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Introduction

Aujourd’hui, les infections fongiques présentent un risque important pour la santé
humain, animal et aussi pour 1’alimentation, ils sont causés par des champignons pathogenes
particulierement par le genre candida provoquant des infections chez 1’homme, subdivises a
des infections superficielles avec un pourcentage de 25% (Havlickova et al., 2009), et des
infections invasives qui touchent un million et demi de personne chaque année par ce genre et

par le genre Aspergillus (Brown et al., 2012).

Ce dernier genre de champignons qui est classé aussi comme mycotoxinogéne et qui
affecte méme le domaine agroalimentaire, par la sécrétion des mycotoxines produites par le
genre Aspergillus spp. et certains genres de champignons tel que fusarium spp. et pénicillium,
ces substances secondaires entrainent des maladies graves et parfois mortelles chez les
humains et les animaux (Wagacha & Muthomi, 2008), ils sont présentent dans 25% des
cultures vivriéres mondiales selon FAO (Eskola et al., 2020), ce qui provoque une réduction

du rendement et de la qualité des récoltes en plus des pertes économiques (Adeyeye, 2016).

Le traitement courant contre ces champignons pathogénes sont des antifongiques, des
médicaments qui éliminent sélectivement les agents pathogénes fongiques, composés par des
classes : polyenes « Amphotericin », azoles « fluconazole », Fluorocytosine (Dennis et al.,
1996)

Bien que les antifongiques ont un large spectre d’activité, du fait qu’ils sont utilisés
dans le domaine médical et agricole, contre les différents moisissures dans les céréales, les
légumes et les fruits (Hof, 2001) ; leur profil d’innocuité reste médiocre a cause de leur
comportement toxique sur la santé publique, spécifiquement la toxicité hépatique, liée a la
dose quotidienne chez les patients immunodéprimés (Tverdek et al., 2016) ; la résistance de
certains champignons aux antifongiques, car l'ergostérol n'est pas nécessaire dans leur
membrane (Hof, 2001) ; leur codt élevé (Grenouillet et al., 2013) ; ainsi que leur faible

solubilité.

Pour faire face a ces problemes, de nouveaux efforts doivent étre consacrés pour la
découverte des nouveaux alternatives solubles, non toxiques pour réduire les effets
secondaires, qui suivent le traitement avec ces antifongiques, biodegradables et moins couteux

pour ameliorer ces formulations.

Le polyéthylene glycol est un polymére utilisé dans les applications medical,

pharmaceutique et agricole (Haryanto et al., 2018) grace a leur biocompatibilité et leur

-
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solubilité et sa stabilité chimique (Baek et al., 2018), sa non toxicité (Dipalma et al., 2000) et
sa biodégradabilité (D’souza et Shegokar, 2016).

Cependant I'activité antimicrobienne de cette molécule n'a pas été suffisamment étudiée
auparavant, a I’exception de quelques études bien restreintes (Nalawade et al., 2015 ; Chirife
et al., 1983).

A travers cette étude nous essayerons de résoudre les problémes causés au cours de
I’utilisation des traitements antifongiques traditionnels en I'associant a une molécule trés
courante dans les applications biologiques et pharmaceutiques qui est le polyéthyléne glycol
de poids moléculaire 3400 (PEG-3400).

Ce travail a pour but d’étudier et d’estimer I’effet antifongique du conjugué
polyéthyléne glycol avec un agent antifongique de choix qui est le fluconazole contre des
différentes souches fongiques. A travers nos recherches documentaires, nous n‘avons pas
rencontré des études qui s’intéressent a développer une thérapie antifongique contres des

champignons pathogénes en incorporant la molécule de polyéthyléne glycol.

La premiére partie de notre travail est consacrée a 1’étude bibliographique relative aux

champignons pathogénes Aspergillus et Candida

Ensuite, nous avons consacré une partie pour la définition du polymére PEG, ses
propriétés et leur utilisation dans différents domaines alimentaire, agriculture et

spécifiqguement leur utilisation dans le domaine médical et pharmaceutique.
La deuxieéme partie est consacrée a I’étude expérimentale :

» Caractérisation du PEG 3400 et fluconazole par la spectroscopie infrarouge (FTIR) et

Raman.
> ldentification macroscopique et microscopique des souches fongiques utilisées.
» Estimation in-vitro du potentiel antifongique du FCZ sur les souches fongiques.

» Estimation in-vitro du potentiel antifongique du conjugué PEG-FCZ sur les souches

fongiques.

La troisiéme partie est consacrée la présentation des résultats obtenus et leurs

discussion.

-
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Enfin, dans la derniére partie, nous terminons ce travail avec une conclusion générale et

des perspectives.

-
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Chapitre 1 Etude Bibliographique

I.1. Genre Aspergillus

Les especes d’Aspergillus sont des moisissures cosmopolites ubiquistes, se trouvent dans le
milieu rural, tel que les céréales ou les fruits moisis. Appartiennent au régne du Fungi, au
phylum des Ascomycota, a la classe de I’Eurotiomycetes, a 1’ordre des Eurotiales et a la
famille des trichocomaceae (Dauchy et al., 2016). Ce sont les champignons les plus retrouvés

dans I’environnement humain (Kousha et al., 2011).
1.1.1. Identification du genre Aspergillus
1.1.1.1. Morphologie

Aspergillus produit un aspergillum, un conidiophore et un stipe asepté qui terminant par une

vesicule qui portées les phialides. Ces derniers produisent des conidies (Samson, 1994).
1.1.1.2. Identification Macroscopique

Aprés 24 a 48 h de culture, une formation de colonies plates a des courts filaments aériens
blancs est constatée. Leur fructification fait par repiquage de la colonie sur gélose Malt et
Czapek, Aprés 48 a 96 h, les colonies prennent une teinte essentielle pour le diagnostic.
(Chabasse et al., 2002).

I.1.1.3.Caractéristiques microscopique

L’examen microscopique de 1’Aspergillus permet I’identification de la téte aspergillaire,
I’élément principal qui caractérise ce genre et un thalle végetatif formé de filaments mycéliens
qui produit les conidiospores et se termine par une vésicule sur laquelle sont disposées les

phialides qui forment la téte aspergillaire. (Chabasse et al., 2002).
1.1.1.4.Cycle de développement

Dans des conditions optimales, deux phases réalisées pour le développement, 1'une la
production de mycélium et I’autre la formation des conidiophores qui produisent des

conidiospores (Adams, 1995).
1.1.2. Pouvoir pathogene

Les espéces d’Aspergillus qui peuvent étre pathogéne sont classées par ordre suivant :
Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus
nidulans.(Chabasse et al., 2002).

-



Chapitre 1 Etude Bibliographique

1.1.2.1. Facteurs de virulence

Des adheésines sont localisés a la surface des conidies (Upadhyay et al., 2009) qui ont
adhérer a la surface de 1’épithélium respiratoire et donne au champignon une résistance aux
défenses immunitaire (Simon, 2011), ainsi que des hydrophobines empécher la

reconnaissance des conidies par le systeme immunitaire(Aimanianda et al., 2010)

D’autre part, 1’Aspergillus, produisent des enzymes qui ont une activité élastinolytique
qui facilitent I’invasion du tissus pulmonaires (Hogan et al., 1996), et le RNases cliver les

ribosomes de cellules eucaryotes , (Ok et al., 2009).

I’Aspergillus synthétisent aussi des mycotoxines qui modifier in-vitro des cellules de
1’épithélium respiratoire de I’homme, (Khoufache et al., 2007) inhiber la phagocytose par les
macrophages de rongeurs, affecté le métabolisme du glucose (Eichner et al., 1986) et
inactiver les lymphocytes B (Sutton et al., 1994) et les lymphocytes T (Mullbacher et al.,
1985).

Ces derniéres sont définit comme suivant :
1.1.3. Mycotoxines

Les mycotoxines ce sont des contaminants ou des métabolites secondaires produits par
certains champignons, les mycotoxines les plus connus sont : Aflatoxines, ochratoxine A,

trichothécénes : la zéaralénone, alcaloides de I'ergot (Marin et al., 2013).

Il sont carcinogénes pour I’homme (McKean et al., 2006), elle peuvent cependant saboter le
systeme immunitaire et provoquer une réduction des IgG et niveaux d'IlgM ainsi qu'une
réduction de la réponse anticorps (Hussein & Brasel, 2001) et I’inhibition de la croissance

animal et humaine (Boulenouar, 2011).

Ces métabolites secondaires restent dans 1’aliment fini car elles ne sont pas détruites par la

cuisson ou par stérilisation, donc elles sont thermostables (Cast, 2003).

La présence des concentrations élevées de mycotoxines dans les aliments, ainsi que le type et
le mecanisme d'action de chaque mycotoxine, sont classés comme des facteurs de gravité pour

la santé humaine et animale. (Hussein & Brasel, 2001).

-
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1.1.3.1.Champignons producteurs

Plusieurs espéces de champignons appartenant aux genres Aspergillus, Penicillium, Fusarium,

Alternaria et Claviceps produits les mycotoxines (Frisvad et al., 2005).

Tableau N°01 : Mycotoxines et champignons responsables de leur production

Champignons Toxines
Aspergillus Aflatoxine (Klich, 2007) Ochratoxine A (Bayman et al., 2002)
Patuline (Sommer et al., 1974)
Penicillium Citrinine (Ciegler et al., 1977)

Acide cyclopiazonique (Pitt et al., 1986)

Trichothécénes, nivalénol(VNI), Zéaralénone, fusarénon-X (Lee
et al., 1986)

Fusarium

Alternariol AOH et alternariol méthyléther AME (Tournas &
Alternaria Stack,2001),Acide Ténuazonique, altenuéne,
altertoxine I (Li et al., 2001)

Claviceps Alcaloides de I’Ergot(Paul et al., 2007)

1.1.3.2. Facteurs influencant la croissance des mycotoxines

La teneur en eau, la température, I’anaérobiose (Boudra, n.d.), l'instabilité des propriétés
toxinogénes, la spécificité de la souche fongique et le climat sont des facteurs influencant la
croissance des mycotoxines dans les aliments (Zain, 2011), avec d’autres facteurs comme la

biodisponibilité des micronutriments (Milani, 2013).
1.1.3.3. Toxicité des mycotoxines

Apres la consommation des aliments contaminés par des mycotoxines, ils provoquent la
maladie appelée mycotoxicose chez I’homme et I’animal (Richard, 2007).

Les quatre types de toxicité des mycotoxines sont : aigué, chronique, mutagene et tératogene,
ils provoquent des maladies allergiques, des immunosuppression et le cancer chez I’homme
(Pitt, 2000).

1.1.3.4. Mode d’action du mycotoxines

Les mycotoxines ont une action sur la synthése de ARN ribosomal, ils affectent la synthese de
toutes les catégories de nucléaires de haut poids moléculaire ARN, dégradent les polysomes,
(Lafarge & Frayssinet, 1970), et inhibent la synthése des protéines dans les cellules
humaines (Wei et al., 1974).

-
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1.1.4. Pathogeénicité du genre Aspergillus

Les mycotoxines produisent a partir du genre Aspergillus, et qui se trouvent dans les denrées

alimentaires sont représentées sur le Tableau n°02 en annexe n°04 (Jarvis & Miller, 2005).
1.1.4.1. Les aspergilloses
1. Source

L’aspergillose intervient a cause d’inhalation de spores d’Aspergillus (Desoubeaux &
Chandenier, 2010).

2. Signes cliniques

L’aspergillose invasive touche beaucoup les poumons, le tractus gastro-intestinal et la peau.
Les symptomes sont : fievre, douleur pleurétique et hémoptysie, touche aussi les patients de
transplantation des organes et surtout les patients transplantés pulmonaires souffrent de la

trachéobronchite dont les symptémes de la dyspnée, et de la toux (Fortan et al., 2012).

Aprés une colonisation des cavités préexistantes par le champignon, une masse enchevétrée
d'hyphes cloisonnés, des éléments sanguins et un mycétome sont produites par une infection
opportuniste appelée I'aspergillome pulmonaire. Les symptdmes peu : I’hémoptysie massive,
La fiévre et la perte de poids, parfois ¢a sera une hémoptysie massive. Peut se développer en
cancer (Thorac, 1986).

Une réponse immunitaire allergique a Aspergillus provoque l'aspergillose bronchopulmonaire
allergique surtout chez les patients asthmatiques (Patterson & Strek, 2010).

1.2. Genre Candida

Candida est une levure, caractérisé par I'absence de forme sexuelle (Barns et al., 1991)

comprenait des especes ascomyceéte et basidiomycete (Viljoen & Kock, 1989).

Ce genre commensale de tube digestif et sur la peau, peut provoquer des lésions sur les
mugqueuses (Rhoda, 1957).

-



Chapitre 1 Etude Bibliographique

1.2.1. Candida albicans

Candida albicans est une levure diploide opportuniste, elle a la capacité de passer d'une
morphologie cellulaire de levure a une morphologie cellulaire mycélienne, provoque des
infections surtout chez les patients immunodéprimés (Chu et al., 1993), elle a la capacité
aussi de former des pseudohyphae et des vrai hyphes (Sullivan et al., 1996), reproduit
asexuellement par bourgeonnement (Drouhet, 1976), non capsulées, non pigmentées (Al-

kurjiya et al., 2018), classée parmi les Ascomycétes (Papon et al., 2013).
Candida albicans se présente aussi sous trois formes :

La forme blastospore (Chattaway et al., 1968), la forme pseudomycélium (Borgers et al.,

1979) et la forme mycélienne vraie (Gow & Gooday, 1982).

Candida albicans est la plus isolée en pathologie humain par un pourcentage de 64% et 68%
(Marchetti et al.,, 2004), et leur développement fait par des facteurs internes,
physiopathologiques et des facteurs externes dus a l'environnement et aux traitements
médicamenteux (Drouhet, 1976).

1.2.2. Pathogénicité du genre Candida albicans

11 existe deux types de candidose 1’une des candidoses superficielles et I’autre des candidoses

profonde (Parker et al., 1975).
1.2.2.1. Candidoses superficielles

1. Candidose buccale : peut-étre aigués, chroniques (Akpan & Morgan, 2002)
Candidose pseudomembraneuse ou muguet, candidose atrophique et chéilite
angulaire.

2. Candidose cutanée : la plus fréquente c’est 1’intertrigo (Nobles & Miller, 2020).

3. Candidose vulvo-vaginal : touche beaucoup plus les femmes (Anane et al., 2010).

4. Balanite candidosique : est une inflammation du gland du pénis (Stary et al.,
1996).
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1.2.2.2. Candidoses profondes

1. Candidoses viscérales : chez les patients de la leucémie et les cancers solides
(Yamazaki et al., 1999).

2. Candidémie : Candida albicans responsables de 67% des cas de candidémie
(Richet et al., 1991).

3. Candidoses systémiques : un hémoculture pour les espéces de Candida (Leleu et
al., 2002).

4. Candidoses dissémineées : les facteurs iatrogénes ou nosocomiaux courants sont les

principaux facteurs de risque de candidose disséminée (Spellberg et al., 2006).

1.3. Traitement conventionnelle

La famille Azole est parmi les antifongiques les plus utilisées dans le traitement des infections
fongiques, ils sont classées en deux groupes selon leur structure chimique : les imidazoles et
les triazoles. Les imidazoles contiennent deux cycles azolés, ils sont moins efficaces dans
I’inhibition de synthese des stérols humains que les triazoles qui possedent trois cycles azolés.
Parmi cette derniére classe ; le fluconazole dont sa structure chimique est illustré dans la
figure N°01, est un antifongique efficace contre les espéces de Candida (Zonios & Bennett,
2008) et dans le traitement des mycoses profondes, disponible par voie orale et intraveineuse
(Richardson et al., 1990). Cet antifongique fera 1’objet de notre étude, va nous servir a

estimer son pouvoir antifongique contre quelques souches fongiques.

F
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Figure N°01: Structure de fluconazole.
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1.3.1. Mécanisme d’action

Le fluconazole basé sur I’inhibition du lanostérol 14 a-déméthylase dépendante du
cytochrome P-450 qui est responsable de la synthése de I’ergostérol, 1’élément le plus
essentiel dans la membrane cellulaire fongique (Hay, 2003) ce blocage provoque un perd de
stabilité de la membrane cellulaire fongique et une diminution de la production de la chitine et
le transport des nutriments, ce qui compromet I’intégrité de la membrane cellulaire (Hof,
2006)

La toxicité des médicaments antifongiques (Somchit et al., 2002), ainsi que leur faible
solubilité dans I’eau (Corréa & Salgado, 2011) en plus de leur colt relativement élevé, reste
des aspects les plus difficiles a améliorer.

Afin de surmonter ces obstacles et de réduire les dommages du traitement avec ces
antifongiques, et dans le but de protéger I'étre humain et de protéger sa consommation
alimentaire contre ces champignons pathogéne et mycotoxinogenes, on veut réaliser des
essais dont le principe est de combiner 1’agent antifongique fluconazole et le polymere PEG
3400 afin d’en profiter de certaines caractéristiques bénéfiques de ce dernier comme sa

solubilité elevée, son codt relativement bas et sa biodégradation.
1.4. Polyéthylene Glycol

Le polyéthyléne glycol est I’ensemble de sous-unités répétitives d'oxyde d'éthyléne (figure
N°02) avec des poids moléculaires de 44 Da, c’est un polymeére amphiphile contient deux
groupes hydroxyle terminaux, il s’agit des chaines PEG linéaires et ramifiés (Bailon et al.,
2001), leur fabrication fait par une réaction anionique d'ouverture de cycle de 1’oxyde

d’éthyléne (Hermanson, 2013)

Le nom chimique : alpha-Hydro-omega-hydroxypoly (oxy-1,2-ethanediol) (Soltanpour &

Jouyban, 2013)
H{CHZ—CHZ—O}H
n

Figure N°02: Structure d'une unité de répétition PEG (Turecek et al., 2016).

.
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1.4.1. Propriétés du PEG

Le PEG est utilisé dans nombreux application particulierement dans les applications

biomédicales grace a leur biocompatibilité (Thanh et al., 2020).

Sa biodégradation dans un milieu aérobie est de 88% en 4 jours qui est prouvée grace aux

travaux de (Huang et al., 2005).

Sa Solubilité dans I'eau, et sa non toxicité qui est approuvé par la FDA pour la consommation
interne, ce qui le rend utilisable dans de nombreuses applications comme la fabrication des
médicaments et la production cosmétique, (Abuchowski et al., 1977). Sa Faible volatilité, il
est moins colteux et recyclable aussi il est respectueux de I'environnement (Upadhyay et al.,
2009). En plus de son hydrophilicité supérieure (Alcantar et al., 2000), il permet aussi de
renforcer I'effet de bioactif (Winnacker & Rieger, 2017).

1.4.2.Les applications du PEG ; (Zalipsky & Harris, 1997)

1. Conjuguées PEG-enzyme pour le traitement industriel.

2. Conjugués PEG-proteine pour applications pharmaceutiques.

3. Hydrogels PEG pour I'administration de médicaments.

Si le PEG lié de maniére covalente : (Harris Milton, 1992)

e Réduire le taux de clairance rénale.

e Solubiliser d’autres molécules.

4. Utilisé aussi comme laxatif dans les cas de constipation chez les enfants (Candy &
Belsey, 2009) et la réalisation d'une coloscopie reussie (Vejzovic et al., 2016)

5. A une activité antimicrobienne important contre certaines bactéries pathogenes
comme le PEG 400 (Chirife et al., 1983).

6. Autres utilisation du PEG, comme additifs alimentaires, véhicules dans des
applications dermatologiques, aidé a la séparation et a la purification, utilisé en tant
que stabilisateur stérique classique capable d'échapper au systeme de défense
immunitaire de I'h6te (D’souza & Shegokar, 2016).

g
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Tableau N°02: Utilisation du PEG dans les applications médicales (Modjarrad &

Ebnesajjad, 2014).

Polymere

Applications médicales

Polyéthyléne glycol PEG

La reconstruction

Prévention des adhérences

Cicatrisation des plaies

Les lentilles de contact

Hémostase
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I1. Matériel et Méthodes
I1.1. Objectif du travail

Le but de notre travail est d’examiner I’effet antifongique du fluconazole, et d’estimer 1’effet
antifongique d’un polymeére connu pour ses les applications biomédicales et pharmaceutiques
qui est le polyéthyléne glycol PEG de poids moléculaire 3400 ainsi que 1’effet synergique
entre eux (Fluconazole+PEG) sur des souches fongiques les uns sont pathogenes (candida
albicans) et les autres sont pathogénes et mycotoxinogenes (Aspergillus flavus), et de

comparer 1’effet de ce conjugué a celle du fluconazole.
Pour réaliser ce travail nous avons :

v Estimer I’effet antifongique in-vitro de fluconazole sur les souches fongiques utilisées

(candida albicans, Aspergillus flavus)

v Estimer I’effet antifongique in-vitro de conjugué PEG-FCZ a I’égard des souches

utilisés (candida albicans, Aspergillus flavus).

v Comparer I’effet antifongique in-vitro du conjugué PEG-FCZ celui au fluconazole sur

les deux souches
11.2. Date et lieu de travail

Le travail s’est étalée durant la période du 24/04/2021 jusqu’au 13/06/2021 au niveau de
laboratoire de Microbiologie de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a I’université

Ibn Khaldoun, Tiaret.
11.3. Matériel et produits utilisés
11.3.1. Matériel biologique

La souche de Candida albicans utilisé dans ce travail a été obtenue du laboratoire d’analyses
médicales de Dr. Ghlam Allah & Tiaret, la souche est issue d’un prélévement buccal provenant

d’un patient, et elle a été conservée au réfrigérateur.

Pour la deuxieme souche mycotoxinogene ; 1’Aspergillus flavus obtenir a partir du groupe
(Boubabouri Dounia, Benhenni fatima encadrées par Dr. Yezli W. aprés un isolement a partir

des pétes alimentaire).

.




Chapitre 11

Matériel et Méthodes

11.3.2. Produits et appareillage

e Polyéthylene glycol de poids moléculaire 3400.

e Meédicament antifongique : fluconazole a 150mg, disponible chez les pharmacies.

Tableau N° 03 : Appareillage, verrerie et produits utilisés

Verreries Appareillages Produits Autres
-Bécher -Spectroscope FTIR -Eau distillée -Boites de Pétri
-Flacons -Spectroscope Raman | stérile -Bec Bunsen

-Pipette pasteur

-Tubes a essai

-Balance magnétique
«KERN EW»
-Agitateur

«IKA RCT BASIC»
-Autoclave «\WOLF»
-Vortex « VIBROFIX
ELECTRONIQUE
VF1 »

-Incubateur de 28°C
«BINDER»
-Incubateur de 37°C
«MEMMERT»
-Lame de Malassez
-Microscope optique
«OPTIKA B350»
-Centrifugeuse
«SIGMA 203»
-Balance de précision
«KERN ALS 120-4N»

-Bleu de méthyléne
-Antibiotique
(Céfazoline)

-Eau de javel

-Ance de platine
-Pince de platine
-Portoir de tube a
essais

-Ruban adhésif
-Pissettes

-Tubes sec
-Sureinges
-Lame et lamelle
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11.4. Protocole expérimental

11.4.1. Schéma du protocole

Figure N°03: Schéma du protocole expérimental.
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11.4.2. Caractérisation du PEG 3400 et du FCZ par spectroscopie infrarouge FTIR

La spectroscopie infrarouge IR est une technique d'analyse non destructive permet de savoir
des informations vibrationnelles, 1’identification des groupements moléculaires et la
caractérisation des fonctions biochimiques (Gault et al., 2001) basée sur I'absorption d'un
rayonnement infrarouge par un matériau, lorsque la longueur d'onde du faisceau est égale a
I'énergie de vibration de la moléecule, cette absorption des vibrations signifier des liaisons
chimiques dans la matiére (Gueye, 2018), basée aussi sur l’interaction du rayonnement
électromagnétique avec la matiére. Il existe deux instruments pour la caractérisation des

polymeres IR et Raman spectroscopie (Yuniarto et al., 2016)
11.4.2.1.Caractérisation du PEG 3400 et FCZ par spectroscopie Raman

La spectroscopie Raman est une méthode d’analyse non destructive basée sur le phénoméne
des vibrations des liaisons entre les atomes, il fournit un spectre unique caractéristique a
chaque matériau. Le principe physique de cette méthode repose sur la lumiére qui est
renvoyée lorsqu’elle arrive sur la surface de I’objet, une partie de cette lumiere est réfléchie
par la premiére couche d’atome, une deuxieme est absorbée et transformée en chaleur et une
troisiéme est diffusée dans toutes les directions de 1’espace (Bouchard et al., 2007), ¢’est une
technique complémentaire a la spectroscopie infrarouge permet de connaitre les états
transitoires de vibrations et de rotations d’une molécule excitée par une puissance source
lumineuse monochromatique du type laser, il est indépendant de la longueur d’onde de la
source utilisée ce qui permet d’éliminer certains phénomeénes indésirables (Sanjin, 2014),
basée aussi sur la présence d’une variation de la polarisabilité de la molécule lors de la
vibration, et utiliser le principe de la diffusion inélastique de la lumiére par la matiére qui
permet la création par I’onde électromagnétique excitatrice d’un dipdle induit qui rayonne
(Daher, 2012). Donc un faisceau de lumiére monochromatique produit par un laser continu de
fréquence, est focalisé sur 1’échantillon a analyser. La zone d’intérét est sélectionnée a la
surface de 1’échantillon visualisé grace a une caméra vidéo, elle est divisée en pixels de taille
définie, le laser est focalisé sur le premier pixel et le spectre Raman correspondant est

enregistré (Maslova et al., 2015).
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11.4.3. Détermination in-vitro de I’activité antifongique du FCZ (méthode de CMI par
diffusion en milieu solide) et du conjugué PEG-FCZ sur la souche candida albicans

11.4.3.1. Principe

L’effet antifongique du fluconazole et le conjugué PEG-FCZ a été déterminé par la méthode
de diffusion en milieu solide, leur principe est 1’utilisation des disques imprégnée avec un
gradient de concentrations de 1’antifongique utilisé (fluconazole FCZ) déposée sur le gélose
Sabouraud préalablement ensemencée avec I’inoculum préparé a partir d’une souche fongique

pure de candida albicans d’un prélévement buccal.

Aprés 18-24 heures d’incubation, une zone d’inhibition de croissance fongique doit étre
formée autour de disque, cette technique permet de déterminé la CMI qui est la plus faible
concentration de I’antifongique capable d’inhiber toute croissance visible de la souche

fongique (Huet, 2007).

La détermination de cette CMI, s’effectuer aprés la mesure des diamétres des zones

d’inhibitions autour de chacun des disques (Ouraini et al., 2007)

11.4.3.2. Préparation de I’inoculum, identification, repiquage et standardisation
11.4.3.2.1. Identification

Pour confirmer I’identité de la souche candida albicans, un examen macroscopique et

microscopique a été réalisé.

Examen macroscopique : ce genre caractérisé par des colonies visibles arrondies mesurant
de 3-30 um de diametre (Coronado-Castellote & Jiménez-Soriano, 2013), crémeuses, lisses
et blanches aprés 1’incubation sur milieu Sabouraud.

Examen microscopique : caractérisé par la présence des colonies ovoides a bourgeonnement

multilatéral mesurant de 3-10um (Caraés, 2016).

Cette derniére observation a été réalisée a 1’état fixée, par 1’utilisation d’un colorant de bleu

de méthyléne.
Pour leur réalisation en suit les étapes suivantes :

v Le prélévement de la souche fongique candida albicans sur une lame, puis fixé par

la chaleur.

.
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v' Refroidir la lame.

v Verser quelques gouttes de bleu de méthyléne sur la lame.
v Rincer la lame et puis la faire sécher.

v L’observer microscopique a grossissement x40.

11.4.3.2.2. Repiquage

Dans des conditions d’asepsie ;

v'Liquéfier le milieu sabouraud & 121°C pendant 10 min.

v Ajouter 1ml de I’antibiotique Céfazoline avec sabouraud pour éviter la contamination
bactérienne.

v Couler les boites de pétri par le milieu et on laisse solidifier.

v' A l’aide d’une anse de platine on gratte une quantité de candida albicans et on fait
I’ensemencement par des stries.

v Incubation a 30°C pendant 48 a 72 heures.

11.4.3.2.3. Standardisation

Dans une zone stérile, on évolue de la maniére suivante :

e Préparation de I’inoculum

Dans un tube a essai contient 9.9 ml de 1’eau distillée stérile, on ajoute une quantité de la

souche fongique candida albicans et on I’agite avec un vortex.

e Observation
A I’aide d’une lame Malassez déposé sur le microscope optique avec une lamelle au-dessus,
on préleve deux goutte de I’inoculum avec une pipette pasteur et on I’ajoute entre la lame de

Malassez et la lamelle, pour déterminer la charge microbienne par dénombrement.

e Dénombrement :

La lame Malassez composée de quatre cadrant, chaque cadrant contient vint carrés.
L’observation microscopique avec 1’objectif x40 clarifie des sphéres. On compte le nombre
de cellules dans chaque cadrant avec I’élimination des cellules qui sont situés dans les
extrémités du cadrant. La suspension fongique est préparée de facon a obtenir un inoculum de

10% UFC/ml (UFC = unités formant colonies).

.
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11.4.3.3. Détermination in-vitro de I’activité antifongique du fluconazole sur la souche

candida albicans par méthode de CMI (diffusion en milieu solide)
11.4.3.3.1. Préparation de solution mére de ’agent antifongique (Fluconazole)

Le Fluconazole est sous forme d’une gélule, dans des conditions de manipulation stérile, on la
découpe et on verse la poudre dans un tube a essai qui contient 1 ml de ’cau distillée stérile.

C’est donc la solution mere = 150mg (fluconazole pure)/1ml

11.4.3.3.2.Préparation des dilutions de ’agent antifongique (FCZ)

Pour faire les dilutions nous avons suivi ce protocole :

% Dans une zone d’asepsie, nous avons préparés des tubes a essai contenant 9ml d’eau

distillée et les faire stérilisés par autoclave a 120°C pendant 15 min.

« Prenez le FCZ en gélule (150mg) et le dissoudre dans un volume de 1ml d’eau

distillée stérilisé.

% Pour les dilutions, on réalise une série de dilution jusqu’a 10, on prélever 1ml de la
solution mére et on 1’ajoute dans le premier tube a essai qui contient 9ml de 1’eau

distillée stérilisé, pour obtenir une dilution de 10™.

% A partir de la dilution 10, on prélever 1ml et on ’ajoute dans le deuxiéme tube &

essai pour obtenir une dilution de 107.
% On répéte cette derniére opération jusqu’a I’obtention de la dilution 10°°.

Tableau N° 04 : Préparation des dilutions du FCZ

- Les dilutions de fluconazole

107t 1072 1072 10°* 1078 1078
Concentration EsI(aullinl)) 15 0.15 0.015 0.0015 0.00015
150 (mg/ml) (mg/ml)  (mg/ml)  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

Concentration 15000 1500 150 15 1,5 0,15

SRRCOR  (ug/ml) | (pgfml) (egfml)  (pg/ml)  (ug/ml)  (ug/mD)

19
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11.4.3.3.3. Préparation des disques

Des disques sphériques de diametre de 3mm ont été formés par papier filtre Whatman, apres

on les autoclaves a 121°C pendant 15 min pour qu’ils deviennent stérile.
11.4.3.3.4. Mode opératoire

Aprés la préparation de milieu de culture Sabouraud, on le verse dans des boites de pétri

rondes de diameétre de 90 mm, et en laisse solidifiés.

Ensuite nous avons ensemencé en surface deux gouttes de I’inoculum préparé a partir d’une
souche candida albicans (rédigé dans la section 11.4.4.2) avec un rateau préparé par une

pipette pasteur.

A T’aide d’un pince métallique en imbibe les disques dans la solution meére de 1’antifongique
et on les dépose au centre du boite de pétri (on répéte cette étape deux fois), et de la méme
maniére on refait I’expérience pour tous les dilutions de ’agent antifongique FCZ (10™
jusqu’a 10). L’incubation se fait & 30°C, aprés 24h, on mesure les diamétres des zones

d’inhibitions.

11.4.4. Détermination in-vitro de D’activité antifongique du PEG-FCZ sur la souche

candida albicans
11.4.4.1. Préparation des fractions molaires PEG-FCZ

Nous avons préparé plusieurs fractions molaires de notre conjugués (PEG-FCZ), et en raison
des faibles masses calculées dans des volumes 1ml et 10ml et qui dépasse la limite de
sensibilité de notre balance électronique, on a prépare des volumes de 100ml correspondant a
des masses mesurable par notre balance électronique, les équations utilisées pour faire les

calculs des proportions (PEG-FCZ) sont données par (E.1) et (E.2).

mPEG - MFquXI:CMxl’}

(F+1) (E.1)
mFszMFC%fx(C‘Mxv}

(f+1) (E.2)

Mpge = masse molaire du PEG = 3400 g/maol

M., = masse molaire du fluconazole = 306.271g/mol

.
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C,; = concentration minimale inhibitrice du fluconazole (mol/l)
v = volume total de solution

Fraction molaire d'un composant d'un mélange est le rapport du nombre de moles de ce

composant par le total des nombres de moles de tous les composants du mélange.

Pour les substances pures c’est-a-dire soit PEG pure ou FCZ pure les masses en (g) sont
déterminées directement par les équations (E.3) et (E.4)

Mpge = Npgg X Mpge (E.3)
Mpcz = Mpez X MF'CI(EA)

Tel que ; fipgg = Cy XV et Mz = Cy X v

OU ™F¢Z : est le nombre de moles contenus dans un volume de 100ml de I’agent antifongique
(FCZ) en mol.

™pEG . est le nombre de moles contenus dans un volume de 100ml du PEG en mol.

Le tableau N°05 récapitule les masses utilisées pour un volume de 100ml pour préparer nos
solutions de conjuguées (PEG-FCZ).

Tableau N° 05 : Préparation des fractions molaires du PEG-FCZ pour candida albicans

N N N N N

m PEG (g) 0017 0015 0013 001 008
m FCZ (g) gélule 0 000035 00069 0,0014 0,0017 0,0015

Aprés avoir déterminé chaque masse correspondante aux différentes proportions PEG-FCZ,

on dissout les masses de chaque proportions dans un volume de I’eau distillée stérile de 100

ml et les homogénéise par un vortex jusqu’a I’obtention d’une solution homogene a I’ceil nu.
11.4.4.2.Mode opératoire

Dans des conditions d’asepsie, nous avons coulé les boites de pétri par le milieu de culture

Sabouraud a 1’état liquide et laisse solidifier.

Ensuite, deux gouttes de suspension microbienne Candida albicans ont été ajoutées sur le

milieu et étalées en surface a I’aide d’un rateau.
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Les disques ont été imbibés dans les proportions de mélange PEG-FCZ (1:0), (9:1), (4:1),
(3:2), (1:1) et (0:1) et déposer sur le milieu préalablement ensemencé par 1I’inoculum (a raison
de trois disque dans la boite pour chaque proportion). L’incubation se fait a 30° C pendant
72h.

11.4.4. Détermination in-vitro de P’activité antifongique du FCZ (méthode de CMI par

dilution en milieu solide) et du conjugué PEG-FCZ sur la souche Aspergillus flavus
11.4.4.1.Principe

L’effet antifongique du fluconazole et du conjugué PEG-FCZ sur la souche fongique
Aspergillus flavus a été déterminé in-vitro par la méthode de dilution en milieu solide, qui
consiste & mélanger ’agent antifongique et le conjugué PEG-FCZ avec le milieu de culture
PDA.

L’estimation de I’effet antifongique du FCZ et le conjugué PEG-FCZ sur le genre Aspergillus
flavus, champignon qui affecte les plantes, les animaux et la santé humaine (Afzal et al.,
2013), est révelé a partir de la détermination de la concentration minimale inhibitrice qui
correspond a la plus faible concentration a partir de laquelle aucune croissance mycélienne de
la souche fongique (Aspergillus flavus).

11.4.4.2. Confirmation de la pureté de la souche fongique

Pour confirmer I’identit¢ de la souche Aspergillus flavus, en réalise simultanément une

observation macroscopique et microscopique (Afzal et al., 2013).
%+ Observation macroscopique

Elle est caractérisée par la croissance de la colonie, la couleur des conidies, et apres
I’incubation des colonies de couleur verte apparaissent caractérisant 1’espéce Aspergillus

flavus.
% Observation microscopique

Elle est caractérisé par les conidiophores, les vésicules, les matules, les phialides et les
conidies, apres la réalisation de la méthode de drapeau qui consiste a mettre une goutte de
bleu de méthyléne sur une lame, et avec un ruban adhésif on prélever une quantité de la
souche et I’ajoute sur la lame, 1’observation montre la téte aspergillaire, Conidiophores

incolores.

-
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11.4.4.3. Détermination in-vitro de [Pactivité antifongique du FCZ sur la souche

Aspergillus flavus (méthode de CMI par dilution en milieu solide)

11.4.4.3.1. Détermination de la CMI du FCZ sur Aspergillus flavus
11.4.4.3.2. Préparation de milieu de culture

v' A TI’aide d’une balance, on a pesé 39g de PDA, et on I’ajouté dans un bécher contenant 1L
de I’eau distillée.

v" On a mélangé la solution a I’aide d’un agitateur magnétique sous une plaque chauffant
jusqu’a I’ébullition.

v On a rempli les flacons par le milieu de culture.

v' La stérilisation du milieu PDA a été effectuée par I’autoclavage a 121°C pendant 15min.

11.4.4.3.3. L’inoculum

Dans des conditions d’asepsie, et a I’aide d’une pipette pasteur stérile, on a formé des disques

rondes de /’Aspergillus flavus.
11.4.4.3.4. Préparation de la solution mére de FCZ

Pour préparer la solution mére on a fait les deux étapes suivantes :
e Dissociation de fluconazole dans 1ml de I’cau distillée stérile.

e L’agitation de cette solution par un vortex.
11.4.4.3.5. Préparation des dilutions décimales

Dans des conditions d’asepsie, on prélever 1ml de la solution mere et la déposer dans un tube
qui contient 9ml de I’eau distillée stérile pour obtenir une dilution de 10™.

A partir de la solution 10, on préléve 1ml et I’ajoute dans un deuxiéme tube de 9ml de I’eau
distillée stérilisé, pour obtenir une dilution de 107

On réalise ce protocole jusqu'a I’obtention de la dilution 10°.
11.4.4.3.6.Mode opératoire
Dans une zone stérile :

v On a liquéfié le milieu de culture PDA par I’autoclavage a 121°C pendant 10min.

-
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v' On a Ajouté dans le flacon Iml de I’antibiotique Céfazoline pour éviter la
contamination bactérienne.
v On dépose 1ml de la solution mere de Fluconazole dans les boites de pétri, puis on
ajoute le milieu de culture PDA et I’homogeénéiser par des mouvements de huit.
v A l’aide d’une anse de platine on préléve un disque de [’Aspergillus flavus et la
déposer dans le centre de boite de pétri.
On réalise ce protocole pour toutes les dilutions, on rappelle que I’incubation a été effectuée a
28°C pendant 24 a 48 heures.
11.4.4.4.Détermination in-vitro de I’activité antifongique du PEG-FCZ sur la souche

Aspergillus flavus
11.4.4.1. Préparation du conjugué PEG-FCZ

La dilution 10 correspond & une concentration pondérale de 15mg/ml équivaut & 15g/1L
A partir des équations (E.1), (E.2), (E.3) et (E.4), nous avons calculé les masses de conjugué
PEG-FCZ et celle du FCZ et PEG pures introduites dans un volume de 10ml d’eau distillé

stérilisé, le tableau (N°06) présente les résultats de ces calculs.

Tableau N° 06 : préparation des fractions molaires du PEG-FCZ pour Aspergillus flavus

Fraction molaire
(PEG-FCZ2)

Mpe (g) 1,665 1,499 1332 0999 0,833

Mpcz(g) gélule 0 0035 0069 0138 0173 0,346

111.4.4.2.Mode opératoire

Dans des conditions d’asepsie, on a adopté les étapes suivantes :

v Dans les boites de pétri, on a versé 1ml de chaque fraction molaire, puis on a ajouté le
milieu PDA, et on procéde par homogénéisation par des mouvements de huit.

v' A I’aide d’une anse de platine on prélever un disque de 1’Aspergillus flavus et le faire
déposer dans le centre de boite de pétri.

v L’incubation a été effectuée a 28°C pendant 24 a 48 heures.
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I1.5. Test de solubilité
Pour realiser le test de solubilité, nous avons utilisé une centrifugeuse 5G (5000 tours /min)

v/ On a rempli chaque tube sec par les proportions PEG-FCZ cité au tableau N°06

v On procede par centrifugation pendant 25 min, une décantation en deux parties visible
sera observé : liquide en haut et les dépbts en bas pour les solutions de mauvaise
solubilité, par contre pas de décantation n’est observé pour les solutions de bonne
solubilité.

v On élimine de liquide de chaque tube et on garde seulement les dépots solides, puis les
faire sécher a I’air libre, ensuite a I’aide d’une balance électronique on pése les masses
non solubilisé. A cet étape on peut connaitre les masses solubilisées et non

solubilisées.
11.5.1. Taux de solubilisation

Pour estimer la solubilité il faut chercher la masse de soluté dissoute dans un volume de

solvant considéré.

On peut alors estimer la solubilité par calcul du taux de solubilité considéré par 1I’équation :

¥ ¥ I m
taux de solubilité = —

v (E.5)
m = masse non solubilisé

v = volume total

La valeur obtenu ¢’est une meilleure estimation de la solubilité.

.
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I11. Résultats et discussions

I11.1. Caractérisation du PEG et FCZ par spectroscopie FTIR et Raman

Afin d’identifier la présence des différents groupements fonctionnels relatifs a chaque
substances utilisées, nous avons utilisé la caractérisation par spectroscopie infrarouge (FTIR) et
Raman.

La Figure N°04 montre les spectres FTIR du FCZ et celui du PEG-3400 dans la gamme
fréquentielles allant de 450-3600 cm™. Les spectres infrarouges des deux substances (FCZ et
PEG-3400) présentés par la figure N°04 montrent la présence de plusieurs bandes
caractéristiques a différents groupements fonctionnels, en ce qui concerne le FCZ, on observe
une bande large & 3555 cm™ attribuée a 1’¢longation du groupement hydroxyle OH. Une fine
bande & 3131 cm™ qui correspond a I’élongation du C-H du cycle triazole. Une bande intense &
1631 cm™ caractéristique a I’élongation du groupement C=C du cycle aromatique. Une bande
intense & 1518 cm™ correspondant & une élongation C=C du cycle aromatique. La bande & 1271
cm™ correspond & une déformation OH, par contre, la bande & 1125 cm™ est relative & une
élongation C-F et enfin une bande située & 965 cm™ caractéristique & une déformation C-H dans
le plan du cycle triazole. On confirme que tous les groupements fonctionnels des molécules de
FCZ sont retrouvés. Le spectre trouvé est compatible avec les données de la littérature
(Teleginski et al., 2015), (Fetih, 2016)

Par ailleurs, le spectre infrarouge du PEG-3400 toujours représenté sur la figure N°04 a permis
d’attribuer les modes de vibration caractéristiques du PEG-3400. Nous relevons des bandes
caractéristiques de plusieurs groupements fonctionnels (CH,, OH, COC, CCO et COH) qui sont
caractéristique de la chaine moléculaire du PEG. Ces résultats ont été déja confirmés par
plusieurs études de la littérature particulierement (Pucié, I., & Jurkin, 2012), (Yoshihara et
al., 1964)

Les positions et attributions détaillés des bandes d’absorption des deux spectres FCZ et du PEG

sont données dans le Tableau N°07

-
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Transmittance (u.a.)

| T | T |
—— FTIR du FCZ
—— FTIR du PEG-3400

T T T T T T T
3500 3000 2500 2000

T T T T T
1500 1000 500

Nombre d'ondes (cm™)

Figure N°04 : Identification par spectroscopie infrarouge (FTIR) du FCZ et du PEG-

3400.
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Tableau N°07 : Attribution des bandes d’absorptions infrarouges des spectres FCZ et PEG-

3400.

Nombre d’ondes (cm™) (FTIR)

Nombre d’ondes (cm™) (FTIR)

Attributions

FCZ PEG-3400
3555 3361 v (O-H)s
3131 - Vv (C-H) cycle triazole
2825 2880 v (CHy)a hors plan

- 2514 ¥r (CH)s + vs (C-O-C)

- 1967 vr (CHy)s + vs (C-O-C)

_ 1963 8 (CH2)a

- 1643 § (CHy)a + & (CHy)s
1631 - v (C=C) ¢ycle aromatique
1518 - v (C=C) ¢ycle aromatique
1439 1456 vw (CH2)a

: 1403 Yw (CH2)s

: 1352 Tw (CHz)a

; 1324 §(C-OH)

; 1301 vt (CHp)a + 11 (CHo)s

; 1249 vt (CH2)a
1271 - §(0-H)
1147 - Vibration du cycle triazole
1125 - v (C-F)

; 1112 v (C-0-C)a
1021 - B(C-H) cycle aromatique
965 - B(C-H) cycte triazole

; 950 v (C-0-C)a

- 885 ¥r (CHz)a + va (C-O-C)
851 - Y (C-H) cycte triazole

- 836 v(C-0) + v, (CHy)
830 - Y (C-H) cycte aromatique
698 - d (cycle aromatique)
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- 558 d(C-0-C) + 8(0-C-C)
- 527 8(0-C-C)

v pour le mode d’élongation (stretching).
& pour le mode déformation (bending).
¥: pour le mode balancement (rocking).
7w pour le mode agitation (wagging).

vt pour le mode torsion (twisting).

v pour le mode déformation hors plan.

f pour le mode déformation dans le plan.

N.B : Le signe (s) représente une vibration symétrique par contre le signe (a) représente une vibration asymétrique.

Les spectres Raman de deux échantillons (FCZ et PEG-3400) sur la plage de fréquences allant

de 400 cm™ & 4000 cm™ sont comparés sur la figure N°05. Les bandes Raman observées sur

les deux spectres confirment les modes de vibration déja trouves par spectroscopie infrarouge

des différents groupements fonctionnels relatifs aux structures chimiques des deux substances.

Ces résultats corroborent ceux obtenus dans la littérature particulierement (Gu, X. J., & Jiang,

1995), (Webster et al., 2011). Les positions des bandes Raman et leurs attributions détaillées

du FCZ et du PEG-3400 sont regroupés dans le Tableau N°08

-
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—— Spectre Raman FCZ
—— Spectre Raman PEG-34OO

H{CH2 CHZ—O}HM

T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Intensité Raman (u.a.)

Nombre d'ondes (cm™)

Figure N°05 : Identification par spectroscopie Raman du FCZ et du PEG-3400.
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Tableau N°08: Attribution des bandes des spectres Raman du FCZ et PEG-3400

Nombre d’ondes (cm™) (Raman)

Nombre d’ondes (cm™)

Attributions

FCZ (Raman) PEG-3400
3129-3022 3091-3022 v (O-H)s
2969.2956 2991 v (CHy)a hors plan

- 2882-2848 v (CH,)s hors plan

- 2722 Vibrations combinées
1618 - Vv (C=C) cycle aromatique
1452 1461 § (CH,)a + & (CHyp)s

] 1440 7s (CHy)
1422 - v (cycle triazole)

- 1417 yw (CH2)a
1369 - Vv (C=C) cycle aromatique
1357 - Vv (C=C) cycle aromatique
1319 - v (cycle triazole)
1294 1295 1t (CH2)a + vt (CHo)s
1282 - §(0-H)
1252 - B(CH) cycle aromatique
1198 - B(CH) cycle triazole

- 1151 v (C-0) +v (C-C)
1137 - Vibration du cycle triazole

- 1131 v (C-O-C)a
1106 - v(C-F)

- 1101 v (C-O-C)a
1077 - v(C-OH)
1018 - B(C-H) cycle aromatique

- 992 7r (CHz)a + va (C-O-C)
966 - B(C-H) cycle triazole
909 - d( cycle triazole)

- 872 v(C-C-0)

- 821 7r (CHy)a
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760 - 7r (CHy)
737 - Y(C-H) cycle aromatique

] 712 v(C-0) +vr (CHy)
646 - d( cycle triazole)

- 640 §(0-C-C) + 5(C-0-C)
613 - d( cycle aromatique)
586 - d(cycles)

569 - B(C-F) cycte aromatique

- 552 §(C-0-C), 5(0-C-C)

524 - d(cycles)

v pour le mode d’élongation (stretching).
3 pour le mode déformation (bending).
v: pour le mode balancement (rocking).
Yw pour le mode agitation (wagging).

¢ pour le mode torsion (twisting).

vs Vibration en ciseau (scissoring).

v pour le mode déformation hors plan.

f pour le mode déformation dans le plan.

N.B : Le signe (s) représente une vibration symétrique par contre le signe (a) représente une vibration asymétrique.

111.2. Détermination in-vitro de Pactivité antifongique du FCZ et conjugué PEG-FCZ sur

la souche Candida albicans

111.2.1. Préparation de I’inoculum, identification et standardisation

L’observation macroscopique de notre souche a montré la présence des colonies blanches,

crémeuses et lisses, ce qui confirme que notre souche est sirement candida albicans

Figure N°06 : Observation macroscopique de candida albicans.
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L’examen microscopique de la souche fongique apres une coloration de bleu de méthyléne en
utilisant un microscope optique avec un objectif x40 a montrée des colonies ovoides, ce qui

preuve I’identité de cette souche.

Figure N°07 : Observation microscopique de candida albicans.

111.2.2. Standardisation

Figure N°08 : Observation microscopique de candida albicans sur lame Malassez.

Les résultats obtenus lors du dénombrement sont classés de la maniére suivante :
Cadrant N°1 : 23 cellules
Cadrant N°2 : 25 cellules
Cadrant N°3 : 31 cellules
Cadrant N°4 : 28 cellules

La moyen des cadrant calculer par cette méthode

NI:C‘1+NI:C‘Z +NCC3+NI:C4
4

movyen des cellules des cadrant = (E.6)
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Nc C1 : Nombre de cellule dans le cadrant 1
Nc C2 : Nombre de cellule dans le cadrant 2
Nc C3 : Nombre de cellule dans le cadrant 3
Nc C4 : Nombre de cellule dans le cadrant 4

la movenne X facteur de dilution
107¢ (E.7)

la charge microbienne =

Aprés les calculs on a constaté que la charge microbienne est de 10°.

I11.2.3.Détermination in-vitro de Dactivit¢é antifongique du FCZ sur la souche

candida albicans

A partir du protocole qui a été cité dans le chapitre de matériels et méthodes dans la section
11.4.3.). Nous avons réussi a obtenir les diamétres d’inhibitions des différents tests et ceci aprées

incubation de 1 a 4 jours, les différents résultats sont representés sur le tableau N°09.

Figure N°09 : Candida albicans (t¢émoin- a droite, ttmoin+ a gauche).
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Dilution de FCZ 10 Dilution de FCZ 10 Dilution de FCZ 107
Dilution de FCZ 10 Dilution de FCZ 107 Dilution de FCZ 1073

Dilution de FCZ 10 Dilution de FCZ 10

Figure N°10 : Zones d’inhibitions de candida albicans en fonction des différentes dilutions du
FCZ.

35
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111.2.4. Mesure des diamétres des zones d’inhibitions

Tableau N°09 : Mesure des diamétres des zones d’inhibitions du FCZ sur la souche Candida

albicans

Les dilutions du FCZ

Témoin+ (1)
Témoin+ (2)
Témoin- (1)
Témoin- (2)
Dilution 10 (1)
Dilution 10 (2)
Dilution 10 (1)
Dilution 107 (2)
Dilution 10 (1)
Dilution 10~ (2)
Dilution 10™ (1)
Dilution 10™ (2)
Dilution 10™ (1)
Dilution 10™ (2)
Dilution 10™ (1)

Dilution 10° (2)

Le diameétre (en millimétre mm)

10

11
Négatif
Négatif

10

10

8

9
Négatif
Négatif
Négatif

Négatif

E
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Dilutions de la solution du FCZ

Figure N°11: Variation des zones d’inhibitions du candida albicans en fonction des différentes
dilutions de FCZ.

111.2.5. Détermination de la CMI du FCZ de la souche candida albicans

D’aprés ces résultats obtenus, on a pu constater que la dilution 10* (correspondante &
0.015mg/ml de FCZ), correspond a la CMI de Fluconazole sur le genre candida albicans, c’est
la dilution qui correspond a la faible concentration de FCZ avec un effet inhibiteur sur la

souche fongique.
111.2.6. Résultats et discussion

D’aprés les résultats obtenus aprés incubation, nous avons relevé les points suivants :
% Une zone d’inhibition de diameétre 10 mm pour le témoin positif qui est correspond a la
solution mere (150mg/ml) cette dilution est concentrée par le FCZ, ceci explique
I'émergence d'une zone d’inhibition importante qui signifier la lutte de croissance, donc
le FCZ a un effet sur candida albicans, qui se fait par un bloc de la synthése de
I’ergostérol I’élément principale dans la membrane fongique par I’inhibition de la 14a-
deméthylase, c’est I’enzyme cible qui responsable a la syntheése de 1’ergostérol (Hay,

2003)

£
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% On observe une croissance de la souche candida albicans chez le témoin négatif (sans
aucun agent antifongique), ceci peut étre expliqué par I’absence d’un indicateur
d’inhibition de croissance fongique.

% Pour les dilutions de 107 jusqu'a 10 (correspond aux 15mg/ml, 1.5mg/ml, 0.15mg/ml,
0.015mg/ml respectivement) il y a des zones d’inhibitions remarquables, donc la souche
est sensible au fluconazole, ceci s’explique par la concentration élevée du FCZ par
rapport 4 la CMI ¢’est-a-dire, 10 jusqu'a 10> a la CML.

Nos résultats obtenus sur la sensibilité de candida albicans face au FCZ sont similaires a ceux
rapportés par les études de la littérature, on peut citer (Paugam, 2010). Une légere différence
de la CMI trouvée dans notre étude par rapport a celle rapportée par (Arthington-Skaggs et
al., 1999) ou ils suggeérent d’avoir trouvé dans leur essais de sensibilité des souches de
Candida albicans au Fluconazole une CMI (90%) de 8 pg/ml, pour notre travail nous avons
trouvé une CMI de 10 qui est équivalente de 15 pg/ml (taux d’inhibition de 10%), cette légére
différence pourrait s’expliquer par le fait que les souches ne sont pas les mémes.

D'autre part, nos résultats sont presque similaires a celles observées dans la recherche réalisé
par (Deporlah, 2016) qui trouve une CMI (90%) est inférieure a 2 mg/l par un pourcentage
de I’inhibition 96,4%.

% L’absence de zones d’inhibitions a été observé dans la gamme de dilutions entre 107 et
10°® (correspond aux 0.0015mg/ml et 0.00015mg/ml) ce qui nous laisse dire que notre
souche devienne résistante, cette résistance peut provenir d'une modification de la
quantité de I'enzyme cible, soit un acces réduit de fluconazole a la cible ou d'une
combinaison de ces deux mécanismes comme le suggéere (Ghannoum & Rice, 1999),
en plus (Hitchcock et al., 1986) a trouvé deux isolats de candida albicans résistants a
cause de la grandes quantités de stérol non estérifié, toutefois, dans une autre étude, il
est décrit que d'autres sites cibles pour le fluconazole peuvent étre modifiés ou absents,
la formation de biofilm par candida albicans aussi un indicateur de résistance, comme

le décrit (Quinton-Bouvier, 2019) dans ses travaux.

.
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111.2.7. Détermination in-vitro de I’activité antifongique du conjugué PEG -FCZ sur la

souche de candida albicans
Aprés I’incubation a 30°C pendant 1 a 4 jours, on a obtenu les résultats suivants :

111.2.7.1. Mesure des diameétres des zones d’inhibitions des proportions PEG-FCZ

PEG-FCZ (0:1) PEG-FCZ (1:1)

Figure N°12 : Zones d’inhibitions du candida albicans en fonction des fractions molaires
PEG-FCZ.
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Tableau N°10 : Mesure des diamétres des zones d’inhibitions sous 1’effet du conjugué PEG-

FCZ sur la souche de candida albicans

_ Diameétre Zones d’inhibitions en mm

Proportion

PEG-FCZ
——
——
9 9

I (e e—

[y
[N

Essai N°01
[ ]EssaiN°02

I
© © O
| |

7 -

5 4

4

2 -

Diamétre de zone d’inhibition (mm)

14

0:1 1:1 3:2 4:1 9:1 1:0
Fraction molaire (PEG-FCZ)

Figure N°13 : Histogramme de variation des zones d’inhibitions en fonction des fractions
molaires PEG-FCZ chez le candida albicans.
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111.2.7.2. Calcul des moyennes des zones d’inhibitions pour chaque proportion et leurs

taux d’inhibitions respectifs

Tableau N°11: La moyenne des zones d’inhibitions du conjugué PEG-FCZ chez le candida

albicans avec leurs taux d’inhibitions respectifs.

Proportion Témoin

PEG-FCZ ' ' ' ' ' ' négatif

Moyenne de

la zone

9 6 6.33 9 8.33 9 0
inhibition en

mm

Taux
d’inhibition 10.58 7.05 7.44 10.58 9.8 10.58 0

en%

Moyen de zone inhibition
S X 100
zone d’inhibition totale (E.8)

Taux d'inhibition =

9
Taux d'inhibition du fraction molaire (0:1) = EX 100 = 10.58%

111.2.7.3 Résultats et discussion

D’aprés les résultats obtenus aprés 1’incubation et qui sont présentés dans le tableau N°10 nous

avons souleves les point suivants :

¢ Une zone d’inhibition qui varie entre 8 a10 mm pour la proportion PEG-FCZ (0:1), ce
qui montre que le fluconazole exerce un effet antifongique sur la souche fongique
candida albicans, donc la souche est sensible au fluconazole, le mécanisme d’action du
fluconazole est déja expliqué dans les résultats précédents en se basant sur les travaux
de (Hay, 2003).

++ On observe aussi presque les mémes zones d’inhibitions pour les fractions molaires
(4:1), (9:1) et (1:0), ces proportions contiennent des quantités importantes du PEG par
rapport au fluconazole, qui signifier la présence d’une activité antifongique du PEG sur
la souche candida albicans comme (Aoun, 2013) a été indiqué dans ces recherches sur

le développement de nouvelles formulations d’antifongiques et évaluation de 1’activité

)
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sur Candida spp. et Aspergillus spp a base du PEG, indiquant que le PEG pourrait avoir
un role trés précis dans 1’action antifongique, leur présence inhibe I’action des pompes
d'efflux des champignons, aussi on indique qu’il y a une synergie entre le PEG et FCZ

dans I’inhibition de la croissance fongique sur cette souche.

%+ Pour les proportions (1:1) et (3:2) on observe des zones d’inhibitions faible (la zone
d’inhibition est inférieur a 8 mm), la souche de candida albicans donc est moins
sensible, dans ce cas on suggére que cette résistance peut provenir d’une modification
du champignon par une modification de la perméabilité membranaire par changement
de la composition en phospholipides et en stérols, ce qui entraine une diminution de la

pénétration de FCZ et le PEG, comme (Biabiany, 2012) décrit dans ces recherches.

L’essai préliminaire réalisé indique que les fractions molaire PEG-FCZ (4:1) et (1:0) possede

un meilleur effet inhibiteur sur la souche candida albicans comparativement au FCZ.

La proportion PEG-FCZ (9:1) présente un taux d’inhibition de 9.8% qu’est une valeur similaire
au valeur de FCZ, ce qui nous permis d’avoir une idée préliminaire que ces fractions
molaires présentent un effet antifongique identique que 1’agent antifongique FCZ seul, et ce qui
confirme I’existence d’un effet antifongique du PEG sur cette souche fongique, en plus de la
synergie entre les deux molécule. Pour les fractions molaires PEG:FCZ (1:1) (3:2) possede un
effet inhibiteur faible par rapport aux autres proportions avec un taux d’inhibition de 7.05,
7.44% respectivement.

11,0

—m— Evolution du taux d'inhibition

10,0 -
9,5
9,0 v
8,5 -
8,0 -
7] /-
|

T T T T T
0:1 1:1 3:2 4:1 9:1 1:0

Fraction molaire (PEG-FCZ)

Taux d'inhibition (%)

Figure N°14 : Taux d’inhibition de la croissance de candida albicans.
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111.3. Détermination in-vitro de I’activité antifongique de fluconazole et du conjugué PEG-
FCZ sur la souche Aspergillus flavus

111.3.1. Préparation de I’inoculum, identification

L’observation macroscopique a montrée des colonies vertes, ce qui confirme I’identité de

I’Aspergillus flavus

Figure N°15 : Observation macroscopique du genre Aspergillus flavus.

L’observation microscopique de cette souche fongique par objectif x40 a partir d’une

coloration a montré la téte aspergillaire et un Conidiophores.

Figure N°16 : Observation microscopique de 1’Aspergillus flavus.

111.3.2. Détermination in-vitro de D’activité antifongique de fluconazole sur la souche

Aspergillus flavus
111.3.2.1. Déterminations de la CMI du fluconazole sur la souche Aspergillus flavus

Apreés I’incubation a 28°C pendant 24 a 48 heures, on a obtenu les résultats suivants :
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Solution mére de FCZ Solution mére de FCZ Témoin -

Figure N°17: Zones de croissances de 1’Aspergillus flavus en fonction des différentes dilutions
du FCZ.

Tableau N°12 : Diamétre des zones de croissances d’Aspergillus flavus en présence du FCZ

_ Diameétre des zones de croissance en mm

Apres Pincubation de 24h  Aprés I’incubation de 48h

Négative Négative
Négative Négative
12 16
13 15
15 15
16 20
23 25

E
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—=— Aprés 24 h

BT —e— Aprés 48h

20

15

10

Diameétre des zones de croissance

: , : , :
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Dilutions de FCZ

Figure N°18 : Variation de la croissance de /’Aspergillus flavus en fonction des différentes
dilutions du FCZ.

111.3.3.Résultats et discussion

La figure N°21 représente la variation du diametre des zones de croissances en fonction des
dilutions, ces résultats montrent que la dilution 10™* (correspond & 15mg/ml) donne un meilleur
effet inhibiteur sur la croissance fongique de 1’Aspergillus flavus avec une faible concentration
de FCZ par rapport aux autres dilutions. Donc et a partir de la loi de la CMI, la dilution de FCZ

10" est la concentration minimale inhibitrice de FCZ sur Aspergillus flavus.

% Les résultats obtenus pour la solution mére (150mg/ml) et la dilution 10™ ne présentent
aucune zone de croissance, ceci explique que le fluconazole exerce une activité
antifongique sur la souche Aspergillus flavus qui a eté déja cité dans la section 1.3.1.
Mécanisme d’action du FCZ, donc on dit que 1’Aspergillus flavus est sensible au

fluconazole.

K/
°e

Nos résultats sont différents de ceux rapportés par plusieurs chercheurs travaillant sur la

sensibilité de 1’Aspergillus spp. au fluconazole, comme (Hulin et al., 2005),
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D’autre part, nos résultats est presque proche aux résultats des travaux de (Troke et al., 1987),
qui confirment que le fluconazole présente une activité intermédiaire in-vivo entre celle des
antifongiques kétoconazole et celle de l'amphotéricine B dans divers modeéles animaux

d'aspergillose.

% Les dilutions 102 jusqu'a la dilution 10 présentent des zones de croissance, donc la
souche fongique Aspergillus flavus résiste a 1’agent antifongique fluconazole, cette
résistance peut provenir des altérations des composants de la paroi cellulaire du
mycélium (Seo & H Akiyoshi, 1999).

(Denning & Perlin, 2011) ont aussi trouvés dans leur recherches que le mécanisme de
résistance de 1’Aspergillus est fait par une modification du site cible le 14a-déeméthylase le
cible qui catalyse une étape centrale dans la biosynthese du stérol membranaire critique
ergostérol, en faisant des mutations dans cyp51A le géne codant pour des enzymes de type
14-a stérol déméthylase, ces mutations entrainent des altérations structurelles dans cet enzyme,

qui semblent bloquer la liaison de I’antifongique.

111.3.4. Détermination in-vitro de D’activité antifongique du conjugué PEG-FCZ sur la

souche Aspergillus flavus

Aprés I’incubation a 37 °C pendant 24 a 48 heures des boites pétri qui sont coulés par le
mélange de milieu de culture Sabouraud et les proportions PEG-FCZ avec les disques de

souches fongiques Aspergillus flavus déposés au centre, les résultats obtenus sont comme suit :

.
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PEG-FCZ (0:1)

PEG-FCZ (4:1)

PEG-FCZ (1:1)

PEG-FCZ (9:1)

PEG-FCZ (3:2)

Figure N°19 : Zones de croissance de 1’Aspergillus flavus en fonction des différentes fractions

molaires PEG-FCZ.

111.3.4.1. Mesure des diamétres des zones de croissances du 1’Aspergillus flavus

Tableau N°13 : Diametre des zones de croissances de 1’Aspergillus flavus en présence des

Zone de croissance en mm

Apreés I’incubation de 48h

fractions molaires PEG-FCZ

Fraction molaire
(PEG:FC2)

Témoin —

i B Bl Bl B Bt
ol »,r| »r| N R ~

Aprés I’incubation de 24h

Négative
Négative
Négative

10

12

10

15

Négative
Négative
Négative

12

15

20

85




Chapitre 111 Résultats et discussion

100 —
Aprés 24 h

[ ]Aprésash

80 —

60 —

40

Zones de croissance

20 H

(O:l) (1;1) (3:2) (4:1) (9:1) (1:0) Témoin-
Fraction molaire PEG-FCZ

Figure N°20 : Zones de croissance de I’ Aspergillus flavus (PEG-FCZ)

111.3.4.2. Calcul des moyennes des zones de croissances pour chaque proportion et leurs

taux d’inhibitions relatifs

Tableau N°14 : La moyenne des zones de croissances de 1’Aspergillus flavus avec leurs taux

de croissance relatifs.

Fraction Témoi
émoin
molaire : 1:1 3:2 : : : <aatif
négati
(PEG-FC2) -

Moyen de
zone
inhibition
en mm

Taux
d’inhibition 100 100 100 85.88 82.35 76.47 0

en%

Moyen de zone inhibition= zone totale — zone de croissance

Moyen de zone inhibition
* 100
zone d’inhibition totale (E.9)

Taux d'inhibition =

Taux d’inhibition en proportion (0 :1)= % ¥ 100 = 100%

E
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—m— Evolution de taux d'inhibition

100 +

95

90 |

w01 \

75

Taux d'inhibition en (%)
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Figure N°21: Variation du taux d’inhibition de I’Aspergillus flavus en fonction des différentes
fractions molaires PEG-FCZ.

111.3.4.3.Résultats et discussion

A partir de la figure N°19, nous constatons qu’aucune zone de croissance fongique de
I’Aspergillus flavus n’a été observée pour la proportion PEG-FCZ (0:1) aprés I’incubation, ceci
est dd a I’effet inhibiteur du fluconazole sur la croissance de cette souche, donc elle est sensible
au fluconazole, comme nous l'avons expliqué précédemment dans le mécanisme d’action du
fluconazole sur la croissance fongique de 1’Aspergillus flavus (dans la section 1.3.1.

Mécanisme d’action).

0,

% Dans la proportion PEG-FCZ (1:1) qui correspond & une diminution de la quantité de
FCZ de 50% qui a été remplacé par le PEG, elle ne présente aucune zone de croissance
apres incubation, ce qui indique que le PEG exerce un effet inhibiteur sur 1’Aspergillus
flavus. (Aoun, 2013) a émis des hypothéses sur le mode d’action précis du PEG, ce
dernier pourrait venir interférer dans 1’action de I’ATP qui fournit de 1’énergie pour
assurer le fonctionnement de la pompe d’efflux, d’autre part le conjugué PEG-FCZ a un

effet inhibiteur synergique sur cette souche fongique.

K/

% La proportion PEG-FCZ (3:2) correspondante a une diminution de FCZ de 60% et qui a
été remplacé par le PEG, encore ici, aucune zone de croissance apres incubation, ces
résultats confirme que le PEG a une activité antifongique sur cette souche, il pourrait

perturber la membrane plasmique et affecter le fonctionnement de la pompe d’efflux

-
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(Aoun, 2013), le méme pour le conjugué PEG-FCZ qui présent un effet synergique sur

cette souche.

% Les proportions PEG-FCZ (4:1), (9:1) et (1:0) présente des zones de croissance
fongique qui varient de 10-12 mm jusqu’a 12-15mm. (Lupetti et al., 2002) affirme
dans sa recherche, que la résistance des champignons face au fluconazole est due

principalement que 1’antifongique fluconazole et le PEG n’atteignent pas la cible

L’essai préliminaire réalisé indique que les fractions molaire PEG-FCZ (1:1) et (3:2) posséde
un meilleur effet inhibiteur contre la souche Aspergillus flavus comparativement au témoin
négatif, on reléve pratiquement le méme effet de ces fractions comparativement a 1’agent
antifongique FCZ seul. Pour les conjugués PEG-FCZ (4:1), (9:1) et (1 :0), on remarque qu’ils
possedent un effet inhibiteur relativement faible par rapport aux autres proportions et important

par rapport au témoin négatif.

Les résultats obtenus nous ont permis d’avoir une idée claire sur I’effet des différentes fractions
molaires PEG-FCZ. Pour les fractions molaires PEG-FCZ (1:1), (3:2) leur effet antifongique
est identique a celui de 1’agent antifongique FCZ seul, donc la présence du PEG a contribué a
I’amélioration de I’efficacité de FCZ face a la souche étudiee. Cela pourrait étre di a une

synergie d’action complémentaire entre les deux composes.

I11.4. Test de solubilité
111.4.1. Calcul du taux de solubilité
Tableau N° 15 : Calcul du taux de solubilité des fractions molaires PEG-FCZ

Fraction molaire . . . . . .
PEG-FCZ
0

Masisﬁi‘tjizrcz 0346 0173 0.138 0.069 0.035

Massfir?:l 28 0262 0.093 0.059 0.025 0.014 0
m (initial-final) 0.084 0.08 0.079 0.044 0.021 0

0,
Masse non 573%  e376  4276% 3633 40% 0%
solubilisé (%)

Masse (f;)')“b"'see 2027%  4624%  5724%  63,67% 60% 100%
Taux de 0.0168  0.016 0.0158 0.0088 0.0042 0
solubilisation
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Figure N°22 : Evolution du pourcentage des masses solubilisées et non solubilisées en fonction

0,

des différentes fractions molaires PEG-FCZ.

% Concernant la proportion PEG-FCZ (0:1), nous avons obtenu une masse solubilisé avec

un pourcentage de 24,27% et une masse non solubilisé de 75,73%, ce qui confirme que

le fluconazole n’est pas totalement hydrosoluble. nos résultats sont confirmé par les
travaux de (Corréa & Salgado, 2011).

» La proportion PEG-FCZ (1:0) présente une solubilité de 100%, donc le PEG est

totalement soluble dans 1’eau, ces résultats corroborent avec celle trouvé par (Bales,

2014) qui a trouve que le PEG totalement hydrosoluble et facilement miscibles a I'eau.

% Des proportions PEG-FCZ (1:1), (3:2) et (4:2), le pourcentage de la masse solubilisé

augmente avec 1’augmentation de pourcentage de PEG, ce qui confirme que la présence

du PEG dans la solution augmente d’avantage la solubilité de notre molécule. (Harris
Milton, 1992) et (Abdel-Mottaleb et al., 2009) décrivent dans leurs études que 1’ajout
du PEG comme un excipient hydrophile en tant qu'activateur de libération du

fluconazole augmente d’avantage sa solubilité. Donc le taux de solubilité diminué avec

la diminution de la masse de FCZ et ’augmentation de la masse de PEG.

% Pour la proportion (9:1) on reléve un pourcentage de la masse solubilisé de 60%.

.
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Test de solubilité
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Figure N°24 : Evolution du taux de solubilité en fonction des différentes fractions molaires

Figure N°23 : Test de solubilité des fractions molaires PEG-FCZ
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Conclusion

La fréquence des infections fongiques a augmenté au cours des dernieres annees, en raison
des champignons pathogenes comme Candida spp. et Aspergillus spp. qui sont les principaux

auteurs entrainent un taux de mortalité élevé chez les patients immunodéprimés,

Mais 1’Aspergillus joue un double rdle, il provoque des maladies et parfois la mort chez les
humains et I’animal et développe des substances toxiques appelées les mycotoxines au niveau
des produits alimentaires, ceci nécessite de mettre au point des nouvelles formulations
d’antifongiques sous forme de nanoparticules polymériques en vue d’améliorer I’efficacité et
la spécificité des traitements antifongiques traditionnelles sur des souches sensibles et
résistantes de Candida spp, et d’Aspergillus spp pour diminués la mortalité et la

dévalorisation de la qualité des récoltes et réduire les pertes économique.

L’étude bibliographique a montré un manque flagrant de travaux scientifiques sur les
conjugués  (AAF-polymers) et certaines lacunes dans la connaissance de

leurs modes d’actions sur les différentes souches fongiques et levures.

Cette recherche avait pour but d’améliorer les médicaments antifongiques existant par
conjugaison avec un polymeéres non-toxiques, biodégradable, hydrosoluble et moins codteux,
nous avons utilisés le polyéthyléne glycol 3400, cette combinaison a été réalisée pour but de
diminuer de la toxicité du fluconazole et augmenter de sa solubilité, et bien entendu, réduire

son codt.

L’estimation de I’effet antifongique de conjugué polyéthylene glycol 3400 avec 1’agent
antifongique fluconazole PEG-FCZ a été examiné dans cette étude sur les deux souches
fongiques (Candida albicans et Aspergillus flavus).

La caractérisation de polyéthyléne glycol 3400 et le fluconazole par spectroscopie infrarouge
FTIR et Raman, a confirmé la présence de tous les groupements fonctionnels présents dans les
structures chimiques des deux substances confirment ainsi la pureté de nos molécules.

Le test de I’effet antifongique du FCZ seul et son conjugué PEG-FCZ in-vitro face au
Candida albicans a été détermine par la méthode de diffusion en milieu solide.

L effet antifongique du FCZ et son conjugué PEG-FCZ in-vitro face a la souche Aspergillus
flavus a été déterminé par la méthode de dilution en milieu solide.

Les résultats obtenus ont révélé que 1’effet antifongique du conjugué PEG-FCZ (les fractions
molaires (4:1), (9:1) et (1:0) chez le candida albicans, et les fractions molaires (1 :1), (3.2)

chez Aspergillus flavus) sont similaire a celui de 1’agent antifongique FCZ seul. Il est & noter
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que méme que le PEG seul présente un effet antifongique significatif cependant, on a pu
prouver que la présence du PEG a contribué significativement a I’amélioration de I’efficacité,
de la solubilité de I’antifongique du FCZ pour sa lutte contre les différentes souches fongiques
étudiées (Candida albicans, Aspergillus flavus). A travers les résultats que nous avons pu
obtenus, on peut dire que notre travail a contribué positivement et nous a ouvert la voie vers le
développement de nouvelles formulations pour lutter contre les champignons pathogénes qui
sont responsables aux infections fongiques, et la Ilutte contre les champignons
mycotoxinogenes responsables a la détérioration des produits alimentaires.

Ce travail comprenait une vision prospective pour le développement des médicaments
antifongiques et de les rendes plus efficace encore toute en réduisant leur toxicité et

augmenter leur solubilité a partir de I’incorporation d’un polymeére PEG 3400.

Dans la continuité de cette étude, voici quelques perspectives a remplir :
= Réaliser d’autres tests sur d’autres champignons pathogénes et phytopathogénes
= Utiliser d’autres antifongiques et examiner les différentes combinaisons possibles.
= Utiliser d’autre poids moléculaires de polymére PEG comme PEG-400, PEG-1000.
= Utiliser d’autres polymeres dont les propriétés approche de PEG, comme POE.

= Compléter cette recherche in-vivo pour confirmer I’effet antifongique du conjugué

PEG-FCZ sur les champignons.

-
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Annexe N° 01

Composition du milieu de culture PDA

Pomme de terre 2009
Dextrose/ saccharose 209
Agar agar 209
Eau Distillée 1000 ml

Composition du milieu de culture SABOUARAUD

Peptones 10.0¢g
Glucose 40.09g
Agar 1509
Eau distillée 1000 ml

Milieu de culture : PDA Milieu de culture : Sabouraud

E
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Annexe N° 02

Souche candida albicans

Fluconazole 150 mg

E
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Annexe N° 3

Frottis de candida albicans a I’état fixé Frottis de candida albicans par méthode
de drapeau

Frottis de I’Apergillus flavus par méthode de drapeau

E
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Balance de précision

Centrifugeuse

Balance magnétique

26 I HLJ

Incubateur

Agitateur électrique

Vortex électrique

E
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Annexe N° 4

Aspergiflus fflavus

Aspergillus niger
Figure N°01 : Aspect macroscopique de culture d’aspergillus sur milieu Sabouraud.

Figure N°02 : Vue microscopique d'une téte aspergillaire (gauche) et sa représentation
schématique (droite).
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Figure N°03 : Cycle de développement des champignons du genre Aspergillus (Desoutter,

2008).

Tableau N°01: Les niveaux de mycotoxines autorisés par I'Union Européenne (UE) dans les

aliments et les denrées alimentaires qu'elles contaminent et leurs effets possible sur la santé
humain (De Koe & Juodeikiene, 2012)

Mycotoxines

Variétés alimentaires

Concentration

Effets possibles sur

autorisée la santé humaine
(ng/kg)
Céréales et ces dérivés 2.0
_. Cancer du foie
Mais 5.0 Immunosuppresseur
Aflatoxins aliments pour bébeés 0.1 Cancérigéne
B1(AFB1)
Aliments a usage médical pour | 0.1
les nourrissons
aliments pour bébés a base de | 200
mais Immunosuppresseur
Ochratoxin Aliments & base de mais pour | 400 Néphrotoxique
A(OTA) consommation directe Cancer
Mais non transforme 2000 Neurotoxique
huile de mais raffinée, semoule
de mais, Farine de mais 1000
Céréales n’ayant subis aucun | 100.0
traitement Dommages dans le
Zéaralenone(ZEA) | Mais non transformé 200 systéme endocrinien
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Aliments  transformés  pour
nourrissons a base de mais 20
fumonisines B 1 et | Céréales 2 disfonctionnement
B2 du métabolisme des
sphingolipides
Cancer de
';esophage
Déoxynivalénol Blé dur 1750
(DON) Céréales non transformées 1250
Pates 750

Tableau N°02 : Les différentes mycotoxines produisent par les espéces d’Aspergillus

Espéce

Toxines produites

Aspergillus carneus

Citrinine, aszonalénines, asteltoxine, acide terreique, décaturines
(R. A. Samson et al., 2011)

Aspergillus clavatus

Cytochalasines, Acide kojique, Patuline (Varga et al., 2003)

Aspergillus flavus

Aflatoxines B1 et B2 (Lai et al., 2015)
Acide aspergillique (Turecek et al., 2016)

Aspergillus fumigatus

Fumigaclavine C (Zhu et al., 2015)
Gliotoxine (Scharf et al., 2012)

Aspergillus niger

Fumonisine B2 (Frisvad et al., 2007)
Malformine, Naptho-y-pyrones (Nielsen et al., 2009)

Aspergillus ochraceus

Ochratoxines A (Taniwaki et al., 2018)
Acide pénicillique (Ciegler, 1972)

Aspergillus oryzae

Acide cyclopiazonique, Acide kojique (Barbesgaard et al., 1992)

Aspergillus parasiticus

Aflatoxines B1(Gizachew et al., 2019)

Aspergillus terreus

Trémorgénique (Territrem C) (Peng et al., 1985)Territrems A, B
(Ling, 1994)

Aspergillus versicolor

Stérigmatocystine (Mills & Abramson, 1986)




Annexes

iy L L0 Wes A
Figure N°04 : Candidose buccale. Manifestation clinique de candidose buccale chez un hote
humain caractérisée par des lésions blanches formees sur les surfaces de la muqueuse buccale:
.(A) muqueuse buccale (B) palais et (C) gencive (Akpan & Morgan, 2002.)

Préparation des milieux de culture
Pour réaliser cette étude nous avons besoin de deux milieux de culture ;

e PDA : Le milieu PDA a été utilisé pour la culture des champignons (Griffith et al.,
2007)

Pour leur préparation on suivre les étapes suivantes :

> Peser 39g de poudre de PDA a I’aide d’une balance et 1’ajoute dans un bécher

contenant de 1’eau distillée de volume 1000ml.
» Laisse le mélange au-dessus d’un agitateur jusqu'a 1’ébullition.
» Remplir le milieu obtenu dans des flacons en verre.
» Les milieux ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes

e Sabouraud : C’est un milieu utilisé pour la culture et I’identification des levures et
des moisissures, (Boulou Sibiri, 2015) pour sa préparation, on adopte les étapes

suivantes :

> Peser 50g de Sabouraud poudre a I’aide d’une balance et 1’ajoute dans un bécher

contenant de 1’eau distillée de 1000 ml

» Laisse le mélange au-dessus d’une plaque chauffant d’un agitateur électrique jusqu'a

1’ébullition.
» Remplir le milieu obtenu dans des flacons en verre.

> Les milieux ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

E



Résumé
Dans le cadre de la recherche des alternatifs des antifongiques conventionnels qui soient
efficaces, hydrosolubles, non toxique et & bas prix, nous voulons tester
I’activité antifongique in-vitro d’un conjugué PEG-FCZ a différentes fractions molaires. Dans
ce contexte, cette étude a but d’estimation 1’effet antifongique d’un conjugué polyéthyléne
glycol avec un agent antifongique qui est le fluconazole, choisi grace a son disponibilité en
Algérie, ainsi que son large spectre destiné au traitement des souches fongiques tel que le
candida albicans et 1’Aspergillus flavus.
Initialement, une étape d’identification d’une part spectroscopique par FTIR et Raman a été
effectuée confirmant la pureté de nos molécules utilisées, en d’autre part une analyse
morphologique sur les souches étudiées reposant sur des critéres macroscopiques et
microscopique confirmant I’identité des souches mises en examen.
L’estimation de I’effet antifongique in-vitro du conjugué PEG-FCZ a différentes fractions
molaires comparée a celle du fluconazole pure a été réalisée sur les deux souches a savoir
candida albicans et Aspergillus flavus par la méthode de la diffusion en milieu solide et la
méthode de dilution en milieu solide respectivement. Les résultats obtenus révelent que le
conjugué PEG-FCZ a les proportions (4:1), (9:1) et (1:0) a un effet antifongique identique a
celui I’agent antifongique sur la souche candida albicans, et (1:1), (3.2) sur la souche
Aspergillus flavus, ce qui signifie qu’un effet synergique s'établit entre le PEG et le FCZ. Il
est intéressant a noter aussi que le PEG seul présente aussi un effet antifongique similaire a
celui de fluconazole sur ces souches.
Ces résultats nous ont donnés une idée préliminaire sur I'efficacité du polymére polyéthyléne
glycol et ses conjugués sur les champignons pathogénes et mycotoxinogénes, et peuvent nous
ouvrir la voie vers le développement et 1’amélioration des nouvelles formulations ayant un

meilleurs effet inhibiteur contre les différents champignons.

Mots clés : PEG, fluconazole, candida albicans, Aspergillus flavus, effet synergique du PEG-
FCZ



Abstract

As part of the search for efficient, water-soluble, non-toxic and inexpensive alternatives to
conventional antifungals, we want to test the in-vitro the antifungal activity of PEG-FCZ
conjugate at different molar ratio. In this context, this study aims to estimate the antifungal
effect of a polyethylene glycol conjugates with an antifungal agent which is fluconazole,
chosen thanks to its availability in Algeria, as well as its broad spectrum intended for the
treatment of fungal strains such as Candida albicans and Aspergillus flavus.

Initially, a spectroscopic identification step on the one hand by FTIR and Raman was carried
out confirming the purity of our used molecules, on the other hand a morphological analysis
on the strains studied based on macroscopic and microscopic criteria confirming the identity
of the strains under examination. The estimation of the in-vitro antifungal effect of the PEG-
FCZ conjugate at different molar ratio compared to that of pure fluconazole was carried out
on the two strains namely candida albicans and Aspergillus flavus by the method of diffusion
in a solid medium. The obtained results reveal that the PEG-FCZ conjugates in the
proportions (4:1), (9:1) et (1:0) as an antifungal effect identical to that of the antifungal agent
on the strain candida albicans, and (1:1), (3:2) on the strain Aspergillus flavus, which means
that a synergistic effect is established between the PEG and the FCZ. It is also interesting to
note that the PEG alone also exhibits an antifungal effect similar to that of fluconazole on
these strains. These results given us a preliminary idea on the effectiveness of the
polyethylene glycol polymer and its conjugates on pathogenic and mycotoxigenic fungi, and
may pave the way for the development and improvement of new formulations having a better

inhibitory effect against the different fungus.

Key words: PEG, fluconazole, candida albicans, Aspergillus flavus, synergistic effect of
PEG-FCZ
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