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Résumé

Résumé

L'argent colloidal est considéré actuellement comme un sujet d’actualité, Cette suspension de
nanoparticule d’argent est un agent antimicrobien a large spectre parmi les plus documentés de
I'histoire de la médecine qui a fait I'objet de plusieurs études. Face a la propagation des
phénomenes de résistance microbienne, plusieurs chercheurs se sont penchés sur 1’argent
colloidal comme alternative aux agents antimicrobiens de synthése. L'argent colloidal, a
montré son efficacité vis-a-vis d'a peu pres tous les organismes pathogenes, y compris les
bactéries, les champignons et les insectes.

Dans cette étude, les souches bactériennes : Escherichia coli, Listeria monocytogenes
,Enterobacter cloacae , Pseudomonas aeruginosa, , Staphylococcus aureus , la souche fongique
Aspergillus niger et I’insecte Tribolium castaneum ont fait I’objet de 1’évaluation de I’activité

antimicrobienne et insecticide de l'argent colloidal..

La méthode de diffusion sur gélose a montré une absence d activité antibactérienne en

utilisant les concentrations d AC de 20 ppm ,15 ppm,10ppm et Sppm.

Le test antifongique avec la macro méthode de dilution a titre de 10% en milieu gélosé par
la solution d’AC (20ppm et 15ppm) a montré son activité antifongique contre Aspergillus

niger (30% et 26%).

La concentration de 20ppm d’AC a donné un effet répulsif de 1’ordre de 80% sur Tribolium
castaneum mais sans effet 1étal.

Ce travail pourrait alors étre un nouveau pas dans la découverte de nouvelles alternatives dans
la lutte contre la résistance microbienne et encourager d’autres tests sur de nouvelles especes et
avec de nouvelles concentrations. , qui seraient d’'une grande importance scientifique pour le

domaine de la recherche et de la vie humaine.
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summary

summary
Colloidal silver is currently considered a hot topic, This suspension of silver nanoparticles is one
of the most documented broad-spectrum antimicrobien agents in the history of medicine which
has been the subject of several studies. Faced with the spread of microbial resistance phenomena,
several researchers have looked into colloidal silver as an alternative to synthetic antimicrobial
agents. Colloidal silver has been shown to be effective against almost all pathogenic organisms
including bacteria, fungi and insects.

In this study, the bacterial strains: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Enterobacter
cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, the fungal strain Aspergillus niger
and the insect Tribolium castaneum were evaluated for antimicrobial activity and colloidal silver
insecticide..

The agar diffusion method showed an absence of antibacterial activity using AC concentrations
of 20 ppm and 15 ppm 10ppm etSppm..

The antifungal test with the macro dilution method at 10% in agar medium with CA solution
(20ppm and 15ppm) showed its antifungal activity against Aspergillus niger (30% and 26%).
The concentration of 20ppm of CA gave a repellent effect of about 80% on Tribolium castaneum
but without lethal effect.

This work could then be a new step in the discovery of new alternatives in the fight against
microbial resistance and encourage other tests on new species and with new concentrations. ,

which would be of great scientific importance for the field of research and human life
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Introduction

Introduction :

L'argent colloidal pourrait bien redevenir sous peu un classique de 1'armoire & pharmacie, que
ce soit en Europe, aux USA, au Canada ou en Australie, ce produit est désormais considéré
comme une alternative.

Actuellement un tel succes populaire qu'il pourrait constituer une menace pour les entreprises
pharmaceutiques [5]

Avec plus de 125 000 sites internet ou il est question de lui, l'argent colloidal fait
incontestablement partie des succés actuels en matiére de produits de sante, la raison de cet
engouement pour ce produit est du a ces étonnantes propriétés thérapeutique: il élimine un trés
grand nombre de bactéries pathogeénes, y compris des souches résistantes aux antibiotiques
représentant a présent 1'un des problémes de santé publique majeurs de notre millénaire, de 'avis
méme de I'Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS).

Or, les remedes a base d'argent sont les anti-infectieux a large spectre parmi les plus
documentés de I'histoire de la médecine. L:argent colloidal est en effet capable de s'attaquer a la
plupart des bactéries, virus et parasites. Il n'engendre apparemment pas de souches résistantes.
Préparé et administre correctement, il ne présente aucun toxicité et ne produit aucun effet
secondaire [4].

Cependant, il y a lieu de préciser qu'en dépit de 1’explosion des ventes de 1'argent colloidal, il
n’est pas breveté autant qu’agent antimicrobien, ni autoris€ par les grandes sociétés
pharmaceutiques et les recherches scientifiques continuent a lui tourner le dos, s’agit-il alors,
d'un intérét purement économique ou de la non reconnaissance des vertus et de l'impact
thérapeutique de ce produit autant qu’agent anti microbien ? L'argent colloidal peut-il constituer
un éventuel agent anti microbien prometteur ?

L’objet de cette étude est de présenter, les formes d’utilisation de 1’argent colloidal et ces
mécanisme d'action , son spectre d’action, les pathologies pour lesquelles des études ont montré
I’efficacité de 1’argent colloidal, et ainsi une étude de cinq souches bactériennes ; Escherichia
coli,  Listeria monocytogenes  ,Enterobacter cloacae,  Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus et un teste d’activité antibacterienne des nanoparticule d’argent réalisé sur elles
,un teste insecticide réalisé sur Tribolium castaneum et antifongique sur Aspergillus niger.

Ce travail tentera également d'apporter un éclairage sur les conclusions de certaines études
sur l'efficacit¢é de ce produit autant qu’agent antimicrobien on les comparant avec nos

conclusions.
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CHAPITRE I Synthese bibliographique

I.1 Historique de I’argent colloidal:

L’action antibactérienne de I’argent, connue depuis des siccles, retrouve aujourd’hui ses

lettres de noblesse face au probléme de la résistance aux antibiotiques.|[3]

L’argent a I’époque avant Jésus-Christ jusqu’a environ 650 :

La premicre utilisation d’argent a des fins de guérison remonte a la dynastie Han en Chine,
vers 1500 avant J.-C.2 Les récipients et ustensiles en argent massif étaient principalement utilisés
a des fins curatives sous les empires phénicien, macédonien et perse. L’eau potable devait étre
conforme aux normes d’hygiéne et elle était donc stérilisée avec une piece d’argent ou stockée
dans un récipient en argent massif. Hérodote [1][78]

(Vers 484 - 425 av. J.-C.), historien et scientifique grec, a préconisé 1’utilisation de ’argent pour
la purification de I’eau.5 Il rapporte que le roi perse Cyrus (vers 600 — 530 av. J.-C.) conservait
I’eau dans des récipients en argent massif afin de la garder dans un état purifi¢ pour toute son
armée et sa cour[1]. Le pére de la médecine, Hippocrate lui-méme (460-370 AV JC), déploya
I’usage de la « fleur d’argent », qui n’est autre qu’une poudre d’argent a visée cicatrisante, et

la préconise contre les blessures [7], le naturaliste et philosophe romain Pline I’ Ancien (79 apres
J.C.), rapporte dans son encyclopédie d’histoire naturelle (Historia Naturalis) que I’argent a de

nombreuses propriétés thérapeutiques. [1][4]

L’argent a I’époque médiévale (entre 500 & 1500) :

Au début du XVlIe siecle, Paracelse (1493-1541), I’un des plus grands alchimistes et médecins
de Renaissance, utilisait I’argent pour le traitement des blessures dans les infections cérébrales.

Les propriétés de 1’argent pour la santé ont fait que les familles des couches socio-
économiques supérieures avaient 1’habitude, au Moyen-age, de manger dans des récipients et
avec des couverts en argent massif afin de prévenir les maladies et de prolonger leur espérance
de vie. D’ou I’étymologie du proverbe “étre né¢ avec une cuillére en argent dans la bouche”,
puisque les bébés et les enfants de la classe supérieure étaient nourris avec des cuilléres en argent
afin de les maintenir en bonne santé et de favoriser leur longévité. Non seulement I’eau, mais
aussi les aliments étaient conservés dans des récipients en argent massif ou avec des picces de
monnaie en argent. Cependant, tout le monde ne pouvait pas se permettre de diner dans de
semblables récipients. Les paysans, par exemple, qui mangeaient dans des ustensiles de fer,

d’étain ou de faience, étaient plus sensibles a diverses maladies que la noblesse. [1]
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L’argent a I’époque moderne (entre 1500 & 1945) :

La légende veut que I’aristocratie ait utilisé 1’argent sous toutes ses formes, a tel point qu’elle
a développé des décolorations bleues de la peau appelées argyrie, une constatation qui a peut-étre
conduit au terme de «sang bleu» pour décrire les membres de 1’aristocratie.[1][2]

Au moment ou la noblesse insistait sur 1’utilisation de couverts et des récipients en argent
massif comme moyen de lutter contre les microbes, la médecine moderne s’est développée.

La médecine moderne utilisait différentes formes d’argent de qualité médicale, dont le nitrate
d’argent, la sulfadiazine d’argent et I’argent colloidal

Dans les années 1800 Sims est reconnu comme le premier chirurgien américain ; il a déclaré
avec audace que l'utilisation de sutures d'argent a été l'une des principales contributions a la
chirurgie. [2]

Le nitrate d’argent a été utilisé sous forme de gouttes pour les yeux dans le cadre de la
prévention de la gonorrhée chez les nouveaux-nés entre 1880 et la fin des années 1900.

Plus précisément, c’est 1’obstétricien allemand Dr. Carl Franz Siegmund Credé (1819-1892)
qui a introduit cette méthode d’utilisation de I’argent afin d’éviter I’ophtalmie, en obtenant ainsi
une réduction considérable de 1'ophtalmie néonatale de 7,8 % a 0,13 % en 13 ans [1][.2]

On attribue a son fils, Carl Benno Credé¢ (1847-1929), I’introduction du premier argent
colloidal, un mélange soluble dans 1’eau qu’il utilisait comme onguent dés 1897. Cred¢ a été le
pionnier de I’utilisation de I’argent pour lutter contre les infections cutanées.

L’utilisation de 1’argent comme agent antimicrobien en médecine s’est arrétée avec la dé-
couverte des antibiotiques en 1907 par le médecin allemand Paul Ehrlich (1854-1915). Ehrlich a
ensuite mis au point avec le chimiste allemand Alfred Bertheim (1879-1914), une série
d’antibiotiques synthétiques dérivés de I’arsenic, ce qui a mis fin a I’utilisation trés répandue de
I’argent.

Jusqu’a ce que le médecin Dr. Edouard Prouvost découvre que les performances de 1’argent
colloidal intraveineux étaient trés efficaces pendant 1’épidémie de grippe de 1918, également
connue sous le nom de “grippe espagnole”,13 I’argent était utilis€é en méme temps que les
antibiotiques.[1]

Les colloides fournissant des particules fines,. Les colloides électriques d'argent sont devenus

le pilier des antimicrobiens [2]

—
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L’argent a I’époque contemporaine (de 1945 a aujourd’hui) :

L’argent reste aujourd’hui largement utilisé sous diverses formes en médecine, notamment
dans les bandages qui libérent des ions d’argent, dans les cathéters pour le drainage rénal et dans
les valves cardiaques mécaniques, pour n’en citer que quelques-unes. En raison du niveau
croissant de résistance bactérienne a certains antibiotiques, 1’argent colloidal a été réévalué
comme ’ancien remede antibiotique dans les études et les essais actuels. Le Dr. Gary Smith,
chercheur dans le domaine du cancer, a démontré par ses recherches que I’homéostasie dans le
corps d’une personne dépend de la présence d’argent : “Lorsque I’argent est présent, les cellules
cancéreuses se différencient et le corps est restauré...”, tandis que le manque d’argent favorise la
croissance des cellules cancéreuses.[1][2]

Au milieu du XXe siecle, le Dr. Robert O. Becker (1923-2008), chirurgien orthopédiste et
chercheur médical américain, a montré que les ions argent générés €lectriquement peuvent guérir
I’inflammation de la moelle osseuse (ostéomyélite) et méme traiter le cancer en tuant les

bactéries et en stimulant la croissance des tissus en méme temps.

En 1995, le physicien Bob Beck a popularisé 1’argent colloidal aux Etats-Unis en mettant en
ceuvre le protocole de bioélectrification Bob Beck, une méthode permettant de fabriquer de
I’argent colloidal chez soi, qui est encore largement connue aujourd’hui. L’argent colloidal
continu d’étre utilis€ pour stériliser I’eau a bord de la navette spatiale de la NASA. De
nombreuses compagnies aériennes utilisent aujourd’hui des filtres avec des électrodes en argent
pour purifier I’eau pendant les vols.

Les applications étendues et toujours plus nombreuses de I’argent en médecine, dans le
domaine de la santé et des soins personnels, dans les produits ménagers et dans de multiples
activités quotidiennes, sont la preuve de ’efficacité de I’argent ainsi que de I’argent colloidal

ionique en tant que compos¢ anti-infectieux et antimicrobien.[11]

I.2. Généralistes sur I'argent colloidal :

I.2.1. Les colloides :

Le terme "colloide" a été employé pour la premiere fois par Thomas Graham en 1861. C'est
un mot d'origine grecque, kolla, qui signifie "colle". Il désigne une substance composée de
particules ultra fines suspendues dans un milieu différent. Ces particules peuvent étre gazeuses,
liquides ou solides. Le milieu peut lui aussi étre gazeux, liquide ou solide. Les colloides ont de

nombreuses formes : des particules liquides ou solides suspendues dans un milieu liquide
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constituent une émulsion (lait, latex, huile dans de I'eau...) ; des particules liquides suspendues
dans un milieu gazeux forment un brouillard ; des particules solides en suspension dans un
milieu gazeux forment une fumée. Le sang et les liquides lymphatiques sont aussi des
suspensions colloidales. Pour pouvoir étre utilises par I'organisme, les nutriments doivent passer

de I'état cristallin a 1'état colloidal. [4][15]

Dans un systéme colloidal ou une solution colloidale, les particules doivent étre insolubles :

elles ne se dissolvent pas dans la solution ou la suspension.

La taille des particules joue un rdle essentiel pour définir le type de systéme dont il s'agit. En
dessous de 1 nanométre, le systéme tendra vers la solution "vraie" (ou "systéme moléculaire").
Entre 1 nm et 100 nm, le systéme peut étre qualifié¢ de "colloidal». Au-dessus de 100 nm, on aura
tout d'abord des systémes qui présentent encore la plupart des caractéristiques des colloides, puis
on se dirige ensuite vers des suspensions de plus en plus grossicres selon le tableau 01. On ne
peut pas établir de point précis séparant les solutions vraies des solutions colloidales parce que la

transition se fait insensiblement (Tableau 01). [6]

Tableau 01 : Caractéristiques des colloides [6][27]

diamétres | 0,1nm Inm 100nm 1 100 p | mm
Solution vraies | Solution colloidales émulsions et suspensions =
particules de plus en plus
grossiéres
région de 'ultramicroscope [ région du microscope
les particules sont animées d'un mouvement|pas de mouvement brownien
Type brownien** visible
de systéme | |es particules passent a travers le papier-filtre | les particules sont retenues par le
ordinaire papier-filtre ordinaire
les particules font preuve d'une solubilité | les particules ont une solubilité
accrue normale

Un colloide est une préparation constituée de particules infiniment petites (nanoparticules).
(Figure 01) ¢lectriquement chargées en suspension dans une eau purifiée de trés haute qualité.

L’argent colloidal ne se dissout pas dans 1’eau, mais diffuse uniformément dans la solution.
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Figure 01: Nano particules d’argent en suspension [20]

Le meilleur moyen de détecter cet état colloidal est par ce qu’on appelle “I’effet de Tyndall”,
ou on projette un étroit faisceau de lumicre a travers le liquide pour voir ainsi un cone
représentant la dispersion de la lumiére. Les particules ainsi illuminées exhibent aussi un
mouvement désordonné, en zigzag, appelé “mouvement de Brown” lorsqu’on les observe au

microscope. [5][27]

Lorsqu’une particule est complétement dissoute, les effets de Brown et de Tyndall

disparaissent.

Le terme colloidal se rapporte a des particules d’argent de taille comprise entre 1 nanometre et

1 micron. Un vrai colloide est trés stable et a une durée de vie de plusieurs années.[4][5]

La stabilit¢ d'une suspension colloidale résulte de 1'équilibre entre les interactions attractives
et les interactions répulsives qui s'exercent sur les particules. Ces interactions dépendent
notamment de la température, du pH et des électrolytes dissous. Cette stabilité releve plus de
I’ordre cinétique que de 1’ordre thermodynamique. En effet, la sédimentation de la phase diffusée
et donc la séparation des deux phases est 1'état final de tout colloide. C'est la vitesse de ce
phénomene de floculation/sédimentation, trés lente, qui donne cette apparence de stabilité

(Figure 02). [S][4]
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Figure 02 : Exemple de dispersions colloidale stable (a gauche) et instable (a droite). Dans le
Deuxiéme cas, on remarque que les particules se rassemblent (agrégation) et sédimentent

(Sédimentation).[7]

La connaissance et compréhension des forces qui gouvernent la stabilité des suspensions
colloidales est donc essentielle a leur préparation. Les nanoparticules peuvent étre stabilisées par
des phénomeénes électrostatiques ou stériques. La stabilisation stérique est établie grace a
I’addition de polymeéres et/ou surfactants : elle consiste a fixer autour des particules des
polymeres ayant une forte affinité avec le solvant, ainsi lorsque deux polyméres vont se
rencontrer ils préféreront interagir avec le solvant et se repousseront. La stabilisation
¢lectrostatique est basée sur la répulsion de charges de méme signe. Des phases différentes ont
souvent des affinités électrostatiques différentes ce qui provoque la formation d’une double

couche électrique a I’interface.[5]
[.2.2. L’argent colloidal :

L'argent colloidal est un type de colloide consistant en particules solides (argent) en
suspension dans liquide (eau distillée ou désionisée). La plupart des produits commerciaux
contiennent en fait presque exclusivement (de 80 a 95 %) une autre forme d'argent appelé "ions".
Le terme "argent colloidal" employé pour désigner tous les produits commerciaux courants est
donc en fait impropre du point de vue scientifique. la plupart des solutions dites d’argent
colloidal sont composées a la fois d’argent métallique et d’ions d’argent (atome d’argent avec un
¢lectron déficient) dans des proportions variables selon les fabricants. On parle également
d’argent ionique. Bien que le sujet soit en débat chez les spécialistes, le type d’argent colloidal

(plutdt métallique ou ionique) ne serait pas un critere d’efficacité. Par commodité, dans la suite
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de cet écrit, nous parlerons d’argent colloidal, qu’il s’agisse d’une solution a dominante

métallique ou a dominante ionique [7]

.Bien que de nombreuses techniques différentes aient été développées au cours des dix
dernic¢res années, afin d’obtenir un argent colloidal de qualité, la meilleure et la plus fiable
reconnue est celle du processus électrique, car il s’agit de la seule méthode qui permette de
préserver 1’homogénéité. Cette technique par électrolyse, permet d’obtenir des particules
infiniment petites (d’argent pur électro-colloidal a 99,999 %) en suspension dans le liquide. De
plus, avec I’accroissement de I’intérét porté par les consommateurs pour 1’argent colloidal, des
générateurs a usage domestiques ont été développés permettant d’obtenir des particules

colloidales de la taille du sous-nanométre.[4]

Les solutions d’argent sont préparées dans 1’optique d’obtenir des nanoparticules d’argent de
forme, taille, et surface contrdlables, déterminant une stabilité¢ et des propriétés fonctionnelles
précises. Elles seront utilisées dans diverses applications biomédicales comme : pansements et
bandages, vétements, cosmétiques, vendus en grande consommation, ou encore en tant que
précurseurs pour la synthése de nano composites combinant 1’argent colloidal avec des

polymeres.
1.2.2.1. Ion d'argent :

L’ion d’argent est un atome d'argent auquel il manque un ¢électron. De ce fait, ayant perdu une
charge négative (électron), l'ion d'argent est porteur d'une charge positive et devient soluble
(cette solubilité est limitée et peut se mesurer). L'argent dissout n'est plus métallique et demeure
invisible méme sous le microscope le plus puissant ; contrairement a l'argent colloidal, il ne
refléte pas la lumiere. Les particules d'argent métallique qui forment l'argent colloidal sont

porteuses d'une charge négative et non positive comme les ions. [4]
1.2.2.2. Charges électriques des particules :

Les charges ¢lectriques des particules, lorsqu'ils sont dispersés dans de 1'eau ayant une faible
concentration ionique, la plupart des solides acquieérent une charge négative appelée "potentiel
z€ta". Cette charge est en partie due a l'adsorption des ions de la solution. L’ionisation dissocie la
molécule d'eau en ions hydrogene (H+) et hydroxyles (OH-). Ces derniers sont des ions non
métalliques qui s'unissent aux atomes des particules d'argent et parce que les particules se

repoussent mutuellement avec une force suffisante pour demeurer dispersées.[4]

—
©
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1.2.2.4. P’argent colloidal en tant qu’agent antimicrobien:

L’argent colloidal est un composé naturel ou qui inhibe la croissance microbienne. Les
chercheurs ont un réel engouement pour 1’argent colloidal en grande partie pour son toxicité
envers les bactéries. Cette toxicité s’exerce grace a divers mécanismes qui restent jusqu’a nos

jours pas bien détaillés.
a. Mécanisme de pénétration de I’argent colloidal :

L’argent colloidal posséde un mécanisme de pénétration qui est peu €lucidé, donc les

chercheurs ont su mettre a I’ceuvre plusieurs hypothéses :

- La premiére serait un passage par des porines non spécifiques de la paroi, mais les plus

grosses porines ayant un diameétre de 2 nm, cette explication semble donc peu probable

- La deuxieme hypothése la plus probable est que 1’argent colloidal est capable d’exercer une
pression mécanique sur la paroi, en raison d’une différence de concentration en osmolytes de

part et d’autre de la membrane, et donc de traverser celle-ci en forcant le passage (figure 03).

- La troisi¢eme hypotheése serait qu’une particule en contact avec la membrane pourrait
produire des espéces réactives d’oxygene et ainsi provoquer des dommages membranaires, des
trous dans la membrane seraient formés et permettraient la pénétration des nanoparticules dans le
périplasme ou le cytoplasme. D’autres chercheurs suggérent 1’importance de la charge de la
particule pour qu’elle puisse s’approcher de la paroi et libérer les ERO (especes réactives
d’oxygene) a son voisinage (figure 03), les nanoparticules chargées positivement pénétrent dans
la paroi bactérienne. Ainsi, c’est peut-étre la charge des particules, en complément ou en
substitution de leur taille, qui conditionne la pénétration des nanoparticules. De plus, cela

conforte la troisieme hypotheése de mécanisme de pénétration. [9][6]

10
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Figure 03 : Hypotheses concernant la pénétration des nanoparticules dans les bactéries [9]

Hypothese du passage mécanique (A) : En imaginant une différence de concentration en nanoparticules exercant une pression
(1), les nanoparticules forcent le passage pour aller du compartiment le plus concentré au moins concentré. Hypothése du passage
par détérioration de la membrane externe (B) : Une particule chargée positivement peut se coller sur la bactérie chargée
négativement (1), en imaginant que ces particules sont capables de produire des ERO (2) 1'une des conséquences possibles est

une détérioration de la membrane externe et une formation de puits permettant le passage des nanoparticules (3).

b .Activité antibactériennes de I’argent colloidal:

Le mode d'action exact de I'argent colloidal n'est pas encore complétement ¢lucidé aujourd'hui
par les scientifiques. Cependant, certaines hypothéses sont communément acceptées comme
possibles. L'.argent sous forme de nanoparticules a une efficacit¢ démultipliée, notamment du
fait que ces particules extrémement fines sont réparties uniformément et ont donc une surface
d'action plus grande. De plus, ces nanoparticules sont suffisamment petites pour pouvoir

interagir avec les cellules. En ce qui concerne, plus largement, les nano médicaments,

Citons le professeur Patrick Couvreur, figure emblématique des nanotechnologies médicales,
pionnier de la vectorisation des médicaments sous forme de nanoparticules et lauréat francais,
en 2007, de la médaille« Host Madsen Medal »qui est la plus haute distinct ion décernée par la
Fédération Internationale Pharmaceutique : « Un comprimé d'un gramme de poudre présente une

surface de quelques millimétres carrés ; le méme gramme de substance éclaté en nanoparticules

11
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présente une surface d'environ 100 m2 Les nano médicaments présentent donc une surface
d'interaction avec les milieux vivants beaucoup plus importante que les formes pharmaceutiques

traditionnelles.

Selon I'immunologie Research Fondation, « L'argent colloidal détruit bactéries, virus et autres
microbes, d’au moins 3 maniéres menant a la désactivation définitive de 'ADN et des protéines

de la bactérie, sans dommages sur les tissus :

* Perturbation des protéines membranaires externes des organismes pathogénes
* Désactivation des enzymes des bactéries

* Inhibition de la reproduction des bactéries par association avec leur ADN (Figure 04) .[10][7]

De nombreuses formes de bactéries, virus, champignons, et mycoplasmes utilisent une
enzyme spécifique pour respirer et pour vivre. Les particules d'argent liquide colloidal agissent
comme un catalyseur en inhibant cette enzyme qui est le poumon chimique de ces micro-
organismes. Ils se trouvent donc asphyxiés sans que les tissus alentour ne soient altérés. De plus,
I’argent s'attache a ’ADN de ces micro-organismes afin d'en empécher la reproduction, et de ce

fait annule leur résistance.

Les cellules des mammiféres ne sont pas altérées par 1'argent car elles sont protégées par une
paroi cellulaire complétement différente des peptidoglycanes constituant la paroi cellulaire de la

bactérie. [7]

) En résumé, mode d’action sur les bactéries’:
« Au niveau des membranes:
:’ o 4 « Au niveau du cytoplasme :
‘ - .
poret de Golg \
S « Au niveau du noyau:

Figure 04: schéma résume de mécanisme d’action des NPs[10]

12
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1.2.3. Méthodes de fabrication de I’argent colloidal:

Diverses méthodes étaient utilisées autrefois pour la fabrication de colloides. En ce qui

concerne l'argent colloidal, trois méthodes furent employées.

I.2.3.1. le broyage mécanique :

Produisait de trés grosses particules (de 1'ordre de 100 microns) qui tendaient a se déposer au
fond de la solution. Pour essayer d'éviter la précipitation, on ajoutait souvent des stabilisants.
Ceux-ci avaient tendance a diminuer l'action de l'argent et pour compenser ce phénomene on

employait de plus fortes quantité d'argent, ce qui créait un risque potentiel de toxicité.

1.2.3.2 La précipitation chimique :

En raison de l’inefficacité de la méthode du broyage, les experts se sont tournés vers la
technique chimique qui offrait une meilleure qualité¢ de la solution. Cependant, cette méthode
possédait un inconvénient majeur notamment la formation de colloide par précipitation chimique
via I’ajout d’un réducteur (généralement un acide fort) a un sel d’argent. (généralement du nitrate
d'argent), En tout cas, les chercheurs ont estimé que cette technique pouvait avoir un effet nocif

sur I’organisme.[4][13].

1.2.3.3 La méthode électrique :

Dite aussi "¢léctrocolloidale", est celle qui devait finalement prévaloir .Au processus
cathodique (employé pour la premiére fois en 1926) s'ajoutent diverses configurations d'arcs
¢lectriques. La méthode cathodique (électrolytique) est la plus efficace et la plus sure. [4]. De
manicre simple, elle consiste a placer des ¢lectrodes en argent dans un récipient rempli d’eau

purifiée. Ensuite, un courant continu est émis dans 1’eau au moyen des électrodes (Figure 05).

[13]

L'¢lectrolyse de I'eau pure avec des électrodes en argent arrache des ions d'argent a I'électrode
positive et les met en solution. Etant porteurs d'une charge positive, ils sont attires par la cathode
(électrode négative). Ils se déplacent trés lentement du fait de la résistance de 1'eau et dans 1'idéal
peu d'entre eux atteignent la cathode. Quand cela se produit, les ions sont neutralises au contact
de cette charge négative et repassent a 1'état métallique ; de 1'argent se dépose alors sur la cathode

qui doit étre nettoyée régulicrement.[4][13]

13
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Figure 05 : Formation électrochimique des colloides métalliques [4]
Technologie actuelle :

Certains fabricants se sont ingénies, au prix de longs et couteux efforts, a perfectionner le
Procédé de base décrit ci-dessus, l'objectif étant d'obtenir des particules les plus fines possibles
et une stabilité maximale du produit. Pour cela, il faut parfaitement maitriser divers parameétres,
entre autres équilibrer les caractéristiques du courant (voltage, ampérage, wattage ) grace a des
circuits électroniques spéciaux. Pour éviter I'encrassement de la cathode, les modeles les plus
sophistiques sont munis d'un systéme de renversement de polarité ; ainsi, les électrodes sont

autonettoyantes [4] .11 existe plusieurs variantes de la méthode électrique :

-Le procédé basse tension courant continu (sigle anglais LVDC) utilise des voltages
généralement compris entre 12 et 30 volts. La solution ainsi obtenue contient environ 90 %

d'ions argent et 10 % de particules d'argent métallique.[4][12][13]

-Le procédé haute tension courant alternatif (sigle anglais HVAC) permet de faire passer 170
volts au niveau des électrodes. La solution ainsi obtenue contient environ 80 % d'ions argent et

20 % de particules d'argent métallique.[4][12][13]

Des procédes spéciaux utilisent un systétme HVAC pour produire des solutions qui contiennent
80 % de particules d'argent métallique et seulement 20 % d'ions d'argent. Ces particules sont

extrémement fines (moins de 2 nm en moyenne) et la solution est tres stable.[4][12]

14
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1.2.3.4. Méthode biologique :

La synthese verte des nanoparticules émerge progressivement comme une branche clé de la
nanotechnologie dans laquelle les nanoparticules sont produites a I'aide d'entités biologiques, ou
La paroi cellulaire chargée négativement interagit électro statiquement avec les ions métalliques
chargés positivement et bio réduit les ions métalliques en NPs. Cette méthode peut étre
considérée comme une approche respectucuse de l'environnement et également comme une
technique a faible cofit a haut rendement, et non toxique, simple, fiable, une densité ¢levée, la
stabilité¢ et la solubilit¢é immédiate des nanoparticules préparées dans 1’eau . Par rapport aux
méthodes de synthése chimique et physique qui indiquent une faible biocompatibilité¢ et
présentent des risques biologiques latents consomment une énergie importante, nécessitent une

pression ¢levée, coliteuses et ont un faible rendement. [14]

En raison de sa nature relativement polyvalente les extraits de métabolites secondaires
collectés a partir des sources biologiques contiennent de nombreuses biomolécules telles que des
enzymes, des protéines, des flavonoides, des stérols, des triterpénes, des triterpénoides et des
saponines qu’ils ont des propriétés réductrices et antioxydants responsables de la réduction des
composés métalliques dans leurs nanoparticules respectives[14] . Les nanoparticules d’argent
peuvent étre préparées par les bactéries, les champignons, les extraits de plantes et les
biopolymeres. L’eau est le plus souvent le solvant de choix pour extraire les agents

réducteurs.[6]

Il est significatif que la production de nanoparticules a l'aide de plantes (figure06) présente
des avantages importants par rapport a d'autres systémes biologiques. Le faible cotit de culture,
le temps de production court, la sécurité et la capacité d'augmenter les volumes de production
font des plantes une plate-forme attrayante pour la synthése de nanoparticule [24] . il a été
démontré que le jus d'A. indica peut réduire le nitrate d'argent en nanoparticules sphériques

polydispersées d'une taille de 5 a 25 nm (Figure 06) (Figure 07) .[24]

Cependant, par cette approche, il est tres difficile de contrdler la composition chimique et la

pureté des particules obtenues (figure 08)
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Figure06: Plantes utilisées dans la synthése des nanoparticules d’argent.[6]
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Figure 07 : Mécanisme de la biosynthése des nanoparticules d'argent a base des bacteries.[16]
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Figure 08 : Représentation schématique du mécanisme de synthése des nanoparticules métalliques

dans un extrait végétal [16]
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Tableau 02: Comparaison entre la synthese biologique et la synthese chimique.[14]

Bottom-up approche Top-down approche
Méthodes vertes Méthode chimiques Méthodes physiques
—~ Utiliser des bactéries — Réduction chimique | — Ablation laser pulsée
~ Utiliser des champignons —~ Sonochimique —~ Evaporation-condensation
~ Utiliser des plants et leurs ~  Microémulsion ~  Décharge d'arc
extraits ~  Photochimique ~  Pyrolyse par pulvérisation
~ Utiliser de la levure ~  Electrochimique ~  Fraisage a billes
—~ Utiliser d'enzymes et de —  Pyrolyse — Phase vapeur et gaz
biomolécules ~  Four micro-onde ~  Décharge de fil d'impulsion
— Utiliser un micro-organisme | — Solvothermal — Lithographie
FYOR fonigme peut etre toxique

1.2.4. Critéres de qualité des solutions d'argent colloidal:

1.2.4.1. La taille des particules:

Le principal critére de qualité et d'efficacité d'une solution d'argent colloidal est la taille de ses

particules. Il y a une relation étroite entre la taille des particules et I'efficacité du produit.

m Les particules colloidales doivent étre suffisamment fines pour ne pas s'agglutiner entre elles.
En effet, au-dela d'une certaine taille, elles sont attirées les unes vers les autres et cherchent a
s'unir. Ce phénomeéne peut alors faire "boule de neige", jusqu'au moment ou l'argent précipite et
se dépose au fond de la solution sous I'action de la pesanteur. Bien sir, plus il y a d'argent qui

précipite, plus le produit perd de son efficacité.

m Outre le phénomeéne de précipitation mentionné ci-dessus, la taille des particules détermine
aussi leur surface de contact avec les micro-organismes, et celle-ci détermine a son tour une
grande partie de la valeur thérapeutique du produit. Plus les particules sont fines, plus leur
surface de contact est étendue et plus elles seront a méme de pénétrer et de se disperser dans les
tissus. En d'autres termes, pour augmenter la capacité¢ germicide d'une quantité d'argent donnée,
il faut exposer a l'eau une surface de métal maximum. Ceci s'obtient en fragmentant l'argent en
particules les plus fines possibles. Ainsi donc, un produit de haute qualité contiendra un

maximum de particules de la taille la plus petite possible. [4][17]
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1.2.4.2.L.a concentration:

La quantité réelle d'argent dans une solution colloidale se mesure en milligrammes par litre.
Dans la pratique, on utilise le plus souvent une mesure équivalente : les parties par million
(ppm). Ceci désigne le nombre de parties d'argent (en poids) pour chaque million de parties
d'eau. Par exemple, 10 parties par million signifie 10 parties d'argent pour un million de parties

d'eau (noté 10 ppm), et équivaut a 10 mg/1.

D'apreés l'expérience des utilisateurs et des fabricants, et d'aprés les tests effectués en
laboratoire, il a été remarqué que la concentration avait un impact sur l'efficacité de la solution.
La plupart des solutions commerciales ont une concentration de 5, 10 ou 20 ppm, de nombreuses
¢tudes ont été faites avec des concentrations variant entre 3 et plusieurs centaines de PPM.
En pratique l'indicateur clef n'est pas tant la concentration de la solution que la dose d'argent total
ingérée : une cuillére a soupe d'une solution a 40 PPM est équivalente a 2 cuilléres a soupe d'une

solution a 20 PPM !

Plus les particules sont petites, plus la solution est efficace, pour une quantité d'argent
équivalente. Ingérer, par exemple un morceau d'argent métallique d'un milligramme n'aurait pas
beaucoup d'effet. Par contre, si ce milligramme était divisé en un million de particules d'argent, il
serait beaucoup plus efficace parce que chaque particule d'argent s'attaque a un micro-organisme
pathogene. Donc, a concentration égale, ce produit est un million de fois plus efficace que le
précédent. C'est pourquoi il n'est pas nécessaire d'avoir de fortes concentrations si l'argent est
divis¢ en un nombre maximum de particules. En outre, plus la concentration des particules
augmentent, plus ces particules vont avoir tendance a s'agglomérer, et finalement a précipiter. Si
bien qu'au-dela de 50 ppm, la solution nécessiterait un stabilisant qui en réduirait

l'efficacité.[17][4]
1.2.4.3. La qualité de I'eau:

L'argent colloidal doit étre préparé avec une eau de haute qualité (double ou triple distillation
ou désionisaion). En effet, si I'eau utilisée contient trop de solides dissouts, les ions d'argent
produits vont se combiner avec ces solides pour former des sels d'argent potentiellement
toxiques. En outre, une telle eau possede une conductivité trop élevée qui engendre la formation
de grosses particules. L'eau du robinet, I'eau minérale et méme une eau filtrée par osmose inverse

sont donc proscrites. Les chercheurs qui ont étudié les propriétés et la structure de 1'eau ont
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méme conclu que l'eau distillée était une eau "morte" et qu'il fallait lui préférer une eau non

dénaturée par la chaleur, 1'eau désionisée.
1.2.4.4.La qualité des électrodes :

Les ¢lectrodes doivent elles aussi étre d'un degré de pureté suffisant pour éviter la formation
d'ions plus ou moins toxiques. La pureté conseillée est généralement de 99.99 %, mais 99.9 %

semble aussi treés acceptable.

Au simple fil d'argent, on préférera un ruban dont la largeur peut varier entre 6 mm et 25mm.
La densité du courant électrique sera d'un niveau plus faible, ce qui entraine la production de

particules plus fines.
1.2.4.5.La couleur :

Un indicateur simple, mais fondamental, de la qualité d'une solution ionique d'argent colloidal
est la couleur qu'elle présente. En fait, il faudrait plutot dire 1'absence de couleur, puisque les
meilleurs produits sont parfaitement incolores. A mesure qu'augmente la concentration et/ou la
taille des particules, on voit apparaitre une certaine teinte : jaune pale, puis or, brun, rouge et

noir. Le brun, rouge et noir indiquent des produits de qualité inacceptable.
1.2.4.6. Stabilité, conservation :

Au bout d'un temps plus ou moins long, les particules d'argent finissent par perdre leur charge
¢lectrique et précipitent. Pour prolonger la durée de vie du produit, il est bon de le conserver
dans des récipients en verre. Le plastique réagit avec les particules porteuses d'une charge
¢lectrique qui finissent par précipiter. En outre, I'exposition a la lumiére dégrade rapidement la
solution. Des récipients en verre coloré (brun ou bleu-cobalt) permettent de minimiser ce
phénomeéne. Certains produits de haute qualité revendiquent une durée de vie "illimitée". Cela
reste a voir, mais les tests ont montré qu'ils étaient beaucoup moins sensibles aux facteurs ci-

dessus et pouvaient se conserver au moins un an ou deux sans perdre d'efficacité.[19][4].
1.2.4.7. Pureté De La Solution :

La pureté de la solution provient de deux facteurs : I'eau et l'argent utilisés. Une eau distillée

de grade pharmaceutique aura trés peu de PPM en bactéries et autres métaux lourds. Ces
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particules nuisent a l'efficacité de l'argent colloidal. Une eau ultra-pure type I sera d'autant
meilleure du fait d'une quasi-absence de bactéries, métaux lourds ou minéraux. De plus, les
¢lectrodes d'argent utilisées durant 1'¢électrolyse doivent étre les plus pures possibles, le

pourcentage de pureté le plus souvent utilisé est de 99.99 %.[18]
1.2.4.8. Ajouts:

L’argent colloidal ne doit pas contenir d'additifs tels que des protéines d'argent, des
stabilisants chimiques (I'EDTA, le PVP, la résine de carbopol etc...) ou tout autre additif

chimique qui nuise a sa conservation et biodisponibilité. [18]
1.2.4.9. Conditionnement:

L’argent colloidal doit étre de préférence conditionné dans des bouteilles en verre teinté. Si le
conditionnement des produits se fait dans des bouteilles en plastique, ce qui est fréquemment le
cas (principalement pour des raisons de transport), la durée de conservation doit €tre réduite car

les charges d’ions d’argent peuvent étre diminuées par le plastique.[18].
I.3. L’argent colloidale : Spectre d’actions, applications:

I.3.1. Spectre d’action :

Les actions potentielles optiques, catalytiques et antibactériennes de I’argent colloidal le rend
trés utilisé dans de nombreuses technologies et incorporées dans un large éventail de produits de

consommation qui tirent parti de ces propriétés.
I.3. 1.1 Action optique:

Les solutions colloidales constituées de nanoparticules en solution sont une famille d’objets
aux propriétés optiques uniques. Leur utilisation comme ¢élément de base a la fabrication de
composants optiques sur longueur d’onde pourrait permettre la naissance de nouvelles
applications en particulier dans le domaine de 1’optique intégrée et de la détection biologique
[19]. Sont utilisées aussi pour récolter efficacement la lumiére et améliorer les spectroscopies
optiques, y compris la fluorescence par le métal (MEF) et la diffusion Raman par la surface [6]
La manipulation de ces particules reste toutefois un défi en raison de leur taille et de leur

dispersion aléatoire dans un milieu liquide.[22]
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1.3.1.2 Action catalytique:

. La catalyse consiste a rendre possible une réaction énergétiquement impossible ou en
favoriser une plutét qu’une autre. Omniprésente, , elle nécessite le développement de catalyseurs
toujours plus performants et moins coliteux. Les nanoparticules, qui offrent une trés grande

surface d’échange catalytiquement active, intéressent particulierement les scientifiques. [23]

1.3.1.3 Action antimicrobienne:

a. Bactérie:

Le Dr Larry C. Ford (Universit¢é de Californie, Los Angeles) a répertorié environ 650
pathogenes sensibles a 1’argent colloidal. Les bactéries résistantes a certains antibiotiques ne le

seraient pas en présence de I’argent colloidal.

Une étude de I’Universit¢ d’Adélaide (Australie), publiée en 2014, a montré que ’argent
colloidal atténue les biofilms (couche mince de micro-organismes adhérents a une surface) de

staphylocoque doré.[11].

Pour donner un aper¢u de la diversité des bactéries pathogenes combattues par l'argent
colloidal, et pour mettre en exergue une seule des études l'ayant démontré, le docteur Ron
Leavitt, professeur de biologie moléculaire a l'universit¢ Brigham Young de Provo (Utah) a
cliniquement validé 1'action antibactérienne de solutions d'argent colloidal a des concentrations
variant entre 5 ppm et 20 ppm. L'efficacité de cet argent colloidal a ét¢ démontrée par lui sur les

germes suivants, en précisant, pour chacun, les infections qu'ils provoquent:
e Staphylococcus aureus
- Pneumonie.
- Méningite.
- infection : des yeux de la peau.
e Salmonella tyhirum
- Gastro-entérite.
e Escherichia coli.

- Infection : urinaire des voies respiratoires .
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e Haemophilus influenza.
- Grippe.
-Méningite.
- Otite.
- Pneumonie.
- Infection de la gorge et des sinus.
e Enterobacter cloacae
- Infection de la peau et des voies urinaires
e Shigella boydii..
la peau * des voies urinaires.
- Dysenterie.
e Streptococcus pneumoniae
- Pneumonie.
-Méningite.
-Otite.
- Sinusite.

e Streptococcus pyogenes.

- Infection de la peau et des voies respiratoires supérieures

e Streptococcus faecalis
- Infection intestinale et des voies urinaires.
L Streptoccocus mutans

- Carie dentaire

- Gingivite

- Stomatite

- Glossite.[11][7]

—
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b. Champignons:

Les AgNPs ont une puissante activité antifongique contre Candida albicans, Candida
glabrata, Candida parapsilosis, Candida cruzi et Trichophyton mentagrophytes en inhibant la
germination des conidies Bipolaris sorokiniana .Par exemple, l'activité antifongique des AgNPs
contre C. albicans peut étre exercée en perturbant la structure de la membrane cellulaire et en
inhibant le processus de bourgeonnement normal en raison de la perturbation de l'intégrité de la

membrane [5][55].
¢ .Virus :

L’argent colloidal pourrait « gérer » environ 24 virus. Sans aller ici dans les détails 1’argent
oligodynamique peut lui s ‘attaquer a environ 200 virus ! Citons en exemple le virus de la grippe,
le H5N1, le SRAS, HINI, Coliphages MS-2 ...Des scientifiques se sont également préoccupés
du VIH, Malaria, Hépatite B. C’est aussi une piste pour certains cancers. Le chercheur Dr Gary
Smith a remarqué que les cellules cancéreuses se développent dans un organisme en carence en
argent. Quand 1’argent est présent, les cellules cancéreuses cessent de se développer et le corps

guérit.[20][5]
d. Parasites :

o OFEufs d’helminthes, Giardia sp, oeufs de Cryptosporidium sp [5].

Une action anti-inflammatoire:

L’argent colloidal aurait démontré son utilité pour apaiser les inflammations (rougeurs,
sensation de chaleur, douleurs localisées, etc.), Il soulage la douleur et I’inconfort résultant du

gonflement et de I’inflammation et accélere le processus de guérison.
Une action sur les affections oculaires :

L’argent colloidal apaise et guérit les affections oculaires telles que la conjonctivite en raison

de ses propriétés antivirales, antibactériennes et anti-inflammatoires.[11]
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Les bienfaits pour les maladies de peau:

Grace a son action antifongique et cicatrisante, 1’argent colloidal serait utile pour soulager et

apaiser les brilures ou encore les affections cutanées (eczéma, psoriasis, mycose, etc.).

En effet, il stimulerait la régénération de la peau et des tissus mous, c’est en 2008
qu’une étude de I’Université d’Alberta (Canada) a montré des résultats encourageants sur les

bienfaits de 1’argent colloidal sur une dermatite porcine.

La peau enflammée a ¢été traitée quotidiennement avec des pansements d’argent

nanocristallin. La peau a retrouvé son aspect normal au bout de 72 heures.

L’¢étude de I’Université Griffith (Australie) publiée en 2012 a mis en évidence une action
antiseptique intéressante pour le traitement des brilures et des mycoses. L’¢étude a été effectuée
sur 12 préparations du commerce. Cependant, cette étude a aussi démontré que toutes les

préparations commercialisées ne présentaient pas les mémes effets. [11]
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1.3.2. Les Applications de 1 argent colloidale:

Les utilisations pratiques de l'argent colloidal sont si nombreuses que leur seule limite semble

etre celle de I'imagination (Figure 09).[4]
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1.3.Généralités sur bactéries, champignon et insecte:
I.3.1.Les bactéries:

1.3.1.1. Introduction:

Les bactéries (Bacteria) sont des organismes vivants unicellulaires procaryotes,
caractérisées par une absence de noyau et d'organites. La plupart des bactéries possédent une

paroi cellulaire glucidique, le peptidoglycane. Les bactéries mesurent quelques micromeétres

de long et peuvent présenter différentes formes : des formes sphériques (coques), des formes
allongées ou en batonnets (bacilles), des formes plus ou moins spiralées. On distingue les
bactéries a Gram positif et a Gram négatif sur une différence de composition pariétale. La paroi
des bactéries Gram positif est riche en acide teichoique et en acide diaminopimélique qui sont
absents ou moins abondants chez les Gram négatif, lesquelles ont une paroi plus riche en

lipides.[25]

Jai  étudié 5 souches bactériennes qui sont : FE.coli, Listeria monocytogenes

,Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa,, Staphylococcus aureus.

1.3.1.2. Escherichia coli :

1.3.1.2.1. Généralité:

En 1885, 1lallemand Theodor Escherich décrit pour la premiére fois la bactérie Escherichia
coli, bactérie isolée a partir de selles de nourrissons, qu’il nomma tout d!abord Bacterium coli
commune. Ce n’est que 70 ans plus tard que le nom de Escherichia coli (E. coli) est réellement

retenu en hommage aux travaux de T. Escherich.(figure10)[28]

Escherichia coli (E. coli) est une bactérie que 1’on trouve couramment dans le tube digestif de
I’étre humain et des organismes a sang chaud. La plupart des souches sont inoffensives.

Certaines en revanche peuvent provoquer une intoxication alimentaire grave.[30]

La bactérie E. coli est devenue indispensable aux laboratoires. Elle est trés facile a
transformer en lui ajoutant des morceaux d'’ADN que 1'on souhaite cloner. Elle permet aussi

d'exprimer des protéines en grandes quantités. Mais en plus d'€tre un outil, E. coli est aussi
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l'objet d'études qui permettent de mieux comprendre le fonctionnement des bactéries en

général.[30]

TR

i
..!.*u?:'.'.'“ ==

Figurel0: Escherichia coli sous microscope électronique [29]

1.3.1.2.2. Classification :

Tableau03 : La classification d'Escherichia coli [52]

Régne Bacteéria
Embranchement Proteobocteria
Classe Gamma proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia
Espece Escherichia.coli

1.3.1.2.3. Caractéristiques :

Escherichia coli entérotoxinogéne (ECET) appartient a la famille des Enterobacteriaceae . 11
s’agit d’un bacille Gram négatif, en forme de batonnet, sporulé, qui peut se déplacer au moyen
de flagelles péritriches ou étre non mobile. Les bactéries se développent sur gélose Mac Conkey
(les colonies, rouges ou incolores, atteignent un diametre de 2 & 3 mm) . Elles peuvent croitre
dans des conditions aérobies ou anaérobies, et produisent deux types d’entérotoxines : des

entérotoxines thermolabiles (LT) et des entérotoxines thermostables (ST).[27][51]
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1.3.1.2.4. Caracteéres culturaux :

Aéro-anaérobies facultatifs Culture facile sur milieux ordinaires, lactosés. Sur milieux solides
aprés 18-24h les colonies sont arrondies, lisses, a bords réguliers, de 2 a 3 mm de diamétre.

Pousse sur milieux sélectifs pour entérobactéries type Mac Conkey, Drigalski. [27][31]
1.3.1.2.5. Caractéres biochimiques :

E. coli posséde une catalase mais elle est dépourvue d’oxydase. L’étude d’activités
enzymatiques et de la fermentation des sucres est réalisée a 1’aide de micro-méthodes validées
disponibles dans le commerce sous forme de galeries. Ces dernic¢res permettent 1’identification
de cette bactérie ainsi que le diagnostic différentiel avec les autres bactéries de la méme famille.

[27][31]

-Ces caracteres sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 04 : Les caracteres biochimiques d’Escherichia coli [27]

. &) = . - P - R
st | S |2 |2|2|8|2|2|2|5|8|2|3|2|2|2|2|8|%
Cl=|[=|ec|¥Y|s|C|z|2|=|C|2|=|=|=|=|"|=
Résultat | + + - + - - . - o | e | | # . + + . -
Légende : + : caractere positif - : caractere négatif +/- : caracteére inconstant

1.3.1.2.6 .Le pouvoir pathogéne:

Son réservoir naturel est ’homme et tous les animaux a sang chaud. Escherichia coli, fait
partie de la flore commensale. Il représente 80% de la flore intestinale aérobie de 1’adulte, et on
le retrouve aussi au niveau de différentes muqueuses. De simple bactérie
commensale, Escherichia coli peut aussi devenir un agent pathogeéne responsable de différents
types d’infections : infections urinaires, diarrhées, cholécystites. Il peut aussi étre impliqué dans
des infections nosocomiales.La transmission peut se faire par contact direct ou via des

contaminations fécales.[31]
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1.3.1.3. Listeria monocytogenes:

1.3.1.3.1. Généralité:

En 1926, la bactérie Listeria monocytogenes est décrite chez des animaux, puis elle est
rapidement associée a des infections humaines. En 1940, ce nom de Listeria monocytogenes est
proposé a la nomenclature. D'autres espéces sont progressivement décrites et 1'hétérogénéité
génomique du genre Listeria est prouvé. Ce genre appartient au groupe des bactéries a Gram
positif présentant un GC% inférieur a 50 .Listeria monocytogenes est une bactérie présente
naturellement dans I’environnement et dans certains aliments consommés par I’homme.Elle est
responsable d’une maladie touchant ’'Homme et les animaux (zoonose) appelée la listériose

(Figure.11).[35][33][34]

Figure.11:Listeria monocytogenes sous microscopie a balayage électronique [62]
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1.3.1.3.2. Classification :

Tableau05 : La classification de Listeria monocytogenes [73]

Régne Bacteria
Embrenchement | Eubacteria

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Listeriaceae

Genre Listeria

Espéce Listeria monocytogenes
I.3.1.3.3.caractéristiques :

Listeria est un petit bacille (0,5 - 2 um x 0,5 pum), Gram positif, isolé ou en chainettes, mobile
a 20-25[33]. Sa mobilité, est assurée par une ciliature péritriche lui donnant des mouvements en

"pirouette" reconnaissable a I'état frais.[36]

1.3.1. 3.4. Caracteres culturaux :

Cette bactérie est aérobie-anaérobie facultative et n'est pas exigeante. Les milieux de culture
sont habituellement incubés en aérobie, la croissance sous CO2 (5 a 10%) est possible. Sa
croissance est stimulée par l'addition de glucose ou de sang. Sa température optimale de
croissance se situe entre 30 et 37°C, mais la croissance parait démontrée de -2 a +45°C. Les
bactéries survivent a la congélation. Le pH optimal de sa croissance est de 7 ou légerement
alcalin. Listeria monocytogenes présente une halotolérance et peut croitre en présence de 10%
de NaCl. Certaines souches tolérent des concentrations en sel supérieures a 10%. En clinique
humaine, les prélévements sont souvent isolés sur gélose au sang a 5% (sang de cheval ou

mouton).

Les colonies sont circulaires, d'environ 1 a 1,5 mm de diamétre aprés 24H. d'incubation sur
gélose au sang et une étroite zone d'hémolyse totale (béta-hémolyse) est visible en périphérie des
colonies (zone d'hémolyse qui n'est parfois observable que sous les colonies). L'isolement
de Listeria monocytogenes est parfois réalisé sur milieux sélectifs comme la gélose au sang +

acide nalidixique (inhibant des bacilles a Gram négatif) quand la recherche est effectuée a partir
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d'un prélevement plurimicrobien. D'autres milieux de culture sélectifs sont utilisés dans l'agro-

alimentaire. [34]
I.3.1.3.5.Caracteres biochimiques :

Le genre Listeria est un petit bacille a Gram positif possédant une catalase et ne possédant
pas d'oxydase. L'identification peut étre effectuée par exemple sur galerie Api Listeria bio
Meérieux. Sur cette galerie, cette bactérie donne les résultats suivants : hydrolyse de l'esculine,
présence d'une alpha-mannosidase, acidification du D-arabitol, du L-rhamnose, du méthyl- alpha
D- glucopyranoside, mais pas d'acidification du D-xylose, du D-ribose, du glucose-1-phosphate,
du D-tagatose. Le caractere DIM est négatif pour Listeria monocytogenes. Listeria
monocytogenes ne produit pas d'indole, ni d'H2S et ne posséde pas de nitrate réductase, ni

d’uréase, ni de gélatinase.
1.3.1.3.6 Le pouvoir pathogéne:

Les génomes de Listeria monocytogenes a  €té enticrement séquencés. Tout un arsenal
génétique lui permet d'entrer dans les cellules intestinales, d'ou elle va progresser dans les tissus
de I'hote en y déterminant des 1ésions. Une protéine de sa surface, l'internaline, se lie a un
récepteur, la E-cadhérine, qui lui permet d'entrer dans une cellule de la muqueuse intestinale ou
ce récepteur est exprim¢. La bactérie va alors activer une batterie de geénes de virulence lui
permettant de lyser la vacuole dans laquelle elle a été introduite. Entrée ainsi dans le cytoplasme,
elle induit la polymérisation de l'actine cellulaire qui, formant des filaments a un pdle de la
bactérie, provoque son déplacement intra cytoplasmique. Progressant ainsi dans sa cellule hote,
la bactérie atteint et traverse la membrane cellulaire, et va ensuite envahir les cellules voisines.
Les principales molécules impliquées dans ces mécanismes sont la listériolysine (codée par le
gene hly) qui provoque la lyse vacuolaire, et la protéine ActA (geéne actd) qui induit la
polymérisation de l'actine. . Ce « voyage intracellulaire » de Listeria monocytogenes est sous le

contrdle d'un régulateur positif appelé prfA, pour positive regulatory factor A. [74]
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1.3.1.4. Enterobacter cloacae :

1.3.1.4.1. Généralité :

Enterobacter cloacae , espéce retrouvée dans I’environnement, est un germe commensal chez
I’homme présent au niveau du tractus digestif. Capable de passer de 1’état commensal a celui de
pathogeéne opportuniste, il a pris une importance croissante du fait de son implication dans les
infections des services de soins intensifs (prévalence de 5-10 %). L’espece a été subdivisée en
13 clusters  définis a partir des genes rpoB ou hsp60 dont six avec un nom
d’espéce(E. asburiae, E. kobei, E. cloacae, E. ludwigii, E. hormaechei et E. nimipressuralis).
Trois clusters (III, VI et VIII) sont fréquemment retrouvés parmi les souches cliniques
responsables d’infections et d’épidémies hospitalieres. Le principal probléme en pratique
clinique réside dans la diffusion de souches d’ECC multi-résistantes aux antibiotiques. (Figure

12) [37]

Figure 12: Enterobacter cloacae sous microscopie a balayage électronique [75]

33

—
| —



CHAPITRE I Synthese bibliographique

1.3.1.4.2. Classification:

Tableau 06 : La classification d 'Enterobacter cloacae [40]

Régne Bacteria
Embrenchement | Pseudomonadota
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacterales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Enterobacter

Espéce Enterobacter cloacae

1.3.1.4.3. Caractéristiques:

Les espéces du genre Enterobacter font partie de la famille des Enterobacteriaceae. Les
especes du genre Enterobacter sont des bacilles Gram négatif anaérobies facultatifs mesurant 0,6
a 1 um de diameétre et 1,2 a 3 um de longueur non sporulés; ils se déplacent grace a un flagelle

péritriche et sont dotés de pilus de classe 1. [38][51]
1.3.1.4.4. Caracteres culturaux :

Le genre Enterobacter se développe facilement sur les milieux usuels non enrichis comme la
gélose ordinaire coulée en boite de pétri en 24h a pH neutre et a une température optimale de
croissance de 37°C c’est-a-dire des germes mésophiles, aéro-anaérobies facultatifs, ne sont pas
pigmentées et ont un aspect classique des colonies d’entérobactéries (des colonies lisses,

brillantes, bombées et humides de structures homogeénes)[38][39].
1.3.1.4.5. Caractéres biochimiques :

Oxydase -, catalase + Nitratase +, glucose +, lactose +, H2S -,ONPG +, citrate +, indole -,VP
+, ODC +, LDC -, ADH +, gélatinase —Sorbitol +, rhamnose +, melibiose +, saccharose
+.Esculine et uréase permettent d’individualiser 2 sous espéces : cloacae et dissolvens (tableau

07).[38]
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Tableau 07:Caractéres biochimique d'identification des espéces du genre Entrrobacer [38]

LDC ADH UREE | ESC | GEL BXYL INO SOR | SAC | RAF | MEL
E. cloacae _ + - _ v + ) 3 + () +
subsp cloacae
E. cloacae - + + f + v + v
subsp dissolvens
E. asburiae - v
E. cancerogenus - + -
E. hormaechei - v (+)
E. kobei - +

E nimipressuralis - - -
E. aerogenes + - - v +
E.amnigenus 1 - - -
amnigenus 2 - v _
cowanii - - -
gergoviae V4 - +f
ludwigii - + _
_ pyrinus +
. radicintans - + -
sakazaki - + -
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+/- variable en fonction des méthodes ; ( ) généralement ; v variable ; f faible * a 27°C° E.
sakazakii donne des colonies pigmentées en jaune (sorbitol -). E. asburiae est trés proche de E.
cloacae : immobile, souvent VP-, indol -, sorbitol +, saccharose +, mélibiose -, ADH-,

rhamnose-.
1.3.1.4.6. Le pouvoir pathogéne:

Le genre Enterobacter a pris une importance croissante du fait de son implication dans les
infections nosocomiales. C’est un pathogeéne opportuniste responsable d’ :infection urinaire
bactériémie ,infection respiratoire suppurations diverses. infection tissulaire aprés une plaie
souillée par de la terre, il est souvent associ¢é a Bacillus cereus.Des septicémies dues a la
contamination de préparations pour nutrition parentérale conservées au réfrigérateur ont été

décrites.[38].
1.3.1.5 .Pseudomonas aeruginosa :
1.3.1.5.1. Généralité :

Pseudomonas aeruginosa (couleur vert-de-gris) ou bacille pyocyanique a ét¢ découvert par
Gessard en 1882. Au cours de la lére guerre mondiale, 'agent du “pus bleu” est a 1'origine de la

surinfection de plaies chez les soldats. Mais c'est surtout dans les années 1960-70, parallelement
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au développement de I'hospitalisation et des techniques invasives d'exploration, que cette
bactérie a Gram négatif émerge comme un agent pathogéne majeur de I'Homme. C'est 1'exemple-
type des bactéries nosocomiales opportunistes. C’est la bactérie commensale de la peau et des
muqueuses dont la niche principale est la fosse nasale. La colonisation est définie comme le
portage asymptomatique de la bactérie et concerne environ 30 a 50% de la population générale
au niveau nasal .D’autres sites peuvent également étre colonisés par S. aureus tels que le
pharynx, I’intestin, la peau et les aisselles. Si I’Homme est le principal réservoir, ces bactéries
sont également retrouvées dans 1’environnement (eau, air, surface, aliments) et chez 1’animal,

notamment d’¢élevage (Figure 13) [41][42] .

Figure 13: Images de P. aeruginosa fixées sur du verre, par microscopie a balayage

¢lectronique.[53]

1.3.1.5.2. Classification:

Tableau 08: La classification de Pseudomonas aeruginosa.[42]

Régne Bacteria
Embrenchement | g-Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Espece Aeruginosa
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1.3.1.5.3. Caractéristiques:

Ce sont des bacilles fins a Gram -, non capsulés, mobiles. Au contraste de phase le

déplacement des bacilles s’effectue plutot en ligne droite. [42]
1.3.1.5.4 Caracteéres culturaux :

Pas d’exigence nutritive particuliére : la pousse est possible sur des milieux non enrichis.
L’isolement a partir de prélévements plurimicrobiens peut étre facilité par 1’utilisation de milieux
sélectifs disponibles dans le commerce ou par I’incubation des milieux a 41°C. et prenant un
aspect iris¢ métallique avec le temps. Un pigment vert brillant diffusible caractérise cette espece
: il est dG a la combinaison de pyoverdine (pigment jaune vert fluorescent commun aux espeéces
du groupe fluorescent) et a la pyocyanine (pigment bleu spécifique de P. aeruginosa). Une odeur

aromatique de type seringa est souvent présente.[42]
1.3.1.5.5. Caractéres biochimiques:

L’aspect irisé des colonies et le pigment vert orienteront trés vite le diagnostic. La
confirmation pourra étre apportée de fagon minimum par : - le caractére mobile et gram- des
bacilles - le caractére aérobie strict - uneoxydase positive violente (sauf pour les colonies
muqueuses) - la pousse a 41°C - la résistance a la kanamycine. Pour les souches atypiques quant
a leurs caractéres culturaux, la réalisation d’une identification biochimique pourra étre lancée a
I’aide de galeries : les caractéres principaux sont la production d’une arginine dihydrolase,
gélatinase, nitrate réductase et 1’assimilation de certains hydrates de carbone comme le

glucose.[42].
1.3.1.5.6. Le pouvoir pathogéne:

P. aeruginosa est une espece classée dans les pathogeénes opportunistes. Les infections
pourront avoir une origine endogene ou exogene. Dans les infections communautaires, elle est
responsable principalement de broncho-pneumopathies évoluant sur un mode chronique dans la
mucoviscidose et les affections respiratoires dues a la dilatation des bronches ; d’otites externes,
d’endophtalmies aprés traumatisme, d’infections cutanées dans les ulceres. Dans les infections
nosocomiales, elle est impliquée dans les pneumopathies chez les malades sous respirateur, les
infections urinaires chez les malades sondés, les infections cutanées secondaires a des brilures,

les infections ostéo-articulaires sur matériel [42].
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1.3.1.6 .Staphylococcus aureus :

1.3.1.6.1. Généralité :

Les staphylocoques sont des bactéries impliquées dans des pathologies variées et de degrés de
gravité divers. Elles sont un des premiers agents responsables d'infections nosocomiales
(infections contractées en milieu hospitalier) mais elles peuvent aussi étre contractées en dehors
de I'hopital (infections dites communautaires). Leur habitat naturel est 'hnomme et 1'animal. Elles
font partie de la flore cutanée naturelle et colonisent particulierement les muqueuses externes.
Cependant, ces bactéries sont fréquemment retrouvées dans l'environnement (eaux non-traitées,
sols, objets souillés). Les traitements visant a éradiquer les infections sont difficiles car de
nombreuses souches sont multirésistantes aux antibiotiques. Selon les services hospitaliers, ces

dernicres représentent entre 20 et 50% des souches.( Figure 14) [43][48][49]

Figure 14: Prise de vue au microscope ¢lectronique a balayage d'un biofilm de "Staphylococcus

aureus” développé [54]
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1.3.1.6.2. Classification:

Tableau 09 : La classification de Staphylococcus aureus [44][46]

Régne Bacteria

Classe Bacilli

Ordre Caryophanales
Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espése Staphylococcus aureus

1.3.1.6.3. Caractéristiques:

S. aureus est un coque a coloration de Gram positive. en amas, immobiles. Il mesure de 0,5 a
1 pm de diamétre, ne sporule pas, est immobile, aéro-anaérobie facultatif et posséde une catalase
et une coagulase. S. aureus, espéce type du genre Staphylococcus, parfois appelée staphylocoque
doré, produit de nombreuses toxines dont les SE, produites par certains S. aureus (ceux portant
les génes de ces toxines) et qui sont responsables d’épidémies liées & cette bactérie. A ce jour, 21

sérotypes différents [47][45]
1.3.1.6. 4. Caractéres culturaux :

Comme tous les Staphylocoques, cette espéce n’a pas d’exigence nutritive particuliere. Son
métabolisme respiratoire est aérobie-anaérobie facultatif. Les colonies apparaissent lisses,
rondes, bombées, pouvant étre pigmentées en jaune orangé, en 18 heures, a 37°C. Une hémolyse
de type B est généralement présente sur gélose au sang de mouton. Sur le milieu de Chapman, les

colonies sont mannitol +.
1.3.1.6.5. Caractéres biochimiques:

S. aureus est catalase +, oxydase -. Les Staphylocoques sont rapidement différenciés des
Microcoques et apparentés par leur sensibilité aux furanes. L’identification de S. aureus peut étre
réalisée sur quelques tests unitaires : coagulase libre, Dnase, agglutination mettant en évidence la

coagulase liée et la protéine A, résistance a la polymyxine B, fermentation du mannitol.[47][51]
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1.3.1.6.6. Le pouvoir pathogéne:

Son réservoir naturel est I’homme. Staphylococcus aureus est trés fréquent a 1’état commensal
et pathogene. En effet, trés rapidement apres la naissance, il colonise la peau, le tube digestif et
la région périnéale des nouveaux nés. Il est également tres présent au niveau des fosses nasales et

des mains. Mais il peut devenir pathogéne et étre responsable d’infections cutanées:[50].

S. aureus est responsable de trés nombreuses infections qui sont de deux types :
- les infections suppuratives a différents niveaux : peau, tissus mous, muscle, os, tractus
respiratoire, valve cardiaque, tractus urinaire aprés manceuvre instrumentale..., et également
infections sur matériel étranger. Ces infections suppuratives peuvent évoluer vers des états
septicémiques.
- les toxi-infections dues a la synthése de différentes toxines par certaines souches :
TSST1 exotoxine, superantigénique responsable du choc toxique staphylococcique. Devant un
tel choc il est important de rechercher Staphylococcus aureus au niveau cutané .Certaines
souches peuvent étre méticilline R
exfoliatine ou épidermolysine responsable du syndrome de la peau €bouillantée ou syndrome de
Ritter.L.’impétigo et le pemphigus sont des formes mineures localisées du syndrome.
entérotoxines responsables de toxi-infections alimentaires (toxine préformée dans 1’aliment,
incubation trés courte) ou d’entérocolites suite a la sélection d’une souche productrice
d’entérotoxines par 1’antibiothérapie
- leucocidine de Panton-Valentine (LPV), responsable d’infections nécrosantes : Iésions
dermonécrotiques, pneumopathies nécrosantes communautaires chez les sujets jeunes
immunocompétents d’évolution sévere (75% de mortalité). Ces souches productrices de LPV
sont plus fréquemment isolées en Afrique (30% de souches), qu’en Europe (moins de 5%)

Les infections a S. aureus résistantes a la méticilline (SARM) occupent une place
prépondérante dans les infections nosocomiales et font 1’objet aujourd’hui de mesures

standardisées de détection des porteurs et de prévention.[47][26][50].
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I.3.2.Les champignons :

1.3.2.1.Introduction :

Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes filamenteux et immobiles, dont la
structure cellulaire est celle d’une cellule eucaryote classique. Certaines vivent en symbiose avec
des végétaux, d’autres sont Des parasites des végétaux ou des animaux, d’autres enfin sont des
saprophytes se Développant aux dépens de substrats inertes ou en voie de décomposition ;
L’ Aspergillus est un champignon filamenteux (ou moisissure) qui se Développe par un systéme

De filaments ou hyphes présent dans les moisissures,.[60][59]
1.3.2.2. Aspergillus niger:

1.3.2.2.1.Généralité :

L’Aspergillus niger ou l'aspergille noir, est un champignon filamenteux ascomyceéte .De
L’ordre des eurotiales. C'est une des especes les plus communes du genre Aspergillus qui

Apparait sous forme d'une moisissure de couleur noire sur les fruits et Iégumes [60]

L'aspergillus se retrouve dans le sol, les céréales, les aliments et le compost en de composition
.. Certaines especes peuvent étre directement pathogeénes pour ’homme et les animaux en étant
capable d’envahir les tissus vivants et provoquer des aspergilloses responsable de mycoses

pulmonaires; Aspergillus niger responsable d’aspergillose [59]
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1.3.2.2.2. Classification :

Tableau 10 : La classification d ’Aspergillus niger [76]

Régne Mycetes
Embranchement Amastigomycota
Sous-embranchement | Deuteromycotina
Classe Deutoromyceétes
Ordre Moniliales
Famille Moniliaceae
Genre Aspergillus
Espéce Aspergillus niger
1.3.2.2.3.Caractéristiques:

Sous microscopie parait avec tétes conidiennes brun foncé a noires, radiées a I'état jeune puis
se séparant en colonnes plus ou moins bien définies & maturité, et pouvant atteindre un diamétre
de 700 & 800 pum. -Conidiophore lisse, de 1,5 @ 3 mm de long, hyalin ou brunatre dans leur
moitié¢ supérieure. Vésicule globuleuse de 50 a 100 um, supportant deux séries de stérigmates sur
toute sa surface. Phialides 7-9,5 x 3-4 um formées sur des mutules généralement brunes 20-30 x
5-6 um, fréquemment septes. -Conidies brunes globuleuses et ornementées (échenillées a treés

verruqueuses), 3,5-5 pm.les caractéres Morphologique (figurel5).[60]

figurel5: Aspect microscopique et macroscopique d Aspergillus niger [77]
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1.3.2.2.4.Caracteéres culturaux:

La culture permet ’identification précise du genre et de 1’espece du champignon. Elle est
réalisée sur milieu fongique spécifique coulé dans une boite de Pétri ou en tube. Les milieux que
I’on utilise classiquement sont ceux de Sabouraud Dextrose Agar. On peut y ajouter des
antibiotiques comme le chloramphénicol ou la gentamycine, ce qui permet de limiter les
proliférations bactériennes, surtout pour les prélévements potentiellement multi-contaminés. Par
contre, il faut éviter I’utilisation d’actidione dans le milieu de Sabouraud car elle inhibe la
croissance des Aspergillus . Le milieu de Czapek est ¢galement utilisé, en deuxiéme intention,
car il permet d’étudier la macroscopie et la vitesse de croissance. Enfin le milieu a I’extrait de
malt peut aussi étre utile, notamment car il permet un examen microscopique optimal grace a
l'apparition de fructifications abondantes. Les géloses sont ensuite placées a I’étuve et incubées a
37°C. Les Aspergillus se développent en moyenne en 2 a 5 jours a cette température. L’aspect
macroscopique est ras a poudreux, velouté parfois cotonneux, et de couleur variée selon les

especes [61][62]
1.3.3. Le parasite Tribolium castaneum:

de nombreuses especes d'insectes sont des déprédateurs des céréales et s'attaquent aux divers
stades de croissance de la plante. Ils représentent une contrainte majeure suite aux dégats qu’ils

occasionnent. Les principales especes d’insectes ravageurs sont d’ordre des :
e Orthopteres tel que le criquet pelerin

e Lépidopteres tel que la pyrale de la farine

e Coleopteres tel que le charancon et le tribolium.

e Dipteres tel que les mineuses

e Hemipteres tel que les pucerons et la punaise des verte des céréales.

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a 1’effet de I’argent colloidale sur un
insecte coléoptere qui causent actuellement des dégats considérables au niveau des sillons de

stockage des céréales, il s’agit de I’espece Tribolium castaneum. [63][64]

43

—
| —



CHAPITRE I Synthese bibliographique

1.3.3.1. Généraliteés :

C’est un insecte appartenant a la famille des Ténébrionidae. L’adulte mesure de 3 a 4mm, de
couleur uniformément brun rougeatre, et étroit, allongé, a bord paralleles a pronotum presque

aussi large que les élytres et non rebordé antérieurement.

1.3.3.2. Classification :

Tableau 11:La classification de T.castaneum [63]

Régne Animalia
Embranchement | Arthropoda

Classe Insecta

Ordre Coleoptera

Famille Tenebrionidae
Genre Tribolium

Espéce Tribolium castaneum

1.3.3.3. Cycle de développement :

La longévité de I’insecte est de 2 a 8 mois selon les conditions abiotiques. La femelle dépose
ses ceufs en vrac sur les graines. Les larves sont mobiles et se nourrissent, d'une teinte blanche
avec du jaune et passent par 5 a 11 mues. A la fin du dernier stade larvaire, les larves
s'immobilisent, cessent de se nourrir et se transforment en nymphes blanchatres et immobiles.
L’adulte émerge de la nymphe six jours apres sa formation. C’est une espéce dont I’optimum
thermique se situe entre 32 c° et 33c°, et résiste trés bien aux basses hygrométries. La durée du

cycle dure environ un mois (figure16).[74]
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Le cycle de vie de T. castaneum. Un face a face avec un Tribolium castaneum de type sauvage. B Vue ventrale d'un mdle

sous éclairage sur fond noir. Les yeux blancs (mutant vermillon) permettent une détection sensible des marqueurs oculaires
transgéniques. La taille d'un coléopteére adulte est de 3,5 mm (longueur). C Cycle de vie du Tribolium : les ceufs sont pondus dans
le substrat (farine) et le développement embryonnaire dure 3 jours a 32 °C. Seuls deux stades larvaires sur un nombre variable
(environ 7) sont représentés. La pupa libera permet une inspection visuelle des structures externes facilitant les études
phénotypiques de la métamorphose. Les coléoptéres femelles ont besoin de quelques jours apres l'éclosion pour commencer a
pondre des ceufs, qu'elles continuent pendant 3 a 4 mois (les dessins ne sont pas a l'échelle). Croquis du cycle de vie par

Benjamin Schwarz

Figure 16 : Cycle de développement de Tribolium castaneum [65].
1.3.3.4.Dégats :

Le T. castaneum un insecte cosmopolite, qui affectionne les farines dans lesquelles il creuse
des galeries il leur communique une teinte brunatre et une odeur acre et rend la panification
difficile . Souvent, l'infestation par les triboliums favorise le développement de moisissures, qui

contribuent a réduire considérablement la qualité et la valeur du grain.
1.3.3.5.0rigine et répartition :

Le Tribolium est aujourd’hui tellement cosmopolite et commensal de 1’homme que son

origine est incertaine. Il proviendrait de régions d’Asie méridionale au climat chaud et sec




CHAPITRE I Synthese bibliographique

1.3.3.6. Moyens de lutte :

A T’heure actuelle la lutte chimique est prédominante contre le 7ribolium castaneum par
I’utilisation de la fumigation : C’est le plus utilisé a cause de son grand potentiel sur la gestion
des insectes ravageurs des grains stockés dans la majorité des pays. Son efficacité¢ dépend de

facteur de température, débit de dose, la période d'exposition et sorption de gaz
1.3.3.7.La lutte biologique :

L’utilisation anarchique des pesticides a engagé depuis quelques années des effets néfastes
considérables. Ces effets ont incité les scientifiques a chercher des alternatives de lutte pour
remplacer ces pesticides chimiques par des biopesticides végétaux biodégradables et respectueux

de I’environnement tels que 1’utilisation des huiles essentielles de Ruta chalepensis [63]
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II. Matériel et méthodes :

Le présent travail, porte sur 1’évaluation de I’activité antimicrobienne et insecticide de
I’argent colloidale dans un but de valoriser I’effet inhibiteur face a des agents bactériens
pathogenes pour ’Homme, un agent fongique et enfin face a un insecte. Ce travail a été réalisé¢

au niveau du laboratoire régional de I’hygiéne et de la prévention de la wilaya de Saida,

I1.1. Matériel

I1.1.1. Souches bactériennes

Pour I’évaluation de I’activité antibactérienne, cinq souches bactériennes ont été utilisées a
savoir:  Escherichia  coli  (ATCC  25753), Listeria ~ monocytogenes(27331)
,Enterobacter cloacae(29117), Pseudomonas  aeruginosa(27962) ,  Staphylococcus
aureus(25851). Les souches utilisées ont étés récupérées au prés du Laboratoire N°
(Laboratoire de Microbiologie) de la faculté des sciences de la nature et de la vie, département
Microbiologie Générale, Université de Moulay Tahar Saida. Elles étés conservé dans le milieu
gélose nutritive. Ces espéces bactériennes sont considérées représentatives des germes les plus
courants de contamination bactérienne. Elles possédent aussi différentes résistances qui donnent

une grille d’appréciation finale significative de I’efficacité des NPs d’argent colloidale.

I1.1.2. ’insecte:

L’activité insecticide a été test¢ sur Tribolium castaneum , 1’échantillonnage a été réalisé a
partir du semoule stockés a la maison déja infecter ,une quantités de cette semoule est prélevées
et mises dans un sachets en plastique. Ce dernier est ramené au laboratoire et 1’échantillons est
transféré dans un bocal couvert de tissu de compresse, afin d’offrir un systéme d’aération a la
population d’insectes contenue dans la spéculation et en en méme temps de créer une sorte de
barriere pour éviter que les adultes émergeants quittent 1’élevage aprés maturation..Cet insecte
est considéré comme un ravageur des denrées stockées .I’argent colloidale peut contribuer a la

sécurité alimentaire en testant son activité anti parasitaire dans cette étude.

48

—
| —



CHAPITRE II Matériel et méthodes

I1.1.3. Milieux de culture:
v" Milieu Chapman.

v" Milieu Hektoen.

v" Milieu Sabouraud.

v' Milieu nutritive. (Annexe)

De plus, tout le "nécessaire d’épreuve" (pipettes, micropipettes, boites de Pétri, etc.) pour les

tests bactériologiques ont été utilisés pour la réalisation des activités microbiologiques.
I1.1.4. Appareils:

La réalisation de ce travail a nécessité I'utilisation de plusieurs appareils:
» Microscope optique.
» Autoclave

» TDS meétre. .(Annexe)

I1.1.5. Solvants et réactifs

La liste des solvants et réactifs utilisés est la suivante :
> De l'eau distillée a été utilisé comme solvant.

» Le violet de Gentiane, Lugol, alcool acétone et la fushine pour la coloration de Gram .(annexe

02)
» Eau oxygénée

» Le réactif de I'oxydase

I1.1.6. I‘agent anti microbien

Argent Colloidal Biofloral (20 ppm), 500 ml de Biofloral ultra-pur de qualité
pharmacopée européenne est obtenu par ionisation, une fabrication approuvée depuis

plus de 50 ans.
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I1.2. Méthodologie :
I1.2.1.Etude de I’activité antibactérienne :

I1.2.1.1. Identification des souches bactériennes:

Avant de réalisé¢ I’identification morphologiques et biochimiques des souches bactériennes
par plusieurs examens macroscopique, microscopique coloration de gram ainsi que la galerie Api
20 E, on prépare :

o les boites de pétri :

» Faire fondre les milieux gélosés au bain marie a une température de 95°C jusqu’a
homogénéisation du milieu de culture.

» Coulé a flux laminaire le milieu de culture gélosé (a une température de 44-47°C) dans
les boites de pétri de facon a obtenir une épaisseur de 4mm pour les boites de 90mm
(Figure 17).

» Laisser refroidir et solidifier les milieux en boite sous hote a flux lamellaire avec un
Couvercle ouvert pour éviter la formation de gouttelette d’eau de condensation sur le

couvercle.

Figure 17: préparation des boites de pétri (photo prise au laboratoire).Chabane.f.2023
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e les bactéries a testé :

Les cing souches bactériennes a tester, sont repiquées sur la gélose nutritive (Annexe 1)puis
sur les milieux d’isolement disponibles (Chapman- Hektoen) , les boites sont incubées a 37°C

pendant 18h a 24h.
I1.2.1.1.1. Caractéres morphologiques :
I1.2.1.1.1.a. Examen macroscopique des caractéres culturaux :

L’observation de I’aspect macroscopique des colonies isolées permet d’effectuer une premicre

caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de 1’identification.

D’aprés les ¢éléments d’identifications macroscopiques sont :

° La forme des colonies : punctiforme, irréguliéres,...etc.

o La taille des colonies par la mesures du diamétre : petite ; moyenne ou grande taille...
o La pigmentation : couleur de la colonie...

° L’¢lévation : bossue, convexe, plane...

. L’opacité : opaque, translucides, transparente. ..

° Aspect : lisse, rugueuse, seche...

I1.2.1.1.1.b Examen microscopique :

L’observation de I’aspect microscopique des colonies obtenue est effectuée par I’examen a

I’état frais et la coloration de Gram.
> Examen a ’état frais :

L'état frais est une €tape qui permet de mettre en évidence la forme des bactéries ainsi que le

type de leur mobilité et leur regroupement. L’observation est réalisée comme suit :

v Une petite goutte d’eau distillée stérile est déposée au centre d’une lame stérile.
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v Une partie d’une colonie bactérienne pure est prélevée a I’anse et dissociée dans la
goutte.

v Une lamelle stérile est ensuite appliquée sur la goutte en évitant la formation de bulles
d’air.

v L’observation microscopique est réalisée a 1’objectif X10 puis X40. (figurel8)

Figure 18: Examen a 1’état frais. Chabane £.2023

» Coloration de Gram :

La coloration de Gram est la coloration différentielle microbiologique la plus importante et
la plus largement utilisée, elle permet de différencier les bactéries selon 2 critéres principaux :

leur forme et leur affinité pour les colorants :
. Forme : Paires, Tétrades, Groupes, Chaines, Lancettes...
. Affinité pour les colorants : Gram positif ou Gram négatif

Elle se déroule en plusieurs étapes :

v Inonder le frottis séché a 'air et fixé a la chaleur pendant 1 minute avec le le violet de

gentiane
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v Laver la lame dans un jet doux et indirect d'eau du robinet pendant 2 secondes

v Inondation avec le mordant : iode ou lugol. Attendez 1 minute

v Laver la lame dans un jet doux et indirect d'eau du robinet pendant 2 secondes.

4 Inondation la lame avec agent décolorant. Attendre 15 secondes ou ajouter goutte a

goutte pour faire sortir I’agent de décoloration
v Inondation la lame avec contre-colorant, ‘safranine'. Patienter 30 secondes a 1 minute.

v Laver la lame dans un jet d'eau eau du robinet jusqu'a ce qu'aucune couleur n'apparaisse

dans l'effluent, puis sécher avec du papier absorbant.

4 Observez les résultats de la procédure de coloration sous immersion dans I'huile.

Examiner au microscope, objectif x100

I1.2.1.1.2. Etude des caractéres biochimiques :
I1.2.1.1.2.a. Tests biochimiques classiques :

% Test catalase:

La catalase est une enzyme produite en abondance par les bactéries ayant un métabolisme
respiratoire qui détruit le peroxyde d’hydrogeéne et libére de 1’oxygéne .La technique consiste a
prélever une partie de la colonie et a I’émulsionner dans un tube qui contient une solution d’eau

oxygénée. Le dégagement des bulles de gaz signifie qu’il y’a production de la catalase.
% Test d’oxydase:

Le teste d’oxydase est basé¢ sur une éventuelle production bactérienne d’une enzyme oxydase
intercellulaire en présence d’oxygene atmosphérique et de cytochrome C .Pour déterminer
l'activité de l'oxydase, la colonie récoltée est placées sur le réactif de 1'oxydase. L’apparition
d’une couleur violette signifie que le test est positif et que 1'isolat bactérien posséde I’enzyme

I'oxydase
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I1.2.1.1.2.b. Galerie Api 20 E :
v Principe:

Galerie API est une galerie miniaturisée et standardisée de tests biochimiques, exploitable
avec des bases de données d’identification complétes dont la plus connue est I'api 20" cette
derniére contient 20 mini-chambres (Puits) de test contenant des milieux déshydratés ayant des
compositions chimiquement définies pour chaque test. Ils détectent généralement une activité
enzymatique, principalement liée a la fermentation des glucides ou au catabolisme des protéines

ou des acides aminés par les organismes inoculés.

L'incubation entraine un changement de couleur spontanément ou en ajoutant certains
réactifs. Cette galerie permet d'identifier une centaine de bacilles & Gram négatif, dont la famille
des Enterobacteriacea. Dans le présent travail, la bactérie qui a été identifiées par la galerie AP
20E est Enterobacter cloacae quand a Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, , Staphylococcus n’ont pas subies une identification par galerie biochimique en

raison de la non disponibilité de ces dernieres.
v/ Préparation de la galerie:

La méthode consiste a Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ
Sml d'eau distillée stérile dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide. Ensuite, inscrire
la référence de la souche sur la languette latérale de la boite. Puis Sortir la galerie de son

emballage et déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation [55][56]
v Inoculation de la galerie par la suspension bactérienne:

L’inoculation de chaque tube de la galerie (Figure19-20) est faite par des suspensions
bactériennes standardisées afin d’assurer une interprétation correcte du résultat obtenu. Pour ce

faire, la préparation des suspensions bactériennes ont ét¢ faites de la maniere suivante :

A partir d’une culture jeune de 24 heures, quelques colonies ont été prélevées a 1’aide d’une
anse de platine stérile et introduites dans un tube contenant de 1’eau physiologique stérile a 0.9%.
La suspension bactérienne ainsi obtenue, est bien homogénéisée et est ajustée, a 1’aide d’un
spectrophotomeétre, jusqu’a I’obtention d’une charge bactérienne de 1’ordre de 0,5 Mc Farland
(=1 x108 UFC\ml), équivalente a une densité optique de 0.08 a 0.1. L’ensemencement des

galeries doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de I’inoculum bactérien.

( 1
L °>* )
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L’incubation est réalisée a 36°C pendant 24 heures. Les résultats sont reportés sur les fiches des

résultats appropriées, et interprétés par I’application d’Api Web.

v Pour les caractéres soulignés ADH, LDC, ODC, H2S, URE, ensemencer le tubule par la

suspension et la cupule par I’huile de vaseline stérile.

v/ Pour les caractéres encadrés VP, CIT, Gel, ensemencer le tubule et la cupule par la

suspension.

v Pour les caracteres non encadrés, non soulignés ensemencer uniquement le tubule par la

suspension

_ Ui
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Figure 20:Inoculation de la galerie par la suspension bactérienne Chabane.f.2023
I1.2.1.2 - Mise en évidence de l'activité antibactérienne de |l argent colloidale :

L’évaluation de I’activité antibactérienne de 1 argent colloidale vis-a-vis des souches testées
consiste a rechercher la sensibilité de ces derniers a | agent antimicrobien en question. Ce test est

réalisé par la méthode de diffusion sur gélose. Pour ce faire, différentes étapes ont été suivies a
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savoir : la préparation des différentes concentrations d argent colloidale, la préparation de

I’inoculum bactérien, et enfin le test d’activité biologique vis-a-vis des bactéries pathogeénes.
. Préparation des dilutions d argent colloidale:

Pour diluer la solution d argent colloidale "Argent Colloidal Biofloral (20 ppm)", j ai
considéré cette derniére comme solution mere c’est a dire le 100% ; a partir de laquelle

j’ai préparée trois autres concentrations (figure 21)

. La concentration 75% a été obtenue en mélangeant 3ml de la solution mere avec

Iml d’eau distillé .L’équivalent d une solution de 15 ppm.

. La concentration 50% a été obtenue en mélangeant 2ml de la solution mere avec

2ml d eau distillé. L’équivalent d une solution de 10 ppm.

. La concentration 50% a été obtenue en mélangeant 1ml de la solution mere avec

3ml d eau distillé. L’équivalent d une solution de 5 ppm.

Figure 21 : différentes dilutions préparées avec la solution d argent colloidale. Chabane.f.2023
* Préparation de ’inoculum bactérien :

A partir d’une culture fraiche de 24 heures et pour chacune des souches a tester, quelques
colonies ont été prélevées a 1’aide d’une anse de platine stérile. Immerger 1’anse dans de 1’eau

physiologique stérile a 0.9%.
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Bien homogénéiser la suspension bactérienne jusqu’a I’obtention d’une charge bactérienne de

I’ordre de 0,5 Mc Farland (=1 x108 UFC\ml), équivalente a une densité optique de 0.08 2 0.1.
L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui ont suivi la préparation de I’inoculum.
* Test de diffusion sur gélose :

Des écouvillons stériles trempés dans les suspensions bactériennes standardisées (Figure ) ont servis a
ensemencer uniformément toute la surface des boites de Pétri contenants le milieu MH avec des stries

bien serrées afin d’obtenir un tapis bactérien

L’Ensemencement Se fait sur une gélose Muller Hinton par la méthode de Kirbey-Baur, par
écouvillonnage appelée méthode NCCLS (national commette of clinicat laboratory standards).

Ce type d’ensemencement est rapide mais est imprécis.
Dans des conditions stériles imbiber un écouvillon dans la suspension bactérienne.

Ensemencer le milieu de culture de haut en bas avec des stries sériées, I’opération est répétée

trois fois en tournant la boite de pétri de 60°. (figure 22-23). [83]
Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger 1’écouvillon a

chaque fois [8]

Figure22: Des écouvillons stériles trempés dans les suspensions bactériennes standardisées

Chabane.f.2023
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Figure 23:. Plaque de Mueller-Hinton a ensemencer en stries avec 1’écouvillon sur toute la
surface du milieu a trois reprises en faisant tourner la boite de Pétri d’un angle de 60°C apres

chaque application [72]
. Application des disques :

J ai utilisé la méthode de diffusion en milieu solide pour I’activité antibactérienne. De ce fait,
chacun des disques de papier Wattman stérile N ° 3 et de diamétre 6 mm est imprégné par 20 pl de
chaque concentration d argent colloidale (20ppm ,15ppm,10ppm,5ppm) espacés de 24 mm et placé
aseptiquement a la surface du milieu de la boite de pétri(figure 24) Ensuite les boites ont été incubées

dans I’étuve a 37° C pendant 24 heures.

La lecture se fait aprés 24 heures d’incubation, mesurer avec précision les diamétres des zones

d’inhibition a ’aide d’un pied a coulisse métallique [8][57].

58

—
| —



CHAPITRE 11 Matériel et méthodes

Figure24: Application des disques. Chabane.f.2023
I1.2.2.Etude de P’activité insecticide :

L’¢évaluation de DP’activité antiparasitaire de I’argent colloidale sur le vise a rechercher la
sensibilité de ce dernier au Nps de 1’agent antiparasitaire en question. Ce test est réalisé par
contacte directe du parasite avec 1’argent colloidale. Pour ce faire, d.eux étapes ont été suivies a

savoir :la préparation des boites de teste, le prélévement du parasite en question.
I1.2.2.1.Préparation des boites de teste :

J'ai pris des boites pétri dans les quelles j ai mis du papier filtre imbibé entiérement avec de la
solution d’argent colloidale mére (20ppm) pour le teste insecticide 1étal .pour le teste insecticide
repulsif j’ai imbibé la moitié du papier uniquement en séparant la partie séche de la patie

humide du papié par un trait repaire.

11.2.2.2.Placement des des insectes :

> le teste insecticide létal :

ce teste consiste a metre en contacte 1’insecte avec un papié absorbant imbibe de solution
mere d’argent colloidale (20ppm). J ‘ai mis aléatoirement sur le papier 10 Tribolium castaneum
adultes de recoltés a partir de I’élevage réalésé précédemment. Le tout dans une boite pétri

laissé 24h a température ambiante. (figure.25)
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Figure 25 :Placement des des insectes pour le teste insecticide 1étal. Chabane.f.2023

> le teste insecticide répulsif :

ce teste consiste a mettre en contacte I’insecte avec un papi¢ absorbant moiti¢ imbibé de
solution mére d’argent colloidale (20ppm) et moitié sec. J ‘ai mis sur un trait desiné sur le papier
qui separe les deux moitié 10 adultes recoltés a partir de 1’¢levage réalésé précédemment. Le

tout dans une boite pétri laissé 24h a température ambiante (figure 26).

Figure26: Placement des des insectes pour le teste insecticide repulsif. Chabane.f.2023
I1.2.3.Etude de I’activité anti fongique:

Activité antifongique de ’argent colloidale contre Aspergillus niger ( figure 27) a été criblés
sur gélose Sabouraud . en utilisant la macro méthode de dilution en milieu gélosé. Un bloc
d'hyphes (5 mm de diameétre) Aspergillus niger a été inoculé au centre de la plaque Sabouraud
dilu¢ a titre de 10% avec de I’argent colloidale 20ppm dans le premier test et 15ppm dan le
deuxiéme. La plaque inoculée uniquement avec l'agent pathogene a été utilisée comme témoin.

L’activité antifongique a été détectée jusqu'a ce que le mycélium pathogéne
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Couvert toute la plaque dans le groupe témoin a 37 C. Les diamétres de croissance d
Aspergillus niger ont été mesurés en utilisant une méthode croisée. La zone inhibitrice et le
pourcentage d’inhibition de la croissance de champignons ont été calculés a l'aide de la formule

suivante :

Le pourcentage inhibiteur de croissance = [(C - T)/C] 100% ou C et T représentaient des
diamétres de croissance moyens du champignon testé dans les boites de contrdle et traitées
respectivement) [70], le champignon a été gracieusement identifi¢ au niveau du laboratoire de

microbiologie faculté de sciences département biologie Universit¢t MOULAY Tahar.

Figure 27 : Aspect macroscopique Aspergillus niger photo prise au laboratoire.

Chabane.f.2023
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II1. Résultat et discussion :

I11.1- Résultat d’étude bactériologique :

L’aspect macroscopique des souches bactériennes utilisées dans cette étude est représenté
dans les figures ci-dessous (figure 28-29). Le tableau résume les différents caracteres

macroscopiques observés directement sur gélose (tableau 12)

Figure 28 : Aspect macroscopique de Pseudomonas aeruginosa , E.coli et Staphylococcus aureus sur

des milieux sélectifs photo prise au laboratoire. Chabane.f.2023

Figure 29 : Aspect macroscopique d E.coli (A), Listeria monocytogenes(B) ,Enterobacter

cloacae (C) , Pseudomonas aeruginosa,(D) , Staphylococcus aureus(E) sur gélose nutritive,

photo prise au laboratoire. Chabane.f.2023
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Tableau 12 : Caracteres macroscopiques des colonies bactériennes sur gélose.

Temps
Souche bactérienne d’incuba | Observation sur les Milieu de cultures utilisés

tion

-colonies de taille moyenne crémeuse marron , les

colonies sont lisses et a bords réguliers sur GN

Escherichia coli 24h -Grande taille, de couleur jaune a saumon du a la

fermentation d'au moins un des sucres sur milieu

Hektoen.

o Les colonies sont circulaires, d'environ 1 a 1,5 mm de
Listeria monocytogenes 24 h '
diamétre

des colonies lisses, brillantes, bombées et humides de
Enterobacter cloacae 24 h
structures homogenes

-Les colonies sont plates, a bord irrégulier sur GN

Pseudomonas aeruginosa 2%t -Irréguliéres, de couleur verte a marron indiquant
l'absence de glucides fermentation .sur milieu

Hektoen

-Les colonies apparaissent lisses, rondes, bombées

Staphylococcus aureus 24 h -Des colonies luxuriantes, pigmentées, entourées d’une
auréole jaune due a la fermentation du mannitol sur milieu

Chapman
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I11.1.2- Etude microscopique :

* Coloration de Gram :

Apres avoir effectué la coloration on a distingué 2 souches a Gram positif et 3 souches a Gram

négatif (figure 30)
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Figure30 : Aspect microscopiqueE.coli (Gram-), Listeria monocytogenes (Gram +)

,Enterobacter cloacae (Gram-),Pseudomonas aeruginosa, (Gram-) , Staphylococcus

aureus.(Gram+).Chabane.f.2023

Ces constatations a savoir macroscopiques et microscopiques correspondent a celle décrites

dans I’é¢tude bibliographique.
I11.1.3- Etude des caractéres biochimiques :

II1.1.3.1- Tests biochimiques classiques :

e Test de catalase :

Le test catalase a montré que les sinq souches bactériennes ne sont pas capables de produire

cette enzyme « catalase négative »puisque il y’a pas eu un dégagement de bulles d’oxygene.[58]
* Test d’oxydase :

Les résultats ont montré que les quatre souches bactériennes E.coli, Listeria monocytogenes
,Enterobacter cloacae et Staphylococcus aureus. ne possédent pas 1’enzyme oxydase car elles

restent incolores une fois mises en contact avec le réactif d’oxydase, par contre la souche
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Pseudomonas aeruginosa posséde 1’enzyme oxydase car la couleur du réactif change en contacte

avec la bactérie (figure 31) [58].

oo
.. . . il
(A) ®) ©) ®) (E)

Figure 31 : Test d’oxydase(F) négatif : (A) Escherichia coli , (B) Listeria monocytogenes ,(C)

(F)

Enterobacter cloacae, (D) Streptococcus aureus , positf pour (E) Pseudomonas aeruginosa

Chabane.f.2023

I11.1.3.2. Galerie API 20520

Les résultats de galerie Api 20k obtenus apres incubation, sont présentés sur les figures ci-
dessous j’ai peu identifi¢ une seul souche les 4 autre galeries ont tomb¢ dans I’étuve faute de

manipulation (Figure 32-33)

Figure 32: résultat de la Galerie API 20E d Enterobacter cloacae Chabane.f.2023

Figure 33 : résultat d’ApiE20 web d Enterobacter cloacae Chabane.f.2023
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I11.2 .Résultats d’étude de I'activité antibactérienne de I’argent colloidale :

Tableau 13: des résultats de la diffusion sur gélose pour Escherichia coli Chabane.f.2023

les différentes Escherll_chla Diamétre
concentrations d’argent coll de la zone Photo
d’inhibition
colloidale S1 mm
20 ppm 1 9
15ppm 2 8
10ppm 3 7
4
Sppm 6
{ &)
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Tableau 14:des résultats de la diffusion sur gélose pour Listeria monocytogenes Chabane.f.2023

cppr Listeria Diameétre
les différentes !

monocytogenes | de la zone

concentrations d’argent Photo
d’inhibition
colloidale
S2 mm
20 ppm 1 7

15ppm 2 7

10ppm 2 6.5
4

Sppm 6.5
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Tableau 15: des résultats de la diffusion sur gélose pour Enterobacter cloacae Chabane.f.2023

Diamétre d
les différentes Enterobacter | Diametre de
. cloacae la zone
concentrations d’argent Photo
d’inhibition
colloidale
S3 mm
20 ppm 1 15
15ppm 2 11
10ppm 3 8
Sppm 4 7
( ]
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Tableaul6: des résultats de la diffusion sur gélose pour Pseudomonas aeruginosa.

Chabane.f.2023
les différentes Pseudomonas | Diamétre
) aeruginosa de la zone
concentrations d’argent Photo
d’inhibition
colloidale S4
mm
20 ppm 1 10
15ppm 2 9
10ppm 3 8
Sppm 4 8
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Tableau 17: des résultats de la diffusion sur gélose pour Staphylococcus aureus Chabane.f.2023

Staphyl. Diamétre
les différentes apryrococcus !
aureus
. de la zone
concentrations Photo
S5 d’inhibition
d’argent colloidale
mm
20 ppm 1 9
15ppm 2 9
10ppm 3 8
4
Sppm 7
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Tableau 18 : récapitulatif des résultats de [D’activité antibactérienne des différentes

concentrations d’argent colloidale Chabane.f.2023.

les différentes concentrations d’argent colloidale

Les souches testées 20ppm 15ppm 10ppm Sppm

Diamétre de la zone d’inhibition mm

E.coli 9 8 7 6
Listeria monocytogenes 7 7 6.5 6.5
Enterobacter cloacae 15 11 8 7
Pseudomonas aeruginosa 10 9 8 8
Staphylococcus aureus 9 9 8 7

Les résultats de la technique de la diffusion sur gélose ont montrés des diameétres des zones
d’inhibition qui ne révelent pas une activité antibactérienne nette des NPs d’argent sur toutes les
souches testées (Tableau 13,14,15,16,17) . Ceci indique que les souches étudiées sont résistantes

a I’argent colloidale avec ses différentes concentrations a savoir 20ppm 15ppm ,10ppm et Sppm.

Malgré I’hétérogénéité des bactéries et leur mécanismes de résistances a savoir Gram + et les

bactéries Gram -, les zones d’inhibition sont proches entre elles. (Tableau 18)

Les résultats de ce présent travail peuvent étre expliqués par 1’insuffisance de la concentration
des NPs d’argent dans notre solution colloidale ou bien, par la mauvaise diffusion des NPs d

argent, ou encore par 1’¢lévation de la charge bactérienne ensemencée.

On peut suggérer une autre explication talque le diamétre des pores du papier filtre utilisé qui

sont de I’ordre de microns alors que les NPs utilisés sont de taille inferieur a 100 nm.
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Par contre les résultats d’autre études réalise par Lori L. Daane, Ph.D ( 2003-2004). sur I'effet
d’argent colloidale (20 ppm) en utilisant 2 concentrations (1 et 10 %) sur la survie bactérienne d
Escherichia coli 3 ~106 cellules ml-! , Pseudomonas aeruginosa a 2,0 x 106 cellules ml-' et
Staphylococcus aureus a 1,2 x 106 cellules ml-' montrent que celui-ci a un impact négatif sur la
survie des trois souches lorsqu'ils est utilisés a 1 et 10% ; Plus précisément, les deux
concentrations ont réussi a réduire le nombre de cellules en dessous du niveau de détection dans
les 24 heures. cela peut étre expliqué par la probable efficacité du mécanisme d’inhibition des
Nps d’argent misent en contacte avec les bactéries dans le milieu liquide qui c’est avérer mois
sur milieux solide sur lequel les Nps d argent sont portés par des disques, ces derniers peut limité

leur action et leur liberté d’accés au bactéries Vu leur taille inferieur a 100nm.
I11.3. Résultats d’étude de P’activité insecticide de ’argent colloidale:

Apres 24 h j’ai trouvé tout les adultes de Tribolium castaneum misent en contacte avec de
I’argent colloidale (20ppm) vivants c’est a dire ;il ya pas eu d’activité 1étale des Nps d’argent
sur le parasite (figure34). Tandis que le teste répulsif a montré une activité¢ de 80% avec 8
adultes répulsés vers le coté sec du papier absorbant, deux adultes seulement sont trouvés dans

le coté humide (imbibé de solution d’argent colloidale 20ppm) (figure 35).

Figure 34: résultat du teste insecticide repulsif Chabane.f.2023
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Figure 35: résultat du teste insecticide 1étal Chabane.f.2023

I11.4. Résultats d’étude de P’activité antifongique de 1 argent colloidale :

La macro méthode de dilution en milieu gélosé a titre de 10% par la solution d AC 20ppm et
15ppm pour le test antifongique a montré une activité antifongique de I’argent colloidale

contre Aspergillus niger apres cinq jours d’incubation. (Tableau 19) (figur 36)
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C

Figure 36: gros plan de trois plaques représentatives. Notez que 20 ppm (B) ont inhibé 33% la

croissance fongique tandis que 15 ppm (C) inhibaient environ 26 % de croissance par rapport au

contrdle sans produit (A) Chabane.f.2023

Tableau 19: Résultats d’étude de 1’activité anti fongique de 1’argent colloidale sur Aspergillus

niger .Chabane.f.2023

milieu Sabouraud dilué avec 10% d AC

milieu Sabouraud

d'inhibition

(témoin)
Concentration d AC 20ppm 15ppm /
Les diametres de
croissance d 6 6.6 9
Aspergillus niger mm
Les pourcentages
33% 26% 00%

Concernant l'activité antifongique, nos résultats ont montré que parmi les concentrations d AC

testées, celle de 20ppm était la plus actives par rapport a la concentration del5Sppm
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Ces résultats sont intéressants car nous traitons avec une faible concentration par conséquent
si on augmente la les concentrations d AC testées on aura de meilleures résultats d activités
anti fongique comme celles réalisés par Lori L. Daane, Ph.D (2004) en testant I’AC ( 75ppm)
avec une inhibition de croissance fongique dans la zone de pulvérisation concentrée (28
pulvérisations de 3,64 ml d’AC) (figure 37) , par contre on a eu des résultats similaires avec la

concentration 20ppm d’AC.
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Conclusion :

Les études menées, les résultats et constats obtenus placent l'argent comme une perspective
d'avenir prometteuse en tant qu'agent antimicrobien de relais devant 1'échec thérapeutique des
agents de synthese classique face a la résistance microbienne spécialement bactérienne. Les

faits scientifiques sont indéniables et encourageants.[5]

L'activit¢ antimicrobienne de ’argent colloidale a ét¢ comparée avec d’autres études. Les
solutions de NPs ont été utilisées a différentes concentrations (20ppm,15ppm,10ppm,Sppm),
testée sur cinq souches bactériennes Escherichia coli, Listeria monocytogenes ,Enterobacter,
Pseudomonas aeruginosa, , Staphylococcus aureus par la méthode de diffusion sur gélose qui
consiste a l'application directe des NPS sur les colonies de ces souches. Cette méthode nous a
permis d’observer 1’effet de chacune des concentrations testées par la présence ou I’absence de la

zone d’inhibition, les résultats on révélés une absence d’activités antibactérienne.

Le test antifongique avec la macro méthode de dilution a titre de 10% en milieu gélosé par
la solution d’AC (20ppm et 15ppm) a montré son activité antifongique (33% et 26%). contre
Aspergillus niger .

La concentration de 20ppm d’AC a donné un effet répulsif de 1’ordre de 80% sur Tribolium

castaneum mais pas d’effet 1étal.

Ce travail pourrait alors étre un nouveau pas dans la découverte de nouvelles alternatives dans
la Iutte contre la résistance microbienne et contribuer ainsi a résoudre cette véritable menace
universelle et encourager d’autres tests sur de nouvelles especes et avec de nouvelles
concentrations. , et pourquoi pas des tests clinique sur ’homme qui seraient d’une grande

importance scientifique pour le domaine de la recherche et de la vie humaine,

Cette dernier négligé par les laboratoires qui devraient normalement prendre le relais des
études entamés car il ne semble pas convaincus ni intéressées d'investir sur un ¢lément naturel

qui ne serait pas économiquement rentable.
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Annexe

Annexe
1. Milieu Muller Hinton (MH):

La gélose Mueller-Hinton est un milieu standardisé recommandé pour 1’étude de la
sensiblité aux antibiotiques des bactéries peu exigeantes. Pour les bactéries exigeantes,
comme, par exemple, les Streptococcus, les Haemophilus, Neisseria meningitidis, on utilise
une gélose MH-F. La gélose MH-F est une gélose MH enrichie avec du sang défibriné de

cheval et du B-NAD (facteur V des Haemophilus).

Hydrolysat acide de caséine (peptone) : i 17 g |

Amidon : 15¢g

Eau distillée :

2.1. Gélose Sabouraud :

La gélose Sabouraud est un milieu recommandé pour la culture des champignons. La

composition chimique théorique de ce milieu en g/L d’eau purifiée est :

I Peptone de viande (bovin ou porcin) : I I
i Extrait de malt : i ’
::

Agar
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Annexe

La présence de trois peptones et du glucose, ainsi que le pH acide du milieu favorisent la
croissance des levures et des moisissures (Delarras, 2007).

oun

G¢élose nutritive ou gélose nutritive ordinaire (GNO) ou encore gélose ordinaire, est un
milieu d’isolement non-sélectif dont la composition chimique théorique en g/L d’eau purifiée

est: 10

Peptone

10
e ——————
7.2

PH autoclaver 20min a 120°C (Guiraud) :

La préparation du bouillon nutritif est la méme, sauf qu’il n’ya pas I’ajout de I’agar

2.2. Gélose Hektoen :

Lactose : critére de différenciation : 12 g

agar : 14 g
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Annexe

3. Colorants:
3.1. Violet de Gentiane :

Colorant utilisé pour la coloration de Gram, sa composition chimique par 100ml d’eau

distillée est la suivante :

Iodure de potassium :
Eau distillée (Guiraud, 1998) : 300 mg

3.1. Fuchsine :

Fuchsine basique :

Alcool éthylique a 90° :

[ __om |
[_oom ]

| Eau distillée (Guiraud, 1998) :
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Photos de PPM métre et de la prise de mesure de la concentration de | AC .Chabane £.2023
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