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Abstract. Multidrug resistance to antibiotics poses a huge public health problem. The formation of biofilms by
adherence of bacteria to medical devices, implants and damaged tissues is the main cause of nosocomial
infections. So, the need to develop alternative technologies as antibacterial agents has become more than
essential. In this research, SnO, nanoparticles (Sigma-Aldrich, 99.99% pure) were characterized by using X-Ray
Diffraction (XRD) analysis, Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), Scanning Electron Microscopy
(SEM) and Ultraviolet-visible (UV-Vis) spectroscopy. The antibacterial activity of SnO, NPs was carried out by
the determination of minimum inhibitory concentration against both Gram-negative and Gram-positive bacteria;
anti-biofilm activity was performed using 96-well microtiter plate method against Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa. XRD Results confirm crystal structure of SnO, NPs, the average grain size was found
to be 36 nm Morphological findings by SEM indicate flake-shaped morphologyforming agglomerates. SnO, NPs
were exhibited good antibacterial activity against all bacterial strains tested, the minimum inhibitory
concentration values varied between 4 and 512 pg/ml. The significant percentage of biofilm inhibition was found
64.07% and 68.37 % against S. aureus and P. aeruginosa biofilm respectively.

Keywords: SnO, nanoparticles, Antibacterial, Anti-biofilm, Minimum inhibitory concentration.

Résumé. La multi-résistance bactérienne aux antibiotiques pose un énorme probléme de santé publique. La
formation des biofilms par adhérence des bactéries aux dispositifs médicaux, implants et tissus endommagés est
la principale cause d'infections nosocomiales. Ainsi, la nécessité de développer des technologies alternatives en
tant qu'agents antibactériens est devenue plus qu'essentielle. Dans cette recherche, les nanoparticules de SnO,
(Sigma-Aldrich, pureté 99,99%) ont été caractérisées en utilisant I'analyse de diffraction des rayons X (DRX), la
spectroscopie infrarouge a Transformer de Fourier (FTIR), la microscopie électronique a balayage (MEB) et la
spectroscopie ultraviolet-visible (UV-Vis). L'activité antibactérienne des NPs de SnO, a porté sur la
détermination de la concentration minimale inhibitrice vis-a-vis des bactéries Gram-négatives et Gram-
positives, 1'activité anti-biofilm a été réalisée en utilisant la méthode de plaque de microtitration a 96 puits contre
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Les résultats de DRX confirment la structure cristalline des
NPs de SnO,, la taille moyenne des grains s'est avérée étre de 36 nm. Les résultats morphologiques par MEB
indiquent une morphologie en forme de flocon formant des agglomérats. Les NPs de SnO, ont présenté une
bonne activité antibactérienne contre toutes les souches bactériennes testées, les valeurs des concentrations
minimales inhibitrices varient entre 4et512pg / ml, ainsi qu’une inhibition de formation du biofilm de S. aureus
et P. aeruginosade 1’ordre de 64.07% et 68.37 % respectivement.

Mots clés:Nanoparticules de SnO,, Antibactérien, Anti-biofilm, Concentration minimale inhibitrice.
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1. Introduction

Les antibiotiques ont progressivement perdu leur activité bactéricide en raison de leur utilisation
croissante et parfois inappropriée. Denombreuses souches bactériennes ont commencé a s'adapter et a
développer des résistances face a cette thérapeutique[l, 2].Ajoutant au probléme de résistance, les
bactéries sont capables de former un biofilm dans certains environnements, ce qui leur permet de
développer des facteurs de virulence et de survivre en présence de fortes concentrations
d'antibiotiques|[3, 4].Par conséquent, nous avons le plus grand besoin de développer des technologies
alternatives et de trouver de nouveaux agents antibactériens efficaces, capables de détruire les
microorganismes ou d'empécher leur prolifération, et contre lesquels, les bactéries sont incapables de
développer une résistance. Actuellement, les nanotechnologies ont observéesdes progrés énormes dans
le domainede synthése et de préparation des nanoparticules (NPs) métalliques antimicrobiennes et le
développement des diverses techniques de fabrication desnanomatériaux antibactériens [5, 6].

Plusieurs métaux, tels que l'argent (Ag), le cuivre (Cu), le magnésium (Mg) et le zinc (Zn) ont
historiquement été utilisés pour tuer les bactéries avant que les antibiotiques ne soient largement
utilisés. En conséquence, les nanomatériaux inorganiques ont attiré une attention considérable en tant
qu'agents antibactériens en raison de leur propriétés physicochimiques et leur utilisations polyvalentes
par rapport aux antibiotiques traditionnels [7, 8]. L'oxyde d'étain (SnO,) est un matériau unique ayant
des propriétés importantes telles qu’une stabilité thermique élevée et un degré élevé de transparence
dans la région visible du spectre. C'est également un semi-conducteur important de type n avec une
énergie a large bande (3,6-3,8 eV) [9]. En raison de ses excellentes propriétés optiques,
¢lectrochimiques et catalytiques, il est utilisé dans de nombreuses applications pratiques telles que les
capteurs a semi-conducteurs, les cellules solaires, les batteries Lithium et les dispositifs
optoélectroniques [10-11]. Le SnO», similaire a d'autres matériaux énergétiques a large bande interdite
tels que TiO,, SiO, et ZnO, présente une bonne activité photo-catalytique et antibactérienne ainsi
qu’un pouvoir de dégradation des contaminants organiques [12]. Des études antérieures ont montré
que les nanomatériaux de SnO,ont une activité bactéricide extrémement élevée contre E. coli, S.
aureus, E. faecalis, K. pneumoniaeet S. enterica [13, 14].

Dans ce travail de recherche, les nanoparticules de SnO, (Sigma-Aldrich, pureté 99,99%) ont été
caractérisées par DRX, FTIR, MEB et UV-Vis. Les activités antibactériennes et anti-biofilm ont été
réalisées sur des souches de référence et des souches cliniques, certaines d'entre elles sont des souches
bactériennes multi-résistantes isolées a partir de divers échantillons pathologiques de patients et
d'environnement hospitalier.

2. Méthodologie

2.1. Matériel

Les poudres des nanoparticules de SnO, (Sigma — Aldrich, pureté 99, 99%) ont été utilisés dans cette
¢tude. L’étude de I’activité antibactérienne des NPs a porté sur 15 souches bactériennes gracieusement
fournies par le laboratoire de Microbiologie Générale, Faculté de Médecine, Université Badji Mokhtar
d’Annaba, dirigé par le professeur DJAHOUDI A.E.G, et sont représentées par 4 souches de
références (A: AmericanT: Type C: culture C: collection) :Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 43300, Staphylococcus aureus ATCC 29213 et Escherichia coli
ATCC 25922 et 11 souches cliniques :klebsiella pneumoniae carbapénémase positif (KPC+),
klebsiella pneumoniae carbapénémase négatif (KPC-), Proteus penneri, Bacillus cereus, Acinetobacter
baumannii, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa VIM-2,
Pseudomonas aeruginosa résistant a 'imipénem (IMP R), Staphylococcus aureus et Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline (SARM).
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2.2. Méthodes

Caractérisation des nanoparticules de SnO,

La structure cristalline des NPs de SnO, a été examinée par diffraction des rayons X (DRX) a l'aide
d'un diffractométre Panalytical X'PERT équipé d'une source de rayonnement CuKo (A = 1,5418 A) et
fonctionnant a une tension / courant de 40 kV / 30 mA. La spectroscopie infrarouge a Transformer de
Fourier (FTIR) est réalisée a l'aide de SHIMADZU FTIR-8400S. 2 mg des poudres SnO,ont été
soigneusement mélangés avec 200 mg de bromure de potassium (KBr), puis le mélange obtenu a été
pressé (10 tonnes) pour obtenir des granulés fins, compacts et homogeénes. Les spectres ont été
enregistrés dans la plage de nombres d'ondes de 400 a 4000 cm™ et analysés en déduisant le spectre
KBr pur. La morphologie et la taille des particules ont été caractérisées par microscopie électronique a
balayage (MEB) en utilisant MEB ZEISS fonctionnant a 10 kV. Une petite quantité de poudre est
dissoute dans I'éthanol, puis une goutte de la suspension est prélevée et déposée sur un adhésif double
face en carbone collé a un porte-échantillon en aluminium. Les spectres d'absorption UV-Vis ont été
enregistrés a température ambiante par spectrophotométre UV-Visible en utilisant le
spectrophotométre Jenway 6405 Uv / vis, dans la gamme 200-900 nm avec une résolution de 1 nm a
une vitesse de balayage de 200 nm / min.

Activité antibactérienne des NPs de SnO,

L'activité antibactérienne des nanoparticules de SnO, a ¢été étudiée par la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) a l'aide de la technique de diffusion sur milieu gélosé
conformément aux normes du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2020) [15]. La CMI
représente la concentration d'un antibiotique inhibant totalement la croissance bactérienne visible
apres 24 h d'incubation a 37 © C [16]. Les bactéries a Gram positif et a Gram négatif ont été cultivées
sur gélose Nutritif & 37 °© C pendant 24 h. Les suspensions bactériennes ont été préparées dans un
bouillon nutritif stérile puis ajustées a une DO entre 0.08 et 0.1 a une longueur d’onde de 625
nm, ce qui correspond a 0.5 Mac Farland (10° organismes / ml). Une solution mére des NPs de
SnO, a une concentration de 2048 pug / ml a été préparée, suivie d'une sonication et d'un autoclavage a
121 ° C pendant 30 minutes. Des dilutions semi-logarithmiques de demi en demi dans de I'eau distillée
stérile ont été préparées (1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5) jusqu’a la concentration finale
de 0,5 ug / ml. Pour préparer les dilutions des boites de Pétri, 2 ml de chaque concentration des NPs
ont été mélangés avec 18 ml de gélose Muller Hinton dans la boite de Pétri correspondante. Aprés
solidification du milieu, nous avons déposé les spots bactériens. Aprés cela, les boites de Pétri ont été
laissées a température ambiante jusqu'a ce que 'humidité soit absorbée (séchage localisé, pas plus de
30 minutes), puis les boites ont été incubées a 37 © C pendant 18 a 24 heures.

Activité anti-biofilm

L'activité anti-biofilm des NPs de SnO, a été déterminée vis- a-vis Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa, en utilisant la méthode de plaque de microtitration a 96 puits telle que
décrite par Saising et al. [17]. Toutes les expériences de biofilm ont été répétées trois fois. La turbidité
des cultures bactériennes cultivées pendant la nuit dans le milieu Brain Heart Infusion Brown (BHIB)
a été ajustée a 0.08-0.1 de DO a une longueur d’onde de 625 nm. Dans les puits de microplaque,
100 pl de chaque suspension bactérienne ont été mélangés avec un volume égal de solution de
nanoparticules de SnO, ayant différentes concentrations (8, 16, 32 et 64 ug / mL), I'incubation est
réalisée a 37 ° C pendant 24 h. L'inoculum sans NPs et le BHIB seul ont servi de controle positif et
négatif, respectivement. Aprés incubation, le surnageant de culture a été retiré, et les puits de
microplaque ont été lavés trois fois avec du Buffer Saline Phosphate (PBS) pour éliminer les cellules
non adhérentes. Les bactéries adhérentes a la plaque ont été colorées avec 200 pl de solution de cristal
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violet a 0,1% (w / v) pendant 30 minutes. Ensuite, la microplaque a été lavée trois fois avec de 1'eau
déminéralisée pour éliminer l'excés de cristal violet et séchée a température ambiante. 200 pl de
mélange éthanol-acétone (75/25%) ont été ajoutés a chaque puits pendant 30 minutes. L'inhibition du
biofilm a été déterminée en enregistrant la densité optique (DO) a 595 nm a l'aide d'un lecteur de
microplaques (Filter Max F5 ELIZA), et le taux d'inhibition du biofilm a été calculé selon 1'équation :
Tauxd'inhibitiondubiofilm(%)
= (DOControle positif — DOConcentrationTest )/(DO Controle positif) x 100

3. Résultats et discussion
Diffraction des rayons X (DRX)

Le diagramme de diffraction des rayons X des nanoparticules de SnO, est illustré dans la fig.1. Les
pics indiqués aux valeurs 20 peuvent étre associés a (110), (101), (200), (111), (210), (211), (220),
(002), (310), (112), (301), (202) et (321) respectivement, correspondent a la cristallite a structure rutile
tétragonale de SnO, (groupe spatial, P42 / mnm), qui sont en accord avec les valeurs de la littérature
(carte JCPDS n ° 41-1445). La taille moyenne des nanoparticules de SnO, peut étre estimée par
1'équation de Scherrer [18]. D =kA/ B cos 0, ou D est la taille des cristallites, K = 0,9, A est la longueur
d'onde des rayons X, B est la largeur totale de la moitié du maximum du pic de diffraction et 6 est
l'angle de diffraction de Bragg des pics de diffraction. La taille moyenne des nanoparticules de SnO,
est de 36 nm.

200000 —
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Fig. 1: Diagramme de diffraction des rayons X des nanoparticules de SnO,

Microscopie électronique a balayage (MEB)
La fig. 2 montre la morphologie des nanoparticules de SnO,. Les photos MEB (a) - (b) - (¢) - (d) et (¢) a

différents grossissements indiquent une morphologie en forme de flocon formant des agglomérats. Des résultats
similaires ont été rapportés dans la littérature [19].
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2 um EHT =10.00 kv Signal A = SE1 Date :9 Aug 2019
WD =11.5 mm Mag = 10.00 KX Time :10:23:54
\\

o

10 pm EHT = 10.00 kv Signal A = SE1 Date :9 Aug 2019
| WD =11.5mm Mag= 250K X Time :10:20:38
\\.
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1 Mm EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Date :9 Aug 2019

WD =11.5mm Mag= 15.00 K X Time :10:25:43
\\
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20 pm EHT =10.00 kV Signal A = SE1 Date 19 Aug 2019

WD =115 mm Mag= 250K X Time :10:22:55

‘V

Fig. 2: (a) - (b) - (c) - (d) et (e) Photos MEB a différents grossissements

Spectroscopie infrarouge a Transformer de Fourier (FTIR)

Le spectre infrarouge des nanoparticules de SnO, est présenté sur la fig. 3. A partir de ce spectre, les pics entre
1628 et 3421 cm™ correspondent aux vibrations de liaison de I'eau moléculaire absorbée et a la vibration
d'étirement des groupes -OH [20]. Une bande apparaissant dans la gamme de 400 a 700 cm™, spécifiquement, &
633 cm™ est attribuée au mode d'étirage antisymétrique Sn-O-Sn et antisymétrique Sn-O du pont de surface de
l'oxyde formé par condensation de la vibration du groupe hydroxyle de surface adjacente [21]. Le pic
d'absorption entre 3300 et 3475 cm™ (3442cm™) est attribué a la vibration d'étirement O—H du H,O absorbé a la

surface de l'oxyde d'étain [22].
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Fig. 3: Diagramme de I’infrarouge des nanopoudres de SnO,.

Spectroscopie ultraviolet-visible

La spectroscopie ultraviolet-visible est une technique non destructive puissante pour explorer les propriétés
optiques des nanoparticules semi-conductrices. Les spectres d'absorption des nanoparticules pures de SnO,
présentés dans la fig.4 montrent une coupure ultraviolette d'environ 250-290 nm, qui peut étre attribuée a la
photo-excitation d'électrons d'une bande de valence a une bande de conduction.
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Fig. 4: Diagramme de I’infrarouge des poudres de SnO,

Activité antibactérienne

La lecture des résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été réalisée aprés incubation a 37
°Cpendant 24 h dans des conditions aérobies. Le tableau 1 regroupe les valeurs de la CMI obtenues aprés
traitement des bactéries Cocci a Gram positif aux différentes concentrations de SnO,. La CMI se situe dans un
intervalle entre 16 et 512 ug/ml (Tableau 1).
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Tableau 1. Valeurs des CMI des Cocci a Gram positif traités par le SnO,

Souches CMI (pg/ml)
Staphylococcus aureus 512
Staphylococcus aureus ATCC 43300 16
Cocci a Gram positif
Staphylococcus aureus ATCC 29213 16
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM).
32
Streptococcus pyogenes 64

Le tableau 2 regroupe les valeurs de la CMI obtenues aprés traitement des bactéries bacilles a Gram positif aux
différentes concentrations de SnO,. L’espéce Bacillus cereus présente une CMI de 512 ug/ml (Tableau 2).

Tableau 2. Valeurs des CMI des bacilles a Gram positif traités par le SnO,.

Souches CMI (pg/ml)

Bacilles 2 Gram positif Bacillus cereus 512

Le tableau 3 rassemble les valeurs des CMI obtenues apres traitement des bactéries bacilles a Gram négatif
entérobactéries aux différentes concentrations de SnO,. Les valeurs de CMI se situent dans un intervalle entre
128 et 512 pg/ml (Tableau 3).

Tableau 3. Valeurs des CMI des bacilles a Gram négatif entérobactéries.

Souches CMI (pg/ml)

Escherichia coli ATCC 25922 128

Bacilles a G ¢gatif .\
ac’1 esa . ram negat Klebsiella pneumoniae carbapénémase positif (KPC+) 512

entérobactéries
Klebsiella pneumoniae carbapénémase négatif (KPC-) 256
Proteus penneri

512

Le tableau 4 regroupe les valeurs de la CMI obtenues aprés traitement des bactéries bacilles & Gram négatif non
entérobactéries aux différentes concentrations de SnO,. Les valeurs de CMI se situent entre 4 et 64 ug/ml
(Tableau 4).
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Tableau 4. Valeurs de la CMI des bacilles a Gram négatif non entérobactéries traités par le SnO,.

Souches CMI (pg/ml)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 32
Pseudomonas aeruginosa 8
Bacilles a  Gram
négatif non Pseudomonas aeruginosa VIM-2 16
entérobactéries - —
Pseudomonas aeruginosa résistant a I’imipénem (IMP R)
4
Acinetobacter baumannii 64

Une CMI inférieure correspond a une efficacité antibactérienne plus élevée. Les résultats sont
comparables a ceux de la littérature qui montrent que la toxicité des nanoparticules peut varier
significativement entre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif, et dans certains cas varient
méme entre les organismes [23].Cette différence d'activité contre ces deux types de bactéries peut
s'expliquer par les différentes structures et composition chimique des surfaces cellulaires. La paroi
cellulaire des bactéries Gram-négatif est différente des bactéries Gram-positif en ayant une membrane
externe qui recouvre la couche de peptidoglycane. En plus, la présence des porines en contact direct
avec le milieu extérieur facilite la diffusion transmembranaire des nanoparticules de petite taille
rendant la bactérie facile a détruire [24]. Alors que la paroi des bactéries a Gram négatif n’est
constituée qu’une couche fine de peptidoglycanes, de phospholipides et de lipopolysaccharides.

Aussi, ’existence d’une attraction électrostatique entre les oxydes métalliques chargés positivement et
les microorganismes chargés négativement permet une adsorption des NPs a travers la paroi
bactérienne [25]. Par conséquent, des fosses vont se former au niveau des porines conduisant a une
perméabilité accrue et une mort cellulaire [26]. Plusieurs hypothéses ont été formulées pour expliquer
les mécanismes de ces dommages qui ne sont pas encore bien élucidés [27]. L hypothése la plus
probable est celle de la déstabilisation de la paroi par les NPs qui peut étre due a la génération des
espeéces réactives de I’oxygeéne (ERO) qui provoqueraient des réactions radicalaires destructrices en
chaine (peroxydation lipidique) dans la couche des lipopolysaccharides bactériennes ; cette production
d’ERO conduisant a des dommages membranaires et des dommages oxydatifs de I’ADN [28].

Nos résultats sont comparables a plusieurs recherches rapportées dans la littérature. Ayeshamariam et
al (2015) [29] ont constaté que les nanomatériaux SnO,-Chitosan inhibaient la croissance bactérienne
d'E.Coli, S.aureus, S. typhimurium, S. pyogenes et P. aeruginosa avec des valeurs de CMI variant
entre 5 et 25 mg / ml. L'étude réalisée par Rehman et al (2019) [30] a démontré que les NPs de SnO,
préparées par méthode ultrasonique ont une bonne activité antimicrobienne avec des valeurs de CMI
de 0.5 mg / ml pour E. coli et de 8 mg / ml pour C. albicans.

Activité anti-biofilm

Les biofilms représentent un probléme majeur de santé publique car leur formation protége les
bactéries pathogénes contre les antibiotiques et est considérée comme l'une des principales causes de
I'émergence des infections nosocomiales. Les biofilms sont formés par 'adhésion de bactéries sur une
surface solide et par la sécrétion d'une matrice (protéines, ADN et extra-polysaccharide), qui
constituent une communauté microbienne complexe [31].

La population totale de Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa est significativement
réduite de 64.07% et 68.37 %, respectivement aprés contact avec les NPs de SnO, (Fig.5).
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Fig. 5: Effet des nanoparticules de SnO, sur l'inhibition du biofilm.

Al-Shabib et al (2018) [32] ont démontré que les nanofleurs creuses a I'oxyde d'étain présentaient une
inhibition significative de la virulence régulée par quorum sensing et de la formation de biofilm des
bactéries pathogénes (Serratia marcescens, Chromobacterium violaceum et Pseudomonas
aeruginosa). Khan et al (2020) [33] ont également constaté que les NPs de SnO, ont efficacement
inhibé les biofilms formés par S. aureus et L. monocytogenes.

Actuellement, 1'éradication des biofilms est un défi majeur pour surmonter les infections chroniques.
Dans cette étude, I'impact des NPs de SnO; sur les biofilms préformés a également été déterminé. Les
résultats montrent que ces NPs sont efficaces contre le biofilm de 24 heures des souches testées avec
une éradication supérieure a 60%, présentant ainsi une excellente efficacité pour inhiber la formation
de biofilm et capables de perturber rapidement et efficacement I'architecture de biofilm multicouche et
tridimensionnelle. La capacité d'un agent antimicrobien a pénétrer et a disperser le biofilm confirme sa
puissance et son efficacité car la couche de biofilm est une barriére imperméable a plusieurs
antibiotiques [34].

4. Conclusion

A Tlissue de cette étude, nous pouvons conclure que les nanoparticules de SnO, ont de bonnes
capacités antibactériennes et anti-biofilm sur les bactéries testées et il peut étre possible de les utiliser
comme agent désinfectant pour éviter la contamination bactérienne en inhibant les microorganismes
directement en contact avec la surface réceptrice.
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