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Introduction

Introduction

Une des révolutions médicales du XXeéme siécle est la découverte des antibiotiques. Ces
molécules ont apporté un immense bénéfice a I’humanité en permettant de soigner de
nombreuses infections bactériennes et en faisant diminuer considérablement la mortalité qui y

était associée.

Mais, malheureusement la résistance bactérienne aux antibiotiques constitue aujourd’hui
I’une des plus graves menaces pesant sur la sant¢ mondiale. Ce phénomene peut étre naturel.
En effet, plusieurs bactéries sont naturellement résistantes a plusieurs sortes d’antibiotiques en
portant au sein de leurs chromosomes des génes codant pour des protéines qui peuvent
entraver I’action des antibiotiques. La résistance peut ¢galement étre d’origine externe. Une
bactérie peut évoluer grace a divers mécanismes et devenir résistante a un antibiotique qui

avait autrefois une action efficace sur elle. On dit alors que la bactérie a acquit de la résistante.

Cependant, 1'usage abusif de ces médicaments et les pratiques insensés telles que
I’automédication accéleérent le processus de I’acquisition de la résistance. L’homme s’avere
ainsi I'une des principales raisons de la propagation de la résistance bactérienne aux

antibiotiques.

Dans le cas de la résistance acquise, le phénomene apparait habituellement quand une
modification se produit dans les génes de la bactérie ce qui lui permet de se protéger de
I’antibiotique ou de carrément le neutraliser. La bactérie peut ainsi survivre au traitement et
poursuivre sa multiplication. Elle transmet alors sa capacité a résister a 1’antibiotique aux
nouvelles cellules filles. Le risque s’accroit lorsque la résistance ne concerne pas uniquement
une seule famille d’antibiotiques mais plutdt plusieurs. On parle dans ce cas 1a de « Multi-
résistance ». Les bactéries multirésistantes aux antibiotiques sont le plus souvent des bactéries

nosocomiales.

Pour lutter contre la résistance bactérienne, la découverte de nouveaux antibiotiques
s’avere nécessaire. Mais la recherche est également axée sur la découverte d’autres molécules
permettant par exemple d’atténuer la virulence ou de potentialiser I’effet d’antibiotiques

existant.

Les nanoparticules d'oxydes métalliques (des particules de dimensions inférieures a 100
nm.) constituent 1'une des éventuelles alternatives aux antibiotiques. Ces nanoparticules

possédent des propriétés électroniques, magnétiques, catalytiques, mécaniques ou encore
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biologiques offrant des avantages dans des domaines tres variés L'effet antimicrobien des
nanoparticules est inversement proportionnel a leur taille. En effet, a I'échelle nanométrique
les nanoparticules possedent une efficacité améliorées par rapport aux mémes matériaux de
plus grande taille. Ainsi, les recherches actuelles qui s’intéressent a ce type de molécules,
tournent autour de l’optimisation de leur action antibactérienne tout en minimisant leur

toxicité.

Dans notre travail, nous allons nous intéresser a quelques oxydes de métaux en testant leur
activité sur la croissance de souches bactériennes déja isolées d’un environnement clinique et
identifiées par certaines techniques moléculaires et biochimiques. L’objectif serait de
comparer ’action de ces nanoparticules a celle des antibiotiques qui sont habituellement

utilisés dans les milieux hospitaliers.

La premiére partie de ce travail est consacrée a une synthése bibliographique comporte
trois chapitres, d’abord les antibiotiques dans le monde médical, ensuite la résistance
bactérienne acquis contre ces antibiotiques, et enfin I'utilisation des NPs comme perspective
pour lutter cette antibiorésistance. La deuxieme partie de ce travail détaille les matériels et les
méthodes utilisées. La derniere partie de ce travail est présentée les résultats obtenus, et son

discussion.et nous finirons par une conclusion.
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Chapitrel : Les antibiotiques dans le monde médical
1.1 Introduction

A lorigine, le mot antibiotique désigne tout produit microbien qui, a de trés faibles
concentrations est capable d’inhiber ou de tuer certains micro-organismes. On I'emploie
maintenant dans un sens plus large qui inclut, en outre, toute substance synthétique ou semi-

synthétique dotée de ces propriétés (Singleton, 2004).
1.2 Définition

Un antibiotique est une substance antimicrobienne d'origine biologique, soit elle est
produite par un microorganisme (champignon microscopique, bactérie) ou de synthese
chimique. 1l est capable d'inhiber la multiplication ou détruire d'autres microorganismes.
(Boulahbal, 1986).

1.3 Histoire de I'antibiothérapie

La découverte des agents infectieux bactériens se fit a la fin du 19°™ siécle et stimula la
recherche de traitements appropriés. Ce n’est qu’un siécle plus tard que la découverte des
antibiotiques permit de lutter efficacement contre ces infections (Calgary and Lacroix,
2011).

En 1937, la premiére molécule antibiotique efficace lancée sur le marché fut le
Septoplix® , développé aprés la découverte de Dogmack sur I’efficacité antibiotique de la
sulfamidochrysoidine, colorant alimentaire, fut utilisé contre les streptocoques. Mais il
présentait toutefois des limites en termes de sécurité et d’efficacité (calage and Lacroix,
2011 ; Saga. 2009. Davies Julian and Davies Drothy ,2010).

En 1928, Alexander FLEMMING fit une découverte surprenante : la croissance de souches
de Staphylococcus aureus était inhibée en présence d’une moisissure bleue (du genre
Penicillium). La pénicilline, substance produite par ces moisissures, venait d’étre découverte.
Elle fut commercialisée dans les années 1940. Cette molécule d’origine naturelle, tres

efficace, sauva la vie de nombreux soldats lors de la seconde guerre mondiale.

Les deux décennies suivantes, de nouvelles classes d’antibiotiques n’ont cessé d’étre

découvertes, synthétisées, et commercialisées. Les années 1950 virent apparaitre des

3
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molécules telles que la streptomycine (chef de file des aminosides), le chloramphénicol, des
tétracyclines, macrolides, ou encore la vancomycine (antibiotique glycopeptidique). En 1962,
le premier antibiotique de la famille des quinolones fut synthétisé : I’acide nalidixique (Saga

and Yamaguchi, 2009).

Au fil du temps, chaque famille d’antibiotique s’agrandit, avec des molécules ayant un
spectre d’action de plus en plus large, et une pharmacologie améliorée. Ces médicaments
révolutionnent le monde médical et on croit alors dans les années 1980 que les infections
bactériennes feront bient6t partie du passé. Mais malgré le nombre incroyable de molécules
disponibles, les infections bactériennes continuent d’attaquer I’homme, et des multi-
résistances emergent. Ces resistances, en plus de leur impact sur la santé publique, en
menacant la vie humaine et en engendrant des colts énormes, ont eu des conséquences sur la
recherche de nouvelles molécules antibiotiques. En effet, du fait du risque d’apparition de
résistance, beaucoup de travaux sur de nouveaux antibiotiques ont été abandonnés par les
laboratoires pharmaceutiques, et depuis les années 2000, trés peu de nouvelles molécules ont

été lancées sur le marché (Pechere, 2004).
1.4 Mode d'action des antibiotiques

Les antibiotiques sont considérés comme le groupe le plus important de médicaments
utilisés en médecine. A coté de leurs propriétés de lutter contre les infections bactériennes
chez I'homme dues aux bactéries pathogenes, ils sont également utilises en médecine
vetérinaire (Emmanuel, 2003). Ils agissent a un niveau précis dans les structures bactériennes

et chaque famille possede son propre site d’action.

*Action sur la paroi bactérienne : Bacitracine, Pénicilline, Céphalosporines sont tous des
familles d’antibiotiques qui agissent sur les germes en croissance inhibant la derniére étape de
la biosynthése du peptidoglycane (la muréine, composant essentiel de la paroi bactérienne)
(Zeba, 2005). Il est important de préciser que dans le cas de la pénicilline c’est la synthése du
peptidoglycane qui est inhibée et donc la paroi cellulaire est affaiblie. La cellule finit alors
par étre lysée. Ceci est du au fait que la pénicilline agit seulement sur les cellules en

croissance active (Gerard. et al. , 2003).
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*Action sur la structure de la membrane : en désorganisant sa structure et son
fonctionnement, ce qui produit de graves troubles d’échange électrolytique avec le milieu

extérieur (Flandrois et al. , 1997).

*Action sur les ribosomes : ce qui entraine 1’arrét de la biosynthése des protéines ou la
formation de protéines mal repliées. Les aminoglycosides ou aminosides (Streptomycine,
gentamycine, amykacine), empéchent la traduction de I’ARNm en se fixant sur la petite sous-
unité des ribosomes (Hermann, 2005). Les phénicols (chloramphénicol, thiamphénicol)
bloquent la formation de la liaison peptidique sur la grosse sous-unité du ribosome bactérien.
Les cyclines (tétracycline, doxycycline) bloquent I’¢longation de la chaine peptidique en se
fixant sur la petite sous-unité (Flandrois et al., 1997). Les macrolides et les kétolides
(érythromycine, azithromycine) bloquent I’élongation de la chaine peptidique (Nilius et Ma,
2002). La puromycine copie ’extrémité d’un ARNt, prend sa place dans le ribosome et

bloque ainsi 1’élongation de la chaine peptidique.

*Action sur la synthése de ’ADN : certaines familles d’antibiotiques empéchent la

réplication d’ADN en bloquant la progression de ’ADN polymérase.

Autre : en agissant entant qu’antimétabolites bactériens (c'est-a-dire au niveau des étapes
du métabolisme intermédiaire des bactéries), en intervenant par exemple dans le métabolisme
de ’acide folique (Gerard. et al. , 2003).

Toutes ces catégories d’antibiotiques ne peuvent agir efficacement que lorsqu’elles sont
administrées a des doses bien précises. Pour pouvoir déterminer ces derniéres, de nombreuses

méthodes ont été développées, parmi lesquelles on site « I’ Antibiogramme ».
1.5 Antibiogramme
1.5.1 Définition

C’est la détermination des CMI d'un groupe d'antibiotiques vis-a-vis d'un germe isolé chez
un patient. Ce test a pour but de prédire la sensibilit¢ d’un germe a un ou plusieurs
antibiotiques connus dans une optique essentiellement thérapeutique. 1l sert également a la
surveillance épidémiologique de la résistance bactérienne et a I’identification bactérienne par

la mise en évidence de résistances naturelles ou acquises (Cavallo,2014)
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1.5.2 Les techniques utilisées
1.5.2.1 Méthodes de dilution

Les méthodes de dilution sont effectuées en milieu liquide ou en milieu solide. Elles
consistent a mettre un inoculum bactérien standardisé au contact de concentrations croissantes

d'antibiotiques selon une progression géometrique de raison 2.
1.5.2.1.1 En milieu liquide

L’inoculum bactérien est distribué dans une série de tubes ou de cupules contenant
I'antibiotique. Aprés incubation, la CMI est indiquée par le tube ou la cupule qui contient la
plus faible concentration d'antibiotique ou il y a 1’absence du trouble, dans la figure (1) la
concentration 2mg/ml représente la CMI.

HE Sl

CTVI

Figure 1 : Détermination de la CMI par dilution en milieu liquide.

1.5.2.1.2 En milieu solide

L’antibiotique est incorporé dans un milieu gélosé coulé en boites de Pétri. La surface de
la gélose est ensemencée avec un inoculum des souches a étudier. Apres incubation pendant
24h a 37°C, la CMI de chaque souche est déterminée par l'inhibition de la croissance sur le
milieu contenant la plus faible concentration d'antibiotique. La méthode est réalisée avec une
gamme de concentrations en progression géométrique de raison 2, dans la figure (2) la

concentration 2mg/ml représentent la CMI.
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Teémoin

Hz frl

Figure 2 : Détermination de la CMI par dilution en milieu gélosé.

1.5.2.2 Méthodes de diffusion

Les méthodes de diffusion ou antibiogrammes standards sont les plus utilisées par les

laboratoires de diagnostic.

D’abord on ensemence sur un milieu gélosé avec une culture pure de la souche a étudier,
aprés on dépose a la surface des disques de papier buvard, imprégnés des antibiotiques a

tester.

Des l'application des disques, les antibiotiques diffusent de maniere uniforme si bien que
leurs concentrations sont inversement proportionnelles a la distance du disque. Apres
incubation, les disques qui s'entourent de zones d'inhibition circulaires correspondant a une
absence de culture. Les diametres des zones d'inhibition dépendent uniquement de la

sensibilité du germe. (Burnichon and Texier, 2003).
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Chapitre 2 : La résistance bactérienne aux antibiotiques
2.1 Introduction

La résistance aux antibiotiques constitue aujourd’hui I’une des plus graves menaces pesant
sur la santé mondiale. Elle atteint désormais des proportions dangereuses dans toutes les
régions du monde. Chaque jour, de nouveaux mécanismes de résistance voient le jour et se

propagent a I’échelle mondiale, compromettant notre capacité de traiter les maladies

infectieuses les plus courantes. (OMS, 2014-2015)

Lorsqu’une infection ne peut plus étre traitée par un antibiotique de premiere intention, on
doit recourir a des médicaments plus codteux. De plus, la prolongation de la maladie et du
traitement, souvent dans le cadre d’une hospitalisation, accroit les dépenses de santé, ainsi que
la charge financiere pesant sur les familles et la société. La résistance aux antibiotiques
compromet €galement les acquis de la médecine moderne. En I’absence des antibiotiques
efficaces pour prévenir et traiter les infections, les greffes d’organes, la chimiothérapie et
certaines interventions  chirurgicales deviendront beaucoup plus  dangereuses.

(http://www.invs.sante.fr/Dossiersthematiques/Maladies-infectieuses/Resistance-aux-

anti-infectieux/Publications-de-reference).

Un premier rapport de ’OMS sur la résistance aux antibiotiques a dressé un tableau tres
complet de la résistance actuelle aux antibiotiques a travers les données provenant de 114
pays. Ce rapport a fait état de la présence d'une résistance aux antibiotiques dans toutes les
régions du monde et a accordé une grande priorité a la lutte contre ’antibiorésistance. Un plan
d’action pour combattre la résistance aux antibiotiques a été mis en place et a été approuveé

par I’ Assemblée mondiale de la Santé en mai 2015. (OMS, 2015)

2.2 Définition de la résistantance bacterienne

Selon Ferron « une bactérie est résistante a un antibiotique lorsqu’elle supporte des
concentrations inhibitrices de cet antibiotique supérieures aux concentrations que I’on peut

obtenir dans I’organisme sans atteindre les doses toxiques » (FERRON, 1994).
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2.3 L’origine de I’antibiorésistance

L’antibiorésistance considérer comme une réponse physiologique de la bactérie qui peut

étre naturelle ou acquise.

2.3.1 La résistance naturelle

Certaines bactéries sont naturellement resistantes a des antibiotiques car leur patrimoine
génétique leur permet de se défendre grace a plusieurs techniques. La résistance peut étre due
a la structure de la bactérie. Par exemple, les mycoplasmes par leur absence de paroi sont
insensibles aux bétalactamines) ou a I’impossibilité pour I’antibiotique de pénétrer dans la
cellule. C’est le cas des bactéries Gram négatif qui sont insensibles a la vancomycine grace a
leur membrane externe. Ces résistances sont retrouvées dans 1’ensemble des souches d’une
méme espece contre une méme famille d’antibiotiques et représentent donc le spectre
d’activité naturel des familles et sous-familles d’antibiotiques (Scott, 2009. Guerin-Faublee,
2010).

Les bacilles a Gram négatif et notamment les entérobactéries dont Klebsiella pneumoniae
et Pseudomonas aeruginosa sont naturellement résistants, le plus souvent a bas niveau, aux
antibiotiques hydrophobes et/ou de masse moléculaire élevée (pénicilline G, pénicilline M,
macrolides, rifampicine, acide fusidique, novobiocine, vancomycine) puisque ces
antibiotiques ne peuvent traverser la membrane externe de la paroi. Klebsiella pneumoniae est
naturellement résistante a l'amoxicilline, ampicilline et a la ticarcilline, grace a une f-

lactamase chromosomique naturelle (Pina et al. , 2000).

Les bactéries anaérobies sont naturellement résistantes aux aminosides car le passage des
aminosides a travers la membrane cytoplasmique nécessite un systeme de transport actif
absent chez les anaérobies. Pour les mémes raisons, les bactéries aéroanaérobies facultatives
sont moins sensibles aux aminosides lorsqu’elles sont placées dans un environnement pauvre

en oxygene (Paul, 2005).

Certaines espéces (Klebsiella spp., Enterobacter spp., Pseudomonas aeruginosa, Bacillus

cereus, Nocardia spp., ...) produisent naturellement des B-lactamases (Paul, .2005).

2.3.2 La résistance acquise
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La résistance acquise entraine la résistance a un ou plusieurs antibiotiques auxquels la
bactérie était sensible auparavant. Cette résistance peut survenir via une mutation
(directement sur le chromosome bactérien) ou plus fréqguemment par acquisition de matériel
génétique mobile (plasmide, transposon, intégron ...) permettant dans les deux cas de

contourner I’effet délétere de I’antibiotique (SCOTT, 2009. Guerinfaublee, 2010).

En général, les mutations permettent aux bactéries de se doter d’une résistance a un
antibiotique ou une famille d’antibiotique, alors que, via un plasmide, elles peuvent acquérir
simultanément une résistance pour plusieurs antibiotiques ou plusieurs familles
d’antibiotiques. Dans toute population bactérienne, il existe une faible fraction de germes
(1%) ayant une tolérance phénotypique aux antibiotiques. Cette résistance adaptative est du a
un phénomene épigénétique. Ces germes particuliers sont appelés « persisters » ou « dormants
». Il a été démontré que ces cellules jouent un rdle dans le caractére recalcitrant des biofilms
aux antibiotiques et de la difficulté a traiter certaines maladies chroniques comme la
tuberculose (Keren et al. 2004. Lewis, 2001).

Ce phénomene a atteint une telle ampleur que la seule identification bactérienne ne permet
plus de prédire le comportement d’une souche isolée vis a-vis des antibiotiques (Ros, 1999.
Meyer et al. 2004).

2.4 Les mécanismes de la résistance bactérienne

Il'y a trois grands mécanismes permettant aux bactéries de résister a un antibiotique, et la

figure (3) illustre ces différents mécanismes.
2.4.1 Modification de 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 synthese de cette cible pour lui conférer une
nouvelle structure tridimensionnelle. Ce mécanisme va jouer sur différents composants
cellulaires. Prenons I’exemple des macrolides qui agissent en se fixant aux ribosomes des
bactéries. Pour contourner cet effet, une mutation génétique permet de synthétiser un nouveau

ribosome qui ne sera pas reconnu par 1’antibiotique.

Ce mécanisme 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.
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Les antibiotiques d’'une méme famille ayant généralement la méme cible, ce mécanisme

confere aux bactéries une résistance croisée 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. (Scott, 2009. Guerin-faublee, 2010)

242 La destruction ou la modification de D’antibiotique par une inactivation

enzymatique

Cette destruction ou modification I’empéche de reconnaitre sa cible. Ce mécanisme se
rencontre surtout contre les béta-lactamines, les macrolides, le chloramphénicol et les
aminosides. Une résistance croisée est également possible mais moindre que pour le premier
mécanisme. (Scott, 2009. Guerin-faublee, 2010)

2.4.3 Inaccessibilité a la cible

Les bactéries peuvent également rendre leurs cibles inaccessibles. Ce mecanisme consiste
soit a diminuer la perméabilit¢ membranaire a la pénétration de I’antibiotique soit a rejeter

I’antibiotique par phénomeéne actif d’efflux.

La diminution de la perméabilité membranaire est rendue possible grace a une mutation des
genes 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 (Scott, 2009. Guerin-faublee, 2010).
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enzyime
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activation de > 5 w | 2 P
P o o tilsiE chromciome . P T >
—— — { Y < niibictique detruir
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> D 5 « h/\ — =
Pompe & sfflus { cible cde Fantibiotique
A Proteins membrancire arte modifieo
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de IFTantibiotigue

Figure 3. Des mécanismes de résistance aux antibiotiques (d’apres ’Encyclopedia
Britannica 2009)

11



Chapitre 2 : La résistance bactérienne aux antibiotiques Synthese bibliographique

2.5 Les bactéries

Les bactéries sont des microorganismes unicellulaires. Elles sont capables de se
reproduire de fagcon autonome. La taille des bactéries varie de 1 a 10 um, et elles pesent de
I’ordre de 10-12 grammes. Elles sont présentes partout, on connait quelques 8 000 espéces
mais on estime qu’il en existerait 100 a 1000 fois plus (Cottinet ,2013).

Dans notre mémoire nous nous sommes intéressees a cinq souches bactériennes qu’ils ont

acquis des résistances aux antibiotiques largement utilisées, il s’agit de :

» Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa
et Staphylococcus aureus.

2.5.1 Escherichia coli
2.5.1.1 Généralité

Le genre Escherichia comprend plusieurs especes, dont seule E.coli (colibacille) est
potentiellement pathogéne pour I’homme (figure 4). C'est I'espéce bactérienne la plus étudiée

par les fondamentalistes pour des travaux de physiologie et de génétique (Avril et al., 2000).

Elle représente I’espéce dominante de la flore intestinale aérobie, ou elle participe a la
barriere intestinale en arrétant la croissance d’especes bactériennes nuisibles. La colonisation
du tube digestif commence dés les premiéres heures aprés la naissance et le rythme de
division d’E.coli lui permet de garder pendant toute la vie de I’individu sa place dominante
dans la flore (une division toute les 20 min a 37°C et en conditions favorables). La présence
de cette bactérie dans le sol, I’eau ou les aliments témoigne d’une contamination fécale et
suggere la possibilité que d’autres bactéries ou virus d’origine digestive s’y trouvent. On
considére que sa présence rend l’eau ou les aliments impropres a l’utilisation ou a la

consommation.(Aril et al., 1987 ; Cristian et al., 2008).
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Figure 4 : Escherichia coli sous microscope electrique a G x 1000(Avril et 2000)
2.5.1.2 La résistance aux antibiotiques

Les mécanismes de résistance déployés par les entérobactéries, y compris E. coli, a
l'encontre des B-lactamines sont de quatre ordres, parfois plus ou moins associés : défaut de
pénétration par imperméabilité de la paroi bactérienne, excrétion de la molécule antibiotique,
défaut d'affinité pour la cible (PLP), mais la production d’enzymes inactivatrices, les B-

lactamases, est le principal mécanisme (Bonnet, 2006).
2.5.2 Klebsiella pneumoniae
2.5.2.1 Généralité

Le genre Klebsiella a été nommé par Trevisan en 1887 pour honorer Klebs Edwin, un
microbiologiste Allemand du 19°™ siécle. L’espéce type est Klebsiella pneumoniae connue
autrefois sous le nom de pneumobacille de Friedlander. Ce dernier avait décrit cette bactérie

dans les poumons d’un patient décédé d’une pneumonie (Freney et al. ,2000).

K. pneumoniae est une espéce ubiquitaire, et freguemment isolée dans I'environnement a
partir d'échantillons de sol, d'eaux de surface, d'eaux usées, de vegétaux , et de muqueuses des
mammiferes, en particulier de la flore fécale (figure 5). Chez I'homme, cette espéce végéte sur

la peau, les muqueuses, les voies respiratoires supérieures (Baerwolf et al., 2002).
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Figure 5 : Aspect des colonies de K. pneumonie sur milieu gélosé (Gueye, 2007)

2.5.2.2 La résistance aux antibiotiques

K. pneumoniae possede naturellement un gene codant pour une penicillinase
chromosomique qui lui confére une résistance a bas niveau aux pénicillines (amino-, carboxy-
et uréido- pénicillines). Cette penicillinase est sensible a l'action des inhibiteurs (acide
clavulanique, tazobactam). Ainsi, le phénotype sauvage de K. pneumoniae est sensible aux
associations amoxicilline (ou ticarcilline) + acide clavulanique et pipéracilline + tazobactam
ainsi qu'a I'ensemble des céphaloporines. Elle est egalement sensible aux céfamycines, a

I'aztréonam et aux carbapénemes (Courvalin et al., 2006).

Concernant les autres antibiotiques, K. pneumoniae est sensible aux aminosides, aux

fluoroquinolones, a la fosfomycine et au cotrimoxazole.
2.5.3 Staphylococcus aureus
2.5.3.1. Géneralité

S. aureus est un pathogéne humain majeur qui a été mis en évidence en 1881 par

Alexander Ogstron.

Les bactéries du genre Staphylococcus sont ubiquitaires, peu exigeantes et capables de
vivre dans de nombreux sites, essentiellement en saprophyte de 1’environnement extérieur,
mais aussi en commensal des épithéliums cutanés et muqueux des hommes et des animaux.
(wertheim et al., 2005).
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L’homme est le principal réservoir naturel de Staphylococcus, il présente un portage sain,
spécifiquement au niveau des cavités nasales. Chez I’homme, les staphylocoques en
particulier les espéces S. aureus (figure 6) et S. epidermidis font partie de la flore résidente
cutanée de nombreux individus qui sont des « porteurs asymptomatiques » (Wylie and
Nowicki, 2005).

S
."
B

Figure 6 : Saphylococcus spp sous microscope électronique (centers for Disease Control
and Prevention, 2009)

2.5.3.2 La résistance aux antibiotiques

Le staphylocoque doré ne posséde aucune résistance naturelle aux antibiotiques.
L’utilisation massive des pénicillines G et V a conduit dés 1941 a I’émergence de bactéries
résistantes a ces molécules. S. aureus posséde une tres grande plasticité génétique. Sous la
pression de sélection des antibiotiques, il a trés rapidement acquis des genes portés par des

plasmides codant pour des pénicillinases (Grundmann et al., 2006).
2.5.4. bacillus subtilis
2.5.4.1 Généralité

Les études taxonomiques ont donné la preuve que le genre Bacillus est trés diversifie.
Tout au long des années 1980, une grande controverse tournait autour de la question de savoir
si Bacillus était un genre unique ou pouvait étre divisé en plusieurs genres (Gibbons and
Murrey. 1978; Garcia et al., 1982), tels que suggéré par l'analyse de séquence d’ARNr 16S
et des études d'hybridation d’ADN (Nasina et al., 2001).
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Les Bacillus sont ubiquitaires car leurs spores leur conferent une grande résistance (figure
7). On en trouve dans les sols qui représentent le principal réservoir, dans ’eau de mer, dans
I’eau douce et sur les plantes. On en trouve également dans les aliments, et méme dans les
produits « stérilisés » alimentaires ou médicamenteux a cause de la thermorésistance des

spores (Decoster, 2003).

~

Figure 7 : Observation microscopique d’une espece du genre Bacillus ( Jeffrey, 2011)

——

2.5.4.2 La résistance aux antibiotiques

B. subtilis est I'une des bactéries qui ont la capacité de former par enkystement, des spores
métaboliquement inactives et qui peuvent survivre sous cette forme plusieurs millions
d’années (Nicholson et al., 2000).

Les spores résistent efficacement a de nombreuses perturbations environnementales
comme des traitements thermiques a plus de 140 °C, a des pressions de plus de 4 GPa, a un
manque de nutriments, et également a la plupart des agents antimicrobiens (Nicholson et al.,
2000; Driks, 2002; Nicholson et al., 2002; Errington, 2003).

2.5.5 Pseudomonas aerogenosa
2.5.5.1 Généralité

L’espece P. aeruginosa est ubiquitaire dans 1’environnement et peut étre commensale du
tube digestif. Dans I’environnement, elle est trouvée dans le sol, dans I’eau, a la surface des

plantes et des animaux.
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En milieu hospitalier, P. aeruginosa est parfois retrouver dans les solutions aseptiques et
sur les instruments tels que les cathéters, les sondes, ou dans les canalisations. (Wolfgang K.
et al. 2003).

2.5.5.2 La résistance aux antibiotiques

Pseudomonas aeruginosa posséde une résistance  naturelle a un grand nombre
d’antibiotiques en raison de la production d’une béta-lactamase chromosomique inductible de
classe C qui n’est pas inhibée par le clavulanate, et d’une mauvaise permeéabilité

membranaire.

P. aeruginosa est donc naturellement résistant aux pénicillines des groupes V, G, M et A,
a la plupart des céphalosporines de troisieme génération et aux quinolones de premiéere

génération. P.aeruginosa est aussi généralement résistante a la kanamycine (Pool, 2004).
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Chapitre 3 : Les nanoparticules

1. Introduction

Les matériaux ayant une échelle nanométrique peuvent acquérir des propriétés (physiques,
chimiques, mécaniques...) différentes de celles observées pour les mémes matériaux a des
échelles supérieures, et pouvant présenter un intérét particulier notamment d’un point de vue
industriel. L’approche des nanotechnologies est lie a ’exploitation de ces propriétés nouvelles
afin de répondre a certains enjeux majeurs du XXléme siécle, tels que la lutte contre la
pollution de I’eau et du sol, le stockage de I’énergie, la prévention des maladies infectieuses.

Le développement des nanomatériaux et leur emploi sont en croissance depuis une dizaine
d’années. Les propriétés physico-chimiques de ces matériaux permettent leur utilisation pour
des applications variées, comme la fabrication de produits alimentaires ou cosmétiques, le
développement d’outils pour 1’¢lectronique ou encore les sciences biomédicales. Parmi ces
matériaux, les Nps de métaux et d’oxydes métalliques suscitent de plus en plus d’intérét.
Ainsi, les Nps d’argent (Ag), de cuivre (Cu) et d’oxyde de cuivre (CuO) sont fréquemment
utilisées pour leurs caractéres bactéricides, tandis que les propriétés paramagnétiques des Nps
d’oxyde de fer (Fe203) permettent leur utilisation dans le domaine de I’imagerie médicale.
Les particules de dioxyde de titane (TiO2) et d’oxyde de zinc (ZnO) trouvent quant a elles
une application dans la fabrication d’écrans solaires, du fait notamment de leurs propriétés
d’absorption des rayons UV.

Cependant, I'utilisation croissante de ce type de matériaux souléve aujourd’hui des
questions de santé publique car les interactions des Nps avec les systemes biologiques, et leur
toxicité potentielle, sont a I’heure actuelle mal connues, le risque sanitaire associe reste de ce
fait difficile a évaluer, et aussi I’utilisation industrielle des Nps entraine également la
production de déchets dont la libération dans 1’environnement pourrait s’avérer difficile a

contréler, et dont les conséquences sont pour I’instant mal connues. (Triboulet, 2006)
2. Définition
Les nanoparticules sont des objets relativement fréquents. Il existe en effet différentes

sources de production des nanoparticules : les sources naturelles (incendies, éruptions

volcaniques ...), les sources accidentelles (feux de bois, gaz d’échappement de véhicule,
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freinage,...) et les sources industrielles (nanoparticules manufacturées intentionnellement par
I’homme).

Selon I’échelle le terme de nanoparticule est défini comme une particule a au moins une
des dimensions inférieure a 100 nm. Le rayon typique d’un atome étant de 1’ordre de 0,1 nm,
une nanoparticule peut-étre constituée de quelques dizaines a plusieurs centaines d’atomes.
Par exemple, les Nps les plus célébres sont les fullerenes, Ils sont constitués seulement de 60
ou 70 atomes de carbone (Figure 8). Leur trés petite taille donne aux nanoparticules des
surfaces spécifiques trés importantes.

Cette définition par échelle ne suffit pas a décrire tous les aspects des nanoparticules. En
effet, leur réactivité est également fortement liée a leur composition qui peut étre tres variée.
On distingue par exemple les nanoparticules organiques (constituées majoritairement de
polyméres), des métalliques (ex : nanoparticules d’or ou d’argent), d’oxydes métalliques (ex :

Fe203, TiO2) ou encore des composites (ex : quantum dots CdSe- ZnS). (Ophélie Z. ,2008).

Figure 8 : la structure d’un fulleréne nC60. (Crédit : Chris Ewels)

3. Effet de taille

La principale caractéristique des nano objets est que leurs propriétés physiques dépend de
leur taille. Cette dépendance en taille des nano objets fait leur intérét, et elle est mise a profit
dans les applications. La taille étant un parametre que 1’on peut contrdler en faisant varier les
parametres de synthese. Cela permet de balayer une propriété physique dans une certaine
gamme et I’adopter aux besoins. La figure (9) montre les niveaux occupés d’une série de
molécules de polyacénes On remarque que lorsque le nombre d’unité augmente le gap

diminue et la densité d’état augmente. Les effets quantiques dus a la taille dérive du
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changement de I’interaction électron-électron proportionnelle a la délocalisation des fonctions

d’ondes des orbitales moléculaires (G. Scholes and G. Rumbels, 2006).

Eigenvalue
[
T
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Figure 9 : Effet de taille dans des cristaux formes de polyacénes.

4. L’oxyde de Zinc

4.1 Généralités de I’oxyde de Zinc

L’oxyde de Zinc est un composé chimique de formule ZnO réalisé a partir de 80.36% de
zinc et 9.66% d’oxygéne. Il a une masse molaire de 81.38g/mol et une température de fusion
1975°C, sa masse volumique 5.6g/cm-3.

L’oxyde de zinc est un matériau qui existe sous forme naturelle sous le nom de "Zincite",

mais il peut aussi étre synthétisé artificiellement sous forme massive (figure 10).
L'oxyde de zinc, se présente a I'état solide sous I'aspect d'une poudre inodore de couleur blanc
cassé a jaune pale. En tant que oxyde, il présente certains avantages comme le fait d'étre ni
combustible ni explosif en cas d'incendie, ou bien d'étre relativement inerte vis-a-vis de
l'organisme humain

L’oxyde de zinc (ZnO) est un semi-conducteur a large bande interdite directe. Il est
transparent dans le visible et dans le proche infrarouge avec une énergie de liaison d'exciton
de 60meV. C’est un matériau qui attire [’attention des chercheurs en raison de ses
d'excellentes propriétés. Son efficacité dans divers domaines d’applications tel que les

capteurs de gaz, les cellules solaires a hétérojonction, les systemes utilisant le processus
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photocatalytique, les diodes électroluminescentes (LED), les systémes a laser, les électrodes
transparentes. Il présente 1’avantage de pouvoir étre élaboré par diverses techniques sous
forme de films minces ou sous forme de nanocristaux de poudres soit par pulvérisation
magnétron RF, évaporation par faisceau d'électrons, évaporation réactive, dép6t par laser
pulsé (PLD), sol-gel, le dépot chimique en phase vapeur (CVD), la pyrolyse par pulvérisation
et la méthode hydrothermale (Ghomri R. , 2017)

Figure 10 : Oxyde de Zinc (ZnO) massif sous forme naturelle (a, b) et provenant de la

synthese hydrothermal (c).

4.2 Les nanoparticules de ZnO

4.2.1 Propriétes structurales

Lorsque la taille d’un matériau atteint les dimensions nanométriques, les propriétés
physiques changent considérablement sous I’effet du confinement quantique induit par la
diminution de taille.

Le ZnO constitue probablement la famille des nanostructures la plus riche de tous les
matériaux.

Outre les couches minces 2D, les nano piliers 1D et autres nanoparticules 0D, il existe un
grand nombre de nanostructures de ZnO exotiques comme les nano rubans ,les nano
tétrapodes, les nano roses des sables, nano hélices, etc... Ces structures peuvent étre obtenues
par voie physique grace a différentes méthodes de synthése telles la MOCVD, la MBE, la

CVD etc..., Quelques exemples de nanostructures de ZnO sont présentés sur la figure (1.9) il
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est intéressant de constater que la plupart de ces nanostructures sont fortement anisotropes.
Cette anisotropie est due a la présence de plan de charge selon les direction (0001 ) et (001)
,respectivement chargés négativement et positivement. I'existence des tels plans est
déstabilisante pour I’édifice considéré a cause du fort moment dipolaire qu’ils induisent.

Afin de minimiser leur énergie les nanostructures vont chercher a ne pas présenter de tels
plans, ce qui a pour effet une croissance anisotrope selon 1’axe ¢ pouvant mener a des
structures en hélices ou en piliers Ce type de mécanisme est le méme que celui mis en jeu lors
de la croissance de nano cristaux de NaCl qui ne présentent que des plans libres (100) neutres.
Ces plans de charges peuvent se stabiliser selon divers mécanismes impliquant une

reconstruction de surface ou ’adsorption d’une molécule telle CO ou H. (Wang N, 2008).

4.2.2 Propriétes optiques

Les propriétés d'émission des Nps de ZnO dépendent fortement de la méthode de synthese
employée. Car, ces propriétes sont associees a des défauts de surface. Récemment, on a mis
au point une nouvelle méthode de synthése par voie organometallique pour la préparation a
température ambiante des nanoparticules de ZnO cristallines de taille et de forme contrdlées
lorsque la taille des particules de ZnO diminue fortement un décalage aussi bien de
I’absorption que de I’émission vers la haute énergie est observe. C’est ce qui peut expliquer
I’observation d’une émission Soit jaune, soit bleu ou encore blanche, correspondant a la

superposition des deux premieres.

Les propriétés optiques peuvent étre largement modifiées par la nano structuration.
Cependant compte tenu de la faible extension spatiale de I’exciton (2,3 nm), les modifications
dues aux effets quantiques des tailles ne sont accessibles qu’a des tailles inférieures a 10 nm.
Les propriétés de luminescence liées aux défauts vont elles aussi étre influencées
indirectement par la nano structuration.

En effet, certains défauts cristallins, et particulierement ceux dont I’extension spatiale est
de ’ordre de plusieurs nanometres, comme les dislocations ou les défauts d’empilements,
seront logiquement influencés par la nano structuration. a I’inverse, la part importante de
surface disponible sur les échantillons nanostructures constitue un réservoir des défauts dont
le nombre et le type dépendent de la qualité de la surface considérée. L’influence de la nano

structuration sur les défauts constitue donc un subtil équilibre entre la création de défauts en
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surface et la passivation des défauts étendus en volume dont le résultat n’est pas connu a
I’avance. (Tolbert S, 1994)

Pour ces Propriétés les Nps de ZnO sont notamment utilisées dans les produits
cosmétiques (crémes solaires) car ils représentent une bonne protection contre les
UV tout en ayant ’avantage d’étre transparents (car les nanoparticules ont des dimensions
inférieures aux longueurs d’onde de la lumiére visible 400-700 nm). L’exposition aux

nanoparticules est donc déja bien réelle. (Ophélie ,2008).

4.2.3 Propriétés électriques et électroniques:

L’Oxyde de Zinc (ZnO) est un semi-conducteur a large bande interdite directe (Eg =
3,37eV a temperature ambiante), ce qui correspond a une transition dans le proche UV.
Comme la plupart des autres filiéres de semi-conducteurs a large bande interdite, ZnO a
d’abord éteé étudié dans les années 70 avant d’€tre délaissé en microélectronique. L’étude et la
croissance de ce matériau reviennent en force depuis 2-3 ans en raison de ses propriétés
fondamentales attractives, des progrés techniques réalisés en matiére de synthese et des
premiers résultats indiquant la possibilité de convertir la conductivité de ce semiconducteur
du type n vers le type p (Z. Fan et al., 2004, Y. Zhang et al., 2005) (Le ZnO présente une
conductivité électrique naturelle de type n qui est due a la présence des atomes de zinc
interstitiels . (Tayeb Brouri. 2011) ) . Les domaines d’intérét pour les alliages a base de ZnO
et les hétérostructures associées sont 1’optoélectronique, 1’électronique de spin et la
microélectronique appliquée a la détection de gaz (M.H. Huang et al., 2001).Les propriétés
électroniques de ces Nps sont profondément modifiées et dépendent de la taille, de la forme
et de I’état de surface des nanocristaux. L’intérét est, bien sir, de controler ces parametres
pour ajuster a volonté ces propriétés.

Le dopage ou les défauts intrinseques jouent un réle trés important dans les
caractéristiques du semi-conducteurs. lls peuvent modifier considérablement leurs propriétés
pour obtenir des matériaux a paramétres ajustés pour les applications particuliéres en
modifiant simplement les caractéristiques du dopant (type, nature, température, concentration,
technique de dopage, etc.). (Mouhli and K . Taraft . 2010).
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4.2.4 Quelques applications de ZnO

Tableau 1: Les applications des nanoparticules de ZnO et du ZnO massif.

Les nanoparticules de ZnO

Les applications de ZnO massif

> La

électroniques.

protection  de

dispositifs

» Additif des produits alimentaires .

> Additif lors du Fabrication du béton.

» Céramique.

> Protection contre les

ultraviolets.

rayons

» Couches sensibles de capteurs de gaz

a base de.
» Réacteurs photo catalytiques.

> La

électroniques.

protection  de

» Crémes solaires.

» Caoutchouc et des cigarettes.

dispositifs

Diodes électroluminescentes (LED).
Des traceurs biologiques.
Sondes de gaz.

Capteurs a gaz conducteurs.
Diodes lasers UV.

Des piles solaires.

Cellules photovoltaiques.
Des traceurs biologiques.
L'alimentation du bétail.
Peintures.

L’industrie pharmaceutique.
Cellules photovoltaiques.

Dispositifs a onde acoustique de

surface.
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5. L’oxyde de Magnésium
5.1 Généralités de ’oxyde de Magnésium

L'oxyde de Magnésium (MgO) est un oxyde polyvalent selon ses larges applications,
telles que : lacatalyse, traitement des dechets dangeureux, matériaux anti-microbiens,
matériaux réfractaires, materiaux super conducteurs. La méthode la plus classique pour la
synthése de MgO est celle de la décomposition thermique de plusieurs sels de magnésium40,
41; cependant, les particules de MgOrésultants possédent inévitablement des tailles de
particules relativement grandes et non uniformes etune faible surface spécifique,ce qui n’est

pas préférable pour les applications catalytiques.

Jusqu'a présent, des efforts considerables ont été consacres pour developper de nouveaux
matériaux d'oxyde mesoporeux possédants des structures uniformes. Le MgO nanostructuré
est également d'un grand intérét en raison de ses diverses propriétés, qui proviennent de sa

structurespécifique.( Allal, 2010) .
5.2 Caractéristiques du MgO
Les caractéristiques de matériau MgO comprend:

Haute température capacité.
Bas conductivité électrique.
conductivité thermique éleveée.

Bonne résistance a la corrosion.

YV V V V V

infrarouge transparent.

MgO est considéré comme un forte, léger oxyde réfractaire, légerement de base dans les
propriétés chimiques. A propos de 84% de celui- ci trouve une utilisation dans thermique et
¢lectriques inuslating matériaux, y compris les briques réfractaires, tandis que ’autre 16% est
utilis¢ comme un agent neutralisant dans le produit chimique et I’industrie pharmaceutique. 11
conclut également une petite utilisation en tant que le liant en ciment et comme un adsorbant

pour le traitement des eaux. (Attaf, 2017)
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5.3 Propriétés structurales

L’oxyde de Magnésium MgO se cristallise dans les conditions ambiantes (pression et

température) dans la structure cubique a face centrée (cfc)

Les propriétés structurales de 1’oxyde de Magnésium ont été étudiées dans les trois
structures ou phases sous les quelles il peut exister, la structure Rock-Salt, la structure CsCl et
la structure Zinc-Blind. La variation de 1’énergie totale par rapport au volume concernant les
trois structures Rock-Salt, CsCl et Zinc-Blind de 1’oxyde de Magnésium (MgO) pour chaque
méthode (FP-LAPW et Pseudo-Potentiel) avec les deux approches (LDA et GGA) . (Allal,
2010)

Lors de DRX de Nps MgO calciné a 400°C.la présence des pics de diffraction plus étroits

a cette température plus élevée qu’il confirme la formation de MgO nanopoudres.
5.4 Les propriétés optiques

Les Nps MgO ont été enregistrée par spectre d’absorption dans 1’UVvisible dans la
longueur d’onde gamme de 200- 500nm et sont présentés dans la Figure (11). Il présente
absorption a 212nm. Cette absorption est considérablement plus élevé que celui de I’essentiel
MgO en raison de vrac excitonique transitions pour les monocristaux de MgO( 163nm).
L’absorption a 212nm accrédités auprés de coordination de surface d’oxyde d'ions, la grande
longueur d'onde de la surface exciton associé a indiquant une faible coordination. En effet
potentiel électrostatique d'un O2- ion en MgO progressivement diminué en tant que la
coordination diminution, et sur tout le processus besoins moins d’énergie. Le groupe écart de
Nps MgO est calculée sur la base de I'équation a=A ( hv par exemple). L’évalué bande

optique écart de I'énergie de MgO nanoparticule est de 5. 25eV.

Les Nps MgO est un large et directe écart semi- conducteur. Cette observé bande écart de
valeur est rouge déplacé a partir de la valeur standard de vrac par exemple ( 7. 65eV). Le
décalage vers le rouge de la bande lacunes exposer I’effet de la morphologie de cristaux ayant
différents actif principal facettes et d’intervention divers énergie d’excitation et ainsi avoir
différentes directe bande lacunes, et peut étre en raison de quantique effet de taille.( Bindhu
et al, 2015)
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Figure 11 : Spectre d’absorption optique du Nps MgO.
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Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire n° 14 de la Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie, département de Microbiologie, Université des Freres Mentouri
Constantine 1.

1. Matériels
1.1. Milieu de culture

Nous avons utilisé le milieu LB solide (annexe 1), ¢’est un milieu riche, sa composition

permet de favoriser la croissance des especes bactériennes en culture.
1.2. Souches bactériennes

Nous avons testé des souches bactériennes pathogenes et responsables des infections
nosocomiales, décrites pour avoir acquis des résistances a certaines familles d’antibiotiques
largement utilisées. Ces souches ont été fournies par le service de bactériologie du CHU
Constantine. Toutes les souches ont été cultivées sur milieu LB, liquide pour les
enrichissements et solide pour les différents tests ainsi que pour la conservation. La

conservation a court terme a été faite a 4°C.

Les souches en I’occurrence appartiennent aux especes :

Staphylococcus aureus.
Bacillus subtilis.
Escherichia coli.

Pseudomonas aeruginosa.

YV V. V V V

Klebsiella pneumoniae.

1.3 Les nanoparticules (Nps)

Dans ce travail, on a préparé les nanoparticules d’oxyde de Zinc pur (ZnO), d’oxyde de
Magnésium pur (MgO) ainsi que leurs mélanges binaires avec différentes concentrations

atomiques de Zn et Mg.

» Le ZnO : pure et dopé par le MgO (5%, 10%, 50%).
» Le MgO : pure et dopé par le ZnO (5%, 10%, 50%).
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Il existe plusieurs méthodes de synthese physiques et chimiques, cependant, la voie
chimique et plus utilisée du fait qu’elle permet un meilleur controle de la forme et la taille a
I’échelle nanométrique. Parmi ces méthodes chimiques ; la co-précipitation dans un bain
chimique a été adoptée dans ce travail.

1.4 Les antibiotiques
Nous avons testé 1’effet antibactérien de quatre antibiotiques appartenant aux familles:

» Céphalosporines (Annexe2).
» B- lactamines (Annexe 3).
» Macrolides (Annexe 4).

» Aminosides (Annexe 5).

1.5 Appareils

La réalisation de ce travail a nécessité I'utilisation de 1’appareillage suivant :

Autoclave.

Vortex.

Un four électrique, une centrifugeuse pour la préparation des poudres de NPs.
Balance.

Etuve a 30°C.

Bain marie.

YV V. V V V V

1.6 Solutions
Nous avons utilisé :

> Eau distillé pour la préparation du milieu de culture.

» Eau distillé stérile pour la préparation des dilutions des Nps et d’antibiotiques.
1.7 Solvants

» Le chlorure de zinc (ZnCl), le sulfate de magnésium (MgSOs), l'acide acétique
(C2H403) et une base (NaOH) ont été utilisés pour la précipitation des poudres de ZnO
et MgO.
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2. Méthodologie

2.1 Procédé de préparation des nanoparticules d’oxydes :

Il s’agit de choisir les sources chimiques adéquates (chlorure, acétate ou sulfate) pour la
synthése, le solvant et les conditions opératoires telles que la température, le pH et la molarité
de chacune des sources a co-précipiter. Dans le cas de la premiére série ZnO-MgO. La source
de zinc est I’acétate hydraté (ZnCH3COOH, 2H,0) tandis que la source de Magnésium est le
sulfate (MgSO4). Le bain chimique est composé d’eau ultra pure comme solvant dans lequel
on rajoute un mélange [xZnO +(1-x)MgO] avec x variant entre O et 1. La préparation est
réalisée dans un bain porté a température de 50°C qui est agité magnétiquement. Le pH
nécessaire a la précipitation est ajusté a I’aide de NaOH. Une fois la co-précipitation du
composé d’oxydes est obtenue, elle est séparée par filtrage ou par centrifugation. Le gel
récolté est ensuite chauffé puis traité thermiquement a différentes températures de recuit qui

dépendent du mélange de chaque compose car leurs énergies de formations sont différentes.

2.2 Repiquage des souches
Dans des conditions stériles :

» Prélever une colonie isolée et représentative de la souche souhaitée a 1’aide d’un cure-
dent stérile ou d’une ance de platine.

> Etaler en stries sur une nouvelle boite de milieu de culture contenant du LB-Agar.

» Incuber a 37°C pendant 24 H.

» Conserver les boites de pétri ensemencées a 4°C.

2.3 La technique des tests antibactériens
2.3.1 Le repiquage des souches a testées

> Dans une boite de Pétri qui contient le milieu LB-Agar, prendre la colonie a tester a

1"aide d’un cure-dent stérile (figure 12).
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Figure 12 : le prélevement des colonies a partir d'une culture bactérienne conserve.

> Ensemencer en forme de petits patchs les cing souches sur la méme boite de Pétri
(figure 13).

Figure 13 : I’ensemencement de cinq souches en forme de petits patchs.

» Incubation dans I’étuve a 37°C pendant 24 H. dans la figure(14) résultats d’incubation.
» Un témoin négatif (boite de LB-Agar vierge) et un témoin positif (Une souche du

laboratoire) ont été réalisés.
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Figure 14 : Résultats de repiquages des souches.

2.3.2 Application des NPs et des antibiotiques sur les colonies des souches testées

» Prendre a laide d'une micropipette 20 ul des NPs (ou d’antibiotiques) et déposer
verticalement sur chaque patch de la bactérie a tester (figure 15).

Figure 15 :L’application des nanoparticules (ou antibiotiques) sur les colonies bactériennes.

» Incubation des boites préparées 24H a 37°C.
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Figure 16 : Les diagrammes de diffraction (diffractogrammes) des Nps
préparées

Les diffractorgrammes obtenus (Courbes I=f(20)) par analyse de la diffraction du

rayonnement X (DRX) sur les diverses poudres d’oxydes préparées montrent clairement que

les matériaux préparés sont cristallins. Ces graphes sont alors traités par association avec une

base de données de référence grace a un logiciel. Afin d’identifier ces matériaux, il suffit de

trouver des superpositions entres les pics des diffractogrammes pour chaque échantillon et

ceux enregistrés dans la base de données (figure 16).

L’analyse des graphes obtenus nous a permet d’indexer tous les matériaux préparés lors de

ce travail. Pour les échantillons « ZnO pur » et « ZnO dopé MgO », on voit nettement qu’il

s’agit uniquement de la phase ‘ZnO’ (Oxyde de Zinc), par contre, en augmentant la

concentration de MgO dans les échantillons, on distingue la coprésence de trois nouvelles

phases a base de Mg comme la phase ‘Mg’(Magnesium) atomique, ‘Mg(OH).’(Hydroxide

de Magnesium) et notamment la phase ‘Mg0O’ (Oxyde de Magnesium).
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Résultats et discussion

Aussi révolutionnaire que 1’était la découverte des antibiotiques dans les années 50, aussi
catastrophique est 1’état actuel des résistances bactériennes vis-a-vis de ces molécules divines.
En 2008, ’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) a fait de la résistance bactérienne aux
antibiotiques, le sujet de sa journée internationale. Cette journée avait comme slogan :
« Retour a I’ére avant les antibiotiques ». Depuis, les efforts des chercheurs partout dans le
monde se sont consolidés. Non seulement dans I’espoir de découvrir de nouvelles molécules

antibiotiques mais surtout pour en développer de nouvelles alternatives.

L’une des pistes qui est jusqu’a présent pas trés exploitée est celle des « Nanoparticules
d’oxyde de métaux ». En effet, les métaux sont utilisés pour leur effet antibactérien depuis
I’antiquité (les exemples du cuivre et de I’argent sont les plus cités). La présence de I’oxygene

en compagnie de ces méetaux favorise souvent leur effet.

Dans cette optique, 1’objectif de notre travail était alors de tester I’effet antibactérien de
certains oxydes de métaux : le ZnO et le MgO ainsi que leurs mélanges. Ce choix n’était pas
aléatoire, ces deux éléments sont les principaux cofacteurs enzymatiques indispensables a la
quasi-totalité des réactions biochimiques. Leurs présence alors ne représente aucun danger
pour I’étre humain dans d’éventuelles utilisations clinique et surtout, ils sont reconnus par la
cellule bactérienne ce qui diminue considérablement le risque d’étre rejeté par la cellule via la

sélectivité de sa membrane cytoplasmique.

Pour abordé notre sujet, nous avons commencé par choisir 5 souches bactériennes connues
pour leur résistance aux familles d’antibiotiques les plus utilisées (antibiotiques a large
spectre d’action). Il s’agit la de: E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, B. subtilis et K.
pneumoniae. Pour tester I’effet antibactérien des deux oxydes de métaux : ZnO et MgO ainsi
que leurs mélanges respectifs, des concentrations de 2, 1, 0.5 et 0.2 mg/ml ont été réalisees

pour chague solution et déposés sur les colonies des souches de test.

Une comparaison a été par la suite établie avec I’effet de 4 antibiotiques appartenant a la
famille des B- lactamines, des céphalosporines, des aminosides et des macrolides en utilisant
les mémes concentrations pour chacun des antibiotiques. Cette comparaison nous permet de
voir si I’on acquit un meilleur effet antibactérien en utilisant les oxydes des métaux par

rapport a ce que les antibiotiques donnent comme résultat.

1. Effet des antibiotiques sur les différentes souches bactériennes
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Dans nos tests réalisés sur la souche d’E. coli, cette derniere a présenté une véritable
résistance a I’encontre de tous les antibiotiques testés. Le seul effet remarqué était celui
obtenu avec les céphalosporines & une dose de 0.2 mg/ml. Ce résultat a été bien attendu
notamment avec les B-lactamines pour lesquelles, E. coli est naturellement résistante
(Bonnet, 2006).

Un autre effet mais cette fois-ci trés considérable, a été observé chez la souche de P.
aeruginosa et ce avec les aminosides a une dose de 0.5 mg/ml. Ce qui confirme ce qui a déja
été cité dans la partie bibliographique concernant la résistance de cette espéce bactérienne aux
B-lactamines et aux céphalosporines (Pool, 2004).

Pour le reste des souches testées, aucun effet n’a été remarqué. Les especes appartenant aux
genres Bacillus, Klebsiella et Staphylococcus sont connues pour leur trés grande résistance.

Les tableaux et les figures suivantes récapitulent les résultats obtenus de ce premier test.

Tableau 2 : effet antibactérien des céphalosporines, B- lactamine, macrolides, aminoside avec
les concentrations 1 mg/ml ,2 mg/ml ,3 mg/ml, 4 mg/ml sur E. coli

Antibiotiques
céphalosporine | B- lactamine macrolide aminoside
Concentration
2mg/ml Pas d’cffet Pas d’cffet Effet faible Pas d’effet
1mg/mi Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet Pas deffet
0,5mg/ml Effet moyen Effet moyen Effet moyen Effet moyen
0,2mg/ml Effet fort Effet moyen Effet moyen Effet moyen
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Tableau 3 : effet antibactérien des céphalosporine, B- lactamine, macrolides, aminoside avec
les concentrations 1 mg/ml ,2 mg/ml ,3 mg/ml, 4 mg/ml sur S. aureus.

Antibiotiques

céphalosporine | B- lactamine macrolide aminoside
Concentration
2mg/ml Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet Effet moyen
1mg/ml Pas d’effet Effet faible Effet faible Effet faible
0,5mg/ml Effet faible Effet faible Pas d’effet Effet faible
0,2mg/ml Effet faible Effet faible Effet faible Effet faible

Tableau 4 : effet antibactérien des céphalosporine, B- lactamine, macrolides, aminoside avec
les concentrations 1 mg/ml ,2 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,2 mg/ml sur P. aeroginosa

Antibiotiques

céphalosporine B- lactamine macrolide aminoside
Concentration
2mg/ml Effet faible Effet faible Effet faible Effet moyen
1mg/mi Effet faible Effet faible Effet faible Effet faible
0,5mg/ml Effet fort Effet moyen Effet faible Effet fort
0,2mg/ml Effet faible Effet faible Effet moyen Effet moyen
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Tableau 5 : effet antibactérien des céphalosporine, B- lactamine, macrolides, aminoside avec
les concentrations 1 mg/ml ,2 mg/ml ,3 mg/ml, 4 mg/ml sur Bacillus

Antibiotiques

céphalosporine | B- lactamine macrolides aminoside

Concentration
2mg/ml Pas d’effet Pas d’effet Effet faible Pas d’effet
1mg/ml Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet
0,5mg/ml Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet
0,2mg/ml Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet

Tableau 6 : effet antibactérien des céphalosporines, B- lactamine, macrolides, aminoside
avec les concentrations 1 mg/ml ,2 mg/ml ,3 mg/ml, 4 mg/ml sur Klebsiella

Antibiotiques

céphalosporine | B- lactamine macrolides aminoside
Concentration
2mg/ml Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet Effet moyen
1mg/mi Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet
0,5mg/ml Effet moyen Pas d’effet Effet faible Pas d’effet
0,2mg/ml Effet faible Effet moyen Pas d’effet Effet faible

37




Résultats et discussion

Figure 17 : Effet observé chez P. aeruginosa sous aminosides a une concentration de 0.5

mg/ml

2. Effet des NPs sur les différentes souches bactériennes

Dans une deuxiéme expérience, les oxydes de métaux ZnO et MgO ainsi que leur mélange
(50/50%) ont été appliqué sur les souches de test afin d’observer leur effet antibactérien. Pour

ce, les mémes concentrations déja utilisées avec les antibiotiques ont été adoptées.

Il a été observé que les oxydes de métaux pures sont beaucoup plus efficace que le mélange
et ce sur toutes les souches testées. D’autre part, les souches de P. aeruginosa et de S. aureus
ont été sensible aussi bien au ZnO qu’au MgO pures alors que la souche d’E. coli n’a montré
de sensibilité que vis-a-vis du MgO. L’effet obtenu sur S. aureus est d’une importance
majeure. En effet, cette bactérie s’est montrée résistante vis-a-vis des antibiotiques testés. En
plus, I’effet antibactérien des ZnO et MgO est observé a trés faible dose : 0.2 mg/ml (Figure
18).

Comme pour les antibiotiques, les souches des genres Bacillus et Klebsiella se sont encore

une fois montrées résistantes.
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Figure 18 : Effet antibactérien du ZnO pure sur la souche de S. aureus a la concentration de

0.2 mg/ml

3. Effet antibactérien des oxydes de métaux dopés

Dans une troisieme expérience, nous avons jou¢ sur la concentration de présence de 1’'un des
oxydes de métaux avec I’autre pour voir si ¢a améliore, ¢a diminue voire ¢a annule ’effet déja
observé. Nous avons appelé cette expérience : expérience de « Dopage ». Ainsi, les mélanges
suivant ont été constitués : ZnO-5% MgO/ Zn0-10% MgO/ MgO-5% ZnO et MgO-10%
ZnO. Les résultats obtenus sont récapitulés dans les figures suivantes :

Figure 19: I’effet antibactérien du ZnO 57 MgO sur les cing souches testées
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Figure 22: I’effet antibactérien du MgO 107 ZnO sur les cing souches testées.
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Comme le montre les images, les deux souches des espéces B. subtilis et K. pneumoniae se
comportent toujours de la méme maniére quelque soit la concentration des solutions

métalliques.

Chez E. coli, un nouvel effet antibactérien apparait avec le MgO-5% ZnO a une
concentration de 2 mg/ml alors qu’a cette concentration aucun effet n’a été observé avec le

MgO pure. Il se pourrait qu’a faible concentration le ZnO pourrait booster I’effet du MgO.

D’une maniére surprenante, I’effet observé chez S. aureus en présence du ZnO et du MgO
pure a été annulé aussi bien avec le dopage 5% que 10% et dans les deux sens et dans toutes
les concentrations. Cette observation est trés importante car elle nous révele un effet
antagoniste des deux molécules métalliques lorsqu’elles sont associées et spécifiquement sur
cette espéce bactérienne, chose qui n’a pas été observée avec les autres bacteries testées. Il est
donc recommander de ne pas associer les deux molécules d’oxydes de métaux dans la lutte

contre le Staphylocoque.

La souche P. aeruginosa s’est montrée tres sensible vis-a-vis des deux types de dopage et a

toutes les concentrations.

D’une manic¢re globale, ces résultats sont trés encourageants et trés prometteurs. Les
souches de Staphylococcus et de Pseudomonas qui se montraient résistantes avec
pratiquement tous les antibiotiques testés, deviennent sensible et de maniere considérable vis-
a-vis des MgO et des ZnO pures et dopés et ce a treés faible concentrations (méme a 0.2
mg/ml). Ceci semble étre une piste trés importantes a tester sur d’autres souches des mémes
especes qui pourraient €tre plus résistantes. D’autres oxydes de métaux (CaO a titre
d’exemple) pourraient étre appliqués sur les souches hyper-résistantes de Bacillus et de

Klebsiella dans I’espoir d’en trouver un effet antibactérien.

Les mécanismes d’action de ces oxydes de métaux sur les bactéries en générale ne sont pas
encore élucidés. 1l serait tres intéressant de pouvoir les étudier pour mieux améliorer leurs
effets.

Enfin, d’autres tests sur de nouvelles especes et avec de nouvelles concentrations seraient
d’un grand apport scientifique pour ce domaine important de la recherche et de la vie

humaine.
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Conclusion

L'activité antibactérienne des NPs (ZnO et MgO) sous leurs formes pure et dopé (en
solution) a été comparée a celle de quatre antibiotiques appartenant aux familles :
céphalosporine, B- lactamine, macrolides et aminoside. Les NPs ZnO et MgO pures et dopés
ainsi que les antibiotiques ont été utilisés a différentes concentrations (2 mg/ml, 1 mg/ml ,
0,5 mg/ml et 0,2 mg/ml). Les NPs ont été préparés par la technique de précipitation et leurs

produits ont été investis par la technique de DRX .

L'activité antibactérienne a été testée sur cing souches bactériennes (Escherichia coli,
Bacillus subtilis., Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Staphylocoques
aureus), par l'application directe des NPS ZnO et MgO pures et dopés ou des antibiotiques
sur les colonies de ces souches. Cette méthode nous a permis d’observer 1’effet de chacune
des molécules testées. Les NPs se sont avérés trés efficaces sur certaines souches bactériennes
et a tres faible concentration (0,2 mg/ml). Contrairement a ce qui était attendu, les
antibiotiques se sont montrés moins efficaces sur les mémes concentrations. Ce résultat est
d’une importance majeure. En effet, il ouvre une nouvelle bréche dans la possibilité d’utiliser
ces NPs pour remplacer certains antibiotiques surtout que leur efficacité a faible dose diminue

leur éventuel effet toxique a long terme dans le cas d’une administration humaine.

Ce travail pourrait alors étre un nouveau pas dans la découverte de nouvelles alternatives
dans la lutte contre la résistance bactérienne et contribuer ainsi a résoudre cette véritable

menace universelle.
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Listes des annexes
Annexe 1 : le milieu LB

Le milieu de culture LB (Pour lysogeny broth ou incorrectement milieu Luria-Bertani) est
un milieu de culture nutritif, servant initialement a la culture bactérienne. 1l a été d'abord
développé par Bertani, qui le nomma lysogeny broth (bouillon lysogéne) dans sa premiere
publication?,

pour la préparation de 1 litre de LB :

» 10 g de peptone
» 5 g dextrait de levures
» 10 g de NaCl

Annexe 2 : Céphalosporines

Les céphalosporines inhibent I'élaboration de la paroi bactérienne, en interférant avec la
synthese du peptidoglycane ou muréine, par un mécanisme d'inhibition compétitif des

transpeptidases extra-cytoplasmiques
Annexe 3 : B-lactamines

L'action antibactérienne des pénicillines provient de leur liaison aux Protéines de Liaison
aux Penicillines (PLP) et surtout, de l'inhibition des activités de transpeptidases impliquees

dans la synthese de la paroi bactérienne.
Annexe 4 : Mcrolides

Les macrolides (des bactériostatiques) a chaine 14 ou 16 carbones altérent la synthése des
protéines bactériennes en se fixant sur les ribosomes (sous-unité 50S) et en bloguant ainsi

cette synthese par encombrement stérique.
Annexe 5 : Aminosides

Les aminosides se lient & la sous-unité 30S des ribosomes des bactéries et interferent avec
la traduction des ARN messagers en protéines. Plus précisément, la plupart des
aminoglycosides se fixent a I'ARN ribosomique 16S, au niveau du site de décodage (site A).
Cette fixation ne bloque pas la traduction, mais induit des erreurs dans le décodage des

codons effectués par le ribosome.
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Résumé

Résumé

Le travail présenté a eu pour objectif d'étudier l'activité antibactérienne de deux
nanoparticules d'oxydes métalliques qui sont ZnO et MgO et leurs dopages.

Pour ce faire, l'activité a été évaluée pour les NPs en suspension dans de l'eau distillée
stérile. La formation des deux oxydes est confirmée par diffraction DRX.

Les tests de l'activité antibactérienne ont été réalisés sur cing souches qui sont :
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerogenosa, Bacillus subtilis et
Klebsiella pneumoniae. Les résultats de I'activité antibacterienne ont été évalués par reférence

a quatre familles d'antibiotiques : céphalosporines, B-lactamine, macrolide, aminoside.

Cette evaluation de l'activité a été effectuée par lI'observation de la zone d'inhibition sur les
colonies bactérienne. Les résultats ont montré de trés bonnes activités antibactériennes des
NPs : ZnO et MgO et leurs dopages, particulierement pour MgO 10%, ZnO et MgO 5%, ZnO
qui se sont montrés plus efficaces que tous les antibiotiques et ont donné un halot d’inhibition

considérable et ce a trés faible dose (0,2 mg/ml).

A Tissue de ce travail il ressort que l'activité antibactériennes est meilleure pour MgO
dopé ZnO : MgO 10% ZnO et MgO 5% ZnO.

Mots clé : Les nanoparticules d'oxydes métalliques, activités antibactérienne, ZnO MgO,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerogenosa, Bacillus subtilis,

Klebsiella pneumoniae.



Abstract

Abstact

Work show goal was to the study of activity antibacteriennes two of the nanoparticles metal
oxides that zinc oxide MgO and on the doping, and that are used in a comment that have been
applied directly

To boost to this, activity assessment for NPs suspended in distilled sterile water.Training
of two of the oxides confirmation by diffraction R- X.

Tests activity antibacteriennes has been made on the five strains that are: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, pseudo- aerogenosa, Bacillus thin, Klebsiella pneumoniae.the results
of activity antibacteriennes has been evaluated by reference to four families of antibiotics:
cephalosporins, B- lactam, macrolide, aminoglycoside.

This assessment of activity carried out by the control inhibition of area on the spots. The
results showed very good activities antibacteriennes of NPs: zinc oxide and MgO and on the
doping, but on all on the MgO 10% zinc oxide and MgO 5% zinc oxide, which gave the

activity upper area decomposition of well Note.

At the end of this work seems that activity antibacteriennes of the best MgO doped zinc
oxide: MgO 10% zinc oxide and MgO 5% zinc oxide.

Keywords: nanoparticles oxides metal, activities antibacteriens, zinc oxide MgO,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, pseudo- aerogenosa, Bacillus thin, Klebsiella

pneumoniae.
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Résumé
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