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Résumé : Des nanoparticules d'argent biogéniques (b-AgNP) ont été produites de maniére extracellulaire a I'aide
d'un lysat cellulaire d'Escherichia coli génétiquement modifié et subdivisées en trois groupes. Chaque groupe a regu
un traitement différent pour déterminer lequel éliminait le mieux le lysat cellulaire résiduel. Le premier groupe a été
traité deux fois en utilisant uniguement de I'eau (eau x 2), le deuxiéme en utilisant de I'urée 8 M une fois (urée 8 M x
1) et le troisieme en utilisant de l'urée 8 M deux fois (urée 8 M x 2). Par la suite, chaque groupe a été évalué pour
sa capacité a inhiber la croissance de six agents pathogénes bactériens et de deux agents pathogénes fongiques.
Les tests ont été réalisés en utilisant la méthode de la concentration minimale inhibitrice (CMI). Les c-AgNP produits
commercialement ont été inclus a des fins de comparaison. Dans tous les cas, les b-AgNP (urée 8 M x 2) ont
démontré la plus grande inhibition de la croissance microbienne. A I'inverse, les AGQNP commerciaux n’ont montré
aucune inhibition de la croissance a 10 pg/mL, la concentration la plus élevée testée. On pense que la plus grande
activité antibactérienne des b-AgNP (8 M d’urée x 2) par rapport aux b-AgNP (8 M d'urée x 1) et aux b-AgNP (eau

x 2) est due a un plus grand degré de biofonctionnalisation (revétement). pendant les deux traitements séquentiels a I'urée 8M
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Des nanoparticules métalliques (NP) antimicrobiennes sont régulierement incorporées dans
divers matériaux pour empécher les microbes tels que les bactéries et les champignons de les
détruire. Par exemple, I'ajout de NP biocides aux textiles peut stopper/ralentir la détérioration des
matériaux, prolongeant ainsi leur utilisation. Les nanoparticules d'argent (AgNP) sont trés efficaces
soit pour réduire le nombre de microbes contaminants, soit pour les éliminer complétement. Cela
permet donc de limiter leur propagation. Les AgNP biocides ont été intégrées dans des pansements
et des dispositifs médicaux tels que des implants dentaires, des implants cardiovasculaires et des sondes d'in
D'autres applications médicales incluent I'utilisation des AQNP comme agents antibiofilm, agents antitumoraux et
promoteurs de cicatrisation osseuse. De plus, les AQNP sont superposés sur des dispositifs optoélectroniques
utilisés dans l'industrie électronique pour contrdler la croissance microbienne [1,2].
L’utilité des AgNP a conduit a une croissance explosive de l'industrie des
nanobiotechnologies. Cela a provoqué une augmentation correspondante de la production
d’AgNP. En 2011, on estimait que prés de 280 tonnes d'AgNPs étaient produites a des fins
commerciales ou industrielles [3]. Ce chiffre est passé a environ 500 tonnes de production mondiale ann
Ce chiffre inclut également les AgNP produits pour étre utilisés dans I'industrie électronique. Le marché des
nanoparticules d'argent était évalué a 1,5 milliard de dollars en 2020, et il est prévu qu'il atteindra 6,6 milliards
de dollars d'ici 2030 [5].
La synthése chimique représente une méthode majeure pour produire rapidement un grand nombre
d’AgNP. Ce processus implique l'utilisation d'un agent réducteur puissant pour convertir un composé
chimique tel que le nitrate d'argent (AgNO3) en une particule métallique mesurant dans la gamme
nanomeétrique. L'utilisation de nanomatériaux a base d’argent a été initialement entravée en raison de leur instabilite
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de l'oxydation. Pour remédier a ce probleme, un stabilisant est ajouté pour empécher les AgNP de subir
une oxydation rapide [2]. Bien que la synthése chimique soit trés efficace, elle produit également un grand
volume de déchets chimiques nocifs qui finissent par se retrouver dans I'environnement.

En conséquence, des méthodes alternatives de synthése verte sont utilisées pour contribuer a réduire un volume
toujours croissant de déchets chimiques associés a la production de nanomatériaux d’argent.

La synthése verte peut se produire soit par des moyens chimiques, soit par biogenése. Les deux processus
produisent des AgNP qui ont moins d’'impact environnemental [6]. La synthése chimique verte implique I'utilisation
de substances naturelles, telles que des extraits de plantes, pour produire des AgNP chimiquement synthétisés (c-
AgNP), mais avec moins de déchets toxiques associés. Comme leur nom l'indique, les AgNP biogéniques (b-
AgNP) sont produites soit en donnant un substrat d’argent a des bactéries vivantes ressemblant a des microbes,
soit en utilisant des surnageants de culture microbienne, soit en utilisant des lysats de cellules entiéres de microbes
[7]. Les b-AgNP produites par cette méthode semblent prometteuses dans la lutte contre les infections associées
aux biofilms, puisque les biofilms ont tendance a héberger des agents pathogénes résistants aux antibiotiques [8].

Les AgNP contrdlent efficacement la croissance d’un large éventail de microbes, y compris les
bactéries résistantes aux antibiotiques provoquant des infections. Néanmoins, leur utilisation est entravée
par un niveau intrinséque de toxicité pour I’hnomme et les risques environnementaux associés [9]. Bien
que la demande d’ AgNPs ne cesse de croitre, aucun effort correspondant n’a été fait pour réduire leur
impact sur I'environnement, quelle que soit leur méthode de synthése. De méme, d’autres nanoparticules
métalliques ayant une activité antimicrobienne équivalente ou supérieure a celle des AgNP mais avec une
toxicité réduite sont recherchées comme remplacement potentiel. Cependant, I efficacité antimicrobienne
démontrée des AgNP en fait un candidat de choix pour une utilisation continue jusqu’a ce qu’un substitut
approprié soit trouvé. Par conséquent, il est hautement souhaité de produire des b-AgNP de longue durée
présentant une action antimicrobienne a large spectre a une concentration de travail inférieure.

La nouveauté de cette étude implique deux résultats distincts. Premiérement, les différences d’ efficacité
antimicrobienne observées entre les b-AgNP et les c-AgNP testées démontrent que les b-AgNp sont supérieures
aux c-AgNP pour contrdler la croissance microbienne. Deuxi€mement, les différences observées entre I'efficacité
antimicrobienne de chaque type de b-AgNP semblent étre le produit d’'une variation de leur traitement post-
production. Nous rapportons maintenant que les b-AgNP présentent une excellente activité antimicrobienne a des
concentrations nettement inférieures a celles des c-AgNP commerciaux.

2. Matériels et méthodes
2.1. Préparation des nanoparticules

Des lysats cellulaires de cellules Escherichia coli DH5a recombinantes précédemment caractérisées
ont été utilisés pour produire des b-AgNP (10, 11). Ce faisant, une aliquote de 10 pL de stocks de glycérol
a 15 % de cellules Escherichia coli DH5a a été transférée dans 10 ml de milieu LB contenant 100 pg/mL
de carbénicilline et cultivée pendant une nuit a 37 °C sur un incubateur shaker a 250 tr/min. La culture
cellulaire d'une nuit a ensuite été centrifugée et les cellules ont été remises en suspension dans 100 ml
de LB en présence de carbénicilline et réincubées a 37 -C tout en surveillant périodiquement la densité
optique (DO).

Lorsque la DO600 a atteint 0,9, les cellules ont été centrifugées a 4 500 G pendant 15 min. Le culot
cellulaire résultant a été lavé avec 25 ml de tampon phosphate de sodium 50 mM (pH 9) et remis en
suspension dans 2 ml de tampon phosphate de sodium 50 mM (pH 9). Ensuite, les cellules ont été
soniquées sur de la glace pendant trois cycles de 60 impulsions a un rendement de 20 %, avec un
intervalle de 1 minute entre chaque cycle. Le lysat a été centrifugé pour éliminer les débris cellulaires.
L'extrait intracellulaire soluble a été ajouté a 100 ml de tampon phosphate de sodium 50 mM (pH 9) contenant 1 mM
Ce mélange réactionnel acellulaire a été incubé a 37 °C sous agitation continue a 250 tr/min pendant 4 jours. Les b-
AgNP ont ensuite été collectés par centrifugation a 5 000 tr/min pendant 15 min. Les culots ont été soniqués dans
un tampon phosphate de sodium 50 mM (pH 9) pendant 1 min sur la glace et centrifugés a 3 000 G pendant 4 min.

Les b-AgNP récupérés ont été séparés en 3 groupes, chacun étant traité de maniere quelque peu différente.
Le premier groupe de b-AgNP en pellets a été remis en suspension dans du H20 pur par sonication sur de la
glace pendant 1 min. Les b-AgNP ont été collectés par centrifugation & 17 000 tr/min pendant 15 min a 4 -C. Cette
étape de lavage a été répétée une fois, puis les b-AgNP ont été remises en suspension dans H20 pure. Cet
ensemble a été désigné comme b-AgNPs (eau x 2). Le
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le deuxiéme groupe de b-AgNP a été soniqué dans de I'urée 8 M sur de la glace pendant 1 min, placé sur un orbital
agitateur a 360 tr/min pendant 30 min a 37 -C, puis granulé par centrifugation a 17 000 x g
pendant 20 mn. Le culot a été lavé deux fois avec H20 pur et remis en suspension par sonication.
dans H20 pur. Cet ensemble a été désigné par b-AgNP (8 M d'urée x 1). Le troisieme groupe était
traité de la méme maniére que les b-AgNP (urée 8 M x 1), mais comprenait une deuxiéme sonication dans 8 M
urée du surnageant récupéré du premier lavage a I'urée 8M. Les b-AgNP ont été lavés
avec du H20 pur deux fois et remis en suspension dans du H20 pur. Cet ensemble a été désigné comme b-AgNPs
(8M d'urée x2).

Des c-AgNP commerciaux ont été obtenus aupres d'Alfa Aesar (Cat # J67099) jusqu'a
Fisher Scientific (Waltham, MA, Etats-Unis) et SkySpring Nanomaterials (Cat # 0115CY) ; ( Houston, Texas, Etats-
Unis). Les c-AgNP d'Alfa Aesar mesuraient 100 nm et étaient ajustés a 0,02 mg/mL.
dans du citrate de sodium 2 mM. Les nanomatériaux SkySpring mesuraient également 100 nm mais étaient
regu sous forme de poudre. Les b-AgNP (eau x2), les b-AgNP (8M d'urée x1) et
Les échantillons de b-AgNP (urée 8 M x 2) ont tous été regus en suspension dans de I'eau pure. lIs étaient
ensuite lyophilisé a I'aide d'une unité de lyophilisation Labconco (Kansa City, MO, USA).
Ensuite, la poudre de c-AgNP SkySpring et les b-AgNP lyophilisés ont été ajustés a
Concentration de 0,02 mg/mL dans 2 mM de citrate de sodium pour correspondre aux c-AgNP d’Alfa Aesar.
Des dilutions en série au double de chaque type d'AgNP ont été préparées dans 1,5 ml a fond conique ambreé.
tubes a microcentrifugeuse (VWR, Atlanta, GA, USA) utilisant de I'eau déminéralisée stérile. Toutes les dilutions

ont été stockés a 4 -C jusqu'a ce qu'ils soient testés.

2.2. Microbes testés

Les bactéries étudiées comprenaient Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 29213) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Souches résistantes aux antibiotiques (ARS)
inclus Staphylococcus aureus ou SARM résistant a la méthicilline (ATCC 45300), Enterococcus faecalis ou
ERV résistant a la vancomycine (ATCC 51299) et béta-lactamase a spectre étendu
Escherichia coli ou BLSE (Isolat du Patient). Les champignons testés comprenaient Candida albicans (ATCC
60193) et Aspergillus fumigatus (KM 8001) ; (Tableau 1). Les cultures méres ont été entretenues par
passage périodique sur une gélose nutritive favorable a la croissance et incubé a 37 -C sous température ambiante
conditions (pas de CO2). Une seule colonie bien isolée d'une bactérie testée a été transférée dans un

plaque de gélose fraiche et incubée 24 h avant chaque test. Les champignons ont été incubés pendant 48 heures avant

tests antimicrobiens.

Tableau 1. Caractéristiques des bactéries et champignons testés (n = 8).

Microbes
Caractéristiques Entérocoque Escherichia Pseudomonas Staphylocoque Candidose Aspergille
.2 ) .
fécalis coli aérugineuse aureus albicans fumigatus
Microbe
Bactérie Bactérie Bactérie Bactérie Champignon Champignon
taper
Coloration de Gram Positif Positif
réaction ositi Négatif Négatif ositi N/A N/A
) Sphérique En forme de tige En forme de tige Sphérique Moule
Levure (ovale
Morphologie (coque) (bacille) (bacille) (coque) ( ) (filamenteux)
Facultatif Facultatif i Facultatif Nutritif
Métabolisme o o Obliger o Fermentation _
anaérobie anaérobie aérobique anaérobie assimilation

' Enterococcus faecalis était une souche d'entérocoque résistante a la vancomycine (ERV). 2 Inclus a la fois un spectre étendu
souches d'Escherichia coli béta-lactamase (BLSE) et d'Escherichia coli non BLSE. 3 Inclus 2 la fois un médicament sensible & la méthicilline
(SASM) et Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM).

Pour toutes les bactéries testées, 2 a 3 colonies bien isolées ont été transférées dans 3 ml de bouillon Muller-
Hinton (MH) ajusté en cations (Remel, Lenexa, KS, USA) dans un tube stérile avec un verre.
couvercle a pas de vis. La suspension a été ajustée pour correspondre a une norme de turbidité McFarland de 0,5 %
en utilisant un densitométre McFarland DEN-1 (Grant-Bio, Beaver Falls, PA, USA), ce qui donne
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en ~1,0 x 108 unités formant colonie (UFC)/mL-1 . un Une dilution supplémentaire au 1:100 du 0,5%
échantillon ajusté a été préparé dans un bouillon MH pour donner environ 1,0 x 106 unités formant
colonie (UFC)/mL-1 .

Pour la levure Candida albicans, 4 a 6 colonies bien isolées ont été retirées d'une plaque de
gélose nutritive de 48 h et placées dans un tube a vis en verre stérile contenant 3 ml de bouillon
Muller-Hinton (MH) (Remel, Lenexa, KS, USA). La suspension a été ajustée pour correspondre a une
norme de turbidité McFarland de 0, 5%, comme décrit précédemment pour les bactéries. Aucune
dilution supplémentaire au 1/100 n’a été réalisée.

Pour la moisissure Aspergillus fumigatus, cing plaques de gélose nutritive de 48 h contenant des
colonies de moisissures en croissance active ont été inondées avec 5 ml de solution saline stérile a 0,9 %.
Les colonies fongiques intactes ont été perturbées a I'aide d'un épandeur de cellules stérile (Fisher Scientific
14-665-231, Pittsburgh, PA, USA) en déplagant vigoureusement I'épandeur d'avant en arriere sur toute la
surface de la plaque, créant ainsi une suspension. Cette suspension a été transférée dans un tube a
centrifuger conique de 50 ml (Fisher Scientific 12-565-271, Pittsburgh, PA, USA) et vigoureusement vortexée
pendant 30 s au réglage le plus élevé du mélangeur. La solution résultante a été ajustée pour correspondre
a une norme de turbidité McFarland a 0,5 %.

Le nombre de bactéries ou de champignons dans I'inoculum de départ de la CMI a été déterminé
comme suit. Des dilutions en série au dixieme ont été préparées de l'inoculum a turbidité ajustée dans une
solution saline stérile a 0,9 %. Une aliquote de 100 uL (0,1 mL) de chaque dilution a été transférée dans une
plaque de gélose nutritive séparée et étalée sur sa surface a I'aide d'un épandeur de cellules stérile. Les
plaques ont été incubées pendant 24 ou 48 h, inspectées pour déterminer leur croissance et les colonies
comptées. Les unités formant colonies (UFC)/mL-1 ont été déterminées en comptant le nombre de colonies
bactériennes ou fongiques présentes sur une plaque de dilution démontrant entre 10 et 100 colonies. Ce
nombre a été multiplié par l'inverse de la dilution en série, puis multiplié par dix pour tenir compte du volume
d'échantillon de 100 pL (0,1 mL) distribué dans chaque plaque de comptage.

2.3. Test de concentration minimale inhibitrice (CMI) Un

échantillon de 100 pL de chaque dilution de nanoparticules de test a été distribué dans des puits
séparés d' une plaque de microtitrage a 96 puits (Figure 1). Chaque puits contenant une dilution de
nanoparticules a regu une aliquote de 100 L de I'inoculum microbien testé. Cela a abouti a une
dilution de 1:2 de chaque concentration de nanoparticules dans les puits de test, allant de 10 pg/mL a 0,04 ug/m
Un contréle de croissance négatif composé de 200 pL de bouillon MH, sans microbe, a été inclus pour
détecter une contamination exogéne potentielle du bouillon. Un contréle de croissance positif distinct composé
de 100 pL de seulement 2 mM de citrate de sodium (sans nanoparticules) plus 100 pL d’inoculum microbien
a été utilisé pour voir si 2 mM de citrate de sodium seul contribuait a I'inhibition de la croissance. La plaque
de microtitration inoculée a été recouverte d'un couvercle ajusté et les cotés enveloppés de Parafilm® pour
empécher la dessiccation de I'échantillon pendant l'incubation. La plaque a été placée dans un incubateur a
agitation MaxQ 4450 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) et maintenue pendant 24 h (bactéries) ou
48 h (champignons) a 37 -C dans des conditions ambiantes.
avec rotation constante a 100 tr/min.

Le milieu PMI 1640 additionné de 2 % de glucose est généralement utilisé pour les tests de CMI
fongiques en laboratoire clinique [12,13]. Au lieu de cela, I'étude actuelle a utilisé le bouillon MH pour
effectuer des tests CMI fongiques. Cela a permis une comparaison plus directe avec les résultats de la CMI bactérienr
Le bouillon MH favorise la croissance fongique et a été utilisé pour effectuer des tests sur tube
germinatif de Candida albicans a la place du sérum [14]. De plus, un puits témoin contenant un
inoculum de test de Candida albicans ou d'Aspergillus fumigatus sans nanoparticules a démontré
une croissance appréciable dans chaque CMI réalisée.

En plus des tests CMI initiaux, les 3 b-AgNP et les c-AgNP Alfa Aesar ont été retestés un an plus tard
en utilisant la méme souche bactérienne Staphylococcus aureus (MSSA) sensible a la méthicilline. Cela a
été fait pour déterminer la quantité d'activité antimicrobienne résiduelle, le cas échéant, présente apres un
stockage a long terme a 4 -C. Les SkySpring c-AgNP, qui n'avaient pas été acquis avant le test initial de la
CMI, ont également été inclus dans le test de stabilité.
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Adjust bacterial or fungal
inoculums to match a 0.5%
McFarland turbidity standard.

Prepare 2-fold dilutions of each
nanoparticle type.

¥ ¥
Add 100 pL of each nanoparticle Perform a series of 10-fold
dilution to a separate row of a dilutions for plate counts using
96-well microtiter plate. turbidity adjusted inoculum

v

¥ :

Add 100 pL of bacterial or fungal
inoculum to each well containing f«
a nanoparticle dilution.

Transfer 01. mL from each
dilution to a fresh 5% SBA plate

¢ v
" Incubate microtiter plate @ 37°C | ‘
for 24 (bacteria) or 48 (fungus)
hr. w/ constant rotation.

Incubate plates for 24 (bacteria)
or 48 (fungus) hrs. @ 37°C.

\ 4 L 4
Examine each well for the Perform colony counts to
presence (growth) or absence determine the numbers of
(no growth) of cloudy medium. _ microbes in initial inoculum.
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Waltham, MA, Etats-Unis). La durée du décompte variait entre 70 et 290 s. La valeur moyenne de
le pic n°1 représentant l'intensité maximale a été utilisé pour indiquer le diameétre des particules (nm)
et largeur (nm). Les mesures du potentiel zéta n'étaient pas prises en charge par ce modéle d'analyseur.

Des mesures directes des b-AgNP (urée 8 M x 2) et des c-AgNP Alfa Aesar ont été
également réalisé a partir de microphotographies TEM a I'aide du logiciel ImageJ. Vingt au hasard
des mesures ont été prises pour chaque type d'échantillon d'AgNPs.

3. Résultats
3.1. Test CMI

Les b-AgNP (urée 8 M x 2) ont démontré la plus grande activité antimicrobienne dans 8/8
(100%) microbes par test MIC (Tableaux 2 a 4). La CMI de b-AgNPs (urée 8M x2) la plus basse de
0,31 pg/mL ont été enregistrés pour les bactéries Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et
BLSE- Escherichia coli et la CMI la plus élevée de 2,50 ug/mL pour la moisissure Aspergillus fumigatus.

A 'exception de la moisissure Aspergillus fumigatus, les trois types de b-AgNP étaient efficaces contre
chaque souche bactérienne et fongique testée. Classés par ordre d’efficacité contre Candida
albicans étaient des b-AgNP (8 M d'urée x 2) a 1,25 pug/mL, des b-AgNP (8 M d'urée x 1) a

2,50 pg/mL et b-AgNPs (eau x2) a 5,00 ug/mL. En revanche, aucune activité antimicrobienne
a été exposeé par les c-AgNPs Alfa Aesar a 10 pug/mL, la concentration la plus élevée évaluée,

chez 8/8 (100%) des microbes testés. Un résultat similaire de > 10 ug/mL a été noté pour SkySpring
c-AgNP (SkySpring) inclus dans les tests fongiques et de stabilité. A eux seuls, les b-AgNP (8M
urée x2) La plage de CMI de 0,31 a 2,50 ug/mL représente une concentration efficace d'au moins 4 a 32X
supérieur aux c-AgNP (> 10 pg/mL).

Tableau 2. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des nanoparticules testées contre Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus apres 24 h d'incubation a 37 -C dans I'air ambiant.

CMI (ug/mL)
Nanoparticule Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus (MSSA)
(5,0 x 105) (7,5 % 105) (7,5 x 105)
b-AgNP (eau x 2) b-AgNP 1,25 1,25 2,50
(8 M d'urée x 1) b-AgNP (8 1,25 1,25 1,25
M d'urée x 2) c-AgNP (Alfa 0,31 0,31 0,62
Aesar) 210,0 210,0 210,0

MSSA = Staphylococcus aureus sensible a la méthicilline, ( ) = unités formant colonie par mL-1-

Tableau 3. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des nanoparticules testées contre la résistance aux antibiotiques
souches d'Enterococcus faecalis, Escherichia coli et Staphylococcus aureus aprés 24 h d'incubation a 37 -C
dans l'air ambiant.

CMI (ug/mL)
Nanoparticule Escherichia faecalis (ERV) Escherichia coli (BLSE) Staphylococcus aureus (SARM)
(0,6 x 105) (5,0 x105) (5,5%105)
b-AgNP (eau x 2) b-AgNP 2,50 1,25 2,50
(8 M d'urée x 1) b-AgNP (8 2,50 0,62 2,50
M d'urée x 2) c-AgNP (Alfa 1,25 0,31 0,62
Aesar) 210,0 210,0 >10,0

VRE = entérocoque résistant a la vancomycine, BLSE = béta-lactamase a spectre étendu, SARM = Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline, () = unités formant colonie par mL-1
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Tableau 4. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des nanoparticules testées contre la levure Candida albicans et la

moisissure Aspergillus fumigatus aprés 48 h d'incubation a 37 -C dans I'air ambiant.

CMI (pg/mL)
Nanoparticule Candida albicans Aspergillus fumigatus (1,0
(1,0 x 105 ) x 105 )

b-AgNP (eau x 2) b-AgNP 5h00 >10
(8 M d'urée x 1) b-AgNP (8 2,50 210
M d'urée x 2) c-AgNP (Alfa 1,25 2,50
Aesar) c-AgNP (SkySpring) 210 210
210 =10

() = Unités formant colonies par mL-1 -

3.2. Spectroscopie

La vis-spectroscopie des c-AgNP Alfa Aesar produits commercialement a révélé la présence
de deux pics d'absorbance. Le premier pic, observé a 418,6 nm, était trés proche de 420 nm, une
valeur cohérente avec les nanoparticules d'argent (Figure 2) [6]. Un deuxiéme pic plus large a été
noté a 525,5 nm. Les b-AgNP (eau x 2) ont montré un pic a 406,6 nm, prés du premier pic des c-
AgNP d'Alfa Aesar, mais aucun pic similaire n'a été observé ni pour les b-AgNP (8 M d'urée x 1) , ni
pour les b-AgNP (8 M urée x2). Les trois types de b-AgNP ont présenté des pics regroupés autour
de 570 nm, allant de 562,8 nm a 584,3 nm. Voir les données supplémentaires pour les spectres
individuels et I'ajustement résiduel de Voight (disponibles en ligne : https://www.mathworks.com/
matlabcentral/ échange de fichiers/57603-voigt-line-shape-fit (consulté le 25 octobre 2022)).

Thermo Scientific
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0.26

406.56 nm, 0.049 Abs

-

A b-AgNPs (water x2)

B8 b-AgNPs (8M urea x1)
b-AgNPs (BM urea x2)
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c-AgNPs Alfa Aesar
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658.01 nm, 0.085 Abs

563.40 nm, 0.063 Abs
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;
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Figure 2. Spectres visibles des nanoparticules testées. Les pics d'absorbance sont indiqués pour les trois b-AgNP (A — C),

les NP de sélénium non liés a I'étude en cours (D) et les c-AgNP d'Alfa Aesar (E).

L'analyse FT-IR des échantillons de b-AgNP (urée 8 M x 2) et d'échantillons de c-AgNP d'Alfa Aesar a
montré des profils d'absorbance pour la plupart similaires, a I'exception de deux petits pics observés pour les
c-AgNP d'Alfa Aesar a 2 359,87 cm-1 et Longueurs d'onde de 2336,46 cm-1 (Figure 3). Les deux pics se sont
produits dans la région des longueurs d’onde moyennes de I'IR. Deux autres différences notées étaient des
pics a 667,86 cm-1 pour les c-AgNP d'Alfa Aesar et a 507,55 cm-1 pour les b-AgNP (urée 8M x 2). Aucun des
deux ne semble appartenir a une gamme de fréquences associée a un groupe fonctionnel caractéristique.
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3.3. TEM

Une comparaison directe des AgNP (8M d'urée x2) et des Alfa Aesar c-AgNPs TEM
les microphotographies montraient principalement des AgQNP en forme de sphére, mais également quelques
différences entre elles. L'image AgNPs (8M d'urée x2) a non seulement révélé de nombreux NP uniques,
vu a 12 000x, mais aussi la présence occasionnelle d'un petit agrégat (Figure 5).
En revanche, vus a 3 000 %, les c-AgNP étaient de taille plus cohérente sans
des agrégats similaires. Examen des b-AgNPs (eau x2) et des b-AgNPs (8M urée x1)
des photomicrographies (non présentées) montraient également des AgNP de forme sphérique ainsi que quelques

petits agrégats.

3.4. Détermination de la taille

L'analyse Zetasizer a révélé que les c-AgNP d'Alfa Aesar étaient les plus cohérents dans
taille mesurant ~ 129 nm (voir tableau 5). Cette valeur était proche de la taille de base annoncée de
100 nm avec une plage de 98 a 115 nm indiquée sur le certificat d'analyse ci-joint.
Au contraire, une plus grande hétérogenéité a été observée entre les tailles des 3 b-AgNP. Inscrit
dans l'ordre de taille croissant, les b-AgNP (8 M d'urée x 2) a ~ 156 nm, les b-AgNP (8 M d'eau x 2)
a~ 176 nm et b-AgNP (urée 8 M x 1) a ~ 329 nm. |l convient également de noter que les amas
étaient visibles dans I' échantillon de b-AgNP (8 M d'urée x 1), ce qui peut avoir contribué a son a
mesure de taille plus grande. Ces amas ne pouvaient pas étre facilement dispersés par sonication. Il
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Il convient également de mentionner qu'un échantillon provenant d'un lot plus récent de b-AgNP (8M d'urée x2)
a été envoyé pour analyse de taille. Le pic 1 impliquait des particules de 147,4 nm avec une moyenne Z de 140,9 nm
et un potentiel zéta de —44,4 mV. Le potentiel z&ta indique de bons b-AgNP (8M d'urée x2)

Appl. Nano 2022, 3, POUR EXAMEN PAR LES PAls stabilité. La mesure a été effectuée par DLS a I'aide d'un Malvern Zetasizer Nano ZS tandis qué
Les b-AgNP (urée 8 M x 2) ont été mis en suspension dans de l'eau pure.
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Une comparaison ciirecte des microphotographies TEM des AgNP (urée 8M x 2) et des Alfa
Aesar c-AgNPs a montré principalement des AgNP eff forme de sphére, mais également
quelques différences entre eux. L'image AgNPs (8 M d'urée ¥*2) a non saylement révélé de
nombreux NP uniques, vus 4’12 000 %, mais également la présence d'un petit agrégat occasionnel (Figure
E‘p revanche, vus a 3 000 x, les c-AgNP étaient de taille plus constante sans agrégats similaires.
+ L'examen des photomicrographies des b-AgNP (eau x 2) et des b-AgNP (urée 8 M x 1) (non
présentées) a également montré des AgNP de forme sphérique ainsi que quelques petits agrégats.
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Figure 5. Micrographies électroniques a transmission. Préparations de nanoparticules de (A) b-AgNPs (urée 8M
x2) a un grossissement de 12 000 x et (B) Alfa Aesar c-AgNPs a un grossissement de 3000 x.
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Tableau 5. Mesures de particules par méthode DLS a I'aide d’'un Malvern ZEN 1600 Zetasizer.

Nanoparticules Taille Largeur
AgNP (eau x2) 176,3 nm 12,95 nm
AgNP (8M d'urée x1) 329,8 nm 56,66 nm
AgNP (8M d'urée x2) 156,1 nm 12,98 nm
AgNP (commercial) 129,2 nm 40,55 nm

Contréle des particules de latex ThermoFisher (61 nm + 4) = 65,2 nm.

L'analyse photomicrographique TEM a I'aide du logiciel ImagedJ a révélé un diamétre moyen de b-
AgNP (urée 8 M x 2) de 28,7 nm, dont la taille varie de 15,5 a 49,1 nm. Les mesures des agrégats de b-
AgNP (urée 8 M x 2) variaient entre 148 et 170 nm. En revanche, les c-AgNP d'Alfa Aesar ont été
déterminés comme mesurant 143,5 nm, allant de 103,3 a 179,91 nm. Les granulats n’ont pas été notés
dans I'échantillon commercial.

4. Discussion

Collectivement, ces résultats indiquent que les b-AgNP produits a I'aide d’un lysat cellulaire sont
bien des nanoparticules d’argent. La prise en charge est offerte par les résultats Vis-spectrum, FT-IR,
TEM et EDS. En outre, les résultats suggérent que le traitement des b-AgNP augmente deux fois leur
activité antimicrobienne contre les micro-organismes.

Le vis-spectre a révélé deux éléments d’'intérét liés aux c-AgNP d’Alfa Aesar (Figure 2).
Premiérement, les intensités maximales a 418,6 nm et 525,5 nm étaient nettement supérieures a
celles observées pour les b-AgNP. Cela semble indiquer une différence relative de concentrations
entre les b-AgNP et les c-AgNP d'Alfa Aesar. Cette découverte est bien corrélée aux différences
similaires d’amplitude maximale entre ces deux AgNP démontrées par I'analyse FT-IR. Il soutient les
b-AgNP, en particulier les b-AgNP (urée 8M x 2), qui sont plus bioactifs que les c-AgNP d'Alfa Aesar
lorsqu'ils sont utilisés a une concentration initiale plus faible. Deuxi€mement, il y a eu un pic inattendu
a 525,5 nm. Un examen de la fiche de données de sécurité (SDS) Alpha Aesar c-AgNP ci-jointe
indiquait I'eau, le citrate de sodium (dihydraté) et I'argent comme composants [15]. L'importance de
ce pic reste inconnue malgré une enquéte adressée a Alfa Aesar.

Une autre découverte intéressante était un pic a 658,0 nm pour les b-AgNP (8 M d'urée x 2) qui

était absent soit dans les b-AgNP (eau x 2), soit dans les b-AgNP (8 M d'urée x 1). D'une maniére

générale, I'absorption par les AQNP dépend de la taille et de la forme des particules, du milieu diélectrique

et de I'environnement chimique [16]. Ejbarah a signalé des pics d'absorption de I'AgNP entre 420 et 480

nm. Ces mémes pics ont été observés se déplacer vers une longueur d’onde plus longue a mesure que

la taille des particules augmentait [17]. Barbar et coll. ont rapporté des pics d'absorption de 400 nm pour

les c-AgNP fabriqués en utilisant différentes concentrations d'AgNO3 et de stabilisants trisodiques 0,5

mM et borohydrure de sodium 0,3 mM [18]. Dans la présente étude, chacune des AgNP testées a été

mise en suspension dans du citrate de sodium 2 mM, qui a un A max proche de 210 nm (19). Cette

longueur d'onde inférieure tend a éliminer toute contribution possible du stabilisant citrate de sodium 2 mM aux pic
La présence de plusieurs bandes d'absorbance détectées par FT-IR pour le b-AgNP (urée 8M x 2)

et le c-AgNP Alfa Aesar suggére que les deux ont des groupes fonctionnels apposés sur leurs surfaces

(Figure 3). Par exemple, la large bande d'absorbance observée a 3 446,92 cm—1 pour le b-AgNP (urée

8 M) représente soit un étirement de pic unique de NH, un étirement de OH lié a I'hydrogéne, ou

éventuellement les deux. Comme indiqué pour le spectre vis-a-vis, les hauteurs des pics de c-AGNP

Alfa Aesar enregistrées par FT-IR étaient sensiblement plus élevées que les pics des b-AgNP (urée 8M x 2).
La détection de C, O, N, P et de petites quantités de Cl et S par analyse EDS suggére la

présence de matiére organique (Figure 4). Une quantité mineure de P a été détectée, ce qui suggere

que le nitrate d'argent n'a pas réagi avec le tampon phosphate pour précipiter sous forme de sel mais

a plutét formé des b-AgNP. La matiére organique peut étre un lysat cellulaire résiduel encore présent

apres le traitement du b-AgNP. |l est plus probable que certaines molécules organiques du lysat

cellulaire se soient associées aux surfaces des AgNP lorsqu'elles étaient en contact les unes avec les

autres. L'ajout d' urée 8M pendant le traitement peut avoir favorisé davantage I'enrobage ou la fonctionnalisatio
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1) et b- (eau x 2) étaient d'efficacité égale chez 4/6 (~ 67 %) des bactéries testées. Les deux exceptions
a cette efficacité égale étaient Staphylococcus aureus (MSSA) et ESBL Escherichia coli.
Ici, les b-AgNP (urée 8 M x 1) se sont révélés plus efficaces que les b-AgNP (eau x 2).
De méme, les trois b-AgNP ont également montré un bon contréle de la croissance de la levure Candida albicans.
Les b-AgNP (urée 8 M x 2) ont montré le meilleur contréle avec une CMI de 1,25 ug/mL suivi
par les b-AgNP (urée 8M x1) avec une CMI de 2,50 ug/mL, et les b-AgNP (eau x2) avec une
CMI de 5,0 pg/mL.

Une concentration CMI de 5,0 pg/mL était requise pour les b-AgNP (urée 8 M x 2)
pour controler la croissance d’Aspergillus fumigatus. Trés probablement, une concentration de CMI plus élevée était
plus nécessaire pour la moisissure Aspergillus fumigatus que Candida albicans en raison de la présence de moisissures dormantes.
spores fongiques. Les spores fongiques ont des couches épaisses qui les rendent généralement résistantes a la plupart
agents antimicrobiens [20]. L'existence de spores dans l'inoculum d'essai aiderait également
pour expliquer pourquoi les b-AgNP (eau x 2) et les b-AgNP (8 M d'urée x 1) étaient inefficaces a
une CMI de 10 yg/mL. La valeur CMI inférieure de chacun des 3 b-AgNP était suffisante pour
inhibe la levure Candida albicans car elle est incapable de former des spores. L'exigence d'un niveau plus élevé
La concentration de la CMI des b-AgNPs peut également étre due au fait que les champignons ont des caractéristiques différentes.
parois cellulaires que les bactéries [21]. Collectivement, les résultats de la CMI bactérienne et fongique servent a
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illustrent I'action supérieure des b-AgNP (8M d’urée x2) ainsi que leur potentiel a agir comme un

agent antimicrobien a large spectre.

On pense que l'activité antimicrobienne accrue des b-AgNP (urée 8M x2) est
liés, au moins en partie, a I'action chimique de l'urée. L'urée est un agent dénaturant les protéines qui
augmente la solubilité des molécules hydrophobes [22]. Il est capable de supprimer les apposés
molécules insolubles telles que les acides gras et les lipides des b-AgNP traités une fois avec 8M
urée. Cela exposerait des groupes fonctionnels plus solubles, tels que carboxyle (-COOH), amine
(-NH2), amide (-NR2) et hydroxyles (-OH), rendant ainsi les b-AgNP traités a l'urée 8M
plus soluble et plus stable en solution aqueuse. Un deuxieme lavage a I'urée 8M permettrait
ont agi pour éliminer des groupes insolubles supplémentaires, permettant ainsi & des molécules plus solubles d'étre présentes
dans le lysat cellulaire pour se fixer a sa surface. Interactions se produisant entre les b-AgNP solubles
les surfaces et les molécules de lysat cellulaire auraient été grandement influencées par ces forces alors que
en suspension dans un milieu aqueux [23]. Centrifugation a grande vitesse pendant les b-AgNP
le traitement aurait réduit la distance entre les deux entités, augmentant ainsi la
nombre potentiel d’interactions. En théorie, une plus grande fonctionnalisation avec

Appl. Nano 2022, 3, POUR EXAMEN PARes molécules solubles disponibles sont apparues dans le groupe b-AgNPs (urée 8M x 2) recevant deux 13

LES PAIRS , des traitements séparés a I'urée 8M, améliorant ainsi son activité antimicrobienne a un niveau bien plus élevé.
degré que les b-AgNP (urée 8 M x 1) ne recevant qu’un seul traitement a I'urée 8 M (Figure 7).
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Figure 7. AgNP biogéniques fonctionnalisés. Schéma théorique illustrant le traitement des b-AgNP
Figrse EMAGdNR:hingéninues fansiinnantisésoSehesngetpeatiskimitidsiian permaanidardrgbii. traildsedeux fois avec de
deyieinay R drAYRGe Sihadn fie YES T SRaiS AR senRiGR MRS Aaaneadant s i adeyRsPhd aantay sfilieres
RERSS B-PENe A PIEY MRS AUTSIRD % R SSHIS D RASIRAROR T AIRA (ndarsnPs 953UR S VSRS SRl U bre de

débris. Le panngau (B) mpntre une lus grande fonctionnalisation des b-AgNP (urée 8M x 2) avec un plus grand
nombre de molecules’solubles {aa oparticules agran |es"3.

molécules solubles (nanoparticules agrandies).

Des molécules organiques de composition, taille et complexité différentes peuvent fonctionnaliser
surfaR8 T eGP TGRS SR IBi SRR S5Vl RE FESBIRIR IS flGTeD en aeynbonsiiRanaiser les
SHEpeP Hf-LAORA USRS SER DIOMIRSHIEHREUKEIH 1L R TiBtMRIERT B8 IBRMEIGR IRIAS kS titRLmines.
VIRZYRRS SPIRCRURRY MSaEUEES, V4SRN BHLAH BRI G R AU RIL T ARSH AIRMA MU Ve e BiBINGR Alfi€s modifie leur surfac
agidsslrion e’ SarfanstiansalsaiRAs RIS SRS BRAQPRItIUISS GeR Setopame iRt modififisitule
CQIRRRINRE SN §PIGRBLE RARJAES S IBUm RRTSiGR 9 '0hRIERyRRRIEREAE britiafaement des molecules peut
I3 fi3aBRaBeMHtIES MR THhYa IUErEHPHRRSANIMIAKB R GIRMMBRIL P aH-EAsRatsdiaue, 'amine primaire, Ialcool, le
amine, alcool, phosphate et thiols. Théoriquement parlant, n'importe quel nombre de molécules peuvent étre attachées
a la surface des nanoparticules. A cet égard, les AGNP biofonctionnalisées présentent un grand potentiel pour servir de
véhicules de distribution, y compris le transport d'agents chimiothérapeutiques et de génes (25). De plus, il a été

démontré que les AgNP biofonctionnalisés recouverts de chi-tosane ou d'albumine sérique bovine BSA sont efficaces
dans le controle du streptocoque.
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peut étre attaché & la surface de la nanoparticule. A cet égard, les AgNP biofonctionnalisés
présentent un grand potentiel pour servir de véhicules de livraison, y compris le transport de produits chimiothérapeutiques
agents et génes [25]. De plus, les AgNP biofonctionnalisés recouverts de chitosane
ou l'albumine sérique bovine (BSA) se sont révélées efficaces dans le controle des streptocoques.
mutans, une bactérie associée aux biofilms de plaque causant des caries dentaires [26]. Les AgNP enrobés
de chitosane sont également efficaces contre les bactéries Gram-négatives, présentent une faible cytotoxicité et
peut étre utile dans la libération prolongée de médicaments, comme I'agent antifongique itraconazole (27-29).
Les mécanismes proposés pour I'augmentation de I'activité antimicrobienne des b-AgNP (8M
urée x2) sont en outre liés a la taille des particules et au potentiel zéta déterminés. Concernant
taille, les nanoparticules métalliques plus petites ont tendance a interagir davantage avec les membranes plasmiques des microbes
conduisant & leur destruction [30]. A cet égard, les AGNP < 100 nm de diamétre sont utilisés dans un
une large gamme d'applications, y compris les revétements d'agents antimicrobiens pour les dispositifs biomédicaux,
véhicules d'administration de médicaments, sondes d'imagerie, appareils de diagnostic et composants optoélectroniques.
Cela est principalement di a leur activité antimicrobienne bien connue et a leurs propriétés électriques exceptionnelles.
propriétés [1]. De plus, les nanoparticules doivent également étre suffisamment petites pour traverser le
paroi cellulaire externe du microbe avant d'entrer en contact avec la membrane plasmique sous-jacente. C'est hautement
Il est peu probable que la paroi cellulaire externe des microbes testés ait empéché les AgNP d'atteindre le
membrane plasmique sous-jacente. On ne peut pas expliquer facilement pourquoi les c-AgNP d'Alfa Aesar
mesurant ~ 129 nm n'a pas démontré d'activité antimicrobienne alors que le plus grand
Les b-AgNP (urée 8 M x 2) mesurant environ 156 nm I'ont fait. Cela suggére deux points distinctifs. D'abord,
que les b-AgNP fonctionnalisés d'une taille supérieure a 100 nm peuvent également présenter des effets antimicrobiens considérables.
activité. Deuxiémement, la taille des AgNP a elle seule n’était pas un facteur déterminant majeur de I'activité antimicrobienne.
activité dans la présente étude, comme en témoigne le manque d’activité des c-AgNP d’Alfa Aesar contre
tester les microbes. Le potentiel zéta mesuré de —44,4 mV pour les b-AgNP (8 M d'urée x 2)
indique une bonne stabilité des particules méme avec la présence de quelques petits agrégats tandis que
en suspension dans I'eau.
Enfin, de nouveaux tests sur les AgNP réfrigérés ont indiqué que chacun des trois b-AgNP
avait perdu trés peu de puissance aprés un an de stockage dans des microtubes ambrés protégés de
lumiére (tableau 6). Une perte de puissance plus importante a été notée pour les b-AgNP (eau x2)
et les b-AgNP (8 M d'urée x 1) pour lesquels une diminution d'au moins 4 fois de leur efficacité a été notée.
Cependant, la capacité des b-AgNP (urée 8 M x 2) a contrdler la croissance du MSSA était minime.
affecté, passant d’'une CMI de 0,62 pg/mL a 1,25 pg/mL, soit effectivement un doublement de
sa concentration. Cette découverte suggere que le citrate de sodium 2 mM est un bon choix pour
améliorer la stabilité a long terme des AgNP stockeés.

Tableau 6. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des nanoparticules testées contre Staphylococcus
aureus (MSSA) un an plus tard.

CMI (ug/mL)
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Différence
Nanoparticule (AMSA) (AMSA)
1er essai 2éme essai 1e2ic|§ir|1$e0§§)essai
(7,5%x105) (3,0x105)
b-AgNP (eau x 2) b- 2,50 210 >+2
AgNP (8 M d'urée x 1) b- 1.25 5.0 +2
AgNP (8 M d'urée x 2) c- 0,62 1,25 +1
AgNP (Alfa Aesar) c- 210,0 210 N/A
ND 210 N/A

AgNP (SkySpring)

() = Unités formant colonies par mL-1, ND = Pas fait.

5. Conclusions

Traitement post-production des b-AgNP extracellulaires synthétisés par trois différents

les traitements ont abouti a des solubilités variables qui ont permis de recouvrir leurs surfaces avec
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lyser des biomolécules. La fonctionnalisation des b-AgNP s'est produite lorsque de petites molécules
présentes dans les lysats de cellules bactériennes sont associées a leurs surfaces. Le plus grand degré
de fonctionnalisation s'est produit dans les b-AgNP traités deux fois avec de I'urée 8M en raison d'une
solubilité accrue, ce qui a conféré un plus grand degré d'activité antimicrobienne. Si cela est vrai, cela
suggere que le traitement des b-AgNP avec deux traitements consécutifs a I'urée 8M peut favoriser une
plus grande solubilité et stabilité dans une solution aqueuse, ce qui entraine un meilleur controle de la
croissance des microbes infectieux, au moins dans les conditions de test spécifiées. De plus, une plus
grande fonctionnalisation dans les b-AgNP (urée 8M x 2) pourrait également avoir contribué a sa plus
grande stabilité au fil du temps. Une observation importante était que les trois b-AgNP démontraient
une plus grande capacité antibactérienne que les c-AgNP acquis auprés de deux sources commerciales.
Dans tous les cas, les deux c-AgNP testés étaient incapables d’inhiber la croissance microbienne des
bactéries et champignons testés a la concentration la plus élevée testée. En résumé, la concentration
efficace plus faible, I'activité antimicrobienne a large spectre, la petite taille et la longue durée de
conservation des b-AgNP (urée 8M x 2) en font d'excellents candidats a utiliser dans une variété d'
applications congues pour empécher la croissance microbienne au lieu de testé les c-AgNP. Les autres
avantages des AgNP (8 M d'urée x 2) comprennent des quantités moindres requises pour le contréle
des microbes, une diminution du risque de cytotoxicité humaine et une réduction des déchets de
synthése chimique qui finissent par se retrouver dans I'environnement.

Documents supplémentaires : Les informations complémentaires suivantes peuvent étre téléchargées sur : https://www. mdpi.com/article/10.3390/

applnano3040014/s1, Figure S1 : Les spectres individuels et I'ajustement résiduel de Voight.
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