UNIVERSITE SAAD DAHLAB DE BLIDA

Faculté de Technologie

Département de Génie des Procédeés
THESE DE DOCTORAT
En Chimie Industrielle

Spécialité : Génie des Procédés

DOPAGE METALLIQUE DE L'HYDROXYAPATITE : SYNTHESE,
CARACTERISATION ET APPLICATION A L’ELIMINATION DES BACTERIES

PATHOGENES
Par

Houria ALIOUI
Devant le jury composé de :
D.E. HADJ-BOUSSAAD Professeur, USDB, Blida 1 Président
S. KOUADRI MOUSTEFAI Professeur, UHB, Chelf Examinatrice
Y. BOUCHEFFA Professeur, U.S.T.H.B., Alger Examinateur
O. BENKORTBI Professeur, U. Médéa Examinateur
A. BADIS Professeur, USDB, Blida 1 Examinateur
O. BOURAS Professeur, USDB, Blida 1 Rapporteur

Blida, Février 2020



RESUME

Une série d’hydroxyapatites (HAps) dopée et co-dopée avec les cations de
zinc et du magnésium a été préparée par précipitation a partir des solutions
aqueuses de CaClz, NazHPO4, ZnCl2 et MgCl.

Les résultats ont révélé que l'incorporation des cations Zn?* et/ou Mg?*, au
moyen d'une substitution isomorphique dans les structures HAps, a été couronnée
de succés. L'analyse IRTF a confirmé la présence des bandes caractéristiques
attribuées aux modes vibratoires des groupes phosphate et hydroxyle. Les
analyses DRX et MEB ont montré que les différents solides préparés a base de
plus de 5 % en moles d'ions Zn et/ou de Mg ont été identifiés comme étant des
HAps. Cependant, la présence de ces cations métalliques a entrainé une
augmentation significative de la taille de leurs cristallites (30 a 50 nm) ainsi que
'apparition d’'une seconde phase (scholzite, whitlockite). Les nanoparticules se
présentent sous diverses morphologies qui sont semblables a des aiguilles (HAps-
Zn, HAps-Mg et HAps-cod Zn/Mg) et a des sphéres (HAp non substituée).

Les résultats de l'analyse FRX ont clairement indiqué la présence des
éléments Zn, Mg, Ca et P dans les supports HAps-Zn, HAps-Mg et HAps co-
dopées (HAps-Zn/Mg) avec un rapport (Ca+M/P) qui varie entre 1.7 et 2.

L'activité antimicrobienne de ces nanopoudres a été testée in vitro contre
cinqg bactéries (Escherichia Coli; Klebsiella Pneumoniae; Pseudomonas
aeruginosa ; Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis) et deux souches
fongiques (Candida albicans et Aspergillus niger).

Des zones d'inhibitions de tailles 11.33 + 0.01 mm, 16.33 = 0.04 mm et de 20.00
+ 0.01 mm contre respectivement les bactéries (Gram négatif, Gram positif) et les
champignons ont été obtenues avec (HAp-Zn dopée a 15% en moles de zinc et
HAps co-dopées a 10 ou 15% en moles de (Zn+Mg), ce qui démontre l'interrét
thérapeutique de cette nouvelle génération de nanomatériaux.

Mots clés: Hydroxyapatite, dopage métallique, co-dopage, méthode de

précipitation par voie aqueuse, activité antimicrobienne.



ABSTRACT

In this study, a series of hydroxyapatites HAps doped and co-doped with
two metal cations (zinc and magnesium) has been synthesized by means of the
precipitation method using CaClz, Na2HPO4, ZnCl2 and MgCl2 aqueous solutions
as reagents. The results revealed that the incorporation of Zn?* and/or Mg?*
cations by isomorphic substitution into HAp structure was successful. The FTIR
analysis showed the presence of the characteristic bands attributed to the
vibratory modes of phosphate and hydroxyl groups. The SEM and XRD analyzes
showed that the different solids prepared based on more than 10 mol% of Zn and
Mg ions were identified as HAps. However, the presence of metal cations caused
a significant increase in their crystallite sizes (30-50 nm) along with the
appearance of a second phase (scholzite, whitlockite). The nanoparticles come in
various morphologies that are needle-like (HAps-Zn, HAps-Mg and HAps-cod Zn /
Mg) and spheres like (HAp) and were highly agglomerated.

The XRF spectra indicated the presence of Ca, P, Zn and Mg in the
powders prepared with a high Metal/P ratio (1.7-2).

The antimicrobial activity of these nanopowders has been tested in vitro
against five bacterias (Escherichia coli; Kledsiella pneumoniae; Pseudomonas
aeruginosa; Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis) and two fungal strains
(Candida albicans and Aspergillus niger). The comparative study of the various in
vitro antimicrobial activity tests on pathogenic and fungal bacteria confirms the
great affinities of this new generation of nanomaterials (HAps-Zn doped at 15
mol% and HAps co-doped at 10 or 15 % by moles of (Zn+Mg). The antimicrobial
study showed inhibition zones of 11.33 + 0.01 mm, 16.33 + 0.04 mm and 20.00 +
0.01 mm against Gram (-), Gram (+) and fungal, respectively. This demonstrates

the therapeutic value of this new generation of nanomaterials.

Keywords: Hydroxyapatite; metal doping; co-doped hydroxyapatite; precipitation

method in aqueous; antimicrobial activity.
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Introduction

Les céramiques d'hydroxyapatites (HAps) sont actuellement considérées
comme l'une des classes de matériaux les plus utilisées notamment en biologie et

en médecine.

Elles sont utilisées aussi dans les colonnes chromatographiques [1], en
tant que catalyseurs nanostructures hétérogenes dans plusieurs réactions
d'oxydation dans la protection de [I'environnement en éliminant diverses
substances polluantes des eaux et/ou des sols pollués [2], ou comme

photocatalyseurs dans la destruction des polluants organiques [3].

Ces matériaux constituent également la phase inorganique majeure des tissus

humains durs tels que les os et les dents [4,5].

Les HAps synthétiqgues sont apparus au XIX®™e siécle comme matériaux
biomédicaux potentiels pour une utilisation dans de nombreux domaines,
notamment dans les implants dentaires, les systemes d'administration de

médicaments, la chirurgie maxillo-faciale et orthopédique [6].

Les HAps sont définis en tant que biocéramiques au phosphate de calcium de
formule chimique Cai10(POa)s(OH)2 dont le rapport molaire Ca/P est égal a 1,67. lls
constituent également les principaux composés d’os naturels, qui contiennent

respectivement 50% et 70% d’HAps en volume et en masse [7].

Les ions Ca?* dans les HAps peuvent étre remplacés dans certains cas par
des ions métalliqgues divalents de type Zn?*, Mg?* et/ou Pb?*. Cette substitution
isomorphe dépend de la charge et en particulier de la taille de I'ion d'impureté [8].

Les HAps sous forme de poudre, a I'échelle nanométrique, sont plus
denses et présentent de meilleures propriétés physicochimiques et mécaniques

en termes de surface spécifique, de bioactivité et de frittabilité [9].
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La présence souhaitable ou préjudiciable dimpuretés dans les HAps peut
généralement affecter leurs propriétés physiques. Les ions disponibles et
incorporés dans le réseau cristallin ou adsorbés a la surface refletent la nature
complexe du milieu dans lequel les tissus durs se minéralisent ; ils présentent

également la souplesse de la structure de l'apatite.

Il a été démontré précédemment que la présence de ces ions dans les os
agissait comme un tampon dans le sang et pouvait influencer l'activité de

prolifération des ostéoblastes et des ostéoclastes [10-12].

Selon la littérature scientifique, de nombreuses substitutions ioniques ont été

effectuées.

Les HAps substituées au Mg ont fait I'objet de nombreuses recherches compte
tenu de l'importance du développement des os artificiels et d'autres applications

médicales.

Ainsi donc, plusieurs études ont été menées sur la synthese des HAps
seuls et ceux substitués par les cations métalliques de Zn?* ou Mg?* [13]. Malgré
sa faible concentration (généralement entre 0,5 et 1,5% en poids), I'ion Mg?* joue
un réle clé dans le métabolisme osseux, en particulier au début de 'ostéogenése

en stimulant la prolifération des ostéoblastes [14].

L’appauvrissement en magnésium affecte tous les stades du métabolisme
squelettique en entrainant un arrét de la croissance osseuse, une diminution de

I'activité des ostéoblastes, de I'ostéopénie et de la fragilité des os.

Par ailleurs, les HAps dopées au zinc se sont révélées efficaces dans la
'adsorption des protéines [15]. La co-substitution d'ions dans les HAps offre,
toutefois, le potentiel de combiner plusieurs caractéristiques souhaitables des

HAps monosubstituées.
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Une co-substitution réussie doit étre effectuée avec précaution en
sélectionnant des ions modeéles. C’est pourquoi, dans toute opération de co-
substitution on doit tenir compte de I'équilibre de charge ionique, la nature des
sites de substitution atomique et la stabilité de phase et I'impact biologique
potentiel [16].

Les données de la littérature ont confirmé que le co-dopage de
nanopoudres HAps en présence de cations tels que ceux de Zn?* et/ou Mg?* joue

un role important dans la performance biologique de I'os [17].

Les matériaux HAps substitués par le Mg devraient présenter une
biocompatibilité et des propriétés biologiques excellentes. En effet, les céramiques
HAps-Mg ont été proposées pour une utilisation dans des applications

orthopédiques et dentaires [18].

Selon Gopi et al. [19], le zinc est également essentiel au maintien d’'une bonne
santé du systéeme immunitaire qui est indispensable a la protection du corps

contre les bactéries et les infections.

Ainsi donc, [lintroduction d’ions métalliques dans la structure de
I'nydroxyapatite est étudiée depuis longtemps dans le but d’examiner le
changement de la structure et de la cristallinité de ces matériaux ainsi que les
interactions avec la culture microbiologique. A ce jour, il n’y a pas eu d’études
completes sur ce sujet et c’est pourquoi nous nous proposons ce travail de

recherche.

Aussi, l'objectif principal de ce travail de these est de préparer et
caractériser une nouvelle génération d’hydroxyapatites dopées et co-dopées avec
des ions Zn?* et/ou Mg?*. L'un des objectifs clé de cette étude est d’'établir
également la quantité de cations a substituer (Zn?* et/ou Mg?") dans
I'nydroxyapatite afin d’étudier I'efficacité des poudres synthétisées comme agents

antimicrobiens.
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En suivant cette approche, le présent travail est structuré de la maniere

suivante :

s+La premiere partie sous forme d’'un chapitre est relative aux généralités sur

les biomatériaux en termes de définitions et de procédés de synthése.

% La deuxieme partie regroupe deux chapitres : 'un consacré a une étude
bibliographique sur les hydroxyapatites substituées et un second chapitre
résume les généralités sur les infections bactériennes, fongiques et d’agents

antimicrobiens.

% La troisieme et la derniere partie traite en deux chapitres le volet
expérimental et portera essentiellement sur:
-La méthode de synthése et la caractérisation des matrices dopées
(HAps-Zn, HAps-Mg) et co-dopées (HAps-Zn/Mg).
- Les tests in vitro (antibiogrammes) de tous les échantillons préparés ainsi
que I'étude de leurs effets possibles sur I'activité antimicrobienne.

et le chapitre discussion et interprétation des résultats expérimentaux obtenus.
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CHAPITRE 1
LES BIOMATERIAUX

1.1. Généralités

La science des matériaux biomédicaux ou la science de la
compréhension et du développement des «biomatériaux» a fait I'objet de
nombreuses recherches scientifiques passionnantes et enrichissantes dans le

domaine de la science des matériaux.

Actuellement, on définit un biomatériau comme étant une substance qui
a été concue pour prendre une forme seule ou dans le cadre d'un systéme
complexe lequel est utilisé pour diriger le contrble des interactions avec les

composants des systemes vivants [20].

Compte tenu du vieillissement croissant de la population, il y a eu, ces
derniéres années de nombreuses maladies dles a la fragilité des os et dont le

traitement consiste a I'incorporation des implants biocompatibles.

Pour garantir qu'un implant puisse fournir la fonction souhaitée, sa
longévité et son efficacité avec succes, il est essentiel de choisir un biomatériau
adapté a I'application proposée. Les biomatériaux solides sont classés en tant que

biométaux, biopolyméres, biocéramiques ou biocomposites.
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A noter que [I'hydroxyapatite est un phosphate de calcium utilisé

principalement pour ses excellentes propriétés ostéo-conductrices [21].

1.2 Les biocéramigues

Grace a leurs caractéristigues spécifiques, les céramiques se sont
rapidement imposées comme matériaux de comblement osseux. Historiquement,
ce sont les alumines, en tant que céramiques de premiére génération les plus

inertes qui furent utilisées [22].

Au-dela de leur biocompatibilité avérée, ils se sont confrontés a I'apparition
d’'une enveloppe fibreuse juste a l'interface de I'implant et de I'os (encapsulation)
empéchant ainsi une fixation adéquate (interruption des propriétés biologiques et
meécaniques). C’est pourquoi, de nombreuses recherches se sont alors orientées
vers d’autres types de matériaux capables de consolider cette liaison biologique
entre le tissu osseux et I'implant afin de favoriser le métabolisme tissulaire, ce fut

’avénement des matériaux dits bioactifs.

Le mécanisme de fixation du tissu est directement lié au type de réponse
tissulaire a l'interface de I'implant ou aucun matériau implanté dans les tissus
vivants n’est inerte ; tous les matériaux provoquent une réponse des tissus

vivants.

Dans ce contexte, quatre types de réponses a l'attachement des protheses au

systeme musculo-squelettique sont identifiées [23] :

¢ Sile matériau est toxique, le tissu environnant meurt ;

e Sile matériau est non toxique mais biologiquement inactif (presque inerte), il
se forme un tissu fibreux de forme et d’épaisseur variable ;

e Si le matériau est non toxique mais biologiquement actif (bioactif), il se
forme une liaison a l'interface ;

¢ Si le matériau est non toxique, il se dissout et le tissu entourant le remplace

(biorésorbable).
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1.3. Phosphates de calcium

1.3.1. Généralités

Les phosphates de calcium (CaP) constituent un groupe de minéraux
contenant des ions calcium (Ca?*) ainsi que des ortho phosphates (PO4%), méta

phosphates (P207%) et occasionnellement des ions hydrogéne ou hydroxyde.

Selon leurs compositions, la grande majorité des phosphates de calcium
synthétiques sont classés comme
e Phosphates tricalciques a et B (TCP) : Cas(POa4)z
e Phosphates de calcium biphasiques (BCP), qui sont un mélange de a-TCP
ou de B-TCP avec HAp.
e HAp : (Caio(PO4)s(OH)z2).

e Phosphates de calcium amorphes [24, 25].

La premiere tentative d'utilisation des phosphates de calcium pour des
applications cliniques consistait a utiliser un matériau artificiel pour réparer
chirurgicalement des défauts osseux chez le lapin en 1920. Néanmoins, leurs
utilisations et leurs applications orthopédiques chez I'homme ne se sont

manifestées qu'au début des années 1970 [25].

En essayant de remplacer les matériaux métalliques dominants a
I'époque, I'attention principale était de les remplacer par d’autres matériaux a base
de céramiques se caractérisant par des propriétés favorables en termes

d’intégration osseuse, de fonctionnalité, de résistance mécanique et/ou chimique.

Le tableau 1.1 présente une liste des ortho-phosphates de calcium
connus ainsi que leurs principales propriétés en termes de formule chimique, de

solubilité et de stabilité chimique.
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Tableau 1. 1 : Principales propriétés des ortho-phosphates de calcium [25].

pH de Stabilité | Solubilité
Rapport Composé Formule chimique (dans a 25°C
molaire les solutions (g/L)
r = (Ca/P) agueuses
az25°C
Phosphate
05 monocalcique Caz(H2P0.).H20 00-2.0 ~18
monohydrate
Phosphate Stable a des
05 monocalcique Caz(H2PO4) températures ~17
anhydre supérieures a 100 ° C
Phosphate
1.0 dicalcique CaHPO4.2H.,0 25-6.0 ~0.088
dihydraté, bursite
minérale
Phosphate Stable a des
di-calcique températures ~0.048
1.0 anhydrg, monétite CaHPOs supérieures a 100 °C
minérale
1.33 Phosphate
d'octacalcium Cag(HPO4)2(P04).5H20 55-7.0 ~0.0081
(OCP)
Phosphate Pas
15 tricalcique B B-Cas(POu)2 de précipités a partir | ~0.0025
(B-TCP) de solutions aqueuses
1.5-1.67 | Hydroxyapatite
carencée en | Cawox(HPO4)x.(PO4)sx(OH): 6.5-9.5 ~0.0094
calcium (CDHA)
1.67 Hydroxyapatite Caio(PO4)s (OH) 2 ~0.0003

Les phosphates de calcium se forment selon le processus de frittage

(1100-1250 °C) [26], au cours duquel des structures amorphes ou cristallines se

forment. Les conditions de frittage et de stoechiométrie de la réaction peuvent

dicter le type, la structure et la composition du CaP final.

alors que le matériau HAp est obtenu a un rapport de 1,67 [27].

Ainsi donc, le rapport Ca/P de 1.5 favorise la formation de la phase TCP

Par ailleurs, un rapport (1.5 < Ca/P < 1.67) entraine la formation du

composé CaP a partir d’'un mélange biphasique des deux phases TCP et HAp.

La solubilité de ce CaP peut également déterminer le type d’application

pour lequel il peut étre utilisé. Il dépend, a la fois, de la nécessité d’'une phase

résorbable et d’'une phase non soluble [27].
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1.3.2. Phosphates tricalciques (TCP)

Comparé a I'hydroxyapatite HAp, le phosphate tricalcique (TCP) de
formule Cas(POa4)2 se caractérise par un rapport Ca/P inférieur a 1.67, d’'une
faible stabilité chimique et d’une plus grande solubilité.

Cette phase est thermodynamiquement stable mais uniquement a tres
hautes températures (1000-1500 °C).

Les phases a- et B-TCP ont des propriétés légerement différentes. En
effet, elles ont toutes les deux une composition chimique identique mais des
propriétés cristallographiques différentes.

La phase a-TCP qui est la moins stable se caractérise par des taux de

solubilité et de dégradation qui restent supérieurs a ceux de la phase B-TCP [22].

1.3.3. Hydroxyapatites (HApS)

1.3.3.1. Généralités

Le mot «Apatite» désigne tout composé minéral de formule générale
Me1o(XOa4)sY2 ol Me représente un cation bivalent (Ca?* Pb?* Cd?*.), XO4 est un

anion trivalent (PO4%, VO4%, AsO4+*) et Y est un anion monovalent (OH-, F-, CI).

Néanmoins, les propriétés physico-chimiques de [l'apatite phosphatée
dépendent de la prédominance du fluor, du chlore ou des espéces hydroxylées

dans la structure cristalline.

Ainsi, en fonction du type de l'anion Y, on distingue trois minéraux:
I'hydroxyapatite (HAp), la fluorapatite (FAp) et la chlorapatite (CIAp) de formules
chimiques respectives Caio(PO4)s(OH) 2, Caio(POa4)sF2 et Ca10(PO4)sCla.

En plus de leur forme minéralogique, les apatites phosphatées peuvent

exister sous forme de céramiques biologiques.

La formation des HAps solides a partir de solutions aqueuses a été
largement étudiée par de nombreux chercheurs au cours des années 90 afin de

répondre au triple objectif suivant:
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- Compréhension des phénomenes naturels dans les étangs,

- Traitement des eaux useées, [28]

- Obtention de matériaux de substitution destinés a la réparation des dents
ou des os [29, 30].

La préparation de sels inorganiques par la méthode de précipitation est
bien connue depuis le XIX®™e siecle. La formation de tels composés légérement
solubles & partir de solutions sursaturées semble théoriquement simple, méme
lorsque plusieurs solides isomorphes se forment simultanément : c’est le cas des
systemes binaires (Ca/POa4) ou (Ca/CO3) [31].

La thermodynamique suggére une régle empirique stipulant qu’une
solution sursaturée en un constituant entraine la formation d’'un composé se

caractérisant par la solubilité la plus élevée (regle dite "Ostwald-Gay Lussac").

Le processus réel est plus compliqué du fait que les divers solides

isomorphes peuvent subir une série de réactions d’échange solide/liquide [31,32].

On parle de "maturation d'Ostwald" lorsque la cinétique est régulée par la
tension interfaciale solide/liquide [33] et aprés une période de vieillissement
suffisante de I'espéce précurseur, il y aura la formation de la phase solide la plus
stable [34].

L'effet de lintroduction d'autres cations divalents (alcalino-terreux ou
éléments de transition) pour remplacer une partie des ions Ca?* dans les
structures des HAps [35] a été quelque peu controversé a cause de l'inhibition de
la formation des HAps et/ou de I'amélioration de leurs propriétés mécaniques.
C’est pourquoi, plusieurs autres articles se sont intéressés a la synthese et a la

caractérisation structurale des HAps dopées au Mg ou au Zn [36,37].

Matsunaga [38], a effectué des calculs théoriques afin d'expliquer le
comportement des substitutions ioniques isomorphiques par les ions Mg?*, Ni?*,
Cu?*, Zn?*, Sr?*, Cd?*, Ba?* et Pb?*. Par la suite, ils se sont concentrés sur les

HAps substituées aux cations de Mg et Zn.
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Oukerroum et ces collaborateurs [39] ont synthétisé des matériaux de
composition Cazio-2xAgxAlx(PO4)s(OH) 2 par précipitation en milieu basique.
Les phases apatitiques pures ne sont obtenues que dans le domaine de
composition 0=x<0,4. Il a été montré que les parametres cristallins diminuent avec
laugmentation de la teneur en aluminium et en argent, ou les ions se localisent

préférentiellement dans les sites Ca(l) du réseau apatitique.

Laquerriere et al. [40] ont préparé des particules de natures différentes en
termes de taille, de forme, de température de traitement et de composition
chimiqgue. Ces auteurs ont constaté que la réponse cellulaire est due
principalement aux monocytes/macrophages comme étant les premieres cellules
a coloniser le site inflammatoire. En effet, les particules sous forme d’aiguilles
induisent une plus grande production de médiateurs de l'inflammation qui sont
plus toxiques pour les cellules. Toutefois, la température de traitement semble étre
moins importante méme si elle joue un rble important dans les processus de

dissolution/précipitation.

A ce jour, seules de tres rares études élaborés par Gopi et Kaygili ont été
publiées sur le dopage des nanoparticules d'HAps par les ions de Mg et Zn [41,
42].

1.3.3.2. Structure stoechiométrique des HAps :

L’hydroxyapatite phosphocalcique stoechiométrique de formule chimique
Cai10(P0O4)s(OH)2 a une composition théorique massique de 39.68 % de Ca,
18.45 % de P, et un rapport molaire r (r = Ca/P) égale a 1.67.

Comme le montre la figure 1.1, la matrice HAp cristallise selon un systeme
hexagonal avec un groupement spatial (P63m.) de symétrie notés « | » et « Il »,
perpendiculaires au plan (001)). Le tunnel de type « | » de diamétre égal a

environ 2,5 A est occupé par des cations Me (I).

Dans le cas de la structure HAp, les sites des cations Ca(l), qui sont au
nombre de quatre par maille sont placés sur les axes ternaires et sont entourés de

neuf atomes d’oxygéne dans un systéme hexagonal (de groupe spatial P63/m.).
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Pour I'hydroxyapatite stcechiométrique (sans substitution ou lacune), ces
parameétres cristallographiques de maille a, c et B sont respectivement égaux a
9.418 A, 6.884 A et 120°. Le volume de la maille est égal & 528.80 A3 (données
extraites de la fiche ICDD-PDF 9-432).

La structure apatitique accepte un grand nombre de substituant. Ainsi donc,
les cations bivalents (Me?*) peuvent non seulement étre remplacés par des
cations bivalents (Zn?*, Mg?*, Sr?*, Ba®*, Pb?*), mais également par des cations
monovalents (Na*, K*) ou trivalents (La%*, Ga®*, Eu®*). De méme, les anions XO4*
trivalents peuvent étre remplacés par des groupements bivalents (COz%, SO4%,
HPO4?) [43], trivalents (AsO4*, VO4*) ou tétravalents (SiOs*) [44]. Enfin, les
groupements Y- peuvent également étre substitués par des ions monovalent (F-,
CI) ou bivalents (COs*, 0%, S?).

Toutefois, des mécanismes de compensations de charges apparaissent
lors des substitutions ioniques afin de conserver I'électroneutralité impliquant des

modifications structurales et la création de lacunes dans la maille.

A noter que contrairement aux sites Me et Y, aucune apatite renfermant
des lacunes sur les sites XO4 n’a été décrite. Les tétraédres XOa4 définissent le
squelette de la structure apatitique [45].

La structure cristallographique de la maille d’hydroxyapatite est exposée dans la
(figure 1.1).

La maille cristalline présente deux types de tunnels tous le long de l'axe
C, la ligne noire connecte les colonnes Ca(l) dans des réseaux hexagonaux et les
triangles cylindriqgue et magenta relient des atomes de Ca (Il) décalés situés dans

le méme plan, mais a une hauteur différente par rapport a lI'axe C [46]).

L’hydroxyapatite (HAp) de formule chimique Caio(POa4)s(OH)2 est I'une
des formes les plus répandues du phosphate de calcium. Elle appartient a une

grande famille de composés isomorphes.
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Figure 1.1: Représentation de la structure de la matrice HAp [46].

La structure cristallographique de I'hydroxyapatite (figure 1.2) consiste en
un empilement de groupements phosphate qui forment deux types de tunnels

paralleles a I'axe ¢ :

- Tunnel 1dont l'axe coincide avec l'axe ternaire de la structure. Les
tunnels correspondants sont occupés par des ions calcium notés Ca(l).

- Tunnel 2 dont 'axe coincide avec celui du sénaire hélicoidal du réseau. Il
est bordé par des atomes d’oxygéne et les autres ions calcium (notés

Ca(ll)), et occupé par les ions OH".

La taille de ce type de tunnel (3 A pour les HAps) confére aux apatites des
propriétés d’échangeurs d’ions et d’accepteur de petites molécules (O2, H20,
glycine) [47,48].
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Figure 1.2 : Projection sur le plan de base (001) de la maille de 'hydroxyapatite
[49].

1.3.3.3. Propriétés physico-chimigues

> Porosité

Selon les conditions de préparation, deux types de porosité coexistent au sein
des biocéramiques de phosphate de calcium, la macroporosité et la microporosité. La
macroporosité se traduit par I'existence de pores calibrés, créés par l'ajout d'un agent
porogéne lors du frittage. Contrairement aux micropores, les macropores présentent un
diamétre compris entre 100 et 600 um, qui permet leur colonisation par des cellules
(figure.1.3 4, b).

» Microporosité

Elle correspond aux espaces existant entre les cristaux de la céramique de
taille réduite (1 a 10 um de diameétre). Ces espaces ne peuvent étre colonisés par
les cellules et seuls les fluides biologiques y diffusent. (figurel.4 a, b).
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Figure 1.3 : Dimension de la macroporosité des biocéramiques de
phosphate de calcium :

(a) 200-300 pm, (b) 500-700 pm).

Figure 1.4 : Structure microporeuse des parois des biocéramiques de phosphate
de calcium (a): 10um, (b) : 1 um) [50].
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Il existe au sein des biocéramiques de phosphate de calcium un gradient de

porosité variable (figure. 1.5. a, b).

En effet, une augmentation de la surface d’échange entre la biocéramique
et le milieu biologique entraine une augmentation de la porosité, solubilité ainsi

que l'activité biologique.

Toutefois, une macroporosité élevée peut altérer les propriétés mécaniques
de la biocéramique et limiterait donc son utilisation uniquement a des sites hors

contrainte ou en association avec un montage orthopédique parfaitement stable.

L’idéal est de trouver la porosité optimale afin de conserver une continuité
cellulaire et tissulaire suffisante et donc une bonne colonisation osseuse, tout en
maintenanant une résistance mécanique compatible pour une utilisation en
chirurgie parodentale. Une étude récente a montré, en effet, une macroporosité de

40 % avec des macropores de l'ordre de 565 um constitue un bon compromis.

a) Biocéramique l?) Biocg'r?mique
a gradient de porosité a porosité variable

Figure 1.5 : Différentes structures de biocéramiques a porosités différentes.

> Porosité d’interconnexion

Son importance théorique repose sur la nécessité de la présence de passages entre les
macropores de surface et ceux en profondeur pour permettre une colonisation

abondante et profonde de la biocéramique. (figurel.6 a, b).
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Figure 1.6: Porosité d'interconnexion de biocéramique
(a : interconnexion 100pum, b : interconnexion 260um) [50].

Les phosphates de calcium présentent deux proprietés biologiques principales :
(1) Biocompatibilité
(2) Bioactivité

» Biocompatibilité

La biocompatibilité se définit comme la propriété d’'un matériau qui joue
un role dans une application spécifique, avec une réponse appropriée en dehors
de tout effet néfaste, avec une réponse indésirable. En raison de leur mode
d’élaboration par synthése chimique, les céramiques de phosphate de calcium

présentent une parfaite innocuité a la fois biologique et toxicologique.

A linverse des matériaux d’origine biologique, tout risque est exclu dans
la transmission d’éléments pathogénes ou de contamination par des éléments
toxiques.

D’autre part et en raison de leur composition trés proche de celle de l'os, les
céramiques phosphocalciques sont biocompatibles comme cela a pu étre

démontré antérieurement (in vivo), en site 0sseux ou extra osseux [50].
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En fait, seule une instabilité de I'implant peut entrainer une réaction inflamatoire
aboutissant a son encapsulation dans un tessu fibreux, son isolement ou son
rejet bioactif.

> Bioactivité

La bioactivité se définit comme la possibilité d’interactions et d’échanges avec les
cellules et les tissus vivants et celle d’induire des modifications biologiques des

biomatériaux.

Elle dépend des :

o Interactions et échanges avec les cellules et les tissus vivants,
o Modifications biologique du matériau,

o Facteurs de bioactivité

1.4. Méthodes de synthése des phosphates apatitiques

Plusieurs grandes voies de synthése sont utilisées pour la préparation des

apatites :

- la précipitation par voie aqueuse,

- laréaction solide - solide (voie séche),

- la réaction en sels fondus,

- le procédé sol — gel et la voie des ciments,
- la méthode hydrothermale.

Les phosphates de calcium qui sont habituellement décrits par leurs
rapports molaires Ca/P peuvent apparaitre sous différentes formes : hydrates,

hydroxydes ou anhydres.

» Réactions en phase aqueuse
La synthese en phase aqueuse se fait selon deux procédés différents : la
méthode par double décomposition et la méthode par neutralisation. Ces

procédés sont actuellement utilisés pour la production industrielle d’apatite [50].
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La méthode par double décomposition [51-53] consiste a effectuer les

opérations suivantes :

- Mélange d’une solution de sel de cation Me avec une solution de sel de
I'anion contrélée XOa.
- Lavages successifs du précipité

- Séchage et conservation

Cette technique permet également d’obtenir des apatites mixtes (contenant
deux cations différents) avec une maitrise du rapport Mel/Me2.
Les cations sont introduits simultanément dans le réacteur avec le rapport
Me1/Me2 désiré afin d’éviter une ségrégation lors de la précipitation.
La réaction permet d’obtenir rapidement de grandes quantités d’hydroxyapatite
phosphocalcique [54]. Cette méthode permet également de synthétiser des

fluorapatites.

Les principaux inconvénients de cette méthode sont liés a sa mise en

ceuvre qui nécessite beaucoup de matériel et la lenteur de la vitesse de synthése.

> Reéactions en phase solide

La synthése par réaction solide-solide consiste a chauffer un mélange
réactionnel, constitué de divers sels de cations et d’anions, dans un rapport
Me/XO4 égal a 1.67. Ce mélange doit étre parfaitement homogéne pour

permettre une réaction totale.

La synthése d’'une fluorapatite phosphocalcique peut étre effectuée, par
exemple, a partir de phosphate tricalcique et de fluorure de calcium selon la

réaction suivante [55].

3 Cas (PO4)2+ CaF2 — >  Caio (POas)sF2

Cette réaction s'effectue a 900 °C pendant plusieurs heures.

Dans le cas d’une réaction solide/gaz, le gaz provient soit de la sublimation
d'un sel solide contenu dans le mélange réactionnel (la synthése peut alors
s’effectuer dans une enceinte fermée), soit par un apport extérieur sous forme

d’'un balayage du gaz réactif par exemple.



31

» Reéactions en sels fondus

Cette méthode permet de se rapprocher des conditions de synthése de

certaines apatites naturelles.

Des phosphates métalliques a structure apatitique ont ainsi été prépareés.
On a pu ainsi obtenir des cristaux qui sont le plus souvent mélangés a I'excées
de réactifs de départ [56,57].

> Réactions Sol-Gel

Le procédé Sol-Gel est basé sur la polymérisation de précurseurs
organométalliques de type alcoxydes M(OR) n.

Apres une hydrolyse controlée de cet alcoxyde en solution, la
condensation des monomeres conduit a des ponts oxo puis a un oxyde

organique.

La polymérisation progressive de ces précurseurs forme d’abord des

oligomeres puis des polymeres tout en augmentant leurs viscosités.

Ces solutions polymériques conduisent a des gels qui permettent une
mise en forme aisée des matériaux (films denses et transparents, poudres ultra -

fines, céramiques, ...) avec de nombreuses applications technologiques [58,59].
» Réactions liquide / solide (la voie des ciments)

Les ciments phosphocalciques sont des ciments hydrauliques minéraux qui
font prise grace a des réactions acido-basiques entre des phosphates de calcium a
caractere acide et des phosphates de calcium a caractere basique pour donner

des hydroxyapatites phosphocalciques en phase unique [46,60] .
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CHAPITRE 2 )
LES HYDROXYAPATITES SUBSTITUEES

2.1. Hydroxyapatites phosphocalciqgues substituées d’intérét biologique

Comme il a été signalé précédemment, la phase minérale des tissus

osseux s’apparente a une apatite phosphocalcique poly-substituée.

En fonction de leur nature, les ions de substitution se répartissent sur les
trois sites qu’offre la structure apatitique. Les sites accueillant les ions hydroxydes
(OH) et ceux accueillant les ions phosphates (PO4*) sont appelés respectivement

sites A et sites B.

Tin-Oo et al.[61] ont utilisé une hydroxapatite synthétigue dans des
applications biomédicales. L’étude de I'activité antibactérienne de ce matériau a
différentes concentrations (allant de 50 a 800 mg/mL) vis-a-vis des bactéries
pathogenes telles que « Streptococcus » a montré une inhibition compléte a des
concentrations qui dépassent 200 mg HAp/mL de solvant avec 10 a 25 nombres
de colonies (méthode de Miles et Misra). Ces auteurs suggérent l'utilisation de
cette hydroxyapatite comme matériau bioactif dans des applications dentaires et

maxillo-faciales.

Shepherd et Best [62, 63] ont montré que la substitution des ions Ca?* par
ceux de Sr?* ou Mg? augmente la solubilité de I'hydroxyapatite et facilit la
libération de calcium et de phosphore en milieu phyisiologique. Par contre, I'ajout
des cations Cr3* augmente la taille des grains de hydroxyapatite et réduit la

solubilité du matériau.
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De facon générale, il a été montré que les substitutions cationiques
affectent souvent la stabilit¢é thermique du matériau en engendrant des
complications lors de [I'élaboration des céramiques de type hydroxyapatite
carbonatée (subtituuée en carbonate notée HAp-C) ou hydroxyapatite substituée
en Mg (HAp-Mg). Celles-ci peuvent, en effet, se décomposer deés 800 °C contre
1200 °C pour HAp) [43, 62].

D’un point de vue biologique, il a été montré que le magnésium joue un role
important dans le remodelage osseux au moment de la calcification. L’argent a
montré des caractéristiques prometteuses en tant qu’agent antibactérien. Pour
leur part, les hydroxyapatites carbonatées (HAp-C) et les hydroxyapatites
silicatées (HAp-Si) modifient les parametres de maille et la structure apatitique. Le
strontium a été retrouvé dans les tissus calcifiés de I'os et semble étre un acteur

important dans leur minéralisation [63].

Tout comme le strontium, le zinc a manifesté un effet inhibiteur sur I'activité
ostéoclastique in vitro. Pour ce qui est des substitutions anioniques, la présence
d’ions fluorures F- est déterminante dans la croissance de l'os. En effet, 'absence
des anions F Ilimite la densification de l'os. Inversement, sa trop forte

concentration génére des ostéoscléroses [63].

Enfin, l'intérét des ions chlorures CI- réside dans leur capacité a développer
un environnement acide a la surface de I'os qui active les ostéoclastes dans le

processus de résorption afin de solubiliser les sels alcalins du minéral osseux [51].

Ainsi, I'incorporation de tel ou tel ion dans la structure apatitique est, non
seulement, susceptible de changer sa structure, mais aussi, d’améliorer

potentiellement sa bioactivité.

Le Tableau 2.1 présente quelques exemples de substitutions ioniques dans les
structures des matrices HAps.
Les éléments présentés sont en rapport avec les espéces naturellement présentes

dans l'os.
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Tableau 2.1 : Exemples de substitutions dans la structure apatitique [63].

Substitutions Formules chimiques théoriques Notations
Site Ca?*

Ag* Ca10xAgx(PO4)s(OH)2x HAp- Ag
Sr2* Ca10xSrx(PO4)s(OH)2 HAp- Sr
Zn?* Ca10xZnx(PO4)s(OH)2 HAp- Zn
Mg?* Ca10xMgx(POa)s(OH)2 HAp- Mg

Site B (PO4*)

COs* Ca10-x(PO4)6-x(CO3)x(OH)2-x HAp- C (site B)
SiOa* Ca10(PO4)sx(SiOa)x(OH)2x HAp- Si

Site A (OH)

Cl Caio0(PO4)6(OH)2-2xCl2x HAp- Cl

COs* Ca10(PO4)s(OH)2-2x(CO3)x HAp- C (site A)
F Caio(PO4)s(OH)2-2xF2x HAp- F

Sites mixtes A/B

COs* Cai10-x+u(PO4)6-x(CO3)x(OH)2-x+2u-2y(CO3)y HAp-C (site A/B)

2.2. Substitutions isomorphigues des HAps

La composition chimique et la structure finale des matrices HAps peuvent
étre adaptées en ajustant la formulation et les précurseurs utilisés dans la
réaction de précipitation de ces biomatériaux. La possibilité d'incorporer les ions
étrangers dans la structure chimique de [I'hydroxyapatite peut expliquer le

fonctionnement des os comme zone de stockage des ions hautement efficaces.
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Dans le tissu osseux, les matériaux se présentent sous forme des
hydroxyapatites HAps déficientes en calcium et incorporent donc, dans leurs

structures a travers des substitutions ioniques, différents ions.

Ces ions sont de type K* (0.03-0.07 % en poids), Mg?* (0.2-1.2% en
poids), Sr?* (0.03-0.05% en poids), CI- (0.1-0.4% en poids) et F~ (0.01-0.07% en
poids) avec de faibles contributions supplémentaires, d’ordre ppm, d'ions
métalliques Zn?*, Fe?*, Cr¥*, Co3* et Mn?* [65, 66].

Les ions disponibles, soient incorporés dans le réseau cristallin, soient
adsorbés a la surface, représentent la nature complexe du milieu dans lequel le
tissu dur se minéralisait. Il dénote également la flexibilité de la structure de

l'apatite.

La présence de ces ions a été démontrée comme action tampon dans la
circulation sanguine [67], en agissant sur l'activité des ostéoblastes et des
ostéoclastes ainsi que la prolifération cellulaire [68, 69].

Au cours des derniéres années, de nombreux ions biologiguement actifs
ont été incorporés a des implants en céramique dans le but d’améliorer la
régénération des tissus autour de I'implant, et de favoriser I'ostéo-intégration, le
degré d'ordre structurel (c'est-a-dire de cristallinité) et la vitesse de dissolution [67-
68, 70].

Cette section examinera I'utilisation de la substitution de deux ions (Zn et
Mg) qui ont fait 'objet de quelques études antérieures et qui sont étudiés dans le
cadre de ce projet. Les mécanismes de leur incorporation dans les HAps sont

examinés et modifiés en fonction des réponses in vitro.

La substitution ionique dans I'hydroxyapatite des ions et en particulier
ceux du Zn et du Mg peut s’effectuer par incorporation dans la structure HAp par
'une des méthodes suivantes:

> Echange d’ions entre 'hydroxyapatite pur précédemment préparé et I'ajout
d’'une solution de sel métallique [71].
» Pyrolyse par pulvérisation ultrasonique [72], qui est une méthode de

synthese en aérosol avec dépot des métaux sur des nanoparticules.
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» Méthode par précipitation humide, ou tous les précurseurs sont
solubilisés dans I'eau et précipitent a la méme heure [73].

» Méthode aux micro-ondes [74].

Le matériau obtenu soumis a un traitement thermique par frittage ou séchage
peut, non seulement, affecter sa structure finale, mais aussi, la taille de ces

cristaux [75].

2.3. HAps substituées au Zn (HAps-Zn)

Tripathy et al. [76] ont montré qu'il est possible de produire la matrice de
type HAp-Zn de formule chimique Znio(PO4)s(OH)2 par co-précipitation en milieu

agueux.

Le zinc (Zn) qui existe sous forme de traces dans les minéraux osseux
est le plus abondant avec des quantités allant de 0.0126 a 0.0217 % en poids. Ce
métal joue un rble clé dans diverses fonctions de l'organisme telles que la
régulation des acides nucléiques, le métabolisme, le maintien la structure

membranaire, I'activité hormonale.

Ainsi dongc, Il joue plusieurs réles suivants :

- Un cofacteur enzymatique dans plus de 300 enzymes impliquées dans le
métabolisme osseux [77].

- Les ions Zn?* stimulent, a la fois, la formation osseuse et la minéralisation
en inhibant la différenciation des ostéoclastes et l'activité des ostéoblastes
[78].

- Il entraine une réduction des parameétres de réseau du cristal d'apatite a
cause de son rayon ionique plus petit (0.075 nm) comparé a celui de Ca
(0.099 nm) [79].

- Le zinc 'est bien connu pour son effet inhibiteur sur la croissance cristalline
de [I'hydroxyapatite, mais il a été démontré qu'il peut étre substitué
guantitativement dans le réseau de la matrice HAp a des concentrations

allant jusqu'a 20 % de poids [80].
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Pour leur part, Bigi et al. [77] se sont intéressés a préparer des matrices
HAps-Zn en utilisant différentes concentrations de Zn en solution allant de 0 a
100% en poids).

L'analyse DRX a montré la présence d'une phase amorphe a cété d’'une
autre phase cristalline unique. Celle-ci n‘a été obtenue qu'avec les concentrations

de Zn inferieures & 25% en poids [77].

En raison de l'effet inhibiteur du Zn sur la cristallisation, plusieurs autres
auteurs, ont conclu qu’il est trés difficile de synthétiser les matériaux HAp-Zn
[77,81- 82].

La substitution ionique par précipitation humide a été utilisée pendant
longtemps comme technique de préparation de plusieurs classes de supports
HAp-Zn substitués (HAps-Zn) avec différents rapports de substitutions Zn/HAp
[81,83].

Dans un autre laboratoire, Miyaji et al. [81] ont constaté que la taille des
cristaux obtenus (phase amorphe et phase parascholzite (Caznz (POa4)2-2H20)
ainsi que le degré de cristallinité diminuaient avec l'augmentation de la substitution
isomorphique des ions Zn?* en parfait accord avec les résultats rapportés par Li et
al. [82].

Pour leur part, Laquerriere et al.[84] ont étudié le comportement et la
réponse cellulaire des monocytes /macrophages qui sont parmi les premieres
cellules a coloniser le site inflammatoire. En effet, les nanoparticules synthétisées
sous formes d’aiguilles induisent une production importante de médiateurs de

I'inflammation.

A noter que la température de traitement semble étre moins importante
méme si  elle joue wun rbéle important dans les processus de
dissolution/précipitation. Les premieres données sur le dopage des HAps montrent
qu’il est bénéfique pour les cellules. Malheureusement, il n'y'a que trés peu
d’informations sur l'effet d’ions dopants notamment par le zinc et le strontium sur

la réponse cellulaire.
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De leur c6té, Miyaji et al. [81] ont dopé, par la méthode de précipitation, une
hydroxyapatite par le zinc (HAp-Zn) avec un pourcentage de substitution de 'ordre
de 15% en moles. Les résultats d’analyse ont montré que les paramétres de
maille a et ¢ de cette hydroxyapatite substituée (HAp-Zn) diminuent avec
'augmentation de la température du traitement thermique (a T=400 °C) et avec
'augmentation de la fraction en Zinc introduite. En outre, la difféerence de rayon

ionique entre I'ion Zn?* (0.074 nm) et celui de Ca?* (0.099 nm) a été déterminante.

Dans ce méme domaine, Lima et al. [85] ont montré que I'hydroxyapatite
est capable d’accepter les ions métalliques de substitutions comme ceux du zinc
au sein de son réseau cristallin. Le zinc joue, en effet, un réle important dans

I'activité enzymatique & base de phosphate alcalin.

I a été montré notamment qu'un mélange de granules en Zinc
(concentration de 5% en moles) avec un agent pyrogéne comme I’hydroxyapatite
conduit & la réduction de la cristallinité des HAps en formant une structure de deux

phases aprés une calcination a 1200 °C.

A ce stade, il apparait clairement que la présence du zinc dans les
biomatériaux peut avoir des applications clinigues notamment comme greffe

osseuse.

En effet, Grandjean-Laquerriére et al. [86] ont rapporté que la présence
du support HAp-Zn en tant que matériau de prothése diminue la réaction

inflammatoire et augmente la production de cytokines.

Cuneyt Tas et al. [87] ont préparé des biocéramiques de type B-tricalcium
phosphate (B-TCP) dopées en zinc (rapport molaire Ca/P variant de 1.49 a 1.51)
en utilisant une technique de synthése chimique de co- précipitation par voie
humide suivie d’'une calcination a 1000 °C. Les poudres synthétisées déficientes
en Ca existaient sous formes de nanopoudres avec des particules agglomérées

d'aiguilles de 30 nm d’épaisseur.
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Li et al. [88] ont préparé les poudres d'hydroxyapatites dopées en zinc par
la méthode hydrothermale en utilisant les réactifs Ca(NO3z)2, (NH4)3POs et
Zn(NO3)2.

Il a été montré que la fraction molaire du Zinc introduite par substitution
dans I'hydroxyapatite influe d’une fagon remarquable sur la stabilité thermique, la
microstructure et la morphologie de cette derniere [88]. En effet, le remplacement
des ions Zn?* par ceux a base de Ca?* provoque les phénoménes suivants :

- Bonne cristallinité

Modification des parametres de maille, étant donné que le rayon ionique de
Zn?* (0.074nm) est plus petit que celui de I'ion Ca?* (0.099nm).

Ralentissement de la croissance de cristaux.

Diminution de la stabilité thermique.

Dans un autre laboratoire, des tests de culture in vitro réalisés sur des cellules de
type ostéoblastes des souris en présence des HAp-Zn ont montré les
phénoménes suivants [87] :

e Les échantillons dopés avec de 2900 a 4100 ppm de Zn produisent une
grande viabilité cellulaire (taux cellules vivantes / cellules mortes).

e Une augmentation de la teneur en zinc de 1% en poids entraine une
augmentation de la mortalité des cellules.

- L’activité de phosphatase alcaline est observée pour I'échantillon 3- TCP
dopé en Zn a une concentration de 4100 ppm.

- La rugosité de surface de I'échantillon, mesurée par profilométrie sans
contact, a un effet sur le taux (cellules vivantes / cellules mortes) et les
chiffres (vivants/morts).

- La viabilité de la cellule la plus élevée correspond a la surface la moins

rugueuse

Wang et al. [89] ont remarqué que es ions Zn?*, en proportion supérieure
a 1% en poids, acquiérent une forte affinité pour s’adsorber sur des cristaux HAps.
En effet, les isothermes d’adsorption correspondantes des cations Zn?* sur HAp
sont de type Langmuir et montrent que la rétention de ces cations se fait sur les

sites actifs des cristaux HAps.
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Ce phénomene a été expliqué de la maniéere suivante :
- Formation d’'un complexe a partir des ions de zinc et de phosphates a la
surface et la possibilité pour les espéces de Zn liées a la surface de subir
I'hydrolyse

- Blocage de multiples sites d’activité croissante.

De leur c6té, Li et al. [82] ont utilisé une méthode hydrothermale pour
synthétiser des matrices HAps-Zn (20% en moles) en utilisant les produits
Ca(NOs3)2, (NH4)sHPO4 et Zn(NOs3)z2.

Les résultats correspondants ont montré qu’'une augmentation de la concentration
de Zn entrainerait une diminution du degré de cristallinité et de la taille des

cristaux HAp-Zn et une augmentation du nombre des cristaux de HAp-Zn

Ces mémes auteurs ont utilisé d’autres réactifs de remplacement a base
de Ca(CHsCOO)2H20, Zn(CH3COO)2:2H20 et (NH4)2HPO4 afin d'éviter
I'incorporation des ions NO3z?> ou CI dans la structure de I'apatite. Il a été montré
que les supports HAps-Zn obtenus sont plus difficiles a préparer par précipitation
plutdt que par la méthode hydrothermale et qu’une augmentation de la teneur de
Zn entrainerait une diminution des rapports (Ca/P) et (Ca+Zn)/P et donc une
modification de la stcechiométrie des matériaux HAp-Zn a travers une perte de

cristallinité.

Dans un autre contexte, Tang et al. [90] ont montré que les ions Zn?*
pourraient étre piégés et agir comme un site de défaut a cause de la rapidité
cinétique de cristallisation des précipitations.

Leur étude théorique a confirmé que la substitution isomorphe d'ions n'est
pas toujours favorisée sur le plan énergétique et que l'incorporation des cations
Zn?* a la place de ceux de Ca?* (en particulier sur le site Ca (ll)) peut entrainer

des distorsions structurelles locales importantes (figure 2.1).
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Figure 2.1 : Structure optimisée des hydroxyapatites dopées par le zinc HAps-Zn
[90].

Dans un autre laboratoire, Yang et al. [91] ont constaté que la présence
des ions Zn?* dans les HAp peut endommager l'activité enzymatique ainsi que
I'ADN et I'ARN des bactéries.

Les travaux de recherches réalisés par Stanic et Wolschendorf [92,93] ont
discuté le mécanisme de l'activité antibactérienne des supports solides HAps-Zn.
En effet, les ions Zn forment d’abord des liaisons fortes avec les acides
thioniques, imidazole, amine et groupes carboxyliques de protéines. Ils,
provoquent, par la suite, des changements structurels et affecte la membrane

perméable et entraine donc la mort cellulaire.

D’aprés Gomes et al [94], la caractérisation par diffraction de rayons X
(DRX) des échantillons d’hydroxyapatite (HAps-Zn) contenant différentes
quantités de zinc (0, 1.6, 3.2 et 6.1 % en poids), traités a differentes températures
(entre 500 et 1100 °C) a confirmé l'insertion du Zn dans la structure cristalline de
I'hnydroxyapatite dans le canal hexagonal (occupation partielle du site 2b Wyckoff

avec la formation d'entités linéaires (O-Zn-0O).
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La formation de HAp dopée en Zn a été atteinte au-dessus de 900 °C
seulement, sa composition chimique est de (CaiZnx (PO4) 6 (OH) 2, 2xO2x)
(0 <x< 0.256) avec un rapport constant Ca/P de 1.67.

Les échantillons traités thermiquement a 500 °C ont montré une faible
incorporation des cations Zn?*. La formation réversible de la phase B-TCP de
I'hydroxyapatite dopée en Zn (HAp-Zn) apparait a partir de 600 °C pour atteindre
son maximum a 900 °C et disparait a 1100 °C. Ces résultats renforcent la
proposition récente de certains auteurs [94] relative au mécanisme d'insertion du
Zn dans la position de (2b Wyckoff interstitielle) dans le réseau cristallin des

matrices HAps.

Qiao et al. [95] ont discuté plutét le réle important du zinc dans la régulation
et la formation osseuse, essentiellement dans la fabrication de biomatériaux dans
l'ingénierie tissulaire. C’est ainsi qu’'une enquéte systématique a été effectuée sur
deux modes différents de mise en place du Zn.

Le revétement de Zn-implanté (qui possede la plus petite concentration de zinc a
montré de meilleures caractéristiques d’ostéogéniques et une bonne régénération

osseuse.

Predoi et al. [96] ont évalué l'influence de la stabilité des solides HAps-Zn
sur les propriétés antimicrobiennes. Les résultats de la méthode de raffinage de
Rietveld par l'analyse DRX ont révélé la présence d’une phase unique
correspondant a I'hydroxyapatite hexagonale. Les paramétres de réseau calculés
des échantillons HAp, HAp-Zn- (7% en moles) et HAp-Zn-(20% en moles) étaient
également en bon accord avec les données standards de ['hydroxyapatite

hexagonale.

Pour la premiére fois, une attention particuliere a été portée aux études
colloidales sur les dispersions de HAps-Zn en utilisant des ultrasons comme
technique de caractérisation de la stabilité et de la dispersion [96]. Ces études ont
montré que la stabilité des suspensions de HAps-Zn est fortement influencée par
la teneur en zinc. Les résultats ont révélé que la souche de S. aureus était plus
sensible que celle d’E.Coli aux hydroxyapatites dopées au zinc par rapport au

témoin.
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2.4. HAps substituées au Mg (HAps-Maq)

Chiranjeevirao et ses collaborateurs [97] ont élaboré des matériaux
solides de HAps-Mg en utilisant du nitrate de calcium et/ou du nitrate de
magnésium en milieu aqueux a pH légérement basique (pH = 9,0).

Un autre travail similaire a été effectué par Patel [98] qui a préparé des
solides similaires de type HAps-Mg en utilisant les mémes réactifs mais en milieu
plus alcalins (pH > 11).

Bigi et al. [99], ont montré que la phase apatite cristalline unique n’a été
obtenue qu’avec des concentrations de Mg comprises entre 0 et 30% en poids
Ces auteurs rapportent que :

% Les ions Mg présentent un effet similaire & ceux des ions Zn et inhibent la
cristallisation des HAps.

% A des concentrations de Mg allant de 35 & 50% en poids, la structure est
completement amorphe avec apparition d’autres phases de type
Mgs(POa4)2:8H20 et NHaMgPO4H:20.

% La taille des cristaux, le degré de cristallinité et le rapport (Ca+Mg)/P

diminue lorsque la concentration en Mg augmente.

D’aprés Legeros [100], le magnésium reste 'un des métaux essentiels de
I'apatite biologique avec des concentrations de 0.44, 1.23 et 0.72% en poids dans
I'émail, la dentine et les os, respectivement. Il a été montré que la présence des
ions Mg?* joue un réle clé dans la croissance et le métabolisme osseux en

modulant les ostéoblastes et I'activité des ostéoclastes dans I'apatite biologique.

Le magnésium peut également inhiber la nucléation et la croissance des
cristaux des HAps en entrainant la réduction de celle-ci [101] et en stabilisant les
phases intermédiaires acides du phosphate de calcium pendant la synthése [102].
A noter que les HAps-Mg ont été utilisées dans de nombreux exemples de
prothéses orthopédiques et dentaires [103].

Les effets des ions magnésium libres sur la formation osseuse précoce
ont été exploités par le biais de production de HAps-Mg en tant que remplisseurs
de défauts osseux.
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Bien qu'il n'y ait pas d'études spécifiques qui isolent le rble des ions Mg dans
'ajustement des propriétés de dissolution du matériau, il existe des preuves
d'association des ions Mg avec les phosphates de calcium qui peuvent influencer
la structure de la surface de maniere a impliquer une augmentation de solubilité
[104].

Le magnésium a un rayon ionique (0.065 nm) inférieur & celui du calcium
(0.099 nm). Il lui permet donc de substituer des cations Ca avec une préférence
pour la position Ca (1) a cause de sa plus grande flexibilité due a la géométrie des

ions a cette position [105].

Des études de résonance magnétique nucléaire (RMN) a I'état solide ont
également confirmé la substitution des ions Ca?* par ceux de Mg?* pour un rapport

molaire allant jusqu’a 10% de Mg [106].

Belluci et al. [107] ont démontré que la carence en Mg a un effet négatif

sur le métabolisme osseux et la formation de tissu autour des sites d'implants.

Les matrices HAps-Mg ont été utilisées dans de nombreux exemples de
protheses orthopédiques et dentaires. Bien que la recherche sur le réle du Mg sur
la santé des os soit toujours en cours, la plupart des études rapportent un effet
positif sur tous les stades de squelette du métabolisme et la santé des os, en

particulier dans le processus de I'ostéoporose [108].

Zhao et al. [109] rapportent que les surfaces des HAps substituées par
les cations Mg?* (HAp-Mg) favorisent la différenciation ostéogénique des
ostéoblastes et pourrait améliorer I'ostéointégration de I'implant pendant les

premieres stades de I'implantation.

Arrivés a ce stade, nous jugeons utile de préciser que beaucoup de
progres ont été accomplis, au cours des derniéres années, dans l|'élaboration
d'alliages de magnésium biodégradables comme des «implants intelligents» dans

les applications cardiovasculaires et orthopédiques.
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Cependant, les applications étendues d'alliages a base de Mg sont toujours
inhibées principalement par leur taux élevé de dégradation et la perte de l'intégrité

mécanique.

Dans ce contexte, des études approfondies ont été menées par Chen et
al. [110], pour développer des alliages a base de Mg avec des performances
mécaniques et a la corrosion supérieure. Cette étude se concentre sur les criteres
de conception de matériaux biodégradables avec une stratégie de développement
d’alliage a base de Mg utilisés en particulier dans le cadre des essais cliniques

(d'implants in vivo).

De leur c6té, Farzadi et al. [111] ont synthétisé une hydroxyapatite
substitué en magnésium par la méthode de précipitation chimique humide dans
laquelle le changement de taille n'était pas significatif dans le support HAp-Mg par
rapport a HAp. L’étude comparative des échantillons HAp et HAp-Mg, avant et
apres le traitement thermique, a montré que la structure de l'apatite reste stable
thermiguement en'a subi aucune transformation de phase a haute température. A
noter que la phase de Mg(OH)2 observée dans la phase de phosphate de calcium
demeurait sous forme d'hydroxyapatite de calcium hexagonale avant et aprés le

traitement thermique.

El Saied Hanafi et al. [112] ont synthétisé une autre hydroxyapatite dopée
en différentes concentrations en ion Mg?*. Les résultats obtenus révélent que tous
les échantillons sont de méme structure cristalline. Il a été montré qu’une
augmentation de la concentration en ions Mg?* entraine une diminution de la

cristallinité des échantillons HAps-Mg.

Dans leur étude, Gayathri et al. [113] ont incorporé du magnésium dans
I’nydroxyapatite synthétisée préalablement par la méthode d’irradiation par micro-
ondes. Les résultats observés suggérent que les ions Mg?* incorporés dans les
nanoparticules d'hydoxyapatites ont le potentiel nécessaire pour y étre utilisées

comme agents efficaces de lutte contre les larves de moustiques.
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2.5. Autres HAps co-substituées aux différents ions dopants

Gibson et Bonfield [114] ont préparé, par procédé de précipitation, une
céramique a base d'HAp avec la co-incorporation des ions Mg?* et COs* a des
teneurs allant respectivement jusqu'a 0,5 et 1% en poids. Les matériaux résultants
ont été proposés pour y étre commercialisés et utilisés dans la fabrication
d’implants osseux puisqu’ils ont manifesté une meilleure bioactivité que le

matériau HAp pur.

Gomes et al. [115], ont présenté une étude de comportement des quatre
ions dopants : Mg?*, Zn?*, Sr?* et SiO4* dans les hydroxyapatites. Les résultats
correspondants mettent clairement en évidence les comportements spécifiques de
chacun des ions dopants, et indiquent que la structure de I'’hydroxyapatite
n'accepte pas facilement n’importe quel élément de substitution (contrairement

aux idées généralement admises).

De leur part, Ramli et al. [116] ont proposé une approche simple et
économique pour produire des HAps nanoporeuses pures en utilisant le mélange
hydroxyapatite-chitosane (HAp-CS) comme modéle. L’étude a montré
globalement que I'élimination du chitosane par calcination conduit a la formation
des HAps se caractérisant par des pores nanométriques désordonnés mais

interconnectés.

pY

Elmsellem et al. [117] se sont intéressés a optimiser les conditions de
synthese du phosphate tricalcique (TCP) par la double décomposition qui apparait

tres utile vu la simplicité et la rapidité de cette méthode.

Dans cette étude, la techniqgue de synthése utilisée, basée sur les
réactions dans un milieu eau-éthanol a pH=7 en variant la température, a permis
d’optimiser la température de préparation du phosphate tricalcique apatitique
(Ca/P=1.5) a une température de T =50 °C.

Le traitement thermique a permis de tirer les conclusions suivantes :

- La calcination du TCP a 900°C entraine la formation du phosphate

tricalcique B-TCP pure qui persiste méme a 1150 °C.
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Le frittage entre 1050 et 1150 °C consolide la matrice B-TCP sans
transformation de la phase B du phosphate tricalcique en phase a.

Le compactage permet d’obtenir des meilleures résistances mécaniques
(75 MPa a 1150 °C) et que la résistance mécanique augmente dans le

méme sens que la température.

Les travaux de Gopi et al. [118] relatifs & la synthése des nanotiges

d’hydroxyapatites a base de trois extraits de sources naturelles contenant

différents ions dopants a permis d’avancer les informations suivantes :

L'hydroxyapatite, en tant que matériau inorganique, reste le composant
principal et le plus utilisé dans diverses applications biomédicales en raison
de son excellente biocompatibilité et bioactivité.

L'activité antibactérienne de ces HAps, a différentes concentrations, contre
deux souches de bactéries pathogenes E. coli et Klebsiella, a été testée par
la méthode de diffusion.

Tous les échantillons obtenus sont purs et de tailles nanométriques

La cristallinité diminue en fonction des extrais d'acide naturels a savoir
(extrait d’acide tartrique, I'extrait d’acide de banne et d’extrait de tamarin).

La formation de nanotiges de tailles uniformes n’est obtenue qu'a l'aide de
I'extrait de tamarin contenant les ions dopants Zn?*, Mg?*.

Les nanotiges HAps co-sibstituées présentent une forte activité
antibactérienne contre E. coli et Klebsiella.

Les nanotubes d'HAps synthétisés peuvent agir comme de bons

biomatériaux pour diverses applications biomédicales.

Salhi et al. [119] se sont intéressés plutdt a la dégradation du

colorant (AO7) par photocatalyse hétérogéne en utilisant une hydroxyapatite

dopée au titane HAp-Ti. Le catalyseur développé a été caractérisé par la

diffraction des rayons X, la spectroscopie IR-TF et I'analyse thermique (ATG-
ATD).

Les résultats obtenus montrent les phénomeénes suivants [119] :

Bonne activité photo-catalytique du catalyseur HAp-Ti avec une décoloration
compléte de la solution aprés 16 heures d’irradiation.



48

- La décoloration dépend de la masse du catalyseur, du pH du milieu, la
teneur en titane, la concentration initiale en colorant et la présence

d’oxygéne dans le milieu.

Pour leur part, Shanmugam et al. [120] ont préparé par co-précipitationune
hydroxyapatite substituée au cuivre (Cai0XCux(PO4)s(OH)2 et une fluoro-apatite
Ca10XCux(PO4)s(F)2 .

Les résultats trouvés confirment :

- la présence d'une phase pure et d'une autre phase secondaire (B-
phosphate tricalcique) lorsque la teneur en cuivre passe de 0.5 a 2.0 % en
moles dans (Ca1oXCux(POa4)s(OH/F)2.

- Les tests d’activité antimicrobienne contre les bactéries Escherichia coli),
Staphylococcus aureus (bactéries a germes positifs) et Candida albicans
(levure) ont montré une réduction de 100% du nombre de colonies par la
matrice xCuxCaio(POa)s(F)2 contre E. coli. Ce matériau peut étre donc

considéré comme un bon agent antibactérien pour l'implantation d'os.

L’étude effectuée par Gopi et al.[121] a pour but de synthétiser des poudres
d'hydroxyapatites co-substituées (HAp-Ag/Mg) par la technique de lirradiation

ultrasonore en vue de les utiliser comme agents antibactériens et bioactifs.

Les résultats ont apporté la preuve des effets cytotoxiques de la présence
de I'argent dans les matrices HAps-Ag. La co-substitution des ions Mg?* par ceux
d’Ag* compensent efficacement les effets négatifs causés par largent et
améliorent donc les performances du support (HAp-Ag/Mg) par rapport aux HAps

pures.

Ainsi donc, les supports de type (HAps-Ag/Mg) se caractérisant par des
propriétés antibactériennes intéressantes et de bonnes capacités de liaisons
osseuses peuvent étre utilisés en tant que biomatériaux dans les différentes
applications biomédicales.

Dans un autre laboratoire, Uysal et al. [122] ont co-dopé par précipitation
une hydroxyapatite par les ions Zn%* et F-.

Il a été montré que :
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- lincorporation des ions Zn?* dans la structure de HAp entraine, a la fois,
une augmentation de la prolifération cellulaire et de l'activité des

phosphatases alcalines (PAL) des cellules.

- Llincorporation supplémentaire de 1% (mol) de F- entraine une
augmentation dans les propriétés meécaniques et une bonne réponse
biologique des matrices (HAp-Zn/F) qui sont supérieures a celles obtenues

par HAp-Zn.
- HAp-Zn/F est un bon candidat pour une application biomédicale.

De leur c6té, Aryal et al. [123] ont fait une simulation des propriétés
élastiques et mécaniques des HAps dopées aux concentrations plus élevées en
zinc et en magésium.

Il a été constaté que :

- les propriétés mécaniques des HAps-Zn et HAp-Mg dépendent également
de maniére significative de la distribution des impuretés entre les sites Ca(l)
et Ca(ll).

- Les ions Zn?* préférent le site Ca(ll) pour la substitution, alors que ceux de
Mg?*n'ont pas cette préférence. Pour des applications biomédicales
spécifiques, un contrble approprié de la concentration en dopants et de leurs
préférences de site doit étre soigneusement pris en compte lors de
l'utilisation de ces HAps dopées.

Dans un autre laboratoire, Sodagar et al. [124] ont évalué l'activité
antibactérienne d'un composite orthodontique conventionnel contenant des
nanoparticules d’hydroxyapatites dopées en argent. Les disques composites
(Transbond XT) contenant des nanoparticules HAp-Ag (5 et 10% AQ)
produisent des zones d'inhibitions importantes et présentent donc des

propriétés antibactériennes contre les biofilms.

Chiu et al. [125] ont synthétisé un composite d'alliage de type HAp-Zn-Y-Mg

gu’ils ont soumis a un traitement thermique. L’étude a montré une bonne
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résistance a la corrosion due, a la fois, a la formation d'une couche superficielle
compacte de CaP et a une diminution de la fraction volumique dans la matrice
HAp.

Dans ce méme contexte, Helen et al. [126] ont synthétisé une
hydroxyapatite substituée en ions Zn/Mg par la méthode de précipitation et ont
montré que :

- lincorporation des ions Zn?* et Mg?* conduit a une diminution de la
cristallinité notamment pour une concentration en zinc élevée.

- Une augmentation de la concentration en zinc entraine une diminution de la
taille des particules

- L'effet cytotoxique de I'HAp sur les cellules procaryotes et eucaryotes a
montré que les propriétés antimicrobiennes de cette HAp dépendent du type
de souche microbienne et indiquent leur éventuelle utilisation dans le

domaine biomédical.

Dans une autre étude, Rajendran et al. [127] ont élaboré une série
d'hydroxyapatites (HAps) a base de magnésium, zinc et cobalt avec différentes
compositions stcechiométriques. L’étude a été abordée en évaluant leurs
caractéristiques morphologiques et structurelles, leurs degrés de cristallinité, leurs

bioactivités, leur cytotoxicités et leurs activités antibactériennes.

Ces auteurs ont constaté que :

- Certaines caractéristiques morphologiques restent inchangées suite a la
substitution des ions Mg?*, Zn?* et Co?* dans le réseau cristallin de ces
HAps.

- Les ions Zn?* et Co?* ont causé un déréglement de la structure cristalline
des HAps et la formation d’une autre phase supplémentaire B-TCP a coté de
la phase apatitique,

- Le support HAp-Mg/Zn/Co présente de nouvelles caractéristiques en

termes de bioactivité, de viabilité cellulaire et d’activité antibactérienne.

Dans l'étude effectuée par Laskus et ces collaborateurs [128], une série
d'hydroxyapatites HAps dopées par les ions Zn?* et SeO3%" a été préparée avec

succes par la méthode de précipitation aqueuse. Les différents résultats d’analyse
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(RMN solide, IRTF,...) ont indiqué que les ions Zn?* stimulent la formation de la

couche de surface hydratée amorphe entourant le cceur des cristaux d'HAps

Le travail élaboré par Ates et al. [129] décrit les effets des ions dopants de
Mn?* et/ou Ni* sur les performances structurales, magnétiques des
biocéramiques de phosphate tricalcique B (B-TCP) synthétisées par la méthode de

sol-gel et testées in vivo et in vitro afin de déterminer leur activité antimicrobienne.

L’étude a montré que :

- Les deux types dions dopants influent considérablement sur les
dimensions des cristallites et les parameétres de réseau cristallin de la phase
B-TCP.

- Les propriétés magnétiques de ces échantillons sont affectées par le type et
la quantité du ou des ions dopants.

- Les activités antimicrobiennes in vitro de B-TCP dopés contre des souches
bactériennes et fongiques ont montré seul le TCP-Ni présentait une activité
antimicrobienne efficace contre les bactéries a Gram positif (de
concentration d’inhibition minimale (CMI) de 50 pg/mL), alors que les autres
types de B-TCP dopés ne possédaient pas cet effet.

- Les tests in vivo ont montré que chaque formulation pouvait constituer un

bon candidat pour la cicatrisation et le traitement des o0s.
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CHAPITRE 3

AGENTS ANTIMICROBIENS - INFECTIONS BACTERIENNES ET
FONGIQUES

3.1. Généralités

Les maladies infectieuses causées par les bactéries et les champignons
affectent des millions de personnes dans le monde entier et causent donc de
lourdes pertes ‘’économiques.

De nombreux programmes ont été proposés pour développer de nombreux agents

antimicrobiens d’origine biologique afin de lutter contre les maladies infectieuses.

Dans ce contexte, de nombreux laboratoires et chercheurs conjuguent
leurs efforts pour mettre au point de nouveaux biomatériaux idéaux, non couteux
et sans effets secondaires destinés essentiellement pour de large spectre

d’activités et notamment dans des applications médicales [130].

3.2. Infections bactériennes

Comme la montre la figure 3.1, les bactéries se caractérisent par des
formes spécifiques, des structures facultatives et par certains groupes bactériens
[131].

Du point de vue structure, on trouve le cytoplasme, généralement constitué
d'un hyaloplasme ou baignent essentiellement des ribosomes et parfois des
éléments supplémentaires comme les substances de réserve.

Le cytoplasme est constitué par un appareil nucléaire diffusé entouré par la
membrane  cytoplasmique, elle-méme, constituée par deux feuillets

phospholipidiques contenant des protéines.
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La membrane cytoplasmique est enveloppée par une paroi rigide (sauf

chez les mycoplasmes).

Les structures facultatives, quant a elles, peuvent étre des polymeres de
surface comme la capsule, des appendices comme les flagelles ou des structures

génétiqgues comme les plasmides (molécules d'ADN extrachromosomiques).

Les endospores caractérisent quelques genres bactériens (Bacillus et
Clostridium); elles ne sont élaborées que lorsque les conditions de vie deviennent

défavorables.

Capsule ADN chromosomique
\ chromatophore / Grains de réserve
\ I/" - /" . /
X / Mt—;jsosome / Plgments/,, Flagelle
///
'/

/

/ ADN B /
Paroi e / Ribosomes / 3 ‘
plasmidique / Bl P T

Membrane cytoplasmique

Figure 3.1 : Structure d’'une cellule bactérienne [131].

Chez les bactéries a gram positif, la paroi est constituée presque
exclusivement de la couche peptidoglycane a laquelle sont associés des
polymeres d’acide téichoique.

Les bactéries a gram négatif ont une paroi plus complexe : la couche de
peptidoglycane est plus fine que celle du gram positif et elle est entourée par une
membrane externe composée de lipopolysacchandes et de lipoprotéines.

La partie lipopolysaccaridique de la paroi des Gram négatif comprend les
molécules d’endotoxine (lipide A) qui contribuent au pouvoir pathogene bactérien

(figure.3.2).



54

Les bactéries sont des microorganismes tres adaptables. Elles sont a
I'origine de maladies épidémiques graves comme le choléra, la peste ou bénignes

comme une simple colonisation de la peau.

Elles sont capables de survivre et se multiplier rapidement dans leurs
environnements. Certaines, d’entre elles, forment des spores résistantes qui

survivent pendant des décennies.

En plus d’'une grande diversité d’habitat, les bactéries ont un important
potentiel d’adaptation génétique. Elles contiennent souvent de 'ADN plasmique
qui est capable de transférer du matériel génétique au sein de I'espéce ou vers

des especes différentes.

Cette adaptabilité génétique peut accroitre, a la fois, leur pouvoir pathogene

et leur résistance aux antibiotiques [131].
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Figure 3.2 : Composition de la paroi des bactéries a Grams négatif et positif [131].
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3.3. Les Antibiotiques

3.3.1. Introduction

La chimiothérapie, c'est-a-dire l'utilisation de substances chimiques en
thérapeutique, a vu le jour en 1909 par Paul Ehrlich (1854 - 1915). Son principe de
base est une substance chimio-thérapeutique utilisable par voie générale dans le
traitement des maladies infectieuses. Elle doit étre nuisible pour le micro-
organisme pathogene mais inoffensive pour les cellules de I'organisme héte.

Les recherches de Ehrlich ont abouti a soigner la syphilis, ce qui lui a valu le prix
Nobel en 1908.

L'action bactériostatique de certains micro-organismes envers d'autres avait
été observée en 1877 par Louis Pasteur (1822 - 1895) et M. Joubert (& propos du
bacille charbonneux). Mais, ce n'est qu'en 1929 que Sir Alexander Fleming (1881 -
1955) a constaté que la culture en boite de Pétri de staphylocoques est inhibée

par la présence de moisissures du genre Penicillium [132].

Fleming conclu alors que le champignon secréte une substance chimique
bactériostatique qui peut étre utilisée en thérapeutique humaine. Un peu plus tard,
la culture en masse a permis de disposer de grandes quantités de cette

substance, c’est 'avénement de la pénicilline.

En dehors des micro-organismes du genre Penicillium, les bactéries du
genre streptomyces produisent de nombreux antibiotiques. Les bactéries du genre
streptomyces sont des bactéries filamenteuses a coloration Gram positive,

strictement aérobiques.

Les Streptomyces ont pour habitat naturel le sol ou ils jouent un role
important dans la décomposition et la minéralisation des matiéres organiques,
grace a la synthese de nombreuses enzymes (amylases, chitinases, cellulases,
protéases). lls produisent environ deux tiers de tous les antibiotiques connus.
L'abondance et la diversité structurale des antibiotiques synthétisés par ces

bactéries ne se retrouvent dans aucun autre genre bactérien.
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Depuis les années 60 [132], de nombreux antibiotiques sont obtenus par
synthese totale ou semi-synthese ou des champignons (agents antifongiques),
ayant un site d’action bien défini et un mécanisme précis permettant leur utilisation

dans le traitement de la majorité des infections [133].

Les modes de production des antibiotiques sont :

- Les organismes vivants tels que : les champignons, les bactéries, les
végetaux supeérieures

- La synthése chimique a partir des molécules naturelles ; par exemple : la

pénicilline est produite par un champignon “penicillium notatum et

I'érythromycine est produit par la bactérie “ streptemyses erythreus, par
contre le chloramphénicol est un antibiotique de synthese chimique [134-

135].

Les antibiotiques sont des substances, d’origine biologique ou synthétique
agissant spécifiguement sur une étape essentielle du métabolisme des bactéries
(agents antibactériens).

Ce sont des substances chimiques élaborées par des microorganismes qui
possedent le pouvoir d'inhiber la croissance ou le développement des bactéries
dans lesquelles elles pénetrent en perturbant le métabolisme ou en agissant
spécifiquement sur une étape essentielle de ce dernier, mais qui sont dépourvus

de toxicité pour les autres cellules humaines ou animales.

lls sont définis par leur :
* Activité antibactérienne (spectre d'activité),
* Toxicité sélective (mode d'action),
« Activité en milieu organique (pharmacocinétique),

* Bonne absorption et diffusion dans I'organisme.

3.3.2. Modes d’action des antibiotiques

Le mode d'action des antibiotiques est, soit bactériostatique (empéche le
développement microbien) essentiellement tétracyclines, phénicols, macrolides;
soit bactéricide (qui détruit les germes), comme les bétalactamines, les
aminosides, les polypeptides [136].
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Chaque antibiotique possede un spectre d'action qui est la flore
microbienne sur laquelle il exerce son activité. Il est d'autant plus large, ou étendu,
que le nombre des espéces microbiennes sensibles est grand.

Le spectre d'action varie d'un antibiotique a l'autre. Ainsi donc, les

antibiotiques ont été classés selon leur mode d’action en [137] :

e Antibiotiques inhibiteurs des syntheses du peptidoglycane.
e Antibiotiques actifs sur les enveloppes membranaires.
e Antibiotiques inhibiteurs des syntheses protéiques.

¢ Antibiotiques inhibiteurs des acides nucléiques.

3.3.3. Résistance bactérienne

La résistance bactérienne aux agents antibactériens est un probleme lié a

la croissance en pratigue médicale.

L’utilisation intense et abusive des antibiotiques a rapidement conduit a
'apparition de deux phénomeénes importants: les effets secondaires dus aux
médicaments et a I'acquisition d’'une certaine résistance aux antibiotiques par

certaines populations microbiennes.

A I'neure actuelle, le phénoméne de la résistance bactérienne est connu
pour toutes les familles d’antibiotiques. En effet, I'activité des extraits de plantes
sur les bactéries et les champignons a été exploitée antérieurement par plusieurs
chercheurs [138].

Les principaux facteurs contribuant a 'émergence et a la propagation de la
résistance bactérienne sont présentés dans le tableau 3.1 [130].
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Tableau 3.1 : Facteurs favorisants I'apparition des résistances bactériennes

Facteurs

Exemples

Emergence de

la résistance

Usage abusif et inadéquat
d’antibiotiques

Hospitalisation prolongée

Durée de traitement courte et doses
sous thérapeutiques

Diagnostic non confirmé d’infection

bactérienne

Propagation de souches résistantes

Non-respect aux mesures d’hygiéne
dans les hopitaux et les directives de
lutte contre les infections
Transmission des souches
bactériennes entre les patients (entre
le milieu hospitalisé et le milieu
communautaire)

Voyages

Utilisation dans le secteur agro-

alimentaire

Animaux destinés a la consommation

Agriculture et aquaculture

Utilisation des antiseptiques et des

désinfectants

Présence des agents antibactériens
dans les produits d’entretien

meénager

3.4. Les bactéries

e Escherichia coli

Ce Bacille a Gram négatif possede a leur surface des pili, qui jouent un réle dans

'adhérence des bactéries a certaines cellules. Certaines souches peuvent

produire des hémolysines et des entérotoxines qui sont des facteurs de virulence.
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La bactérie E. coli est responsable d’infections diverses comme les infections
urinaires, intestinales ainsi que celles des méninges. L’Escherichia. Coli se
développe sur gélose nutritive. Elle produit habituellement de l'indole, fermente le

lactose, mais ne produit pas de I'acétoine [139] (figure 3.3).
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Figure 3.3 : Photographies montrant la souche d’Escherichia coli

(a) : observée sous MEB Gx 15000 ; (b) : au MP G x 40 apres coloration de Gram
e Klebsiella

Les Klebsiella sont de gros bacilles a Gram négatif, immobiles, entourés
d’'une capsule, appartenant a la famille des enterobacteriaceae. Sur un milieu
gélosé, leurs colonies sont volumineuses, bombées, brillantes et tres visqueuses a
cause de leurs capsules, fermentent de nombreux sucres avec production de gaz
mais elles ne sont pas protéolytiques. On distingue sept espéces dont Les
Klebsiella (pneumoniae, oxytoca, ozeanae, rhinoscleromatis, planticola, terrigena,
ornitholytica) [69] (figure 3.4).
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Figure 3.4 : Photographies montrant la souche Klebsiella

(a): observée au MP au G x 40 aprés coloration de Gram ; (b) : sous MEB

o Pseudoonas aeruginosa

P. aeruginosa a les caractéres généraux des Pseudomonaceae. C’est une
bactérie Gram négatif (figure 3.5), aérobie strict, oxydase positive, mobile par
un flagelle polaire. La température optimale de croissance est de 30°C. L'une
des caractéristiques de cette espéce est la production d’'un pigment bleu ou
pyocyanine. Les souches typiques produisent aussi des pigments verts
fluorescents qui est la pyoverdine, laquelle contrairement a la pyocyanine,
peut étre produite par dautres espéces qui appartiennent au genre
Pseudomonas. Certaines souches sont a-pigmentaires et certains rares sont

dites erythrogénes ou mélanogénes.

Les souches isolées d’expectorations des malades atteints de
pneumopathies ou de mucoviscidose ont le plus souvent des colonies avec
aspect tres muqueux. Ce dernier est di a une volumineuse et abondante

substance pericellulaires « le slime ».
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Figure 3.5 :Photographies montrant la souche de Pseudoonasaeruginosa

(@) : sous MEB ; (b) : observée au MP (G x 40) apres coloration de Gram.

e Staphylococcus aureus

Cette espéce est I'une des bactéries la plus souvent isolée au
laboratoire de bactériologie médicale. Les Staphylocoques sont des coques
Gram positif, arrondis, d'environ 1 um de diameétre, immobiles, dépourvus de
spores et de capsules. (Figure 3.6). lls apparaissent le plus souvent en amas
dit « grappes de raisin ». Cependant ils peuvent également étre isolés, par

paires ou en trés courtes chaines.

Aprés 24 heures de culture sur gélose nutritive, S. aureus donne des
colonies produisant en général un pigment doré. Il pousse et fermente le
mannitol sur milieu Chapman, faisant virer le rouge phénol au jaune, ce qui
caractérise le mieux l'espéce aureus. Ce genre est facile a mettre en

évidence en laboratoire [69].
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Figure 3.6 : Photographie de Staphylococcusaureus, observé au MP aprés

coloration de Gram.

e Bacillus subtilis
Ce sont des bacilles a Gram positif et des germes de I'environnement que 'on
trouve partout sur le sol et dans la poussiere. La thermorésistante de leurs spores
explique que l'on puisse les trouver comme contaminants dans les produits
supposés stériles. lls sont aéro-anaérobies, mobiles par une ciliature péritriche, a
'exception de B. anthracis qui est toujours immobile. Ces bactéries se
développent sur gélose ordinaire a 37 °C (figure 3.7) [140].
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Figure 3.7 : Photographie de Bacillus observé au MP aprés coloration de Gram.
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3.5. Les infections fongiques

La plupart des mycetes sont saprophytes, excepté les champignons
parasites responsables de certaines maladies et qui peuvent infecter les étres
humains.

Toutefois, les agents des teignes ainsi que des dermatophytes sont pour
leur grande majorité des champignons strictement parasites.

Le développement d’'une pathologie fongique chez I'étre humain dépend
souvent des facteurs prédisposant comme l'augmentation accrue des patients
immunodéprimés (pathologies concomitantes (SIDA), d’événements associés
(intervention chirurgicale invasive, traitement antibiotique...) ou de facteurs

environnementaux (conditions d’élevage favorisant les contacts rapprochés).

Comme le montre le tableau 3.2, il existe trois types de mycoses humaines
fréquentes et universelles dans la pathologie fongique ou mycosique. Ce sont les
dermatophytes, le Pityriasis versicolore et les candidoses cutanéo-muqueuses.

D’autres sont plus rares mais profondes et séveres [141].

Tableau 3.2 : Principaux types d’infections fongiques rencontrées chez 'lhomme
[141].

Type d’infection Agent responsable Site d’infection
Cryptococcoses | Cryptococcusneoformans. Poumons, cerveau
(méninges et liquide

céphalorachidien).

Candidoses C. albicans, C. glabrate, C. | Peau et muqueuses, tractus
parapsilosis, C. krusei. gastro-intestinal et sang.

Dermatophytoses | Trychophyton,  Microsporum, | Cuir chevelu; peau et
et Epidermophyton. angles.

Blastomycoses Blastomycesdermatitidis. Visage, mains et pied.

Sporotrichoses Sporothrixschenkii. Peau.
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3.6. Les antifongiques

L’utilisation des antifongiques en pathologie buccale devient de plus en plus
fréquente en raison de certains facteurs favorisants :
- troubles endocriniens (diabéete, hypothyroidie),
- prises de certains médicaments modifiant la sécrétion salivaire
(psychotropes, antimitotiques),
- facteurs locaux (sécheresse buccale, diminution du pH salivaire, prothése

adjointe mal nettoyée).

On distingue habituellement deux entités d’infections fongiques : les
mycoses superficielles survenant chez des sujets sains et les mycoses
opportunistes observées chez les patientes atteintes de déficits immunitaires

séveres (leucémies, chimiothérapies anticancéreuses, greffes d’organes, Sida).

La plupart des mycoses rencontrées au sein de la cavité buccale sont des
candidoses buccales considérées comme étant des infections opportunistes et
son traitement comporte les mesures d’hygiéne bucco-dentaire, la prescription
d'un traitement antifongique et I'élimination, sous peine de récidives, du ou des

facteurs ayant favorisé son développement (figure 3.8) [142].

Echinocandines :
inhibition de la  1-3 glucane synthase

~ Flucytosine :
- == inhibition de
g " " e = la syntheése
d’ADN et dJARN

Azolés et terbinafine :
inhibition de la synthése
de l'ergostérol membranaire

Polyénes :
liaison a l'ergostérol et formation
de pores membranaires

Figure 3.8 : Mode d’action des antifongiques [142].
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Tableau 3.3 : Classe des antifongiques [142].

Antifongiques Cible Toxicité

Polyénes Membrane fongique. Fongicide.
Amphotéricine B

Fongicide sur

. _ _ _ _ Candida.
EchinocandinesCaspofungine | Paroi fongique.

Fongistatique sur

Aspergillus.
Azolés Voriconazole Inhibition de la 14a Fongistatique sur
Itraconazole déméthylase Candida

(Ergostérol membranaire). o
Fongicide sur C.

krusei, et A.
fumigatus).

Fluorocytosine. Acide nucléique. Fongistatique.

3.6.1. Résistance aux agents antifongigues

Le développement de certains phénomeénes de résistance fongique a été
observé, ces dernieres années, en paralléle avec [l'utilisation croissante des
antifongiques en prophylaxie et pour des traitements longs dans le cas de patients
immunodéprimeés.

La résistance peut se définir soit comme un phénomeéne in vitro lié a une
augmentation de la CMI (concentration inhibitrice minimale) soit comme un
phénomeéne clinique défini comme la persistance ou la progression d’'une infection

en dépit d’'une thérapie antimicrobienne appropriée [143].

3.6.2. Les souches fongigues

» Candida albicans

C’est un champignon levuriforme unicellulaire qui mesure entre 4 & 6 um de long.
Contrairement aux autres myceétes pathogénes, C. albicans est un membre de la
flore normale.
Si I'équilibre de la flore normale est troublé :

- Il se multiplie rapidement et peut provoquer des candidoses.

- 1l se reproduit par bourgeonnement ou par des spores sur gélose de
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Sabouraud.
Les colonies sont plates, assez denses, de couleur blanchatre a beige et
d’aspect laiteux. Sur bouillon nutritif, on obtient un trouble uniforme avec une

tendance a donner un dépot blanc [144] (figure 3.9).

50 pm

Figure 3.9 : Photographiesmontrant la souche de Candida albicans
(@) : MEB (G x 10.000) ;(b) : MP
» Aspergillus

La plupart des Aspergillus sont saprophytes et colonisent les végétaux déja
abimés par des blessures, des piqures d'insectes ou des attaques d’autres
champignons.

Dans les mauvaises conditions de stockage, ces champignons peuvent
évoluer et devenir des parasites.

Les champignons appartenant a ce genre sont responsables de maladies
chez 'homme et les animaux (aspergillose pulmonaire, allergies ou
mycotoxicoses). Les espéeces fongiques de types (A. niger et A. flavus) sont les
principaux responsables des aspergilloses bronchiques allergiques (figure 3.10)
[145].

Figure 3.10 : Photographie de I'’Aspergillus au MP aprés coloration de Gram.
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3.7. Antibiogramme (ATB)
3.7.1 Introduction

L’antibiogramme standard est un test in vitro de sensibilité d’'un germe a
un ou plusieurs antibiotiques qu’on effectue par la technique de diffusion sur un
milieu gélosé.

Il a pour but de guider le clinicien dans le choix d’un antibiotique pour :

o Traiter une infection bactérienne,
o Exploiter les données pour la surveillance des résistances bactériennes aux
antibiotiques (échange de données par le logiciel WHONET),

o ldentifier le germe par la mise en évidence de résistances naturelles.

Le Réseau Algérien de la Surveillance de la Résistance des Bactéries
aux Antibiotiques applique les techniques de standardisation de I'antibiogramme
préconisées par le CLSI (ClinicalLaboratory Standards Institute) recommandées

par 'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) et agréés par de nombreux pays.

La standardisation de la technique permet d’échanger des données grace
a un logiciel de saisie et d’exploitation fourni par TOMS : le WHONET.
Le CLSI et TEUCAST (EuropeanCommittee on AntimicrobialSusceptibilityTesting)
sont en concertation pour tenter d’unifier les techniques, les milieux, les charges

des disques et les valeurs critiques.

» En Algérie, il existe un réseau de laboratoires chargé de la surveillance de la

résistance des bactéries aux antibiotiques [146].

» But de la standardisation

- Dépister rapidement et correctement les souches bactériennes résistantes
aux antibiotiques.

- Surveiller I'évolution de la résistance aux antibiotiques dans un pays.

- Echanger des données sur la résistance des bactéries aux antibiotiques
entre laboratoires d’'un méme pays, d'un méme continent puis avec les autres
continents.

- Réduire le colt de I'antibiogramme.

- Orienter la prescription d’antibiotique.



68

- Contréler la qualité de I'antibiogramme pour éviter les erreurs de lecture et

d’interprétation.

» Technique standardisée

Les disques de papier imprégnés avec une concentration déterminée
d’agent antimicrobien doivent étre déposés a la surface d’un milieu de culture
standardisé préalablement ensemencé avec un inoculum calibré d’'une culture
pure de la bactérie a tester.

Aprés incubation, les boites de Pétri sont examinées et les diameétres des
zones d’inhibition entourant les disques sont mesurés et comparés aux valeurs
critiqgues des différents agents antimicrobiens testés. Le but étant de déterminer la
catégorisation clinique (résistant, intermédiaire, sensible). Le diamétre de la zone

d’inhibition doit étre proportionnel a la sensibilité de la bactérie testée.

» Parametres importants
La fiabilité des résultats d'un antibiogramme est influencée par de nombreux

parametres qui doivent étre rigoureusement controlés.

- Le milieu de culture doit permettre la croissance de nombreuses bactéries et
il ne doit pas contenir d'inhibiteurs de croissance d’antibiotiques. La teneur
en calcium et en magnésium doit étre contrdlée, car exces de cations

bivalents (Ca®*, Mg?*) inhibent I'action des polymyxines.

- Un pH trop acide augmente l'activité des R-lactamines alors qu’un milieu
alcalin favorise les aminosides et les macrolides. Le pH neutre7permettant

une bonne croissance bactérienne

- Le milieu retenu pour la majorité des especes bactériennes est celui de
Mueller-Hinton. Il doit étre coulé en boites de Pétri sur une épaisseur de 4

mm et les géloses doivent étre refroidi aavant 'emploi.
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- La standardisation de I'épaisseur de la gélose détermine I'établissement du
gradient et la valeur de la concentration en antibiotique a une distance
donnée du disque. En effet, l'antibiotigue contenu dans le disque se

solubilise dans 'eau de la gélose.

La diffusion de l'antibiotique peut se faire en deux étapes comme le montre la
figure 3.11 :
- Une diffusion verticale (en profondeur) dans le milieu contenu dans le
cylindre délimité par le disque pré-imprégné,
-Une diffusion horizontale (latéralement) qui répartit lI'antibiotique selon
un gradient de concentrations dont le maximum est située au niveau du
disque, chaque disque est pré-imprégné d’une masse connue d’antibiotique

appelée charge du disque [146].
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Disque imprégné d'antibiotique
Suspension
(inoculum standarisé)

l

= "~

d.diametre du disque d'antibiotique (6,35 mm)
@ : diamétre d’inhibition mesuré <« ()

d

Tapis bacterien
de colonies juste confluentes

Gélose Mueller-Hinton
de 15 mm '‘épaisseur
Disque d'antibiotique

Figure 3.11: Schéma en coupe d’une gélose Mueller-Hinton utilisée pour

un antibiogramme standard [146].

Il existe pour chaque antibiotique une relation linéaire entre le logarithme
de la concentration en antibiotique et le diamétre du cercle concentrique au disque

d’antibiotique appelée droite de concordance (figure 3.12).

On peut placer sur cette droite de concordance les concentrations
critiques en antibiotique et en déduire les diamétres de diffusion correspondants.
Plus on s’éloigne du disque d’antibiotique, plus la concentration en antibiotique

diminue.
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Ainsi donc, la concentration critique inférieure en antibiotique (CCinf) est
plus petite que la concentration critique supérieure en antibiotique (CCsup). D’aprés
la droite de concordance entre logarithme de la concentration en antibiotique et le
diamétre de diffusion de I'antibiotique, on constate que le diamétre de diffusion de
I'antibiotique de la concentration critique inférieure d (CCinr) est plus grand que
celui du d(CCsup).

gelose Mueller-Hmton

\

disque

culture

zone d ' mhibition

ALopmhme de la concentration
on antibiotique

ICCaup

ICCnf

...................

JE

-
>
Diamétre du cercle concentrique au

HCCsup) DXCCinl) disque d antibiotique

Figure 3.12 : Droite de concordance entre le logarithme de la concentration en

antibiotique et le diameétre de diffusion de I'antibiotique [146].
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CHAPITRE 4

MATERIEL ET METHODES

4.1. Introduction

Ce chapitre décrit les procédures expérimentales détaillées utilisées dans :

» La synthése d’hydroxyapatites substituées : dopées HAps-Zn et HAps-
Mg) et co-dopées HAps-Zn/Mg.

* Les différentes techniques d’analyse utilisées dans la caractérisation des

matrices HAps dopées et co-dopées.

* Les tests in vitro par emploi des différentes matrices élaborées (HAps
dopées et HAps co-dopées) afin de comprendre et de modéliser leurs effets

possibles sur l'activité antimicrobienne.

Les techniques suivantes ont été utilisées pour les analyses chimiques et

structurelles:

1) La diffraction des rayons X (DRX) a été utilisée pour déterminer la pureté
de la phase, le degré de cristallinité et la taille des cristaux des échantillons

synthétisés.

2) La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF) nous a
permis d’identifier les différentes bandes d’absorption caractéristiques des
hydroxyapatites.

3) La microscopie électronique a balayage (MEB) nous a révélé la

morphologie interne des matrices préparées.

4) La technique de fluorescence des rayons X (XRF) a été adoptée pour

identifier la composition chimique de ces matériaux.
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4.2. Synthése des nanopoudres HAps

Les poudres HAps dopées et co-dopées au Zn/Mg ont été préparées selon
le procédé de précipitation en utilisant les produits CaCl2.2H20 (99% de pureté ;
Mm=111 g/mol) et Na:HPO4.2H20 (99% de pureté ; Mm=141.96 g/mol) comme
sources de calcium et de phosphore respectivement.

Les réactifs ZnCl2 (98%, Mm = 136.28 g/mol) et MgCl2.6H20 (99% de
pureté, Mm=203,30 g/mol), dissous dans l'eau, ont été utilisés comme des sels
dopants.

Les différentes concentrations des réactifs introduits pour préparer les
HAps sont énumeérées dans le tableau 4.1.

Pour chaque composition, les fractions d'oligo-éléments Zn ou Mg sont
représentées par le rapport molaire suivant: r = 100 [Zn ou Mg] / [Ca +( Zn ou MQ)]
(% molaire).

Toutes les suspensions finales contiennent le méme rapport molaire
[M2*]/[PO4*>] = 1.667 [43], ou M = Ca + Zn + Mg.

Pour chaque matrice HAp a des mélanges de solutions de sel (CaClz)
avec les sels de dopage sont préparés.

Comme indiqué dans le tableau 4.1., la précipitation consiste a mélanger
dans un bécher, un volume de 100 mL de la solution de CaClz avec 100 mL d’'une
solution de Na2HPO4 contenant du ZnCl2 et/ou du MgClz (sels de dopage) avec
des quantités différentes.

Les conditions suivantes ont été utilisées pour obtenir les HAps substituées :

- La solution a été ajustée jusqu'a pH = 9 par additions progressives d’'une

solution aqueuse d'ammoniac a I'aide d’'une pipette de 5 mL.

- Le mélange réactionnel a été maintenu sous agitation a 250 trs/min et
chauffage a 90 °C pendant 5 heures. La température du meélange est

controlée grace a un thermomeéetre.

- Alafin de la réaction, les suspensions obtenues sont refroidies a I'air libre a

température ambiante.
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- Les suspensions ont été centrifugées pendant quelques minutes a 10000
trs/min dans une centrifugeuse (Modéle Beckman Coulter Centrifugeuse J6-
MI).

- Mesures et vérification des pH des différents surnageants recueillis (figure
4.1).

- Les précipités obtenus sont lavés plusieurs fois (jusqu'a 5 fois) avec de
I'eau désionisée jusqu'a ce que le pH du surnageant atteigne la neutralité
(pH=7.0).

- Les produits solides obtenus (HAps) sont séchés a 105 °C pendant 24
heures, puis calcinés dans un four & moufle (Naberthem) a 900 °C pendant
1 heure [23,43]. Le rendement final de la réaction de synthese des HAps est
de l'ordre de 68 a 70%.

- Les précipités (HAps) obtenus sont broyés sous forme de poudres fines
uniformes et pesés (a raison de 6 a 7g par échantillon), ensuite conservés

dans des flacons sombres pour l'identification et I'application.

La réaction de formation des hydroxyapatites substituées aux Zn et/ou au Mg est

exprimée comme suit:
10 x Ca®* + 10(1-X) Zn?* + 6 PO4> + 2 OH _, CaioxZNio 1x(PO4)s (OH)2 (0 < x <1) (1)

10 x Ca%* + 10(1-X) M92+ + 6 PO43' + 2 OH - Ca10x|\/|glo (1.x)(PO4)6 (OH)z (0 <X S1) (2)
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Tableau 4.1: Différentes quantités de réactifs utilisées dans la préparation des

HAps dopées et co-dopées au Zn et/ou au Mg

Echantillon n(NazHPO4.2H20) n(CaCl2.2H20) n(ZnCl2) n(MgCl2) Formule chimique globale
mmol mmol mmol mmol
HAp
(non dopé) 60 100 0 0 Ca1o(POa4)s(OH)2
HApZn 5 60 95 5 Cao.5Zno.s5(P0O4)s(OH)2
HApZn 10 60 90 10 CaoeZn1(PO4)s(OH)2
HApZn 15 60 85 15 Cas.sZn1.5(P04)s(OH)2
HApMg 5 60 95 5 CaosMgo.5(PO4)s(OH)2
HApMg 10 60 90 10 CasMg1(PO4)s(OH)2
HApMg 15 60 85 15 Cag.sMg1.5(PO4)s(OH)2
HApcod (1) 5 60 95 1.25 3.75 Cao5(Zn+Mg)os(PO4)s(OH)2
HApcod (2) 5 60 95 2.50 2.50 Cag.5(Zn+Mg)o.5(PO4)s(OH)2
HApcod (3) 5 60 95 3.70 1.25 Cag.5(Zn+Mg)o.5(PO4)s(OH)2
HApcod (1) 10 60 90 2.50 7.50 Cag(Zn+Mg)1(PO4)s(OH)2
HApcod (2) 10 60 90 5.00 5.00 Cag(Zn+Mg)1(PO4)s(OH)2
HApcod (3) 10 60 90 7.50 2.50 Cag(Zn+Mg)1(PO4)s(OH)2
HApcod (1) 15 60 85 3.75 11.50 Cag(Zn+Mg)1.5(PO4)s(OH)2
HApcod (2) 15 60 85 7.50 7.50 Cag(Zn+Mg)1.5(PO4)s(OH)2
HApcod (3) 15 60 85 11.50 3.75 Cas(Zn+Mg)1.5(PO4)s(OH)2

HApcod (1) :Zn25% ; Mg75% ; HApcod (2) :Zn50% ;Mg50% ; HApcod(3) : Zn75% ;Mg25%
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Solution de CaClz.2 Hz0
—
+ ZnClz ou MgClz

Thermometre de  controle

de la Température T= 90 °C Solution de

NH4OH pour ajuster

de Naz HPO.

.pH-métre

Figure 4.1 : Schéma représentatif montrant le dispositif de synthese des
hydroxyapatites

4.3. Diffraction des rayons X(DRX)

Pour la caractérisation DRX, 200 mg de la poudre d’échantillon ont été
broyés dans un mortier et pilon de marbre.

Les différentes poudres d'HAps synthétisées ainsi préparées ont été
analysées par un diffractometre de type D8 Advance Eco (Bruker), avec un
rayonnement Cu.Ka (= 1.5418 A) généré a 40 kV et 25 mA (au laboratoire de
Chimie Physique Moléculaire et Macromoléculaire (LCPMM) Blida 1).

Les données ont été recueillies sur une plage de I'angle de Bragg 26 allant
de 20 a 60° (pas de 0.010°; temps de comptage 0.2 s) et les tailles des cristallites
ont été calculées a l'aide de I'équation de Debye-Scherrer.

Les données d’analyse de DRX ont été utilisées pour identifier les phases,
la cristallinité, la pureté des poudres HAps ainsi que les détails de leur propriétés

cristallographiques (telle que la taille des cristaux).
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Pour I'étape d’identification de phase, les diagrammes de diffraction des
rayons X ont été comparés directement aux données du comité de normes de
diffraction des poudres (JCPDS, Carte n° 09432) telles que fournis par le Centre

International de Données sur la Diffraction (ICDD).

Les phases, ci-dessous, les plus comparables pour Mg et Zn ont été
identifiées et rapportées dans la section résultats et discussion:
- B-TCP-Mg (JCPDS 01-70-1787),
- brucite [Mg(OH)2] (JCPDS 07-0239),
- oxyde de magnésium (JCPDS 00-04683),

La cristallinité des échantillons HAp a été évaluée en comparant les
rapports des pics des échantillons étudiés a ceux d’'un échantillon de référence

totalement cristallin [147].

Le pourcentage de cristallinité est basé sur les diagrammes de diffraction
de rayons X obtenus entre 10 ° et 60 ° (26). Il a été calculé en utilisant I'équation

suivante [147] :

Xc = 1 - (V112300 / 1300) Eq 4.1

ou
I300 représente l'intensité de la réflexion (300)

V112/300 représente l'intensité du vide entre les réflexions (112) et (300).

La taille des cristaux des précipités a été estimée a partir de I'équation de

Debye-Scherrer.

Selon cette équation, la seule dimension cristalline perpendiculaire au plan
(h k I) (nm) peut étre estimé a partir de I'élargissement du pic de la maniéere

suivante:

Ka

= FW H M.cos Eq 4.2
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Figure 4.2 : Schéma représentatif montrant la FWHM.

ou les parametres suivants représentent :

D : la taille du cristal en nm; K : la constante de Scherrer (0,9) pour le solide HAp
hexagonal) ; a: la longueur d'onde du faisceau de rayons X monochromatique
(0,15418 nm); FWHM : est la largeur & mi-hauteur de pic de diffraction / largeur

totale entre deux valeurs ; 6 : I'angle de diffraction (°).

Dans les échantillons & structures apatitiques et pour la ligne
d'élargissement du plan (002), la réflexion a été utilisée pour évaluer la taille

moyenne des cristaux qui correspond a I'axe cristallographique « ¢ ». .

Dans le cas de la structure cristalline hexagonale des HAps, les parametres
de réseau notés par (a = b), et c ont été déterminés a partir de la relation entre la
distance (d) de deux plans adjacents et les indices (h k 1), en utilisant 'équation ci-
dessous [147] :

1 _ h? k% 17
= +

72 ; ; C_Z Eq4.3

ou d est déterminé par la loi de Bragg en connaissant la longueur d’onde (A) et

'angle de diffraction de Bragg (26).
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Dans cette méthode, pour chaque raie (hkl), 'espacement des réseaux des plans

(hkl) peut étre calculé par I'équation suivante:

A
2sin @

dng1= Eq 4.4

Ou 8 est obtenu a partir du modéle DRX.

Le parameétre d'axe c peut étre calculé a partir des pics (00l). A noter qu’un

parametre d'axe peut étre calculé en prenant en compte tous les pics (hkl).

Cependant et étant donné que toute erreur dans la mesure de la valeur exacte de

B produit des erreurs dans sinB et par la suite dans le paramétre de réseau

calculé, il est important de choisir les pics qui minimisent cette erreur.

Ainsi donc, I'erreur dans la fonction sin® serait minimale si 8 est proche de 90°.
Par conséquent, il est plus précis d’utiliser des pics proches de 6 = 90°

pour minimiser les erreurs dans sinB. S'il y a plus de pics dont I'angle 6 est proche

de 90 (B8 = 90°), tous les pics seront pris en compte pour évaluer la valeur

moyenne des parametres de réseau.

Dans notre cas, les données suivantes ont été utilisées pour I'évaluation des

parametres :

a=b; a=p=90° y=120° groupement spacial : P63m

4.4. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF) est une
technique d’analyse chimique qui génére une empreinte moléculaire des
échantillons.

Elle est basée sur les vibrations des atomes qui sont soumis a un
rayonnement infrarouge passant et mesure le rapport du rayonnement incident est
absorbé a une énergie particuliére [148].

Comme ['échantillon est exposé a différentes longueurs d'onde des
radiations infrarouges, les transitions entre les niveaux d’énergie de vibration de
diverses liaisons chimiques sont détectées. Elles permettent d'identifier les

groupes fonctionnels au sein des molécules de I'échantillon.
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Les spectres obtenus, caractéristiques de I'absorption/émission infrarouge
a différents niveaux de longueur d'onde peuvent étre utilisés pour définir la

composition chimique de I'échantillon.

Dans cette étude, I'R-TF a été utilisé pour confirmer davantage la

composition chimique des échantillons.

Les conditions suivantes ont été utilisées dans 'analyse IRTF (au laboratoire de
Chimie Physique Moléculaire et Macromoléculaire (LCPMM) Blida 1).
- Spectrophotométre Shimadzu (Japon) FTIR-4100.
- La préparation de I'’échantillon consistait a mélanger (plage de 400 a 4000
cm nombre de balayages 32; résolution de 4 cm).
- Des mélanges de poudres séchées (1 mg de HAp dopée ou pure et 250 mg
de KBr) ont été convertis en pastilles transparentes a une pression de 8
tonnes, Une lecture de fond a été effectuée avant de collecter les spectres

des échantillons.

4.5. Microscopie électronigue a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage (MEB) ou Scanning Electron
Microscopy (SEM en anglais) est une technique de microscopie électronique
capable de produire des images en haute résolution de la surface d'un échantillon

en utilisant le principe des interactions électrons-matiére.

La morphologie et la microstructure des échantillons HAps ont été
observées a l'aide d'un MEB Thermo-Fisher Quanta 250 (tension d'accélération de
15 a 20 kV; avec une distance de 10 a 10.2 mm) au centre de Recherche

Scientifiqgue et Technique en Analyses Physico-Chimiques (CRAPC de Bousmail).

4.6. Fluorescence X (FRX)
La fluorescence X (FRX) est une technique d’analyse élémentaire

permettant de comprendre la composition chimique.
La composition des échantillons est basée sur la mesure de la forme
spécifique des faisceaux de rayons X émis apres qu'un faisceau de rayons X est

dirigé depuis une source externe a l'intérieur de la machine a rayons X [149].
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Les échantillons ont été séchés et réduits en poudre comme décrit pour
I'analyse DRX. L’opération consiste a disperser uniformément 1 g d'échantillon de

poudre sur un film de Mylar de 2 um d'épaisseur, tendu sur un porte-échantillon.

Les concentrations atomiques de Ca, P, Zn et Mg dans les précipités ont
ete déterminées par l'appareil de type (PANalytical Epsilon 3-XL apparatus) au
laboratoire de Physique Fondamentale et Appliquée (FUNDAPL) Blida 1.

Trois répétitions ont été effectuées pour chaque échantillon et la valeur moyenne
a été calculee.

Des échantillons de référence de chaque ion ont été préparés en
mélangeant une quantité connue du sel de nitrate solide dans la poudre de HAp
pure puis analysés par fluorescence X.

Les courbes standards ont été créées en mesurant la réponse XRF pour
3 concentrations différentes de chaque cation (5%, 10% et 15% en moles de Zn?*
et Mg?* dans la matrice HAp pure). Les résultats correspondants ont été utilisés,
par la suite, pour calculer la précision et la concentration de chaque composant

dans les échantillons des différentes HAps substituées.

4.7. Souches microbiennes

Le support bactérien est constitué de cing souches bactériennes de
références sous forme de lots “American Type Culture Collection ATCC” et
”Collection de linstitut de pasteur Paris”. Ce sont : Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352,
Bacillus subtilis ATCC 9372, Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Le support fongique est constitué de deux souches fongiques de références
sous forme de lots “American Type Culture Collection ATCC” : Candida albicans
ATCC 24433, Aspergillus niger ATCC 16404.

Toutes les souches microbiennes référenciées sont fournies aimablement par :
- Le Laboratoire de Biotechnologie, Environnement et Santé-Département de

Biologie-Université de Blida,

- Le Laboratoire de Contréle Microbiologique du groupe SAIDAL-MEDEA,
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- Le Laboratoire d’Hygiéne de la Wilaya de Blida,

Ces souches ont été choisies a cause de leurs fréquences élevées de
résistance et surtout de leurs pathogénicités dominantes.
Les disques sont fabriqués a partir de papier absorbant de qualité supérieure
imprégnés d’agents antimicrobiens a des concentrations précises. lls sont
clairement identifiés par un sigle, comportant 1 a 3 lettres, imprimé de chaque cété
du disque.

» Les disques se présentent sous forme de cartouches (Série de 50 disques
conditionnés en containers étanches contenant un dessicant.

» La date de péremption et le numéro de lot figurent sur chaque
conditionnement (cartouche et container).

» Les cartouches de disques doivent étre conservées dans leur container
entre +2 et + 8 °C a sec.

» Le laboratoire a pour responsabilité de stocker les disques dans des
conditions optimales et de ne pas utiliser des disques périmés.

» Avant utilisation, les disques doivent étre amenés a température ambiante.

» Toute cartouche ouverte doit étre utilisée dans les cinqg jours.

» Taille de I'inoculum

La densité de l'inoculum de la culture jeune est un élément primordial. La
suspension cellulaire doit étre préparée dans de I'eau physiologique stérile a partir
d’une culture jeune et pure sur un milieu d’'isolement approprié.
Elle doit étre ajustée a l'aide d'un photometre ou par comparaison avec un étalon
d'opacité (échelle de McFarland) (figure 4.3).
L’utilisation d’un densitométre est fortement souhaitable.

En Algérie, I'antibiogramme par diffusion est réalisé avec une suspension
calibrée a 0.5 McFarland. La lecture des absorbances de 0.08 & 0.10 est effectuée
a la longueur d’'onde appropriée de 625 nm et a environ 108 bactéries par mL.

Ce dernier nombre est porté a 109 pour I'espéce Helicobacter pylori qui est
égquivalent au standard McFarland 3.
Les normes McFarland originelles ont été établies en mélangeant des quantités

spécifiees de chlorure de baryum et d'acide sulfurique. Le mélange des deux


https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_baryum
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_sulfurique
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composés forme un précipité de sulfate de baryum, ce qui rend la solution trouble.
Un étalon de standard 0.5 McFarland est préparé en mélangeant 0.05 ml de
chlorure de baryum a 1.175% dihydraté (BaClz22H20), avec 9.95 ml d'acide
sulfurique a 1% (H2SOa4). La norme peut étre comparée visuellement a une
suspension de bactéries dans une solution saline ou un bouillon nutritif stérile
(Figure 4.3) .
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Figure 4.3 : Standards McFarland de turbidité utilisés pour la préparation des

suspensions de microorganismes [146].

4.7.3 Technigue d’ensemencement

L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la
préparation de I'inoculum.

Il est réalisé par écouvillonnage ou par inondation de telle facon a avoir,
apres incubation un tapis de colonies.
Dans ces opérations, Il faut respecter les mesures de sécurité nécessaires
suivantes :

- La précision et la fiabilité de la technique des tests de sensibilité,

- La performance des réactifs utilisés dans les tests,

- La performance du personnel qui effectue les tests et la lecture,

- La procédure de contrble selon les recommandations du Réseau Algérien
de la Surveillance de la Résistance des Bactéries aux Antibiotiques. Le
contrble de qualité doit se faire a chaque arrivée de lots de Mueller-Hinton
et/ou d’antibiotiques.

e Le laboratoire devrait vérifier la validité de sa technique en testant, au

moins une fois par mois, la sensibilité des souches de référence et vérifier


https://fr.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%A9cipit%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sulfate_de_baryum
https://fr.wikipedia.org/wiki/Turbidit%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Solution_physiologique
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que les diamétres des zones d'inhibition obtenues vis-a-vis des divers
antibiotiques sont conformes aux valeurs publiées par le comité de
I'antibiogramme.
Les souches de référence testées sont : E. coli ATCC 25922; S. aureus ATCC
25923; P. aeruginosa ATCC 27853 ; S. pneumoniae ATCC 43152 et Bacillus
subtilis ATCC 9372,
Les souches fongiques : Candida albicans ATCC 24433, Aspergillus niger ATCC
16404.
Si les résultats ne sont pas satisfaisants, il faudra contrdler chacun des
parametres suivants :
e La lecture et I'interprétation des diamétres des zones d’inhibition,
e Le milieu de culture,
e L’inoculum,

e Les disques d’antibiotiques et les souches de référence.
» Lecture des résultats

Aprés incubation a la température et sous atmosphére recommandées, les
diameétres des zones d’inhibitions seront mesurés avec précision a l'aide d’un pied
a coulisse. Les mesures seront prises en procédant par transparence a travers le

fond de la boite de Pétri fermée.

Les diamétres des zones d'inhibitions mesurés seront comparés aux
diamétres critiques donnés par(CLSI) afin de classer la bactérie dans I'une des
catégories : Résistant, Intermédiaire ou Sensible. Ces critéres de catégorisation
clinique, établis selon les diameétres critiques, sont remis a jour périodiquement par
le CLSI.

> Rédaction des résultats :

Le compte-rendu des résultats d’un antibiogramme standard sera réalisé en
reportant les diametres d’inhibition mesurés @ pour chaque antibiotique et les
diameétres critiques dans un tableau.

> Milieux de culture

Les géloses utilisées sont : la gélose nutritive le saboureaud (IP d’Alger), la
MULLER- HINTON (IP d’Alger).
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» Enrichissement et préparation des cultures jeunes

Les souches conservées sont enrichies dans des milieux liquides
d’enrichissement, incubés a 'étuve a 37° pendant 24 — 48h.

Aprés l'incubation, les tubes sont retirés, repiqués sur gélose et ré-incubés encore
une fois a I'étuve. Les cultures obtenues (dites cultures jeunes) seront utilisées

pour les préparations d’inoculum microbien.

Les conditions de I'incubation et les milieux utilisés sont appropriées pour chaque

souche microbienne.
> Test antimicrobien par la méthode de diffusion de disque sur gélose

L’évaluation de l'activité antimicrobienne des échantillons synthétisés par

'aromatogramme a été réalisée par la méthode de diffusion sur un milieu gélosé.

Les tests ont été effectués au niveau du Laboratoire d’Hygiéne de la Wilaya de
Blida-Algérie.

» Préparation de I'inoculum
Cette préparation de I'inoculum consiste a effectuer les opérations suivantes :

e A laide d'une pipette Pasteur stérile, 2 a 3 colonies bien isolés et
identiques sont raclées a partir d’'une culture pure et jeune sur le milieu
d’isolement,

e Diluer le contenu de la pipette dans 10 mL d’eau physiologique stérile a 0.9
%,

e Mesurer la densité optiqgue de l'inoculum par un densitometre DEN-1
(Grant-Bio), a 620nm.

e L’inoculum bactérie peut étre ajusté a 0,5 McFarland en I'ajoutant, soit de la
culture s’il est trop faible, soit de I'eau physiologique stérile s'il est trop fort,
et il doit étre ensemencé dans les 15 minutes qui suivent sa préparation.

» Ensemencement

Dans I'encemencement, il faut effectuer les opérations suivantes:

- Tremper un écouvillon stérile dans une suspension bactérienne déja préparée

(inoculum).
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- Essorer en le passant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube afin
de le décharger au maximum.

- Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en
stries serrées.

- Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite 60° a chaque fois sans oublier
de faire pivoter I'’écouvillon sur lui-méme,

- Passer [I'écouvillon sur périphérique de la boite de Pétri a la fin de
'ensemencement.

- Recharger I'écouvillon a chaque fois, dans le cas ou on ensemence plusieurs
boites.

> Doses et application des disques

La technique repose principalement sur le dépdét, a I'aide d’'une micropipette
d’'un volume de 10 pL, différentes suspensions d’hydroxyapatites (500 mg/mL)
dans le DMSO (Diméthylsulfoxyde) sur les disques de 06 mm (Biorad-France).
Les dépots sont effectués sur les géloses appropriées.

Les essais sont répétés trois fois avec des témoins positifs de disques
d’antibiotiques : Gentamycin (15 pg) ; Ciproflaxacin (5 pg) de référence (Bio-
maximas S.A Poland)par rapport aux bactéries étudiées et de disque antifongique
: Nystatin (50 pg) de référence (Himedia India) par rapport aux champignons
testés, le dimethyl sulfoxyde (DMSO de purté 99% ; Mm=78,13 g/mol) de
référence (Sigma-Aldrish Germany) comme témoin négatif.

» Lecture et interprétation

Les zones d’inhibition autours des disques sont mesurées avec un pied a
coulisse (en mm) apres une incubation de 24 heures a 37 °C pour les bactéries
testées, 48 heures a 25 °C pour les levures (C.albicans) et 120 heures a 30 °C
pour les moisissures (A. niger).

L’apparaition et limportance du diamétre de la zone d’inhibition refléte
'impact des HAps sur les souches bactériennes. Ainsi, ces derniéres seront
qualifiées sensibles ou tres sensibles, ou résistantes [150] :

e Non sensible (-) ou résistante : diamétre <6 mm.
e Peu sensible (+) : diametre compris entre 6 a 10 mm.
e Sensible (++) ou intermédiaire : diametre compris entre 11 a 15 mm.

e Extrémement sensible (+++) : diameéetre > 15 mm.
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CHAPITRE 5

RESULTATS ET DISCUSSION

5.1. Analyse par diffraction des rayons X (DRX)

5.1.1 Hydroxyapatites non dopées, dopées et co-dopées

Afin d’étudier les conséquences de la substitution d’ions sur la structure de
I'hydroxyapatite et les caractéristiques chimiques et physiques, un échantillon
d'hydroxyapatite non substituée a été préparé (en utilisant la méme méthode de
préparation) et utilisé comme échantillon de référence tout au long de cette étude.
Nous le notons par HAp.

La figure 5.1 illustre que les valeurs de I'angle de Bragg 26 (en degrés)
attribuées a la phase hydroxyapatite donnent les principaux pics de
I'hydroxyapatite stoechiométrique qui apparaissent a: 29 ; 32 ;34 ; 40; 47 ; 48 et
50 et correspondents aux différents plans (hkl) (210), (112), (202), (310), (222),
(312) et (321),respectivement répertoriés par la base de données de fichiers de
diffraction standars JCPDS (PDF N° 70-0794). Les deux difractogrammes se
superposent parfaitement.

{hkl) | POF 700004 Cad 804 { P O K3 094 CI0 584 { O H }1 87 Hydrowplapatite (Clbearng
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Figure 5.1: Diagramme DRX de HAp non dopée.
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Cet échantillon d'hydroxyapatite non substitué a été comparé aux deux
hydoxyapatites dopées par les deux ions Zn?" (HAp-Zn) et Mg?* (HAp-Mg) a différentes
concentrations de Zn et de Mg.

Comme indiqué précédemment dans la section « matériel et méthodes »
(Chapitre 4), I'analyse DRX a été utilisée, non seulement, pour identifier les
phases cristallines, mais aussi, pour déterminer le degré de cristallinité et la taille
du cristal.

Les diffractogrammes des échantillons HAps simples et HAps dopées sont
illustrés a la figure 5.2.

L’examen de ces courbes DRX fait apparaitre les principaux pics
caractéristiques de I'hydroxyapatie HAp répertoriés par le comité mixte sur les
normes de diffraction des poudres (JCPDS), PDF no° 70-0794 pour HAp
stoechiométrique [151].

Ces reésultats sont en parfaite concordance avec ceux obtenus

antérieurement par certains auteurs [151-152].
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Figure 5.2: Diagrammes DRX des différents échantillons étudiés (HAp non dopée
et HAp-Zn/Mg dopées).
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Les parametres en termes de cristallinité, taille de cristal et degré de
cristallinité des HAps non substituées et substituées ont été calculés en utilisant la

I'équation de Debye-Scherrer (citer dans la section 4.1. « Matériel et méthodes »).

» ldentification de la phase HAp -Zn
Les diagrammes DRX de tous les échantillons d’hydroxyapatites substituées en

zinc sont illustrés dans la figure 5.2.

L’examen de ces diffractogrammes montre des élargissements des raies

situées a 26 =32° et suggerent donc la formation de petits cristaux d'apatite.

Les pics caractéristiques des supports HAps sont détectés aussi dans
tous les diagrammes des HAps dopées de type HAps-Zn (5%,10% et 15%),
montrant par-la, la conservation de leurs structures apatitigues apres les

opérations de substitutions isomorphiques.

Cependant, comme le montre la figure 5.2, une nouvelle phase plus
prononcée a été identifiee dans le diffractogramme de la matrice HAp-Zn (15%)
attribuée a la présence de phosphate de zinc et de calcium hydraté ou de
Parascholzite (Cazn2(P0Oa4)2.2H20 ; voir Appendice B.3).

» Identification de la phase HAp-Mg:
Les spectres de diffraction des rayons X de toutes les hydroxyapatites substituées
au magnésium HAp-Mg (5%, 10% et 15%) sont illustrés dans la figure 5.2.

Ces diffractogrammes font apparaitre les phénomenes suivants :

- Un décalge de la plupart des raies d’environ 1° vers les faibles valeurs de
'angle de Bragg (26 =31° pour les HAps-Mg) en comparaison avec ceux du
support précurseur non dopé (HAp simple).

- Un élargissement de tous les pics au fur et a mesure que le taux de

substitution du Mg augmente.

Sur la base de ces résultats, nous pouvons proposer les conclusions suivantes :

- L’absence de I'oxyde MgO (JCPDS n° 00-04683) et de la brucite (Mg(OH)2)
(JCDS n° 07-0239) dans tous les diffractogrammes des HAps-Mg
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confirment clairement la substitution des cations Ca?* par ceux de Mg?*
dans le réseau cristallin des HAps. Néanmoins, I'emplacement de la

substitution reste tres difficile a identifier a partir de ces données.

les ions Mg?* de substitution engagés dans les structures des différentes
HAps provoquent des déformations dans leurs réseaux cristallins et
entraine la formation de HAps déficientes en calcium. Les résultats de DRX
et de IRTF confirment ces conclusions qui est sont en parfait accord avec

celles avancées antérieurement par Adzila et al. [153].

Il apparait clairement qu’'une augmentation de la concentration de Mg de 5%
a 15% en moles entraine I'apparition d’'une nouvelle phase unique de type
Whitlockite-Mg [CasMg(POa4)s(PO3)OH] appelée aussi Mg-B-TCP (JCPDS
n°01-70-1787) qui apparait avec des pics localisés a 26 = 31,30 ° [154].
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Figure 5.3: Diagrammes DRX des différents échantillons: (a) HAp non dopée,
HAps co-dopées (1): Zn 25% + Mg 75%; (2): Zn 50% + Mg 50%; (3): Zn 75% + Mg 25%).

La figure 5.3 présente les diagrammes de diffraction des rayons X des

poudres de nanocristaux HAps co-dopées contenant différentes fractions de Zn et

de Mg.
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De fagon globale et sur la base de ces diffractogrammes, nous enregistrons

les résultats suivants :

Toutes les phases minérales solides ont été identifiées, grace a la base de
données de fichiers de diffraction standard JCPDS.

Les raies attribuées a la phase hydroxyapatite sont similaires et
apparaissent de facon claire dans les spectres des différents échantillons
HAps co-dopés (5-15% en mol) (par rapport au PDF n° 70-0794 ; Figure
5.1).

Toutes ces raies sont comparables a celles rapportées antérieurement par
d'autres auteurs ayant travaillé sur les HAps substitués par le zinc et/ou le
magnésium [155].

Ces pics correspondent au modele HAp standard (PDF # no°® 70-0794 ;
Figure 5.1). lIs révélent clairement que l'incorporation des ions Mg et/ou Zn

ne modifie pas la cristallinité des nanocristaux de HAps.

Comme la montre la figure 5.3, une augmentation de la proportion de
dopage entraine l'apparition de nouvelles phases indésirables de types
parascolzite Cai19Zn2(PO4)14 (PDF # 48-1196) ou de la phase whitlockite
Caz.81Mgo.19(POa4)2 (PDF # 70-0682) ; (voir Appendice C.6).

Les tailles de particules ont été calculées a l'aide de I'équation de Debye-
Scherrer (tableau 5.1), le plan de diffraction (002) étant pris en compte pour

le calcul de la taille des cristallites avant leur mise en forme et leur isolation.

Lorsque la concentration de Zn dans les cristaux de HAp-Zn substitués
atteint une concentration de 10% en moles, la phase scolzite CaZn2(POa4)2,2
H20 (PDF n° 27-0095 ; Appendice C.4) est détectée.

La difficulté significative pour les cations divalents tels que Zn?*, Mg%*,
Ni2*, Mn?* et Cu?* de se substituer au Ca?" dans la structure

d'hydroxyapatite a été déja rapportée par certains auteurs [155].

Arrivés a ce stade de notre étude, nous jugeons utile de rappeler que :
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- la substitution des ions Ca?* par ceux de Zn?* ou Mg?* dans I'hydroxyapatite
a pu apparaitre grace a la méthode de précipitation synthétique.

- Cette substitution isomorphique semble provoquer des déformations au
niveau du réseau cristallin des HAps.

- La cristallinit¢ des HAps diminue lorsque la concentration en ions
magnésium et/ou zinc augmente (tableau 5.1), comme l'ont montré

précédemment Adzila et al. [153].

- Ce pourcentage de cristallinité est évalué a partir de I'équation 3 présentée

dans la section 4.2 “Matériel et méthodes (chapitre 4)”.

Les données expeérimentales de la cristallinité et de celles de la taille des
HAp-Mg, obtenues par I'analyse DRX, indiquent que l'incorporation des ions Mg?*
affectent, a la fois, la cristallinité et la taille des cristaux de HAps tel qu'indiqué sur
la figure 5.1. Aussi, elle provoque des élargissements des raies et des réductions
de leurs intensités dans les structures biphasiques cristallisées (B-TCP + HAp)

des échantillons HAps.

Certains auteurs [100] constatent, en effet, que la substitution isomorphique
par le magnésium affecte le degré de cristallinité et la taille des cristaux des

dopées HAp-Mg.

Ceci suggeére une contraction plus prononcée dans le cas de la phase B-
TCP pour les concentrations les plus élevées de Mg?* due a la substitution des
cations plus gros de Ca?* (rayon ionique Rl = 0.099 nm) par des cations plus petits
de Mg?* (RI =0.072 nm).

La phase de Whitlockite n’est détectable que lorsque le taux de substitution en
ions Mg?* est compris entre 10 et 15 % en moles. Le seuil minimal étant de 5% en

moles.



Tableau 5.1: Taille des cristallites et cristallinité des poudres HAps synthétisées

Echantillon Plan FWHM R Taille des cristaux Cristallinité
(hkl) (radians) (nm) (%)

HAp 002 0.337 25.1 A4
HApZn 5 002 0.181 50.5 82
HApZn10 002 0.239 32.2 57
HApZn15 002 0.239 32.2 57
HApMg5 002 0.288 29.2 60
HApMg10 002 0.288 28.5 50
HApMg15 002 0.288 28.2 48
HApcod(1)5 002 0.191 44.3 77
HApcod(2)5 002 0.191 44.2 75
HApcod(2)5 002 0.191 44.1 74
HApcod(1)10 002 0.191 44.4 78
HApcod(2)10 002 0.191 44.2 75
HApcod(3)10 002 0.191 44.1 74
HApcod(1)15 002 0.191 44.1 74
HApcod(2)15 002 0.227 36.8 65
HApcod(3)15 002 0.227 36.7 64

FWHM 3 est la différence de moitié largeur du pic intense / largeur totale entre deux valeurs (en
radians).
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5.2. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF)

Les spectres IRTF des différents échantillons étudiés (HAps, HAps-Zn, HAps-Mg
et HAps-Zn/Mg) sont illustrés dans les figures 5.4 a 5.5.
Les bandes d'absorption correspondantes ainsi que leurs affectations sont

résumées dans le tableau 5.2.

Tableau 5.2 : Position et attribution des bandes d’absorption infrarouge de

I’hydroxyapatite.
Position des bandes Attribution des bandes
(cm™)
474 PO43 (Déformation symétrique)
530 HPO4? (Déformation HO-PO3)
571-601 PO43 (Déformation asymétrique)

630 OH- (Bande de vibration)

875 HPO4? (Elongation P-OH)

962 PO4% (Elongation symétrique)
1046-1087 PO4* (Elongation asymétrique)
1180-1200 HPO4? (Déformation dans le plan des

groupements OH")

1630 H20 (Déformation des molécules d’eau

liées par des ponts H)
3000-3400 H20 (Elongation symétrique des
molécules d’eau liées par des ponts H)
3560 OH- (Elongation symeétrique)
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Figure 5.4: Spectres IR-TF des differents échantillons de HAps
(A) : HAp non dopée et HAps-Zn (dopées a différentes concentrations).
(B) : HAp non dopée et HAps-Mg (dopées a différentes concentrations).
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Figure 5.5: Spectres IR-TF des difféerents échantillons de HAps Co- dopées
(5,10, et 15% mol)
((1) : Zn 25% + Mg 75%; (2): Zn 50% + Mg 50%; (3): Zn 75% + Mg 25%).
L’examen de ces spectres fait apparaitre les bandes d’absorption suivantes :

Modes de vibration fondamentale (PO43) :

Les bandes relatives aux phosphates (PO4*) apparaissent a 598, 605, 977
et (1020-1120) cm confirment donc la présence de la phase apatite dans
'ensemble des poudres étudiées HAp, HAps-Zn et HAps-Mg.
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En augmentant la concentration de Zn de 5 a 15%, les bandes attribuées
au groupement PO4*> sont apparues a 562 et 600 cm™ tandis que les
bandes d’étirement PO43- étaient centrées a 1039 cm™? et a 1089 cm-

Ylorsque la conentration de Zn atteint 15% comme le montre la figure 5.4

(A).

Les mémes bandes de groupes PO4% (598, 605, 975 et 1020-1120 cm™) de
la phase apatite sont toujours présentes dans tous les échantillons de HAp-
Mg. De plus, les pics PO4+*, qui sont présents aux alentours de 1044 cm™,
ont été progressivement fusionnés en un large pic centré autour de 1162
cm?® comme la montre la figure 5.4(B), ces changements impliquaient
l'appariation d’'une nouvelle phase (Whitlockite) lorsque ['apatite est
substituée au Mg lorsque la teneur en Mg atteignait les 10% mol. Ces

résultats sont en accord avec les résultats de I'analyse DRX.

Pour les HAps co-dopées, la figure 5.5 présente les bandes de déformation
symétrique du groupement PO4* qui se déplacent vers les 600 cm™ et
s’élargissent a 1100 cm™ et leurs intensités diminuent au fur et a mesure
que la concentration en ions dopants augmente et dépasse les 10%. Cela

pourrait étre lié a I'incorporation de ces ions dans la structure de 'apatite.

Groupe HPO4?
La bande de vibration fondamentale de groupe HPO4?> qui est localisée

dans la région 910 cm™ et dans la gamme 1190-1200 cm apparait moins
intense quand la concentration en Zn augmente dans la série de HAps-Zn.
Elle est due probablement a la formation d’'une nouvelle phase dite
scholzite identifiée dans I'analyse DRX. D’autre part, cette méme bande
s’intensifie lorsque la concentration de I'ion dopant Mg?* augmente dans la
série HAps—Mg (figure 5.4 (B)).

A une concentration de 10% de HAp co-dopée, le spectre IR-TF présente
un motif similaire a celui de 5% et une large bande de HPOQO4? située a

1100 cm et affiche une résolution plus faible.



98

En outre, l'élargissement du pic devient plus important lorsque la
concentration des ions dopants augmente, suggérant probablement une

déformation de la structure de l'apatite [156].

Groupes OH-

Les bandes situées a 630 et a 3470 cm™ sont représentatives des groupes
OH-de la phase apatite et de I'eau adsorbée, qui apparaissent pratiquement
dans tous les spectres IR-TF des différentes séries de HAps étudiées.

Cependant, la réduction de la résolution aux environ de 634 cm™ peut étre
attribué au mode de libération des ions OH [70, 157-158].

Les bandes associées a OH- apparaissant aux alentours de 3570 cm™ sont
plus larges et indiquent que lincorporation des ions de Zn ou de Mg par

substitution dans la structure apatite a induit des changements significatifs.

Pour le spectre de la série co-dopée, une large bande entre 3300 et 3700
cm est attribuée a la présence de molécules d’eau. Un chevauchement est
possible dans cette région, en particulier a 3571 cm, associé a la présence

des groupes OH.

Eau d’hydratation

Les bandes liées a l'eau d’hydratation (molécules adsorbées sur les
cristaux) sont bien visibles dans les spectres IRTF dans les intervalles 3446-
3600 cm™ (HAp), 3415 et 3500 cm™ (HAps-Zn) ; 3456—3500 cm™* (HAps-Mg)
et a 3400- 3600 cm(HAps-cod Zn/Mg).

Une large bande située a 3500 cm™ est attribuée aux molécules d’eau
adsorbées sur les cristaux HAps-Zn. L'introduction d'ions Mg?* dans les
matrices HAps via un échange de cations de surface avec des cations Ca?*
en solution semble entrainer une augmentation de l'intensité globale dans la

bande asymétrique H20 (figure.5.5).

La bande attribuée a la déformation des molécules d’eau liées par des
ponts Hydrogéne (H) est située a 1626 cm™ pour (HAps-Zn) et 1627 cm
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pour (HAps-Mg). Pour les matrices (HAps-cod Zn/Mg), cette bande se
déplace vers 1650 cm* (HAps-cod Zn/Mg)

Carbonates CO23*

Le petit pic situé a 1430 cm™ est lié a la présence des carbonates dans le
réseau cristallin des HAps. Ces carbonates incorporés proviennent de la
solubilisation du COz2 de l'air dans l'eau.

Pour la matrice HAp-Mg, la bande attribuée aux carbonates (CO2%) est plus

prononcé a environ 1660 cm [159].

Ammonium NHs* :

Une bande caractéristique des nitrates (groupes ammonium NH4*) est bien
observée a 1423 cm™ dans les spectres. Elle est due aux résidus d’ammonium

encore présents dans les échantillons synthétisés [160-161].

D’aprés les spectres d’absorption infrarouge, nous pouvons confirmer la

pureté de toutes les phases obtenues dans les séries d’HAps synthétisées.

5.3 Analyse de microscopie électronigue a balayage MEB

L’analyse microscopique MEB est utilisée, non seulement pour vérifier
I'hnomogénéité des échantillons, mais aussi, pour examiner [I'effet du substituant
sur la structure d'apatite.

Sur la base des images de la microscopie électronique a balayage MEB, la
morphologie des poudres de l'apatite est fortement affectée par la présence de

zinc et/ou de magnésium.

Les images du MEB des différents échantillons de HAps décrits a la figure
5.6, fournissent des informations utiles, a la fois, en termes de forme et de taille de

ces nanoparticules solides.

De fagon globale, la morphologie de surface de ces nanocristaux HAps
non dopées (figure 5.6.a) révele de nombreuses agglomérations donnant
naissance a de petites particules sphériques de tailles nanométriques allant de

280 a 430 nm comme le confirment Ferraz et al.[ 162].
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La matrice HAp-Zn se présente comme étant une nanoparticule sous
forme d’aiguilles ressemblant a une rose de sable. Cette forme est due a la
substitution isomorphe des ions Ca?* (rayon ionique cristallin R = 0.099 nm) par
des ions Zn?* (R = 0.074 nm) et / ou Mg?* (R = 0.064 nm) au sein des différentes
matrices de HAps-Mg. Ces constatations sont en accord avec les recherches
meneées par Abidi et Murtaza [163].

Comme le montre la figure (5.6.c), les nanoparticules d'hydroxyapatites
(HAps-Mg) semblent fortement agglomérées a cause de la maturation d'Ostwald.
De plus, la distribution des nanoparticules reste presque uniforme avec une taille

moyenne de 'ordre de 545 nm a 560 nm.

Pour les HAps co-dopées (HAp-cod 15%mol), la figure (5.6.d) montre que
la morphologie des poudres est fortement affectée par la présence des cations
Mg?* et/ou de Zn?* et confirme donc I'augmentation du degré d’agglomération

avec 'augmentation de la teneur en substituant.

De ce fait, nous pouvons conclure que les nanoparticules (HAp non
substituée, HAps-Zn, HAps-Mg, HAps-cod Zn/Mg) se présentent sous diverses
morphologies qui sont semblables a des aiguilles (HAps-Zn, HAps-Mg et HAps-
cod Zn/Mg) et a des spheres (HAp non substituée). Ces deux types de forme

conviennent a de nombreuses applications technologiques.
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v 212 000 x b= 5 um —

Figure 5.6: Images MEB de produits HAps utilisées:
(@) HAp (non dopée); (b) HAp- Zn 15  mol%; (c) HAp-Mg 15 mol%; (d) HAp co-
dopée 15 mol%; (2): Zn 50% + Mg 50%.



102

5.4. Analyse FRX

Les résultats de l'analyse par diffraction des rayons X sont complétés par

ceux de la chimie semi-quantitative par fluorescence des rayons X (FRX).
Le tableau 5.3 détaille les mesures FRX liées a la teneur en Zn ou en Mg dans les
différentes HAp et HAps (co) dopées.

Ce tableau répertorie également les valeurs du rapport molaire {{Ca?'] + [M?*]} /
[PO4%].

Les rapports Ca/P dans la matrice HAp non substituée et (Ca+X)/P (ou X
est le cation substituant de Ca?*) dans HAp substituée ont été fixé a 1.67 au

départ et dans les conditions normales, comme indiqué au chapitre 4 (section 4.1),

Dans le précurseur (HAp non substituée), le rapport Ca/P est égal a 1.7
qui est proche a celui fixé au départ dans la synthese des HAps (1.67). Selon
certains auteurs [164], cette |égére augmentation pourrait étre due au
remplacement des ions phosphates par des ions carbonates COs? résultant de la

solubilisation du CO2 atmosphérique dans le milieu réactionnel aqueux.

5.4.1. FRX de I'hydroxyapatite substitué au Zn (HAps-Zn)
Le tableau 5.3 montre les résultats obtenus par FRX relatifs a la teneur

en Zn dans les échantillons solides HAps-Zn (5, 10 et 15% en Zn), ainsi que les
valeurs correspondantes de rapport (Ca+Zn)/P calculées a partir des résultats

obtenus par 'analyse FRX

Ces résultats montrent, de facon claire, que les concentrations totales
finales de Zn sont respectivement de I'ordre de 5,95 ; 10,4 et 16% en poids) qui
correspondent aux proportions de Zn introduites dans les trois mélanges (5, 10 et
15% en moles) et ceci aprés leur substitution. Toutefois, le rapport (Ca+Zn/P=2) a
légerement augmenté par rapport a celui introduit lors de la synthése qui était de
1,67 [24].
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5.4.2. FXR de I'hydroxyapatite substituée au Mg (HAps-Mq)

Le tableau 5.3 montre les résultats obtenus par FRX relatifs a la teneur
en Mg dans les nanopoudres HAps-Mg ainsi que les valeurs du rapport
(Ca+Mg)/P.

Ces résultats montrent que la substitution de Mg dans les structures
HAps des trois mélanges est traduite par les quantités de Mg introduites
finalement (tableau 5.3). Cette substitution est traduite par une légére baisse du

rapport (Ca+Mg)/P allant de 2,16 a 2,04 pour la matrice (HAps-Mg).

5.4.3. FRX de I'hydroxyapatite co-substituée au Zn et au Mg (HAps-Zn/Mq)

Pour tous les échantillons de HAps (co) dopés, ces résultats mettent en
évidence la présence réguliere de Ca et de P en tant qu'éléments essentiels des
hydroxyapatites, a environ 36 et 15% en poids, respectivement, ainsi que la

présence d'éléments Zn et Mg dans les HAps co-dopées.

Comme le montre le tableau 5.3, I'augmentation de la concentration en Zn
ou en Mg dans les mélanges initiaux du co-dopage des HAps induit I'incorporation
du zinc ou de magnésium avec des quantités de l'ordre de ppm et un rapport
(Ca+M/P) variant entre 2.1 et 1.9. Cela peut étre expliqué par l'adsorption de I'ion
dopant a la surface de la matrice HAp.

Le rapport molaire (Ca+M)/P, quant a lui, est supérieur a la valeur théorique
1.67 en raison de la substitution des ions dopants (incorporation de Zn et/ou Mg)
dans le réseau cristallin des poudres HAps (co) dopées et de la présence d'autres

phases solides telles que la scholzite et la whitlockite.
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Tableau 5.3: Résultats des mesures de fluorescence X(FRX) des différentes

nanopoudres.
Echantillon Element Rapport Rapport
(mol%) (poids %) molaire molaire
(CatM)/P  Théorique
(Ca/P)
Ca P Zn Mg
HAp 36.30 16.52 _ _ 1.70 1.67
HApZn 5 37.06 14.18 5.95 - 2.27 1.67
HApZn 10 32.65 14.56 10.46 _ 2.07 1.67
HApZn 15 30.68 14.94 16.15 _ 2.01 1.67
HApMg 5 39.10 14.64 _ 1.05 2.16 1.67
HApMg 10 39.73 15.91 _ 2.40 212 1.67
HApMg 15 35.81 15.46 _ 3.04 2.04 1.67
HApcod(1)5 38.64 14.72 3.88 0.35 2.15 1.67
HApcod(2)5 36.98 15.02 2.02 0.37 1.97 1.67
HApcod(3)5 41.50 15.30 0.92 0.99 2.08 1.67
HApcod(1)10 36.23 16.48 5.14 1.76 1.97 1.67
HApcod(2)10  36.44 15.73 0.57 0.75 1.79 167
HApcod(3)10 32.15 14.96 7.91 0.66 1.90 1.67
HApcod(1)15 33.46 15.40 1.28 2.56 1.93 1.67
HApcod(2)15 38.94 15.23 0.08 1.83 2.13 1.67
HApcod(3)15  36.86 14.69 2.14 0.96 1.90 1.67
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5.5. Etude de I'activité antimicrobienne

5.5.1. Antibiogramme de différentes poudres d’HAps dopées et Co-dopées

L'activité antimicrobienne des différentes poudres HAps dopées et co-
dopées, synthétisées dans la présente étude par la méthode de précipitation, a
été testée in vitro contre cing bactéries (E coli, K. pneumoniae, S. aureus, P.
aeruginosa et B. subtilis) et deux souches de champignons (C. albicans et A.

niger).
La figure 5.7 illustre la zone d'inhibition des tests antimicrobiens suivants [132] :

» Gentamycine et ciprofloxacine en tant qu'antibiotiques contre les différentes
bactéries.

» Nystatine en tant que contréle antifongique positif avec des souches
fongiques, en plus du contréle négatif avec du DMSO en tant que solvant

de dilution.

Les résultats et les photographies correspondantes sont présentés respectivement
dans les figures 5.7, 5.8 ,5.9 et 5.10.

Le modele Fischer (Individual 95% CIS) présente des groupes similaires
(a, b, c¢) bien visibles sur les histogrammes. Il indique aussi le méme pouvoir
inhibiteur de ces nanaopatrticules sur les différentes souches étudiées. A noter que

les tests soient significatifs que si est seulement si *p <0.05.
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Figure 5.7: Tests antimicrobiens des contréles positifs.
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Figure 5.8: Activités Antimicrobiennes des nanopoudres HAps (non dopées,
dopées au Zn et /ou au Mg et co-dopées).
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Figure 5.9: Tests antifongiques des matrices (HAp, HAps-Zn15% ; HAps-cod 15%)

Comme le montre I'histogramme sur la figure (5.8. A) et selon le modele de
comparaison Fischer (Individual 95% CIS), I'échantillon HAp non substitué fait
apparaitre clairement des zones d'inhibitions allant de 9 a 10 mm pour les
bactéries Gram (-) et de 11 a 15 mm pour les bactéries a Gram (+).

La souche B. subtilis, quant a elle, semble étre la souche la plus sensible vis-a-vis
de la plupart des échantillons HAps en montrant des zones d'inhibition plus larges
dont les tailles varient de 13 a 15 mm.

Comme indiqué sur la figure 5.8 (A, B, C, D et E), le modele Fischer (Individual
95% CIS) présente des groupes similaires (a, b, c) bien visible sur les
histogrammes, qui explique le méme povoir inhibiteur de ces nanaoparticules sur

les bactéries Gram (-) et sur celles de Gram (+).

La figure. 5.8 (D) montre clairement qu’'une augmentation de la concentration
en Zn de 5 a 15% (en moles) dans les nanoparticules HAps dopées entraine une
activité inhibitrice considérable de 10 a 11 mm pour la bactérie Gram (-) et une

zone d'inhibition de I'ordre de 16 mm pour la souche B. subtilis.
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B. Swubtilus

Figure 5.9: Photographies de l'activité antimicrobienne des différentes
nanopoudres HAps utilisées :
(HAp-cod 15%, 10% (50% Zn+50% Mg): contre les bactéries Gram (-) comme E. coli, (a); les

bactéries Gram (+) comme Bacillus subtilis (b) et contre les souches fongiques Candida albicans
(c) et Aspergillus niger (d)).



109

Par ailleurs, le test antibactérien effectué sur [I'hydroxyapatite dopée en
magnésium (HAp-Mg (15 mol%), (figure 5.8.E) révele deux zones d'inhibition :
- La premiére de l'ordre de 9 mm pour E.coli, la souche est considérée peu
sensible

- La deuxiéme < 10 mm pour B. subtilis)

Néanmoins, aucune activité antibactérienne n'a été enregistrée pour les

faibles concentrations molaires en Mg (5 et 10 % mol).

De méme, les tests antibactériens effectués sur les deux types de produits HAps
co-dopées par les cations Zn?* et Mg?* « HAps-Zn/Mg 5 a 15 % mol en (50% Zn+
50% Mg) » montrent que les faibles concentrations de co-dopage en Zn (0.57%)
et Mg (~ 0.75%), détectées par analyse par fluorescence X (tableau 5.3)

confirment ces activités antibactériennes.

En effet, des zones d’inhibitions de I'ordre de 9 mm pour E. coli, de 10 a 11 mm
pour S. aureus et P. aeruginosa et de 12 a 16 mm pour B. subtilis ont été

observées.

La figure 5.9(l) indique que les HAps non dopées, HAps dopées par Zn (15%) et
co-dopées HAps-Zn/Mg (15% mol) semblent avoir des effets importants sur des
souches pathogenes fongiques telles que C. albicans et A. niger (figure. 5.10.
photographies C et D). Ces résultats sont comparables a ceux trouvés dans les

tests positifs de Nystatin avec C. albicans et A. niger,

Comme le montre la figure 5.9 (I), la zone d'inhibition de I'échantillon co-dopé a
15% mol s’avére la valeur la plus élevée et atteint des valeurs maximales de

'ordre de 20 mm pour C. albicans et de 12 mm pour A. niger.
Ces resultats peuvent étre interprétés de la maniere suivante :

La paroi cellulaire de la bactérie Gram (-) qui contient, a la fois, des
couches de peptidoglycane et de lipopolysaccharide, influe sur la perméabilité des
molécules. Celles-ci peuvent, en effet, altérer les fonctions respiratoires et donc

I'effet bactéricide .
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L’étude effectuée par Gayathri et al[165] soutient fortement nos
conclusions. En effet, ces auteurs montrent, de facon claire, que lactivité
antimicrobienne des nanoparticules de type HAps-Mg a le potentiel de contrbler
les microbes. Dans leur étude, des zones d'inhibition de I'ordre de 16.38 + 1.22
mm et de 8.91 £ 0.07 mm ont été observées respectivement contre les bactéries

Gram (+) et Gram (-).

Dans ce méme contexte, des études récentes effectuées par Guzman et al. [166]
montrent que la présence de cations métalliques bivalents dans les nanoparticules
peut réagir avec les groupes de protéines S-S et participe ainsi a l'inactivation

bactérienne

Arrivés a ce stade de notre étude, nous pouvons donc avancer les conclusions

suivantes :

- Les HAps co-dopées couvrent un large spectre d’action, agissant aussi bien

sur les souches des bactéries a Gram (+) que sur les bactéries a Gram (-).

- La zone d'inhibition la plus élevée a été observée chez les bactéries Gram
(+) sous forme de B. subtilis (~ 16 mm), avec les HAps dopées (HAps-Zn a
15%) et HAps co-dopées (HAp-Zn/Mg a 15% mol).

- Il n'existe pas d’activité antibactérienne pour une faible concentration de
HAp-Mg, mais plutét un pouvoir inhibiteur sélectif avec une activité plus
élevée contre les bactéries Gram (-) telles que E. coli et les bactéries Gram
(+) telles que B. subtilis (figure. 5.7. E).
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Figure 5.11: Mécanisme antibactérien des nanoparticules et de leurs ions

métalliques [167].

La figure 5.11, montre I'hypothése des trois mécanismes possibles
d'activité ionique antibactérienne sont considérés pour expliquer I'effet des ions

sur la croissance des microorganismes [167] :

i) Pénétration d'ions a travers la membrane cellulaire, combinée a une
modification de la régulation de la production d'ATP et de la réplication de
I'ADN.

i) Fixation d'ions sur les membranes cellulaires avec des forces
électrostatiques. Ces forces interférent avec lintégrité de la cellule et
affectent le transport libre de protons et d'autres molécules a l'intérieur et a
I'extérieur de la cellule.

iil) Induction du stress oxygene par la formation de radicaux libres (également
appelés espéeces reéactives de l'oxygene: ROS). Ces derniers interférent
avec le fonctionnement normal et peuvent endommager de maniere

irréversible les cellules bactéries (leurs membranes, leurs ADN et leurs
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mitochondries  (centrales énergétiques de la pruduction d”ATP) et

entrainent donc leurs mort.

Le mécanisme d'activité antibactérienne des matrices HAps-Zn n'est pas
encore complétement compris. Néanmoins, certains auteurs [168] suggerent la
présence de fortes liaisons entre les cations Zn?* et les groupes thiol, imidazole,
amine et carboxylique. Ces liaisons peuvent, en effet :

- provoquer des modifications structurelles en t affectant la perméabilité et le
transport de la membrane, qui entrainent la mort cellulaire.
- entraver l'activité enzymatique ainsi que I'ADN et I'ARN des bactéries avec

des résultats similaires

En plus de leur rbéle en tant qu'agents antimicrobiens, les céramiques de
types HAps-Zn sont utilisées pour réguler d'autres fonctions biologiques. En effet,
I'ajout de HAp-Zn diminue la réaction inflammatoire et augmente la production de

cytokines a la suite de I'implantation d’'une prothése a base d’HAp-Zn [168].

5.5.2. Effet de la concentration des ions dopants sur 'activité antibactérienne

L'étude de l'effet de la concentration en ions dopés sur [lactivité
antibactérienne a montré que le pouvoir inhibiteur augmente de maniére
remarquable a mesure que la concentration de cet ion augmente dans les HAps

dopées et co-dopées.

En effet, plusieurs zones d'inhibition ont été détectées:

- Zones d'inhibition contre les bactéries Gram (+) et Gram (-) de 15 mm et 9 mm
avec les nanoparticules de HAp non substitué respectivement (figure 5. 12).

- Zones d'inhibition contre les bactéries Gram (+) et Gram (-) de 16.00 £ 0.02 mm
et de 10.00 £ 0.045 mm respectivement dans des nanoparticules dopées HAps-Zn
(15% mol) et co-dopees HAps-Zn/Mg (15% mol), (figure. 5.12. a et c).

- Les bactéries a Gram (-) tels que (E. coli; P. aeroginosa) sont classées peu
sensibles aux nanoparticules HAps a cause de leur paroi bactérienne comparé
aux souches a Gram (+) tel que (B. subtilis) ou elles sont considérées plus

sensibles.
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- Les fongigues quant a eux sont qualifiées comme des souches extrémement

sensilles.

Dans ce domaine, plusieurs autres études récentes relatives a I'emploi
d'autres types de HAps co-dopées par des cations de métaux divalents tels que
Cu, [167-170] Co, [171] et HAps-Mg/Zn/Co [172] ont démontré un comportement
antibactérien efficace contre les bactéries de type E. coli et S. aureus.Pour tous
les échantillons dopés HAps-Zn et ceux co-dopés HAps-Zn/Mg.

Les résultats obtenus montrent, de facon claire, que les zones d’inhibition
de toutes les bactéries ont été considérablement élargies. lls refletent donc la forte
activité antibactérienne vis-a-vis des champignons pathogénes de type (candida et
I'aspergillus).

Il convient de noter qu’il n'existe pas d’activité antibactérienne a une faible
concentration de HAp-Mg, mais un pouvoir inhibiteur sélectif a une activité plus
élevée contre les bactéries Gram (-) telles que les espéces E. coli et les bactéries

Gram (+) telles que B. subtilis (figure. 5.11. c).

Gayathri et al. [165] soutiennent fortement nos conclusions. Ces auteurs
rapportent, en effet, que l'activité antimicrobienne des nanoparticules de HAps-Mg
possede le potentiel de contrdler les microbes. Des zones d'inhibition de I'ordre de
16.38 £ 1.22 mm et de 9.91 £ 0.07 mm ont été observées respectivement contre

les bactéries Gram (+) et Gram (-).
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Figure 5.12 : Effet de la concentration de l'ion dopant et co-dopant sur I'activité

antibactérienne.
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5.5.3. Etude comparative

L’étude comparative de I'effet des nanopoudres HAps sur les différentes couches
bactériennes est effectuée en utilisant le logiciel Minitab 17 (Individuel Fischer

comparaison 95% Cis). :

- Le matériau non substituée (HAp) réagit de la méme maniére vis-a-vis de

'ensemble des bactéries a Gram (-) (figure 5.13 (a).

- Comme la montre la figure 5.13 (b, c, d)), les pouvoirs inhibiteurs des HAps
dopées en Zn (HAps-Zn) a différentes concentrations (5; 10; 15 mol%)
envers les bactéries a Gram (-) sont similaires du moment que la moyenne

des zones d’inhibitions est toujours au voisinage de zéro.

(a) Individuel Fisher comparaison 95% Cls (b) Individuel Fisher comparaison 95% Cls
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Figure 5.13 : Modéle de comparaison Fisher des HAp et HAps dopées au Zn.
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- La figure 5.14 montre que la matrice HAp-Mg (15% molen Mg) inhibe

préférentiellement les bactéries a Gram (-) dont la moyenne des zones

d’inhibitions reste proche de zéro.

La figure 5.14 (f)) montre que le matériau plus riche en magnésium (HAp-Mg

15% mol) manifeste une affinité envers plutdt les bactéries a Gram (+) (P.

aeruginosa et B. subtilis) que celles a Gram (-).

(e) Individuel Fishe comparaisonr 95% Cls
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Figure 5.14 : Modele de comparaison Fisher des (HAps-Mg).

- La figure 5.15 (g, h, i) donne une interprétation supplémentaire sur I'effet

antibactérien des HAps co-dopées (HAps-Zn/Mg) envers les bacteries

etudiées. En effet, la moyenne des zones d’inhibitions est proche de zéro

pour le support co-dopé HAp-Zn/Mg (5% mol en Zn+Mg ) montrant par la un

méme pouvoir inhibiteur.

Par ailleurs, les matrices co-dopées HAps-Zn/Mg 15% et 10%, quant a

elles, révelent une moyenne des zones d’inhibitions Iégérement différente de

zéro. Ces matrices se comportent donc de maniere differente vis—a-vis des

souches étudiées.
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Individuel Fisher comparaison 95% Cls
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CONCLUSION

Le but principal de cette étude est de préparer plusieurs hydroxyapatites
(HAps), dopées et/ou co-dopées avec des cations de zinc (Zn) et/ou de
magnésium (Mg) a des concentrations allant de 5 a 15% en moles et d'en
examiner, a la fois, la structure et les propriétés biologiques ainsi que l'activité

antimicrobienne contre les bactéries et les champignons pathogéenes.
Au terme de cette étude, nous pouvons donc avancer les conclusions suivantes :

» Les nanopoudres HAps dopées et/ou co-dopées ont été synthétisés par la

méthode de précipitation en utilisant différents sels dopants-

> L'incorporation des cations Zn?* et/ou Mg?* au moyen d'une substitution
isomorphe dans les structures d'hydroxyapatites a été couronnée de

succes.

» La caractérisation par DRX a révélé les phénomenes suivants :

- la présence de nouvelles phases de whitlockite et scholzite a une

concentration de 15% mol de l'ion substituant

- La diminution de la taille des cristallites des échantillons pour des
concentrations élevées en ions Zn ou Mg a cause de l'incorporation des cations

Zn et/ou Mg dans la structure d'hydroxyapatite

» Les analyses IR-TF ont confirmé la présence des bandes caractéristiques
attribuées aux modes vibratoires des groupes phosphate et hydroxyle des

hydroxyapatites.
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» La caractérisation par MEB a permis de déterminer la morphologie des
cristallites qui sont devenus sous forme d’aiguilles, irrégulieres et plus

agglomérés dans les HAps dopées et/ou co-dopées.

» Les résultats de l'analyse FRX ont clairement indiqué la présence des
éléments Zn, Mg, Ca et P dans les structures des HAps en particulier pour
les solides dopés (HAps-Zn, HAps-Mg) et les HAps co-dopées (HAps-
Zn/Mg).

> Egalement les valeurs du rapport molaire {[Ca%*] + [M2*]} / [PO43] sont
légérement élevées par rapport au rapport initialement introduit lors de la

synthese qui est de 1,67.

» L’étude de [lactivité antimicrobienne confirme, en effet, une inhibition
significative de la croissance des bactéries testés et montre les grandes
affinités de cette nouvelle génération de nanomatériaux HAp-Zn (dopées a
15% en moles de zinc) et HAps co-dopées (HAps-Zn/Mg avec Zn+Mg allant
de 10 et 15%).

» L’activité antimicrobienne est influencée par I'effet de I'ion dopant et donc
par des changements au niveau des propriétés cristallines des différentes

poudres d’hydroxyapatites.

» L’étude comparative des résultats des différents tests d'activité
antimicrobienne in vitro sur des bactéries pathogenes et fongiques suggere
la possibilité de [l'utilisation de ces nanoparticules dans le domaine

biomédical.

En guise de perspective et pour valider l'utilisation de ces nanoparticules comme
biomatériaux d’intérét biomédical, il est souhaitable de poursuivre cette étude en

effectuant les travaux suivants :
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Elaboration de nouvelles séries d’hydroxyapatites ou des céramiques
phosphocalciques destinées essentiellement a [lingénierie tissulaire

osseuse.

Etude de linfluence des propriétés physicochimiques des biomatériaux sur

le comportement biologique in vitro et in vivo.

Utilisation de techniques analytiques pointues supplémentaires comme la
(RMN MAS) des solides dans la caractérisation de ces nouveaux

matériaux.

La substitution et/ou la co-substitution par d’autres ions tels que ceux des
silicates et carbonates pourraient étre envisagées et comparées a celles

proposées dans cette these.

Etude plus approfondie notamment sur l'effet des ions sur la réponse

biologique et proposition d’'un mécanisme adéquat a cette réponse.



ATB
A. Niger
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CMI
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DRX
DMSO
EUCAST
E. coli
FWHMB
FRX
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Gram (+)

APPENDICE A

LISTE DES SYMBOLES ET ABREVIATIONS

Antibiotique.

Aspergillus Niger

American Type Culture Collection
Bacillus subtilis

Candida albicans

Ciproflaxacin

Phosphates de calcium
Concentration critique inférieure
Concentration critique superieure
Clinical laboratoire standards Institute
Concentration d’inhibition minimale
Longeur d’'onde anticathode de cuivre
Diffraction des rayons X

Diméthyl sulfoxde
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European committer on antimicrobial susceptibility testing.

Escherichia coli

La largeur a la mi-hauteur de pic de diffraction .

Fluorescence des rayons X.
Gentamycin

Gram positif



Gram (-)

HAp

HAp-Zn
HAp-Mg
HAp-cod
HAp-cod Zn/Mg
IR-TF

K. pneumoniae
M

MEB

MP

N

OMS

P. aeroginosa

RMN (MAS)

S. aureus
TCP
B-TCP

N

€]

122

Gram négatif

Hydroxyapatite non dopée
Hydroxyapatite dopée au Zinc
Hydroxyapatite dopée au Magnésium
Hydroxyapatite dopée
Hydroxyapatite dopée au Zinc et au Magnésium
Infrarouge a transformée de Fourier.
Klebsiella pneumoniae

Métal

Microscopie électronique a Balayage
Microscopie photonique

Nystatin

Organisation mondiale de santé
Pseudomonas aeroginosa

Résonance magnétique nucléaire des solides

Staphylococcus aureus
Phosphate tricalciques de type 3
Phosphates tricalciques de type .
Longueur d’'onde

Angle de diffraction



Biocompatible

Biodégradable

Biorésorbable

Cytokines

Ostéoblastes

Ostéoclastes

Ostéo-conduction

Ostéogenése

Ostéo-intégration

Ostéopénie

Ostéosclérose
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APPENDICE B
GLOSSAIRE

Capacité d’'un matériau a ne pas interférer, ne pas
dégrader, le milieu biologique dans lequel il est utilisé.

Capacité d’étre décomposé par des micro-
organismes biologiques.

Matériau qui peut étre implanté dans le corps humain
pour remodeler.

Hormones du systéme immunitaire (molécules
polypeptidigues).

Cellules qui synthétisent la partie non-minérale de
l'os.

Cellules multinucléées d’origine hématopoiétique qui
produisent des cellules sanguines.

Proprieté passive d’'un matériau a recevoir la réponse
osseuse.

Fragilité osseuse excessive due a un défaut
congénital.

Connexion structurelle et fonctionnelle directe entre
I'os vivant et la surface d’'un implant artificiel.

Baisse de la densité de I'os (déminéralisation et
décalcification osseuse moderée).

Augmentation locallisée ou diffuse de la densité
osseuse.
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APPENDICE C
SPECTRES D’IDENTIFICATION (DRX)

Diffraction des rayons X (DRX) :

La diffraction des rayons X (DRX) est une méthode instumentale polyvalente et
non destructive utilisée pour la détermination de disposition atomique dans un

matériau, donnant les phases cristallines de I'espacement atomique et symétrie.

Dans cette technique, les rayons X d’une longueur d’onde connue sont irradient a
travers un échantillon pour étudier pleinement sa structure cristalline. La nature
ondulatoire des rayons X signifie que le réseau du cristal donne une diffraction
unique, ce qui entraine un motif de pics de ‘Réflexions’ sous différents angles et
avec différentes intensités. Les faisceaux diffractés des atomes dans les plans
successifs s’annulent sauf si elles sont en phase, et la condition pour cela est

donnée par le Loi de Bragg.
A=2.d.sin@ Eq.1

Ou; 4 est la longueur d'onde des rayons X, d est la distance entre différents plans

d'atomes dans le réseau cristallin et 8 est I'angle de diffraction.

La figure C.1 montre le détecteur de rayons X qui se déplace autour de
I'échantillon et mesure l'intensité de ces pics et la position de ces pics (angle de
diffraction 2 0). Le plus haut sommet est défini par le pic de 100% et I'intensité de

tous les autres pics sont exprimés en pourcentage.
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Figure C.1: Les rayons X incidents et diffractés en phase.

Les différentes poudres d'HAps synthétisées ont été identifiées grace a un
diffractometre D8 Advance Eco (Bruker), avec un rayonnement Cu.Ka (= 1.5418

A) généré a 40 kV et 25 mA comme le montre la figure ci-dessous.

Figure C.2 : Diffracteur de rayons X sur poudre (Diffractométre Bruker D8).
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Figure C.4 : Spectre d’identification de HAp-Zn 15%
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Figure C.5 : Spectre d’identification de HAp-Mg 15%
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Figure C.6 : Spectre d’identification de HAp-cod 15% (50% Zn+ 50% Mg).
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APPENDICE D
SPECTRES D’IDENTIFICATION (FRX)
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