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Abstrait

Dans cette étude, deux suspensions aqueuses de nanoparticules d'argent, de la poudre d'argent nano (Sigma Ag-NPs) et de I'encre d'argent nano

(Ink Ag-NPs), ont été caractérisées pour étudier leur activité antibactérienne. La diffraction des rayons X (DRX) et la microscopie électronique a

transmission haute résolution (HRTEM) ont été utilisées pour déterminer la structure cristalline, la forme et la taille des Ag-NPs. Les effets

bactéricides de ces nanoparticules ont été étudiés contre les bactéries Gram positives et Gram négatives a deux concentrations différentes, 10 et

50 pg/disque, par la méthode de diffusion sur disque en utilisant la gélose Mueller-Hinton pour afficher une bonne croissance de la culture

microbienne. Les résultats des expériences antibactériennes ont révélé qu'Escherichia coli (ATCC25922) et Bacillus subtilis (ATCC6633) étaient

inhibés par les Ink Ag-NPs plus que par les Sigma Ag-NPs. Salmonella typhimurium (ATCC14028) et Staphylococcus aureus

(ATCC25923) étaient résistants aux deux sources d'Ag-NP, tandis que Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) était résistant aux Ag-NP Ink et

inhibé par les Ag-NP Sigma. Cette expérience a montré que les caractéristiques et la stabilité de la suspension des Ag-NP affectent son activité

antibactérienne contre certaines souches bactériennes pathogenes.

Mots clés Nanoparticules d'argent - Activité antibactérienne - DRX -

1 Introduction

Les nanoparticules ont pris une grande importance en raison de leurs
propriétés physiques, chimiques et biologiques uniques par rapport
aux matériaux en vrac (Fayaz et al. 2011). Leurs applications vont de
I'optique, des appareils électroniques, de la biomédecine, des produits
cosmeétiques a la catalyse, a I'alimentation et a I'environnement (Du

et al. 2007). En tant qu'antibactériens complémentaires aux
antibiotiques, les nanoparticules sont trés prometteuses et suscitent
de grandes inquiétudes car elles pourraient combler les lacunes la ou
les antibiotiques échouent souvent (Gopinath et al. 2013 ; Sondi et
Salopek-Sondi 2004). Parmi toutes, les nanoparticules d'argent (Ag-
NP) sont intéressantes car elles ont été utilisées dans de nombreuses

MET - Stabilité de la suspension

biocapteurs et antimicrobiens (Yuranova et al. 2003 ; Jeong et al.
2005 ; Chou et al. 2005). Grace a leur conductivité électrique élevée,
leur stabilité thermique, leur faible résistivité a I'oxydation et leurs
intéressantes propriétés antibactériennes.

Dans plusieurs études de recherche, les Ag-NP ont été largement
utilisés pour produire un effet antimicrobien contre les bactéries, les
champignons et les virus (Rai et al. 2009). Leur effet était déja connu
dans I'Antiquité. L'argent et ses composés sont utilisés depuis
longtemps pour la purification de I'eau et la désinfection des dispositifs
médicaux. En médecine, les composés Ag sont
Généralement applicable pour le traitement des brllures, des plaies et de diverses
maladies infectieuses (Avalos et al. 2014 ; Aditya et al. 2013 ; Elliott 2010). La

résistance multi-médicamenteuse est un probléme croissant dans le domaine du

applications dans les industries du plastique, du textile, du traitement de |'eaugidendatpeintutedies infectieuses et I'utilisation répandue d'antibiotiques a produit
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une résistance aux antibiotiques pour de nombreux agents pathogénes bactériens
humains. Les progres de la nanotechnologie ont ouvert de nouvelles applications
potentielles dans le domaine de la nanomédecine. Plusieurs études et technologies
sont consacrées a la compréhension des mécanismes des maladies pour la
conception de nouveaux médicaments, mais malheureusement, les maladies
infectieuses continuent d'étre un probléme de santé majeur dans le monde (Rai et al.
2009). A de faibles concentrations, les nanoparticules d'argent sont un agent
antibactérien non toxique et sir pour le corps humain (Castanon et al. 2008 ; Pal et al.

2007). De plus, les Ag-NP posséderaient également une activité antifongique (Kim



Machine Translated by Google

82

Rendiconti Lincei. Sciences financiéeres et naturelles (2018) 29 : 81-86

et al. 2009), des propriétés anti-inflammatoires (Nadworny et al. 2008),
une activité antivirale (Rogers et al. 2008) et une activité anti-
angiogénique (Gurunathan et al. 2009). Les Ag-NP peuvent étre utilisées
en toute sécurité en thérapie lorsque les concentrations efficaces contre
divers types d'organismes ont été déterminées.

Dans cette expérience, les nanoparticules d'argent Sigma et les nanoparticules
d'argent Ink ont été sélectionnées en raison de leur petite taille et de leur forme
différente, car l'activité antibactérienne dépend de la taille et de la forme (Raza
et al. 2016 ; Castanon et al. 2008). Les deux échantillons de nanoparticules
d'argent ont été caractérisés et testés contre des bactéries de culture de type
pathogéne. Les nanoparticules d'argent Ink sont principalement utilisées pour

imprimer des composants électroniques sur des couches minces flexibles

conduisant a la fabrication d'appareils électroniques et de circuits imprimés uniques.

Les encres finales Ag-NP sont toujours utilisées en suspension.
Leur dimension et leur géométrie sont trés importantes a contréler car les
propriétés spécifiques, électroniques, optiques et magnétiques, sont

sensibles a la taille et a la forme (Rajan et al. 2016).

2 Matériels et méthodes

2.1 Souches bactériennes et conditions de culture

Les nanoparticules d'argent utilisées dans cette étude ont été achetées
auprés de Sigma-Aldrich et Metalon. Les disques antibiotiques utilisés
étaient Oxoid. Les souches de culture de type américain de Bacillus subtilis
(ATCC6633), Escherichia coli (ATCC25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853), Salmonella typhimurium

(ATCC14028) et Staphylococcus aureus (ATCC25923) ont été obtenus
auprés du Centre d'études environnementales et

Consultations (CESC) a I'Université du Canal de Suez en Egypte.

Les cellules ont été cultivées dans de la gélose Mueller-Hinton (Oxoid) a
37 ° C et la croissance cellulaire a été surveillée en mesurant la densité
optique a 600 nm. Les deux échantillons de nanoparticules d'argent ont
été caractérisés par microscope électronique a transmission haute
résolution, diffraction des rayons X et spectroscopie infrarouge a

transformée de Fourier.

2.2 Préparation des échantillons

Dans ce contexte, deux échantillons d’Ag-NPs ont été préparés.

La premiére était de la poudre d'argent nano de Sigma-Aldrich (0,076 g)
dissoute dans 4 ml d'eau distillée puis la solution diluée en ajoutant 250
ml d'eau distillée pour avoir une concentration finale de nanoparticules
d'argent colloidal de 300 ppm.

Le deuxiéme échantillon était de I'encre nano-argent de Metalon avec
une concentration tres élevée de 3590 ppm (spectrophotometre ICP,
Perkin Elmer, Optima 7300DV). Il s'agit d'une dispersion de nanoparticules
d'argent dans une solution aqueuse qui a été stabilisée par I'ajout d'un
agent de coiffage pour étre adaptée a l'impression par jet d'encre de
composants électroniques. Les deux solutions ont été diluées par ajout

d'eau distillée avant utilisation pour étudier I'activité antibactérienne.
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2.3 Test antibactérien

Pour examiner l'effet bactéricide des nanoparticules d'argent simples

(Ink Ag-NPs) et des nanoparticules d'argent agrégées (Sigma Ag-NPs)
sur différentes souches bactériennes, 100 x 107

Les unités formant des colonies (UFC) de chaque souche bactérienne
ont été étalées sur un milieu gélosé Mueller-Hinton. Des particules
d'argent de taille nanométrique (Sigma, Metalon) et d'Ag+ (Ag NO3 ) ont
été chargées sur des disques a des concentrations de 10 et 50 pg/disque.
Les disques chargés ont été répartis sur la surface des plaques inoculées
et les plaques ont été incubées a 37 - C pendant 24 h. La tétracycline
(TE, 30 pg/disque) a été utilisée comme contrdle positif, un disque vierge
a été utilisé comme contréle négatif comme indiqué sur la Fig. 4. Aprés
incubation, le diamétre des zones d'inhibition a été mesuré dans la

gamme des millimetres.

2.4 Détermination de la CMI

Des aliquotes de 10 ml de bouillon nutritif (NB) ont été distribuées dans
des tubes, supplémentées avec des Ag-NPs a des concentrations de 10,
20, 30, 40 et 50 pg/ml pour déterminer la concentration minimale inhibitrice
(CMI). 107 UFC de cellules E. coli (ATCC25922) ont ensuite été inoculées
dans les tubes. Des tubes vierges contenant du NB sans Ag-NPs ni
cellules bactériennes ont été utilisés comme contréle. La croissance des
cellules bactériennes a été surveillée au moyen de la turbidité apres
incubation a 37 - C pendant 24 h.

3 Résultats et discussion

3.1 Caractéristiques des nanoparticules d'argent

Les mémes nanoparticules d'argent peuvent avoir des caractéristiques
différentes et une stabilité de suspension différente dans le milieu.
Toutes les Ag-NP doivent étre traitées au cas par cas pour étudier leur
effet bactéricide. Ce travail vise a explorer le role de la morphologie, de
la composition et de la stabilité de la suspension des Ag-NP sur la souche
bactérienne testée. Les caractéristiques de deux sources différentes de
nanoparticules d'argent, la poudre d'argent nano (Sigma Aldrich, 576832)
et I'encre d'argent nano (Metalon, JS-B25HV) ont été étudiées. Le
diagramme de diffraction des rayons X a été enregistré pour la poudre
d'argent nano dans la plage d'angle large de 10- a 90> comme indiqué
dans la (Fig. 1a). Il a montré quatre pics de diffraction distincts a 38,184-
,44,381° 64,5710 et 77,560¢ appartiennent aux plans (111),
(200), (220) et (311) pour la structure cubique (référence XRD Ag n°
96-901-1608). Les pics ont déclaré que la composition principale de la
poudre était I'argent et aucun pic n'indiquait d'impuretés dans les
diagrammes XRD. Ce résultat est cohérent avec les rapports publiés
précédemment sur les nanoparticules d'argent (Kamyar et al. 2012 ; Majid
etal. 2011).
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Fig. 1 Diagrammes de diffraction des rayons X. a DRX de la poudre d'argent
nanométrique (Sigma Ag-NPs) et b DRX de I'encre d'argent nanométrique (Ink Ag-NPs)
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Fig. 2 Spectres FTIR de nanoparticules d'argent. a FTIR de poudre d'argent
nanométrique et b FTIR d'encre d'argent nanométrique

La DRX de I'encre nano-argent a montré une bosse au lieu d'un pic a 27,008
, ce large pic indique que I'encre nano-argent est
amorphe comme dans (Fig. 1b).

La figure 2 montre les spectres infrarouges a transformée de Fourier
(FTIR) des nanoparticules d'argent, qui représentent les bandes d'absorption
du rayonnement IR par les deux échantillons. La présence de divers groupes
fonctionnels dans chaque échantillon est déterminée en comparant les
bandes d'absorption observées avec les valeurs standard. Les mesures sont
effectuées de 4000 a 450 cm-1 a une résolution de 0,96 cm-1 .

Les spectres
FTIR de la poudre d'argent nano représentée dans la (Fig. 2a) ont montré
des bandes d'absorption a 3452,92, 1638,23 et 1459,85 cm-1 .
La large bande a 3452,92 cm-—1 attribuée a la vibration d'étirement O-H
indique la présence d'alcool. Le pic a 1638,23 cm-1 correspond a I'étirement
C=Cetla

Frangais bande d'absorption située a 1459,85 cm-1 attribuée a la vibration
d'étirement N-H. La figure 2b représente les spectres FTIR de I'encre nano-
argent, trois bandes situées a 3470,28, 1639,2, 1436,71 cm-1 liées
respectivement aux modes de vibration d'étirement O—H, d'étirement C=C

et d'étirement N—H. Quatre pics caractéristiques différents de I'encre nano-
argent observés a 2096,24, 1163,83, 1114,65 et 1039,44 cm-1 ont été
attribués respectivement aux modes de vibration d'étirement C = C, C-O, C—
O et C—N (Kumari et al. 2016 ; Preetha et al. 2013).

Les suspensions de deux échantillons ont été testées a I'aide d'une

microscopie électronique a transmission a haute résolution pour déterminer

la taille, la forme et la morphologie des particules comme indiqué dans la (Fig. 3).

Francais L'HRTEM fonctionnant a 200 keV a révélé que les particules d'encre
nano-argent sont des Ag-NP simples et qu'elles ont une forme sphérique et
une taille uniforme comme dans la (Fig. 3b), leur taille moyenne et leur écart
type sont de 16,523 £ 7,792 nm. De plus, elles ont d'excellentes propriétés
dispersives et leur taille et leur forme sont contrélées. La distribution
granulométrique des Ag-NP d'encre est illustrée dans la (Fig. 3d). Les
particules de poudre nano-argent, préparées par dispersion dans de I'eau
distillée en utilisant I'agitation et la sonication, semblent étre agrégées
comme dans la Fig. 3a et leur taille moyenne et leur écart type sont de
18,936 + 7,789 nm. La distribution granulométrique correspondante des Ag-

NP Sigma est illustrée dans la (Fig. 3c).

3.2 Propriétés antibactériennes des nanoparticules d’argent

Francais La nanobiotechnologie est une approche dans laquelle les sciences
biologiques et physiques partagent un intérét commun pour les nouveaux matériaux,
les outils et les nouveaux phénomenes de petites structures, en particulier dans la lutte
contre les espéces bactériennes socialement et économiquement importantes. Dans
une étude précédente (Agnihotri et al. 2014), plusieurs souches bactériennes
pathogénes ont été traitées par des Ag-NPs et examinées par SEM. Notamment,
toutes les cellules traitées présentaient des cratéres profonds sur leur surface
membranaire, montrant un dommage de la structure membranaire. Les cellules traitées
semblent étre plus courtes et plus compactes, suggérant qu'il pourrait y avoir une fuite
du contenu cellulaire causée par le traitement. Etant donné que la stabilité colloidale
des Ag-NPs joue un réle important dans leur activité biologique (Mac Cuspie 2011),
I'effet des Ag-NPs simples (encre nano-argent) et I'effet de I'agrégation des Ag-NPs
(poudre nano-argent) ont été étudiés sur les bactéries testées. Dans notre expérience,
nous avons mesuré le diamétre des zones d'inhibition par les Ag-NP testées par
rapport a Ag+ (nitrate d'argent) a deux concentrations (10 et 50 pg/disque) et TE (30)
par rapport aux souches bactériennes testées comme indiqué dans le tableau 1.

Toutes les souches bactériennes testées

ont été inhibées par I'antibiotique (TE 30) avec des différences dans les
zones d'inhibition, de plus, les souches ont été inhibées par I'Ag+ et le
diametre des zones d'inhibition a augmenté en augmentant la concentration,
a I'exception d' E. coli (ATCC25922), les diamétres étaient les mémes pour

les deux concentrations d'Ag+ .

13
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Tableau 1 Comportement inhibiteur des nanoparticules d'argent vis-a-vis des souches bactériennes testées

Souches bactériennes testées Sigma Ag-NP

Encre Ag-NPs

Ag+ Antibiotique (TE)

10 pg/disque 50 pg/disque

10 pg/disque

50 pg/disque 10 pg/disque 50 pg/disque 30 pg/disque

Escherichia coli (ATCC25922) 9 "
Bacillus subtilis (ATCC6633) 6 8
Salmonella typhimurium (ATCC14028) - -
Staphylococcus aureus (ATCC25923) - -
6

Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 11

"

7

12 13 13 25
9 8 9 15
- 13 16 27
- 1" 14 19
- 12 14 20

Salmonella typhimurium (ATCC14028) et Staphylococcus aureus
( ATCC25923) étaient résistants aux deux sources d'Ag-NP. Ces
résultats, contrairement a ceux d'une étude précédente rapportée par
(Agnihotri et al. 2014), qui ont synthétisé des nanoparticules d'argent,
ont une taille moyenne de 33,6 nm et ont montré une activité
antibactérienne contre Salmonella typhimurium. L'analyse par
microscopie électronique a transmission a été réalisée dans une
étude précédente (Saxena et al. 2010) pour évaluer l'interaction
entre les Ag-NP et différentes souches de Salmonella . Leurs
résultats ont révélé que l'interaction avec les Ag-NP dépendait de la
souche et était limitée dans le temps.
Dans cette étude, la taille des Ag-NP testées est supérieure a 15 nm
tandis que Staphylococcus aureus était sensible aux tailles plus
petites de 5 a 7 nm (Agnihotri et al. 2014).

Les effets bactériostatiques/bactéricides des Ag-NP dépendent de
la taille et de la dose (Agnihotri et al. 2014). E. coli
(ATCC25922) et B. subtilis (ATCC6633) inhibés par les deux

13

Francgais Les Ag-NP et leurs zones d'inhibition ont augmenté de
diamétre avec I'augmentation de la concentration. E. coli était plus
sensible que B. subtilis pour les deux échantillons d'Ag-NP ; mais les
Ag-NP Ink ont affecté E. coli et B. subtilis plus que les Ag-NP Sigma
(Fig. 4a) car I'encre a une morphologie et une stabilité de suspension
meilleures que sigma. L'encre contient des Ag-NP simples qui
peuvent facilement se déplacer sur la surface de la membrane. Il a
été observé que l'activité antibactérienne des Ag-NP contre E. coli a
commenceé a la concentration efficace de 0,11 ppm (Liu et al. 2010).
E. coli était la bactérie la plus sensible aux Ag-NP (Ruparelia et al.
2008). En revanche, pour B. subtilis, les disques ont montré une zone
d'inhibition significativement plus petite. De plus, les Ag-NP a une
concentration de 50 pg/ml ont montré une activité antibactérienne
compléte contre E. coli (ATCC25922).

Le comportement de Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853)
était différent, il était résistant aux Ink Ag-NPs et inhibé par les Sigma
Ag-NPs (Fig. 5a). Résultats d'inhibition peu fréquents
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Fig. 4 Image représentative des
plaques d'agar montrant la zone
d'inhibition pour E. coli (ATCC25922).

a 1: contréle négatif, 2 : contréle positif,
3:Ag+(AgNO3)a10pg,4:

encre Ag-NPs a 10 p g, 5: Ag+ (Ag
NO3)a50p g, 6:encre Ag-NPs a
50ugetb

CMI des Ag-NP d'encre pour E. coli
bactéries (ATCC25922)

Fig. 5 Images de Pseudomonas aeruginosa testé (ATCC27853). a Zone d'inhibition pour P. aeruginosa (ATCC27853), b différentes concentrations de Sigma Ag-NPs chargées

sur des disques et c différentes concentrations de Sigma Ag-NPs chargées sur du bouillon

Francais par la poudre d'argent nano de Sigma Aldrich pour P. 4 Conclusions

aeruginosa, que le diameétre de la zone d'inhibition diminuait en

augmentant la concentration d'Ag-NPs. Pour confirmation, les sigma Pour conclure, cette expérience a clairement montré que les
Ag-NPs ont été testées contre P. aeruginosa dans des milieux nanoparticules d’argent présentent un comportement antimicrobien
géloseés et en bouillon. Dans le bouillon, P. aeruginosa s'est bien significatif envers les bactéries Gram positives et Gram négatives
développé dans les concentrations testées (10-50 ug/ml) (Fig. 5c), testées, conduisant & une large gamme d’applications dans le domaine médical.
tandis que dans le milieu gélosé, les zones d'inhibition formées L'activité antibactérienne des Ag-NP dépend de la taille, de la forme,
autour des concentrations testées étaient irréguliéres. Elle de la morphologie et de la stabilité de la suspension. Dans cette
n‘augmente pas avec la concentration ; les zones les plus grandes étude, les Ag-NP simples et I'agrégation d'Ag-NP sont caractérisées
étaient d'environ 100, 90, 80, 60 et 10 ug/disque (Fig. 5b). Il a été et utilisées contre les bactéries testées. La méthode de diffusion sur
observé que les sigma Ag-NPs s'agglutinaient dans le milieu de disque d'agar est utilisée car elle est commerciale et facile & utiliser.

bouillon par agitation, ce qui peut étre la raison de son inefficacité.

Francgais Dans une étude précédente (Singh et al. 2014), I'activité

antibactérienne des Ag-NP contre les souches multirésistantes aux

antibiotiques de P. aeruginosa a montré une zone d'inhibition allant Références
de 10 a 21 et la CMI des Ag-NP s'est avérée étre de 6,25 a 200 pg/
ml contre les souches de P. aeruginosa . Bien que le mécanisme Aditya NP, Vathsala PG, Vieira V, Murthy RS, Souto EB (2013)

des nanoparticules d'Ag ne soit pas encore clair, les Ag-NP de petit
diameétre ont un excellent effet antimicrobien par rapport a celles

Progrés dans les nanomédicaments pour le traitement du paludisme. Adv Colloid
Interface Sci 201:1-17

Agnihotri S, Mukheriji S, Mukheriji S (2014) Nanoparticules d'argent a taille controlée

d'un diametre plus grand (Kim et al. 2009). La CMI des Ag-NP synthétisées sur la plage de 5 100 nm en utilisant le méme protocole et leur

d'encre est de 30 ug/ml comme le montre la (Fig. 4b), en dessous efficacité antibactérienne. R Soc Chem 4 : 3974-3983

de cette concentration (10 et 20 ug/ml) E. coli se développe bien. Ce résultat est en bon accord avec (Ruparelia et al. 2008).
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