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Abstract

In response to the alarming rise of multidrug-resistant bacteria and the growing complexity of
healthcare-associated infections, this study explores an innovative and eco-friendly approach
to combating resistant pathogens. It focuses on the biological synthesis of metallic
nanoparticles—silver (AgNPs), zinc (ZnNPs), and copper (CuNPs)—using Gram-negative

bacterial isolates collected from a hospital environment.

Bacterial strains were first screened for their ability to form biofilms, a key virulence factor
that enhances antibiotic resistance and persistence on medical devices. The most potent
biofilm-forming isolates were selected for nanoparticle biosynthesis, leveraging their

metabolic capabilities to reduce metal ions into nanoscale particles.

The synthesized nanoparticles were characterized using advanced physicochemical
techniques, including UV-Visible spectrophotometry (UV-Vis), Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR), and Dynamic Light Scattering (DLS), allowing the evaluation of their

optical properties, functional groups, and size distribution.

The results showed that biosynthesized silver nanoparticles demonstrated the most significant
antibacterial and antibiofilm activity. These nanoparticles exhibited smaller size, greater
homogeneity, and higher yield compared to their zinc and copper counterparts. Their
improved performance is likely attributed to their increased surface area and stability, which

enhance interaction with bacterial cells and disrupt biofilm structures.

This study highlights the strong potential of biologically synthesized metallic nanoparticles as
a sustainable, effective, and environmentally friendly alternative to conventional antimicrobial
strategies, particularly in the prevention of healthcare-associated infections and contamination

linked to medical devices and hospital surfaces.

Keywords: Biofilm, Gram-negative bacteria, Medical devices, Nanoparticles.
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Résumé

Face a la montée inquiétante des bactéries multirésistantes aux antibiotiques et a la complexité
croissante des infections associées aux soins, cette étude propose une approche innovante et
¢cologique pour lutter contre ces pathogénes. Elle s’intéresse a la biosynthése de
nanoparticules métalliques — argent (AgNPs), zinc (ZnNPs) et cuivre (CuNPs) — a partir de

souches bactériennes a Gram négatif isolées dans un milieu hospitalier.

Les souches bactériennes ont d’abord été sélectionnées sur la base de leur capacité a former
des biofilms, un facteur clé de virulence favorisant la résistance aux traitements et la
persistance sur les dispositifs médicaux. Les isolats les plus performants dans la formation de
biofilm ont été utilisés pour la biosyntheése des nanoparticules, exploitant leur potentiel

métabolique pour réduire les ions métalliques en particules a 1’échelle nanométrique.

Les nanoparticules obtenues ont été caractérisées par des techniques physico-chimiques
avancées telles que la spectroscopie UV-Visible (UV-Vis), la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR), et la diffusion dynamique de la lumiéere (DLS), permettant de

déterminer leurs propriétés optiques, leurs groupes fonctionnels et leur répartition en taille.

Les résultats ont montré que les nanoparticules d'argent synthétisées biologiquement
présentaient la plus forte activité antibactérienne et antibiofilm. Elles se distinguaient par leur
petite taille, leur homogénéité marquée et un rendement supérieur, des caractéristiques qui
renforcent leur interaction avec les cellules bactériennes et leur capacité a perturber la

structure des biofilms.

Cette ¢tude met en évidence le fort potentiel des nanoparticules biosynthétisées comme
alternative durable, respectueuse de I’environnement et efficace pour combattre les
pathogenes hospitaliers résistants, en particulier dans le cadre de la prévention des infections

associées aux soins et des contaminations liées aux dispositifs médicaux.

Mots clés : Biofilm, Bactéries a Gram négatif, Dispositifs médicaux, Nanoparticules
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es infections associées aux soins, contractees au sein méme des établissements

de soins, représentent aujourd’hui un probléme de santé publique a 1’échelle

mondiale. Leur impact est particulierement préoccupant en raison de la
prolifération de souches bactériennes multirésistantes, dont la prise en charge devient de plus
en plus complexe. Ces bactéries, notamment a Gram négatif, présentent une capacité
remarquable & former des biofilms (Roy et al., 2022). Structures protectrices qui leur
permettent de survivre sur les surfaces inertes et d’échapper a 1’action des antibiotiques. Cette
situation compromet sérieusement I’efficacité des traitements conventionnels et accroit le
risque de complications chez les patients hospitalisés. Face a cette impasse thérapeutique,
I’exploration de nouvelles alternatives antimicrobiennes s’avére indispensable. Parmi les
approches innovantes, I’utilisation de nanoparticules métalliques suscite un intérét croissant,
en particulier lorsqu’elles sont obtenues par des méthodes biologiques dites « vertes ». Ces
nanoparticules, en raison de leur petite taille, de leur grande surface spécifique et de leurs
propriétés physico-chimiques particuliéres, possedent une activité antimicrobienne et
antibiofilm prometteuse (Kaushal et al., 2024).

Le présent travail s’inscrit dans cette dynamique et a pour objectif d’étudier I’efficacité
de nanoparticules d’argent, de zinc et de cuivre biosynthétisées par des souches bactériennes
sur des isolats hospitaliers a Gram négatif, prélevés sur des surfaces contaminées. Ce mémoire
s’intéresse aussi bien aux aspects de synthese, de caractérisation qu’a [Dactivité
antibactérienne de ces nanomatériaux, dans une optique de lutte contre les infections associées

aux soins.
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Chapitre I : Généralités Sur Les infections Associées aux soins

1. Le défi mondial des infections associees aux soins et de la résistance aux

antimicrobiens

L'incidence des infections associées aux soins (ISA) varie considérablement a travers le
monde. En 2019 ,environ 5 millions de décés ont été attribués a des infections associées a la
résistance aux antimicrobiens, une part significative étant d'origine nosocomiale (OMS.,
2024) Dans les pays occidentaux, on estime que 5 a 10 % de 100 patients admis contractent
une infection nosocomiale. Ce taux peut grimper jusqu'a 25 % ou plus dans les pays en
développement, ou les ressources et les infrastructures sont souvent plus limitées (Wenzel et
al., 2008). Les données rapportées par 1'Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) (figure 1)
illustrent également des disparités régionales significatives dans la fréquence de ces

infections, reflétant des différences dans les pratiques de surveillance, d'hygiéne et de
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Figure 1: Taux de prévalence des infections associées aux soins (OMS, 2024)



CHAPITRE 1 Généralité Sur Les Infections Associées aux soins

2. Définition et importance en santé publique

La santé est une priorité élevée pour toute société et les infections restent une des
principales causes des maladies. De telles ces infections acquises entrainent une morbidité ,
une mortalité et un fardeau économique importants dans le monde (Aguilera et Lenz, 2020).

Les infections associées aux soins définies comme des infections acquises par un patient
au cours de son séjour a I'hopital alors qu'elles n'étaient ni présentes ni en incubation a son
admission, dessinent un fléau pour les systémes de santé mondiaux (OMS, 2024) représentent
aujourd'hui un défi majeur pour les systeémes de santé dans le monde entier, notamment en
raison de l'augmentation alarmante de la résistance bactérienne aux antimicrobiens
conventionnels, qui transforme des infections autrefois traitables en menaces mortelles
(Ezzariga et al., 2025). Ces infections sont fréquemment liées a la contamination de
dispositifs médicaux, d'implants et de cathéters, qui servent de sites privilégiés pour la
colonisation bactérienne.

3. Impact Clinique et Economique

Le fardeau des infections associées aux soins est double. Sur le plan clinique, elles
aggravent 1'état du patient, augmentent la morbidité et compromettent le pronostic vital, et ce,
malgré les progres constants de la médecine moderne.

Sur le plan économique, ce fardeau se traduit par une pression intense sur les ressources
hospitalieres. Chaque infection entraine un allongement de la durée de séjour et une flambée
des coiits de soins. A titre d'exemple, une étude américaine a chiffré cet impact a un codt
additionnel moyen de 10 375 dollars et trois jours dhospitalisation supplémentaires par
patient (Xiong et al., 2023).

En Algérie, les IN représentent une source majeure de préoccupation en raison des
insuffisances en matiere d’hygiéne et du non-respect des protocoles de prévention (Bellifa et
al., 2024). En milieu hospitalier, les surfaces telles que les tables, Les appareilles, les poignées
de porte ou les équipements médicaux deviennent des réservoirs de bactéries, souvent a Gram
négatif, capables de persister et de se multiplier grace a la formation de biofilms (Bouhrour
et al., 2024).

4. La prévention et le contrdle des infections associées aux soins
La prévention des infections dans les structures de soins primaires sont essentiels pour
protéger les patients et le personnel soignant contre les infections associées aux soins de sant€.

Plusieurs mesures de prévention sont considérées comme importantes dans les soins
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primaires, confirmer lors d'une étude systématique (2011-2022) (Gozdzielewska et al.,
2024).

Par exemple, le port de masques médicaux ou FFP2 semble avoir peu d’effet sur la
réduction de la grippe, tandis que les interventions ciblées contre la tuberculose — combinant
dépistage, masques et ventilation ont permis de diminuer 1’incidence chez les soignants
l'utilisation des gants non stériles sont aussi efficaces que les gants stériles pour de petites
interventions, et que 1’antibioprophylaxie peut réduire les infections postopératoires, bien que
sans signification statistique claire.

Cependant, la seule mesure dont 1’efficacité est solidement démontrée est I’hygiéne des
mains (Nothias, 2011). Selon ’OMS, une adhésion stricte aux protocoles de friction hydro-
alcoolique permettrait de réduire jusqu’a 70 % des infections associées aux soins (HAI), avec
un retour sur investissement de 7 a 16 dollars économisés pour chaque dollar dépensé [Guest
et al., 2019; Salinas-Escudero et al., 2023; World Hand Hygiene Day, 2025].

En outre, la mise en place de systémes automatisés de rappel a I’hygi¢ne a entrainé une
réduction de plus de 40 % des infections associées aux dispositifs médicaux, comme les
pneumonies liées a la ventilation et les bactériémies associées aux cathéters (Didier, 2025).
Parmi les autres mesures fréquemment recommandées figurent la formation continue du
personnel, le nettoyage et la désinfection des surfaces, la gestion des équipements et des
déchets, 1’usage appropri¢ des équipements de protection individuelle (EPI), ainsi que la
qualité¢ de I’eau et les installations sanitaires. Bien que leur impact n’ait pas toujours été
formellement évalué en soins de premier recours, ces pratiques constituent les fondements des

protocoles de prévention investis par les autorités sanitaires (Gozdzielewska et al., 2024).
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Chapitre II : Le Biofilm Bactérien

Le biofilm, loin d'étre de simples cellules isolées et planctoniques, la grande majorité
des bactéries dans la nature s'organisent en communautés complexes et fonctionnelles,
véritables citadelles microbiennes leur conférant une protection et une résilience
exceptionnelles.

Selon Stoodley et Costerton, les biofilms sont des communautés microbiennes
structurées et complexes, capables d’adhérer aux surfaces (biotique ou abiotique) et
enveloppées dans une matrice de substances polymériques extracellulaires (EPS)
autoproduite. Ils forment une matrice tridimensionnelle, souvent composée de communautés
polymicrobiennes, qui tirent avantage de cette organisation en termes de protection, de
cohésion et de résistance (Costerton et al., 1994; stoodly et al., 1994).

Les EPS représentent environ 90 % du volume total d’un biofilm, tandis que les
cellules bactériennes n’en constituent qu’une faible proportion. Les biofilms adoptent
généralement des structures en forme de tige ou de colonnes, caractéristiques de leur
organisation interne (Zhao et al., 2023).

1. Le cycle de vie du biofilm

La formation d'un biofilm n'est pas un événement statique mais un processus de
développement cyclique et finement régulé, généralement décomposé en plusieurs étapes clés
(Zhao et al., 2023).

1.1. L’adhésion initiale : point de départ de la colonisation

La formation d’un biofilm débute par ’adhésion réversible des bactéries a une surface
biotique ou abiotique. Cette étape est facilitée par des forces physiques faibles telles que les
interactions hydrophobes, électrostatiques et de Van Der Waals. A ce stade, les bactéries sont
encore mobiles et peuvent se détacher facilement. Le microenvironnement, comme la rugosité
de la surface, la présence de nutriments ou de fluides biologiques (sang, mucus), influence
fortement cette adhésion primaire (Zhao et al., 2023).

1.2. I’adhésion irréversible et le début de la matrice

Une fois la surface colonisée, certaines bactéries passent a une adhésion irréversible,
marquant un engagement définitif envers la surface. Ce changement est déclenché par
I’expression de geénes spécifiques codant pour des structures d’ancrage comme les pili, les
adhésines, ou les fimbrias. Simultanément, les bactéries commencent a produire une matrice
extracellulaire polymérique (EPS), composée de polysaccharides, protéines, lipides et acides

nucléiques, qui sert de squelette protecteur et structural au futur biofilm (Zhao et al., 2023).
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1.3. La maturation : développement d’une architecture complexe
Dans les ¢étapes de maturation, le biofilm se développe en une structure
tridimensionnelle hautement organisée. Des microcolonies se forment, des agrégats cellulaires
en plusieurs couches entourées par I’EPS, avec ’apparition de canaux aqueux permettant
I’échange de nutriments, d’oxygene et de signaux chimiques. Cette architecture dynamique
favorise la communication intercellulaire via le quorum sensing, mécanisme qui régule
collectivement 1’expression de geénes impliqués dans la croissance, la virulence et la
résistance. Le biofilm atteint a ce stade une résilience optimale (Zhao et al., 2023).
1.4. La dispersion : dissémination et colonisation de nouveaux sites
Enfin, dans des conditions spécifiques (manque de nutriments, stress environnemental,
signaux internes), Des cellules se détachent du biofilm mature, soit individuellement, soit en
agrégats, pour retourner a l'état planctonique. Ces cellules peuvent alors coloniser de
nouvelles surfaces (figure 2) . Cette étape joue un role clé dans la propagation des infections
chroniques et explique la persistance de certaines pathologies malgré les traitements (Zhao et

al., 2023).
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Figure 2:Le processus de formation du biofilm ( AHV France, 2021).
2. Principaux Agents Pathogenes formatrice de biofilm

Parmi les principaux agents pathogénes impliqués dans les infections associées aux
soins, les bacilles a Gram négatif occupent une place prépondérante. Des especes telles gue
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae...etc (figure 3), sont
fréquemment isolées dans ce contexte, notamment en milieu hospitalier (Tacconelli et al.,
2019).

Une caractéristique déterminante de ces bactéries réside dans leur aptitude a former

des biofilms, structures complexes leur conférant une protection accrue contre les agents
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antimicrobiens et les mécanismes de défense de I’hote. Cette propriété rend leur éradication

particulierement ardue et contribue a la persistance des infections (Bouhrour et al., 2024).
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Figure 3:Nombre des décés mondiaux attribuables & la résistance aux antimicrobiens en 2019
(OMS, 2024)

2.1. Klebsiella pneumoniae

Est une bactérie a Gram négatif appartenant a la famille des Enterobacteriaceae. Elle peut
coloniser diverses zones du corps humain, telles que le nasopharynx, la muqueuse intestinale
ou encore la peau, ou elle fait partie du microbiote normal. Toutefois, cette bactérie est
¢galement capable de provoquer une grande variété d'infections, notamment des septicémies,
des infections respiratoires et des infections des voies urinaires (Phuengmaung et al., 2024).

2.2. Enterobacter cloacae complexe

Parmi les autres bactéries opportunistes préoccupantes figure également le complexe
Enterobacter cloacae, largement répandu dans I’environnement. On le retrouve notamment
dans le sol, les eaux usées ainsi que dans le tractus gastro-intestinal humain. Ce complexe
bactérien est reconnu comme un agent pathogéne opportuniste fréquent en milieu hospitalier,
impliqué dans de nombreuses infections associées aux soins telles que la septicémie, la
pneumonie, les infections des voies urinaires ou encore la péritonite postopératoire (Liu et al.,

2022).
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2.3. Escherichia coli

E. coli est I’organisme microscopique le plus étudié, et I'un des agents pathogenes les plus
importants chez ’homme. Il est ainsi, la principale cause d’infections du sang et des voies
urinaires parmi les bactéries a Gram négatif. De plus, E. coli est fréquemment retrouvé dans le
tractus génital féminin, provoquant une colonisation vaginale et ou endocervicale ainsi que
diverses complications chez la femme enceinte, telles que les infections intra-amniotiques et
puerpérales, et les infections néonatales, notamment la septicémie néonatale précoce et tardive
(Vila et al., 2016).

3. La resistance aux antibiotiques

Les bactéries multirésistantes représentent aujourd’hui une menace majeure pour la
santé humaine et animale a 1’échelle mondiale. Toutefois, leur résistance aux antibiotiques ne
constitue qu’un aspect partiel de 1’échec thérapeutique observé face aux infections
bactériennes. Une autre stratégie adaptative clé mise en ceuvre par ces micro-organismes
réside dans leur capacité a former des biofilms (Uruén et al., 2020).

La structure en biofilm confére aux bactéries une tolérance et une résistance aux
antibiotiques qui peuvent étre jusqu'a 1000 fois supérieures a celles des mémes bactéries a
I'état planctonique (Liu et al., 2024). Cette protection remarquable est due a une matrice qui
agit comme une barriere physique, limitant la diffusion des antibiotiques et empéchant ainsi
I’atteinte de concentrations bactéricides efficaces au sein de la totalité de la communauté
bactérienne. Par ailleurs, les gradients de nutriments et d’oxygene qui s’y établissent
entrainent une hétérogénéité métabolique entre les cellules, favorisant I’émergence de cellules
tolérantes ou persistantes, capables de survivre malgré les traitements (Nasrollahian et al.,
2024; Yang et al., 2023).

De plus, plusieurs mécanismes intrinséques renforcent cette résistance : I’activation de
pompes d’efflux dans certaines zones du biofilm, I’augmentation du taux de mutations, ainsi
que la promotion du transfert horizontal de genes grace a la forte densité cellulaire et a la

présence d’ADN extracellulaire....etc (Nasrollahian et al., 2024; Oliveira et al., 2024).
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4. Moyens de lutte contre les biofilms

Face a la résistance ¢élevée des bactéries en biofilm, I'utilisation d’antibiotiques reste
une stratégie classique bien que partiellement efficace. En effet, les bactéries incluses dans
les biofilms présentent une tolérance significativement accrue aux traitements antibiotiques,
ce qui nécessite des concentrations beaucoup plus €levées pour obtenir un effet bactéricide
(Almatroudi, 2025). 1’éradication compléte des biofilms par les seuls antibiotiques demeure
souvent difficile, incitant & 1’exploration de nouvelles alternatives thérapeutiques (Lin et al.,
2024).

Parmi les stratégies physiques et chimiques visant a empécher la formation de
biofilms, l'utilisation de polyméres hydrophiles constitue une approche prometteuse. Des
matériaux comme le polyéthyléne glycol (PEG) sont capables de créer des surfaces anti-
adhésives, limitant ainsi 1’ancrage initial des bactéries (Zermefo-Pérez et al., 2024). En
réduisant I’interaction cellule-surface, ces matériaux empéchent 1’établissement des premicres
¢tapes du biofilm, rendant les surfaces biomédicales moins vulnérables aux contaminations
microbiennes. Par ailleurs, certains revétements polymériques sont congus pour libérer
progressivement des agents antimicrobiens, renfor¢ant leur efficacité (Kang et al., 2023). Les
antiseptiques et désinfectants continuent d’étre utilisés dans les environnements hospitaliers
pour prévenir la colonisation bactérienne sur les surfaces et dispositifs médicaux, notamment
afin d’éviter la formation de biofilms. Toutefois, leur efficacité est souvent compromise
lorsqu’ils sont appliqués sur des biofilms matures. Ainsi, ces méthodes sont plus appropriées
dans une optique de prévention que de traitement curatif (Dancer, 2022; Kang et al., 2023).

Enfin, les approches émergentes mettent en avant [’utilisation des peptides
antimicrobiens et des nanoparticules. Les peptides antimicrobiens, incorporés dans des
matériaux ou appliqués localement, présentent une activité contre les biofilms par leur
capacité a perturber les membranes bactériennes (Grooters et al., 2024). 1l est essentiel
d’évaluer la formation de biofilm en réponse a des contraintes externes, afin de mieux
comprendre leur impact, de contrdler efficacement cette formation et de développer de
nouvelles stratégies de lutte contre les biofilms bactériens (Bellifa et al., 2020). De leur coté,
les nanoparticules, offrent des solutions innovantes grace a leur petite taille, leur capacité de
pénétration dans la matrice du biofilm, et leur activité antimicrobienne ciblée et peuvent
¢galement étre congus pour répondre a des stimuli environnementaux spécifiques, optimisant

ainsi la libération des agents actifs au sein du biofilm (Kang et al., 2023).
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Chapitre I1I : Les Nanoparticules, Une Approche Emergente
1. Introduction a la science moderne Nanoscience et Nanotechnologie

Le terme « nano » est utilisé pour désigner 1'échelle du nanométre (un milliardieme de
meétre), et plus largement pour les dimensions submicroniques, comme mentionné dans le
rapport du CNRS (Launois et al., 2004).

La nanoscience étudie les propriétés physicochimiques particuliéres de la matiére a
I'échelle nanométrique, qui différent souvent de celles observées a I'échelle macroscopique.
Mettant en évidence les effets spécifiques liés a la taille des matériaux solides (Mulvaney,
2015). Parallelement, Le Comité des médicaments a usage humain (CHMP) de 1'Agence
européenne des médicaments (EMEA) définit la nanotechnologie comme la conception et
l'application de structures et de systémes des nanostructures environ entre 0,2 a 100 nm
(Gaffet, 2017).

Introduite par le professeur Norio Taniguchi en 1974, qui a associe la science et
I’ingénierie pour exploiter de nouvelles propriétés physiques, chimiques et biologiques des
matériaux (Talantikit, 2014) et leurs applications dans divers domaines tels que la médecine
(thérapies ciblées, nanovecteurs), 1'énergie (cellules solaires améliorées) et l'environnement
(capteurs de polluants) (Drieets, 2010).

2. Nanoparticule

Au cceur de cette révolution scientifique (figure 4) se trouve les nanoparticules (NPs) qui
ont été utilisées depuis 1'Antiquité, bien avant I’avénement des nanotechnologies modernes
sans comprendre pleinement leurs aspects scientifiques mais leur étude scientifique moderne a
commenc¢ avec la conférence du lauréat du prix Nobel Richard Feynman en 1959,
intitulée "There s Plenty of Room at the Bottom" qui a suggéré la possibilit¢ de manipuler la
maticre a 1’échelle atomique (Feynman, 1960).

Depuis les années 2000, la recherche sur les nanomatériaux s’est intensifiée, menant a
des applications dans les diagnostics médicaux, I’administration ciblée de médicaments et la
lutte contre les bactéries en remplacement ou en complément des antibiotiques traditionnels

(Pardi et al., 2018).
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Figure 4: Evolution des publications scientifiques sur les nanoparticules (1989-2025) - Données
PubMed

Les nanoparticules (NP) sont des structures constituées de centaines a milliers d'atomes,
dont au moins une dimension est inférieure a 100 nm. Selon I’Organisation internationale de
normalisation (ISO), elles sont classées parmi les nano-objets., ayant différentes morphologies
telles qu'amorphes, cristallines, sphériques ou en aiguilles. Résident dans le fait que la plupart
des atomes qui composent la surface (Powers et al., 2007).

Leur intérét repose sur leurs propriétés uniques, notamment leur grande surface
spécifique et leur capacité a interagir avec des structures biologiques a 1’échelle cellulaire
(Nahar et Sarker, 2022).

Cependant, 1'évaluation de leur toxicité potentielle, en particulier sur les micro-
organismes, demeure une priorité. Les recherches étudient les mécanismes (stress oxydatif,
membranes) et I'impact environnemental, soulignant I'évaluation des risques pour un usage

str (Canha et al., 2020; Meng et al., 2021).
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3. Classification des Nanoparticules
Les nanoparticules (NPs) sont classées selon divers critéres tels que leur composition
chimique, leur morphologie, leurs propriétés, leurs applications et leur origine (Chanthima et
al., 2021) .

3.1. Classification par Composition Chimique

La nature chimique des NPs détermine leurs propriétés fondamentales et leurs domaines
d'application. On distingue plusieurs grandes familles, comme illustré dans la figure ci-
dessous.

3.1.1. Nanoparticules inorganiques (iNPs)

Cette vaste catégorie regroupe les particules non constituées de carbone. Elles sont
appréciées pour leur grande stabilité¢ (Eker et al., 2024).On y trouve :

% Les NPs métalliques (or, argent, fer...) et leurs oxydes (ZnO, TiO[]), trés utilisées en

catalyse, imagerie et pour leurs propriétés antimicrobiennes et anticancéreuse (Al et

al., 2021; Shahalaei et al., 2024; Tsuzuki, 2021).

>

R/
*

Les NPs céramiques (hydroxyapatite, silice), valorisées pour leur biocompatibilité

*,

dans les implants et la vectorisation (Ahmed, 2023).

» Les NPs semi-conductrices, comme les points quantiques (quantum dots), dont les

L)

propriétés optiques uniques dépendent de leur taille, sont utilisées en imagerie et en
¢lectronique (Bernier, 2023).
3.1.2. Nanoparticules organiques
Les nanoparticules organiques (oNPs) sont des systémes synthétiques ou naturels
constitués de molécules organiques (les micelles, la ferritine ou encore les nanosystemes a
base d’ADN ...) (figure 5) (Marets, 2024). Principalement composées de carbone, elles sont
généralement biodégradables et trés biocompatibles, ce qui les rend idéales pour les
applications biomédicales (Ealia et Saravanakumar, 2017). Largement utilisés pour
l'encapsulation et la vectorisation de médicaments et leur aptitude a interagir avec les cellules

vivantes mieux que les NPs inorganiques (Eker et al., 2024).
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\\\\\\

Figure 5:Types de nanoparticules organiques : (A) dendrimeéres, (B) liposomes, (C) micelles,
et (D) ferritine (Marets, 2024)

3.1.3. Nanoparticules a base de carbone :

Une classe spécifique incluant les fullerénes, les nanotubes de carbone et le graphéne,
réputés pour leurs propriétés mécaniques et électroniques exceptionnelles (Jayaprakash et
al., 2024).

3.1.4. Nanoparticules composites (hybrides)

Elles combinent plusieurs matériaux (organiques et inorganiques) pour créer des
propriétés synergiques, par exemple pour associer une action antibactérienne a une libération
contrdlée de médicament (Ladj, 2018; Zhang ef al., 2022).

3.2. Classification des nanomatériaux (NM) par dimensionnalité

Les nanomatériaux (NM) peuvent étre classés en fonction de leur nombre de dimensions
dans lesquelles leurs structures sont a I'échelle nanométrique (1-100 nm) (“Nanomaterials,”
2025).

3.2.1. Nanomatériaux Zéro-dimensionnel (0D)
Les trois dimensions sont nanométriques. Exemples : les nanoparticules sphériques, les

points quantiques (Mekuye et Abera, 2023).

3.2.2 Nanomatériaux Unidimensionnel (1D)

Les nanomateriaux 1D possedent une seule dimension qui n'est pas a l'échelle
nanométrique, tandis que les deux autres dimensions sont nanométriques, formant des objets
allongés. Exemples : les nanofils, les nanotubes, les nanofibres (Madkour, 2019).

3.2.3 Nanomatériaux Bidimensionnel (2D)
Une seule dimension est nanométrique, créant des structures en feuillets. Exemple : le

graphene (Saleh, 2020)
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3.2.4 Nanomatériaux Tridimensionnel (3D)
Toutes les dimensions supérieures & 100 nm, mais composés de structures
nanométriques multiples (Figure 6).

Silica nanoparticles Au decoratgd ZnOrods (D)
\ /’ ' ////’ % =7 2
,_/ \ 7 y

,\‘\d

Figure 6: Nanomatériaux de morphologies différentes (Darwish et al., 2024).
3.3 Classification par Origine
Selon leur source on peut distinguer :
3.3.1. Nano-objet d’origine naturelle
Présentent dans 1’environnement ou issues de processus géologiques (éruptions
volcaniques), biologiques ou atmosphériques (Frejafon, 2015)
3.3.2. Nano-objet d’origine anthropogéniques (NPA) :
Résultant de l'activité humaine. Elles peuvent étre :
3.3.2.1. Des nanoparticules non intentionnelles
Sont le résultat sous-produits de combustion (moteurs diesel, centrales) ou de procédés
industriels.
3.3.2.2. Des nanoparticules intentionnelle, synthétiques, artificielle ou
manufacturées
Synthétisées en laboratoire pour des applications spécifiques (médicales, cosmétiques,
¢lectroniques). C'est cette derniere catégorie qui fait 1'objet principal des nanotechnologies.
4. Procédés d’Elaboration des Nanoparticules
La synthése des nanoparticules (NPs) est une étape cruciale qui détermine leurs
propriétés physicochimiques (taille, forme, cristallinité) et, par conséquent, leur
fonctionnalité. Les méthodes de synthese sont traditionnellement classées en deux grandes
stratégies opposées (figure 7) : l'approche descendante (top-down) et I'approche ascendante
(bottom-up). Le choix d'une méthode permet un contrdle plus ou moins précis des
caractéristiques finales des nanomateriaux, influencant directement leur conductivité, leur

activité catalytique ou leur biocompatibilité (Afadjene et Gouamid, 2023)
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Matériau massif
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Figure 7:Les approches de synthése des hanomatériaux (Ealia & Saravanakumar, 2017)

4.1. Approches de synthése
4.1.1. L'approche descendante (fop-down)

L'approche top-down consiste a fragmenter un matériau massif pour obtenir des
particules nanométriques, principalement par des procédés de fragmentation, le plus souvent
mécaniques ou physiques comme le broyage mécanique ou la lithographie (Paramasivam et
al., 2021). Ces techniques sont souvent des inconvénients majeurs : elles sont énergivores,
colteuses, et offrent un controle limité sur I'homogénéité de la taille et de la forme des
particules obtenues, tout en pouvant introduire des impuretés de surface (Farva et al., 2021).

4.1.2 L’approche ascendante (bottom-up)
L’approche bottom-up, la plus utilisée dans la synthése de nanoparticules (NPs)(Saleh, 2020),
inversement, assemble les NPs atome par atome ou molécule par molécule (Muhammad
Adill, 2024). Ces techniques sont particulierement avantageuses car elles sont précises, peu
colteuses et relativement siires pour l'environnement (N. Patil et al., 2021). Cette approche
implique des procédés chimiques et ou biologiques. Cette approche regroupe les méthodes
chimiques (ex : Le sol-gel, le dép6t chimique en phase vapeur (CVD), la pyrolyse) et les
méthodes biologiques les plus couramment utilisées pour la production de nanoparticules

(Ealia et Saravanakumar, 2017).
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4.2. Synthese biologique des nanoparticules (Synthése Verte)

Les méthodes de synthése biologique représentent une alternative écologique et durable
et rentables aux procédés traditionnels souvent colteux et toxiques qui utilisent des
organismes vivants ou leurs extraits [Cescon et al., 2024; Jin et al., 2023]. Elles impliquent
des microorganismes (bactéries, champignons levures), des extraits de plantes, des algues
d'enzymes pour produire des nanoparticules de maniére biocompatible et respectueuse de
I’environnement. Et sont souvent appelées synthese verte (Cescon et al., 2024).

La synthése biologique des nanoparticules repose principalement sur trois facteurs
critiques : le choix des matériaux, le choix d'un agent réducteur et la nature du solvant utilisé
(Ahmad et al., 2024).

a) Synthese par les Bactéries
Les bactéries sont des "usines cellulaires" idéales pour la biosynthése grace a leur
croissance rapide, leur diversité métabolique et leur facilit¢ de manipulation génétique (Pinto
et al., 2024) La synthése peut étre extracellulaire, lorsque les bactéries sécrétent des enzymes
(ex : réductases) qui réduisent les ions métalliques dans le milieu, ou intracellulaire, lorsque
les ions sont absorbés et réduits a l'intéricur de la cellule. La voie extracellulaire est souvent

préférée car elle simplifie la purification des NPs [Jain ez al., 2024; Pinto et al., 2024].

Tableau 1: Exemples de bactéries utilisées pour la synthése de nanoparticules.

Taille
Nanoparticule Mécanisme
Bacteries approximative Référence clé
Synthétisée principal

(nm)
Pseudomonas  Argent (Ag) 20-30 Extracellulaire =~ (Wang, et al.,
fluorescens 2024)
Enterobacter  Oxyde de zinc  Non spécifié Extracellulaire =~ (Huang et al.,
cloacae (ZnO) 2024)
Klebsiella Argent (Ag) 27-44 Non spécifié (Ahmad et al.,
pneumoniae 2024b)
Lactobacillus  Oxyde de zinc ~7 Intracellulaire ~ (Wang, et al.,
sp. (ZnO) 2024)

b) Synthése par les Champignons et Levures : Ces micro-organismes sont également
trés efficaces, notamment en raison de leur capacité a produire de grandes quantités

d'enzymes extracellulaires et leur tolérance élevée aux métaux. Des especes
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comme Aspergillus niger ou la levure Saccharomyces cerevisiae sont couramment
utilisées pour synthétiser diverses NPs (Pinto et al., 2024).

c) Synthése par les Extraits de Plantes : C'est I'une des méthodes vertes les plus
simples et rapides. Les extraits aqueux de plantes (feuilles, racines, fruits) sont riches
en composés phytochimiques (polyphénols, flavonoides, terpénoides) qui agissent a la
fois comme agents réducteurs et stabilisateurs pour former les NPs (Shahzadi et al.,
2025).

d) Synthese par les Algues :Les microalgues et macroalgues sont des sources
prometteuses pour une production a grande échelle. Leurs pigments, protéines et
polysaccharides peuvent efficacement réduire et stabiliser les ions métalliques. Leur
croissance rapide et leur capacité a bioaccumuler les métaux en font des candidats de

choix pour une nanotechnologie durable (Parab et al., 2025) (figure 8).
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Figure 8: La biosynthése des nanoparticules d'argent a l'aide d'enzymes intra- et
extracellulaires(Sandhu et Goel, 2023).

5. Caractérisation des Nanoparticules
Une fois synthétisées, la caractérisation rigoureuse des nanoparticules est une étape
indispensable pour comprendre et valider leurs caractéristiqgues morphologiques, structurales
et physico-chimiques. Parmi les techniques analytiques les plus couramment employées, on

peut citer :
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5.1. Analyse Morphologique et Structurale
Cette analyse vise a déterminer la taille, la forme, la distribution de taille et 1'état
d'agrégation des nanoparticules.
5.1.1. Microscopie Electronique
La Microscopie Electronique en Transmission (MET) Fournit des images a trés haute
résolution permettant de visualiser la forme et la structure interne des particules individuelles
(Patil et Kim, 2018).
La Microscopie Electronique a Balayage (MEB) Donne des informations sur la
morphologie de surface et la topographie d'un ensemble de particules (Delvallée et al., 2015).
5.1.2. Analyse Cristallographique
La Diffraction des Rayons X (DRX) est essenticlle pour déterminer la structure
cristalline, la pureté de la phase et la taille moyenne des cristallites des nanoparticules
(Holder et Schaak, 2019).
5.2. Analyse de la Composition et de la Chimie de Surface
Cette analyse est faite pour connaitre la composition élémentaire et les groupes
fonctionnels présents a la surface des NPs, car ils régissent leur interaction avec
l'environnement.
5.2.1. Spectroscopies Vibrationnelles
La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) permet d'identifier les
liaisons chimiques et les groupes fonctionnels présents a la surface des NPs, ce qui est
particulierement utile pour confirmer la présence d'agents de stabilisation organiques
(Titus et al., 2019)
5.2.2. Spectroscopies Electroniques
La Spectroscopie de Photoélectrons X (XPS) est une technique de surface tres
sensible qui fournit des informations sur la composition élémentaire et les états
d'oxydation des atomes en surface (Greczynski et Hultman, 2020).
5.2.3. Spectroscopie Optique
La Spectroscopie UV-Visible est souvent utilisée comme une premicre preuve rapide de
la formation de nanoparticules métalliques, qui présentent des pics d'absorption
caractéristiques dus a la résonance plasmon de surface (Patil et Kim, 2018).
5.3. Analyse de la Stabilité Colloidale
Pour les applications en milieu liquide, la stabilité des suspensions de nanoparticules est

une propriété clé.
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5.3.1. Mesure du Potentiel Zéta

Cette technique mesure la charge de surface des particules en suspension. Un potentiel
z&ta ¢levé (en valeur absolue) indique des forces de répulsion électrostatique fortes entre les
particules, et donc une meilleure stabilité colloidale, limitant leur agrégation (Bhattacharjee,
2016).
6. Lesapplications des nanoparticules

La nature chimique d'une nanoparticule est un facteur clé qui détermine ses propriétés et,

par conséquent, ses applications potentielles. Le Tableau 2 suivant offre un apergu des

principaux types de nanoparticules, en présentant pour chacun des exemples concrets et leurs

domaines d'application majeurs, de la médecine a 1'¢lectronique.

Tableau 2: Applications majeures des nanoparticules

Taper Exemple Application majeure Référence
Nanotubes de Transistors, renforcement | (Prathamesh R. Sune et
carbone (CNT) de matériaux, capteurs al., 2024; Ray, 2018)
Carbone , :
Electronique, stockage (Prathamesh R. Sune et
Fullerenes (C60) )
d'énergie al., 2024; Ray, 2018)
Imagerie médicale,
Ou (AuNPs) . (Ray, 2018)
ciblage de tumeurs
. Antibactérien, pansements
Métalliques Argent (AgNP) ] ]
intelligents
Dépollution, agents de (Prathamesh R. Sune et
Fer (FeNP)
contraste IRM al., 2024)
Oxyde de zinc Protection UV (Prathamesh R. Sune et
Oxydes (ZnO) (cosmétiques), capteurs al., 2024; Ray, 2018)
métalliques Dioxyde de titane | Photocatalyse, purification | (Awan et al., 2024)
(TioD) de I'eau
Points quantiques | Ecrans haute résolution,
Semi- (CdSe) marquage cellulaire (Awan et al., 2024; Ray,
conducteurs Nitrure de Dispositifs 2018)
gallium (GaN) opto¢lectroniques, LED
Nanospheres Livraison ciblée de (Prathamesh R. Sune et
Polymeéres .
PLGA médicaments (ex. cancer) | al., 2024; Ray, 2018)
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Systémes de libération
Céramique Silice (S100J) contrdlés, réparation

OSSeuse

7. Les Nanoparticules Métalliques (Ag, Cu, Zn) et leurs mécanismes d’action
7.1. Généralités su r AgNps, CuNps et ZnNps

Les nanoparticules d'argent sont des particules ultrafines d'argent, dont la taille varie
généralement entre 1 et 100 nanometres. Elles présentent des propriétés physiques et
chimiques uniques en raison de leur petite taille, de leur rapport surface/volume ¢élevé et de
leur capacité a absorber et diffuser la lumiére dans les gammes visibles et proche infrarouge.
Sont parmi les nanomatériaux les plus étudiés et commercialisés en raison de leurs excellentes
propriétés antimicrobiennes, de leur conductivit¢ et de leurs applications optiques
(Altammar, 2023).

Les nanoparticules de cuivre sont des particules a base de cuivre de taille nanométrique
(1 a 100 nm). Elles présentent des caractéristiques uniques, notamment des activités
catalytiques et des propriétés antifongiques/antibactériennes qui ne sont pas observées dans le
cuivre commercial. De la cicatrisation des plaies au traitement du cancer se sont révélées
extrémement prometteuses pour révolutionner les traitements médicaux (Nanoparticules de
cuivre Revolutionner les traitements medicaux, 2025) Leur activité antimicrobienne est
induite par leur interaction étroite avec les membranes microbiennes et par les ions
métalliques libérés en solution. Ces nanoparticules peuvent générer des radicaux libres
toxiques qui dégradent les membranes cellulaires, entrainant la mort cellulaire (Altammar,
2023).

Les nanoparticules de zinc sont des particules de Zn de taille nanométrique (1 a 100
nm). Le ZnNps est un semi-conducteur a large bande interdite avec une énergie de gap de
3,37 eV a température ambiante. Ses capacités catalytiques, €lectriques, optoélectroniques et
photochimiques en font un matériau largement exploité (Altammar, 2023). Le ZnO, quant a
lui, est utilisé dans les formulations additives de médicaments, les désinfectants, les
cosmétiques et les emballages alimentaires (Alhosani ef al., 2025).

7.2. Activité antibactérienne et antibiofilms des nanoparticules de zinc, cuivre et
argent
L action des nanoparticules s'articule autour de trois mécanismes simultanés :
a) Altération de la Membrane Cellulaire
La membrane est la premiere cible. Les NPs peuvent I'endommager soit par contact

direct, déstabilisant sa structure, soit, plus important encore, par la libération d'ions
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métalliques (Agl ], Cu?l], Zn?[]). Ces ions sont hautement toxiques : ils altérent la
perméabilit¢ de la membrane, provoquent la fuite des composants intracellulaires et
conduisent a la mort de la cellule (Darwish et al., 2024)
b) Induction d'un Stress Oxydatif
Les NPs et les ions métalliques libérés catalysent la production d'especes réactives de
I'oxygéne (ROS), comme les radicaux hydroxyles. Ces molécules trés agressives déclenchent
un stress oxydatif majeur a l'intérieur de la bactérie, endommageant de manicre indiscriminée
les lipides, les protéines et 'ADN (Wang et Clapper, 2022).
c) Interférence Intracellulaire
Les ions qui pénétrent dans le cytoplasme peuvent inhiber des processus vitaux (figure
9). Ils se lient notamment aux groupes thiols des enzymes, bloquant leur fonction, et peuvent
interagir directement avec 1'ADN, perturbant ainsi la réplication et la synthése des protéines

(Munir & Ahmad, 2022).
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7.3. Action spécifique contre les Biofilms

Cette stratégie d'attaque est également trés efficace contre les biofilms. Les NPs sont
capables de pénétrer la matrice protectrice du biofilm pour atteindre les cellules en
profondeur. De plus, elles peuvent inhiber I'adhésion initiale des bactéries, empéchant la
formation méme du biofilm (Coriolano et al., 2021). Certaines NPs, comme celles d'oxyde
de zinc, peuvent également perturber la communication intercellulaire (quorum sensing),
désorganisant ainsi la structure et la maintenance du biofilm [Alhosani et al., 2025; Elabbasy

et al., 2025].

Figure 9:Les mécanismes de toxicité des nanoparticules métalliques sur les cellules
bactériennes (Munir & Ahmad, 2022).
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Conclusion

Dans un contexte mondial marqué par 1’émergence croissante de bactéries
multirésistantes et la menace constante des infections associées aux soins, la recherche de
nouvelles stratégies antimicrobiennes s’impose comme une priorité. Ce travail s’est inscrit
dans cette dynamique en explorant le potentiel des nanoparticules métalliques biosynthétisées
par des souches bactériennes contre des isolats hospitaliers a Gram négatif.

L’ensemble des résultats obtenus a permis de confirmer que la biosynthése microbienne
constitue une approche écologique, économique et efficace pour la production de
nanoparticules fonctionnelles. Les nanoparticules d’argent se sont révélées particuliérement
prometteuses, affichant un rendement de synthése élevé, une taille moyenne réduite et une
activité antibactérienne et antibiofilm marquée. Les nanoparticules de cuivre et de zinc ont
¢galement montré des propriétés intéressantes, bien que leur performance soit plus variable
selon les parametres de synthese et les cibles bactériennes.

Ce mémoire met en lumiére la capacité des métabolites bactériens a agir a la fois comme
agents réducteurs et stabilisants, conduisant a la formation de nanoparticules aux propriétés
biologiques actives. Ces résultats ouvrent des perspectives importantes pour le
développement de traitements alternatifs, notamment dans la prévention de la contamination
des surfaces hospitalicres et la lutte contre les biofilms microbiens.

Cependant, plusieurs pistes d’approfondissement méritent d’étre explorées, notamment
I’optimisation des conditions de production, la compréhension des mécanismes d’action au
niveau moléculaire, I’évaluation de la cytotoxicité et I’intégration de ces nanoparticules dans
des formulations applicables en milieu clinique. Ainsi, ce travail pose les bases d’une
stratégie innovante et durable dans le domaine de la nanomédecine et de la lutte contre les

infections associées aux soins.
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Annexe 1: les sites de prélévement des échantillons dans les différents services du

CHU(Tlemcen)

Appareil ECG Table d’un patient

Annexe 2 : Les données descriptives sur la répartition des échantillons par service et type de

surface.
Code Service Surface prélevée
E1 Néphrologie Table d’un patient (plastique)
E2 Néphrologie Autre table en plastique du méme service
E3 Chirurgie A Appareil ECG
E4 Chirurgie A Table d’un patient

ES Chirurgie B Table d’un patient, salle C (Post C1)
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Annexe 3: Résultats d’identification bactérienne par la carte GN et Profils

d’antibiorésistance (antibiotypes) du systéme VITEK® 2 pour les cinq souches isolées.
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RESUME

Abstract

In the face of rising multidrug-resistant bacteria and increasingly complex hospital-acquired
infections, this study investigates the therapeutic potential of biologically synthesized
metallic nanoparticles (silver, zinc, and copper) using Gram-negative bacterial isolates from a
hospital setting. The most potent biofilm-forming strains were selected for nanoparticle
biosynthesis and characterized through physicochemical techniques including UV-Vis, FTIR,
and DLS. The results revealed significant antibacterial and antibiofilm activity, especially
with silver nanoparticles, which exhibited smaller size, higher uniformity, and superior yield.
These findings highlight the strong promise of biosynthesized nanoparticles as a sustainable,
eco-friendly, and effective alternative for combating resistant hospital pathogens.

Keywords: Biofilm, Gram-negative bacteria, Medical devices, Nanoparticles.
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Résumé

Dans un contexte marqué par la montée inquiétante des bactéries multirésistantes et la
complexité croissante des infections associées aux soins, cette étude explore le potentiel
thérapeutique de nanoparticules métalliques (argent, zinc, cuivre) synthétisées par voie
biologique a partir de souches bactériennes hospitalieres a Gram négatif. Aprés identification
des isolats les plus producteurs de biofilm, des nanoparticules ont été obtenues par
biosynthése, puis caractérisées par des techniques physico-chimiques (UV-Vis, FTIR, DLS).
Les résultats ont démontré une activité antibactérienne et antibiofilm remarquable,
notamment pour les nanoparticules d'argent, qui se sont distinguées par leur faible taille, leur
homogénéité et un rendement élevé. Ces travaux confirment I’intérét des nanoparticules
biosynthétisées comme alternative innovante, écologique et efficace dans la lutte contre les

agents pathogénes hospitaliers résistants.

Mots clés : Biofilm, Bactéries a Gram négatif, Dispositifs médicaux, Nanoparticules.



