitrate d’argent et les nanoparticules d’argent (Fig.
14).

E. coli

Diametre (en mm)
= = = =
N (2] (0] o N £ »

N

0 0

Eau distillée Citrate trisodique AgNO3 AgNps
Solutions testees

Figure 14 : Histogramme illustrant 1’effet caractéristique des nanoparticules d’argent

Cette figure montre une différence de I’effet antibactérien de chacune des substances
impliquées dans la synthése des nanoparticules d’argent. On observe que les disques imbibés
d’cau distillée et de solution de trisodium citrate ne donnent aucune zone d’inhibition de la
croissance bactérienne. Par contre une zone d’inhibition d’un diametre de 11 mm est observee
autour du disque contenant la solution d’AgNOs. Cette zone d’inhibition est encore plus grande

(15 mm) autour du disque contenant la solution des AgNps.

2.2 Diffusion en milieu gélosé :

Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, des zones d’inhibitions, caractérisées par I’absence
totale d’une croissance bactérienne, sont apparues autour des disques imbibés de différentes
concentrations de nanoparticules d’argent. Ces zones d’inhibition sont synonymes de 1’effet
inhibiteur des nanoparticules d’argent vis-a-vis de la souche bactérienne concernée. La mesure
du diamétre de ces zones d’inhibition nous donne les valeurs montrées par ’histogramme (Fig.

15 et 16) et les résultats de I’analyse statiques sont consignés dans le tableau (Tab. 9).
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E. coli E. coli S.aureus  S.aureus
BLSE ATCC aerugmosa aerugmosa SARM ATCC pneumonlae I|quefa0|ens
ATCC

Concentration en mM

16

1

N

1

N

1

Diameétre en mm
N IS ()] (o] o

o

mlmM m0,75mM m05mM m=m0,25mM

Figure 15 : Histogramme des zones d’inhibition générées par les disques imbibés d’ AgNps

Tableau 9 : Statistique descriptive

C 1 mM 0,75 mM 0,50 mM 0,25 mM

13 | 14 |15|12| 13 |14| 15 | 10 | 11 | 13 (14| 15| 8 | 10 |12| 13 | 14
12,5/37,5/50|25(12,5|25|37,5(12,5|12,5|37,5|25|12,5/12,5|37,5| 25 |12,5|12,5
14,370 13,75 12,87 11,12
0,74 1,28 1,64 1,96

C : Concentration de nanoparticules en millimolaire (mM), D : Diamétre d’inhibition en
millimetre (mm), % : Pourcentage, M : Moyenne, E : Ecart-type
La figure 15 montre I’histogramme des zones d’inhibition générées par I’effet des quatre
concentrations de nanoparticules d’argent sur les différentes souches bactériennes testées. On

observe que le diametre de ces zones varie d‘une manicre dose-dépendante et en fonction de la
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souche bactérienne. Ainsi pour E. coli BLSE, il est de 15 mm aux concentrations 1 mM, 0.75
mM et 0.50 puis diminue & 14 mm lorsque la concentration est 0.25 mM. La souche de référence
E. coli ATCC 25922 testée montre par contre une légere diminution du diamétre de la zone
d’inhibition qui stagne & 13 mm pour les concentrations 1 mM, 0.75 mM et 0.50 mM puis
diminue a 12 mm pour 0.25 mM.

Pour la souche pathogene P. aeruginosa, le diamétre mesuré est 14 mm a la concentration
1 mM puis diminue a 12 mm pour 0.75 mM et enfin stagne & 10 mm aux concentrations 0.50
mM et 0.25 mM. La souche de référence P. aeruginosa ATCC 27853, en revanche, montre un
diamétre de 14 mm aux concentrations 1 mM et 0.75 mM puis diminue respectivement en 13
mm pour 0.50 mM et 12 mm pour 0.25 mM.

Pour S. aureus SARM, seule souche Gram+ testée, le diamétre d’inhibition est de 14 mm
a la concentration 1 mM, puis diminue a 12 mm pour 0.75 mM, 11 mm pour 0.5 mM et chute
enfin a 08 mm lorsque la concentration est de 0.25 mM. Par ailleurs, le diamétre d’inhibition de
la souche de référence S. aureus ATCC 25923 stagne a 15 mm aux concentrations 1 mM et 0.75
mM puis diminue a 13 mm et 10 mm respectivement pour les concentrations 0.50 mM et 0.25
mM.

Pour la souche Klebsiella pneumoniae, le diameétre mesuré est de 14 mm aux
concentrations 1 mM, 0.75 mM et 0.50 mM, puis diminue a 10 mm lorsque la concentration
testée est 0.25 mM.

Pour Serratia liquefaciens, le diamétre est de 15 mm aux concentrations 1 mM et 0.75

mM, puis diminue a 14 mm a 0.50 mM et 13 mm lorsque la concentration est de 0.25 mM.

Le tableau 09 regroupe I’étude statistique décrivant Ieffet de chacune des quatre
concentrations de nanoparticules d’argent testées sur I’ensemble des souches bactériennes. Le
résultat de cette étude montre, en moyenne, une zone d’inhibition de 14.37 mm induite sous
I’effet de la concentration maximale de nanoparticules (I mM). Cette valeur diminue
graduellement en fonction de la concentration de nanoparticule. Elle est de 13.75 mm pour la
concentration 0.75 mM, 12.87 mm pour celle de 0.50 mM et enfin 11.12 mm lorsque les souches

sont testées avec 0.25 mM de nanoparticules d’argent.
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S, aureus

Figure 16 : Illustrations de ’effet des disques imbibés de différentes concentrations d’AgNps

1:1mM:2:0.75mM ; 3:0.50mM ; 4:0.25mM
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2.3 Effets combinés de I’association ATB-AgNps :

Dans cette étude, trois antibiotiques sélectionnés ont été testés vis-a-vis des huit (8)
souches dont cing (5) souches cliniques et trois (3) souches de référence. La mesure du diamétre
des zones d’inhibition générées, apres 24h d’incubation, par les différents ATB seul ainsi que
par leur association avec 1 mM d’AgNps suivi d’une évaluation de ’agrandissement de ces

diametres nous donne les résultats consignes dans les tableaux 10 et 11 et la figure 17.
Tableau 10 : Effet des antibiotiques associés aux AgNps vis-a-vis des souches cliniques

) ) S. aureus K. ) )
E. coli BLSE | P. aeruginosa ) S. liquefaciens
SARM pneumoniae

ATB|A B C| A B C| A B C|A B CJ|A B C

o P —
AMX | 6 14 444|6 14 444 6 16 6,11| 7 13 245| 6 14 444

GEN |25 25 0 |22 22 0 |26 28 016|24 27 02730 31 0,07
Cz |6 12 3 |6 13 369| 6 17 703|6 11 236| 6 14 444

Tableau 11 : Effet des antibiotiques associés aux AgNps vis-a-vis des souches de référence

E. coli ATCC 25922 P. aeruginosa ATCC 27853 | S. aureus ATCC 25923
ATB A B C A B C A B C
I
AMX | 10 15 1,25 6 11 2,36 8 13 1,64
GEN 30 31 0,07 22 23 0,09 27 29 0,15
Cz 6 14 4,44 6 10 1,78 6 13 3,69

Note : (A) : Diameétre (en mm) de la zone d’inhibition de I’ATB.
(B) : Diamétre (en mm) de la zone d’inhibition de 1’association ATB-AgNps.
(C) : Accroissement du diamétre de la zone d’inhibition = (B?-A?) / A2

Parmi les trois antibiotiques testés, I’amoxicilline et la céfazoline ont montré une
augmentation considérable de la zone d’inhibition lorsqu’ils sont associés aux AgNps et ce vis-
a-vis de toutes les souches, aussi bien cliniques que les souches de référence. Par contre, la
gentamicine, lorsqu’associer aux AgNps, a montré un accroissement plus faible, parfois

inexistant, vis-a-vis des souches testées.
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Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae

Serratia liquefaciens

Figure 17 : Illustrations de I’effet combiné de 1’association ATB-AgNps
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2.4 Activité antibactérienne en milieu liquide :

Cette étape, réalisee sur bouillon MH en présence de différentes concentrations de
nanoparticules en solution, nous a permis de déterminer nos seulement a I’ceil nu (Fig. 18), mais
aussi par la mesure de I’indice d’inhibition, la concentration minimale de AgNps qui inhibe la
croissance bactérienne en milieu liquide. Les résultats de 1’évaluation de I’indice d’inhibition,

ayant facilité I’interprétation de cette étude, sont mentionnés dans le Tableau 12.

Figure 18 : Illustrations de la CMI des différentes souches testées en milieu liquide

A :E.coli; B:P.aeruginosa; C:S. aureus; D : K. pneumoniae ; E : S. liquefaciens.
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Tableau 12 : Indice d’inhibition des différentes concentrations de nanoparticules d’argent

Concentrations
1mM 0,75mM 050mM 025mM 0,20mM 0,15 mM
Souches
E. coli BLSE 1,25 1,22 1,14 1,11 0,24 0

E. coli ATCC 1,26 1,23 1,09 1,05 0,74 0,32
P. aeruginosa 1.09 1,06 1,02 1 0,08 0,03
P. ATCC 1,2 1,15 1,16 1,12 0,05 0,03
S. aureus 1,22 1,2 1,15 1,07 0,43 0,39
S. ATCC 1,25 1,23 1,13 1,01 0,05 0,04
K. pneumoniae 1,21 1,16 1,08 1,08 0,18 0,18
S. liquefaciens 1,21 1,16 1,11 1,03 0,54 0,15

La figure 18 montre que la concentration minimale des AgNps qui inhibe la croissance
bactérienne en milieu liquide (indiquée par la fleche noire) est 0.25 mM, aussi bien pour les
souches clinique pathogénes que pour les souches de référence testées. Cette observation est
confirmée par les résultats du tableau 12 qui résume les indices d’inhibition de chacune des
concentrations. En effet aprés 24h d’incubation des différentes souches bactrienne en présence
de concentrations 0.15 mM et 0.20 mM, le milieu est apparu trouble et les indices d’inhibition

évalués varient autour de 0 montrant une absence d’inhibition de la croissance bactérienne.

Par ailleurs, a partir de la concentration 0.25 mM jusqu’a 1 mM, les observations montrent
une absence de poussée bactérienne se traduisant, soit une par une inhibition totale de croissance

(IT=1), soit par une lyse cellulaire (II > 1).
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Discussion :

La résistance croissante des souches bactériennes pathogenes aux traitements
antibactériens traditionnels a favorisé le développement de nouvelles stratégies de lutte
contre les infections (Nagvi et al., 2013). Avec les progreés de la nanotechnologie, 1’intérét
des AgNps pour les applications médicales a augmenté en raison de leur capacité a inhiber
un grand nombre de bactéries pathogenes importantes telles que Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, et Staphylococcus aureus (Suwan et al., 2018).

Au cours de cette étude, nous avons évalué, in vitro, l'efficacité antimicrobienne des
AgNps vis-a-vis de 5 souches bactériennes pathogénes multi-résistantes présentatrices des
principaux genres bactériens isolés de 1’environnement hospitalier dont une bactérie Gram
positif (SARM), une bactérie Gram négatif non entérobactérie P. aeruginosa et des bactéries
Gram negatif entérobactéries a savoir E. coli BLSE, K. pneumoniae BLSE, S. liquefaciens
BLSE, en comparaison a des souches de référence correspondantes comme la
Staphylococcus aureus ATCC 25923, la P. aeruginosa ATCC 27853 et la E. coli ATCC
25922.

De prime abord, nous avions réalisé un antibiogramme de chaque souche bactérienne
afin de déterminer les ATB auxquels elles montrent une sensibilité ou une resistance. Les
résultats du tableau 6 montrent une résistance des souches E. coli, K. pneumoniae et S.
liquefaciens a trois ATBs de la famille des B-lactamines: I’amoxiclav, la céfazoline
(céphalosporine de 1ére génération), la ceftazidine (céphalosporine de 3™ génération). I
s’agit donc d’une multi-résistance acquise car ces souches sont naturellement sensibles a ces
ATBs, a ’exception de la souche S. liquefaciens qui montre parfois une certaine résistance
naturelle a I’amoxiclav (Joffin et Leyral, 2003). Bien qu’il existe d’autres tests
complémentaires, ces observations laissent déja penser a une possible production de
I’enzyme B-lactamase par ces trois souches bactériennes, d’ou leur identification comme
productrice de la B-lactamase a spectre élargi (ou étendu) par le personnel du laboratoire de
microbiologie de ’hopital Ibn Zohr. Par ailleurs, le tableau 7 montre une résistance acquise
des souches P. aeruginosa a ’amoxiclav, ce qui n’est pas le cas pour la ceftazidine vis-a-vis
de la quelle elles sont naturellement résistante. La résistance de la souche de référence S.
ATCC 25923, indépendamment de celle de S. aureus SARM (Tab. 8), a la kanamycine
(aminoside) et la pénicilline G (B-lactamine) semble étre une résistance acquise pendant la

durée de conservation, car S. aureus est naturellement sensible a ces ATBs.
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Apres la syntheése des nanoparticules et avant d’entamer les études sur 1’activité
antimicrobienne, nous avions réalisé un essai de caractérisation des AgNps. La figure 14
montre que I’eau distillée, utilisée comme controle négatif, et la solution de citrate trisodique
n’ont aucun effet inhibiteur de la croissance bactérienne. Par contre la solution de nitrate
d’argent présente une certaine activité inhibitrice de la croissance bactérienne qui est
amplifiée lorsqu’elle est appliquée a 1’échelle nanométrique (AgNps). Ce résultat est en
concordance avec celui de Li et al., 2011. En effet a la suite de leur étude sur I’activité
antibactérienne des AgNps sur les S. aureus, les auteurs affirmerent que les effets
antimicrobiens de I’argent sont augmentés par son application sous forme de nanoparticules.
Il est connu que l'activité antimicrobienne élevée des AgNps par rapport aux sels d'argent
est due a la tres grande surface specifique des AgNps, qui garantit un bon contact de l'argent
avec les microorganismes (Rai et al., 2009). D’autre part, certaines études ont aussi montré
que les AgNps conservent plus longtemps leur efficacité bactéricide, faisant ainsi ressortir
les usages potentiels de cette technologie pour des applications antimicrobiennes de longue
durée (Damm et al., 2007 ; Zeng et al., 2007). Nous pouvons dire également que
I’application des AgNps semble beaucoup moins coliteuse car elle ne nécessite que
I'utilisation d’une petite quantité d’AgNOs pour un volume final plus considérable de

nanoparticules d’argent.

Afin d’étudier I’effet antibactérien des AgNps, nous avions procédé¢ par 1’application
d’un certain nombre de méthodes. La premicre consistait a déterminer 1’effet inhibiteur de
concentrations d’ AgNps par diffusion sur milieu gélosé préalablement ensemencé. La figure
15, qui résume les résultats de cet essai, montre que le diamétre d’inhibition le plus large
mesuré sur la surface de la gélose est de 15 mm. Ce seuil est atteint notamment avec les
souches E. coli, S. aureus, K. pneumoniae et S. liquefaciens en des concentrations distinctes
et est reparti de la maniere suivante : 4 fois (50%) avec la concentration 1 mM, 3 fois (3.75%)
avec la concentration 0.75 mM et une fois (12.5%) avec la concentration 0.50 mM. Ainsi,
on peut dire que ’effet antibactérien des AgNps est dose dépendant ; ce qui signifie que plus
la concentration d’AgNps est élevée en solution, plus leur activité antibactérienne est
maximale. Ce résultat est en accord avec celui de Rajeshkumar et Malarkodi, 2014. Ces
derniers affirmérent que le seuil d’inhibition maximale de la croissance bactérienne est

atteint avec la plus forte concentration d’AgNps testée.

En outre, d’autres études (Kim et al., 2007 ; Shrivastava et al., 2009) ont montré que

les AgNps exercent une activité antibactérienne plus élevée contre E. coli que S. aureus. Les
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auteurs ont affirmé que ce résultat est probablement dii a la différence de structure de la paroi
cellulaire entre les bactéries Gram positif et Gram négatif. La paroi cellulaire d une bactérie
Gram positif est composée dune couche épaisse de peptidoglycane, constituée de chaines
polysaccharidiques linéaires réticulé par de courts peptides, formant ainsi une structure plus
rigide conduisant a une penétration difficile des AgNps contrairement aux bactéries Gram-
négatif, ou la paroi cellulaire possede une couche plus mince de peptidoglycane. Nos
résultats sont en contradiction avec cette affirmation car nous avons pu remarquer que
I’activité antibactérienne des AgNps est proportionnelle entre les différentes souches testées,
qu’elles soient sensibles ou pathogenes, a Gram positif ou a Gram négatif. Nous pensons
toutefois que cela est probablement lié & la taille et/ou la morphologie des AgNps qui sont
des facteurs déterminant dans leur pénétration a travers la paroi bactérienne, et par
conséquent, dans I’exercice de I’activité antibactérienne. Les plus petits AgNps, ayant une
plus grande surface pour l'interaction avec les bactéries, ont une activité antibactérienne
efficace par rapport au plus grand AgNps (Choi et al., 2013). Bien que nous n’ayons pas pu
observer les nanoparticules synthétisés afin de caractériser leur morphologie et déterminer
leur taille réelle, a cause notamment d’un manque de microscope électronique en notre
possession, nous estimons que les AgNps dont nous disposons sont probablement de taille
plus petite par rapport a celles utilisées lors de ces études précédentes. En effet les petites
nanoparticules ont un rapport surface / volume plus élevé et peuvent pénétrer plus facilement
dans les surfaces biologiques (Morones et al., 2005 ; Panacek et al., 2006). Ce qui rend

plus facile leur pénétration a travers n’importe quel type de paroi bactérienne.

En second lieu, nous avions appliqué la solution de nanoparticules de concentration
1 mM sur trois antibiotiques (amoxicilline, gentamicine et céfazoline) afin de déterminer
leur activité synergique vis-a-vis des différentes souches bactériennes. Les résultats obtenus
(Tab. 10 et 11) ont confirmé que toutes les bactéries, qui étaient normalement résistantes a
deux des trois ATBs (AMX et CZ), se sont avérées sensibles a ces antibiotiques en présence
d’AgNps avec un accroissement assez significatif de la zone d’inhibition allant de 1.25 a
7.03 (3.6 en moyenne). Par ailleurs, I’association des AgNps avec la gentamicine n’a
montrée qu’un effet minime dans notre allant de 0 a 0.27 (0.1 en moyenne). Nous pensons
que cela est di au fait que toutes les souches testées étaient déja sensible a cet ATB. Le
résultat de cet essai est confirmé dans plusieurs études (Birla et al., 2008 ; Singh et al.,
2013 ; Naqvi et al., 2013). En effet Nagvi et al. 2013 ont étudié I’activité combinée des

AgNps avec la ciprofloxacine, imipenéme, gentamycine, triméthoprime et vancomycine
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contre les BMR comme E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, S. aureus, Micrococcus luteus,
A. baumannii, K. pneumoniae et Bacillus spp. Les résultats de 1’étude ont montré un
accroissement de 0,2 a 7.02 (en moyenne 2,8) de la zone d’inhibition générée par 1’action
des antibiotiques en association avec les AgNps. La plus grande activité a été exercée par
AgNps+ciprofloxacin, suivi par AgNps+imipenem, tandis que l'activité la plus faible a été
démontrée par AgNps+vancomycine. L'étude a également révélé que les AgNps étaient des
agents antimicrobiens plus puissants contre les BMR par rapport aux antibiotiques usuels.
Dans une autre étude sur l'inhibition de la croissance du SARM, Saeb et al., 2014 ont
confirmé l'activité accrue des AgNps associés a la vancomycine (avec une zone d'inhibition
de 12,26 mm) contre le SARM, par rapport a I’activité indépendante des AgNps (9,66 mm)
et de la vancomycine (8,76 mm).

Gopinath et al., 2015 ont proposé un mécanisme expliquant I'effet synergique entre
I'ampicilline (AMP) et les AgNps contre des bactéries productrices de P-lactamases
résistantes a I'ampicilline. Apres traitement des souches résistantes avec le complexe AgNps-
AMP, ils constatérent que les AgNps ont provoqué la destruction de la paroi cellulaire, suivie
par fuite du contenu intracellulaire ayant entrainé la mort des agents pathogénes. D’autre
part, ’ampicilline peut pénétrer dans la cellule a travers la paroi cellulaire endommagee par
I’effet des AgNps et provoque une inhibition irréparable de I'enzyme transpeptidase,
entrainant l'arrét final de la synthese de la paroi cellulaire. Cette action en deux temps du
complexe AgNps-AMP représente clairement les possibilités de traiter plus efficacement les

infections bactériennes causees par les BMR résistant a I'AMP qu'avec I'ampicilline seule.

Un mécanisme similaire a été décrit pour le complexe amoxicilline-AgNps, dans
lequel I'inhibition de la croissance des BMR a été attribuée a des modifications structurelles
apportées a la surface des AgNps en raison de la formation d'un environnement complet des
molécules d'amoxicilline. La liaison des groupes hydroxyles et amides de la molécule
d'amoxicilline a un nanoparticule d’argent par chélation a pour résultat d'empécher la
décondensation de I'ADN, suivi d'une dégradation de I'ADN (Fayaz et al., 2009). De plus,
Duran et al., 2010 ont affirmé que la liaison des AgNps aux ponts disulfures des sites de
liaison de l'amoxicilline serait le mécanisme responsable de l'activité synergique du

complexe AMX-AgNps.

Au terme de cette étude, nous avons déterminé ’activité antibactérienne des AgNps

en milieu liquide (bouillon MH) afin d’évaluer la concentration minimale inhibitrice des
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souches. Les résultats (Fig. 18 et Tab. 12) ont montré que les AgNps exercaient une activité
antibactérienne se traduisant, dans la plupart des cas, par une lyse cellulaire avec toutes les
concentrations > 0.25 mM (concentration minimale inhibitrice). Nous pouvons donc en
déduire que ’activité antibactérienne des AgNps se manifeste par un effet bactéricide élevé.
Cette forte activité bactéricide est certainement due aux cations d’argent libérés par les
AgNps qui agissent comme des réservoirs a l'agent bactéricide Ag*. De grands changements
dans la structure de la membrane des bactéries, résultant de leur interaction avec les cations
d'argent, entrainent une augmentation de la perméabilité membranaire des bactéries (Sondi
et Salopek-Sondi, 2004).

L'activité bactéricide des AgNps peut étre associée a de multiples mécanismes.
Premierement, les AgNps peuvent agir directement en pénétrant dans les cellules
microbiennes. Deuxiemement, les cellules microbiennes peuvent étre affectées par les ions
Ag*. Ces ions inhibent les enzymes de la chaine respiratoire, par leurs effets sur la
phosphorylation oxydative, et interrompent le transport transmembranaire des électrons
(Rajeshkumar et Malarkodi, 2014). Par ailleurs, certains chercheurs estiment que la charge
positive des ions Ag® joue un role principale dans lattraction électrostatique entre la
membrane cellulaire du micro-organisme chargée négativement et les nanoparticules
chargées positivement, ce qui détermine I'effet des AgNps sur la membrane cellulaire (Kim
et al., 2007). Cependant, ces données ne sont pas suffisantes pour expliquer le mécanisme

de l'activité antimicrobienne des AgNps (Shurygina et al., 2016).

Ainsi, de nombreux chercheurs pensent que les AgNps peuvent interagir directement
avec la membrane cellulaire, entrainant des effets toxiques (Khan et al., 2011 ; McShan et
al., 2014). Cependant, le mécanisme d'interaction entre les composants des membranes
bactériennes et les AgNps n'est toujours pas clair. Danilczuk et al., 2006 estiment que
I'activité antimicrobienne est causée par des radicaux libres générés a la surface des AgNps.
Grigor’eva et al., 2013 ont constaté que les AgNps étaient adsorbées sur la membrane
externe des bactéries Gram négatif (Salmonella Typhimurium) et sur la paroi cellulaire des
bactéries Gram positif (S. aureus). Elles peuvent pénétrer et s'accumuler dans les cellules
bactériennes sans agrégation et endommager le cytoplasme ou interagir avec I’ADN (Rai et
al., 2009). Dans le méme temps, Lara et al., 2010 ont suggéré un mécanisme d'action
bactéricide différent des AgNps. lls croient que les AgNps inhibent la synthese des
composants de la paroi cellulaire, la synthése des protéines étant médiée par la sous-unité

30S du ribosome, ainsi que la synthése des acides nucléiques.
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Conclusion et perspectives :

Les études antérieures ont montré que I’antibiothérapie chez I’homme s’avére de plus
en plus inefficace pour lutter contre des infections liées a des germes ayant acquis une ou

plusieurs résistances aux antibiotiques.

L’objectif visé par cette étude était de démontrer I’efficacité des nanoparticules
d’argent contre les bactéries multi-résistantes ainsi que 1’effet synergique de leur association

avec les antibiotiques.

Les résultats de notre étude sont concluants et encourageants car ils prouvent que les
nanoparticules d’argent exercent une forte activité bactéricide envers différentes bactéries a
Gram positif et négatif aussi bien sur une surface solide que dans un milieu liquide. Ce qui
confirme que les AgNps se révelent étre des agents antibactériens efficaces, quels que soient
les mécanismes de résistance aux médicaments qui existent dans les microorganismes
pathogenes humains, et pourraient constituer un candidat potentiel en tant qu'agents

bactéricides a large spectre et efficaces.

De plus, leur combinaison avec les antibiotiques usuels conduit un accroissement
significatif de I’efficacité de ces derniers face aux BMR, ce qui est d’autant plus meilleur et
plus enclin a étre traduit en d’importantes options thérapeutiques et cliniques a 1’avenir. Par
ailleurs, ces associations nécessitent des essais approfondis sur des animaux avant de pouvoir
étre testées contre les infections humaines. Nous sommes convaincus que ces effets
synergiques des ATB avec les AgNps peuvent ouvrir de nouvelles perspectives dans le

traitement des pathogénes multi-résistants rencontrés en milieu hospitalier.

Cependant bien que les résultats soient satisfaisants, cette étude présente quelques
limites et nécessite plus d’approfondissement afin d’atteindre 1’objectif final, a savoir, la
possibilité d’une application médicale, voire pharmaceutique des nanoparticules d’argent.
Ainsi pour les études futures, nous suggérons comme perspectives :

e Plus de moyens nécessaires a la caractérisation des nanoparticules afin déterminer la
taille idéale de nanoparticules d’argent applicable a grande échelle ;

e Une évaluation de leur activité mutagene qui pourra s’avérer utile pour d’éventuelles
recherches scientifiques ;

e Et enfin une évaluation d’options possibles nécessaires a leur administration in vivo.

Nous espérons, a travers ce travail, avoir contribué a la recherche thérapeutique.
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Annexe

Annexe 1 : Synthése de nanoparticules d’argent
e Dilution de 1000mg/l d’AgNO3 en ImM d’AgNO3 :
10ml de 1000mg/l d’AgNO3..cuiieiieirenrennnnnns 59ml d’cau distillée
e Réduction d’AgNO3 en nanoparticules d’argent :

5ml de trisodium Citrate...ceeeeereeeeeerenrenceecnnnnes 50ml de ImM d’AgNO3

Annexe 2 : Les installations et appareils utilisés lors des analyses.

Appareils Modeéle Pays de fabrication
Agitateur -plaque chauffante VELP scientifica Italie
Autoclave SYQ-DSX-280B Corée
Bain Marie Memmert Allemagne
Chambre d’incubation Edmund Bihler GmbH Allemagne
Distillateur G.F.L Allemagne
Etuve Ncuell Allemagne
Hotte Shin Saeng Corée
Microscope Zeiss
Spectrophotometre SECOMAM France




Annexe

Annexe 3 : lllustration des antibiogrammes de I’antibiogramme des différentes

E. coli ATCC25922
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Pseudomonas aeroginosa







