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Introduction

L'une des préoccupations sanitaires mondiales les plus importantes est I'émergence et
la propagation rapide d'agents pathogeénes résistants aux médicaments [1], qui ont développé

de nouveaux mécanismes de résistance, conduisant a une résistance aux antimicrobiens [2][3].

L'émergence de bactéries multirésistantes aux médicaments est due a plusieurs facteurs,
notamment l'utilisation excessive et inappropriée d'antibiotiques [4], a mauvaise gestion des
infections, a I'échange de génes de résistance entre souches bactériennes [5][6], et a la
surutilisation d'antibiotiques, entre autres facteurs [3]. De plus, ce processus naturel complexe
est affecté par plusieurs facteurs, notamment les conditions écologiques, la concentration des
communautés microbiennes et I'utilisation généralisée d'antibiotiques dans les établissements
de santé [7]. En 2023, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a déclaré que la résistance
aux antimicrobiens était responsable de 1,27 million de déces dans le monde en 2019. Elle
entraine une augmentation de la morbidité et de la mortalité [8], des échecs thérapeutiques, des
hospitalisations prolongées [9] et des colts de santé. De plus, les bactéries multirésistantes
réduisent progressivement les options thérapeutiques disponibles, compromettant ainsi
I’efficacité des traitements antibiotiques [10]. Les infections causées par des bactéries
multirésistantes affectent non seulement la santé humaine, mais aussi I'economie [11], elles
entraineraient une perte pouvant atteindre 100 000 milliards de dollars par an [12]. Des efforts
considérables ont été consacrés au développement de nouveaux composés ou de nouvelles

stratégies pour lutter contre les bactéries multirésistantes.

Face a cette situation perieuse, les nanotechnologies apparaissent comme une
alternative prometteuse pour renforcer la lutte contre la dissemination des bacteries
multiresistantes. La nanotechnologie est un domaine scientifique impliquant l'ingénierie des
matériaux a I'échelle nanométrique (1-100 nm) [13] [14]. Les nanostructures possédent de
nouvelles propriétés physicochimiques, électrochimiques et biologiques [15], telles que la
grande surface spécifique et la présence de fractions biochimiques a leur surface, des charges
de surface spécifiques, une forte réactivité chimique et la capacité a pénétrer les barrieres

cellulaires bactériennes [16].

Différentes approches mécaniques, physiques et/ou chimiques permettent de
synthétiser des nanoparticules [17]. Cependant, les méthodes conventionnelles font souvent
appel a des produits chimiques toxiques, non biodégradables et colteux comme agents
réducteurs, stabilisants et coiffants. Ces substances ont des effets néfastes sur I'environnement

et les systémes biologiques [18] [19].
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La bio-nanotechnologie a été proposée comme une alternative rentable et présente de
nombreux avantages, notamment une production plus rapide, une meilleure reproductibilité,
une biodégradabilité, une stabilité supérieure des matériaux produits, une biocompatibilité
améliorée et I'absence de réactifs chimiques supplémentaires [20]. Cette méthode repose sur
I'utilisation de biomolécules issues d'organismes vivants [21] [22], notamment de bactéries
[23], de plantes [24], d'algues [25], de levures [26], de champignons [27] et de cyanobactéries,

capables de survivre dans des conditions extrémes [28].

La biosynthése microbienne de nanoparticules suscite un intérét croissant en raison de
I'intersection entre la nanotechnologie et la biotechnologie microbienne [29]. Les micro-
organismes peuvent biosynthétiser des nanoparticules de deux maniéres : intracellulaire et/ou
extracellulaire [18]. La biosynthése extracellulaire est plus avantageuse que la biosynthese
intracellulaire car cette derniere nécessite des méthodes de lyse cellulaire spécifiques [30],
tandis que la biosynthéese extracellulaire est moins codteuse et plus simple [31]. Pour cela, la
recherche de souche bactériennes bénéfiques constitue une étape clé dans le développement de
méthodes biologiques pour la production de nanoparticules, offrant une alternative écologique

aux procédés chimiques traditionnels.

Le lait de chamelle et ses dérivés sont une source importante de bactéries lactiques [32],
telles que Lactobacillus sp., Lactococcus sp., Enterococcus sp. et Streptococcus sp. [33] [34].
Ces bactéries peuvent produire une large gamme de composés bioactifs, notamment des
polyphénols [35], des peptides [36], des acides organiques [37], des polysaccharides [38] [39]
et des protéines [40]. Ces produits offrent des avantages particuliers qui en font des éléments

clés d'une biosynthése respectueuse de I'environnement de nanoparticules.

Les nanoparticules de chlorure d'argent (AgCINPs) ont démontré un fort potentiel
antibactérien contre des bactéries pathogénes d'origines diverses, notamment médicales [41] et
alimentaires, ainsi que de fortes propriétés de piégeage des radicaux libres [42], ce qui les rend

applicables dans de nombreux domaines.

Afin d'empécher la propagation des souches résistantes aux antibiotiques, I’OMS a
declare en 2021, la nécessité d'une action immédiate dans de multiples secteurs afin d'en étudier
les causes et de trouver des solutions appropriées pour éviter de compromettre les objectifs de
développement durable. Etant donné que les établissements de santé générent quotidiennement
d'importantes quantités de données complexes, des études rétrospectives en milieu hospitalier

sont essentielles. En effet, une revue de la littérature montre que la majorité des études
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rétrospectives sur les bactéries multirésistantes dans les établissements de santé sont
concentrées sur un seul type de produit pathologique ou une bactérie multirésistantes.

En passant en revue les etudes menees dans ce sens, aucune etude n’a rapporte jusqu a
present I’utilisation d'un extrait extracellulaire de bactéries lactiques de smen de chamelle
comme agent réducteur et stabilisant dans la biosynthese de nanoparticules de chlorure
d'argent. Cette méthode est considérée comme peu codteuse et slre pour l'opérateur et
I'environnement, car elle utilise une bactérie probiotique bénéfique pour la santé humaine et ne
fait pas appel a utilise de réactifs dangereux. Ainsi, aucune étude antérieure n'a exploré I'effet
des nanoparticules de chlorure d'argent biosynthétisées sur des bactéries multirésistantes aux
antibiotiques via deux approches in vitro et in silico, ainsi que, I'étude de la cytotoxicité et la

biocompatibilité par des approches in vitro, in vivo et in silico.

Ce manque de données scientifiques souligne la nouveauté et la pertinence de notre
travail, qui adopte une approche combinée, intégrant une etude retrospective a fin de determiner
la distribution et les taux de résistance aux antibiotiques des bactéries isolées de divers services
et produits pathologiques de I’Hopital Public de la région du sud algérien (Ouargla) en 2023,

dans le but d’explorer des solutions potentielles a ce probléme de santé publique mondial.

Ainsi que, l'étude et I'évaluation d'une nouvelle application de la biosynthese
extracellulaire de nanoparticules de chlorure d'argent par Streptococcus sp. isolé de smen de
chamelle, un produit alimentaire fermenté traditionnel du sud algérien, et I’évaluation de leur
activité antibactérienne contre des bactéries multirésistantes a 1’aide d’approches in vitro
(diffusion sur disque, concentration minimale inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB)) et in
silico pour élucider leurs mécanismes d’action moléculaires. De plus, I’étude de la biosécurité

et la compatibilité des AgCINPs biosynthétisé par trois approches in vitro, in vivo et in silico.

Une telle approche intégrée représente une avancée significative dans le domaine de la
nano-biotechnologie appliquée a la lutte contre les pathogenes multirésistantes aux
antibiotiques. Afin de proposer des solutions innovantes aux problemes liés aux d'infections
résistantes aux traitements disponibles, nous abordons également 1’activité antioxydante des

nanoparticules produites par plusieurs tests.
Cette thése comporte cing chapitres distincts :

Le premier chapitre présente une revue bibliographique explorant des matériaux et
procédés innovants, structuré en trois parties interdependantes. Il introduit les bactéries

multirésistantes comme risque mondiale, se concentre ensuite sur la nanotechnologie et les
3
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nanoparticules comme solution innovante contre le bactéries multirésistantes, et enfin, explore
les bactéries lactiques comme des souches probiotiques produisant des molécules bioactives

utilisees comme des agents réducteurs et stabilisantes dans la biosynthése des nanoparticules.

Le deuxiéme chapitre détaille les matériaux et les méthodes expérimentales mis en
ceuvre dans cette étude. Il expose initialement 1’étude rétrospective sur les bactéries
multirésistantes a 1’hopital Mohamed Boudhiaf Ouargla, 1’identification et I’antibiogramme
des bactéries collectées, Ainsi que, la biosynthese des nanoparticules de chlorures d’argent par
une bactérie lactique Streptococcus sp. et leur caractérisation. Au terme de cette recherche le
potentiel biologique des nanoparticules de chlorures d’argent biosynthétisée et leur toxicité a
ete aborde.

Le troisieme chapitre expose et discute les résultats obtenus lors de 1’étude rétrospective
sur les bactéries multirésistantes a 1’hopital mohamed boudhiaf ouargla pendant I’année 2023.

Le quatriéme chapitre expose et discute les résultats obtenus lors de la biosynthese et la
caractérisation des nanoparticules de chlorure d’argent biosynthétisées extracellulairement par
la souche lactique Streptococcus sp.

Le cinquiéme chapitre expose et discute les résultats de 1’effet des nanoparticules de
chlorure d’argent contre les bactéries multirésistantes par des approches in vitro et in silico. De
plus les résustats de la cytotoxicité de ces nanoparticules par trois approches in vitro, in vivo et
in silico.

Enfin, une conclusion générale synthétise les résultats majeurs suivie de perspectives

achéve cette étude.
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Ce chapitre présente le cadre théorique de I’étude en synthétisant les connaissances
scientifiques relatives au sujet, afin de situer la recherche dans son contexte, d’identifier les
avancées et les limites des travaux antérieurs, et de justifier ’intérét de 1’étude. Il est organisé
en trois parties : les bactéries multirésistantes, les nanoparticules et la nanotechnologie, ainsi

que les bactéries lactiques.

I.1. Les antibiotiques & Bactéries multirésistantes

1.1.1. Définition des antibiotiques
Un antibiotique est une substance naturelle ou synthétique qui détruit ou bloque la

croissance de bactéries. Dans le premier cas, on parle d’antibiotique bactéricide et dans le
second cas d’antibiotique bactériostatique. Un antibiotique peut étre a la fois bactériostatique

et bactéricide, tout dépendant de sa dose [43].

1.1.2. Classification des antibiotiques
La classification des antibiotiques peut se faire selon les critéres suivants :

A. Origine

Les antibiotiques d’origine naturels . sont synthétisés par des microorganismes
procaryotes ou eucaryotes présents dans I'environnement, tels que les tétracyclines, les béta-
lactames, les oligosaccharides, les aminosides, les macrolides, la rifamycine, les polypeptides,

les glycopeptides, les fosfomycines, la novabiorine et I'acide fusidique.

Les antibiotiques d'origine synthétique : sont produits soit par synthése chimique ou

semi synthetique telles que les sulfonamides, les quinolones etc [44].

B. Spectre d'activités

La gamme d'efficacité d'un antibiotique englobe toutes les bactéries qui y sont
généralement sensibles, ce qui permet son application stratégique en milieu clinique. L'étendue
de son spectre peut varier en fonction des divers degrés d'activité potentielle de I'antibiotique
contre différentes souches bactériennes. Sa portée plus ou moins étroite, plus ou moins large
[45].

C. Structures chimique

Les structures chimiques des antibiotiques sont tres diverses et constituent la base de la
classification des antibiotiques en familles. Par exemple, les macrolides ont un noyau lactone

au centre et les beta-lactamines ont un cycle beta-lactame [45].
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D. Types d'activités des antibiotiques

Les antibiotiques bactéricides « tuent » les bactéries, les antibiotiques bactériostatiques
« empéchent la croissance » des bactéries [46].

E. Mode d’action

Il existe actuellement une trés large gamme d’antibiotiques avec différents mécanismes
d’action selon leur cible au sein de la cellule bactérienne. La plupart des antibiotiques
empéchent la croissance des bactéries en les détruisant ou en inhibant la synthese de leurs parois
cellulaires et de leur matériel génétique (ADN ou ARN). Certains antibiotiques peuvent
également agir sur la structure des membranes cellulaires ou bloquer certains processus

métaboliques, comme la synthese des folates [47].

1.1.3. Mode d’action des antibiotiques
Les antibiotiques ciblent principalement la biochimie et la physiologie des cellules

microbiennes afin de réduire leur croissance ou de les tuer. Certains antibiotiques détruisent les
parois ou les membranes cellulaires des bactéries en dissolvant les composants beta-lactame et
glycopeptidigue, tandis que d'autres ciblent la machinerie de synthése protéigue en se liant aux
ribosomes. Parmi ces antibiotiques ciblant la paroi cellulaire, on trouve les aminoglycosides, la
tétracycline, le linézolide, le chloramphénicol et les macrolides. Les autres antibiotiques ciblant
la machinerie cellulaire et interférant avec la synthése des acides nucléiques comprennent la
rifampicine et les fluoroquinolones. Les antibiotiques restants interférent avec les voies
métaboliques et détruisent la matrice membranaire, notamment les analogues de I'acide folique,

la daptomycine, les polymyxines et les sulfamides [48].

I.1.4 Résistance aux antibiotiques & Bactéries multirésistantes
Les premiers cas de résistance ont été signalés dés l'introduction des sulfamides en

1930 ; ils laissaient présager l'apparition de résistances dans l'environnement naturel a
I’antibiotique, sans pour autant confirmer I'existence de pathogenes résistants mortels.
Conséquence de l'activité humaine, l'utilisation de fortes concentrations d'antibiotiques, a
entrainé une altération significative de leur efficacité intrinseque et une prolifération rapide de

bactéries résistantes [48].

La résistance aux antibiotiques est un phénoméne dans lequel un médicament ne
parvient pas a inhiber efficacement la croissance bactérienne. D’un autre coté, la capacité des
pathogenes a survivre a I'exposition et a I'administration d'antibiotiques susceptibles de les tuer

ou de limiter leur prolifération est appelée resistance aux antibiotiques [49]. La résistance aux

8
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antibiotiques nait d'un processus de sélection naturelle, mais une utilisation irresponsable

augmente la tendance au développement de micro-organismes résistants [50].

1.1.4.1 Définition des bactéries multirésistantes
Les bactéries multiresistantes (BMR) sont des organismes présentant des résistances

multiples par rapport au phénotype sauvage de leurs espéces respectives. Cela suggére que la
classification d'une souche particuliére en tant que souche BMR dépend du développement de
mécanismes de résistance. Ces souches présentent généralement une convergence de divers

mécanismes de résistance a une ou plusieurs familles d'antibiotiques [51].

1.1.4.2 Mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques

Les bactéries développent une résistance aux antibiotiques principalement selon trois

mécanismes : intrinséque, acquis et phénotypique [52].

La résistance acquise résulte de mutations génétiques ou de 1’acquisition de nouveaux
génes de résistance. Quant a la résistance phénotypique, elle correspond a une capacité
temporaire des bactéries a tolérer les antibiotiques grace a des modifications de 1’expression
génique ou protéique induites par des facteurs environnementaux [53]. De plus, les bactéries
développent souvent une résistance aux antibiotiques par divers mécanismes, notamment
I’inactivation enzymatique des médicaments, la modification des cibles ou la réduction de la

pénétration des antibiotiques dans la cellule bactérienne [52].

Perméabilité altérée : Des modifications de la perméabilité de la membrane cellulaire
bactérienne peuvent influencer la facon dont les antibiotiques pénétrent dans la cellule. Une
perméabilité réduite peut diminuer I’absorption de I’antibiotique et donc son efficacité.
Exemple : Les bactéries Gram négatif, telles que Escherichia coli, peuvent développer une
résistance aux tétracyclines en réduisant la perméabilité de leur membrane externe, limitant

ainsi I’entrée de I’antibiotique dans la cellule [48].

Pompes d’efflux : Les cellules bactériennes peuvent utiliser des pompes d’efflux, des
protéines membranaires, pour expulser activement les antibiotiques de la cellule. Cela réduit la
concentration intracellulaire de 1’antibiotique, le rendant moins efficace. Par exemple,
Pseudomonas aeruginosa, un pathogéne opportuniste, possede des pompes d’efflux comme
MexAB-OprM, capables d’expulser des antibiotiques tels que les fluoroquinolones, les
tétracyclines et les aminoglycosides. Ce mécanisme d’efflux contribue a la résistance de la
bactérie a plusieurs classes de médicaments [48].

9
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Voies métaboliques alternatives : Certaines bactéries peuvent contourner les effets des
antibiotiques en utilisant des voies métaboliques alternatives. Par exemple, au lieu d’utiliser la
dihydrofolate réductase ciblée par le triméthoprime, les bactéries peuvent utiliser une autre

enzyme, rendant ainsi ’antibiotique inefficace [48].

Inactivation enzymatique : Certaines bactéries produisent des enzymes capables de
modifier ou de dégrader chimiquement les antibiotiques. Par exemple, les béta-lactamases
peuvent décomposer les béta-lactamines comme la pénicilline et les céphalosporines.

L’antibiotique est ainsi inactivé avant de pouvoir exercer son action antimicrobienne [48]

Mutations génétiques : Les mutations génétiques peuvent survenir par cing
mécanismes : substitution, délétion, addition, inversion et duplication. Par exemple, une
résistance spontanée aux fluoroguinolones comme la ciprofloxacine et la norfloxacine peut se

développer suite a des mutations des génes codant pour I’ADN gyrase, gyrA et gyrB [54].

Un autre mécanisme de résistance, probablement le plus important, est le transfert de
plasmides ; il peut transmettre a 1’organisme hote et a sa descendance des informations
génétiques supplémentaires conférant une résistance aux antibiotiques. Les antibiotiques
contribuent a ce phénomeéne en provoquant la transmission de génes de résistance entre les
micro-organismes et en exercant une pression de sélection favorisant le développement de
bactéries résistantes. D'autres souches résistantes aux antibiotiques transferent les génes codant
pour la résistance a des antibiotiques spécifiques, qui évoluent par mutation [55].

De plus, les mutations peuvent également affecter les sites cibles des antibiotiques, tels
que les enzymes avec lesquelles 1’antibiotique interfére ou les ribosomes bactériens auxquels il
se lie [56]. Les mutations de ces sites cibles peuvent altérer la structure du site de liaison,
réduisant ainsi I’affinité de 1’antibiotique pour sa cible et diminuant son efficacité. De ce fait,
la bactérie devient moins sensible a I’action de 1’antibiotique, ce qui induit une résistance. De
plus, les mutations peuvent également activer les pompes d’efflux, des protéines spécialisées

qui expulsent activement les antibiotiques de la cellule bactérienne avant qu’ils ne puissent agir.

Transfert horizontal de genes (THG): Le transfert horizontal de génes joue un role
majeur dans la propagation et le maintien de la résistance bactérienne. Un exemple notable est
la diffusion du géne blaNDM-1 chez les entérobactéries, conférant une résistance aux
carbapénémes grace a la production d’une carbapénémase capable d’inactiver ces

antibiotiques[57].
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Formation de biofilms : les bactéries induisent des propriétés de résistance par la
formation de biofilms. Ces biofilms sont des polyméres fortement hydratés composés de
polysaccharides, de protéines et d'/ADN, collectivement appelés substances polymériques
extracellulaires [52]. La formation de biofilms permet aux bactéries d'adhérer aux surfaces et
de se protéger des antibiotiques et du systeme immunitaire. Au sein d'un biofilm, les bactéries
peuvent communiquer par un processus appelé quorum sensing, ce qui leur permet de
coordonner leurs mécanismes de résistance. Cela peut conduire a une tolérance aux
antibiotiques plus élevée que celle des cellules planctoniques (libres) individuelles. La matrice
protectrice du biofilm peut entraver la pénétration des antibiotiques, rendant difficile I'accés des
médicaments aux bactéries et leur destruction. La formation de biofilms est particulierement
préoccupante en milieu clinique, car elle entrave le traitement antibiotique des infections en

raison de l'acquisition facilitée de génes de résistance aux antibiotiques [58].

1.1.4.3 Espéces bactériennes multirésistantes

Parmi les bactéries associées a la résistance aux antibiotiques, un groupe de sept agents
pathogenes constitue une menace importante. L'Organisation mondiale de la Santé (OMS) a
classé les pathogenes suivants comme « ESKAPE » en fonction de leur importance clinique et
de leur niveau de résistance : (E: Enterococcus faecium, S: Staphylococcus aureus, K:
Klebsiella pneumoniae, A : Acinetobacter baumannii, P : Pseudomonas aeruginosa et E :
Enterobacteriaceae). Ainsi que, affirme que les bactéries résistantes constituent le probléme de
santé publique le plus urgent et constituent le principal objectif de notre recherche.

Entérobactéries productrices de béta-lactamase a spectre étendu (ESBLE) : Les
entérobactéries constituent une grande famille de bacilles & Gram-négatif regroupés en
plusieurs genres et espéces. Toutes ces bactéries ont en commun une localisation préférentielle

dans le systéme digestif [59].

Ces bactéries jouent un réle important en pathologie humaine et représentent plus de 80
% des germes isolés dans les laboratoires de biologie médicale. La fréquence et la gravité des
infections communautaires ou nosocomiales que ces bactéries peuvent provoquer reflétent les
difficultés de prise en charge, liées principalement a leur résistance aux antibiotiques. Ils sont

souvent traités par des beta-lactamines [59].

Depuis une vingtaine d’années, on observe une augmentation de la résistance des

bactéries intestinales a ces antibiotiques. 1ls peuvent étre naturellement résistants (Klebsiella
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est naturellement résistant a l'ampicilline) ou acquérir cette résistance par des mutations

chromosomiques ou par lI'acquisition de matériel génétique sous forme de plasmides [60].

La propagation des bactéries entériques productrices de beta-lactamase était
principalement associée aux milieux hospitaliers [61]. Les entérobactéries produisent des béta-
lactamases, des enzymes responsables de la destruction des béta-lactamines [62].

Bactéries produisent des carbapénémases : Les carbapénemes sont un groupe
d'antibiotiques possédent le spectre d'activité le plus large. Les molécules de cette famille
actuellement commercialisees sont : l'imipéneme, l'ertapénéme, le meéropénéme et le
doripénéme ; Ils sont actifs contre la plupart des bacilles a Gram-négatif, notamment les

entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii.

La résistance des entérobactéries aux carbapénémes repose principalement sur deux
mécanismes : la production de B-lactamases associée a une diminution de la perméabilité
membranaire par altération des porines, et la production de carbapénémases, des enzymes

capables d’hydrolyser efficacement les carbapénemes [63].

Pseudomonas aeruginosa multirésistantes: Le Pseudomonas aeruginosa est
responsable d'infections urinaires, respiratoires et cutanées. L'ampleur des infections attribuées
a bacille pyocyanique est influencée par I'état de santé général du patient et la virulence
particuliére de l'espéce qui lui permet d'adhérer, de coloniser, d'infiltrer les tissus et d'induire
des dommages en déclenchant des réponses inflammatoires [64]. En plus de la résistance
naturelle, Pseudomonas aeruginosa se caractérise par une forte capacité a developper une

résistance a de nombreux antibiotiques [65].

Acinetobacter baumannii résistant a I'imipénéme : Acinetobacter baumannii, un
coccobacille a Gram-négatif non fermentant, est souvent résistant a de nombreux antibiotiques
et est la cause la plus fréquente d'infections nosocomiales dans les services accueillant des
patients fragiles [66].

La multi-résistance d'A.baumannii aux antibiotiques, notamment aux carbapénemes
engendre des possibilites therapeutiques limitees. La résistance aux carbapénemes est souvent
associée a la production de carbapénémases avec imperméabilité membranaire [67].
L'implication des systemes de flux naturels ou acquis dans la multirésistance chez A. baumannii

est de plus en plus étudiée et rapportée [68].
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Staphylococcus aureus resistant a la méthicilline (SARM) : Les Staphylocoques sont
des bactéries sphériques aéro-anaérobies facultatives a Gram-positif, ont une trés haute
résistance dans I'environnement extérieur. Staphylococcus aureus, est un staphylocoque a
coagulase positive. C'est une bactérie préoccupante en raison de sa capacité a provoquer un
large éventail d'infections et sa capacité a s'adapter a différentes conditions environnementales
[69].

La résistance a la méthicilline confére généralement une résistance a I’ensemble des [3-
lactamines et s’accompagne fréquemment d’une résistance a d’autres familles d’antibiotiques,

notamment les aminosides, les macrolides, les synergistines et les fluoroquinolones [70].

Entérocoques résistants aux glycopeptides (ERG) : Les entérocoques, qui sont des
cocci a Gram positif disposés en diplocoques ou en chaines, sont considérés comme des
bactéries commensales couramment présentes dans le tractus gastro-intestinal et la flore
génitale féminine. Deux especes prédominantes sont associées aux maladies infectieuses
humaines : Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium. Malgré leur faible pouvoir

pathogene, ces bactéries sont fréquemment impliquées dans des infections nosocomiales [71].

1.1.4.4 Facteurs favorisant la résistance bactérienne
La résistance bactérienne aux antibiotiques est apparue suite a des problemes de dosage,

a un manque de pratigue clinique appropriée et a une méconnaissance des doses d'antibiotiques
nécessaires au traitement des maladies [72]. De ce fait, les signes distinctifs d'infections
bactériennes persistent jusqu'a ce qu'une concentration suffisante d'antibiotiques soit atteinte,
moment ou les symptdmes commencent a s'atténuer. L'exposition bactérienne a des doses
insuffisantes de ces substances est considérée comme le principal facteur contribuant a
I'apparition de pathogénes résistants, et pourrait également étre a I'origine du développement
bactérien [73]. Par conséquent, les activités humaines favorisent I’émergence et la propagation
de la résistance aux antibiotiques en milieu clinique, au-dela de la résistance naturelle des
bactéries. L’étude et la simulation des habitats microbiens permettent de mieux comprendre les

mécanismes de diffusion de cette résistance au sein des communautes bactériennes [74].

1.1.4.5 Implications économiques de la résistance aux antibiotiques

Les implications economiques de la résistance aux antibiotiques sont considerables et
multiformes, avec des répercussions importantes sur les codts des soins de santé, le

développement de médicaments et I'économie mondiale. Ces implications constituent des défis
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majeurs pour les systemes de santé, I'industrie pharmaceutique et la société dans son ensemble

[9]. Nous examinons ici les aspects économiques de la résistance aux antibiotiques :

Augmentation des codts des soins de santé : Les infections résistantes nécessitent
souvent des hospitalisations plus longues, des traitements complexes et aprés echec on passe
aux céphalosporines 2°™ generation couteux. De plus, l'augmentation de la charge financiére
pesant sur les systemes de santé peut limiter les ressources disponibles pour d'autres services

de santé essentiels [75].

Perte de productivité : Les infections résistantes aux antibiotiques peuvent entrainer des
arréts maladie prolongés, une baisse de la productivité, voire une invalidité ou un déces,
engendrant des pertes économiques. Lorsque des personnes sont dans l'incapacité de travailler
ou nécessitent des soins médicaux prolongés en raison d'infections résistantes aux antibiotiques,
cela affecte non seulement leurs revenus personnels, mais aussi la productivité globale de la

main-d'ceuvre [76].

Colts de la recherche et du développement des antibiotiques: L'industrie
pharmaceutique est confrontée a des freins financiers a l'investissement dans la recherche et le

développement d'antibiotiques, car le marché de ces médicaments est limité [77].

Dynamique du marché: Face aux difficultés rencontrées par les nouveaux
antibiotiques pour accéder au marché, les antibiotiques existants peuvent subir des hausses de
prix. Les pénuries de médicaments, souvent liées a des problemes de production et de
distribution, peuvent entrainer une augmentation des prix des antibiotiques, impactant a la fois

les établissements de santé et les patients [78].

Commerce mondial et production alimentaire : La résistance aux antibiotiques peut
avoir des conséquences économiques indirectes en raison de son impact sur le commerce
mondial et la production alimentaire. En agriculture, le taux d’usage des antibiotiques en
elevage peut entrainer le développement de bactéries résistantes et contribuer a la propagation
de cette resistance. Cela peut perturber I’approvisionnement alimentaire, augmenter les cotits
de production et potentiellement affecter les prix des denrées alimentaires, impactant ainsi les

secteurs agricole et agroalimentaire [79].

Impact économique mondial : La résistance aux antibiotiques est un probleme mondial
susceptible d’avoir des répercussions économiques internationales. La propagation des souches

résistantes au-dela des frontieres peut affecter le commerce, le tourisme et les relations
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internationales. Les efforts de collaboration visant a résoudre ce probleme et a partager les

meilleures pratiques peuvent atténuer ces conséquences economiques [80].

1.1.4.6. Dernieres stratégies contre les micro-organismes résistants aux medicaments
L'émergence et la propagation des organismes résistants aux antibiotiques constituent

un nouveau danger pour la santé publique, nécessitant une action mondiale et une stratégie

multidimensionnelle pour s'attaquer aux difficultés fondamentales liées a la réduction de la

résistance aux médicaments et tracer la voie a suivre [81].

Les méthodes les plus récentes testées pour lutter contre les bactéries résistantes aux

médicaments sont répertoriées dans le tableau 1.

Tableau 1: Stratégies de lutte contre les bactéries résistantes aux médicaments

Stratégie Description Exemples Réf.
Nouveaux antibiotiques Développement de nouveaux | Teixobactine, Lefamuline, [82]
antibiotiques ciblant les BMR. . L .
q Zoliflodacine, Eravacycline
Bactériophage thérapie Utilisation de bactériophages pour cibler | Cocktails de phages ciblant les | [83]
et détruire les BMR BMR
Associations Utilisation de plusieurs antibiotiques en | Triméthoprime, Sulfaméthoxazole, | [84]
— association pour renforcer et prévenir la | associations de béta-lactamines et
thérapies . s A
résistance d'inhibiteurs de béta-lactamases.
Immunomodulation Stimulation de la réponse immunitaire | Interférons, interleukines, facteurs | [85]
pour améliorer  I'élimination  des | de stimulation des colonies, etc.
infections bactériennes
Thérapies par anticorps Développement d'anticorps monoclonaux | Bezlotoxumab, altastaph, | [86]
ou de molécules dérivées d'anticorps | lysibodies, conjugués anticorps-
ciblant les agents pathogenes bactériens | toxine
Composés hétérocycliques | Utilisation de composés hétérocycliques | Thiazole, imidazole, | [87]
comme nouveaux agents antimicrobiens | thiazolidinone, oxazole, pyrrole,
pyridine, pyrimidine
Peptides antimicrobiens Exploration de peptides naturels aux | LL-37, défensines, magainines, | [88]
propriétés antimicrobiennes. temporines, mélittine.
Nanotechnologie Utilisation de nanoparticules pour | Réseaux métallo-organiques. [89]

I'administration de meédicaments ou la
perturbation des membranes bactériennes.
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Nouveaux antibiotiques : Le développement de nouveaux antibiotiques ciblant les
bactéries résistantes aux médicaments est un enjeu crucial face a la résistance croissante aux
antimicrobiens. Les chercheurs s’efforcent activement de trouver de nouvelles options
thérapeutiques pour lutter contre ces pathogénes résistants. Un exemple notable est la
teixobactine, un antibiotique révolutionnaire découvert en 2015. La teixobactine cible
efficacement un large éventail de bactéries Gram-positives résistantes aux antibiotiques [90].
Un autre antibiotique innovant, la léfamuline, est utilisée pour traiter les pneumonies
bactériennes communautaires, notamment les infections causées par Streptococcus pneumoniae
résistant aux médicaments. Il inhibe la synthése des protéines bactériennes (en se liant au centre
peptidyltransférase du ribosome bactérien 50S, empéchant ainsi la fixation de I'ARN de
transfert pour le transfert peptidique), offrant un traitement alternatif dans les cas ou une

résistance aux anciens antibiotiques est apparue [91].

Bactériophages : Les bactériophages (virus qui infectent les bactéries) produisent des
lysines pour dégrader la paroi cellulaire bactérienne, entrainant la mort des bactéries [92]. Les
lysines peuvent étre efficaces contre un large éventail de bactéries et peuvent étre développées
relativement rapidement. Elles offrent une réponse potentiellement rapide aux infections

bactériennes, en particulier celles causées par des souches résistantes aux antibiotiques [93].

Thérapies combinées : L’utilisation de plusieurs antibiotiques en association est une
stratégie prometteuse pour améliorer I’efficacité des traitements et prévenir ’apparition de
résistances bactériennes. Cette approche consiste a administrer simultanément deux
antibiotiques ou plus, ayant des mécanismes d’action distincts. En ciblant différents aspects de
la physiologie bactérienne. Un exemple notable de thérapies combinées est les associations

béta-lactamine/inhibiteur de béta-lactamase [84].

Les associations béta-lactamine/inhibiteur de béta-lactamase associent un antibiotique
béta-lactamine (tel que I'ampicilline, la pipéracilline ou le céfotaxime) a un inhibiteur de béta-
lactamase (comme le sulbactam, I'acide clavulanique ou le tazobactam). L'inhibiteur empéche
la dégradation enzymatique de l'antibiotique béta-lactamine, lui permettant ainsi de rester
efficace contre un spectre bactérien plus large, y compris celles produisant des béta-lactamases.
Parmi ces associations, on peut citer I'ampicilline/sulbactam et la pipéracilline/tazobactam,
utilisées pour lutter contre diverses infections bactériennes, notamment celles causées par des

organismes producteurs de béta-lactamases [94] [48].
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Nanotechnologie : Les nanoparticules constituent une classe prometteuse de nouveaux
antimicrobiens aux mécanismes d’action variés et aux nombreux avantages. L’un de leurs
principaux meécanismes est I’inhibition microbienne directe : leur petite taille et leur grande
surface spécifique leur permettent de perturber physiquement les membranes cellulaires

microbiennes. Ceci peut entrainer la lyse cellulaire et I’inactivation des micro-organismes [95].

Les nanoparticules métalliques (NPs) comme le cuivre, l'or, le fer, le platine, le
palladium et I'argent, ainsi que les NPs d'oxydes métalliques comme I'oxyde de cobalt, I'oxyde
de zinc, I'oxyde d'argent et I'oxyde de cuivre, ont toutes démontré une remarquable efficacité
antibactérienne [96][97].

Tableau 2 présente la taille et I’efficacité antibicrobienne de différentes nanoparticules

métalliques contre les bactéries résistantes aux médicaments.

Tableau 2: Taille et efficacité antimicrobienne de différentes nanoparticules métalliques
contre les bactéries résistantes aux antibiotiques.

NPs D (nm) BMR ZI/CMI/CMB Réf.
Al>;03 34,5 Pseudomonas aeruginosa CMI : 1600 - 3200 pg/mL [98]
Ag 33,6 (@) Pseudomonas aeruginosa, (b) | ZI (a) 11 mm, (b) 10 mm, (c) 13 mm, | [99]
Escherichia coli, (c)  Klebsiella | €t (d) 10 mm.
pneumonae et (d) Staphylococcus
aureus
ZnO 100 £ 30 Staphylococcus aureus résistant aux | CMI : 8 - 256 pg/mL [100]
médicaments
ZnO 15 Staphylococcus aureus résistant a la | CMI : 156 pg/mL [101]
méthicilline.
ZnO 25 Pseudomonas aeruginosa PAOL. CMI : 1600 pg/ml [102]
Au 31 (a) Escherichia coli, (b) Staphylococcus | CMI: (a) 1, (b) 4 et (c) 128 ug/mL. | [103]

aureus et (c) Staphylococcus aureus
résistant a la méthicilline.
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Se 325+5.6 | (a) Staphylococcus aureus sensible a la | CMI: (a) 20 ug/mL, (b) 80 pg/mL, | [104]
mé_thicilline, (b) Staphyloc_os:cys aureus | (¢y 320 ug/mL et (d) >320 ug/mL
résistant a la meéthicilline, (c)
Staphylococcus aureus résistant a la
vancomycine et (d) Entérocoques
résistants a la vancomycine.
Ag 10-30 Enterococcus faecium ATCC | MIC : 3,125 - 12,5 pg/mL [105]
700221vanA résistant a la
vancomycine, Staphylococcus aureus
NCTC 12493 résistant a la céfoxitine ,
Pseudomonas aeruginosa ATCC BAA-
2108 résistant a la ceftazidime
TiO2 / (a) Staphylococcus aureus résistantala | ZI: (a) 22 + 3, (b) 17 £ 4, (c) 11 + 2 | [106]
méthicilline, (b) Pseudomonas | et (d) 15 £ 3 mm.
aeruginosa, (c) Escherlchla coli et (d) CMI - 3,906 - 31,25 pg/mL
Enterococcus faecalis
CMB : 7,812 - 62,5 ug/mL
Ag 30 -150 | (a) Escherichia coli résistant a la | ZI: (a) 19,7, (b) 26,8, (c) 22,9 mm et | [107]

méthicilline, (b) Klebsiella sp. résistant | (d) 24,1 mm
a l'oxacilline, (c) Pseudomonas
aeruginosa résistant a la méthicilline et
(d) Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline.

CMI et CMB entre 25 - 50 mg/mL

NPs : nanoparticules ; D : diamétre ; BMR : bactéries multirésistantes ; Al,Os: oxyde d'aluminium ; Ag : argent ;
ZnO: oxyde de zinc; Au: Or; Se: Sélinium; TiO;: dioxyde de titane; ZI: zone d’inhibition; CMI :
concentration minimal inhibitrice ; CMB : concentration minimale bactéricide.

Certaines nanoparticules, comme les nanoparticules d’argent, libérent des ions qui
interférent avec la réplication de I’ADN microbien et la synthése protéique [108]. De plus,
certaines nanoparticules peuvent générer des especes réactives de I’oxygene (ERO) lorsqu’elles
sont exposées a la lumiére. Ces ERO, notamment I’oxygéne singulet et les radicaux hydroxyles,
possedent de puissantes propriétés antimicrobiennes qui endommagent les composants
microbiens [109]. Les nanoparticules peuvent également inhiber la formation de biofilms, un
facteur de virulence crucial chez de nombreux pathogénes. Elles y parviennent en perturbant la
communication intercellulaire, en empéchant I’adhérence initiale ou en déstabilisant la matrice

du biofilm [110] (Figure.1).
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Figure 1 : Les actions antibactériennes multi-cibles de diverses nanoparticules métalliques
pourraient étre efficaces dans la lutte contre la résistance aux antibiotiques [52] .

Par ailleurs, les nanoparticules peuvent étre congues pour |’administration de
médicaments, permettant 1’encapsulation et la libération ciblée d’agents antimicrobiens
directement sur le site d’infection. Cela améliore la stabilité et la biodisponibilité des
médicaments, et minimise les effets secondaires systémiques, ce qui en fait un outil précieux

en antibiothérapie [111].

1.2. Nanoparticules & Nanotechnologie

1.2.1. Définition des nanotechnologies
Les nanotechnologies ont révolutionné le domaine des sciences et de I'ingénierie des

matériaux, offrant des solutions novatrices pour une vaste gamme d'applications. Ceci a été
principalement rendu possible grace a divers matériaux nanostructurés présentant des rapports
surface/volume tres élevés, leur conférant ainsi des propriétés physiques et biochimiques sans
précédent [112]. Parmi ceux-ci, les nanoparticules métalliques et d'oxydes métalliques ont
suscité un vif intérét en raison de leurs qualités distinctives et de leurs applications potentielles
dans divers secteurs, notamment I'énergie, I'¢électronique, la théranostique, I'agriculture,

I'agroalimentaire, les revétements et la médecine [113].

La nanotechnologie est une branche qui se concentre sur la conception et la synthése de
matériaux de taille nanométrique destinés a étre utilises dans un large éventail de disciplines,

notamment la chimie biologique et synthétique [114].
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1.2.2. Définition des nanoparticules
Les nanoparticules métalliques (NPs) sont définies comme des particules métalliques

dont les dimensions sont inférieures a 100 nm. Grace a leur surface spécifique elevée, les NPM
présentent des propriétés nettement supérieures a celles du metal massif [115].

Les nanomatériaux ont des propriétés biologiques et physicochimiques particulierement
utiles en fonction de leur taille, de leur morphologie et de leur forme. Ces propriétés les rendent
utiles dans un large éventail d'applications, et ils ont été utilisés comme nanomédicaments et

I'agriculture, entre autres domaines [114].

1.2.3. Méthodes de synthése des nanoparticules
Les nanoparticules sont généralement elaborées par de multiples méthodes physiques,

chimiques et biologiques.

1.2.3.1 Méthodes physiques

Plusieurs méthodes physiques, telles que la décharge d'arc, le broyage a billes, la
pyrolyse a la flamme, l'ablation laser, le mélange en fusion, le dép6t par pulvérisation
cathodique, le dépdt en phase vapeur, l'irradiation, la gravure, et la sonication sont utilisées pour
la synthese de nanoparticules métalliques et d'oxydes métalliques monodispersés [116]. Ces

méthodes physiques consomment énormément d'énergie et dissipent les radiations [117].

1.2.3.2 Méthodes chimiques

Les méthodes chimiques de synthese des nanoparticules comprennent I'nydrothermie,
la microémulsion, le dépdt chimique en phase vapeur assisté par plasma, le polyol, la pyrolyse,
I'électrochimie et le procédé sol-gel. Ces méthodes font appel a des produits chimiques
hautement toxiques et dangereux pour la réduction des ions métalliques en nanoparticules

correspondantes ainsi que pour leur stabilisation [118].

Cependant, les approches physiques et chimiques existantes, déployées pour la
fabrication de diverses NP de meétaux, d'oxydes métalliques, de chlorures métalliques et de
sulfures métalliques, sont codteuses et néfastes pour I'environnement en raison de l'utilisation
de divers produits chimiques nocifs et destructeurs lors de leur fabrication, ainsi que, associés
au codt élevé, a I'exposition aux rayonnements, a la température élevée et a une productivité
moindre entrainant de nombreux risques sanitaires et environnementaux [119]. De plus,
I'altération de la propriété physico-chimique des nanoparticules pendant la synthese peut

affecter les applications biomédicales souhaitées [116].
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Au cours des deux dernieres décennies, les chercheurs ont manifesté leur intérét pour
les approches écologiques employées dans la fabrication de NP de métaux, de chlorures
métalliques, d'oxydes métalliques et de sulfures métalliques.

1.2.3.3 Méthodes biologique (synthése verte)
Le développement de cette approche biologique s'impose comme une discipline

importante des sciences des matériaux et des nanotechnologies [120]. Ces stratégies de
fabrication écologiques exploitent I'utilisation de divers extraits de plantes, d'enzymes, de

microbes, de champignons et de déchets de fruits et Iégumes pour la production de NP [121].

La biosynthése des NPs constitue un moyen efficace et écologique de synthétiser les
NP. Les composes actifs de I'extrait végétal, notamment les terpenes, les alcaloides, les phénols
et les tanins, agissent comme agents réducteurs. Chez les bactéries et les champignons, les
enzymes dépendantes du NADH et du NADPH jouent un réle crucial en tant qu'agents
réducteurs. Le NADH transfere I'enzyme sous l'influence des enzymes dépendantes du NADH
et devient un porteur d'électrons. Tous ces composes actifs fournissent des NP coiffantes,
responsables de la stabilité. La biosynthése est une méthode simple et facile d'utilisation des
ressources biologiques. Cette méthode semble prometteuse par rapport a la méthode chimique
[122]. Cette voie est simple, écologique, biocompatible et facile pour la synthése de

nanoparticules [114].

Le tableau 3 ci-dessous présente le diamétre et les types des nanoparticules
biosynthétisées par différentes ressources biologiques.

Tableau 3: Taille des nanoparticules biosynthétisées par différentes ressources biologiques.

NPs Espéce D (nm) Réf.
Plante TiO2 | Ocimum basilicum 50 [123]
Calotropis gigantean 10 - 52 [124]
Acanthophyllm laxiusculum 20 - 25 [125]
Phyllanthus niruri 35 [126]
Cu pomegranate peel 47,8 [24]
Bactéries Ag | Pseudomonas stutzeri 200 [127]
Rhodococcus sp. 10 - 30 [128]
Desmodesmus sp. 10-30 [129]
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Au Tetraselmis kochinensis 26 - 35 [130]
Bi Delftia sp. 20 -120 [131]
Se Pseudomonas stutzeri 75 - 200 [132]

Stereum hirsutum 5-20 [133]
Cu Salmonella typhimurium 40 -60 [134]

Shewanella loihica PV-4 EET 10-16 [135]

Fe Alternaria alternate 9 [136]
Champignon | Ag Calonectria eucalypti 0,84 -17,06 | [115]
ZnO | Schizophyllum commune 17 [137]
Algue Ag | Turbinaria conoides 96 [138]
Porphyra viethamensis 12
Botryococcus braunii 16

NPs : nanoparticules ; D : diamétre ; TiO : dioxyde de titane; Cu: cuivre ; Ag: argent; Au: Or; Bi: ; Se:
Sélinium ; Fe : fer ; ZnO : oxyde de zinc.

Cependant, plusieurs aspects pourraient étre pris en compte pour la production future de NP

a partir des méthodes biologiques signalées.

(1) Sélection d'espéces végétales, bactériennes et fongiques: pour atteindre la taille
spécifique et la pureté maximale des NPs, les chercheurs doivent se concentrer sur les
propriétés intrinséques de I'extrait végétal, le taux de croissance et I'activité enzymatique
des bactéries et des champignons. Plus important encore, le mécanisme par lequel des
espéeces spécifiques de champignons et de bactéries synthétisent les NPs et le point de
vue de leur application.

(2) Sélection de I'état de catalyse fongique et bactérienne : Dans la littérature, nous avons
découvert que les bactéries et les champignons possedent des biocatalyseurs qui agissent
comme un agent de coiffage dans la synthése des NPs. Par consequent, le surnageant
cellulaire pourrait étre utilisé pour améliorer la vitesse de réaction et le rendement de
production. La plupart des études rapporté que les réactions de réduction sont
responsables de la synthese des NPs, qui utilisent des coenzymes. Ces enzymes peuvent
étre recyclées dans les cellules ; par conséquent, il pourrait étre préférable d’utiliser des

cellules entiéres.
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(3) Extraire et purifier les NPs des champignons et des bactéries : Les méthodes de
purification et d’extraction des NPs synthétisées ne sont pas bien étudiées. Il est
nécessaire de se concentrer sur un processus méthodologique détaill¢ d’extraction et de
purification. Plusieurs étapes impliquant 1’extraction et la purification peuvent utiliser
des ondes ultrasonores ou ajouter un détergent pour éliminer la biomasse bactérienne et
fongique afin d’acquérir des NPs pures. De plus, les méthodes physicochimiques
comprenant le chauffage, la congélation, la décongélation et le choc osmotique peuvent
aider a extraire les NPs synthétisées des cellules. Cependant, cela peut interférer avec la
structure des NPs, c'est-a-dire la précipitation et I'agrégation.

(4) Production haut de gamme : une production a I’échelle industrielle peut étre réalisée en
optimisant les conditions de réaction en laboratoire pour améliorer le rendement en NPs.
Les méthodes biologiques peuvent produire des NPs tout en tenant compte du type
d’organismes, de leurs propriétés génétiques et héréditaires ainsi que des conditions
optimales pour les activités enzymatiques. Les caractéristiques morphologiques peuvent
étre contrdlées en modifiant les conditions de réaction [122].

1.3. Bactéries lactiques

1.3.1. Histoire des bactéries lactiques
L'humanité a traditionnellement utilisé les bactéries lactiques (BL) a ses propres fins.

Des preuves archéologiques fiables situent leur origine il y a environ 10 000 ans. Au cours de
cette longue histoire, I'utilisation des BL a considérablement influencé les progrés et les modes

de vie au sein de la societé humaine [139].

A la fin du XIXe et au début du XXe siécle, alors que les sciences naturelles et
I'ingénierie connaissaient un essor considérable et que les sciences microbiennes et de la vie,
ainsi que d'autres sciences connexes, se développaient rapidement, la science et la technologie
des bactéries lactiques ont connu des progres sans précédent [140].

Les BL comptent parmi les premiers étres vivants apparus sur Terre [141]. Etant donné
qu'elles possedent toutes les protéines necessaires a la respiration et un certain nombre
d'enzymes impliquées dans les processus de fermentation, elles semblent bien adaptées aux
conditions environnementales aérobies et anaérobies [142]. Ainsi que, elles ont occupé des
niches écologiques dans les fruits, les légumes, le fromage, le vin et surtout le lait, qu'elles

apprécient pour sa richesse en lactose [143].
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1.3.2. Définition des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques sont un groupe de bactéries Gram-positives, non sporulées,

anaérobies ou anaérobies facultatives qui jouent un réle important dans la fermentation des
aliments. Elles sont présentes naturellement dans divers environnements, tels que les produits
laitiers, la viande, les Iégumes et le tube digestif humain [144]. Riches en biodiversite, elles
revétent une importance socio-économique considerable et sont intimement liées a I'existence
et a la productivité humaines [145]. Les bactéries lactiques tolerent les faibles niveaux de pH,
les fortes concentrations de sel et les traitements thermiques. Ainsi que, sont des anaérobies

aéro-tolérants. Elles sont dépourvues de chaines respiratoires et de catalase [146].

1.3.3. Taxonomie des bactéries lactiques
Une réorganisation taxonomique des bactéries lactiques en 2020 a conduit au

reclassement de plus de 300 espéces appartenant a 7 genres et 2 familles dans la famille des
Lactobacillaceae, qui comprend désormais 23 nouveaux genres incluant des organismes
auparavant classés comme especes de Lactobacillus, et 31 genres, dont Convivina, Oenococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Weissella, Fructobacillus et Paralactobacillus [147]. Depuis 2020,
37 nouvelles espéces ont été décrites. Ces espéces sont toutes compatibles avec les
caractéristiques écologiques et métaboliques précédemment proposées pour leur genre respectif
[148].
1.3.4. Métabolites des bactéries lactiques
A. Bacteériocines

Les bactériocines sont des polypeptides, des protéines ou des complexes protéiques
métabolisés par les bactéries possédant des ribosomes et présentant une activité antibiotique.
Lbactériocines qui doivent biologiquement sortir de la cellule doivent étre sécrétées [149]. Le
processus de sécrétion des bactériocines repose sur le systéme de transport a double séquence
guide de glycine. Dans certains cas, cependant, le systeme de protéines membranaires de
transfert (GSP) du mécanisme de sécrétion traite et transporte les bactériocines dépendantes
d'un signal. De plus, un systeme de transporteurs ABC spécifique facilite la sortie de la majorité
des bactériocines de type | et de type 1l de la cellule [146].

Les projets de l'industrie agroalimentaire concernant les futures recherches sur la
synthese des bacteriocines mettront I'accent sur les méthodes permettant d'induire la synthese
de bactériocines par les bactéries lactiques en quantité contrélée, et d'assurer efficacement et
durablement leurs réles dans la conservation des aliments, l'activité antimicrobienne et le

maintien de la sante intestinale [150].
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B. Vitamines

Les BL peuvent produire diverses vitamines, telles que la riboflavine, le pyridoxal, la
vitamine K, l'acide folique, la cobalamine, etc., comme l'ont récemment démontré de
nombreuses études [150]. La plupart des souches capables de synthétiser I'acide folique
appartiennent aux genres Lactobacillus, Streptococcus et Lactococcus. Les voies de la ptérine
et du pABA sont utilisées par les BL dans leurs voies métaboliques de production d'acide
folique. Elles ne peuvent synthétiser I'acide folique que lorsque ces deux voies sont actives

simultanément [150].

Un autre axe de recherche en ingénierie métabolique concerne l'augmentation de la
production de vitamines B (folate et riboflavine [B2]) par les BL. Ces vitamines, produites en
grande quantité par de nombreuses BL et bactéries propioniques, sont des cofacteurs essentiels
a d'importants processus métaboliques de la cellule productrice (et de toutes les cellules
vivantes), tels que la production d'acides aminés et d'acides nucléiques, et elles améliorent la
qualité des aliments fermentes [151].

C. Exopolysaccharides

De nombreuses bactéries lactiques, notamment Lacticaseibacillus casei, Streptococcus
thermophilus et Lactiplantibacillus plantarum, sont capables de synthétiser plusieurs types
d'EPS. Qutre leur r6le dans l'adhésion bactérienne, les exopolysaccharides des BL conferent
des propriétés nouvelles aux aliments fermentés [152]. La synthése des précurseurs a été au
ceeur des stratégies d'ingénierie métabolique visant a améliorer la production d'EPS par les
bactéries lactiques. Les nucléotides de sucre, notamment I'UDP-glucose, I'UDP-lactose et le
TDP-rhamnose, sont synthétisés a partir du glucose-1-phosphate (G1P), précurseur général
[146]. Chez S. thermophilus, la surexpression de PGM et de GalU a induit un doublement de la
synthese d'EPS [153]. Une autre stratégie consiste a modifier la structure des EPS produits par
les BL, ce qui peut étre réalisé par des techniques de génie génétique ou en régulant les
conditions de culture [154]. La possibilité de contréler la formation de la structure des EPS en

introduisant des glycosyltransférases existantes ou nouvelles dans les bactéries lactiques [155].

D. Acide gamma-aminobutyrique

L'acide gamma-aminobutyrique (y-aminobutyrique, GABA) est un acide aminé naturel
qui n'est pas présent dans les protéines. Le principal processus de production intracellulaire de
GABA est la réaction de decarboxylation du L-glutamate. L'enzyme limitante principale qui

catalyse la synthese du GABA est la glutamate décarboxylase (GAD). Le L-glutamate est
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décarboxylé pour produire de l'acide y-aminobutyrique par l'action de la GAD (glutamate

décarboxylase) et du pyridoxal-5'-phosphate [156].

E. Substances aromatiques

Presque tous les aliments fermentés contiennent des BL, dont la majorité possede
diverses fonctions liées a la saveur [146]. La génération de composés aromatiques et de
précurseurs d'arbmes, essentiels a l'expérience sensorielle des produits fermentés, est
grandement favorisée par l'activité des BL lors de la fermentation des céréales, qu'elle soit
contr6lée ou spontanée [157]. Les aliments fermentés produisent une variété de composés
sapides hydrosolubles et de composés volatils odorants. Les BL créent divers composés
aromatiques, tels que des esters, des acides organiques, des cétones et des alcools [158].

De plus, Les BL peuvent produire de I'acétaldéhyde, un composant aromatique essentiel
des produits laitiers, par difféerentes méthodes. Par l'intermédiaire du pyruvate et de l'acétyl-
CoA issus de la glycolyse, le glucose constitue un substrat métabolique crucial pour la synthése
de l'acétaldehyde par les BL [159]. La production d'acétaldéhyde peut également étre favorisee
par les acides aminés et d'autres métabolites transformés en pyruvate. Cependant, la thréonine
aldolase catalyse I'étape la plus cruciale : la conversion de la thréonine en acétaldéhyde et en
glycine [160]. La sérine hydroxymethyltransférase (SHMT), codée par le gene glyA, est
I'enzyme qui présente une activité thréonine aldolase chez Streptococcus thermophilus.
Comparées aux souches parentales, les souches de S. thermophilus surexprimant glyA
produisent 80 a 90 % d'acétaldéhyde en plus. Pres de la moitié du glucose ingéré est convertie
en acétaldéhyde par le double mutant en conditions anaérobies [146].

F. Acide lactique

L'utilisation des sucres et les flux glycolytiques et lactiques qui en résultent constituent
une cible privilégiée pour Il'ingénierie métabolique visant a accroitre la production d'acide
lactique. Les bactéries lactiques peuvent produire de l'acide lactique sous sa forme isomere L
ou D. Contrairement a I'acide D-lactique, toxique pour I'homme, I'acide L-lactique est privilégié
pour les applications alimentaires et pharmaceutiques, ainsi que comme matiere premiére pour

la production de biopolymeéres [161].

G. Les édulcorants

Plusieurs édulcorant secruté par les BL. La conversion du pyruvate en alanine se déroule

en une seule étape enzymatique, catalysée par I'alanine déshydrogénase, et a lieu chez diverses
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bactéries anaérobies [162]. Lorsque des cellules au repos cultivees sur glucose ont été utilisées
en présence d'ammonium en abondance, nécessaire a la conversion du pyruvate en alanine par
I'ALAD, sa surexpression a conduit a une efficacité de réorientation de 30 a 40 % du lactate
vers l'alanine [163]. Bien que des quantités importantes de mannitol (jusqu'a 66 % ont été
enregistrées) puissent étre produites a partir de fructose par des BL hétérofermentaires, ce
dernier est invariablement coproduit avec de I'acide lactique et de I'acide acétique, ainsi que des

traces d'autres métabolites [164].

Semblable au mannitol, le sorbitol est un sucre-alcool a six carbones utilisé dans les
secteurs alimentaire et pharmaceutique. Il a été rapporté que L. plantarum et L. casei peuvent
produire du sorbitol dans les BL par ingénierie métabolique [146]. Le rendement en sorbitol
dans les cellules au repos, en utilisant le glucose comme substrat, était de 0,65 mol/mol de
glucose, ce qui correspond presque au rendement théorique [165]. De plus, la synthese de
sorbitol atteint 0,043 mol de sorbitol par mol de glucose apres délétion du géne IdhL. Cette
augmentation est probablement due a une plus grande concentration de NADH dans les cellules,

ce qui accélére la conversion du glucose en sorbitol [166].

Actuellement, la xylose est réduite chimiquement pour créer du xylitol, un alcool de
sucre a cing carbones. Puisque la xylose réductase permet aux bactéries de convertir le D-xylose

en xylitol, leur potentiel pour la production microbienne de xylitol a été étudié [167].

1.3.5. Applications des bactéries lactiques
Les BL ont de multiples domaines d’application tels que la microbiologie, les sciences

alimentaires, la nutrition, la biotechnologie et I'industrie pharmaceutique. De ce fait, elle est
pertinente et largement utilisée dans I'industrie agroalimentaire pour la fermentation. Les BL
sont peu colteuses a cultiver, & conserver et a utiliser, et simples a récolter [168]. Elles sont
reconnues comme I'un des types de micro-organismes les plus fréqguemment utilisés au monde.

Aujourd'hui encore, ce groupe de micro-organismes est I'un des plus étudiés [169].

Les applications des BL sont fortement influencées par leurs caractéristiques de
croissance et leur activité métabolique. Pour une croissance et une activité metabolique
optimales, les BL nécessitent des milieux de culture complexes afin de répondre a leurs besoins
nutritionnels précis. L'étude de ces besoins et de ces capacités métaboliques peut étre affectée

par la nature méme des BL [146].
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1.3.5.1 Les bactéries lactiques comme probiotiques
Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites, tels que des acides

organiques, des acides aminés, des vitamines, des bactériocines et des EPS. Ces métabolites ont
un impact significatif sur la santé de I'hote et constituent le fondement de la fonction des BL
[170].

Les probiotiques ont été définis comme des « bactéries vivantes qui, lorsqu'elles sont
administrées en quantités adéquates, conférent un bénéfice pour la santé de I'hdte » et sont
destinées a étre ingérées par l'alimentation. Les probiotiques issus de BL constituent une
approche simple pour bénéficier de nombreux bienfaits pour la santé. Amélioration de la
digestibilité, stimulation du péristaltisme intestinal, amélioration de la circulation sanguine,
normalisation de l'acidité des sucs gastriques et contribution au maintien du pH (équilibre acido-
basique) de l'organisme sont quelques-uns des avantages des BL et de leurs produits de

fermentation [171].

1.3.5.2 Les bactéries lactiques en nanobiotechnologie
La synthése de nanoparticules a I'aide de bactéries probiotiques est supérieure a celle

d'autres bactéries en raison de sa disponibilité facile et de sa facilité de croissance sur des
compléments alimentaires ordinaires plutét que sur des milieux de croissance commerciaux
complexes. Le processus est non seulement rentable, mais également facilement évolutif pour

la production de masse [172].

Contrairement aux méthodes chimiques et physiques de synthése des nanoparticules, la
synthése de nanoparticules métalliques et d'oxydes métalliques médiée par des bactéries
probiotiques n'implique pas l'utilisation d'agents réducteurs et/ou de coiffage colteux et
potentiellement dangereux. Par conséquent, cette méthode peut étre considérée comme l'une
des meilleures approches de « synthése verte », qui est rapide, efficace et économique. Comme
vu ci-dessus, la méthode implique des métabolites cellulaires pour réduire et stabiliser les ions
métalliques en nanoparticules. De plus, le rendement et la stabilité des NPs générées par des
bactéries probiotiques sont tout a fait satisfaisants. Les extraits acellulaires de bactéries
probiotiques sont riches en biomolécules actives comme les protéines, les glucides, les
vitamines, les polyméres et les tensioactifs naturels qui offrent une stabilité élevée et une
dispersité améliorée aux NPs synthétisées. Par conséquent, cette approche de synthese verte

peut étre une alternative viable et économique aux méthodes de synthése existantes [173].

Les métabolites secondaires des bactéries probiotiques jouent un réle clé dans la

réduction des ions métalliques en nanoparticules correspondantes et dans leur stabilisation
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ultérieure. Un processus de synthése optimisé peut donner lieu a des nanoparticules de métal et
d'oxyde métallique avec une taille et une forme ajustables, essentielles pour leurs propriétés
physicochimiques et biomédicales (Patil et Chandrasekaran. 2020).

L'exopolysaccharide capsulaire du BL varie considérablement dans sa composition, qui
est principalement composee de divers glucides tels que le galactose, le glucose, le mannose et
le rhamnose. Les nanoparticules synthétisées a base de disaccharides associés au BL sont de
taille beaucoup plus petite et de nature hautement antibactérienne. Par conséquent, les
biopolymeres capsulaires de BL sont un modele important qui peut étre utilisé pour controler
la forme et la distribution de la taille des nanoparticules bactériogenes qui sont supérieures a
celles derivées d'autres processus biogéniques [174].

La nature a développé divers procédés pour la synthése de matériaux inorganiques a
petite échelle par les bactéries lactiques. Selon leur localisation, la synthése de ces

nanoparticules peut étre intracellulaire ou extracellulaire.

A. Synthése intracellulaire

La réduction des ions métalliques par les cellules bactériennes jusqu'a leur forme
nanomeétrique est I'une des stratégies de survie visant a rendre les ions métalliques toxigues non
toxiques [127]. La méthode de synthése intracellulaire nécessite des étapes supplémentaires
pour récupérer les nanoparticules accumulées dans les cellules et est donc moins préférée.
L'échographie des cellules bactériennes est la technique la plus courante pour récupérer les NP
[175]. En plus de cela, un traitement thermique comme l'autoclavage et l'utilisation de

détergents et de sels peuvent également étre utilisés pour lyser les cellules [176].

Certaines bactéries ont la capacité de produire simultanément des AgNP extracellulaires
et intracellulaires. Ceux-ci incluent Lactobacillus sp. [177]. Cela conduit a la possibilité que
ces bactéries synthétisant deux modes soient obligées de passer a un mode de synthese et il sera
intéressant de connaitre les conditions environnementales/le stress et les mécanismes

responsables d'une telle synthese [178].

B. Synthése extracellulaire

La synthese extracellulaire de nanoparticules se déroule en dehors de la cellule
bactérienne. Ces nanoparticules de formes variées (sphériques, discoides, cuboides,
hexagonales, triangulaires, etc.) ont été synthétisées a partir de cellules, de surnageant de culture

ou d'extrait aqueux acellulaire. Les méthodes de synthese extracellulaires présentent I'avantage
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d'une récupération aisée des nanoparticules a partir de la solution, par rapport a la synthese

intracellulaire.[179].

Tableau 3 présente les méthodes de biosynthéses, la taille, les méthodes de

caractérisation et les applications des différentes nanoparticules biosynthétisé par les bactéries

lactiques.

Tableau 4 : Nanoparticules biosynthétisé par des bactéries lactiques et leurs applications.

Espéce Extr/intra | NPs D (nm) Caractérisation Application Réf.
Lactobacillus sp. Extra Ag 41 UV-Vis, TEM et EDX. | antibactériens et | [180]
antifongiques
L. plantarum, L. johnsonii | Extra/intra | Se 25-250 | MET, DRX, EDX, et | antifongiques [181]
DLS.
Lactobacillus plantarum | Extra Ag 50,1-70,1 | UV-Vis, MEB, DRX. | antibactériens [182]
L. acidophilus Extra Ag 4-50 / antibactériens [183]
Lactobacillus sp. (CPS) Extra Ag 10-40 / antibactériens [174]
Lactobacillus casei Extra Ag 0,2-10 | UV-Vis, MEB, IRTF. | antibactériens [184]
(EPS)
Lactobacillus delbrueckii | Extra Ag 4,4-89 / / [185]
subsp.
Lactobacillus sp. Extra Ag 30-100 / antioxydante [186]
Lactobacillus casei ATCC | Intra Se 50 - 80 TEM, MEB, EDX, | Anticancer et [187]
393 XPS, IRTF. .
antioxydante
Lactobacillus casei Extra Au 44,9 MEB, TEM, DLS, / [188]
EDX, DRX.
Lactobacillus sp. Extra Ag 13.84+4.56 | UV-Vis et TEM. antibactériens [189]
Lactobacillus plantarum Intra Ag 14.0-4.7 | UV-Vis, DLS, IRTF et | antioxydante, [190]
TA4 TEM. antibactériens
Lactobacillus gasseri Extra Ag 58.06 - UV-Vis, MEB et | antioxydante [191]
72.91 IRTF.
Lactobacillus sp Intra ZnO 18,6 DRX, UV-Vis, IRTF, | antibactériens [192]
MEB, EDX, AFM.
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Lactobacillus acidophilus | Extra CdS 19,07 = UV-Vis, DRX, IRTF / [193]
2,54 et MEB.
Lactobacillus bulgaricus | Extra Ag 30-100 / Antibactériens [194]
Lactobacillus sp Intra Zn0O 25-35 | XRD, UV-Vis, IRTF, | antimicrobiens, [192]
MEB, EDX, AFM. anticancéreux et

photodégradation
Lactobacillus plantaire Extra Ag 19,2+ 4,8 | UV-Vis, DLS, TEM, | antibactérienne [13]
CAM 14 MEB et EDX.
Lactiplantibacillus Extra Ag 14-4,7 | UV-Vis, IRTF, TEM | antibactériens [195]
plantarum et EDX antioxydant
Lactobacillus rhamnosus | Extra Ag 6,26 UV-Vis, IRTF, TEM | antibactériens [195]
MTCC-1423 et EDX antibiofilms
Lactobacillus rhamnosus | Extra Se 25,34 - | IRTF, XRD, TEM, / [196]
(ATCC 7469) 74,66 MEB, TGA, et DLS.

48,65 -
. — 95,87
Lactobacillus delbrueckii
sub. sp. Bulgaricus
Streptococcus sp. Extra AgCl 5,29 UV-Vis, IRTF, MEB, | Antioxydantes, [197]
EDX, DRX, DLS. antibactériens et
antibiofilms.

NPs : nanoparticules : Extra : extracellulaire, Intra : intracellulaire, UV-Vis : ultraviolet-visible, IRTF : infrarouge
a transformée de fourier, MEB : microscopie électronique a balayage, EDX : spectroscopie par dispersion
d'Energie de rayons X, DRX : diffraction des rayons X, DLS : diffusion dynamique de lumiére, TEM : microscopie
électronique a transmission, TGA : thermogravimétrique, XPS: spectrométrie de photoélectron X. AFM :
microscopie a force atomique.

1.3.6. Toxicité et biocompatibilité des nanoparticules
La toxicité des NPs dans I’environnement dépend fortement du type, de la taille et de la

forme des NPs. Dans les nanoparticules d'argent, la dissolution oxydative est responsable de la
libération d'ions Ag*, hautement toxiques pour de nombreux organismes, méme a de faibles
concentrations susceptibles d'étre présentes dans I'environnement [198]. L'exposition et le
temps de séjour des nanoparticules dans I'environnement peuvent étre considérablement
prolongeés par leur adsorption sur des matieres organiques ou inorganiques, augmentant ainsi

leur persistance [199].
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Les nanoparticules biosynthétisées presentent une toxicité moindre, généralement due a
I'utilisation de composants biologiques comme agents de coiffage et stabilisants, ainsi qu'a
I'absence de solvants toxiques lors de leur fabrication [200].

L'application des nanoparticules en médecine dépend de la minimisation des effets
secondaires potentiels des nanoparticules et de leur impact sur I'organisme. Les interactions
entre les nanoparticules et les tissus hotes dépendent de leurs propriétes, telles que leur nature,

leur taille et leur forme [201].

La plupart des nanoparticules sont capables de traverser les membranes cellulaires et de
circuler dans le sang, se disséminant ainsi dans différents organes. Il a méme été démontré
gu'elles peuvent franchir la barriere hémato-encéphalique. Leur accumulation sélective dans

certains tissus représente également un risque potentiel [201].

L'interaction avec les cellules et leurs composants intracellulaires peut avoir des effets
néfastes et provoquer des Iésions cellulaires, notamment par stress oxydatif. La taille des NPs
semble étre le facteur déterminant de leur dissémination dans I'organisme et de leur impact sur
le systtme immunitaire. Le stress oxydatif induit par la présence de NPs peut contribuer a
I'inflammation, a la toxicité, aux lésions de I'ADN et des mitochondries, et donc au
développement d'affections graves telles que I'inflammation pulmonaire ou des atteintes rénales
et hépatiques [202].

Avant toute application médicale, il est indispensable d'établir les effets biologiques et
la compatibilité avec les organismes et tissus vivants. Des critéres d'évaluation peuvent étre
définis a I'aide de tests de cytotoxicité in vitro, d'hémolyse, d'agrégation des cellules sanguines,
de neurotoxicité, d'immunotoxicité, de compatibilité histologique et d'autres attributs [203].

En conclusion, ce chapitre met en évidence certaines limites relevées dans la littérature,
ce qui justifie ’importance et la pertinence de notre propre contribution. Les connaissances
dégagées dans ce chapitre constituent ainsi une base solide pour la compréhension des résultats

expérimentaux et pour 1’¢laboration de I’approche méthodologique adoptée.
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Afin de répondre aux objectifs fixés dans cette eétude, un ensemble de matériels, de
réactifs et de méthodes expérimentales a été mis en ceuvre. Ce chapitre est subdivisé en cinq

parties principales :

La premiére partie est consacrée a une etude rétrospective sur les bactéries
multirésistantes dans 1’hopital publique d’Ouargla pendant la période de 1 janvier a 31

décembre 2023.

La deuxiéme partie est consacrée a la description des isolats bactériens pathogenes
collectés aux laboratoires médicaux, ainsi que I’identification et la détermination des profils

d’antibiorésistance.

La troisieme partie décrit en détail la méthode de biosynthese des nanoparticules de
chlorures d’argent (AgCINPs) a partir de la souche lactique Streptococcus sp. isolée de smen
camelin d’Ouargla, ainsi que les conditions expérimentales de production. De plus, cette partie
regroupe les différentes techniques de caractérisation employées afin de confirmer la formation

des nanoparticules.

La quatrieme partie est pour évaluer les activités biologiques des AgCINPs, notamment
I’activité antioxydante et leur effet antibactérien par deux approches in vitro et in silico par

contre les souches multirésistantes collectées.

Enfin, un test de cytotoxicité a été réalisé par trois approches complémentaires in vitro,
in vivo et in silico afin d’évaluer la compatibilité biologique et la sécurité potentielle des
AgCINPs biosynthétisees vis-a-vis des cellules eucaryotes. Ainsi que, les analyses statistiques

utilisées pour I’interprétation des résultats expérimentaux.

I1.1 Etude rétrospective sur les bactéries multirésistantes
Notre etude descriptive, rétrospective et observationnelle des dossiers medicaux a été

menée sur une année (du 1° janvier au 31 décembre 2023) au laboratoire centrale de
microbiologie de I'hopital Mohammed Boudhiaf d’Ouargla (sud algérien), ou les majorités des

bactéries multirésistantes sont liées a des infections nosocomiales.

11.1.1 Modalités de recueil des données
Un recueil rigoureux des variables d'étude a été réalisé a partir du registre du laboratoire

central de bactériologie a I’hopital Mohamed Boudhiaf Ouargla, incluant les données

suivantes : type d'échantillon, sexe du patient, espece bactérienne isolée, service d'origine et
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résultats de I'antibiogramme. Une fiche d'exploitation contenant ces informations a été élaborée
(annexe 1).

L'antibiogramme des souches bactériennes pathogene isolées a I'hdpital a été réalisé
selon la standardisation algérienne. (2020), basée sur la méthode Institut des normes cliniques
et de laboratoire (Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI (CLSI. 2024)). Pour chaque
type de bactérie identifiée, un ensemble d’antibiotique spécifique a été testé a 1’aide de
I’antibiogramme afin de déterminer son profil de sensibilité ou de résistance (annexe 2).

Dans cette étude, des bactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE),
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM), Pseudomonas aeruginosa et
Acinetobacter sp. résistants aux antibiotiques testés ont été inclus dans la catégorie des bactéries

multirésistantes.

L'analyse statistique des données a été réalisée avec Python, comparant chaque type
bactérien (résistant ou non) dans chaque échantillon. Le test de Fisher a été utilisé pour évaluer
I'association entre la résistance bactérienne et le type d'échantillon, en se concentrant sur la
significativité des différences observées. La valeur P a été calculée pour évaluer la
significativité statistique de ces associations, avec un seuil de P < 0,05 considéré comme
significatif. Cette approche a permis un examen détaillé des profils de résistance entre
différentes espéces bactériennes et différents types d'échantillons, révélant ainsi la prévalence

et la distribution des bactéries multirésistantes au sein de I'ndpital durant la période d’étude.

11.2 Collecte des bactéries pathogéne
Au cours de la période allant de mars & décembre 2023, les isolats bactériens

multirésistantes ont été collectés de maniere prospective aléatoire a partir des échantillons
pathologiques recus aux laboratoires médicaux de la région d’Ouargla. Les critéres d'inclusion

reposaient sur la résistance aux multiples antibiotiques.

11.2.1 Identification des bactéries collectes
L’identification des bactéries collectées constitue une étape essentielle pour la

compréhension de leur nature et de leur origine. Dans le cadre de cette étude, ’identification
des souches pathogeénes collectées a été réalisée selon une approche combinant des méthodes

culturelles, morphologiques et biochimiques.

L’association de ces deux approches observation chromogeéne et identification
automatisée a permis d’assurer une caractérisation complete et fiable des bactéries pathogenes

étudiées dans ce travail.
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11.2.1.1 Identification phénotypique
L’identification phénotypique des isolats bactériens collectés a été réalisée par des

méthodes standards, incluant I’examen morphologique des colonies (macroscopique) et la
coloration de Gram (microscopique).

L’identification macroscopique des échantillons cliniques collectés constitué a
ensemencés les souches sur des milieux sélectifs et différentiels, notamment le CHROMagar ™
orientation, permettant une présomption rapide du genre bactérien a partir de la couleur et de
I’aspect des colonies. Ces observations sont cruciales pour faciliter la poursuite des processus
d'identification [204].

L'identification microscopique, en tant que technique, permet I'analyse morphologique
des cellules appartenant a une espéce microbienne particuliere. Ce processus consiste a
examiner les cellules a I'état frais ainsi qu'apres I'application de la coloration de Gram.

L'examen de la coloration de Gram est considéré comme la coloration standard dans le
domaine de la bactériologie. Les bactéries sont différenciées en Gram-positives ou Gram-

négatives en fonction des caractéristiques structurales spécifiques de leurs parois cellulaires.

11.2.1.2 Identification biochimique des bactéries par VITEK®?2
Afin de confirmer I’identification de 1'espéce bactérienne avec une précision élevée, les

souches collectées ont été soumises a une identification biochimiques plus précise a I'aide d’un
systeme automatisé VITEK®2 (bioMérieux, France) selon les recommandations du CLSI.
(2024). Cette méthode repose sur ’analyse de profils biochimiques spécifiques et fournit un
pourcentage de fiabilité permettant de valider les résultats obtenus par observation
macroscopique.

Les cartes d’identification Gram négatif (GN card REF 21341) et Gram positif (GP card
REF 21342) du VITEK®?2 s’utilise avec VITEK®2 Systems pour 1’identification automatique
des bacilles a Gram négatif fermentant et non fermentant et les germes Gram positif
respectivement, fréquemment rencontrés en microbiologie clinique. Les cartes d’identification
VITEK®2 GN et GP sont a usage unique.

Les cartes GN et GP font appel a des tests biochimiques conventionnels et a des substrats
récemment développés mesurant 1’utilisation des sources de carbone, I’activité enzymatique et
la résistance. Il existe 47 et 43 tests biochimiques pour les cartes GN et GP respectivement, et
un puits de contréle négatif. Le puits de contrble négatif décarboxylase (puits 52) est utilisé
comme référence pour les tests décarboxylase. La composition des puits des cartes GN et GP

est présentée dans I’annexe 3.
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Les colonies isolées ont été suspendues dans une solution saline a 0,45 % NaCl pour
obtenir une densité standardisée équivalente a 0,5-0,63 McFarland, mesurée par densitométre
intégré. Les cartes d'identification appropriées ont été utilisées conformément aux
recommandations du fabricant. Les résultats d’identification définitifs sont obtenus

automatiquement par le systeme VITEK®2 en dix heures maximum,

11.2.2 Test de sensibilité aux antibiotiques par VITEK®2
Des tests automatisés de sensibilité aux antibiotiques (AST) ont été réalises a l'aide de

cartes VITEK®2 (bioMérieux, France) conformément aux recommandations du CLSI. (2024).
Des cartes AST spécifiques AST-N222 pour les pathogénes non fermentatifs tels que
Pseudomonas aeruginosa, AST-N365 pour les pathogénes fermentatifs tels qu'Escherichia
coli, Enterobacter aerogenes et Klebsiella pneumoniae et AST-P586 pour les bactéries

pathogene Gram positif ont été utilisées conformément aux instructions du fabricant.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été déterminée par dilution en bouillon
pour divers agents antimicrobiens testés, notamment I'ampicilline, I'amoxicilline/acide
clavulanique, la céftazidime, la pipéracilline/tazobactam, I'ertapéneme, le méropénéme, la
ciprofloxacine, la gentamicine, l'amikacine, la fosfomycine, le chloramphénicol, le

trimethoprime/sulfaméthoxazole et la colistine, classés en neuf classes d'antibiotiques.

Les résultats AST/CMI ont été interprétés avec précision conformément aux valeurs
critiques d’Institut des normes cliniques et de laboratoire (CLSI. 2024) et du Comité européen

pour les tests de sensibilité aux antimicrobiens.

De plus, les caractéristiques phénotypiques des bactéries collectées, telles que la
production de béta-lactamases a spectre étendu, de carbapénémases et de céphalosporénases,
ont été déterminées a l'aide du systeme VITEK®2. La souche ATCC25922 d'Escherichia coli
a eté utilisée pour le contréle qualité et comme témoin négatif. Les résultats ont été interprétés
automatiquement par le systeme et validés en fonction des valeurs critiques de sensibilité et de
CML.

11.2.3 Conservation des souches
La conservation des souches microbienne a pour objectifs de garder leurs puretés, garder

les cultures vivantes sans multiplication et conserver leurs propriétés d'origine (proprietes
morphologiques, metaboliques, génétique et physiologiques)[205]. Selon le temps de

conservation désiré, les souches pures sont conservées de la maniére suivante :
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11.2.3.1 Conservation a courte durée
Les souches purifiées sont ensemencées sur gelose nutritive inclinée, et sont incubées a

37°C pendant 18 h en culture jeune et aprés croissance bactérienne, ces cultures sont conservées
a 4°C (ces bactéries sont placées dans un état de vie ralentie ou momentanément suspendue

donc dans des conditions peu favorables pour leur multiplication) [206].

11.2.3.2 Conservation a long terme
A partir d’une culture jeune de 16 h des colonies sont ensemencées dans des tubes

eppendorfs contenant un bouillon nutritif additionné de 30% de glycérol, et agité au vortex pour

bien homogénéiser la suspension bactérienne avant de conserver au congélateur a -20°C [207].

11.3 Biosynthese extracellulaire des nanoparticules de chlorure d’argent
Les nanoparticules de chlorure d’argent (AgCINPs) sont issues d’une synthése verte

réalisée a partir d’une souche lactique Streptococcus sp., précédemment isolée en 2023 du smen
camelin de la région d’Ouargla et obtenue au laboratoire de microbiologie du Centre de

Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-Chimiques (CRAPC) d’Ouargla.

11.3.1 Bacteérie lactique Streptococcus sp.
Les cellules de la souche Streptococcus sp. seront réactivees en inoculant 100 uL de

suspension cellulaire conservée dans 9 mL de bouillon MRS (Man, Rogosa et Sharpe), suivis
d’une incubation de 24 heures a 37°C. La purification sera obtenue par repiquages successifs
sur gélose MRS jusqu’a isolation de colonies pures et homogénes. La viabilité cellulaire sera

confirmée par coloration de Gram et test a la catalase [208].

11.3.1.1 Préparation de surnageant bactérien
Le surnageant extracellulaire de Streptococcus sp. est préparé en cultivant une colonie

pure dans du bouillon MRS sous conditions anaérobies a 37°C pendant 24 heures. Apres
incubation, la turbidité bactérienne sera ajustée a une densité optique DOgoonm = 1,65 au
densitomeétre, correspondant a la phase logarithmique tardive du cycle cellulaire [209]. Le
surnageant extracellulaire a été obtenu par centrifugation (4000 rpm, 4°C, 7 min) [210] (Figure
2).
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Figure 2: Protocole de production des molécules bioactives par Streptococcus sp.

11.3.1.2 Analyse du surnageant extracellulaire de Streptococcus sp.
L’analyse des molécules bioactives présentes dans le surnageant extracellulaire produit

précédemment par la souche lactique Streptococcus sp. a été effectuée par deux méthodes:

A. Chromatographie liquide ultra-pure couplée a la spectrométrie de masse a ionisation
par électrospray (UPLC-ESI-MS/MS)

L’identification des molécules bioactives sécrétées par Streptococcus sp. dans le
surnageant extracellulaire a été réalisée a 1’aide du systéme UPLC-ESI-MS/MS Shimadzu

8040, intégrant la technologie UFMS a ultra-haute sensibilité.

Lors de I’étape d’optimisation initiale, une injection directe a été effectuée sans
utilisation de colonne. Les paramétres d’ionisation par électrospray (ESI) ont été réglés comme
suit: pression du gaz de dissociation induite par collisions (CID) a 230 kPa, tension de la
dynode de conversion & -6,00 kV, température de la ligne de désolvatation a 250 °C, débit du
gaz de nébulisation a 3,00 L/min, température du bloc chauffant a 400 °C et débit du gaz de
séchage a 15,00 L/min.

La séparation chromatographique a ensuite été effectuée sur une colonne Restek Ultra
C18 (150 x 4,6 mm, 3 um), en utilisant comme phase mobile un mélange constitué du solvant
A (eau contenant 0,1 % d’acide formique) et du solvant B (méthanol), a un débit de 0,2 mL/min

et pour un volume d’injection de 5 pL.
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Le programme de gradient était structuré comme suit :
0-0.22 min, 98 % A ;

0.2-25min, 25% A ;

2.5-4min,0% A ;

4-10min,0 % A ;

10-10.1,98% A ;

10.1-15 min, 98 % A pour la rééquilibration.

B. Spectroscopie Infrarouge a Transformee de Fourier (IR-TF)

L'analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de fourier est une technique
d'analyse chimique largement utilisée pour identifier les composants chimiques d'un échantillon

en fonction de leur absorption de la lumiére infrarouge (situé entre 4000 et 400 cm™t) [211].

La capacité d'une molécule a absorber les vibrations dépend de sa géométrie,
particulierement de sa symétrie. La position des bandes d'absorption est étroitement liée a la
différence d'électronégativité des atomes ainsi qu'a leurs masses respectives. Par conséquent,
pour un matériau de composition chimique et de structure définie, I'observation d'un ensemble

spécifique de bandes d'absorption caractéristiques permet son identification précise [211].

Dans notre étude, le surnageant extracellulaire obtenue précédemment lyophilisé suivi
pour la spectroscopie IR-TF (Happ-Genzel Apodization en Allemagne, Gottingen) dans la
gamme 4000 - 400 cm™. Les fréquences d’étirement et de flexion des liaisons dans les
molécules ont été obtenues a partir de I’interaction du rayonnement infrarouge avec la matiére
[212].

11.3.2 Biosynthése des AgCINPs
Le surnageant extracellulaire de la souche Streptococcus sp. contenant divers

métabolites secondaires et enzymes capables de réduire les ions métalliques a été utilisé pour
la production biologique des nanoparticules de chlorure d’argent.

Le protocole de Patra et Baekb. [213], a été utilisé pour la réduction de la solution
métallique nitrate d'argent (AgNOs3) par le surnageant de Streptococcus sp., avec quelques

modifications (Figure 3).
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Figure 3 : Protocole de biosynthese des AgCINPs par le surnageant de Streptococcus sp.

Une solution de nitrate d'argent (AgNO3) a une concentration de 1 mM a été ajoutée au
surnageant préparé précédemment, selon un rapport volumique (v/v). Le mélange réactionnel a
été incubé pendant 24 heures dans un agitateur a 150 tr/min a température 37 °C. La solution
d'AgNO:s est utilisée comme source d'ions argent (Ag®) et le surnageant comme source d'ions
chlorure (CI") et de molécules bioréductrices (les étapes 1 et 2 de la figure 3).

Les solutions surnageant-eau distillée stérile et bouillon MRS-AgNOs ont été incubés

dans les mémes conditions que I'échantillon et utilisés comme témoins 1 et 2, respectivement.

Aprés incubation, les AgCINPs biosynthétisees ont été collectés par centrifugation
(4000 rpm/4°C) pendant 30 min. Le surnageant obtenu a été éliminé et le précipité a été lavé a
I'eau distillée et a I'éthanol pour éliminer I'excés de surnageant cellulaire et I'Ag™ n'ayant pas
réagi. Le précipité a été séché a 45 °C pour obtenir des AgCINPs sous forme de poudre (les

étapes 3, 4 et 5 de la figure 3).

11.3.3 Caractérisation des AgCINPs biosynthétisées
La biosynthese des AgCINPs a partir du surnageant du Streptococcus sp. est observée

par un changement visuel de la couleur dans le mélange réactionnel apres 24 heures
d'incubation, suivi par une caractérisation plus approfondie par I’utilisation des instruments plus
spécifique pour déterminer la phase cristalline, la morphologie, les caractéristiques optiques, la

distribution hydrodynamique des nanoparticules et la charge de surface.
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11.3.3.1 Spectrophotométrie UV-visible (UV-vis)
La spectrophotométrie UV-vis était la technique la plus importante et la plus simple pour

confirmer la formation de nanoparticules métalliques. Le principe de la spectroscopie UV-
Visible implique 'absorption de la lumiére ultraviolette (200 <A <400 nm) et visible (400 <A
< 800nm) par les molécules. Lorsqu'une molécule absorbe la lumiére UV ou visible, elle subit
des transitions électroniques des états d'énergie plus basse a des états d'energie plus élevée. Ces
transitions sont associées a I'excitation des électrons a l'intérieur de la molécule, passant de I'état
fondamental & un état excité [214].

Dans notre étude, la solution colorée résultante a été largement purifiée par centrifugation
pour éliminer les éventuels ligands libres, les sels metalliques et les sous-produits
nanoparticulaires [215], puis balayée dans la gamme de 200 a 800 nm par spectrophotométrie
UV-Vis Agilent, Cary 100 (Agilent Technologies, Santa Clara, en Californie, aux Etats-Unis).

11.3.3.2 Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (IR-TF)
La IR-TF peut étre utilisée pour identifier les groupes fonctionnels présents a la surface

des nanoparticules en comparant le rayonnement incident et celui transmis a travers
I’échantillon, qui offre des informations détaillées sur leur composition chimique, leur structure

et leurs propriétés [212].

Dans notre étude, la suspension d'échantillon a été centrifugée a 4000 tr/min pendant 30
min, le précipité recueilli a été remis en suspension pour 1 a 3 lavages supplémentaires dans de
I'eau distillée et une centrifugation pour se débarrasser des espéces qui ne sont pas responsables
du coiffage des nanoparticules [211], le précipité séché suivi directement pour la spectroscopie
IR-TF (Happ-Genzel Apodization en Allemagne, Gottingen) dans la gamme 4000 - 400 cm™.
Les fréquences d’étirement et de flexion des liaisons dans les molécules ont été obtenues a partir

de I’interaction du rayonnement infrarouge avec la matiére [212].

11.3.3.3 Diffraction des rayons X (DRX)
Les informations cristallographiques tels que, la nature cristalline, le type de cristal, la

taille des cristaux, 1'homogénéité, la pureté des échantillons et I’orientation des cristaux dans
I’espace, ont été recueillies a partir des schémas de diffraction cristallographique des rayons X.
Le principe de DRX repose sur I’interaction entre un faisceau de rayons X et les plans atomiques
du réseau cristallin [216].

Dans notre étude, le diffractométre Riga ku Miniflex 600 a été utilisé pour déterminer
les données cristallographiques des AgCINPs biosynthétisé, les échantillons ont été réalisés par

une lame en verre et subit a du rayonnement Cu ka (A = 1,5406 A) sous mode balayage sur 20
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dans I’intervalle de 20° a 80°. L'instrument fonctionnait a un courant de 30 mA et une tension
de 40 kV.

Les données DRX obtenues ont été comparées aux fichiers de la bibliothéque du Comité
mixte sur les normes de diffraction des poudres (Joint Committee on Powder Diffraction

Standards, JCPDS) pour tenir compte de leur structure cristalline.

11.3.3.4 Microscopie électronique a balayage couplée a spectroscopie par dispersion
d’énergie des rayons X (MEB-EDX)
Le microscopie ¢€lectronique a balayage couplée a spectroscopie par dispersion d’énergie

des rayons X est un instrument précieux dans le domaine des sciences des matériaux, largement
utilisé pour caractériser les nanoparticules en raison de sa capacité a fournir des informations
précieuses des nanomatériaux, il permet de visualiser la morphologie des nanomatériaux, y
compris leur forme, leur taille, leur agglomération, leur distribution sur une échelle
nanomeétrique, ainsi que, une analyse de la composition et une évaluation de I'homogénéité des
matériaux solides [217].

Le principe de MEB-EDX repose sur 1’utilisation d’un faisceau d'électrons pour sonder la
surface des échantillons avec une résolution élevée, ce qui permet d'obtenir des images
détaillées et informatives des structures a I'échelle nanométrique [218].

Dans notre étude, La taille des particules, la morphologie de surface et la composition
élémentaire de I'échantillon ont été examinées par le FE-SEM-EDX Thermo Fisher Apreo 2 C,
équipé d'une source d'‘électrons FE-Schottky (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA) aprés la dispersion de la poudre d'échantillon dans I'éthanol et le séchage.

11.3.3.5 Distribution hydrodynamique de la lumiére et potentiel zéta
L’analyse du potentiel zéta est une technique utilisée pour mesurer la charge €lectrique

a la surface d'une particule et pour caractériser sa stabilité dans les suspensions agueuses. Les
particules possédent une charge de surface qui attire les ions de charge opposeée a leur surface,
formant une double couche d’ions qui se déplace avec les particules lors de leur diffusion dans
la solution aqueuse. Le potentiel de charge électrique net entre les couches est connu sous le
nom de potentiel zéta. La stabilité de toute suspension est étroitement liée au potentiel zéta des
particules en suspension. Lorsque le potentiel z€ta est proche de zéro, aucune force n’empéche
les particules de s’agréger [219]. Les suspensions stables ont des valeurs de potentiel zéta
supérieur a +25 mV ou inférieur a -25 mV (> +25 mV ou < - 25 mV) [220].

La diffusion dynamique de la lumiere (Dynamic Light Scattering, DLS) est une

technique simple pour déterminer la taille moyenne des nanoparticules en solution aqueuse.
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Lorsque la lumiére laser est appliqueée, les particules de la solution diffusent la lumiére avec un
intensité variable et celle-ci est enregistrée [221].

Dans notre étude, L'appareil de diffusion dynamique de la lumiére (HORIBA Scientific
SZ-100, Kyoto, Japon) est utilisé pour déterminer la distribution hydrodynamique et la stabilité
des AgCINPs biosynthétisé.

11.4 Potentiels biologiques des AgCINPs biosynthétisé

Dans le but d’évaluer les potentiels biologiques des AQCINPS, une série d’essais in vitro,
in vivo et in silico a été réalisée afin d’étudier leurs interactions avec les systémes biologiques.
Ces ¢évaluations ont inclus 1’analyse de 1’activité antibactérienne, ainsi que I’é¢tude de I’activité
antioxydante a 1’aide de méthodes appropriées. Toutes les expériences ont été menées dans des
conditions contrdlées, avec répétition des essais et analyse statistique des résultats afin d’assurer

la fiabilité et la reproductibilité des données obtenues.

11.4.1 Evaluation in vitro et in silico des effets des AgCINPs contre les bactéries
multirésistantes

11.4.1.1 Méthode de diffusion sur gélose

Le potentiel antibactérien de différentes concentrations des AgCINPs (1, 0,75, 0,5, 0,25,
0,125 et 0,0625 mg/mL) a été évalué sur dix souches Gram-négatives résistantes a plusieurs
antibiotiques collectées dans la région d’Ouargla, et les souches de référence Escherichia coli
ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27653 et Klebsiella pneumoniae ATCC70603.
La méthode de diffusion sur gélose recommandée par I’Institut des normes de laboratoire
clinique (Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI. 2024) a été utilisée. Les souches ont
été repiquées dans un bouillon nutritif, puis incubées a 37 °C pendant 18 heures. Apres
solidification d’environ 20 mL de milieu gélosé Mueller-Hinton (MH) versé dans des boites de
Petri, la surface de la gélose a été ensemencée a 1’aide d’un écouvillon stérile imprégné d’un

inoculum bactérien ajusté a une densité de 1 x 10° UFC/mL.

Des disques de papier filtre stériles de 5 mm de diameétre ont ensuite été disposés a la
surface de la gélose, 10 puL de chaque concentration des AgCINPSs ont été placés sur les disques.
L'eau distillée stérile a été utilisee comme témoin négatif. L'ampicilline et la ticarcilline ont été
utilisées comme témoins positifs pour les souches d'Escherichia coli et de Pseudomonas
aeruginosa, respectivement. Aprés 18 heures d'incubation a 37 °C, les zones d'inhibition de la

croissance bactérienne autour des disques ont été mesurées. Chaque test a été réalisé en triple.
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11.4.1.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des AgCINPs vis-a-vis des bactéries
pathogenes testées a été déterminée par un test de dilution en microbouillon standard réalisé
dans des plaques de microtitration stériles a 96 puits, conformément aux normes CLSI. (2024),
Une série de concentrations des AgCINPs (1000 a 1 pg/mL) a été preparée dans les puits des
plaques. Chaque puit a été inoculé avec 100 pL d’une culture bactérienne logarithmique
standardisée diluée pour obtenir une population initiale d’environ 100 UFC/mL. Les puits de
contréle positif contenaient uniquement la suspension bactérienne (200 L) et ceux de controle
négatif, 200 pL de bouillon Mueller-Hinton (BMH). La ciprofloxacine a été utilisées comme
antibiotique standard. Les plaques ont été incubées a 37°C pendant 18 heures. La croissance
bactérienne a été évaluée en mesurant ’absorbance a 600 nm a I’aide d’un lecteur de

microplaques (BioTek, 800TSUVI). Tous les tests ont été réalises en triplicat.

11.4.1.3 Détermination de la concentration minimale bactéricide

Pour la détermination du concentration minimale bactéricide (CMB) des AgCINPs, 50 uL
d'aliquotes ont été prélevées dans les puits de la plaque de microtitration qui n‘ont montré aucune
croissance dans I'analyse CMI [222]. Les aliquotes ont été étalées sur des plaques d'agar MH fraichement
préparées qui ont ensuite été incubées pendant 24 h a 37°C. Aprés l'incubation, les plaques ont été
examinées pour détecter tout signe de croissance bactérienne. Le CMB est la concentration qui inhibe
99,9 % de la croissance bactérienne. Ainsi, la plus faible concentration de nanoparticules qui a tué les

bactéries sur les plaques a été considérée comme MBC pour les nanoparticules [223].
11.4.1.4 Docking moléculaire

Pour les études in silico, notamment lI'amarrage moléculaire, sont devenues des outils
essentiels pour prédire l'affinité des nanoparticules avec des cibles bactériennes spécifiques,
telles que les enzymes de biosynthése de la paroi cellulaire ou les protéines membranaires [224].
Cependant, plusieurs études ont mis en évidence un écart entre l'activité observée
expérimentalement et les prédictions issues de I'amarrage, soulignant l'importance d'une

approche intégrative combinant des méthodes biologiques et informatiques [225].

Un protocole d'amarrage moléculaire standardisé et largement accepté a été utilisé pour
garantir la cohérence et la précision des résultats [226][227]. Les études d'amarrage des
composés sélectionnés ont été réalisées a l'aide de la suite logicielle AutoDock 4.2 [228].
L'analyse et la visualisation ultérieures des interactions ligand-protéine ont été réalisées avec
Discovery Studio (https://www.3ds.com/products-services/biovia/). Les structures protéiques
utilisées dans I'étude ont été récupérées de la Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/).
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Les étapes de préparation des protéines comprenaient I'élimination des molécules d'eau
et des atomes non pertinents, I'ajout d'atomes d'hydrogene polaires et I'attribution de charges
partielles. Les fichiers ligands et protéines ont été convertis au format PDBQT pour faciliter
I'amarrage. Les régions du site actif ont été définies par des dimensions des cases de grille et

des centres de grille spécifies comme présenté dans le tableau (4).

Tableau 5 : les dimensions des cases de grille et des centres de grille spécifiés des sites actif.

Souche ID proteine | Dimensions des cases de grille (A) Centres de grille spécifiés
Escherichia coli 9CD2 60 x 52 x 90 X=67,276,y=-15,694,z=12,347
Pseudomonas aeruginosa 8YZ3 60 x 52 x 82 X=-22,945,y=-47,392,2=22,29
Klebsiella pneumoniae 9BD4 70 x 60 x 80 x =21,389,y=6,223,z =-3,987
Klebsiella aerogenes 9DUG 44 x 60 x 104 X =14,296,y = 11,925, z = 66,349

Toutes les procédures d'amarrage ont été réalisées avec un espacement de grille de 0,375
A. Pour prédire les conformations de liaison les plus favorables, l'algorithme génétique (GA) a
été utilisé comme stratégie de recherche d'amarrage [229].

11.4.2 Evaluation de I’activité antioxydante des AgCINPs biosynthétisées
11.4.2.1 Test de piégeage de radical libre DPPH

L’activité antiradicalaire des AgCINPs biosynthétisées a été évaluée a l'aide de la
méthode du piégeage du radical libre 2,2-diphénul-1-picrylhydrazyle (DPPH) décrite par
Brand-Williams et al. [230], avec quelques modifications. Différentes concentrations des
AgCINPs sont préparées dans 1’eau désionisée (100, 80, 60, 40, 20,10 et 5 pg/mL). Un volume
de chaque concentration préparée a été mélangé avec un volume de DPPH (0.1 mM) (v/v). Le
mélange réactionnel a été incubé a l'obscurité a température ambiante pendant 30 min, l'acide
ascorbique a été utilisé comme antioxydant de référence. Ensuite I'absorbance a été mesurée a

une longueur d'onde de 517 nm.

11.4.2.2 Test de piégeage de radical libre ABTS

L’activit¢ de piégeage du radical libre 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6
sulphonique (ABTS) des AgCINPs biosynthétisé est évaluée en utilisant la méthode de Sultana
et al. [231], avec quelques modifications.

Une solution des AgCINPs a des concentrations (100, 80, 60, 40, 20,10 et 5 ug/mL) est
préparée avec de I’eau distillée. La solution d’ABTS est préparée en ajoutant 20 ml d’ABTS (7

mM) a 10 mL de persulfate de potassium (2,45 mM). Le mélange est conservé a I’abri de la

47




Chapitre 11 Matériels et méthodes

lumiere et a température ambiante pendant 24 heures. La solution d’ABTS est diluée jusqu’a
une absorbance de 0,7 = 0,02 a 734 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV-Vis. Pour 1 ml de
solution d’ABTS, est ajouté a 50 uL de solution d’AgCINPs, puis incubé pendant 30 mn a
I’obscurité. L’acide ascorbique est utilis¢é comme un contrdle positif et 1’essai est répété trois
fois. L’absorbance est ensuite mesurée a une longueur d’onde de 734 nm a l’aide du

spectrophotometre.

11.4.2.3 Capacité antioxydante totale (CAT)

Le protocole de Sriranjani et al. [232], a été utilisé pour évaluer I'activité de piégeage
du phosphomolybdate. Une série de concentration des AgCINPs a été préparée dans de I'eau
désionisée (100, 80, 60, 40, 20, 10 et 5 pug/mL). Une solution de réactif phosphomolybdate
composée de phosphate de sodium (28 mM), dacide sulfurique (0,6 M) et de
phosphomolybdate (4 mM) a été mélangée avec AgCINPs dans un rapport volumique 10 :1
(v/v). Le mélange a été incubé a 95°C pendant 90 min. Apres refroidissement des échantillons,
I'absorbance a été mesuré a 695 nm. L'acide ascorbique est utilisé comme antioxydant de

référence. Les résultats sont exprimés en pug EAA/ mg des AgCINPs.

11.5 Evaluation in vitro, in vivo et in silico de la cytoxicité des AgCINPs biosynthétisées
Les principes fondamentaux de la toxicologie verte soulignent la nécessité de prendre
en compte la sécurité dés le début de la création de médicaments et de produits chimiques. Cela
implique l'utilisation de méthodes de conception plus slres qui réduisent les dangers, ainsi que
des méthodes d'évaluation prédictive et précoce de la toxicité. Non seulement ces procédures
réduisent le risque de conséquences négatives, mais elles rendent également le processus de test
plus durable en réduisant le recours a des expérimentations animales a grande échelle, en

réduisant les codts et en limitant I'impact environnemental [233].

L’étude de la cytotoxicité in vitro permet d'identifier rapidement leur impact direct sur
la viabilité et la prolifération des cellules, fournissant ainsi une premiére indication de leur
biocompatibilité et de leur potentiel toxique. Ainsi que I'étude in vivo de la cytotoxicité des
AgCINPs apporte des informations essentielles sur la morphologie de I'organisme, reflétant
mieux leur comportement réel dans un contexte biologique. De plus, I'approche in silico, a
travers la modélisation et la simulation informatique offre une prédiction rapide et économique
des intéractions moléculaires et cellulaire, pemettant de déterminer la classe de toxicité des

AgCINPs biosynthétisé et la probabilité et la prédiction aux organes humaines et I'écotoxicité.
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11.5.1 Test de viabilite de la levure Saccharomyces cerevisiae

Le potentiel cytotoxique des AgCINPs biosynthétisé a été évalue a l'aide d'un test de
sensibilité et de viabilité de croissance impliquant la levure Saccharomyces cerevisiae. Une
solution mere du composé a été préparée a 10 mg/mL dans un tampon phosphate de potassium
100 mM (pH 7,0). A partir de cette solution mére, six dilutions en série de 2 fois ont été réalisées
pour obtenir des concentrations finales de 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,312 et 0,156 mg/mL, en utilisant

des volumes ¢gaux d’AgCINPs et de tampon pour atteindre 1 ml a chaque étape de dilution.

Les cellules de levure ont éte cultivées pendant une nuit dans un bouillon YPD, récoltées
par centrifugation et remises en suspension dans du milieu frais pour atteindre une densité
cellulaire finale de 2 x 107 cellules/mL. Pour chaque condition de test, des volumes égaux de
suspension de levure et de chaque dilution d”’AgCINPs ont été mélangés dans des microplaques
stériles a 96 puits. Les plaques ont ensuite été incubées a 37°C pendant 30 minutes afin de
permettre I'interaction AgCINPs-cellule. Les puits témoins contenaient des cellules de levure

traitées avec le tampon seul.

Aprés incubation, 2,5 pL de chaque mélange traité ont été soigneusement déposés sur
des plaques de gélose YPD additionnées de 2% de glucose. Pour chaque concentration, des
plaques dupliquées ont été utilisées : une contenant le composé (plaque d'exposition) et une
sans (plaque de récupération), permettant d'évaluer les effets cytostatiques et cytocides. Les

plaques ont été incubées a 37°C pendant 48 heures en conditions aérobies.

Apres la période d'incubation, la croissance des levures a été évaluée visuellement et
documentée a l'aide d'un scanner a plat (Epson®). La taille et I'intensité des taches de levure
ont été comparées entre les échantillons traités et témoins afin de déterminer le degré

d'inhibition de la croissance [234].

11.5.2 Test de létalité sur Artemia salina (toxicité aigué)

La toxicité aigiie des AgCINPs biosynthétise a été évalué a I'aide du bio-essai de létalité
sur Artemia salina, un modele largement accepté et rentable pour le criblage préliminaire de la
toxicité des composes naturels et synthétiques. La méthode a eté adaptée et optimisée sur la
base de protocoles antérieurs [235] avec des modifications légéres pour améliorer la

compatibilité des microplaques et la reproductibilité analytique.

Eclosion d'Artemia salina
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Les larves nauplii d'Artemia salina ont été obtenus par incubation de kystes dans de I'eau
de mer artificielle (préparée avec du sel marin commercial & 35 g/L) sous illumination continue
et aération douce pendant 24 a 48 heures a température ambiante (~25°C). Seuls des nauplii
nageant activement ont été utilisés dans le bio-essai afin de garantir la viabilité et une sensibilité

constante.
Préparation des échantillons

Une solution mére de nanoparticules de chlorures d’argent a été préparée en dissolvant
4 mg d’AgCINPs dans 1 mL d'un mélange de solvants contenant 50 pL de méthanol et 950 pL
d'eau de mer artificielle, garantissant une concentration finale en méthanol de 0,05 %, ce qui se
situe dans la plage de non-toxicité pour les larves d'Artemia salina. La solution a été vortexée

pour assurer son homogénéité et préparée fraichement avant chaque expérience.
Procédure de bio-essai

Dans une microplaque stérile de 96 puits, chaque puit a été rempli de 100 pl d'eau de
mer contenant environ 20 larves viables d'Artemia salina, puis de 80 pL d'eau de mer artificielle
et de 20 pL de la solution d'essai d’AgCINPs pour atteindre la concentration d'essai souhaitée.
Les microplaques ont été incubées pendant 24 heures a température ambiante sous lumiére
constante afin de simuler les conditions naturelles et de garantir I'activité métabolique des

larves.
Post-incubation et évaluation

Aprés incubation, le nombre de larves survivantes dans chaque puits a été compté au
stéréomicroscope. Les larves étaient considérées comme mortes si elles ne bougeaient pas

pendant I'observation.
Témoins et réplicats

Tous les traitements ont été réalisés en triple, et un groupe témoin positif traité au
dichromate de potassium (K,Cr,0-) a été inclus pour valider la sensibilité du test. Un témoin
négatif (méthanol a 0,05 % dans de I'eau de mer) a été utilisé pour confirmer I'absence de

toxicité liée au solvant [236].

11.5.3 Prédictions de toxicite
Les proprietés toxicologiques potentielles des nanoparticules de chlorure d'argent

biosynthétisé ont été évaluées a l'aide de la plateforme de prédiction ProTox-1ll. Cet outil in
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silico a permis une évaluation complete de leur profil de sécurité en identifiant les types de
toxicité possibles (tels que [I'hépatotoxicité, la cancérogénicité, Il'immunotoxicité, la
mutagénicité et la cytotoxicité), en estimant la dose létale médiane (DLso) et en classant les
nanoparticules dans la classe de toxicité correspondante selon des criteres mondialement
reconnus. Une telle prédiction intégrée de la toxicité est essentielle, car elle permet d'alerter
précocement sur les risques potentiels des AgCINPs, de minimiser le recours aux tests sur les
animaux et de favoriser le développement de nanomatériaux plus sdrs pour les applications

biomédicales et pharmaceutiques [237].

L'analyse statistique des données expérimentales a été réalisée a l'aide du logiciel
OriginLab 2018. La normalité des données a été testée a I'aide du test de Shapiro-Wilk. Comme
les données suivaient une distribution normale (P > 0,05), une analyse de variance (ANOVA)
a été effectuée suivie par le test de Tukey qui a été utilisé pour examiner les différences
statistiquement significatives entre les échantillons. Les résultats ont été exprimés en moyenne

+ écart-type et une valeur de (P < 0,05) a été considérée comme statistiquement significative.

En conclusion, 1’ensemble des protocoles décrits dans ce chapitre constitue la base
expérimentale de cette recherche. Ces approches méthodologiques permettront, dans le chapitre
suivant, de présenter et d’interpréter les résultats obtenus afin de dégager des conclusions

scientifiques solides sur I’efficacité et la biocompatibilité des nanoparticules biosynthétisées.
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Chapitre 111 Bactéries multirésistantes dans la région d’Ouargla

Ce chapitre rassemble I’ensemble des résultats obtenus pendant 1’étude rétrospective
portant sur les bactéries multirésistantes a 1’hopital publique d’Ouargla, visant a analyser leur
fréquence, leur profil de résistance ainsi que leur répartition selon le sexe, les types
d’échantillons et les services médicaux. De plus, I’identification et ’antibiogramme des
bactéries pathogenes collectées a partir de différentes laboratoire médicale de la région
d’Ouargla.

111.1 Etude rétrospective sur les bactéries multirésistantes

Au cours de | annee 2023, les dossiers de patients recueillis au niveau de | hopital
Mohamed Boudiaf et analyses etaient 2736. Parmi eux, 2 558 (93,4 %) ont été exclus en raison
de résultats négatifs, tandis que 178 (6,5 %) ont été inclus dans 1I’étude comme cas positifs.
Parmi ceux-ci, 43 (24,16%) ont été identifiés comme multirésistants et 135 (24,16%) non
multirésistantes, la distribution statistique de ces bactéries est significative (P = 0,02).

111.1.1 Répartition des bactéries multirésistantes selon le sexe

En 2023, a I’hopital Mohamed Boudiaf de Ouargla. Le taux de bactéries sensibles était
supérieur a celui des multirésistantes chez les femmes et les hommes, avec une différence
significative (P = 0,02). 24 femmes sont atteintes de multirésistance contre 19 hommes, ce qui
donne un ratio femmes/hommes (F/H) de 1,26. Bien que numériquement plus de femmes soient

touchées, la différence n’était pas statistiquement significative (P = 0,86) (Figure 4).

Femme
56%

Figure 4 : Prévalence des BMR selon le sexe.
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111.1.2 Répartition des bactéries multirésistantes selon les services
La répartition des bactéries multirésistantes et non multirésistantes entre les services

hospitaliers est présentée dans le tableau 5.

Tableau 6: Prévalence des BMR selon le service.

BMR
(n) (%)
Unité de soins intensifs (USI) 9 21
Pédiatrie 3 16
Ophtalmologie 3 7
Centre de canceérologie 3 7
Traumatologie 1 3
Maladies infectieuses 1 2
Hémodialyse 1 2
Femmes 7 16
Médecine Hommes 4 9
Femmes ) 12
Chirurgie Hommes 6 14
Totale 43 100

BMR : bactéries multirésistantes, n : fréquence, % : pourcentage.

Des bactéries multirésistantes ont été isolées et identifiées dans 11 des 13 services
médicaux examinés au cours de la période d’étude. Les différences observées entre les services
n’étaient pas statistiquement significatives (P >0,05). De méme, aucune différence
significative n’a été relevée entre la proportion de bactéries sensibles et celle de bactéries
multirésistantes dans 1’ensemble des services (P > 0,05). Le taux le plus élevé de résistance a
été enregistré en unité de soins intensifs (USI) avec 21% (n=9), suivi par le service de
medecine femme 16% (n = 7), tandis que le taux le plus faible a été observé au niveau du service
des maladies infectieuses et I’hémodialyse avec 2% (n=1). Cette forte prévalence en unité de
soin intensif met en évidence la nécessité urgente de renforcer la gestion des antimicrobiens et

les mesures de prévention et de contrdle des infections.

Ces résultats sont cohérents avec ceux de plusieurs chercheurs ces derniéres années, y
compris I'étude menée par Moriyama et al. [238] au Japon, qui ont rapporté que le taux de

bactéries multirésistantes est de 35,6% chez les patients hospitalisés ou ou ceux retenus en
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consultation externe a I'étranger au cours des 12 mois précedents. Ainsi que, I'étude algérienne
menée par Benzaid et al. (2022) dans l'unité de réanimation médicale abouti a des résultats
cohérents avec les nétres, avec une prévalence significative de BMR chez les femmes (53,80%)
et les hommes (46,20%). De plus, lI'unité de soins intensifs (USI) est la plus touchée par les
bactéries multirésistantes pendant la période d'étude, comme le rapportent Harzallah et al.
(2022) qui ont classé I'USI comme une unité & haut risque ou séjournent les patients
immunodéprimés, avec un taux global d'épisodes d'infection de 18% parmi les patients
hospitalisés a I'USI de I'hdpital de Constantine. De meme, des resultats similaires aux notres
ont ete rapportes par Carvalho-Brugger et al. [239] et Strazzulla et al. [240], dans les unités de

soins intensifs en Espagne et en France, respectivement.

111.1.3 Répartition des bactéries multirésistantes selon I’échantillon pathologique

Le tableau 6 résume la répartition et le taux de résistance des bactéries multirésistantes
dans divers échantillons pathologiques. Les bactéries isolées du pus ont montré un taux de BMR
élevé par rapport aux autres échantillons (n = 22; 51,2%), réparties entre Acinetobacter
baumannii (n = 9), suivi d'Esherichia coli et de Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
(n = 4) pour chacun, puis de Pseudomonas aeroginosa (n = 2), le reste étant réparti entre
Enterobacteriaceae sp. Le taux de BMR dans I'examen cytobactériologique de I'urine est (n =
9; 21%), réparti entre Esherichia coli (n = 4), Klebsiella sp. et Acinetobacter baumannii (n =
2) pour chacun, et enfin Enterobacteria cloacae avec (n = 1). Le reste de BMR se répartit dans
les échantillons de liquide de drainage, de cathéter, du distal protégé, de liquide péritonéal, de

liquide séreux, de liquide céphalo-rachidien, de cathéter et d'hémoculture.
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Tableau 7: Taux des bactéries multirésistantes dans différents échantillons pathologiques recueillis au niveau de | hipotal Med Boudiaf.

Echanti Enterobacteriaceae Pseudomonas | Acinetobacter Staphylococcus
on Esherichia Klebsiella Serratia Citrobacter | Enterobacter | Morganella aeruginosa baumannii aureus
coli sp. marcescens koseri cloacae morgain
S| R P- |S|R| P- SIR| P- |S|R| P- S|R P- S|R| P- S |R| P- S|R P- S | SARM P-
value value value value value value value value value

Pus 24 | 4 001 (6/1] 018 |1|1 1 110 1 1|0 1 11 1 10 |2 | 007 |O| 9| 011 | 15 4 0.09
ECBU |23 | 4 001 (6/2] 04 |0]|O0 110 1 0|1 1 010 4 |0 011 (0| 2| 048 0 0
LD 0|0 0[0 o[1| 1 |0]O 00 00 3 (0022 |01 1 0 0
EC 0] 1 1 0|0 00 0|1 010 010 0 |1 1 0|0 0 0
DP 0|0 0|2| 048 |00 010 00 00 0|0 0| 2]042 | O 0
LP 111 1 1(0 1 00 0|0 1|0 1 010 0 |0 0|0 0 0
LCR 0|1 1 |0]0 00 0|0 010 010 010 0|0 0 0
HC 0] 0 0|0 00 0|0 010 010 0 |0 11 1 0 0

S :sensible ; R : resistant, SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline, ECBU : Examen cytobactériologique des urines, LD : Liquide de drainage, EC : Echantillon
de cathéter, DP : distal protégé, LP : Liquide péritonéal, LCR : Liquide céphalorachidien, HC : Hémoculture.

56




Chapitre 111 Bactéries multirésistantes dans la région d’Ouargla

Pour les entérobactéries du pus, Escherichia coli a montré un profil de résistance
significatif avec 24 isolats sensibles et 4 résistants (P = 0,01), tandis que Klebsiella sp. a montré
6 isolats sensibles contre 1 isolat résistant (P = 0,18). D'autres entérobactéries, dont Serratia
marcescens, Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae, Morganella morganii, ont montré des
profils de résistance variables selon les échantillons, plusieurs comparaisons atteignant une
signification statistique. Alors que le groupe des non-entérobactéries isolé du pus a de nouveau
révélé une tendance inquiétante. Les isolats d'Acinetobacter baumannii ont montré une
résistance (0 sensible contre 9 résistants ; P = 0,11), tandis que Pseudomonas aeruginosa a
montré resistance (10 sensibles contre 2 résistants ; P = 0,075). Staphylococcus aureus résistant
a la méthicilline a également montré une résistance considérable, notamment dans les
échantillons de pus (15 sensibles contre 4 résistants ; P = 0,09). Globalement, ces résultats
soulignent la distribution hétérogene des bactéries multirésistantes dans différents échantillons
biologiques en milieu hospitalier, les échantillons de pus constituant un réservoir important de
pathogenes résistants. Ces résultats sont similaires a ceux de différentes études, telles que
I'étude rétrospective menée dans un centre tertiaire au Japon par Moriyama et al. [238], qui ont
rapporté un taux de positivité urinaire de 15,4 % (n = 2). D'autre part, une étude menée par
Nobel et al. [241] a rapporté que Pseudomonas sp. était la bactérie multirésistante la plus

prédominante dans I'échantillon de pus.

111.1.4 Profils de résistance des bactéries multirésistantes a divers antibiotiques
La figure 5 dresse les profils de résistance des bactéries multirésistantes a divers

antibiotiques. Les entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)
excluant Escherichia coli et Klebsiella sp. présentent une résistance de 100 % a I'ampicilline, a
I'amoxicilline + acide clavulanique et a la céfoxitine, ainsi qu'une résistance de 75 % a
I'amikacine et au céfotaxime, suivies de la céfazoline avec un pourcentage de résistance de 68
%, puis de la ciprofloxacine et du triméthoprime + sulfaméthoxazole avec un pourcentage de

résistance de 60 %.
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Figure 5: Profils de sensibilité et de résistance des entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre
étendu (BLSE) (A), Escherichia coli (B), Klebsiella pneumoniae (C), Pseudomonas aeruginosa (D),
Acinetobacter sp. (E) et Staphylococcus aureus (F)(amoxicilline + acide clavulanique (AMC); ampicilline (AMP);

cefotaxime (CTX); cefoxitine (FOX); ceftazidime (CAZ); imipeneme (IPM); piperacilline (PIP); ticarcilline (TIC); ticarcilline + acide

clavulanique (TCC); amikacine (AMK); gentamicine (GEN); chloramphenicole (CHL); colistine (COL); trimethoprime +

sulfamethoxazole (SXT); ciprofloxacine (CIP); levofloxacine (LVX); fosfomycine (FOS); céfazoline (CZO); clindamycine (CLN);

kanamycine (KAN); erythromycine (ERY); tobramycine (TOB)).
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Le profil de resistance d'Escherichia coli productrices des béta-lactamases aux
antibiotiques montre une résistance élevee (100 %) a I'ampicilline, a I'amoxicilline + acide
clavulanique, a la céfoxitine et au ceftazidime. Une résistance est également notable pour le
céfotaxime (80 %), ainsi que pour le triméthoprime + sulfaméthoxazole a 75 %. La
ciprofloxacine et I'amikacine présentent des taux de résistance respectifs de 67 % et 57 %.
Klebsiella pneumoniae productrice de béta-lactamases présente une résistance compléte a
plusieurs antibiotiques tels que I'amoxicilline + acide clavulanique, la céfoxitine, le ceftazidime,
la céfazoline et le triméthoprime + sulfaméthoxazole. Un pourcentage significatif de résistance
(83 %) est également observé pour le céfotaxime. Toutes les souches de Pseudomonas
aeruginosa testées a I'ndpital en 2023 étaient résistantes a la ticarcilline, a la ticarcilline + acide
clavulanique, a la céftazidime et a la ciprofloxacine. Acinetobacter baumannii isolée a I'hopital
présentait une résistance élevée (100 %) a la plupart des antibiotiques testés. Les souches de
Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline isolées a I'népital en 2023 présentaient un
taux de résistance trés élevé (100 %) a la cefoxitine, a la kanamycine, a I'érythromycine et a la

gentamicine, suivies par la lIévofloxacine (80 %) et la clindamycine (50 %).

Le pourcentage de résistance des bactéries aux antibiotiques a I’h6pital Mohamed
Boudhiaf en 2023 varie selon la bactérie et I'antibiotique. Les entérobactéries productrices de
béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont résistantes a 1’ampicilline, a I’amoxicilline +
acide clavulanique, a la céftazidime et a la céfoxitine, a ’exception de Klebsiella pneumoniae,
naturellement résistante a 1’ampicilline. De méme, tous les Acinetobacter baumannii isolés de
I’hopital de Ouargla (n = 15) en 2023 présentent une résistance totale aux béta-lactamines
testées, a savoir la céftazidime, I’imipénéme, la pipéracilline, la ticarcilline + acide clavulanique
et la ticarcilline, ainsi que toutes les souches résistantes a 1’amikacine et a la gentamicine de la
famille des aminosides. Outre tous les Acinetobacter baumannii résistants aux antibiotiques
quinolones, sulfamides et dérivés. Ainsi que, tous les Pseudomonas aeruginosa (n = 3) étaient
résistants a la quinolone. De plus, tous les Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
(SARM) (n = 4) étaient résistants au antibiotique de la famille béta-lactamine, aux aminosides,

et au macrolide.

Les résultats de la resistance bactérienne aux antibiotiques sont reflétés dans divers
projets de recherche nationaux et internationaux, notamment I'étude menée par Benammar et
al. [242] en Algérie, qui a montré que 95 % des entérobactéries étaient résistantes a I'amikacine
et 78 % étaient résistantes aux aminopenicillines et a I'amoxicilline. En 2020, le Comiteé algérien

de normalisation a expliqué la résistance accrue des entérobactéries a la famille des beta-
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lactamines par le développement de mécanismes permettant la résistance a un large éventail de
beta-lactamines, notamment les céphalosporines de troisiéme génération et les carbapénemes.
Ces meécanismes impliquent principalement les enzymes beta-lactamases, telles que les
céphalosporinases AmpC, les beta-lactamases a spectre étendu (BLSE) et les carbapénémases.
Chaque type d'enzyme présente un profil de résistance aux beta-lactamines distinct, identifiable
par antibiogramme. Une étude distincte de Foka Fonkam et al. (2023) a Yaoundé a demontré
qu'Escherichia coli présentait un taux €levé de résistance aux quinolones, a I'amoxicilline et
aux aminopeénicillines. Dans une enquéte distincte de Zhang et al. [243], les bactéries E. coli
isolées de l'unité de gynécologie pédiatrique ont montré une résistance a la ciprofloxacine et a
la céfazoline (50 %), a I'ampicilline (90,91 %) et au triméthoprime-sulfaméthoxazole (63,64
%). En revanche, la recherche de sensibilité aux médicaments a reévélé que Klebsiella
pneumoniae avait un taux de résistance a l'ampicilline de 100 % et un taux de résistance de 10
% ou moins aux autres antibiotiques. Une autre étude rétrospective a été menée dans deux
hopitaux tertiaires de I'est de I'Ouganda par Obakiro et al. [244], qui ont rapporté qu'Escherichia
coli et K. pneumoniae étaient résistants a plusieurs agents, dont Il'amoxicilline/acide
clavulanique, le céfotaxime, la ciprofloxacine, la gentamicine, I'imipénéme, la tétracycline et le

triméthoprime sulfaméthoxazole.

Des études menées en 2023 par les chercheurs Markkanen et al. [245] et Taghreed et al.
[246] au Burkina Faso et en Arabie saoudite, respectivement, ont montré que Pseudomonas
présentait une forte résistance a la tobramycine, a la ticarcilline, a la céftazidime, a la
pipéracilline, a la ciprofloxacine, a I'amikacine, a la lévofloxacine et a la ticarcilline + acide

clavulanique.

Les résultats d'une étude jordanienne menée par Al-Tamimi et al. [247] ont montré
qu'Acinetobacter baumannii était résistant aux antibiotiques béta-lactamines tels que la
céftazidime, l'imipénéme, les aminosides (amikacine et gentamicine), les quinolones
(ciprofloxacine, Iévofloxacine) et le triméthoprime + sulfaméthoxazole. Une autre étude menée
par Motbainor et al. [248] en Ethiopie a rapporté qu'Acinetobacter baumannii était résistant a
la pipéracilline, a la céftazidime et a la ciprofloxacine. Une autre étude menée par Guimaraes
et al. [249] au Brésil a rapporté que Staphylococcus présentait une resistance de 98,73 % aux
macrolides (clindamycine et érythromycine), aux béta-lactamines (oxacilline et céfoxitine) et

aux aminosides (amikacine).
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I11.2 Bacteéries pathogéne collectées
Pendant la période d’étude de mars a décembre 2023, 15 souches pathogénes ont été
collectées a partir des laboratoires médicaux dans la région d’Ouargla. L’échantillon, le site et

la date de prélévement sont présentées dans le tableau 7.

Tableau 8: Echantillon, site et date de prélévement des bactéries pathogénes collectées.

Code | Echantillon | Site de prélevement | Date de prélevement | Laboratoire
M1 Urine / 19.05.2023 Elmanar
M2 Pus Abcés appendiculaire 24.05.2023 Elmanar
M3 Pus Abcés abdominaux 20.05.2023 Elmanar
M4 Pus Plaie poste opératoire 15.06.2023 Cherbi
M5 Pus Plaie poste opératoire 15.06.2023 Cherbi
M6 Pus Plaie poste opératoire 15.06.2023 Cherbi
M7 Pus Abces 20.06.2023 Belaid
M8 Urine / 14.11.2023 Elmanar
M9 Urine / 10.6.2023 Ibn sina

M11 Pus Abces 18.6.2023 Ibn sina

M12 Pus Plaie interfessiére 17.12.2023 Cherbi

M13 Urine / 19.12.2023 Cherbi

M14 Pus Abces 20.12.2023 Cherbi

M15 Urine / 20.11.2023 Elamel

M16 Urine / 24.11.2023 Elamel

Les bactéries collectées ont des origines pathologiques différentes 9 souches isolés a
partir du pus réparti dans différents sites de prélevement dont 3 isolés a la plaie post-opératoire,
1 abceés appendiculaire, 1 abces abdominaux, 1 plaie interfessiere et 3 abces superficielles, et 7

souches sont isolés aux urines.

111.2.1 Identification des bactéries collectés
111.2.1.1 Identification phénotypique

Les observations obtenues sur le milieu CHROMagar™ Orientation ont permis une

identification rapide et fiable de principales bactéries pathogénes collectées. La différence de

61



Chapitre 111 Bactéries multirésistantes dans la région d’Ouargla

coloration et d’aspect entre les colonies résulte de la spécificité enzymatique de chaque espece
(production ou non de beta-glucuronidase, formation de capsule, production de pigments, etc.).

Les résultats de I’identification macroscopique des isolats bactériens collectés sur le
milieu CHROMagar™ Orientation ont révélé la présence de trois genres bactériens distincts.

Premiérement, on observe des colonies rondes, lisses et brillantes, de couleur rose. Cette
teinte caractéristique indique une activité beta-glucuronidasique positive, spécifique des
entérobactéries du genre Escherichia. Donc, selon la coloration observée et les caracteres
morphologiques, I’isolat est identifi¢ comme Escherichia coli [250].

Deuxiémement, les colonies apparaissent grandes, épaisses, brillantes et tres
mugqueuses, avec une couleur bleu-vert a bleu métallique. Cet aspect visqueux traduit la
présence d’une capsule abondante, typique des bactéries du genre Klebsiella. Donc ces
caractéristiques permettent d’identifier la souche comme Klebsiella pneumoniae [251][252].

Troisiemement, les colonies observées sont beige clair a translucides, parfois avec de
Iégers reflets verdatres, et présentent un aspect sec ou légérement rugueux. Une odeur fruitée
se dégage du milieu, ce qui oriente fortement vers un Pseudomonas [253]. Donc ces
observations sont compatibles avec une souche de Pseudomonas aeruginosa.

Identification microscopique

L'observation microscopique des isolats collectés aprés coloration de Gram montre que

toutes les bactéries collectées de couleur rose indiquent que ces souches sont de Gram négatif.

111.2.1.2 Identification biochimique des isolats bactériens par VITEK®?2

Les résultats de I’identification biochimique par VITEK®2 des souches collectées sont
présentés dans le tableau 8 et I’annexe 4. L’identification biochimique par le systéme
automatisé VITEK®2 des 15 souches collectées révele que la souche prédominante est E. coli
(n = 8; 53.4%) suivie par Pseudomonas aeruginosa (n = 3 ; 20%), Klebsiella aerogenes (n =
2 ; 13.3%), Klebsiella pneumoniae (n = 2 ; 13.3%), avec des probabilités entre 85 et 99%.
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Tableau 9: Identification biochimique des isolats collectés par VITEK®2

Bactéries multirésistantes dans la région d’Ouargla

—|Nfo|srwloi~ oo JISIS I3 IS SI5|B|SIRIQINIRISICIQINIRIR B IH|S|8[083|8| 5|88 T TR F|IRSS

<o 2lc|olEl<lolol<| R4 |0 alol<|<|Fl<|w =loF 22 Y <= |lo|loS| 2D |wlEl<| =[S 2w x| oL Espece
code o 1|31 S|g|<| 2D |a|Z|1E|5L|01alo|sla|s 2% 8lal2|E R E 55 k<2 | Blo)klz zla)s|<|S k|22 Q0

2| TQlz|»|2o|o|<|m|2|-|<|o|o| 1232|5322 |82 |F1°|1Z|1Z2|28/0|5|12|2|<|5|3|8(0|3|2 |5 | £ | @
ML | - |- |-+ =+ ===+ -]+ -+ ]|+ -+ |+ -|-|-|*]|-|-|*+|-|*|-|-|-|+]|-]|-|-]|-]|P.aeruginosa
M2 |+ |- |+ [+ F[+|+|[+]|-|+][+]|-|+|F|+F]|F]|F|[+|F|+F]|+|F]|+|F|[+]|F|+F]|+|F|[+]|+|+]|+|+][+]|-|+]|+|-|+|+]|-|+|+]|+|+]|+]| K aerogenes
M3 | = | ===+ ]-|-1+|-|-|+]-|-1-]+|-]-|-|+]-|+]-|F]-|-|+[+]-|-|-]-|+]|-|-|-]-|-|+|[+]-|+|+]-|+]-|-]+ E. coli
MA | - |- |+ [+ F [+ -+ =] F] | F| -] |-+ ||+ ][] -]+ -] -|-|-|+|+]-|+]|+]|-|+]|+]|+]|+]|Kpneumoniae
M5 | - -|-|-|+|-|-[+|-|-|F|-1-|-|-1-|-|-|+[-|+][+|F+]|-]-|F|F]-|-|-]-|+]|-|-|-|-|-|+]|+[-|+|+|-|+]|+]|-]|+ E. coli
MG | - |- |+[+|+[+|+[+]|-|-|+]|-|-|-|+]|-|F]|-|F|-|F|+]|+]|-|-|F|+]|+|F][+]|-|+|+|-|-|-|-|+|+]|-|+]|+]|-|+]|+|+]|+]|K pneumoniae
M7 | ===+ =+ ===+ -]+ |-+ -+ F|[+F]+|+]-|-|-|-|*]|-|-|+|-|*|-|-|-|+]|-]|-|-]|-]|P.aeruginosa
M8 | - |- |-|-|+|+|-|-|-|-|+]|-|-|-|+]-]-]-]+]-|F+[F|F]|-|-|F|+]|-]-|-]-|+]|-]|-]-]-]--|[+[-|+]|-|-|+|-|-|+ E. coli
MO | - |- |+ [+ +[+]|-|-|-|+|+]|-[+]|F|+H]|F|F|F|F|[+H|F|F]|F|F[+]|F|+H]|+|F]|+]|+[+|+|+]+]|-|[+]|+]|-|+|+]|-|-|-|+|+]|+]| K aerogenes
ML | - |- |-+ |- |+[=|-|-|-|-[+]-|-|-|-|-|+|[-|-|[+]|+|-[+]|-|[+]|+|+]+]|-|-|-|-|+|-|-|+|-|+|-]|-|-|+]|-|-]|-]|-]|P.aeruginosa
MI12 | - | == |- |+|-|-|+]|-|-|+|-|-]-|+|-|-|-{+]-[*F|-|F]-|-|+[+|[-|-|-|-|+[-|-|-|-]-|-|+|-|+]|+]-|[+|-|-]|+ E. coli
MI3 | - | == |-|+|-|-|+]-|-|+|-|+]-|-|-|-|-{+]-[+|-|F]|-|-|+[+|-|-|-|-|+[-|-|-|-]-|-|+|-|+|+]-|[+|-]|-]|+ E. coli
M14 | - |- |- |- |+|+]|-|-]-|-|+|-|-|-[+|-|-|-|+]|-[+[+|+]|-|-[+[+|-|-|-|-|+[-|-|-|-|-|-[+|-|+]|-]|-[+|-|-]|+ E. coli
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MI5 | - | == |- |+|-|-|+]-|-|+]-]-|-|-|-|-|-|+]-|+|+| |-+ |||+ -|-|-]|-|-|+|+|-]|+]+]-|+|+]-]+ E. coli

MI16 | - | == |- |+|+|-|-|-|-|+|-|-|-|4|-|-|-|+]-|+| |+ -]+ +|-|-|-]-+-|-|-]-|-|-1+|-]+-|-|+-]-]+ E. coli

Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE (APPA), ADONITOL (ADO), L-Pyrrolidonyl-Arylamidase (PyrA), L-ARABITOL (IIARL), D-CELLOBIOSE (dCEL), BETA-
GALACTOSIDASE (BGAL), PRODUCTION DE H2S (H2S), BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE (BNAG), Glutamyl Arylamidase pNA (AGLTp), D-GLUCOSE
(dGLU), GAMMA-GLUTAMYL-TRANSFERASE (GGT), FERMENTATION / GLUCOSE (OFF), BETA-GLUCOSIDASE (BGLU), D-MALTOSE (dMAL), D-
MANNITOL (dMAN), D-MANNOSE (dMNE), BETA-XYLOSIDASE (BXYL), BETA-Alanine arylamidase pNA (BAlap), L-Proline ARYLAMIDASE (ProA), LIPASE
(LIP), PALATINOSE (PLE), Tyrosine-ARYLAMIDASE (TyrA), UREASE (URE), D-SORBITOL (dSOR), SACCHAROSE/SUCROSE (SAC), D-TAGATOSE (dTAG), D-
TREHALOSE (dTRE), CITRATE (SODIUM) (CIT), MALONATE (MNT), 5-KETO-D-GLUCONATE (5KG), Alcalinisation du L-LACTATE (ILATK), ALPHA-
GLUCOSIDASE (AGLU), Alcalinisation du SUCCINATE (SUCT), Beta-N-AC2TYL-GALACTOSAMINIDASE (NAGA), ALPHA-GALACTOSIDASE (AGAL),
PHOSPHATASE (PHOS), Glycine ARYLAMIDASE (GlyA), ORNITHINE DECARBOXYLASE (ODC), LYSINE DECARBOXYLASE (LDC), BASE DE
DECARBOXYLASE (0DEC), Assimilation de la L-HISTIDINE (IHISa), COUMATATE (CMT), BETA-GLUCURONIDASE (BGUR), RESISTANCE 0/129 (comp. Vibrio.)
(O129R), Glu-Gly-Arg-ARYLAMIDASE (GGAA), Assimilation du L-MALATE (IMLTa), ELLMAN (ELLM), Assimilation du L-LACTATE (ILATa).
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L’identification biochimique automatisée réalisée a 1’aide du systeme VITEK®2 a
permis de confirmer la présence de bactéries pathogénes appartenant majoritairement au
Enterobacteriaceae et a celui des Pseudomonas. Parmi les quinze souches analysées,
Escherichia coli s’est révélée étre ’espece la plus prédominante, représentant 53,4 % des
isolats. Cette dominance est cohérente avec de nombreuses études menéees dans des milieux
hospitaliers, ou E. coli constitue ’un des principaux agents responsables des infections

d’origine nosocomiale [254].

La présence de Pseudomonas aeruginosa (20 %) en deuxiéme position peut étre
attribuée a sa capacité¢ d’adaptation exceptionnelle dans les environnements hospitaliers
humides, notamment les unités de soins intensifs, les dispositifs médicaux et les plaies
postopératoires. Ce pathogéne opportuniste représente une menace croissante pour la prise en
charge thérapeutique, surtout dans les cas d’infections chroniques ou de patients

immunodéprimés [255].

Les souches de Klebsiella aerogenes et Klebsiella pneumoniae (13,3 % chacune)
observées dans cette étude confirment la diversité des entérobactéries isolées et leur implication

fréquente dans les infections nosocomiales.

Le profil biochimique correspondant, caractérisé par la production de capsule et
I’absence d’activité beta-glucuronidasique, concorde avec les données de la littérature décrivant

le comportement métabolique de ces especes.

Les probabilités d’identification élevées obtenues (comprises entre 85 % et 99 %)
témoignent de la fiabilité du systéeme VITEK®2 dans la discrimination des différentes especes
bactériennes. Ce dispositif, reposant sur I’analyse d’un large spectre de réactions biochimiques
miniaturisées, s’avere un outil efficace pour I’identification rapide des pathogeénes cliniques,
facilitant ainsi la mise en place de stratégies de traitement adaptées et de mesures de prévention

ciblées.

En somme, ces résultats mettent en évidence la prédominance d’Escherichia coli parmi
les isolats étudiés, suivie par Pseudomonas aeruginosa et les especes du genre Klebsiella. Cette
distribution reflete une situation typiquement observée dans les infections hospitaliéres,
soulignant la nécessité d’un suivi continu de la flore bactérienne et d’une gestion rigoureuse

des antibiotiques pour limiter la propagation des souches multirésistantes.
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111.2.2 Profils de sensibilité aux antibiotiques

Les résultats de sensibilité aux antibiotiques des bacilles & Gram-négatif ont été
recueillis et identifiés par le systeme automatisé VITEK®2, qui calcule la concentration
minimale inhibitrice (CMI) pour chaque antibiotique testé et classe les bactéries comme

sensibles (S), intermédiaires (I) et résistantes (R) conformément aux normes CLSI. 2024

(Tableau 9).
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Tableau 10: Profil de sensibilité aux antibiotiques des bactéries collectées.

(a) Enterobacteriaceae fermentaire

Antibiogramme

Antibiotiques

3 AMP AMC TZP Czo FOX CTX CAZ ERT IPM AMK GEN CIp FOS NIT CHL SXT
(=}
o
souches MiIC MIC MIC MIC MiIC MIC MIC MiIC MIC MIC MiIC MiIC MIC MiC MiC MiC

M2 232 | R| =128 | R| 264 | R| 264 | R 8 R| =264 | R >8 R 8 R| =64 | R | 216 | R| =>4 Rl 2256 | R| =512 | R| =<2 R| 160

K. aerogenes - *
M3 E. coli <2 R <4 S| <4 |R| <4 |R| <02 |S| 16 |R| <012 | S| <025 |S| <2 S <1 S| <025 | S| 2256 | R| <16 | S| 4 S| <20
M4 . <2 Rl =2 |S <4 S| 4 |R| =4 |S >64 R 4 S| =012 | S| <025 | S| =2 S <1 S| <025 | S| =256 | R| <16 | S| <2 S| <20

K. pneumoniae -
M5 E. coli >32 R| 16 | <4 S| >64 |R| <4 |S >64 R 8 I | <012 | S| <025 | S 4 S >16 | Rl 1 S| <16 | S| <16 | S| =<2 S| =320

M6 K. Pneumoniae | <2 R| =<2 S <4 S <4 R| =4 S 8 R 16 R | <012 | S| <025 | S <2 S <1 S| <025 | S| =256 | R| <16 | S| <2 S| <20

M8 E. coli >32 | R| 232 | R| 2128 R| >64 | R 8 S 16 R| >64 | R| 4 R 2 | <2 S <1 S| 05 S| 64 R| 128 | R| 8 S| =320
M9 K. aerogenes <2 5 <4 S 16 R| 32 5 <025 | S 4 S| <012 | S| <025 |S 32 | 8 | 1 S| >256 | R| 64 | <2 S| <20
M12 E. coli 16 R 16 S 8 R| 16 R| <025 | S| 025 |S | <012 | S| <025 |S| =2 S >16 R| >4 R| <16 | S| <16 | S| =64 | R| =320
M13 E. coli >32 R| =32 | R| >128 R| =264 | R| 32 R >64 R| 32 R | <012 | S 1 S 4 S 2 S| =>4 R| =256 | R| <16 | S| >64 | R| >320
M14 E. coli <2 R <4 S| <4 R| 264 | R 1 S 4 S 0.5 S| <025 |[S| =264 | R 8 | >4 R| =256 | R| 32 S| 4 S| =320
M15 E. coli 232 | R 8 S <4 S| >4 |R| <4 S| <025 | S|02 | S| <012 | S| <025 | S| =<2 S <1 S| <025 | S| <016 | S| <16 | S| 4 S| <20
M16 E. coli 16 | 8 S <4 S| <4 S 8 S| <025 | S| 05 | S| <012 | S| <025 |S| =2 S <1 S| <025 | S| <016 | S| <16 | S| 16 1| <20
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Antibiogramme
code Antibiotiques TIC TCC PIP TZP CAZ FEP IPM MER AMK GEN TOB cIpP coL
souches MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC
M1 P. aeruginosa >128 | R| >128 | R| =128 |R| >I28 |R >64 R| =64 |R| =216 |R 8 R| >4 |R| =16 |R| =16 |R| =>4 R 2
M7 P. aeruginosa <8 S <8 S <4 S <4 S <1 S <1 S 0.5 S| <025 | S <2 S <1 S| <1 S| 025 | S| <05
M11 | P. aeruginosa >128 | R| >128 | R| =128 |R| >I28 |R 16 I 8 | 2 S 8 R 8 S| =16 | Rl =16 |R| >4 R 4
CMI : concentration minimale inhibitrice, S: sensible, |: intermédiaire, R: résistant, AMP :

ampicilline, AMC :

amoxicilline/acide clavulanique,

TZP :

pipéracilline/tazobactam, CZO : céfazoline, FOX : céfoxitine, CTX : céfotaxime, CAZ : céftazidime, ERT : ertapénéme, IPM : imipénéme, AMK : amikacine, GEN :
gentamicine, CIP : ciprofloxacine, FOS : fosfomycine, NIT : furane, CHL : chloramphénicol, SXT : triméthoprime + sulfaméthoxazole, TIC : ticarcilline, TCC : ticarcilline +
acide clavulanique, PIP : pipéracilline, TZP : pipéracilline-tazobactam, FEP : céfépime, MER : méropénéme, TOB : tobramycine, COL : colistine, * : Résistance naturelle.
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Le profil de résistance aux antibiotiques des souches collectées a montré que la majorité
des souches sont résistantes a plusieurs antibiotiques couramment utilisés pour traiter les
infections causées par ces bactéries, notamment les penicillines (ampicilline,
amoxicilline/clavulanate), les céphalosporines (céftazidime, céftriaxone, céfépime), les
aminosides  (gentamicine), les carbapénémes (ertapénéme, méropéneme) et les
fluoroquinolones (ciprofloxacine). La différence entre résistance et non-résistance des bactéries
étudiées aux antibiotiques testés n'est pas significative pour les entérobactéries fermentaires (P
> 0,05), tandis gqu'elle est hautement significative pour les entérobactéries non fermentaires (P
<0,01) (Tableau 10).

Tableau 11: Pourcentages de résistance des bactéries aux antibiotiques testées

Entérobactéries Entérobactéries non
Families des antibiotiques Antibiotiques fermentaires fermentaires
R(%) | 1(%) | S(%) R(%) | 1(%) | S(%)
Pénicillines AMP 62.5 0 37.5 - - -
AMC 62.5 | 125 25 - - -
TZP 37.5 0 62.5 100 0 0
TCC - - - 100 0 0
TIC - - - 100 0 0
PIP - - - 100 0 0
Céphalosporines CAZ 50 125 | 375 50 50 0
Cz0 100 0 0 - - -
CTX 75 0 25 - - -
FOX 50 0 50 - - -
FEP - - - 50 50 0
Carbapénemes IPM 125 | 125 75 50 0 50
ERT 25 0 75 - -
MER - - - 100 0 0
Fluoroquinolones CIP 50 0 50 100 0 0
Aminoglycosides AMK 25 0 75 50 0 50
GEN 375 | 125 50 100 0 0
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TOB - - - 100 0 0

Nitrofurantoines NIT 25 0 75 - - -

Phoenicoles CHL 375 0 62.5 - - -

sulfamides et les composeés associés | SXT 75 0 25 - - -

Polypeptides COL - - - 0 50 50

Autres FOS 75 0 25 - - -
S: sensible, |: intermédiaire, R : résistant, <>-*’: non testé, AMP : ampicilline, AMC : amoxicilline/acide

clavulanique, TZP : pipéracilline/tazobactam, CZO : céfazoline, FOX : céfoxitine, CTX : céfotaxime, CAZ :
céftazidime, ERT : ertapénéme, IPM : imipénéme, AMK : amikacine, GEN : gentamicine, CIP : ciprofloxacine,
FOS : fosfomycine, NIT : furane, CHL : chloramphénicol, SXT : triméthoprime + sulfaméthoxazole, TIC :
ticarcilline, TCC : ticarcilline + acide clavulanique, PIP : pipéracilline, TZP : pipéracilline-tazobactam, FEP :
céfépime, MER : méropénéme, TOB : tobramycine, COL : colistine.

Dans cette étude, le profil de résistance des entérobactéries fermentaires aux
antibiotiques a montré que tous les bactéries (100%), étaient résistantes a la céfazoline (CZ0),
75 % étaient résistantes au céfotaxime (CTX), a la fosfomycine (FOS) et au triméthoprime +
sulfaméthoxazole, 62,5% étaient résistantes a I'ampicilline (AMP) et a I'amoxicilline + acide
clavulanique (TCC), 50% étaient résistantes a la céfoxitine (FOX), a la céftazidime (CAZ) et a
la ciprofloxacine (CIP), 37,5% des bactéries étaient résistantes a la gentamicine (GEN), au
chloramphénicol et a la pipéracilline + tazobactam, 25% étaient résistantes a I'amikacine
(AMK), au furane et a I'értapénéme, et 12,5% étaient résistantes a I'imipéneme. La resistance
la plus élevée observée pour la céfazoline, tandis que la sensibilité la plus élevée a été notée
pour l'imipénéeme. Le profil de résistance aux antibiotiques des entérobactéries non
fermentatives (Pseudomonas aeruginosa) a montré que tous les isolats (100%) étaient résistants
a la ticarcilline (TIC), a la ticarcilline + acide clavulanique (TCC), a la pipéracilline (PIP), a la
pipéracilline + tazobactam (TAZ), au méropéneme (MER), a la gentamicine (GEN), a la
tobramycine (TOB) et a la ciprofloxacine (CIP). De plus, 50% des isolats étaient résistants a
I'imipéneme (IPM), a la céftazidime (CAZ), a I'amikacine (AMK) et a la FEP, et aucun isolat
n'était résistant a la colistine (COL). Par conséquent, les Pseudomonas aeruginosa étudiés
étaient plus résistants aux béta-lactamines et aux aminosides que les autres classes
d'antibiotiques. De plus, le systeme VITEK®2 a permis de détecter certains phénotypes de
résistance, tels que la production de béta-lactamases a spectre éetendu (BLSE), de
carbapénémases et de céphalosporinases. Les résultats de I'analyse phénotypique des bactéries

collectées (Annexe 4) sont présentés dans le tableau 11.
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Tableau 12: Caractéristiques phénotypiques des bactéries collectées

Code Souche Caractéristiques phénotypiques

M1 | P. aeruginosa Production de beta-lactamase a spectre étendu,
carbapénémase et cephalosporinases haut niveau.

M2 | K. aerogenes Imperméabilité aux carbapénéme

Production de carbapénémase

M3 E. coli /

M4 | K. pneumoniae Production de beta-lactamase a spectre étendu

M5 | E. coli Production de beta-lactamase a spectre étendu

M6 | K.. pneumoniae | Production de beta-lactamase a spectre étendu

M7 | P. aeruginosa /

M8 | E.coli Imperméabilité aux carbapénéme

Production de carbapénémase

M9 | K. aerogenes /

M11 | P. aeruginosa Production de céphalosporinases haut niveau

M12 | E. coli /

M13 | E. coli Production de beta-lactamase a spectre étendu et
céphalosporinases haut niveau.

M14 | E. coli Production de beta-lactamase a spectre étendu

M15 | E. coli /

M16 | E. coli /

Concernant les caractéristiques phénotypiques des bactéries collectées, la production de
béta-lactamase représente une proportion élevée par rapport aux autres enzymes (60 %), suivie
par la production de carbapénémase et de céphalosporénase de haut niveau (30 %). De plus,
certaines souches présentent une résistance aux antibiotiques de la famille des carbapénémes
par imperméabilité, des bactéries résistantes aux polypeptides et des bactéries productrices

d'enzymes béta-lactamases de type AmpC.

Selon la standardisation algérienne. (2020), Dix bactéries collectées ont été classé

comme des bactéries résistantes aux multiples antibiotiques (Figure 6).
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Figure 6: Prévalence des bactéries multirésistantes collectees.

D’aprés ’analyse des résultats, 60 % (n = 6) des souches collectées sont d’origine pus
réparties sur quatre sites de prélevement (trois plaies postopératoires, un abcés appendiculaire,
un abceés abdominal et une plaie interfessiere) et 40 % (n = 4) d’origine urinaire. Les résultats
ont révélé une prédominance des bactéries a Gram négatif sur les bactéries a Gram positif, avec
des pourcentages respectifs de 100 % et 0%. Parmi les bactéries a Gram négatif, les
entérobactéries fermentatives prédominaient sur les bactéries non fermentatives, avec des
prévalences respectives de 80 % (n=8) et 20 % (n=2). Escherichia coli est la souche
prédominante chez les entérobactéries fermentaires avec une prévalence de 50 % (n = 5), suivie
de Klebsiella pneumoniae 20 % (n = 2) et enfin de Klebsiella aerogenes 10 % (n = 1). Les
entérobactéries non fermentaires sont présentées par Pseudomonas aeruginosa (n = 2). Les
résultats obtenus dans cette étude concordent avec ceux rapportés dans la littérature [256]
[257] [258] [259] [260] [261]. La résistance bactérienne a diverses classes d'antibiotiques,
associée a une faible perméabilité de I'enveloppe cellulaire, a la présence de pompes d'efflux
qui éliminent les antibiotiques des cellules, a des systémes de détoxification, a la présence de
porines et a des mutations chromosomiques, a conduit a I'émergence de nouvelles

superbactéries résistantes aux antimicrobiens [262][9] (Figure 7).
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Figure 7: Mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques.

La dégradation enzymatique des antibiotiques représente lI'un des mécanismes de
résistance les plus courants et les plus efficaces. Les beta-lactamases, par exemple, ciblent
specifiquement les antibiotiques beta-lactamines tels que les pénicillines, les céphalosporines,
les carbapénemes et les monobactames en hydrolysant le cycle beta-lactamine, une structure
essentielle a leur fonction bactéricide [58]. La résistance médiée par les béta-lactamases a
spectre étendu implique la production d’EBLS, des enzymes qui conférent une résistance a un
large éventail d'antibiotiques beta-lactamines [263]. Les BLSE exercent une activité
enzymatique en hydrolysant les antibiotiques beta-lactamines, les rendant ainsi inefficaces
contre les bactéries productrices de BLSE. Ces enzymes ont un large spectre d'activité, incluant
I'nydrolyse des céphalosporines et des monobactames. Les génes BLSE sont souvent situés sur
des plasmides, facilement transférables entre bactéries, permettant la dissémination rapide de
la résistance médiée par les BLSE. Des mutations dans les génes chromosomiques codant pour
les béta-lactamases peuvent également contribuer au développement des BLSE. La variabilité
génetique joue un réle important dans le développement de la résistance. Des mutations ou des
réarrangements génetiques dans les genes BLSE peuvent conduire a la génération de nouvelles
variantes BLSE présentant une activité accrue contre les antibiotiques béta-lactamines. Cette
plasticité génétique permet aux bactéries de s'adapter et d'évoluer en réponse aux pressions de
sélection des antibiotiques [264]. Les bacteries productrices de BLSE présentent souvent une
co-résistance, ce qui signifie qu'elles sont résistantes a plusieurs classes d'antibiotiques. Cette

co-résistance peut résulter de lI'acquisition de genes de résistance supplémentaires portés par les
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mémes plasmides ou de mutations dans d'autres génes bacteriens conférant une résistance a
différents antibiotiques. Certaines bactéries productrices de BLSE possédent des pompes a
efflux, des protéines membranaires qui pompent activement les antibiotiques hors de la cellule
bactérienne. Ces pompes d'efflux réduisent la concentration intracellulaire d'antibiotiques,
protégeant ainsi les bactéries de leurs effets antimicrobiens et contribuant a la résistance [256]
[263].

La production d’AmpC par les entérobacteries est due a des altérations des protéines de
liaison a la pénicilline, & des changements dans la composition en acides aminés et a des
variations génétiques qui alterent la structure d'’AmpC, ainsi qu'a des mutations affectant la
protéine responsable de la régulation de la surexpression d’/AmpC. De plus, la surexpression

d’AmpC réduit la sensibilité au méropénéme et la synthese inductible d'AmpC [262].

La production de carbapénémases est un mécanisme important de résistance aux
carbapénémes, réduisant l'efficacité des agents anti-entérobactéries couramment utilisés,
notamment la ceftazidime, le céfépime et la pipéracilline-tazobactam [260]. Les génes des
carbapénémases sont principalement présents chez les agents pathogenes multirésistants tels
que K. pneumoniae et P. aeruginosa ; des éléments génétiques mobiles facilitent leur transfert
a d’autres especes. Néanmoins, les bactéries productrices de carbapénémases constituent une
menace émergente en raison de leur profil de résistance accru et de leur association significative
avec une morbidité et une mortalité accrues [258]. De plus, les Pseudomonas aeruginosa
multirésistantes présentent souvent des déterminants de résistance supplémentaires qui
réduisent I’efficacité des fluoroquinolones et des aminosides [260]. La résistance aux
fluoroquinolones chez P. aeruginosa est souvent due a la surexpression des pompes d’efflux,
ainsi qu’a des mutations des topoisomérases de type IV et des ADN gyrases [262]. La
multirésistance aux antibiotiques est définie comme la résistance d'isolats a au moins un
antibiotique appartenant & au moins trois classes d'antibiotiques auxquelles les bactéries sont
sensibles : pénicilline, céphalosporine, fluoroquinolone, aminoside et carbapénémes. Toutes les
bactéries ne correspondant pas a cette description sont considérées comme non multirésistantes
[261]. Selon la norme CLSI 2024 M100TM, 34e édition des normes de performance pour les
tests de sensibilité aux antimicrobiens, 100 % des bactéries collectées sont classées comme
multirésistantes. Parmi celles-ci, 40 % ont été isolées a partir d'urines, 30 % a partir de pus de
plaie postopératoire, 20 % a partir de pus d'abces appendiculaire et 10 % a partir de pus de plaie

interfessiere. Ces résultats sont préoccupants, car ils suggerent que ces isolats pourraient étre
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des superbactéries résistantes a de multiples antibiotiques et difficiles a traiter par les thérapies

conventionnelles.

Enfin, ces résultats mettent en évidence la forte prévalence des bactéries multirésistantes
ainsi que leurs profils de résistance vis-a-vis des antibiotiques testés et offrent une meilleure
compréhension de la situation épidémiologique locale et permettent d’identifier les souches

présentant le plus grand risque clinique.
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Chapitre IV Biosynthese et caractérisation des nanoparticules

Ce chapitre regroupe les résultats de I’identification des molécules bioactives produites
par la bactérie lactique isolé de smen camelin de la région d’Ouargla par deux méthodes
Chromatographie liquide ultra-pure couplée a la spectrométrie de masse a ionisation par
électrospray et spectroscopie infrarouge a transformée de fourier. Ainsi que, les caractéristiques
optiques, structurelles, morphologiques, la distribution hydrodynamique et la stabilité des

nanoparticules de chlorures d’argent biosynthétisé par cette bactérie.

IVV.1 Molécules bioactives du surnageant extracellulaire du Streptococcus sp.

IV.1.1 Chromatographie liquide ultra-pure couplée a la spectrométrie de masse a
ionisation par électrospray (UPLC-ESI-MS/MS)
Le surnageant bactérien extracellulaire de la souche Streptococcus sp. a été analysé par

UPLC-ESI-MS/MS afin d’identifier les métabolites sécrétés et d’examiner le profil

métabolique associé a la biosynthéese des nanoparticules de chlorures d’argent.

Le chromatogramme TIC du surnageant bactérien (Figure 8) a mis en évidence quatre
pics entre 1,5 et 7 minutes. La proline constitue le composé majoritaire, alors que ’acide
nicotinique, I’acide oléanolique et la riboflavine ont été détectés en plus faibles quantités. Ces

résultats témoignent de la diversité des métabolites produits et sécrétés par Streptococcus sp..

Acide Oléanolique

Figure 8: Chromatogramme UPLC-ESI-MS-MS obtenu par I'analyse de surnageant de
Streptococcus sp.
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Le tableau 12 illustre les résultats de UPLC-ESI-MS/MS de surnageant extracellulaire

de la souche Streptococcus sp..

Tableau 13: Reésultats de I'analyse UPLC-ESI-MS/MS de surnageant extracellulaire de la
souche Streptococcus sp.

ID Nom Formule Charge CE transition m/z " Aire Hauteur
(+-) | (v) (min)

1 L-Proline CsHoNO2 + -17 | 116,1000>69,9000 | 1,549 | 105512791 | 9999731
2 Apigénine C15H1005 + -33 1271,1000>152,9000 | 1,563 | 130734 16318
3 Acide sinapique C11H1205 + -23 225,0000>175,0500 | 1,969 | 942098 32809
4 Acide nicotinique CeHsNO2 + -23 | 123,9000>79,8500 |2,198 | 1438058 | 78708
5 Luteoline C15H1006 + -32 |286,7500>153,0000 | 3,390 | 73425 6666

6 Routine Ca7H30016 + -10 |611,0000>303,1000 | 4,824 | 137028 14620
7 | Quercetine-3-glucoside | C21H19012 + -18 [465,1000>303,0500 (4,872 | 108792 10371
8 | Quercetine-3-arabinose | C20H18011 + -15 |435,0000>302,9500(4,975| 28780 3296

9 acide salicilique C7HeO3 - 37 | 137,2000>92,9500 |5,245| 196661 17237
10 | Myricetine-3-rhamnose | Cz7H30017 + -44 | 465,0000>54,8500 | 5,299 | 1140993 | 74506
11 Resveratole C14H1203 + -22 1229,0500>107,1000 | 5,324 | 27985 2349

12 Sudine I C22H16N4O + -31 | 353,0500>77,1500 | 5,776 | 3237 291

13| Acide Oléanolique CaoH4803 + -15 |457,3000>411,4000 | 5,998 | 156947 11937
14 Oleuropeine CasH32013 + -15 |540,5000>523,4000 | 6,382 | 233201 19545
15 Riboflavine C17H20N40s + -7 | 377,1000>360,3000 | 6,507 | 750172 71448

L'analyse du tableau 13 a révélé que I’extrait acellulaire de Streptococcus sp. contenait
un total de quinze composés chimiques de nature différentes. L’acide aminé 1-proline est le
premier composé €lué dans le UPLC-ESI-MS/MS avec un temps de rétention 1,549 min, ainsi
que c’est le composé majoritaire dans le surnageant de la souche Streptococcus sp. Suivie par,
acide nicotinique (vitB3), myricetine-3-rhamnose (flavonoide), acide sinapique (phénols),
riboflavine (vitB2), apigénine (flavonoide), luteoline (flavonoide), routine (flavonoide),
Acide
(polyphénols), resveratole (phénol). Ces composes actifs jouent un rdle crucial en tant qu'agents

quercetine-3-glucoside  (flavonoide), oléanolique (terpenoides), oleuropeine

réducteurs et fournissent des nanoparticules coiffantes, responsables de la stabilité [122].
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V.2 Caractéristiques des AQCINPs biosynthétisé
Le changement de couleur du brun clair au brun foncé aprés 24 h d'incubation indique

la formation d’AgCINPs dans le milieu réactionnel [265]. Un changement de couleur similaire
a également été observé lors de la synthese d'AgCINPs a partir de divers extraits biologiques,
comme décrit par Gopinath et al. [266], Nezamdoost et al. [267], Sabzevar et al. [268], et Kabir
et al. [269]. Aucune variation de couleur n'a été observée chez les témoins 1 et 2 apres
incubation. Cela démontre que les agents réducteurs présents dans le surnageant bactérien
jouent un réle essentiel dans la synthése des AgCINPs. Le rendement en AgCINPs est de 0,024

+ 0,002 mg/100 mL de surnageant extracellulaire de Streptococcus sp.

IV.2.1 Caractéristiques optiques
IV.2.1.1 Propriétés optiques (UV-Vis)

La biosynthése des AgCINPs par le surnageant de Streptococcus sp. est optiqguement
confirmé par I'absorbance UV-Vis, comme le montre la figure 9.A. En revanche, I'apparition
d'une bande large et intense de pic dans la gamme 450 a 250 nm corrélée a la coloration de la
solution, indiguant la formation de nanoparticules métalliques dont les dimensions varient entre
2 et 100 nm [265]. L'absorbance spectrale des AgCINPs atteint un maximum de 369 nm. Ces

résultats sont similaires aux études précédentes [270] [271] [19].
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Figure 9: Les propriétés optiques des AgCINPs, (A) le spectre UV-Vis d'AgNO3 et
d'AgCINPs, (B) et (C) les transitions d'énergie de bande interdite directe et indirecte
respectivement, (D) I'énergie d'Urbach.

L'énergie de bande interdite directe et indirecte des AgCINPs biosynthétisées est

déterminée a l'aide de la courbe d'absorbance UV-Vis figure 9. A et en utilisant I'équation de

Tauc (IV.1) [272]:

(ahv)" = A(E — Ey)

Ou: o: coefficient d'absorption (2,302 cm™) ;

1240

E : énergie (eV) (E == )

h : constante de Tauc ;

v : fréquence des photons incidents ;

(IV.1)

. . . - 1 .
n : déterminer la nature du transfert électronique (n =-oun= 2, pour les transitions

directes et indirectes, respectivement) ;

A : constante de proportionnalité.
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L'énergie de bande interdite directe et indirecte calculee des AQCINPs était
respectivement de 2,84 eV et 2,15 eV (Figure 9.B et C). Ces résultats confirment la taille
nanométrique des AgCINP biosynthétisées puisque la diminution de I'énergie de bande interdite
directe et indirecte d'’AgCl de 5,15 et 3,25 eV, respectivement [273] a 0-3 eV [274], peut
s'expliquer par une diminution de la taille des molécules et une modification de la distance entre
la bande de conduction et la bande de valence dans I'atome, qui devient plus petite. Cela signifie
que les électrons doivent voyager entre les deux niveaux d'énergie les plus faibles. De plus, des
distances plus courtes entre les atomes entrainent des interactions plus intenses [275]. Ces
résultats concordent avec ceux d'autres chercheurs. Rahmah. [276] a rapporté que la bande
interdite d'énergie des AgCINP est de 3,25 eV.

L'étude du mécanisme de développement de I'énergie d'Urbach-Martienssen (Ey) lors de
la formation des nanoparticules est une étape essentielle pour la modélisation précise des

propriétés optiques [277]; il est déterminé par I'équation (I1V.2) [278]:
o= a + expEELl (IvV.2)
Ou:

a : coefficient d’absorption ;

E : énergie des photons (hv) ;

Eu : énergie d’Urbach (eV).

L’énergie d’Urbach calculée des AgCINPs était égale a 0,44 eV (Figure 9. D), ce qui est
considéré comme une faible valeur reflétant la bonne cristallisation et 1’uniformité des

AgCINPs biosynthétisées [279].

1V.2.1.2 Analyse par spectroscopie IR-TF

Les groupes fonctionnels et les vibrations de liaison des molécules bioactives produites
par Streptococcus sp. sont présentés dans la figure 10. Une analyse des fréquences, de la forme
et de l'intensité des bandes d'absorption a révélé des pics caractéristiques. En particulier, la
bande large et intense observée autour de 3359 cm™ est liée a la vibration d'étirement des
groupes OH et NH [187][280]. De plus, la faible absorption des doubles pics a 2981 et 2939
cm* dans la gamme de 3200 a 2800 cm a été attribuée aux vibrations d'étirement des liaisons
C-H [281]. Les pics a 1643,2 cm™ et 1596,3 cm™ correspondent respectivement aux vibrations

d'étirement de I'amide | et Il [282]. La vibration d'étirement de la liaison C-C est apparue a

81



Chapitre IV Biosynthese et caractérisation des nanoparticules

1407,93 cm™ [283]. Les pics 4 1253,6, 1080,1 et 1041,5 cm™* sont liés aux vibrations d'étirement
C-O-C [284]. L'acide lactique est identifié par son pic a 1122,5 cm™ [283]. Les pics aux
vibrations 925,8 et 852,4 cm™ indiquent les différentes configurations spécifiques des
polysaccharides [285]. Enfin, le pic prés de 775,3 cm™ est associé a la vibration d'étirement du
chlorure C-CI [286], tandis que le pic a 540,0 cm™ correspond a I'étirement des composés
halogéneés correspondants C-X [287].

(A) ’ B)
AgCINPs
I SN—— _,/-/‘/\"’\/\
< AgCl
S Surnageant de Streptococcus sp/_/\/\/\ 9
8 800 750 700 650 600 550 500 450 400
< C
p=
e \\
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Figure 10: (A) Spectres FT-IR des AgCINPs biosynthétisées et du surnageant de
Streptococcus sp. ; (B) et (C) Plage de vues agrandies des AgCINPs biosynthétisées (800-400
cm-1) et du surnageant (1500-400 cm-1), respectivement.

Suite a I'analyse de la courbe, nous pouvons conclure que le surnageant de Streptococcus
sp. est riche en composés bioactifs tels que des protéines, des glucides, des lipides et des acides
organiques comme l'acide lactique. Ces molécules sont impliquées dans la biosynthése et la
formation des AgCINPs, comme le confirme le spectre IR-TF des AgCINPs, qui indique une
réduction de toutes les fonctions bioactives telles que N-H, O-H, C-N, C=0 et COOH. Comme
le montrent des recherches antérieures, les pics a 775, 498, 458 et 406 cm™ (Figure 10. B)
correspondent & la bande d'étirement d'AgCl associée aux AgCINPs [288].

IVV.2.2 Structure et composition cristallines

Le diffractogramme des rayons X des AgCINPs biosynthétisées est presenté a la (Figure
11. A). Conformément aux normes établies par le Joint Powder Diffraction Standard (carte
JCPDS n° 00-006-0480), tous les pics de diffraction observés sur le diagramme DRX

correspondent parfaitement & la structure cristalline cubique (groupe d'espace Fm=m (225))
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avec des parametres cristallographiques standard de réseau nanoparticulaire a =b = ¢ = 5,9490

A. Ces résultats indiquent une pureté de 97 % pour les AgCINPs biosynthétisées.
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Figure 11: (A) Diagrammes de diffraction des rayons X et (B) histogramme de distribution
granulométrique des AgCINPs biosynthétisées.

La structure des matériaux cristallisée est caractérisé par les indices (h, k, I) appelés
indices de Miller [289]. L’angle de diffraction 6 représente la position des pics ; qui
correspondant aux plans réticulaires diffractants, Cet angle vérifie la relation de Bragg Brentano
(équation 1V.3) [290]:

2 dhklx sin 0 =nA (|V3)

Ou, d : distance inter-réticulaire entre deux plans successifs, A : longueur d’onde des rayons X,

O : L’angle de diffraction, n : I’ordre de la diffraction.

Les deux thétas (20) des pics intenses, les indices de Miller (h, k, 1) et la largeur totale

a mi-hauteur (FWHM) des plans du réseau des huit pics correspondant aux plans cristallins des

AgCINPs sont présentés dans le tableau 13.
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Tableau 14: Valeurs 20 et largeur totale a mi-hauteur des plans cristallins des AgCINPs.
Miller Indices (hkl) (111) | (200) | (220) | (311) | (222) | (400) | (331) | (420)
2 Theta (°) 27,83 | 32,24 | 46,23 | 54,83 | 57,48 | 67,47 | 74,47 | 76,73

FWHM B (°) 043 | 046 | 054 | 054 | 055 | 0,53 | 0,69 | 0,82

Les résultats de notre étude concordent avec ceux des chercheurs ayant biosynthétisé
des AgCINP a partir d'extraits de diverses espéces biologiques [266][291][292][268]. La taille
des particules cristallines des AgCINPs biosynthétisées a été calculée a partir du pic le plus
élevé du profil DRX (200) selon I'équation de Debye-Scherrer (1V.4) [293]:

p- 2 (IV.4)
(B cos0)

ou,
D : taille des particules cristallines
k : facteur de correction (0,94) ;
A : longueur d’onde incidente des rayons X (1,5406) ;
B : largeur angulaire médiane (FWHM) ;
0 : angle de diffraction du pic principal.

La figure 11. B présente un histogramme de la distribution granulométrique des
particules cristallines, avec une moyenne de 17,94nm de nanoparticules d’AgCl
biosynthétisées, confirmant leur dimension nanométrique [294]. Ces résultats concordent avec
ceux des chercheurs ayant biosynthétisé des nanoparticules d’AgCl et ayant rapporté des tailles

de cristaux comprises entre 10 et 47 nm [295][19].

La détermination de D’indice de cristallinit¢ est impérative, car il influence
significativement les propriétés physiques et chimiques des nanoparticules et affecte leur
stabilité thermique [296]. L’indice de cristallinité de la biosynthése des nanoparticules a été

calculé a I’aide de I’équation (IV.5) suivante [297]:

. . c e Surface des pics cristallins
Indice de cristallinité= k) o x 100 (IV.5)
surface des pics cristallins + surface amorphe
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L'indice de cristallinité obtenu était de 43,49 %, confirmant la structure cristalline des AgCINPs

biosynthétisées.

1VV.2.3 Analyse morphologique et élémentaire

La morphologie de surface et la composition élémentaire ont été caractérisées et
présentées. La figure 12.A illustre la morphologie sphérique et l'uniformité des AgCINP
biosynthétisées, telles que démontrées par Gopinath et al. [266], Iniyan et al. [298], Huo et al.
[292] et Bajrami et al. [41].

(C) AgCINPs

Nombre

Element Weight % Atomic %
CIK 23.0 47.6
Ag L 77.0 52.4

\S
A _ 0 20 40 60 8
A Taille des particules (nm)

Figure 12: (A) Image FE-MEM, (B) EDX et (C) Histogramme de distribution
granulométrique des AgCINPs biosynthétisées.

L'analyse EDX des AgCINPs biosynthétisées (Figure 12.B) confirme la composition
élémentaire avec des pourcentages atomiques de 52,4 et 47,6 %, respectivement. Deux pics
majeurs, correspondant a des signaux de forte intensité pour I'argent (Ag) et le chlorure (CI),
ont été observés a 3 et 2,6 KeV, respectivement. Ces résultats sont cohérents avec les pics
caractéristiques des nanocrystallites de chlorure d'argent et concordent avec les rapports
précédents [292].

La figure 12.C illustre que la taille des particules d'AgCINPs varie de 1 a 20 nm, avec
une taille moyenne de 5,29 nm. Ces résultats concordent avec plusieurs études ayant rapporté
la taille des particules d’AgCINP biosynthétisées par les micro-organismes suivants :
Escherichia coli, Bacillus subtilis et Penicillium chrysogenum, qui étaient respectivement de
13, 47 et 25 nm [27][268][295].
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IV.2.4 Distribution hydrodynamique et la stabilité des AgCINPs

La distribution hydrodynamique et la stabilite des AgCINPs sont essentielles pour
déterminer leur comportement colloidal. La taille hydrodynamique des AgCINPs se situe entre
300 et 400 nm, avec un diametre moyen de 381,1 nm et un PDI de 0,412 (Figure 13.A). Ces
résultats indiquent que les AgCINPs biosynthétisées peuvent s'agglomérer [19] et qu'il existe
une distribution granulométrique relativement homogene (monodispersité) [13]. De par les
donnees bibliographiques, le diamétre hydrodynamique moyen des AgCINPs est d'environ 893
nm, avec un PDI de 0,302 [292]. En revanche, une autre étude de Gui et al. [19] démontre une

taille moyenne des nanoparticules d'environ 284 nm.
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Figure 13: (A) distribution hydrodynamique, (B) potentiel zéta des AgCINPs biosynthétisées.

Le potentiel zéta des AgCINPs a été mesuré a -34,8 mV (Figure 13. B). Ce résultat
concorde avec les études précédentes de Lashgarian et al. [299] et Gui et al. [19]. lls ont
démontré que les métabolites bioactifs générés par la souche Streptococcus sp. dans le
surnageant jouent un réle essentiel comme agent stabilisant et conferent une charge de surface
négative aux nanoparticules par les forces de répulsion électrostatique entre les particules [300].
Ces résultats démontrent que le potentiel zéta des nanoparticules extracellulaires

biosynthétisées est positivement associé a une stabilité et a des activites biologiques élevées
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dans des conditions physiologiques et fournissent des informations précieuses sur leur

comportement colloidal dans des conditions de biosynthése.

I\V.3 Mécanisme de biosynthese des AgCINPs par le surnageant de Streptococcus sp.
Apres confirmation de la biosynthése des nanoparticules de chlorure d’argent par la
souche lactique Streptococcus sp. et analyse des résultats de caractérisation tels que IR-TF, FE-
MEM et DLS, il a été révélé que les molécules bioactives produites dans le surnageant
extracellulaire, telles que les protéines, les glucides et les enzymes, biosynthétisent, stabilisent
les AgCINPs et préviennent leur accumulation. La Figure 14 présente le mécanisme proposé

pour la biosynthese des AgCINPs a partir du surnageant de Streptococcus sp.

P e = 02
f (.
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A T Agt :|

‘ ‘ - R A Ndnopaltu.l«.s l “ , .
N\

Surnageant bactérien AgNO3 AgCINPs stabilis¢ par les
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Figure 14: Présentation schématique d'un mécanisme possible de biosynthese des AgCINPs a
partir du surnageant de Streptococcus sp.

Tout d'abord, les ions argent (Ag+) présents dans la solution aqueuse de nitrate d'argent
(AgNO:s) (réaction 1V.6) réagissent avec les ions chlorure (CI) présents dans le surnageant pour

former AgClI par un processus de précipitation (réaction 1V.7) [301].

H0

AgNO3 — > Ag" +NO3 (Iv.6)
+ -
Ag(aq)—i- Cliaq — AgCl (Iv.7)

Lorsque les ions Ag™ ont été réduits en AgCINPs, les fonctions des molécules bioactives

produites par Streptococcus sp. telles que la fonction amine des protéines (NHs"), les fonctions
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hydroxyle (OH") et carboxyle (COQO") des exopolysaccharides, des acides organiques et des
protéines telles que présentées dans le spectre IR-TF des AgCINPs. Ces fonctions réduisent et
stabilisent les agents dans la biosynthése des AgCINPs par un processus de chélation et de
coiffage. Ces processus controlent la taille, la forme et la dispersion des particules [302]. De
plus, lors de la biosynthése des nanoparticules métalliques, leurs propriétés de muco adhésion
conduisent a une énergie de surface neutre et faible et a un faible niveau de coiffage pour la
reconnaissance des récepteurs protéiques non spécifiques, ce qui rend ces nanoparticules plus
adaptées a des applications plus larges [303]. Les molécules bioactives agissent a la fois comme
agents réducteurs et stabilisants en raison de leurs propriétés et de leurs structures contenant de
nombreux groupes fonctionnels [302]. De plus, Medina-Ramirez et al. [303], ont rapporté que
les particules fines présentent un potentiel zéta absolu élevé et sont chargées négativement, ce
qui indique que les suspensions colloidales de nanoparticules d'argent sont relativement stables.
Le potentiel zéta élevé de charges similaires (négatives) minimise l'agrégation des particules

due a la répulsion électrostatique [304].

A Tissue de cette chapitre, les résultats de caractérisation optique, structurelle,
morphologique, la distribution hydrodynamique et la stabilité des AGCINPs biosynthétisées ont
démontré 1’efficacité de la souche lactique Streptococcus sp. dans la biosynthése des

nanoparticules de chlorures d’argent.
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Chapitre V Potentiels biologiques des nanoparticules biosynthétisé et leur toxicité

Dans ce chapitre, nous analysons et discutons les résultats des potentiels biologiques et
leur toxicité des nanoparticules de chlorures d’argent biosynthétisé. Le potentiel antibactérienne
contre les souches multirésistantes identifiées dans le chapitre précédente est déterminé par des
méthodes in vitro et in silico. Ainsi que, le potentiel antioxydante est déterminé par trois tests
DPPH, ABTS et I’antioxydant totale. De plus, I’analyse de la cytotoxicité, réalisée selon trois
approches complémentaires in vitro, in vivo et in silico pour évaluer la sécurité biologique des
AgCINPs biosynthétisées.

V.1 Effets in vitro et in silico des AgCINPs biosynthétisées contre les bactéries
multirésistantes

V.1.1 Zones d’inhibition

Les bactéries testées dans cette étude étaient E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae et
K. aerogenes, qui sont des bactéries Gram-négatives connues pour étre résistantes aux
antibiotiques. Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27653 et
Klebsiella pneumoniae ATCC70603, utilisées comme souches de référence, ont montré une

sensibilité aux antibiotiques.

La figure 15 présente les résultats de [l'activité antibactérienne des AQCINPs
biosynthétisées contre des bactéries de référence et les bactéries collectées résistantes a
plusieurs antibiotiques collectés. Les résultats indiquent que les AgCINPs biosynthétisées ont
montré une activité antibactérienne contre tous les pathogénes testés. La réponse bactérienne
variait en fonction de la concentration en AgCINPs, avec une différence hautement significative
(P <0,001).
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Figure 15: Zones d’inhibition des AgCINPs biosynthétisées a différentes concentrations contre les bactéries
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multirésistantes et les souches de référence.

L’activité antibactérienne maximale a €t¢ enregistrée a une concentration de 1 mg/mL
d’AgCINPs pour I’ensemble des souches bactériennes testées. Toutefois, pour E. coli (M12), la
plus grande zone d’inhibition (14,6 £ 0,75 mm) a été obtenue a une concentration de 0,75
mg/mL. P. aeruginosa (M11) et E. coli (M13) du prélévement urinaire étaient plus sensibles
aux AgCINPs biosynthétisées avec des zones d'inhibition de 16 £ 1 mm et 15,3 + 1,15 mm,
respectivement. E. coli (M13) a BLSE et cephalosporenase positif sensible aux AgNPs que les
autres souches, avec des zones d'inhibition de 15,33 £ 0,57, 14 £ 1, 12,66 + 0,57, 11,66 + 0,57,
11 + 1 et 10,66 £ 0,57 mm a des concentrations de 1, 0,75, 0,5, 0,25, 0,125 et 0,0625 mg/mL
d'AgCINPs biosynthétisées, respectivement, avec une différence trés hautement significative
(P <0,001). De plus, les AgCINP biosynthétisées sont plus actives contre souches isolés de
plaies postopératoires. Notamment, E. coli (M5) résistant a I'ampicilline, a la céfazoline, a la
cefotaxime, a la gentamicine et au triméthoprime + sulfaméthoxazole, et produisant une beta-
lactamase a spectre étendu, avec des zones d'inhibition de 14,3 + 0,57, 13,6 + 0,57, 13+ 1, 12,3
+ 0,57, 10,3 £ 0,57 et 9,3 £ 1,52 mm administrées & des concentrations de 1, 0,75, 0,5, 0,25,
0,125 et 0,0625 mg/mL d'AgCINPs biosynthétisées, avec une différence tres hautement
significative (P < 0,001). De plus, E. coli des plaies interfessiéres (M12), malgré sa résistance
a de multiples antibiotiques tels que I'ampicilline, la céfazoline, la céfoxitine, la gentamicine,
la ciprofloxacine, le chloramphénicol et le triméthoprime + sulfaméthoxazole. Cette bactérie
est sensible aux AgCINPs biosynthétisées a des concentrations de 1, 0,75, 0,5, 0,25, 0,125 et
0,0625 mg/mL, donnant des zones d'inhibition de 12,3 + 0,57, 14,6 + 0,57, 12,6 £ 0,57, 12,3 +
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0,57, 11,6 £ 0,57 et 13,6 + 0,57 mm, respectivement, avec une différence trés hautement
significative (P < 0,001). De plus, les E. coli provenant d'abces de plaies abdominales (M14)
résistants a la moitié des antibiotiques testés, mais sensibles aux AgCINP biosynthétisées a des
concentrations de 1, 0,75, 0,5, 0,25 et 0,125 mg/mL, ont conduit a des diameétres de zone
d'inhibition mesurés a 12 + 1, 11,6 + 0,57, 10,6 £ 0,57, 10 £ 1 et 9,3 £ 0,57, respectivement,
avec une différence trés hautement significative (P < 0,001). De plus, les AgCINPs
biosynthétisées sont moins efficaces contre la souche (M8) d'origine ECBU imperméable aux
antibiotiques de la classe des carbapénemes et produisant des carbapénémases ; 1 mg/mL
d'’AgCINPs biosynthétisées donne une zone d'inhibition de 11,33 + 1,52 mm, tandis que 0,0625
mg/mL d'AgCINPs ne donne pas d'activité, avec une différence trés hautement significative (P
<0,001). E. coli ATCC25922, sensible a I'ampicilline avec une zone d'inhibition de 17 £ 0 mm
et aux AgCINPs biosynthétisées a des concentrations de 1, 0,75, 0,5, 0,25 et 0,125 mg/mL, a
conduit a des diamétres de zone d'inhibition mesurés respectivementa 16 + 1, 14,3 + 0,57, 13,3
+ 1,52, 10,6 £ 0,57 et 7,6 £ 0,57 mm ; 0,0625 mg/mL d'AgCINPs n'a pas induit de zone
d'inhibition. Malgré des souches d'origines différentes, telles que I'ECBU, les abces
abdominaux, les plaies postopératoires et interfessieres, présentant une résistance a de multiples
antibiotiques tels que I'ampicilline, la céfazoline, la céfoxitine, le céfotaxime et le
triméthoprime + sulfaméthoxazole, et produisant des beta-lactamases a spectre étendu, des
carbapénémases et des céphalosporinases, les AgCINPs biosynthétisées a différentes
concentrations ont la capacité d'inhiber ces souches. Ces résultats concordent avec ceux de

plusieurs études menées ces derniéres années, notamment celles de Al Masud et al. [305].

Les AgCINPs biosynthétisées se sont révelés plus efficaces contre P. aeruginosa
résistant aux polypeptides et produisant une forte concentration de céphalosporénase (M11),
avec une zone d'inhibition de 16 £ 1 a 1 mg/mL ; méme la concentration la plus faible de 0,0625
mg/mL a donné une zone d'inhibition de diametre 14,6 + 0,57 mm, avec une différence tres
significative (P < 0,01). Les concentrations de 1, 0,75, 0,5, 0,25, 0,125 et 0,0625 mg/mL
d'AgCINP biosynthétisées ont donné des zones d'inhibition de diametre 12,6 + 0,57, 11,6 +
0,57,10,6 £0,57,8,3+0,57, 7,6 £ 0,57 et 6,3 £ 1,52 mm, respectivement, contre P. aeruginosa
(M1), qui est imperméable aux antibiotiques de la classe des carbapénemes et producteur de
beta-lactamases a spectre étendu, de carbapénémases de haut niveau et de cephalosporinases.
La souche ATCC de P. aeruginosa sensible a la ticarcilline avec un diamétre de zone
d'inhibition de 16,5 £ 0,7 mm et aux AgCINPs a des concentrations de 1, 0,75, 0,5, 0,25, 0,125
et 0,0625 mg/mL a donné des diametres de zone d'inhibitionde 15+ 1, 13,3+ 1,15, 12,6 £ 1,15,
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10 £ 1, 10,3 + 0,57 et 8,6 £ 0,57 mm, respectivement, avec une différence trés hautement
significative (P < 0,001). Bien que les Pseudomonas aeruginosa provenant des échantillons
d'urine collectés soient résistants a plus de 60 % des antibiotiques testés, tels que la ticarcilline,
la ticarcilline + acide clavulanique, la pipéracilline, la pipéracilline-tazobactam, le
méropéneme, la tobramycine, la gentamicine et la ciprofloxacine, et produisent des enzymes
qui renforcent leur résistance, telles que la beta-lactamase a spectre étendu, les carbapénémases
et les cephalosporinases, biosynthétisent AgCINPs ont montré d'excellents résultats
d'inhibition, méme a faibles concentrations. Ces résultats concordent avec ceux rapportés par

plusieurs études récentes, telles que celles de Ghasemi et al. [306].

Klebsiella pneumoniae isolée de plaies postopératoires, malgré sa résistance a plusieurs
antibiotiques tels que la céfazoline, le céfotaxime et la fosfomycine et sa production de beta-
lactamase & spectre étendu, était sensible aux AgCINPs biosynthétisées. A mesure que la
concentration augmentait, une augmentation progressive du diametre de la zone d'inhibition a
été observée ; les zones d'inhibition avec des diamétresde 14 + 1, 12,6 + 0,57, 13,3+ 1,52, 12,6
+0,57,12 + 1 et 9,6 £ 0,57 mm ont été obtenues a des concentrations de 1, 0,75, 0,5, 0,25,
0,125 et 0,0625 mg/mL AgCINPs par rapport a M6, avec une différence tres significative (P <
0,01). Des concentrations de 1, 0,75, 0,5, 0,25, 0,125 et 0,0625 mg/mL d'AgCINPs ont été
testées contre M4, avec des diametres de zone d'inhibition de 13,6 £ 0,57, 13,6 £ 1,15, 11,6 +
1,52,10+0,9+1et9,6 + 1,15, respectivement, avec une différence trés hautement significative
(P <0,001). Le diametre de la zone d'inhibition est passé de 8 a 13 mm lorsque la concentration
d'AgCINPs est passée de 0,0625 a 1 mg/mL, avec une différence trés hautement significative
(P <0,001) pour Klebsiella pneumoniae ATCC70603. Des résultats similaires ont été rapportés

dans plusieurs études récentes, notamment celle menée par Abdelrazik et ses collegues en [307].

Les AgCINPs biosynthétisees a des concentrations de 1, 0,75, 0,5, 0,25, 0,125 et 0,0625
mg/mL présentent des zones d'inhibition de 13+ 1,12+ 1, 11,6 + 1,15,11 + 1, 9,6 + 0,57 et
9,3 + 0,57 mm, respectivement, avec une différence hautement significative (P < 0,01) contre

Klebsiella aerogenes isolée d'un abcés appendiculaire.

V.1.2 Concentration minimale inhibitrice et bactéricide

La concentration la plus faible inhibant toute croissance bactérienne visible est définie
comme la CMI, La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la concentration
qui tue 99,9 % des bactéries [223].
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Le tableau 14 présente les résultats des concentrations minimales inhibitrices et
bactéricides des AgCINPs et de la ciprofloxacine contre les bactéries de référence et
multirésistantes aux antibiotiques collectés.

Tableau 15: Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des AGCINPs contre les
bactéries résistantes aux multiples antibiotiques et de référence.

Souches AQCINPs (ug/mL) | ciprofloxacine (ug/mL)
CMI CMB CMI CMB
Escherichia coli ATCC25922 | 125 125 <1 <1
M5 31.25 62.5 <1 1
M8 125 125 <1 <1
M12 31.25 31.25 7.81 125
M13 7.81 31.25 7.81 62.5
M14 31.25 62.5 15.62 125
Pseudomonas aeruginosa | ATCC27653 | 31.25 62.5 <1l <1
M1 7.81 15.62 15.62 125
M11 7.81 31.25 7.81 31.25
Klebsiella pneumoniae ATCC70603 | 62.5 62.5 <1 <1
M4 31.25 62.5 <1 <1
M6 62.5 125 <1 <1
Klebsiella aerogenes M2 62.5 62.5 7.81 62.5

Selon les résultats, malgré la résistance des souches collectées a de multiples
antibiotiques, les nanoparticules de chlorure d'argent biosynthétisées ont des effets a la fois
bactériostatiques et bactéricides contre toutes les bactéries avec des valeurs de CMI et de CMB
comprises entre 7,81 et 125 pg/mL. Les résultats ont montré que Pseudomonas aeruginosa (M1
et M11) et Escherichia coli (M13) isolés de l'urine sont plus sensibles aux AgCINPs
biosynthétisées avec des CMI de 7,81 ug/mL et des CMB de 15,62, 31,25 et 31,5 ug/mL,

respectivement, par rapport au médicament de référence (ciprofloxacine).

Les AgCINPs biosynthétisees ont complétement inhibé la croissance de M4, M5, M12
et M14 avec une valeur de CMI de 31,25 ug/mL et une valeur de CMB de 31,25 pg/mL pour
M12 et de 62,5 pg/mL pour M4, M5 et M14. Deux souches bactériennes, M2 et M6, qui
proviennent d’un abceés appendiculaire et d'une plaie postopératoire, étaient résistantes a la

cefazoline, a la céfotaxime, a la céftazidime et a la fosfomycine. La valeur de CMI pour la
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fosfomycine rapportée était de 256 pg/mL, tandis que la concentration minimale inhibitrice
(CMI) des AgCINPs biosynthétisees était de 62,5 pg/mL pour deux souches ; la concentration
minimale inhibitrice (CMI) était de 62,5 et 125 pg/mL pour les bactéries M2 et M6,
respectivement. La CMI des AgCINPs biosynthétisées contre les souches de référence
Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27653 et Klebsiella
pneumoniae ATCC70603 était respectivement de 125 pg/mL (valeur MBC de 125 pg/mL),
31,25 pg/mL (valeur MBC de 62,5 pg/mL) et 62,5 pg/mL (valeur MBC de 62,5 pg/mL).

Escherichia coli (M8) présent dans I'urine est résistant a de multiples antibiotiques ; la
valeur de la CMI pour le triméthoprime + sulfaméthoxazole est supérieure a 320 pg/mL,
imperméable aux antibiotiques de la classe des carbapénémes et produisant de la
carbapénémase comme mécanisme de résistance, tandis que la CMI et la MBC des AgCINPs

biosynthétisées étaient de 125 pg/mL pour M2.

L'étude de I'effet antibactérien des nanoparticules de chlorure d'argent biosynthétisées a
partir du surnageant de Streptococcus sp. a montré que les AgCINPs présentent une excellente
efficacité antibactérienne contre une large gamme de souches ATCC et d'isolats multirésistants.
Ces résultats sont en accord avec Shirzadi-Ahodashti et al. [308] et Mujaddidi et al. [2].

L'activité antibactérienne des nanoparticules dépendait de la taille des nanoparticules
synthétisées, comme expliqué par Bee et al. [309]. Les nanoparticules plus petites auraient un
effet bactéricide plus élevé que les particules plus grandes en raison de leur grande surface
[308].

V.1.3 Amarage moleculaire des AgCINPs aux niveaux des sites actifs des BMR

Le potentiel bioactif du systeme ligand concu a été évalué a l'aide de simulations
d'amarrage moléculaire in silico [310][311]. Afin de déterminer son affinité de liaison et ses
caractéristiques d'interaction, le ligand a été ancré aux sites actifs de quatre macromolécules
cibles sélectionnées, dont E. coli (PDB ID : 9CD2), P. aeruginosa (PDB ID : 8YZ3), K.
pneumoniae (PDB ID : 9BD4), et K. aerogenes (PDB ID : 9DUG), une enzyme clé impliquée
dans la biosynthése du cholestérol. Ces simulations visaient a identifier les complexes ligand-

enzyme les plus stables et a prédire I'activité inhibitrice potentielle du composé.

La figure 16 présente une visualisation détaillée des résultats de I'arrimage moléculaire
des AgCINPs avec une protéine cible d'E. coli, révélant la nature et la force des interactions

nanoparticule-protéine.
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3D-interaction map ."\

Figure 16: Simulation d'amarrage moléculaire des meilleures poses AgCINPs dans les sites
actifs prédits d'Escherichia coli (PDB ID : 9CD?2), interaction de surface avec d'autres
contacts polaires a I'aide de cartes 3D (les contacts étroits sont représentés par une sphére
d'interaction sur le coté droit).

Dans le panneau supérieur gauche, le modele de dessin animé montre les AgCINPs
ancrées dans une cavité bien définie de la structure secondaire de la protéine. Le panneau
supeérieur droit, illustrant I'interaction de surface, confirme que les AGCINPs sont partiellement
enfouies dans une poche hydrophobe de la protéine, indiquant une forte complémentarité
spatiale et suggérant la formation d'interactions stables avec une affinité de liaison modérée (-
2,06 kcal/mol). Le panneau inférieur gauche révele une carte d'interaction 3D avec les résidus
d'acides aminés clés, ASP 106, ARG 158, ASP 124 et VAL 160, entourant la nanoparticule.
Ces résidus sont positionnés pour former des interactions acceptrices de métaux et
électrostatiques potentielles, notamment avec les régions chargées ou polaires des AgCINPs.
Le panneau inférieur droit apporte davantage de clarté en cartographiant le champ d'interaction
moléculaire, mettant en évidence des résidus tels que HIS 125, ARG 158 et TYR 203 comme
points de contact critiques. Les spheres de maillage environnantes indiquent des interactions de

van der Waals et polaires favorables au sein du site actif. Ces résultats d'amarrage suggerent
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que les AgCINPs peuvent former de multiples interactions stabilisatrices avec des résidus vitaux
de la protéine d'E.coli, étayant leur rdle potentiel dans la perturbation de la fonction

enzymatique bactérienne et renforcant leur application comme agents antimicrobiens.

La figure 17 illustre la conformation de liaison entre les AgCINPs et P. aeruginosa,

I'interaction de surface et la cartographie tridimensionnelle des interactions.

- -
surface interaction

SD-interaction map "'\

Figure 17: Simulation d'amarrage moléculaire des meilleures poses AgCINP dans les sites
actifs prédits de Pseudomonas aeruginosa (PDB ID : 8YZ3), interaction de surface avec
d'autres contacts polaires a I'aide de cartes 3D (les contacts étroits sont représentés par une
sphere d'interaction sur le c6té droit).

Le panneau en haut a gauche présente le cluster AgCINPs, avec des atomes d'argent
(AQ) et de chlorure (CI) représentés par des spheres remplissant I'espace, positionnés au sein du
site actif de la protéine, indiquant une interaction stable et géométriquement favorable. La
représentation de surface dans le panneau en haut a droite confirme que les AgCINPs sont
profondément enchassees dans une poche hydrophobe bien définie, suggérant une forte
complémentarité de surface, ce qui pourrait ameliorer la stabilité de la liaison. Les panneaux du
bas offrent une vue détaillée des interactions moléculaires spécifiques ; le panneau de gauche
montre des résidus d'acides aminés clés tels que ARG 31, ARG 77, ALA 73 et ASP 69 formant
des contacts eétroits avec la nanoparticule, impliquant des interactions électrostatiques
potentielles, un accepteur métallique et des forces de van der Waals avec une energie de liaison

de -2,12 kcal/mol. Le panneau de droite présente une carte d'interaction 3D avec des contours
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de maillage et des surfaces colorées identifiant la disposition spatiale des residus (par exemple,
VAL 29, PRO 84, VALT76) entourant le noyau d'AgCl, renforgant ainsi I'idée d'un réseau
d'interaction multirésidus stabilisant le complexe. Collectivement, ces informations
structurelles démontrent que les AgCINPs interagissent étroitement avec des résidus cruciaux
dans la poche de liaison protéique, perturbant potentiellement sa fonction et contribuant a

I'activité antimicrobienne contre P. aeruginosa.

Dans le cas de K. pneumoniae (Figure 18), lI'analyse d'amarrage moléculaire des
AgCINPs concgues avec une protéine cible est présentée, offrant un apercu de la conformation

de liaison et de la dynamique d'interaction au niveau moléculaire.

Figure 18: Simulation d'amarrage moléculaire des meilleures poses AgCINPs dans les sites
actifs prédits de Klebsiella pneumoniae (PDB ID : 9BD4), interaction de surface avec d'autres
contacts polaires a I'aide de cartes 3D (les contacts étroits sont représentés par une sphére
d'interaction sur le coté droit).

Dans le panneau supérieur gauche, le modéle en ruban montre les atomes d'Ag
(gris/bleu) et de CI (vert) de la nanoparticule logés dans une cavité clairement définie de la
structure tertiaire de la protéine (affichée en cyan). Le panneau supérieur droit, qui représente
la surface de la protéine, montre que I'AgCINPs est étroitement nichée dans une poche
hydrophobe, indiquant une complémentarité spatiale et chimique favorable entre I’AgCINP et
la surface de la protéine. Dans le panneau inférieur gauche, un gros plan de la carte d'interaction
3D réveéle que des résidus tels que TYR 44, TYR 46, HIS 221 et ILE 223 sont positionnés a
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proximité immédiate de la nanoparticule, suggérant de possibles interactions accepteur de métal
et de van der Waals. Le panneau inférieur droit fournit quant a lui un champ d'interaction
volumétrique, illustrant I'environnement moléculaire entourant les AQCINPs. Les résidus cleés,
VAL 43, MET 139 et ARG 222, forment un réseau d'interactions défini, visualise par des
contours de maillage mettant en évidence les zones électrostatiques et hydrophobes autour du
ligand. Collectivement, ces résultats indiquent que les AgCINPs interagissent de multiples
maniéres stabilisantes avec des résidus critiques de la protéine K. pneumoniae, présentant la
meilleure affinité de liaison avec une énergie de -2,27 kcal/mol, renforcant ainsi leur potentiel
a perturber la fonction protéique bactérienne et validant leur efficacité antimicrobienne grace a

une forte liaison moléculaire.

La figure 19 illustre les interactions d'ancrage moléculaire entre les AgCINPs
biosynthétisées et une protéine cible de K. aerogenes, révéelant un mode de liaison stable et bien
défini.

3D-interaction map ."\

Figure 19: Simulation d'amarrage moléculaire des meilleures poses d'AgCINPs dans les sites
actifs predits de Klebsiella aerogenes (PDB ID : 9DUG), interaction de surface avec d'autres
contacts polaires a I'aide de cartes 3D (les contacts étroits sont représentés par une sphére
d'interaction sur le c6té droit).
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Dans le panneau supérieur gauche, un modele en gros plan de type « bille et baton » met
en évidence I'encapsulation des atomes d'Ag et de Cl (respectivement gris/bleu et vert) dans la
cavité de liaison interne de la protéine, entourés de résidus clés de sa structure secondaire. La
représentation de surface (en haut a droite) confirme que les AgCINPs sont intégrés dans un
sillon hydrophobe de la protéine, suggérant un site de liaison stériquement et
électrostatiquement favorable. Les panneaux inférieurs offrent un apercu plus approfondi du
paysage des interactions : la structure en bas a gauche montre des résidus d'acides aminés clés
tels que LYS 81, ASN 85, HIS 89 et ASN 118 en contact étroit avec la nanoparticule, indiquant
de possibles interactions électrostatiques et acceptrices de métaux, avec une énergie de liaison
prédite de -2,20 kcal/mol. Le panneau inférieur droit visualise la carte d'interaction 3D, ou les
maillages de contour et les surfaces ombrées représentent I'occupation spatiale et les champs

d'interaction entre la nanoparticule et des résidus tels que ASN85, LEU88 et ILE92.

Ensemble, ces analyses confirment que les AgCINPs forment de multiples interactions
stabilisatrices avec des résidus critiques de la protéine K. aerogenes, étayant leur rdle potentiel
dans la perturbation de la fonction protéique bactérienne et contribuant a leur activité

antimicrobienne.

Dans la présente étude, une divergence a été observée entre I'activité antibactérienne des
AgCINPs mesurée in vitro et les résultats prédits par amarrage moléculaire. Bien que les
souches d'Escherichia coli et de Pseudomonas aeruginosa aient montré une forte inhibition lors
des tests biologiques, les affinités de liaison les plus élevées ont été observées avec des cibles
de Klebsiella pneumoniae au niveau in silico. Ce résultat est cohérent avec plusieurs études
récentes. Par exemple, Iftikhar et al. [224] ont démontré que les nanoparticules de TiO,
modifiées par un métal présentaient une activité antimicrobienne efficace contre E. coli et S.
aureus, mais les simulations d'amarrage ont révélé des interactions préférentielles avec des
protéines bactériennes différentes de celles testées biologiqguement. De méme, Rashid et al.
[225] ont rapporté une activité in vitro marquée des nanobatonnets de ZnO dopes au cuivre,
tandis que les résultats in silico ont mis en évidence des cibles enzymatiques variées, suggérant
une complexité dans le mécanisme d'action. Cet écart peut s'expliquer par plusieurs facteurs
biologiques que I'amarrage moléculaire ne prend pas en compte, tels que la permeabilité
membranaire, I'efflux actif, la stabilité colloidale des nanoparticules ou leur interaction avec la
matrice extracellulaire bactérienne. De plus, Tiwari et al. [312] ont souligné que les propriétés
physicochimiques des nanoparticules métalliques telles que la taille, la charge de surface et la
fonctionnalisation des peptides influencent directement leur interaction avec les membranes
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bactériennes et les protéines, ce qui pourrait expliquer les écarts observés entre prédiction et
expérimentation. Ainsi, ces différences soulignent la nécessité d'intégrer des approches
expérimentales et informatiques pour obtenir une vision plus compléte du comportement des

nanoparticules métalliques dans des contextes biologiques complexes.

V.1.4 Mécanismes antibactériens des AgCINPs biosynthétisées

Les mécanismes précis par lesquels les nanoparticules exercent leur activité
antibactérienne restent mal compris. Les mécanismes proposés pour l'activité antibactérienne
des nanoparticules incluent la libération de lipopolysaccharides, les interactions électrostatiques
et la perturbation de la perméabilitt membranaire [308]. Notre mécanisme d'activité
antibactérienne proposé peut étre décrit comme suit (Figure 20).

Membrane cellulaire
Lyse cellulaire

; Mort cellulaire . l ¢ Perturbation de Ia

: chaine respirstoire

pe
€

Figure 20: Mécanisme antibactériens des AgCINPs biosynthétisées.

Le mécanisme d'activité antimicrobienne des AQCINPs pourrait étre associé a
I'inhibition et a la destruction de la structure protéique présente dans les pathogénes, renforgant
et intensifiant ainsi leur action [19]. De petites nanoparticules sphériques de chlorure d'argent
peuvent pénétrer la cellule bactérienne par des liaisons physico-chimiques, entrainant une
déstabilisation de la membrane et une fuite cytoplasmique. La présence d'’AgCINPs dans la
cellule induit la libération de radicaux libres et la génération d'especes réactives de I'oxygene
(ROS) qui endommagent la structure subcellulaire et inactivent les enzymes, les protéines et les
nucléotides microbiens [2]. De plus, les ROS interagissent avec les groupes thiols des protéines
et inhibent la réplication de I'ADN, entrainant une inhibition du transport d'électrons et, par
conséquent, des troubles de la chaine respiratoire [19]. La production d'espéces réactives de
I'oxygene (ERO) a l'intérieur des bactéries provoque un déséquilibre du transport, une altération

de la respiration, une perturbation de la transduction énergétique et/ou de la lyse cellulaire, et,
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par consequent, la mort cellulaire bactérienne [313]. La présente étude a clairement démontré
que les nanoparticules de chlorure d'argent biosynthétisées présentaient une activité

antibactérienne significative contre les bactéries de référence et les bactéries multirésistantes.

V.2 Activité antioxydante des AgQCINPs biosynthétisées
V.2.1 Test de piegeage de radical libre DPPH

Le radical libre stable DPPH a été utilisé dans la présente étude pour déterminer le
pouvoir antioxydant des AgCINPs biosynthétisées. Pour I'estimation comparative du pouvoir
antioxydant des AgCINPs, I'acide ascorbique, un étalon de référence bien connu, sera également
étudié. Par ailleurs, le pourcentage d'inhibition (%) du radical libre 2,2-diphényl-1
picrylhydrazyle (DPPH) par différentes concentrations de 5, 10, 20, 30, 40, 60, 80 et 100 pug/mL

d'AgCINPs biosynthétisées a été étudié et calculé selon I'équation (V.1) :

Pourcentage d'inhibition du DPPH = A;cAé

x 100 (V.1)

Ou : Ac : absorbance du témoin
Aé : absorbance de I'échantillon.

Les AgCINPs ont piégé les radicaux DPPH de maniere dépendante de la concentration,
comme le montre la figure 21, avec une différence non significative avec l'acide ascorbique (P
< 0,05).
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Figure 21: Activité de piegeage des radicaux DPPH Valeurs dose-dépendantes (A) et C150
(B) des AgCINPs et de I'acide ascorbique.
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Les AgCINPs biosynthétisées par le surnageant de Streptococcus sp. ont la capacité de
réduire le radical DPPH violet par un mécanisme de transfert d'atomes d'hydrogene, ce qui
entraine une altération de la couleur en molécules DPPH jaune péle stable [314]. 100 pg/mL
d’AgCINPs et d'acide ascorbique ont la capacité d'inhiber respectivement 86,66 + 0,58 % et
90,65 + 0,56 % des radicaux libres DPPH. Ces pourcentages d'inhibition diminuent
significativement (P < 0,05) avec la diminution de la concentration, ainsi, la faible
concentration d'AgCINPs et d'acide ascorbique qui est de 5 pg/mL peut réduire respectivement
35,11+0,43 et 41,73+2,91 des radicaux libres DPPH (Figure 21.A). Il est important de noter
que les résultats obtenus dans cette étude étaient meilleurs que les études rapportées. A titre
d'exemple, Huo et al. [292], ont biosynthétisé des AQCINPs a partir de la bactérie du sol
Flavobacterium panacis, ou ils ont constaté que le pourcentage d'inhibition des radicaux DPPH
était égal a 84,9 + 0,34 % mais a une concentration de 2000 pg/mL qui considérait une
concentration plus élevée par rapport a cette étude. Une autre étude de Patra et al. [315] a
démontré que les AgCINPs a une concentration de 100 pg/mL pouvaient inhiber 80,33 % des
radicaux DPPH. Par conséquent, la concentration efficace d'AgCINPs pour réduire la
concentration initiale de DPPH de 50 % (CI50) s'est avérée étre de 27,93 pg/mL (Figure 21. B).
Ces résultats sont considérés comme bons par rapport a ceux de Huo et al. [292] qui ont constaté
que la CI50 des AgCINPs est de 920 pg/mL.

Le pouvoir anti radicalaire (ARP) est un autre paramétre qui peut étre utilisé pour définir
I'activité antioxydante. Ce paramétre est défini comme I'inverse de la CI50. C'est pourquoi une
valeur plus élevée de la CI50 est associée a un pouvoir antiradicalaire plus faible, déterminé
selon la formule (V.2) [316]:

ARP=— (V.2)
I1C50%

Cependant, les données obtenues dans la présente étude montrent un pouvoir
antiradicalaire deux fois supérieur a celui des données de la littérature, ou la valeur de I'ARP

était de 0,2 pour les nanocomposites d'argent synthétisés biologiquement [317].
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La forte capacité antiradicalaire des AgCINPs peut s'expliquer par la présence de
molécules bioactives produites par Streptococcus sp. a la surface des nanoparticules
biosynthétisées, comme le montrent les résultats de spectroscopie IR-TF et DLS. Ces molécules
ont augmenté la capacité des nanoparticules de chlorure d'argent a transférer des atomes
d'’hydrogéne et des électrons libres au milieu contenant du DPPH, neutralisant ainsi la substance
cible (Figure 22), ce qui est cohérent avec ceux rapportés par Yousefzadeh-Valendeh et ses

collegues en [318].

‘i AgCINPs &

DPPH: 'DPPH-H |

Figure 22: Schéma du mécanisme de réduction le radical libre DPPH par les AgCINPs
biosynthétisées par le surnageant extracellulaire de Streptococcus sp.

V.2.2 Test de piégeage de radical libre ABTS
L’activité de piégeage du radical ABTS est calculée selon 1’équation (V.3) :

Al %100 (V.3)

Ac

Activité de piégeage du radical ABTS (%) =

Ou, Ac: absorbance du contréle ;

Ae : absorbance de I’échantillon.

Au vu de la figure 23, a mesure que la concentration d’AgCINPs et 1’acide ascorbique
augmente de 5 a 100 pug/mL, son activité de piégeage des radicales ABTS augmente de maniére
proportionnelle, passant de 9,32% a 98,52 % pour I’AgCINPs et de 15,71 a 99.03 pour I’acide

ascorbique.
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Figure 23: Activité de piégeage des radicaux ABTS Valeurs dose-dépendantes (A) et C150
(B) des AgCINPs et de I'acide ascorbique.

L’IC50 de I’AgCINPs et de 1’acide ascorbique est de 43.78 pg/mL et 39.01 pg/mL,
respectivement. Le mécanisme de réduction le radical ABTS par les AgQCINPs biosynthétisées
par le surnageant extracellulaire de Streptococcus sp est présenté dans la figure (24).

ABTS ABTS*

Figure 24: Schéma du mécanisme de réduction le radical ABTS par les AgCINPs
biosynthétisées par le surnageant extracellulaire de Streptococcus sp.

V.2.3 Activité antioxydante totale

La détermination de la capacité antioxydante totale (CAT) est I'un des principaux défis
des tests antioxydants. Les résultats de la CAT des AgCINPs biosynthétisées sont présentés
dans la Figure 25, indiquant I'efficacité de conversion thermodynamique du complexe de
molybdate Mo®* — Mo>* par AgCINPs.
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Figure 25: Capacité antioxydante totale des AgCINPs biosynthétisees

L'activité antioxydante totale était proportionnelle a la concentration d'’AgCINPs
biosynthétisées. Le pouvoir antioxydant total maximal de 131,12 + 0,15 pg AAE/mg a été
atteint a une concentration de 100 pg/mL, suivi de 120,01 + 0,41, 102,67 + 0,25, 80,73 + 0,03,
71,51 + 0,20, 60,49 £ 0,4, 33,26 + 2,5 ug AAE/mg d'AgCINPs a des concentrations de 80, 60,
40, 20, 10, 5 pg/mL, respectivement. Ces résultats sont en accord avec ceux du test DPPH. Par
conséquent, les AgCINPs biosynthétisées a partir de Streptococcus sp. le surnageant posséde

une activité antioxydante significative, ce qui le rend utilisé comme antioxydant naturel.

V.3 Cytotoxicité in vitro, in vivo et in silico des AgCINPs biosynthétisées

Avant toute application thérapeutique, il est indispensable d’évaluer le profil de
cytotoxicité des nanoparticules. En effet, I’étude in vitro, in vivo et in silico de leur innocuité
constitue une étape cruciale pour garantir leur sécurité et leur compatibilité biologique,

condition essentielle a leur développement comme alternative prometteuse aux antibiotiques.

L'évaluation in vitro est une méthode importante, les avantages incluent un co(t réduit,
une rapidité accrue et des préoccupations éthiques minimales [286]. Ainsi que, L'évaluation de
la toxicité in vivo est généralement réalisée sur des modeles animaux comprennent
I'nistopathologie, la biodistribution, la clairance, I'hnématologie et la chimie du sérum [319]. De
plus, il existe un besoin croissant de modéles informatiques capables de prédire d'éventuels

effets nocifs.
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L'Agence européenne des médicaments (EMA) et la Food and Drug Administration
(FDA) des Etats-Unis sont deux exemples d'organismes de réglementation qui soulignent
I'importance de la toxicologie verte, conformément aux principes de la chimie verte. L'Agence
de protection de l'environnement des Etats-Unis (EPA) et I'Agence européenne pour
I'environnement (AEE).

V.3.1 Viabilité de Saccharomyces cerevisiae

L'étude de biocompatibilité in vitro des AgCINPs (étude de I'inhibition de la croissance
cellulaire des cellules de Saccharomyces cerevisiae) a été réalisée afin de déterminer I'effet
toxicologique des AgCINPs, en utilisant la souche S. cerevisiae comme modele pour les cellules
eucaryotes. Le pourcentage de viabilité et de mortalité de Saccharomyces cerevisiae en

présence de différentes concentrations d'’AgCINPs est présenté a la figure 26.
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Figure 26: Pourcentage de viabilité et de mortalité de Saccharomyces cerevisiae apres
incubation pendant 48 h dans des AgCINPs.

Les résultats ont montré que les AgCINPs exercaient un effet toxique concentration-
dépendant sur la viabilité et la mortalité de Saccharomyces cerevisiae, avec une différence
significative (P < 0,05). La mortalité de S. cerevisiae atteint 100 % apres 48 heures d'incubation
dans 2,5 mg/mL d'AgCINP. En revanche, les concentrations de 1,25, 0,625, 0,312 et 0,156
mg/mL d'AgCINP entrainent des taux de mortalité respectifs de 97, 55, 40 et 35 % des cellules
de Saccharomyces cerevisiae apres 48 heures d'incubation. En comparaison, le témoin négatif

n'a montré aucune toxicité, confirmant l'innocuité du systeme testé. La concentration létale a
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50 % d'AgCINP, qui entraine la mort de 50 % des Saccharomyces cerevisiae, est calculée selon
la formule (V.6) :

(50- M) x(Cy- Cy)

=C+
LCso= G (Mz- M)

(V.6)
ou,

C1: La concentration la plus élevée ou la mortalité est supérieure a 50 % ;

C2 : La concentration la plus faible ou la mortalité est inférieure a 50 % ;

M1 : Le pourcentage de mortalité a C1 ;

M2 : Le pourcentage de mortalité & C2.

La CLso estimée des AgCINPs est comprise entre 0,625 et 0,312 mg/mL, montrant une
cytotoxicité dose-dépendante claire. Mortalité totale a > 1,25 mg/mL d'AgCINPs ; récupération
partielle & des concentrations plus faibles. La concentration létale d’AgCINPs est de 0,520
mg/mL. D'autres chercheurs ont démontré la biocompatibilité des AgNPs biosynthétisées avec
les AgNPs synthétisés chimiquement dans divers modeles de cellules eucaryotes. Les AgNPs
synthétisés avec un extrait de S. praealtum montrant une inhibition de croissance maximale de
12 % [320]. De plus, Kummara et al. [321] ont démontré que les AgNPs synthétisés
chimiquement présentent une toxicité supérieure a 50 % avec 120 pg/mL d'AgNPs, tandis que
la toxicité des AgNPs synthétisés par des méthodes vertes atteint environ 20 %. Dans une autre
étude menée par Jadhav et al. (2018), la toxicité était inférieure a 5 % avec 18 pg/mL d'AgNPs
obtenues avec un extrait de Salacia Chinensis. De méme, 10 pg/mL d'AgNPs commerciales
réduisent la viabilité de S. cerevisiae jusqu'a 64 % [322]. Selon Mameneh et al. [323], I'effet
toxique des nanoparticules varie en fonction de la taille, de la distribution granulométrique, de
la forme, du revétement/de la couverture, de I'agglomération, de la vitesse de dissolution, de
I'efficacité de libération des ions et des agents réducteurs utilisés pour la synthése. Globalement,
les AgCINPs biosynthétisees avec un surnageant extracellulaire de Streptococcus sp. peuvent

étre considérés comme sdrs pour une application sur des cellules eucaryotes.

V.3.2 Bio-essai de la létalité sur Artemia salina (toxicite aigué)
L'évaluation de I'écotoxicologie aquatique des AgCINPs dans les lacs salés a I'aide de

nauplii d'Artemia salina. Le taux de survie a été calculé selon la formule (V.7) [324]:
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nombre de larves vivantes

Taux de survie d'Artemia salina (%) = X100 (V.7)

nombre total de larves

Le tableau 15 présente les pourcentages de survie des larves d'Artemia salina apres
exposition aux AgCINPs (0,0468 a 3 mg/mL), ainsi que des groupes témoins, a différents
intervalles de temps (TO, T0,5, T1, T3, T6 et T24h).

Tableau 16: Effets cytotoxiques des AgCINPs sur les larves d'Artemia salina au cours du

temps.
Pourcentage de survie d’Artemia salina (%)

AgCINPs (mg/mL) To Tos T Ts Ts T2an
3 100 100 100 50 30 10

1.5 100 100 100 100 10 20

0.75 100 100 100 100 100 40
0.375 100 100 100 100 100 100
0.187 100 100 100 100 100 100
0.0937 100 100 100 100 100 100
0.0468 100 100 100 100 100 100
Controle Negatif 100 100 100 100 100 100

Controle Positif 100 60 90 0 0 0

Les résultats indiquent clairement que la toxicité aquatique augmente avec la
concentration et la durée d'exposition aux AgCINPs. En d'autres termes, plus la dilution des
échantillons sont élevée, plus le nombre d'individus immobilisés n’est faible. En considérant
les dispersions non diluées (dispersion a 100 % d'AgCINPs), celles avec des concentrations
d'argent total plus élevées ont entrainé une mortalité plus élevée pour A. salina. Bien que tous
les AgCINPs aient été appliqués aux organismes a de faibles doses correspondant aux valeurs
environnementales, I'effet toxique a été observé parallelement a I'augmentation au fil du temps.
Les AgCINPs a des concentrations < 0,375 mg/mL ne montrent aucun effet toxique au fil du
temps ; au contraire, a des concentrations > 0,375 mg/mL, le taux de mortalité d'Artemia salina
augmente avec la concentration d'AgCINPs, atteignant 60 % a 0,75 mg/mL d'AgCINPs aprés
24 heures d'incubation. En revanche, le contrdle négatif (0,05% de méthanol dans I'eau de mer)
n'a montré aucun effet toxique sur les cellules d'Artemia salina, tandis que le contrdle positif
au dichromate de potassium (K2Cr207) a montré une mortalité cellulaire totale aprés 3 heures

d'incubation, renforcant la validité de I'expérience et I'importance de nos résultats.
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La dose létale a 50 % d'AgCINPs est comprise entre 0,75 et 0,375 mg/mL d'AgCINPs,
ce qui confirme les résultats obtenus dans le test in vitro de Saccharomyces cerevisiae. Ces
résultats confirment la dose létale d'AgCINPs, qui se situe entre 0,625 et 0,312 mg/mL
d'’AgCINPs. Ces résultats sont cohérents avec ceux d'Unal et Egri. [325], qui indiquent que la
toxicité aquatique augmente avec la concentration et le temps d'exposition, et que le taux de
mortalité le plus élevé a été observé a 50 ppm apres 72 heures. Par conséquent, les AgNPs
synthétisées a partir d'un extrait végétal de R. ribes peuvent constituer une production naturelle,
économique et respectueuse de I'environnement dans de nombreux domaines, tels que les
technologies medicales et environnementales [325]. Lors du test témoin négatif, réalisé

uniquement avec la solution de Meyer, un seul individu est mort.

La figure 27 présente les résultats de I'observation microscopique d'Artemia salina avant

et apres incubation dans des AgCINP a 2,5 mg/mL.

T0h T6h T24h

Negative
control

AgCINPs

Positive
control

Figure 27: Image de microscopie a difféerents moments d'Artemia salina exposée aux
AgCINPs, contrbles négatifs et positifs.

D'aprés les images obtenues par analyse microscopique a contraste de phase réalisée
pour observer l'interaction de tous les organismes vivants utilisés dans I'expérience avec les
AQCINPs : Il est clair que les larves d'A. salina traitées avec des AgCINPs ont induit des
altérations modérées, notamment : une motilité diminuée, une perte progressive de transparence
et des anomalies morphologiques, reflétant un effet toxique relatif. En comparaison, le témoin
négatif a conservé une motilité normale et une morphologie intacte, sans aucun signe de
toxicité, tandis que le témoin positif a entrainé de graves altérations, avec une mortalité presque

totale et des déformations marquées, confirmant ainsi la validité du test. Selon Becaro et al.
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[326], les nanoparticules métalliques sont ingérées par A. salina et peuvent s'agglomerer dans
I'intestin, interférant avec la prise alimentaire, empéchant ainsi I'absorption des nutriments et

provoquant la mort des organismes.
V.3.3 Prédiction de la toxicité

La prédiction de la toxicité d'un composé fournit les résultats des effets spécifiques sur
les organes et les systéemes organiques. Le rapport indique également la classe de toxicité du
composé, allant de 1 a 6, 1 étant la plus toxique et 6 la moins toxique [327]. Les valeurs de
DL50 ont été incluses dans les rapports de toxicité pour les deux composés. De plus, le rapport
propose des options pour des modeéles supplémentaires de prédiction de la toxicité aigué, grace
a la sélection effectuée [328]. Sur la base de ces sélections, un rapport a été généré pour les
AgCINPs est présente a la figure 28, qui illustre leur toxicité telle qu'observée dans les organes

et systémes organiques humains.

Les résultats démontrent que les AgCINPs présentent de faibles probabilités d'effets
toxiques majeurs, notamment I'népatotoxicité, la nephrotoxicité et I'immunotoxicité, avec des
scores de confiance élevés. Ainsi que, les résultats ont révélé que les AgCINPs biosynthétisé
appartenaient a la classe 11l avec une DLso de 276 mg/kg, suggerent un niveau moderé de
toxicité aigué. 1l a été conclu gu'aucun dommage important ne se produit, sauf en cas d'ingestion
de concentrations plus importantes de ces composés pour un poids corporel donné. Cela permet
non seulement de rassurer rapidement sur leur applicabilité biomédicale, mais souligne

également leur potentiel en tant que nanomatériaux relativement sars.
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Figure 28: Prédiction de la toxicité chez I’homme pour les AgCINPs.

Les résultats de profils de toxicité spécifiques a chaque organe prévu pour les AgCINPs
biosynthétisées, évalués a l'aide du serveur web ProTox 3.0 présenté dans le tableau 16 et
I’annexe 5. Les prédictions sont présentées sous forme de classifications binaires (actif/inactif)
avec les probabilités de confiance associées.

Tableau 17: Profils de toxicité spécifiques a chaque organe prévus pour les AGCINPs
biosynthétisées

Point final de toxicité Prediction | Probabilite
Hépatotoxicité Inactif 0.99
Néphrotoxicité Inactif 0.83

Toxicité respiratoire Inactif 0.97
Cardiotoxicité Inactif 0.73
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Immunotoxicité Inactif 0.99
Mutageénicité Inactif 0.82
Cytotoxicité Inactif 0.74

Ecotoxicité Inactif 0.50
Toxicité clinique Inactif 0.85
Toxicité nutritionnelle Inactif 0.58
Récepteur GABA (GABAR) Inactif 0.69

Du point de vue de la sécurité environnementale, la prédiction limite d'écotoxicité (50
%) souleve d'importantes considérations. Les nanoparticules pouvant interagir avec les
écosystémes aquatiques et terrestres, des études écotoxicologiques complémentaires sont
nécessaires pour garantir leur utilisation durable. Aborder ce point est particuliérement pertinent
dans le cadre de la chimie et de la toxicologie vertes, qui pronent la conception de produits
chimiques plus srs tout en minimisant les risques écologiques. Prises ensemble, les prédictions
informatiques constituent une premiere étape précieuse vers I'établissement du profil
toxicologique des AgCINPs. En intégrant des outils de toxicologie informatique tels que
ProTox-1ll, les chercheurs peuvent cribler efficacement les nanomatériaux, identifier les
dangers potentiels a un stade précoce et prioriser les composés pour une validation
expérimentale plus poussée. Cette approche accélére le développement de nanomatériaux sdrs
des leur conception et contribue a I'objectif global d'innovation durable en nanomédecine et en

produits pharmaceutique.

En somme, Les résultats obtenus dans ce chapitre ont confirmée le r6le prometteur des
nanoparticules de chlorure d’argent comme une approche innovante et durable face au probléme
croissant de la multirésistance bactérienne. Ainsi que, leur biocompatibilité prometteuse pour

des applications biomédicales futures.
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A la lumiére des résultats obtenus au cours de ce travail, il est possible de tirer plusieurs
conclusions importantes concernant la résistance bactérienne et [’application des

nanotechnologies vertes.

Dans un premier temps, les données recueillies et analysées lors de I'étude rétrospective
menée en 2023 sur les bactéries multirésistantes a 1’hopital Mohamed Boudiaf Ouargla (sud
algérien), les résultats indiquent une prévalence élevée de bactéries multirésistantes. Les
femmes présentent une proportion élevée de cas positifs. Les unités de soins intensifs et les
services de chirurgie pour hommes semblent étre les plus touchés par les bactéries
multirésistantes, soulignant la nécessité d'une attention particuliere a apporter a ces services.
Les échantillons de pus et d'urine sont le plus souvent associés a la présence de bactéries
multirésistantes, avec des variations selon I'établissement médical. Les entérobactéries et
Acinetobacter baumannii sont identifiées comme les groupes prédominants, avec des profils de
résistance variables aux antibiotiques testés, affirmant ainsi la complexité de la lutte contre ces
infections. Les entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu présentent une
résistance notable, en particulier aux aminopénicillines, a I'amoxicilline + acide clavulanique,
a la céfoxitine, ainsi qu'a d'autres antibiotiques comme le céfotaxime et la ciprofloxacine. Pour
Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, des profils de résistance similaires aux
céphalosporines de différentes générations et au triméthoprime + sulfaméthoxazole sont
observés. Acinetobacter baumannii présente une résistance élevee a la plupart des antibiotiques,
tandis que Pseudomonas aeruginosa présente une résistance significative aux béta-lactamines
et a la ciprofloxacine. Le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) présente
également des profils de résistance significatifs a la céfoxitine et aux aminosides tels que la
gentamicine et la kanamycine, ainsi qu'a I'érythromycine. Les bactéries multirésistantes
constituent un grave probléme de santé publique. Elles nécessitent une approche coordonnée
de l'utilisation des antibiotiques, ainsi que des améliorations des conditions d’hygiéne et des
pratiques de sécurité sanitaire afin de prévenir la transmission des infections et de réduire la
propagation de la résistance.

Dans un second volet, I'application innovante d'une bactérie non pathogene,
Streptococcus sp. isolée du smen de chamelle, pour la biosynthése extracellulaire de
nanoparticules de chlorure d'argent (AgCINPs). Les résultats obtenus ont montré la formation

efficace des AgCINPs, caractérisées par une structure cristalline cubique d'une taille de 17,94
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nm et une absorbance maximale de 369 nm. Les résultats ont confirmé que Streptococcus sp.
provenant de chameliers algériens produisaient des molécules bioactives ; ces molécules
peuvent réduire et stabiliser les nanoparticules de chlorure d'argent. De plus, cela ouvre de
nouvelles perspectives pour l'utilisation du surnageant de bacteéries lactiques Streptococcus sp.
dans une production verte, non dangereuse, respectueuse de I'environnement et économique,

sans ajout d'agents réducteurs et stabilisants pour les nanoparticules.

De plus, les nanoparticules de chlorure d'argent biosynthétisées presentent une activité
remarquable contre les bactéries Gram négatives résistantes a de multiples antibiotiques et
produisent des enzymes de résistance telles que la béta-lactamase a spectre étendu, la
cabapénemase et la céphalosporénase. Les valeurs de CMI et de CMB varient de 7,81 a 125
pg/mL selon la souche. Pseudomonas aeruginosa de I'UCBU est plus sensible aux AgCINP
biosynthétisées, avec des valeurs de CMI et de CMB de 7,81 et 31,25 pg/mL respectivement.
Ainsi gque, lI'analyse d'amarrage moléculaire des AgCINP biosynthétisées contre quatre cibles
bactériennes cliniquement pertinentes a révélé des affinités de liaison faibles mais constantes,
I'énergie d'interaction la plus favorable étant observée pour Klebsiella pneumoniae (2,27
kcal/mol). Bien que les énergies de liaison globales suggerent des interactions modérées, les
résultats indiquent que les AgCINP peuvent établir des contacts moléculaires spécifiques avec
des protéines bactériennes essentielles. De plus, les AgQCINPs biosynthétisées ont montré un
potentiel antioxydant total de 131,12 + 0,15 pg AAE/mg et 27,93 pg/mL d’AgCINPs peuvent
inhiber 50 % des radicaux libres DPPH. Ces résultats soulignent le potentiel des AgCINPs
biosynthétisées comme agent antibactérien a large spectre, notamment contre les pathogenes
multirésistantes a Gram négatif et met en évidence leur potentiel pour diverses applications

environnementales et technologiques, notamment biomédicales et pharmaceutiques.

Enfin, Les résultats de toxicité par les trois approches in vitro et in vivo, corroborés par
des analyses in silico, permettent de conclure que le composé présente une relative innocuité et
une efficacité potentielle, ce qui en fait un candidat prometteur pour de futures applications

pharmaceutiques et biologiques.

L’ensemble de ces résultats démontre que I’utilisation des AgCINPs biosynthétisées
représente une voie prometteuse pour lutter contre la résistance bactérienne, tout en offrant une

alternative écologique et durable aux traitements conventionnels.

Les recherches a venir devraient se concentrer sur l'identification de la souche lactique

Streptococcus sp. utilisés dans la biosynthese des nanoparticules de chlorure d'argent via le
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séquencage de I'ARNr 16S. Ainsi que, des études exploreront également leurs propriétés
bioactives (par exemple, anti-inflammatoires, antidiabétiques, antimicrobiennes) et leur activité
photocatalytique pour des applications médicales et environnementales, tout en optimisant les
conditions de biosynthese pour améliorer la fonctionnalité des nanoparticules. De plus, d'autres
études in vivo sont recommandées afin de valider les résultats in vitro et les prédictions
informatiques, et d'évaluer lI'efficacité pratique et la biosécurité des formulations

antimicrobiennes a base de nanoparticules de chlorure d'argent biosynthétisées.
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Contribution to the inhibition of multidrug-resistant bacteria by metallic nanoparticles
biosynthesized by a lactic acid bacteria isolated from a dairy products in the Ouargla

region
Abstract

This study aims to evaluate the frequency of multidrug-resistant bacteria (MDRB) and to
explore the use of Streptococcus spp. isolated from camel semen for the extracellular
biosynthesis of silver chloride nanoparticles (AgCINPs), while assessing their biological
activities and toxicity. According to the results, in 2023, 43 MDRB were isolated and identified,
emanating mostly from the intensive care unit service and pus samples at the Ouargla public
hospital, with women being more affected than men. The AgCINPs exhibit an absorptio peak
at 369 nm in the UV-Vis, a cubic structure, a crystallinity of 43.49%, and a crystallite size of
17.94 nm. Scanning electron microscopy coupled with X-ray energy dispersive spectroscopy
(SEM-EDX) confirms a spherical structure and a particle size of 5.29 nm, thus validating the
elemental composition of chlorine (CI) and silver (Ag). The AgCINPs are effective against
MDR, with MIC and MBC values ranging between 7.81 and 125 pg/mL. Additionally,
molecular docking demonstrated that the optimal predicted binding energies were —2.12
kcal/mol for P. aeruginosa. Furthermore, they inhibit DPPH and ABTS radicals and possess
significant antioxidant activity. In vitro viability tests showed an LCs, of 0.520 mg/mL, while
in vivo tests revealed moderate aquatic toxicity, and in silico, analysis highlighted a class 111
toxicity with an LDs, of 276 mg/kg. The study reveals the prevalence of MDRB in hospitals,
allowing for the optimization of antibiotic use and preventive measures. It also highlights the
potential of Streptococcus spp. in the biosynthesis of AgCINPs, showcasing its innovative,
economical, sustainable, and ecological alternative. Biological activities also demonstrate their
potential as antibacterial agents against MDRB, thus promoting the rapid development of

nanomaterials in nanomedicine and pharmaceuticals.

Keywords: MDRB, Retrospective study, Streptococcus spp., AgCINPs, Biosynthesis,
Cytotoxicity.

159



Contribution a I'inhibition des bactéries multirésistantes par des nanoparticules
métalliques biosynthétisées par une bactérie lactique isolée a partir d’un produit laitier

dans la région d’Ouargla

Résumé

Cette étude vise a évaluer la fréquence des bactéries multirésistantes (BMR) et a
explorer l'utilisation de Streptococcus sp. isolés a partir de smen camelin pour la biosynthése
extracellulaire de nanoparticules de chlorure d'argent (AgCINPs), tout en évaluant leurs
activités biologiques et leur toxicité. D'apres les résultats, En 2023, 43 BMR ont été isolées et
identifiées, emanant le plus du service de 1’unité de soins intensif et des echantillons de pus a
I'népital public d'Ouargla, les femmes étant plus touchées que les hommes. Les AgCINPs
présentent un pic d'absorption a 369 nm dans I'UV-Vis, une structure cubique, une cristallinité
de 43,49 % et une taille de cristallite de 17,94 nm. La microscopie électronique a balayage
couplée a la spectroscopie de dispersion d'énergie X (MEB-EDX) confirme une structure
sphérique et une taille de particule de 5,29 nm, validant ainsi la composition élémentaire en
chlore (CI) et en argent (Ag). Les AgCINPs sont efficaces contre les BMR, avec des valeurs de
CMI et de CMB comprises entre 7,81 et 125 pg/mL. Ainsi que, le docking moléculaire a
démontré que les énergies de liaison optimales prévues étaient de —2,12 kcal/mol pour P.
aeruginosa. En outre, lls inhibent les radicaux DPPH et ABTS et possédent une activité
antioxydante significative. Les tests de viabilité in vitro ont montré une CLs, de 0,520 mg/mL,
tandis que les tests in vivo ont révélé une toxicité aquatique modérée et I’analyse in silico mis
en évidence une toxicité de classe 111 avec une DL50 de 276 mg/kg. L'étude révéle la prévalence
du BMR dans les hdpitaux, permettant d'optimiser l'utilisation des antibiotiques et les mesures
de prévention. Elle met également en évidence le potentiel de Streptococcus sp. dans la
biosynthése des AgCINPs, mettant en avant son alternative innovante, économique, durable et
écologique. Les activités biologiques démontrent également leur potentiel en tant qu'agents
antibactériens contre le BMR, favorisant ainsi le développement rapide de nanomatériaux en

nanomédecine et dans les produits pharmaceutiques.

Mots-clés : BMR, Etude rétrospective, Streptococcus sp., AgCINPs, Biosynthése, Cytotoxicité.
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Liste des annexes
Annexe 1 : Fiches de collectes des données
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Annexe 2 : Liste des antibiotiques testés pour les principales bactéries selon la Standardisation algérienne, (2020).

Entérobactéries sp

Staphylococcus sp

Enterococcus sp

Pseudomonas sp

Acinetobacter sp

Ampicilline(10ug)

Pénicilline (10UI)

Ampicilline (10pg)

Ticarcilline (75pg)

Ticarcilline (75ug)

Amoxicilline +Acide

clavulanique (20/10pg)

Oxacilline (CMI)

Gentamicine (120ug)

Ticarcilline + Acide

clavulanique

(75/10ug)

Ticarcilline + Acide

clavulanique (75/10pg)

Aztréonam (30ug)

Céfoxitine (30ug)

Streptomycine (300pg)

Pipéracilline (100ug)

Pipéracilline (100png)

Céfazoline (30pg)

Kanamycine (30pug)

Erythromycine (15pg)

Pipéracilline +

Pipéracilline + tazobactam

tazobactam (100/10pg)
(100/10ug)
Cefoxitine (30pg) Amikacine (30pg) Pristinamycine(15ug) / Ceftazidime (30ug) Ceftazidime (30pg)

Quinupristine -dalfopristine

(15ug)

Cefotaxime (30pug)

Gentamicine (10pg)

Furanes (300ug)

Aztréonam (30ug)

Imipénéme (10pg

Imipénéme (10pg)

Erythromycine (15pg)

Tétracycline (30ug)

Imipénéme (10pg)

Meéropénéme (10pg)

Ertapénéme(10pg)

Clindamycine (2pg)

Vancomycine (30ug)

Meéropénéme(10ug)

Amikacine (30ug)

Meéropénéme (10pg) Pristirnamycine/ Teicoplanine (30pg) Amikacine (30pg) Gentamicine(10ug)
Quinupristine - dalfopristine
(15ug)

Amikacine (30ug) Ofloxacine (5pg) Ciprofloxacine (5pg) Gentamicine(10ug) Tobramycine(10ug)
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Gentamicine(10pg) Ciprofloxacine(5pg) Lévofloxacine (5pg) Tobramycine(10ug) Lévofloxacine(5ug)

Acide nalidixique(30ug) Lévofloxacine(5pg) Rifampicine (5pg) Néblmicine (30pg) Doxycycline(30pg)

Ciprofloxacine (5ug) Chlorampheénicol (30pg) Fosfomycine (300png) Ciprofloxacine (5ug) Triméthroprime +
sulfaméthoxazole
(1.25/23.75pg)

Colistine (CMI)

Vancomycine (CMI)

Chloramphenicol(30pg)

Lévofloxacine(5ug)

Colistine (CMI)

Chlorampheénicol (30pug)

Teicoplanine (CMI)

Tigécycline (CMI)

Fosfomycine (CMI)

Furanes (300pg)

Rifampicine (5pg)

Imipéneme (10pg)

Colistine (CMI)

Triméthroprime +
sulfaméthoxazole(1.25/23.75u
g)

Triméthroprime +
sulfaméthoxazole
(1.25/23.751g)

Fosfomycine(200pg)

Tétracycline (30ug)

Acidefusidique(30pg)

Fosfomycine (V)

Composé Vibriostatique 0/129
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Annexe 3 : Composition des puits des cartes Gram négatif (GN) et Gram positif (GP).
Carte Gram négatif (GN)

Puits Test Mnémonique | Dosage / puits (mg)
2 Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE APPA 0,0384
3 | ADONITOL ADO 0,1875
4 | L-Pyrrolidonyl-Arylamidase PyrA 0,018
5 L-ARABITOL IHARL 0,3
7 D-CELLOBIOSE dCEL 0,3
9 BETA-GALACTOSIDASE BGAL 0,036
10 | PRODUCTION DE H2S H2S 0,0024
11 | BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE BNAG 0,0408
12 | Glutamyl Arylamidase pNA AGLTp 0,0324
13 | D-GLUCOSE dGLU 0,3
14 | GAMMA-GLUTAMYL-TRANSFERASE GGT 0,0228
15 | FERMENTATION / GLUCOSE OFF 0,45
17 | BETA-GLUCOSIDASE BGLU 0,036
18 | D-MALTOSE dMAL 0,3
19 D-MANNITOL dMAN 0,1875

20 | D-MANNOSE dMNE 0,3
21 | BETA-XYLOSIDASE BXYL 0,0324
22 | BETA-Alanine arylamidase pNA BAlap 0,0174
23 | L-Proline ARYLAMIDASE ProA 0,0234
26 | LIPASE LIP 0,0192
27 | PALATINOSE PLE 0,3

165




Annexes

29 | Tyrosine-ARYLAMIDASE TyrA 0,0276
31 | UREASE URE 0,15
32 | D-SORBITOL dSOR 0,1875
33 | SACCHAROSE/SUCROSE SAC 0,3

34 | D-TAGATOSE dTAG 0,3

35 | D-TREHALOSE dTRE 0,3

36 | CITRATE (SODIUM) CIT 0,054
37 | MALONATE MNT 0,15
39 | 5-KETO-D-GLUCONATE 5KG 0,3

40 | Alcalinisation du L-LACTATE ILATK 0,15
41 | ALPHA-GLUCOSIDASE AGLU 0,036
42 | Alcalinisation du SUCCINATE SUCT 0,15
43 | Beta-N-AC2TYL-GALACTOSAMINIDASE NAGA 0,0306
44 | ALPHA-GALACTOSIDASE AGAL 0,036
45 | PHOSPHATASE PHOS 0,0504
46 | Glycine ARYLAMIDASE GlyA 0,012
47 | ORNITHINE D2CARBOXYLASE OoDC 0,3

48 | LYSINE DECARBOXYLASE LDC 0,15
52 | BASE DE DECARBOXYLASE ODEC N/A
53 | Assimilation de la L-HISTIDINE IHISa 0,087
56 | COUMATATE CMT 0,126
57 | BETA-GLUCURONIDASE BGUR 0,0378
58 | RESISTANCE 0O/129 (comp. Vibrio.) 0O129R 0,0105
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59 | Glu-Gly-Arg-ARYLAMIDASE GGAA 0,0576
61 | Assimilation du L-MALATE IMLTa 0,042
62 | ELLMAN ELLM 0,03
64 | Assimilation du L-LACTATE ILATa 0,186
Carte Gram positif (GP)

Puits Test Mnémonique | Dosage / puits (mg)
2 D-AMYGDALINE AMY 0,1875
4 PHOSPHATIDYLINOSITOL PHOSPHOLIPASE C | PIPLC 0,015
5) D-XYLOSE dXYL 0,3
8 | ARGININE DIHYDROLASE 1 ADH1 0,111
9 BETA-GALACTOSIDASE BGAL 0,036
11 | ALPHA-GLUCOSIDASE AGLU 0,036
13 | Ala-Phe-Pro ARYLAMIDASE APPA 0,0384
14 | CYCLODEXTRINE CDEX 0,3
15 | L-Aspartate ARYLAMIDASE AspA 0,024
16 | BETA-GALACTOPYRANOSIDASE BGAR 0,00204
17 | ALPHA-MANNOSIDASE AMAN 0,036
19 | PHOSPHATASE PHOS 0,0504
20 | Leucine-ARYLAMIDASE LeuA 0,0234
23 | L-Proline ARYLAMIDASE ProA 0,0234
24 | BETA-GLUCURONIDASE BGURr 0,0018
25 | ALPHA-GALACTOSIDASE AGAL 0,036
26 | L-Pyrrolidonyl-ARYLAMIDASE PyrA 0,018
27 | BETA-GLUCURONIDASE BGUR 0,0378
28 | Alanine-ARYLAMIDASE AlaA 0,0216
29 | Tyrosine-ARYLAMIDASE TyrA 0,0276
30 | D-SORBITOL dSOR 0,1875
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31 | UREASE URE 0,15

32 | RESISTANCE A LA POLYMYXINE B POLYB 0,00093
37 | D-GALACTOSE dGAL 0,3

38 | D-ROBOSE dRIB 0,3

39 | Alcalinisation du L-LACTATE ILATk 0,15

42 | LACTOSE LAC 0,96

44 | N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE NAG 0,3

45 | D-MALTOSE dMAL 0,3

46 | RESISTANCE A LA BACITRACINE BACI 0,0006
47 | RESISTANCE A LA NOVOBIOCINE NOVO 0,000075
50 | CROISSANCE DANS DU NaCl a 6,5% NC6,5 1.68

52 | D-MANNITOL dMAN 0,1875
53 | D-MANNOSE dMNE 0,3

54 | METHYL-B-D-GLUCOPYRANOSIDE MBdG 0,3

56 | PULLULAN PUL 0,3

57 | D-RAFFINOSE dRAF 0,3

58 | RESISTANCE 0/129 (comp. Vibrio.) 0O129R 0,0084
59 | SALICINE SAL 0,3

60 | SACCHAROSE/SUCROSE SAC 0,3

62 | D-TREHALOSE dTRE 0,3

63 | ARGININE DIHYDROLASE 2 ADH?2s 0,27

64 | RESISTANCE A’ L’OPTOCHINE OPTO 0,000399
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Annexe 4 : Résultats de I’identification des souches collectées par VITEK®2

Pseudomonas aeruginosa

VITEK 2 COMPACT

Client bioMérieux : 20114 Rapport graphique Imprimé 21 avril 2025 08:54:13 WAT
Nom du patient : ID du paticnt :
Licu: Médecin :
1D labo : | Numgro d'isolat : |
Numération :

Germe sélectionné : Pseudomonas aeruginosa
Source : Prélevé :
Commentaires :

Informations sur I"identification Heure de I"analyse: 5,57 heures Etat : Final

e fletind 97% Probabilité Pseudomonas aeruginosa

Profil biochimique :  0043053143500240

Commentaires sur |"ldent.

Détails biochimiques |
2 |[APPA |- |3 |ADO 4 |PyrA 5 |IARL |- |7 [|dCEL 9 |BGAL

10 [H2S 11 |BNAG 12 |AGLTp [+ |13 |dGLU |+ |14 |[GGT + |15 |OFF -

17 |BGLU I8 |dMAL 19 [aMAN |- 20 JamnE [+ 2 [Bxyr [ [2 BAlap [+

23 |ProA + [26 |[LIP 27 |PLE - [29 |TyrA |+ [31 |URE - |32 [dSOR |-

33 |SAC - |34 (dTAG 35 |dTRE [+ [36 |CIT + |37 IMNT |+ |39 |5KG

40 |[ILATk |+ |41 |AGLU 42 [SUCT |+ |43 |[NAGA 44 |AGAL 45 |PHOS

46 |GlyA 47 |0ODC 48 |LDC - |53 |[IHISa |- [56 |CMT |+ |57 |[BGUR

58 |OI29R 59 |GGAA 61 |IMLTa [+ [62 |ELLM 64 |ILATa |-
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Klebsiella pneumoniae

Nom du patient : 44, 44° ID du paucent : 4
Licu: Meédecin :
1D labo : 4 Numéro d'isolat - |
Numération :

Germe sélectionné : Klebsiella pneumoniae
Source : Prélevé:

Commentaires :

Informations sur I"identification Heure de 1" analyse : 4.83 heures [‘Zut $ Final
99% Probabilité Klebsiella pneumoniae

Germystioctionnd Profil biochimique :  7305714572704112

Commentaires sur I""ldent.

Détails biochimiques
2 APPA + 3« |ADO + 4 PyrA + S IARL + 7 dCEL + 9 BGAL -
10 H2S - 11 BNAG - 12 AGLTp |- 13 JdGLU + 14 GGT - 15 OFF -
BGLU + 18 JdMAL + 19 dMAN + 20 dMNE % 21 BXYL - 22 BAlap -
23 |ProA - 26 |LIP - 27 |PLE + 29 |TyrA + 31 |URE - 32 |dSOR +
33 SAC + 34 JdTAG + 3s dTRE + 36 CIT - 37 MNT + 39 SKG -
40 ILATK + 41 AGLU + 42 SUCT + 43 NAGA - 44 AGAL - 45 PHOS (-)
46 GlyA - 47 oDcC (-) |48 LDC + 53 1HISa + 56 CMT - 57 BGUR -
S8 O129R + 59 GGAA - 61 IMLTa - 62 ELLM - 64 1LATa + ]
Escherichia coli
VITEK 2 COMPACT
Chent bioMéricux : 20114 Rapport graphique Imprimeé 21 avril 2025 08:54:20 WAT
Nom du patient : 1D du patient ¢
Licu : Médecin ¢
1D labo : 3 Numéro d'isolat : |
Numération :
Germe sélectionné : Escherichia coli
Source : Prélevé @
Commentaires :
Informations sur I""identification Heure de ''analyse : 2,62 heures lﬁ(ut $ Final
99% Probabilité Escherichia coli

G électionné
b osone Profil biochimique :  040561045002661 1

Commentaires sur 1" Ident.

Détails biochimiques

2 APPA - 3 ADO - R PyrA - 5 IARL - 7 dCEL - 9 BGAL 4

10 |H2S - 11 BNAG - 12 AGLTp |- 13 [dGLU + 14  |GGT - 15 |OFF +

17 BGLU - IR [dMAL ¥ 19  [dMAN + 20  |[dMNE + 21 BXYL - 22 |BAlap -

23 |[ProA - 26 |[LIP - 27 |PLE - 29  |TyrA - 31 URE - 32  |dSOR ¢

33 |SAC + 34 |dTAG - 35 |dTRE 4+ 36 |CIT - 37 MNT - 39  |SKG -

40  |ILATK - 41 AGLU - 42 |SUCT - 43 INAGA - 44 AGAL + 45 PHOS - |
46 |GIyA - 47 |ODC + 48  |LDC + 53 IHISa - 56  |CMT +* 57 BGUR + i
S8 |OI29R + 59 |GGAA - 61 IMLTa - 62 ELLM 4 64  |ILATa -
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Annexe 4 : Résultats de I’antibiogramme et les tests complémentaires des souches collectées
par VITEK®2

M1 : Pseudomonas aeruginosa
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M3 : Escherichia coli
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M5 : Escherichia coli
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M7: Pseudomonas aeruginosa
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M9: Klebsiella aerogenes
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M212: Escherichia coli
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M214: Escherichia coli
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M16: Escherichia coli

Liste des annexes

Commnsres vl are ()

L Arpteaoee ™

D‘m e

[ mrchswnipine ne

D Oazangres i "

D el o]

Dﬁmw" o
o Memettccnshe

178

| Commurtares G "ul Ge ONSY) IVANCH
=l
84
wt
Now & SOUHEIE SOUCHE Y

; pu 07

-  Etat e Canaysa TN Py

i ‘.l'mnn“m




Liste des annexes

Annexe 5: Prédiction de la toxicité des AGCINPs biosynthétisées par le platforme ProTox-3.0

Classification Target Shorthand Prediction Probability
Organ toxicity Hepatotoxicity dili Inactive 0.99
Organ toxicity Neurotoxicity neuro Active 0.60
Organ toxicity Nephrotoxicity nephro Inactive 0.83
Organ toxicity Respiratory toxicity respi Inactive 0.97
Organ toxicity Cardiotoxicity cardio Inactive 0.73
Toxicity end points Carcinogenicity carcino Active 0.66
Toxicity end points Immunotoxicity immuno Inactive 0.99
Toxicity end points Mutagenicity mutagen Inactive 0.82
Toxicity end points Cytotoxicity cyto Inactive 0.74
Toxicity end points BBB-barrier bbb Active 0.95
Toxicity end points Ecotoxicity eco Inactive 0.50
Toxicity end points Clinical toxicity clinical Inactive 0.85
Toxicity end points Nutritional toxicity nutri Inactive 0.58
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Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Aryl hydrocarbon Receptor (AhR) nr_ahr Active 0.93
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Androgen Receptor (AR) nr_ar Inactive 1.0
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Androgen Receptor Ligand Binding Domain (AR-LBD) nr_ar_lbd Active 1.0
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Aromatase nr_aromatase Inactive 0.99
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Estrogen Receptor Alpha (ER) nr_er Inactive 0.91
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Estrogen Receptor Ligand Binding Domain (ER-LBD) nr_er_lbd Active 0.95
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma (PPAR- nr_ppar_gamma Active 0.96
Gamma)
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2/antioxidant responsive sr_are Active 1.0
element (nrf2/ARE)
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Heat shock factor response element (HSE) sr_hse Active 1.0
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Mitochondrial Membrane Potential (MMP) sr_mmp Inactive 0.99
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Phosphoprotein (Tumor Supressor) p53 sr_p53 Active 0.95
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | ATPase family AAA domain-containing protein 5 (ATADS) sr_atad5 Active 0.95
Molecular Initiating Events Thyroid hormone receptor alpha (THRa) mie_thr_alpha Inactive 0.95
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Molecular Initiating Events Thyroid hormone receptor beta (THRp) mie_thr_beta Inactive 0.97
Molecular Initiating Events Transtyretrin (TTR) mie_ttr Active 0.57
Molecular Initiating Events Ryanodine receptor (RYR) mie_ryr Inactive 0.98
Molecular Initiating Events GABA receptor (GABAR) mie_gabar Inactive 0.69
Molecular Initiating Events Glutamate N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) mie_nmdar Inactive 0.96
Molecular Initiating Events alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4- isoxazolepropionate receptor mie_ampar Inactive 1.0
(AMPAR)
Molecular Initiating Events Kainate receptor (KAR) mie_kar Inactive 1.0
Molecular Initiating Events Achetylcholinesterase (AChE) mie_ache Inactive 0.64
Molecular Initiating Events Constitutive androstane receptor (CAR) mie_car Inactive 1.0
Molecular Initiating Events Pregnane X receptor (PXR) mie_pxr Inactive 0.65
Molecular Initiating Events NADH-quinone oxidoreductase (NADHOX) mie_nadhox Inactive 0.75
Molecular Initiating Events Voltage gated sodium channel (VGSC) mie_vgsc Inactive 0.81
Molecular Initiating Events Na+/1- symporter (NIS) mie_nis Inactive 0.94
Metabolism Cytochrome CYP1A2 CYP1A2 Inactive 0.94
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Metabolism Cytochrome CYP2C19 CYP2C19 Inactive 0.94
Metabolism Cytochrome CYP2C9 CYP2C9 Active 0.73
Metabolism Cytochrome CYP2D6 CYP2D6 Inactive 0.84
Metabolism Cytochrome CYP3A4 CYP3A4 Inactive 0.94
Metabolism Cytochrome CYP2E1 CYP2E1 Inactive 0.95
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Abstract

This study amms to explore the mmovanve use of 2 non-pathogemic bactenum. Smeprococcus spp.. 1solated from camel
smen for the extracellular biosynthesis of silver chlonde nanoparticles (AzCINPs) and evaluate their biological activities.
Biosynthesized AgCINPs exlubit a maximum absorbance at 369 nm within the UV-Vis range. X-ray diffraction (XXRD)
analy=1s mdicates that the nanoparticles have a cubic structwre. wath a crystallimty of 43.49% and an average crystallite
size of 17.94 nm Field emussion scanning electron microscopy with energy dispersion analy=is (FE-SEM) shows
a sphencal structuwre with an average particle size of 5.29 nm Enerzy-dispersed X-ray spectroscopy (EDX) confirms
the elemental composition. Founer transform mmfrared spectroscopy (FIIR) analysis identifies the bioactive functions
associated with AgCINPs. A swrface charge of -34.8 mV and an average hydrodynamic diameter of 381.1 nm were
also measured ApgCINP: biosynthesized demonstrated a total antioxidant capacity of 131.12=0.15 ug AAFE'mg at a
concentration of 100 pgml.; 27.93 ug/ml of AgCINPs reduced 50% the mu:tial DPPH concentration. The biosynthesized
A gCINP: exerted bacteriostatic and bactenicidal properties on the studied strains Bacillus subrilis ATCC6633. Micrococous
luteus ATCC9314, and Salmonella enterica ATCC6017 at concentrations ranging from 15.62 to 125 pzml AgCINP:,
at an MIC concentration, were able to eradicate more than 50% of mathwe biofilms formed by the studied strams. These
results highlight the potential of Streptococcus spp. in the biosynthesis of AgCINPs, thus reinforcing the ability of this
techmque to offer an mnovative, mexpensive, reliable and eco-fnendly alternattve In addition these nanoparticles can
be effective altematives and considered as a solution to the problems of biofilms formed by pathogenic bactennia m many
fields. including medicine, food and agnculture where they could be used as antibactenal and antibiofilm agents.

Keywords Biosynthesis - Camel Smen - Swreptococcus Spp. - Silver Chlonide Nanoparticle - Anfioxidant -
Annbactenal - Antibrofilm
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