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Francais La recherche actuelle s'est concentrée sur la

caractérisation et I'activité antimicrobienne des nanoparticules
d'argent (AgNP) produites par Bacillus licheniformis NM120-17. La
synthése a été initialement observée par un changement de couleur
du jaune péle au brun, confirmé par spectroscopie UV-Vis. Les AgNP
ont été caractérisées par MET, EDAX et FTIR. Les nanoparticules
synthétisées se sont révélées sphériques et uniformément réparties,
avec une taille comprise entre 9 et 27,5 nm. Les activités
antibactériennes et le mécanisme d'action des AgNP ont été étudiés
par rapport a Staphylococcus aureus et Escherichia coli en mesurant
les courbes de croissance, la fuite de protéines et de sucres
réducteurs, l'activité de la déshydrogénase de la chaine respiratoire,
ainsi que la formation d'espéces réactives de I'oxygéne (ERO)
bactéricides. Les résultats expérimentaux ont montré que 50 mg/ml
d'AgNP pouvaient inhiber complétement la croissance des cellules
bactériennes, détruire la perméabilité des membranes bactériennes
et diminuer I'activité de certaines enzymes membranaires,
provoquant ainsi la mort des bactéries. Ces nanomatériaux non
toxiques, faciles a préparer et économiques, pourraient convenir a

la formulation de nouveaux types de matériaux bactéricides.

Mots clés : activité antibactérienne ; Escherichia coli ; nanoparticules
d'argent (AgNP) ; Staphylococcus

Introduction

La recherche en nanotechnologie émerge comme une technologie de
pointe qui est interdisciplinaire avec la physique, la chimie, la biologie, la
science des matériaux et la médecine (Narayanan

et Sakthivel, 2010). Leur taille extrémement petite et leur grande surface
par rapport a leur volume les rendent utiles pour des applications dans
divers domaines, tels que les antibactériens (Souza et al., 2004), la
thérapeutique (Wang et al., 2011), les cosmétiques, la microélectronique
(Tomsic et al., 2009), les encres conductrices et les adhésifs (Akaighe et
al., 2011).

Francais Les nanoparticules d'argent (AgNP) sont généralement
synthétisées par réduction chimique (Peterson et al., 2007), irradiation
(Shao et Yao, 2006) et ablation laser (Tsuiji et al., 2002), qui sont a faible
rendement, énergivores, difficiles a mettre a I'échelle, produisant souvent
des niveaux élevés de déchets dangereux, et peuvent nécessiter I'utilisation
de solvants organiques et d'agents réducteurs toxiques (Wani et al.,
2013). La synthése verte de nanoparticules a gagné en importance
significative ces derniéres années et est devenue I'une des méthodes les
plus privilégiées pour obtenir des nanoparticules biocompatibles, rentables,
propres, non toxiques, facilement mis a I'échelle pour une synthése a
grande échelle et respectueuses de I'environnement (Dobrucka et
Dlugaszewska, 2015). Diverses bactéries (Chaudhari et al., 2012 ;
Saifuddin et al., 2009), champignons (Gade et al., 2008 ; Vigneshwaran et
al., 2007) et sources végétales (Masurkar et al., 2011 ; Raut et al., 2010)
ont été utilisées pour réaliser la synthése verte de nanoparticules d'argent.

Le développement de pathogénes résistants, voire multirésistants, est
devenu un probleme majeur (Schaller et al., 2004). Les recherches sur
I'activité antibactérienne des nanoparticules d'argent se sont multipliées
(Duran et al., 2010 ; Gade et al., 2008). Dans cet article, les souches de
S. aureus et d'E. coli ont été sélectionnées comme modéles de bactéries
Gram-positives et Gram-négatives afin de comprendre I'activité
antibactérienne et le mécanisme d'action des AgNP produits par B.
licheniformis NM120-17 aux niveaux cellulaire et subcellulaire.

Matériels et méthodes

Souches bactériennes et réactifs. Tous les produits chimiques et milieux
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Les organismes utilisés étaient de la plus haute pureté et achetés aupres
de Sigma-Aldrich. Les organismes d'essai utilisés pour le test antibactérien
étaient Bacillus subtilis NCTC10400, Bacillus cereus

ATCC1589, Staphylococcus aureus ATCC29213, pneumonie de Kleb-
siella ATCC10031, Salmonella typhi

NCIMB9331, Escherichia coli ATCC10536 et Pseudomonas aeruginosa
ATCC10145 comme souches indicatrices. Toutes

ces souches ont été obtenues auprés de la Fermentation Bio-technology
and Applied Microbiology (FERM-BAM)

Centre, Université Al-Azhar, Le Caire, Egypte. La bactérie

les souches ont été maintenues par sous-culture périodique sur

gélose nutritive et conservée a 4 °C avant utilisation. Toutes les solutions

ont été préparées a partir d'eau déionisée ultrafiltrée de haute pureté.
eau.

Isolement et criblage de bactéries productrices d'/AgNP.
Un total de 17 échantillons différents de sols rhizosphériques de mais,
le blé et le riz ont été récoltés dans les champs agricoles de
Gouvernorats du Caire, Kaluobia, Gizeh, Helwan et Dakahlia
(Gomaa, 2012). Un échantillon (1 g) a été mis en suspension dans 100 ml
de tampon phosphate 50 mM (pH 7,0), dilué en série dans
le méme tampon, et étalé sur gélose LB contenant (g/l) :
tryptone, 10 ; extrait de levure, 5 ; NaCl, 10 et agar, 15)
(Kalimuthu et al., 2008). Les plaques ont été incubées a 37 °C.
pendant 2 a 3 jours. Aprés la période d'incubation, la bactérie
les colonies ont été subcultivées dans le méme milieu pour
obtenir des colonies pures, qui ont été isolées et stockées a
—80«C.

Le criblage des bactéries productrices de nanoparticules d'argent a été
réalisée selon la méthode décrite par
Gurunathan et coll. (2009). En bref, les isolats bactériens ont été
cultivée d'abord en aérobie a 37 °C dans un milieu LB pendant 24 h.
les cellules ont été récoltées par centrifugation a 10 000 ¥ g pendant
20 min, et remis en suspension dans du milieu LB stérile pour obtenir
une densité optique de 1,0 a 600 nm (DO600). Aprés incubation, la
culture a été centrifugée (10 000 ¥ g pendant 20 min) et
le surnageant a été mélangé avec 1 mM de nitrate d'argent dans un
Rapport 1:1. Le pH final du mélange réactionnel a été ajusté a 8,5
(Darroudi et al., 2010 ; Deepak et al.,
2011). Les solutions résultantes ont été maintenues sous agitation
conditions (200 tr/min) a 37 °C dans I'obscurité jusqu'a ce qu'un
un changement de couleur du jaune pale au brun foncé a été observé.

Identification de la souche. Un isolat montrant I'efficacité

le synthétiseur d'AgNPs a été identifié par 'ARNr 16S

séquengage selon la méthode de Rochelle et al.

(1995). Le séquengage génétique a été réalisé par Macrogen

(Corée du Sud). Les séquences d'ADN ont été alignées a I'aide de Gene
Communication Mapper® v.4.1 et Data Collection v.3.1

Patch1. Le géne de I'ARNr 16S bactérien a été amplifié a l'aide de
amorces universelles suivantes pour les eubactéries : amorce directe

27 F (5¢-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3¢) et inversement

amorce 1492R (5¢-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3¢).

Le séquencage a été réalisé en utilisant le terminateur Big Dye

Kit de séquencgage cyclique (Applied BioSystems). Séquencage

les produits ont été résolus sur un modéle Applied Biosystems

Systeme de séquencage d'ADN automatisé 3730XL (Appliqué
BioSystems). L'analyse de séquence a été réalisée a partir de séquences
de la base de données du National Center for Biotechnology Information
(NCBI), Etats-Unis, & I'aide du Basic Local

Outil de recherche d'alignement pour les nucléotides (BLASTN),
(Altschul et al., 1997).

Techniques de caractérisation.

Analyse spectrale UV-visible : Argent synthétisé

les nanoparticules ont été confirmées par une analyse spectrale UV-
visible a l'aide d'un spectrophotomeétre Cary 5000 UV-Vis-NIR (Varian,
Australie).

Taille des particules : Distributions granulométriques de ces échantillons
ont également été obtenus en utilisant le Zeta sizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Southborough, Royaume-Uni) utilisant un angle de détection
de 90« et un laser He-Ne de 60 mW fonctionnant a une longueur d'onde
de 633 nm.

Microscopie électronique a transmission (MET) et énergie

Analyse des spectres de rayons X dispersifs (EDX) : les études sur

la morphologie, la taille et la distribution des nanoparticules ont été
réalisée a |'aide d'un microscope électronique a transmission

(Tecnai G20, Super twin, double tilt, FEI, Pays-Bas). L'analyse TEM a été
réalisée a l'aide d'un microscope PHILIPS

Instrument CM 200 fonctionnant a une tension d'accélération de

200 kV avec une résolution de 0,23 nm. Analyse EDX

a été réalisée a l'aide du JEOL JSM 7600F.

Diffraction des rayons X et infrarouge a transformée de Fourier

analyse par spectroscopie (FT-IR) : La formation et la qualité des
composés ont été vérifiées par diffraction des rayons X

Spectre (DRX). La FT-IR (spectre Perkin Elmer, Jasco-6100) a été utilisée
pour identifier les biomolécules associées

avec la synthése de nanoparticules d'argent par des bactéries. Les
nanoparticules d'argent séchées ont été broyées avec du KBr

pastilles et mesurées dans la gamme de longueurs d'onde de 4000 a 400
cm-1.

Activité antimicrobienne des nanoparticules d'argent. L'efficacité
antibactérienne des nanoparticules d'argent a été vérifiée par la méthode
de diffusion en puits d'agar (Perez).

et al., 1990). Chaque expérience a été réalisée en triple et le diameétre
moyen des zones d'inhibition était

enregistré.

Courbes de croissance bactérienne et détermination de la CMI .
croissance de bactéries exposées a diverses concentrations de

La poudre d'AgNPs (0, 25, 50 et 100 mg/ml) a été mesurée

pendant 16 h en prenant les mesures de la densité optique (DO)

a 600 nm a intervalles de 2 h. La concentration minimale inhibitrice (CMI)
des AgNP a été déterminée a I'aide de la plaque

méthode de comptage (Magana et al., 2008). Les valeurs de CMI étaient
interprété comme la dilution la plus élevée (concentration la plus faible)
de I'échantillon qui n'a montré aucune croissance.

Effet des AgNP sur la fuite de protéines et la réduction

sucres des membranes cellulaires bactériennes. La fuite de

protéines et des sucres réducteurs a travers les membranes a été
déterminée. La concentration en AgNP a été ajustée a 50

mg/ml et la concentration de cellules bactériennes était de 105
UFC/ml. Chaque culture a été incubée dans un incubateur & agitation a
37 °C pendant 6 h. Des expériences témoins ont été réalisées.

sans AgNP. Les protéines et les sucres réducteurs étaient

déterminé par les méthodes décrites par Lowry et al.

(1951) et Miller (1959), respectivement.

Effet des AgNP sur l'activité enzymatique des voies respiratoires
déshydrogénases a chaine simple. L'activité déshydrogénase était
déterminé selon la méthode d'lturriaga et al.

(2001). Dans des conditions physiologiques, incolore

Le chlorure d'iodonitrotétrazolium (INT) est réduit par la déshydrogénase
de la chaine respiratoire bactérienne en une eau rouge foncé.
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Fig. 1. Distribution granulométrique des nanoparticules d'argent synthétisées par B.
licheniformis.

iodonitrotétrazolium formazan (INF) ter-insoluble ; ainsi, I'activité
déshydrogénase peut étre déterminée par la variation de la valeur
spectrophotométrique de I'INF. L'activité déshydrogénase a ensuite été
calculée en fonction de I'absorbance spectrophotométrique maximale de
I'INF & 490 °C.

nm.

Détection des espéces réactives de I'oxygéne (ERO). Les ERO formées par
les AgNP ont été identifiées a I'aide de diacétate de 2¢,7¢-dichlorofluorescéine
(DCFDA) (Kye et al., 1999).

Le ROS a été détecté a 485/20 nm de longueur d'onde d'excitation de
fluorescence et a 528/20 nm de longueur d'onde d'émission a I'aide d'un
lecteur multi-détection de fluorescence.

Analyse statistique. Toutes les expériences ont été répétées au moins trois
fois. Les résultats ont été présentés sous forme de moyennes + écart type.
Toutes les données expérimentales ont été comparées a l'aide du test t de
Student. Une valeur p inférieure a 0,05 était considérée comme
statistiquement significative.

Résultats et discussion

Criblage de bactéries productrices de nanoparticules d'argent

Trente souches bactériennes ont été isolées dans des champs agricoles de
différentes localités d'Egypte. Le criblage des bactéries productrices de nanoparticules
d'argent a été principalement réalisé en observant le changement de couleur du
surnageant de culture, aprés mélange avec du nitrate d'argent, du jaune péale au brun
foncé. Seuls 10 % des isolats (3 souches) présentaient une couleur brun foncé. Afin de
confirmer la formation de nanoparticules d'argent (AgNP), les surnageants ont été
analysés par un spectre d'absorption UV-Vis dans la plage de 300 a 700 nm. Parmi
ceux-ci, un seul isolat présentait un pic d'absorption centré a 420 nm, caractéristique
des AgNP, et a donc été sélectionné pour une étude plus approfondie (données non
présentées). Pour confirmer l'identification de I'isolat sélectionné, une analyse de la
séquence du gene de I'ARNr 16S a été réalisée. L'alignement des séquences a |'aide
du logiciel BLASTN pour la comparaison jusqu'a 1 500 pb a indiqué que la séquence
du géne de I'ARNr 16S de la souche Bacillus licheniformis NM120-17 présente une

forte homologie (98 %) avec celle de Bacillus licheniformis NRRL B-14262.

La couleur brune caractéristique résulte de I'excitation de la résonance

plasmonique de surface dans les nanoparticules métalliques d'argent et
fournit une signature pratique de leur

Fig. 2. Images TEM de nanoparticules d'argent synthétisées par B. licheniformis.

Les barres d'échelle mesurent respectivement 50 nm et 20 nm. L'encart montre la zone
sélectionnée du diagramme diffractométrique des nanoparticules d'argent synthétisées.

Formation (El-Naggar et al., 2014). Les nanoparticules métalliques possédent
des électrons libres, ce qui entraine une bande d'absorption de résonance
plasmonique de surface (SPR), due a la vibration combinée des électrons
des nanoparticules métalliques en résonance avec une onde lumineuse.
Une seule bande de résonance plasmonique de surface (SPR) correspond
aux nanoparticules sphériques, tandis que deux bandes SPR ou plus
correspondent aux molécules anisotropes (Pal et al., 2007 ; Saifuddin et
al., 2009).

L'observation de ce pic net et clair, attribué a un plasmon de surface, a été
bien documentée pour diverses nanoparticules métalliques dont les tailles
s'étendent de 2 a 100 nm (Kowshik et al., 2003).

La biosynthése des nanoparticules d'argent par B. licheniformis NM120-17
s'est produite en 24 h, ce qui est relativement rapide et a nécessité moins
de temps que pour les souches précédemment publiées (Chaudhari et al.,
2012 ; Kalimuthu et al., 2008 ; Kalishwaralal et al., 2010). Une substance
polymére extracellulaire a joué un réle essentiel dans la réduction des ions
argent et la stabilisation des nanoparticules lors de I'utilisation de I'extrait
acellulaire (Padman et al., 2014). Le mécanisme le plus largement admis de
la biosynthese de I'argent est la présence de I'enzyme nitrate réductase.
Cette enzyme convertit le nitrate en nitrite et I'électron est transféré a l'ion
argent ; celui-ci est alors réduit en argent (Ag+ en Ag0 ).

(Vaidyanathan et al., 2010). Il est a noter que le pH du surnageant de culture
a été ajusté a 8,5 avec de la soude. Le pH alcalin augmente la vitesse de
réaction de synthése et favorise la synthése de nanoparticules de plus petite
taille (Deepak et al., 2011). De plus, en milieu alcalin
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Microscopie électronique a transmission (MET) et énergie

Analyse des spectres de rayons X dispersifs (EDX). La morphologie, la
taille et la distribution des nanoparticules ont été observées.

par micrographies TEM (Fig. 2). La morphologie de

les nanoparticules étaient de nature sphérique et uniformément
distribuées. La taille des nanoparticules d'argent variait

de 9 a 27,5 nm et la taille moyenne a été estimée a

17 nm. La présence d'argent élémentaire dans la solution de
nanoparticules synthétisées biologiquement a été confirmée par
Analyse EDX (Fig. 3) ou une forte absorption optique

des pics ont été observés a environ 3 keV, ce qui est

typique de l'absorption des nanocristallites d'argent métallique

en raison de la résonance plasmonique de surface. Quelques signaux plus faibles
Des émissions de C et d'O ont également été enregistrées, ce qui peut
étre d0 aux émissions de rayons X de I'organisme (Mouxing et al., 2006).

Etudes de DRX. Une analyse par diffraction des rayons X a été réalisée
pour confirmer la nature cristalline de I'argent.

nanoparticules. Le diagramme de DRX a montré un certain nombre de
réflexions qui peuvent étre indexées sur la base de la structure cubique
a faces centrées de I'argent. Une comparaison de nos

Le spectre XRD avec I'étalon a confirmé que I'argent

les particules formées dans nos expériences étaient sous la forme de
nanocristaux, comme en témoignent les trois pics de diffraction distincts
a 2 valeurs de 30,81, 34,50~ et 46,30« qui

sont indexées comme les réflexions de Bragg (111), (200) et (220),
respectivement, et qui peuvent étre indexées en fonction de

la structure cubique a faces centrées de I'argent (Fig. 4).

des pics pointus confirment clairement la nature cristalline du
nanoparticules synthétisées, ce qui est en bon accord avec

rapports antérieurs (Anuj et Ishnava, 2013). Les données non attribuées

Fig. 5. Spectre FTIR des nanoparticules d'argent synthétisées par B.
licheniforme.

pics présents dans le spectre, notés (*), indiqués

la présence de moins de biomolécules d'agents stabilisants
d'enzymes ou de protéines dans I'extrait bactérien acellulaire
(Daizy, 2009).

Spectroscopie FT-IR. La mesure FT-IR a été réalisée

identifier les biomolécules possibles pour le coiffage et les

Stabilisation efficace des nanoparticules d'argent synthétisées par
bouillon bactérien. Les pics sont a 3 423 et 2 924

cm-1 a révélé la présence d'une courbure NH, indiquant la

groupes amines primaires et secondaires des protéines (Fig. 5).

De méme, les bandes a 1629 et 1453 cm—1 correspondent a

les groupes amines primaires et secondaires de la flexion NH

et les vibrations d'étirement du carbonyle des protéines, respectivement
(Sawle et al., 2008). Par conséquent, I'étude FTIR a

ont montré que les groupes carbonyles des résidus d'acides aminés, comme
Tout comme les peptides des protéines, ils possédent une plus forte
capacité de liaison aux métaux (Sathyavati et al., 2010). Il est fort
probable que les protéines forment une couche recouvrant le
nanoparticules et agissent comme agents de coiffage pour I'argent
formation de nanoparticules pour éviter I'agglomération des
nanoparticules ; stabilisant ainsi les particules

(Mallikarjuna et al., 2011). De plus, la bande & 1739

cm-1 correspond aux vibrations d'étirement C=0 du groupe aldéhyde.
Par conséquent, les observations indiquent que

les bioréductions du nitrate d'argent sont liées a I'oxydation de

groupes hydroxyles dans le filtrat des cellules bactériennes (Sangi et Verma,

2009). L'ensemble des observations suggére que les parameétres biologiques
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Tableau 1. Activité antibactérienne des nanoparticules d'argent produites par Bacillus licheniformis contre les micro-organismes testés.
Souches bactériennes Diamétre de la zone d'inhibition (mm)
Surnageant de B. licheniformis AGQNO3 AgNPs Streptomycine (témoin positif)
Bacillus subtilis NCTC10400 3+0,2 10+0,12 9+0,11
Bacillus cereus ATCC1589 9+0,15 13+0,05 10+0,16
Staphylococcus aureus ATCC29213 8+0,13 17+0,16 13+0,01
Pneumonie & Klebsiella ATCC10031 3+0,01 7+0,14 15£0,14
Salmonella typhi NCIMB9331 50,00 12+0,02 14+0,05
Escherichia coli ATCC10536 7+0,31 15+0,3 12+0,00
Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 6£0,01 9+0,08 17£0,04
Les valeurs sont des moyennes + ET de 3 expériences distinctes.
— Aucune zone d'inhibition.
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Le groupe AgNPs a été traité avec des AgNPs a une concentration de 50

Fig. 6. Courbes de croissance des cellules S. aureus (A) et E. coli (B) exposées a

différentes concentrations (g/ml) dAgNPs dans des conditions normales.

Les données sont la moyenne d'expériences en triple. Les barres d'erreur représentent
écarts types de lectures en triple.

les molécules pourraient éventuellement étre la raison de la formation

et la stabilisation des nanoparticules métalliques dans la bactérie
filtrat cellulaire.

Activité antibactérienne des nanoparticules d'argent. Argent

les nanoparticules ont été évaluées pour leur effet antimicrobien
activités contre un large éventail d'organismes pathogénes

en utilisant la méthode de diffusion en puits d'agar. Aprés l'incubation

temps, des zones claires ont été observées contre tous les organismes testés-

my/ml, et le t¢moin n'a pas été traité. Les données présentées sont la moyenne
a partir d'expériences en triple. Les barres d'erreur représentent les écarts types de
lectures en triple.

ismes par AgNPs et ont été enregistrés en millimetres (tableau

1). La sensibilité la plus élevée a été observée dans le cas de Staphylococcus
aureus (17 mm), suivi d' Escherichia coli.

(15 mm), puis Bacillus cereus (13 mm). L'efficacité de

Les nanoparticules d'argent peuvent étre attribuées a I'extréme

petite taille et grande surface par rapport a leur volume

(Pal et al., 2007). Ceci indique que les nanoparticules d'argent

ont un excellent effet biocide et un potentiel de réduction

croissance bactérienne dans les applications pratiques.

Courbe de croissance de S. aureus et E. coli exposés aux AgNP
Courbes de croissance des cellules bactériennes traitées avec différents
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Fig. 8. Effet des AgNP sur les déshydrogénases de la chaine respiratoire chez S.
cellules aureus (A) et E. coli (B) exposées aux AgNP.

Le groupe AgNPs a été traité avec des AgNPs a une concentration de 50

mo/ml, et le ttmoin n'a pas été traité. Les données présentées sont la moyenne

a partir d'expériences en triple. Les barres d'erreur représentent les écarts types de
lectures en triple.

Les concentrations d'AgNP ont indiqué que les AgNP pouvaient inhiber la
croissance et la reproduction des cellules bactériennes (Fig.

6A et B). La croissance bactérienne des cellules traitées avec

25 mg/ml d'AgNPs était Iégerement inférieur a celui des cellules dans

le groupe témoin, tandis que la croissance des cellules bactériennes

Les AgNP traitées avec 50 et 100 mg/ml ont été fortement inhibées. Il est
intéressant de noter qu'aprés comparaison de la croissance bactérienne
courbes, les courbes de croissance des bactéries traitées aux AgNPs
ont indiqué une inhibition de la croissance plus rapide d' E. coli que de S.
aureus. Lorsque la concentration d'AgNP était de 50 mg/ml,

aucune croissance de S. aureus et d'E. coli n'a pu étre détectée, ce qui
indique que la CMI des AgNPs pour S. aureus et E. coli était

50 mg/ml.

Effet des AgNP sur la fuite membranaire des protéines

et des sucres réducteurs. Résultats cités dans les figures 7A et B

ont indiqué que les AgNP pourraient améliorer la fuite de protéines en
augmentant les perméabilités membranaires de S. aureus et

Cellules d'E. coli . Initialement, fuite de protéines des membranes

des cellules bactériennes traitées avec des AgNPs était presque la méme
que celle des cellules du groupe témoin. Au début,

la fuite de protéines des cellules dans I'expérience de contréle était de
11,23 et 9,0 mg/ml, tandis que la fuite de protéines

provenant de cellules traitées avec des AgNPs était de 13,25 et 10,14 mg/
ml pour les cellules de S. aureus et d'E. coli , respectivement. La fuite des
protéines dans les cellules de S. aureus et d'E. coli traitées aux AgNP
pendant 4 h, les valeurs ont atteint respectivement 41,28 et 18,16 mg/ml.

Fig. 9. Formation de ROS dans les cellules S. aureus (A) et E. coli (B) exposées
aux AgNP.

Le groupe AgNPs a été traité avec des AgNPs a une concentration de 50

mg/ml pendant 0 h, 2 h, 4 h ou 6 h. Les données présentées sont la moyenne de
Expériences en triple. Les barres d'erreur représentent les écarts types des
lectures en triple.

6 h aprés l'incubation, fuite de protéines des cellules traitées avec
Les AgNP ont considérablement augmenté ; cependant, il n'y avait pas
changement dans la quantité de fuite de protéines des cellules dans le
groupe témoin. Notamment, des quantités plus élevées de protéines ont fui
a travers les membranes de S. aureus par rapport a celles
a travers les membranes d'E. coli , ce qui suggere que la sensibilité
antibactérienne du S. aureus Gram-positif était
supérieure a celle des E. coli Gram-négatifs.

De plus, il est révélé que les AgNP pourraient améliorer
la fuite membranaire des sucres réducteurs (données non présentées).
Au début, presque aucune fuite de sucres réducteurs n'a été détectée a
partir des cellules bactériennes lors de I'expérience témoin. Aprés un
traitement aux AgNP pendant 6 heures, la fuite a diminué.
la quantité de sucres réducteurs était jusqu'a 100,5 et 60,22 mg/
ml, respectivement, mais n'était que de 40,50 et 20,00 mg/ml
I'expérience témoin. Ces résultats expérimentaux ont montré
que les AgQNP amélioraient apparemment la perméabilité des membranes
cellulaires bactériennes. On pourrait donc en déduire que la turbulence
de la perméabilité membranaire serait un facteur important.
facteur d'inhibition de la croissance bactérienne. Mais il reste
un mystére ou les dommages ont lieu, sur le lipopolysaccharide ou les
protéines membranaires de la membrane externe.

Effet des AgNP sur la déshydrogénase de la chaine respiratoire
activité. L'effet des AgNP sur l'activité déshydrogénase de la chaine
respiratoire des cellules de S. aureus et d'E. coli est montré

dans les Fig. 8A et B. L'activité de I'enzyme dans le con-
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L'activité du groupe témoin a augmenté considérablement avec le temps,
tandis que son activité a diminué dans les cellules traitées aux AgNP. Ces
résultats indiquent que l'activité de la déshydrogénase de la chaine
respiratoire pourrait étre inhibée par les AGQNP. On suppose que les AgNP
peuvent franchir la barriére de perméabilité de la membrane externe, du
peptidoglycane et du périplasme, et détruire les déshydrogénases de la
chaine respiratoire, inhibant ainsi la respiration des cellules (Li et al.,
2010).

Formation de ROS a partir de cellules bactériennes traitées aux AgNP.
Les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) sont des sous-produits naturels
du métabolisme des organismes respirants. Si de faibles concentrations
peuvent étre controlées par les défenses antioxydantes des cellules, telles
que le rapport glutathion/disulfure de glutathion (GSH/GSSG), une
production excessive de ROS peut entrainer un stress oxydatif (Nel et
al., 2006). La génération supplémentaire de radicaux libres peut attaquer
les lipides membranaires et entrainer une dégradation des fonctions
membranaires et mitochondriales, ou endommager I'ADN (Mendis et al.,
2005). Il a été rapporté que Il'activité antibactérienne des AgNP est liée a
la formation de radicaux libres (Kim et al., 2007). De plus, les radicaux
libres générés par les AgNP induisent des Iésions membranaires des
cellules bactériennes. Les ROS peuvent exister naturellement dans des
zones intracellulaires et extracellulaires (Danilczuk et al., 2006). Dans
certaines conditions, des niveaux élevés de ROS peuvent augmenter le
stress oxydatif dans les cellules. Le stress oxydatif peut non seulement
endommager la membrane cellulaire, mais aussi les protéines, I'ADN et
les systémes intracellulaires tels que le systéme respiratoire. Dans cette
étude, les ROS ont été mesurés a I'aide de DCFDA. Aprés 6 h
d'incubation, une production significativement accrue de ROS a été
détectée dans le groupe de S. aureus et d'E. coli traités aux AgNPs, mais
pas dans le groupe témoin (Fig. 9A et B). Ces résultats indiquent que les
AgNPs peuvent former des ROS avec I'eau et, par conséquent, la
membrane cellulaire bactérienne, la structure protéique et le systeme
intracellulaire peuvent étre endommagés en raison des ROS formés par
les AgNPs.
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