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Introduction

Ces dernieres années, les infections bactériennes sont devenues un probleme clinique

trés sérieux en raison de la propagation rapide de maladies commensales ou pathogénes,
difficiles atraiter et souvent mortelles.
Il est important de savoir qu’il existe des différentes souches bactériennes responsables de
ces infections parmi lesquelles on trouve d'une part les coccis Gram positif comme les
Saphylocoques aureus , qui peuvent vivredans la nature ( sols, air, eaux , diments....),
commensales sur la peau et les muqueuses de I’homme et des animaux (mammiferes) , résiste
a de nombreux agents chimiques ou physique, elle est capable de vivre dans une activité
d’ eau (ay) entre 0,95 et 0,91, et qu’il sont capable de survivre sans se multiplier a des valeurs
d’ a, proche de 0,85.(Schaechter; et al., 1999)

D’autre part, on trouve les coccis Gram neégatif comme Escherichia coli
(entérobactérie), ce pathotypes présente plusieurs type d’infections comme les infections
intestinales et extra-intestinales (par exemple, infections urinaires, septicémie) et sassocier a
des cellules de mammiféres tout en éant extracellulaires ou intracdlulaires.(Frankel, Gad,
Ron, 2018)

Pour lutter contre les diverses infections, les scientifiques ont dével oppés des procédes
innovants comme méthodes chaleur, radiation, acides forts et les antibiotiques. Ces derniers
éliminent un large spectre d'espéces bactériennes, soit par les tuer (effet bactéricide) ou
d’inhiber simplement leur croissance (effet bactériostatique) sans affecter les cellules
eucaryotes de | héte humaines ou animales (Bambeke, 2008) .

Malheureusement, |'utilisation inadéquate et/ou excessive d antibiotiques, combinée a

la capacité de la bactérie de résister, de se muter et de s adapter au traitement, a conduit a une
émergence tres inquiétante de bactéries de plus en plus résistantes, et par conséquent, rend
leurs traitements encore plus difficile (Pasquier et al., 2017).
Face a la recrudescence des résistances aux antibiotiques, des chercheurs essayent toujours
des aternatives pour éliminer les bactéries multi-résistantes. Ainsi, plusieurs recherches sont
parues dans des journaux scientifiques de renommes, suggerent d'utiliser les polymeres pour
tuer des bactéries résistantes aux antibiotiques. Ces recherches confirment que les polymeres,
et parmi eux le polyéthyléne glycol (PEG), seraient particulierement efficaces pour détruire
les différentes bactéries, sans nocivité pour |'organisme (Nalawade et al., 2015). (Pasguier et
al., 2017) (Schaechter; et al., 1999).

Le polyéthyléne glycol (PEG) est une macromolécule issue de la polymérisation
d'unités d'oxyde d'éthyléne (éthoxylation). Ce polymére synthétique fait partie de la famille

p
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Introduction

des polyéthers linéaires de masse moléculaire inférieure & 20000 g.mol™*.(Nalawade et al.,
2015). Ce polymere peut étre sous différent poids moléculaire, et présente des qualités
physico-chimiques et biologiques remarquables incluant |I"hydro solubilité et liposolubilité
élevée, sa biodégradation a température ambiante, sa biocompatibilité et le fait qu'il est
éliminé par filtration rénale pour de faibles poids moléculaire (Greenwald et al., 2003),
(Duncan, 2003).

En addition a cela, le PEG est de trés faible toxicité, [l ne provoque aucune irritation
ou sensbilisation de la peau et ne semblent pas étre absorbable par celle-ci. Ces
caractéristiques en font de lui un compose trés demandé en microbiologie (Nalawade et al.,
2015) dans I'industrie ,entrant dans la composition de certains pesticides comme de
cosmétiques , ils servent a la production de cellophane , ils sont employés dans le traitement
et lastabilisation du papier, dans médecine (Peng et al., 2017), (Pasquier et al., 2017).

Notre choix s est porté sur le poly éthyléne glycol (PEG-3400), notre choix est motive,
en plus de ces caractéristiques citées auparavant, par sa disponibilité, son colt qui est
relativement bas et son originalité dans e domaine de lamicrobiologie.

Dans notre présent travail, on va s'intéresser principalement a I’ é&ude expérimentale
par des essais in vitro dans le but de tester I’ effet antibactérien du PEG-3400 face a un
antibiotique, qui est la gentamicine, sur deux bactéries a savoir une de Gram positif
(Staphylococcus aureus) et I'autre de Gram négatif (Escherichia coli). Cependant, il est
important de signaler que I’usage du PEG-3400 dans la lutte bactérienne restent encore non
supportés par des études scientifiques, d' ou I’intérét de notre travail.

Le premier chapitre décrit le matériel ainsi que les différentes méthodes utilisées pour
I’ ensembl e de notre expérimentation.

Enfin, le deuxiéme chapitre, qui représente |’essentiel de notre travail, ou on présentera les
différents résultats obtenus en essayant de les interprétés et discutés.

Enfin, ce travail est cl6turé par une conclusion générale qui résumera |’ ensemble des résultats
in vitro issus de cette étude et présentera ainsi les perspectives de notre éude a réalisées dans
I’avenir avant de pouvoir I’ utiliser comme agent antimicrobien alternatif dans le traitement

des infections.
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Chapitre 1 Matériel et Méthodes

|.1- Objectifsdu travail :

L’ objectif principal de cette étude consiste a entreprendre une étude expérimentale par

une série d’'essaies in vitro dans le but de tester I'activité antibactérienne du polyéthyléne
glycol 3400 (PEG-3400) par rapport a un antibiotique (gentamicine) sur deux souches
bactériennes Escherichia coli (Gram négatif) et Staphylococcus aureus (Gram positif).
L’ évaluation de I'effet antibactérien est bien menée gréace a la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB).
|.2- Lieu et période du travail:
Cetravail a éé réalisé au niveau du laboratoire de la Microbiologie de |a faculté des Sciences
de la Nature et de la Vie de I'université Ibn Khaldoun, Tiaret. L'étude s'est étalée du
06/05/2021 et jusgu’ au 10/06/2021.

|.3- Matériel utilisees:

[.3.1- Matériel biologique:
Deux souches bactériennes appartenant au laboratoire de la Microbiologie de notre faculté,
sensibles aux antibiotiques, ont été utilisées comme étant des bactéries de tests au cours de la
détermination de |'activité antibactérienne du PEG-3400 et de |’ AB, et qui sont:

» E.C: c'est une bactérie a Gram négatif.

» SA: Cest une bactérie a Gram positif.

Nous avons choisi de travailler sur ces souches par ce qu’ils font partie des bactéries du tube
digestif (dite commensal et pathogéne parfois), ains pour avoir une idée sur le spectre
d activité antibactérienne de notre produit (voir Annexe N°1).

I.3.1.A.Standardisation de I’inoculum bactérien :

A partir des cultures jeunes de 24h d’incubation pour chague souche ; deux atrois colonies
bien isolée ont été prélevées al’ aide de |’ anse de platine stérilisée puis incorporées dans un
tube a essai stérile contenant BN ; I’ ensemble a é&é bien agité par un vortex pendant quelques
secondes.

Selon les normes McFarland la standardisation de |a suspension de 10° UFC/ml a été réalisée
par un spectrophotométre UV-vis réglé sur une longueur d' onde de 625 nm. La densité
optique doit étre comprise entre 0,08 et 0,13, I’inoculum peut étre gjusté en goutant soit de
bactérie S'il est trop faible, ou bien le BN s'il trop fort. La figure n°1 montre les souches

bactériennes utilisées lors de cette étude.
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Figuren® 01 : Culture des souches utilisées dans une boite de pétri (a) EC et (b) SA.

.3.1.B. Milieux de culture :

Le milieu Mueller-Hinton est le milieu par excellence pour I'étude de la sensibilité des
bactéries aérobies et anaérobies facultatives vis a vis des agents antimicrobiens. En plus, il est
recommandé par le Comité de I’ Antibiogramme de la société Francaise de Microbiologie
(Denis et al., 2007) et il est utilisé pour tester la sensibilité de nos souches bactériennes a la
gentamicine et au PEG-3400. Ces deux produits ont éé procurés du laboratoire de la
Microbiologie de notre université.

Il est a noter que la composition pour le bouillon Mueller-Hinton est la méme que celui en
gélose, mais ce dernier contient I’agar en plus dans sa composition (voir figure n°2). Le
bouillon a été utilisé lors des expériences de la CMI en tube par |a technique de dilution en
série pour le PEG et dilution en dixiéme pour |I’AB, par contre le MH en gélose est utilisé
dans les tests de diffusion en milieu solide et pour détermination de la CMB.
[.3.1.C.Préparation du bouillon MH :

Pour la préparation du MH en bouillon, on dissout 4.2 g dans200ml d'EDS, on agite al’aide
d un agitateur et on stérilise le produit final dans I’autoclave a une température de 121 °C,
sous une pression de 1 bar pendant 15 minutes. Enfin, le MH en bouillon est conservé dans le
réfrigérateur a une température ambiante. 4°C

[.3.1.D.Stérilisation de MH gélosé:

,,,,,

de 121°C, sous une pression de 1 bar pendant 15 minutes. Apres refroidissement du milieu, a



Chapitre I Matériel et Méthodes

environ 45°C ; ce milieu va étre le support de nos expérience en milieu solide, notamment
pour la détermination de la CMB.
La composition du milieu MH utilisé (bouillon et gélose) est décrite dans I’ annexe n°02.

& mlliéﬁ MH bouillon l
Figuren® 02 : Milieu de culture Muller Hinton (a) en gélose et (b) en bouillon.

1.3.2. Préparation dela solution PEG 400 :

Afin de tester I’ activité antibactérienne du PEG-3400, une solution mere a été préparée en
dissociant 20 g de la poudre du PEG 3400 dans un volume de 10 ml EDS, soit une
concentration de 2g/ml, puis agité al’ aide d’' un agitateur jusqu’al’ homogénéisation

La concentration pondérale Cp en (g/ml) du PEG-3400 est obtenue par I’ équation (1.1) :
__ mPEG(g)
p= V(EDS) (ml) (1.1)
Tel que:
m PEG : est lamasse du PEG-3400 en (g)

V(EDS) : est le volume d' eau distill € stérilise.
[.3.3. Produits et appareillage:
Nous avons utilisé deux produits de base pour lalutte bactérienne, a savoir le PEG-3400 et un

antibiotique qui est la gentamicine comme le montre la figure n°03.
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Figure n® 03 PEG-3400 et gentamicine 80mg/2imil.
Dans cette partie on va détailler un peu plus sur ces deux substances :
e Polyéthylene glycol (PEG-3400) : Le polyéthyléne glycol qui est un polymére semi-
cristallin, biocompatible a caractére hydrophile qui peut étre synthétisé par polymérisation
anionique, cationique ou par ouverture de cycle d’un monomeére d’ éthyléne glycol. Les poids
moléculaires obtenus varient généralement entre 200 g.mol™ et 2000000 g.mol™. Notre
polymere PEG-3400 d une pureté de 99.99% a été acheté chez Sigma Aldrich, sa structure
chimique de son unité de répétition est schématisée sur lafigure n°04.

H = o
i
Figuren°04 : Structure chimique du polyéthylene glycol 3400.

e Un antibiotique Gentamicine 80mg/20ml, il est connu sous le nom commerciae
gentamicine, c¢’est un antibiotique de la famille des aminosides (Amin-glycosides). Il est
connu par large spectre d'action, son efficacité et son colt relativement faible font de cet
antibiotique un des agents de choix dans le traitement de divers types dinfections
bactériennes (Siegenthaler et a., 1986)La structure chimique de sa molécule est représentée

sur lafigure n°05.
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Chapitre I
OH
HaC
NH
HaC O
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Figuren©05 : Structure chimique de la Gentamicine.

Les matériels nécessaires qui ont été utilisés pendant cette étude, ainsi que les différents

appareillages et les milieux de cultures sont indiqués dans le tableau n°® 01.

Tableau n°01 : Appareillage et produits utilisés lors de cette étude.

Appareillage Produits Autres

*Vortex «TECHNO KARTELL» - * | * Eau distillée stérile * Bec Bunsen

Incubateur k<MEMMERT 854 *PEG-3400 * Boites de Pétri
SCHWABACH WGERMANY » - *Muller Hinton en gélose | * Ance de platine

* Autoclave «\WOLF * Muller Hinton en * Tubes a essais stérilisés

WESKZEUGVORRICHLUNGSUN
.7340 GEISLINGEN »

* Spectrometre FTIR

* Spectrométre Raman

* Agitateur K KAMAG»

bouillon

* Antibiotique

* Flacons

* Béchers

* Pissettes

* Ecouvillon

* Portoir de tube aessais
* Micropipettes (5-50uL).
* Micropipettes (50-
200uL).
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| .4- Méthodes:

|.4.1.Caractérisation par spectroscopieinfrarouge et Raman du PEG-3400 :
La spectroscopie Raman permet d analyser la composition chimique d' un échantillon
par |’étude de la diffusion inélastique de la lumiere monochromatique (généralement une
source laser qui va exciter |’ échantillon) (Barbillat et al., 1999) & (Schaechter; et al., 1999)
L’interaction entre la source laser et |’ échantillon va provoquer gu’ une fraction des photons
est diffusée sans variation d’ énergie (diffusion Rayleigh), et une autre est diffusée avec un
décalage d énergie appelé effet Raman. Ce décalage de fréquence est congtitué d une partie
dite Stokes (décalage vers une fréguence plus faible) et une dite anti-Stokes (décalage vers
une fréguence plus élevée). La différence entre I’ énergie vibrationnelle du rayon incident et
celle de I'échantillon est détectée par spectroscopie Raman (Wel et al., 2014)Le spectre
obtenu est composé de différentes bandes associées aux différents modes vibrations
spécifiques aux liaisons chimiques du composé considéré. Dans notre cas, nous avons utilisé
un Spectrometre Raman de type HR800 HORIBA (Jobin Yvon Microspectrometer) mené
d’une source laser Ar/Kr opérant a 532 nm pour caractériser notre PEG-3400.
Concernant maintenant la spectroscopie infrarouge, qui est une technique complémentaire du
Raman, un rayonnement incident dans le domaine de I'infrarouge modifiant |’énergie
vibrationnelle et I'énergie rotationnelle de la molécule qui compose notre échantillon,
induisant une variation du moment dipolaire éectrique de cette molécule. Alors que la
diffusion Raman permet une forte absorption des liaisons carbonées, |’ absorption infrarouge
met en lumiere les liaisons polaires ayant un fort moment dipolaire, c'est le cas des
groupements fonctionnels C-H, O-H, N-H, C-O..etc. (Jourdain, 2016). Les spectres
infrarouge représentent les bandes fondamentales de ces liaisons chimiques ainsi que leurs
différents modes de vibrations (v, élongation; o6, déformation, y pour le mode de
balancement). Afin de caractériser la composition chimique du PEG-3400 nous avons utilise

un spectrométre infrarouge de type Perkin-Elmer, L’analyse a été faite sur une plage de

longueur d’ ondes allant de 4004000 em™
|.4.2- Protocole expérimental:
Les différentes étapes nécessaires pour la détermination delaCMI et laCMB en alant

de la préparation des solutions antibactériennes (gentamicine et PEG3400) jusgu'a la

détermination des CMI et CMB, ont été réalisées au niveau du laboratoire de microbiologie a
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la faculté des Sciences de la nature et de la vie, Université Ibn-Khaldoun Tiaret, selon le

protocol e expérimental de lafigure n°6.
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Figure n®06 : Schéma du protocole expérimental adopté lors de cette étude.
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|.4.2.Description du protocole:

1.4.2.1:Détermination in-vitro del’ activité antibactérienne d’ antibiotique sur les
souches bactériennes

[.4.2.1.1:Détermination la CMI pour les deux souches bactérienne

On a préparé le test de dilution antibiotique pour voir |'effet de ce dernier sur les deux
souches bactériennes (E.C et SA).
1.4.2.1.A. Préparation des dilutionsdu I’ antibiotique :

Afin d examiner I’ effet de I’ AB atester, en milieu MH sur nos souches bactériennes en milieu
liquide, une premiére série consiste a faire des dilutions en série de I'inoculum, alant de la
dilution 10" jusqu'a la dilution 10 sont réaisées sur notre AB Gentamicine de
concentration initiale 80mg/2ml. Cette opération consiste a préparer 10 tubes a essais
numeroté on ordre croissant, remplie initialement par 9 ml EDS a I’ aide d' une pipette de 1ml
on préleve 1ml de I’ABG et en I'introduisant dans 9ml EDS du premier tube a essai pour la
dilution 10™ de (ABG+ EDS), ensuite 1ml du premier tube sera introduit dans le second tube
a essai afin de réaliser la dilution 10, Cette opération est répété jusqu’a atteindre la dilution
10™%°. On note que le volume (1ml) extrait du dernier tube de la dilution est omis.

Et pour 2éme série ont va verser 2ml de MH qui était préparée paravent dans la section
(1.3.1.D) dans 10 tubes a numeroté en ordre puis goutée 0.2 ml de la solution
bactérienne dans tous les tubes.

La derriére chose c'est I’ gjout de 1ml de chaque dilution d' antibiotique série 01 dans chague
tube de série 02 numeéroté en ordre croissant et mises en incubation al’ é&uve alatempérature
de 37°C pendant 24h.

L’ expérience serefait pour chague souche bactérienne EC et SA

> A partir de ces expériences on peut déterminer la CMI.

La Concentration Minimale Inhibitrice (CM1), est définie comme la plus petite concentration
d’ une substance antimicrobienne en (mg/l), testée sur la souche bactérienne étudiée, capable
d'inhiber in-vitro la croissance visible d’un inoculum bactérien de taille standardisée. Elle
permet cependant d’ évaluer la sensibilité des souches bactériennes aux agents antibactériens
et antibiotiques.

|.4.2.2: Détermination la CMB pour les deux souches bactérienne :

Il est également possible a partir de la méme méthode défini auparavant de déterminer la

concentration minimale bactéricide (CMB) qui est définit par 1a plus petite concentration d’ un
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agent antibactérien ou un antibiotique permettant de tuer le pathogéne (National Committee
for Clinical Laboratory Standards, & Barry, 1999). Cependant, les tubes a essais dans
lesquels aucune croissance n'est visible a I’ ceil nu sont ensemencés sur le milieu de culture
MH gélosé afin de déterminer quelle est la concentration de notre agent antibactérien ou de
I’antibiotique qui a permis de tuer 99.9% des bactéries. Il est a noter, que notre agent
antibactérien ou antibiotique seront estimeé bactéricide si leurs CMB obtenus est inférieure a4
fois sa CMI, par contreils seront considéré comme bactériostatiques dans le cas contraire.

Pour cela, et apres la détermination de la CMI en deuxieme jour de I’ expérience, les contenus
des tubes a essais, ne présentant pas de trouble visible & I’ ceil nu sont ensemencés dans des
boites de pétris de facon identique et incubées dans I'étuve a 37°C pendant 24 h. Cette
expérience est réalisée pour chaque souche bactérienne. La CMB se lit au troisiéme jour de
I” expérience, par comparaison du nombre de survivants des germes bactériens de ou de la

boite de pétri a celle de la boite témoin.

| .4.3.Détermination in-vitro de I’activité antibactérienne du PEG 3400 sur

les souches bactériennes :
[.4.3.1.Estimation préliminaire du PEG par méthode de diffusion ou milieux solide:
> Préparation des disques: utilisation de papier filtre pour former des disques qui ont
été stérilisées dans autoclave puis incorporé dans le bouillant de culture qui contient
notre PEG dissoudre dans EDS (on melangel.7 mg PEG + 1ml EDS puis on agite a
I’aide d’'un vortex)
» Coulé les boite pétri : aprés refroidissement de MH gélosé, a l’aide d’ un écouvillon
on goute 0.2 ml dala solution bactérien puis on étale en lamelle
> Déposée les disques dans le centre géométrique des boites pétri a I'aide de pince
stérilise, incubation a 37°C pendant 24h (cette technique appel€ I’ aromatogramme).
1.4.3.2. Préparation des dilutions du PEG 3400 :
D’abord on a versées 2ml de MH déa préparée dans 15 tube aessai, al’aide d’ une pipette de
5ml on préléve 2ml de solution mere du PEG-3400 préparé auparavant une série de la double
dilution successives (Two-fold seria dilutions) a été effectuée selon une progression
géomeétrique de raison ¥z de fagon a obtenir les dilutions suivantes. 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,
1/64, 1/128, 1/256, 1/512 et 1/1024. Sauf que le tube (+) contient pas de PEG3400. (Oussou
et al., 2004) ; La gamme de concentrations finales atteintes du PEG-3400 dans les tubes va de
0,002 g/ml a2g/ml, Il est anoter, que le volume 2ml restant du dernier tube N°15 sera jeté.
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Ensuite des volumes de 0.2 ml de la solution bactérienne serons gjoutés dans chague tube
numeéroté en ordre croissant sauf le tube (-) contient pas les bactéries et mises en incubation
al’ étuve alatempérature de 37 °C pendant 24h.

* L’ expérience est répétée pour chague souche bactérienne EC et SA.

Apres ces étapes et les résultats obtenus, on a pensées de faire |'effet synergique entre
I” antibiotique et PEG3400 pour obtenir un meilleur résultat.

| .5.Déermination in-vitro effet synergique du PEG/AB sur les souches

bactériennes:

[.5.1.Déermination in-vitro la CMI de PEG/AB pour les souches bactérienne en milieu
liquide:

Les résultats obtenus dans la premiére phase de notre travail, nous ont encouragés d’ examiner
I’effet combiné du PEG-3400/ABG sur nos souches bactériennes. Afin de déterminer |’ effet
de I’association PEG-3400/ABG, des solutions de différentes fractions molaires de ABG et
PEG sont préparées a partir de la connaissance de la CMB de I’AB sur chague souches
bactériennes (tableau n°02 : différentes fractions PEG/AB).

Les masses du PEG-3400 ainsi que les volumes ABG correspondants a chaque fraction
molaire obtenus sur la base de laCMB de I’ABG déga trouvée sont calculés a I’aide d' un
raisonnement chimique qui a aboutis aux équations finales (1.7) et (1.8) :

Pour les deux souche (E.C et SA), On atrouvé quelaCMB = 0,4 mg/ml.

Ona:

Mmap+MpEG
|4

= 0,4' mg/ml = Myp + Mppg = 0,4 XV (IZ)
Tel que myp C est lamasse de |’ antibiotique (Gentamicine dans notre cas) en mg
mpg. C est lamasse du PEG en mg

V. C'est le volume de la solution finale soit de 2ml.

Maintenant par définition de lafraction molaire :

nAB

Fyp = ———
NAB+tNPEG

= Nyp = F4p(Map + Npge) (1.3)
Tel que:

F,p : estlafraction molaire de ABG.

nyp - lenombre de molesde |’ ABG (en mole).

npgc - €st le nobre de moles du PEG-3400 (en mole).

nap—FapXn 1
Npgeg = % = Nyp (@ -1 (1.4)
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Maintenant on passant des nombres de moles vers les masses :

m m 1 M 1
—PEG = —4B (_ - 1) = mpEG = mAB X PEG (_ —_ 1) (|5)
MpEg Map \Fygp Map \Fap

Ou M, est lamasse molaire du gentamicine (soit 477,596 g/mol).
Mpg: est lamasse molaire du PEG (soit 3400 g/mol)

Pour ne pas allourdir nos éguations, on definit W = % (L — 1) tel que;

AB \Fap
Cequi revient adire mpg; = myp X W et revenant maintenant a I’ équation (1.2) :

0,8

Mup = 7w (1.6)
o _ 08
Donc en fin: { AB T 14w (1.7)
Mpgg = 0,8 - mAB

Puisque nous disposons d'un antibiotique sous forme liquide, Calculons le volume Vg

correspondant alamasse myg:

m m
Cp = —AB - VAB = AB (|8)
AB VaB CpAB

Tel queV,; : est levolume del’ ABG qu'il faudrale prélever pour chaque fraction molaire en

(ml).
Cp,p - St la concentration pondérale del’ ABG qui est de 40mg/ml.

L’ activité antibactérienne du conjugué (PEG-3400/ABG) sur chaque souche bactérienne a été
évaluée quantitativement par détermination des concentrations (CMB) pour les dilutions
ABG. Le conjugué antibactérien aux différentes fractions molaires & savoir 100/0, 80/20,
60/40, 40/60 et 20/80 est introduit dans le milieu de culture MH. Le tableau n°02 résume les
valeurs de masses et de volumes utilisés pour |a préparation des différentes solutions.

Tableau n° 02 : Différent fraction molaires du (PEG-3400/AB).

Proportionsen % (AB/PEG- | 4 80/20 | 60/40 | 40/60 | 20/80
3400)
FAB 1,000 0,800 | 0600 | 0400 | 0,200
mPEG-3400(mg) 0,000 5122 | 6608 | 7315 | 7,729
VAB (ul) 200 7 35 17 7

On remplit 2ml de MH qui a été préparé auparavant, dans tous notre tubes numéroté 1 jusqu’ a

5 puis on goute le mélange PEG / ABG avec différentes fraction molaires en respectant les

proportions éablie dans | e tableau n°02.
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Aprés on goute 0.2 ml de la solution bactérienne dans chaque tube numéroté en ordre
croissant. Les différentes tubes ont été misent en incubation des tubes a I’ étuve pendant 24h a
latempérature de 37°C.

|.5.2.Dé&ermination in-vitro la CMB de PEG/AB pour les souches bactérienne

On a coulé les boites de pétri de 90 mm de diamétre par notre MH avec leur couvercles qui
sont déposés horizontalement pour faciliter le refroidissent et la solidification ; et al’aide d’un
écouvillon, prélevé une quantité de chaque solution des tubes en ordre ; puis étalés dans les
boites, et mises en incubation al’ étuve alatempérature de 37 °C pendant 24 h.

L’ expérience est répétée pour chague souche bactérienne tant qu’ on ale méme CMB pour EC

et SA avec les mémes fractions molaires
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I1.1.Caractérisation spectroscopique du PEG-3400 :

II.1.1.Caractérisation infrarouge et Raman :

Le spectre infrarouge (FTIR) du PEG-3400 est obtenu dans la région spectrale entre 500-
4000 cmest représenté sur la Figure n°06. L’ attribution des bandes d’ absorption en termes de
modes de vibration est basée sur des études de lalittérature (Paun et al., 2010)

Les différents pics caractéristiques aux modes vibrations, récapitulés dans le tableau 03, sont
attribués aux groupements fonctionnels du PEG. D’ apres notre analyse spectrale on remarque
la présence de tous les groupements fonctionnels (CH,, OH, COC, CCO et COH) qui sont
caractéristique de la chaine moléculaire du PEG mentionné dans lafigure n°04.

1,0 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
—— FTIR du PEG-3400

| Centre de pics d'absorptions ||

8 i

g AR A1

E 00§ _é’
)
g
~

g
0,0 g =
T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'onde (cm™)

Figure n°07 : Caractérisation par spectroscopie infrarouge (FTIR) du PEG-3400.

Lafigure n°08 illustre le spectre Raman de la poudre PEG-3400 enregistré dans la zone
spectrale alant de 450-3500 cm™, On remarque que spectre obtenu montre la présence des
pics specifiques relatifs aux groupements fonctionnels de la chaine polymérique PEG. On
affirme aussi que presque lamgorité des fréquences observées en FTIR sont aussi observées
en Raman et ils sont attribués aux différents groupements chimiques de la chaine du polymere
(voir Tableau n°03). On remarque I’ absence de certaines fréquences en Raman, ceci est d
principalement ala sensibilité de |’ appareil utilisé pour les faibles intensités de vibrations.
Tous ces résultats confirment bien la pureté de notre polymeére.
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Figuren®08 : Caractérisation par spectroscopie Raman du PEG-3400.

Les positions et attributions des bandes infrarouges et Raman du PEG sont données dans le
Tableau n°03
Tableau n°03 : Attribution des bandes d’ absorption infrarouges du spectre du PEG-3400.

Nombre d’ ondes (cm™) Nombre d’ondes Attributions
(IR) (cm™) (Raman)
3361 3091.4-3022.0 v (O-H)s
2880 2882.1 v (CHp)ahors plan
1967 - 1+ (CHp)s + vs (C-0-C)
1963 - ¥r (CH2)s + vs (C-O-C)
1643 - 5 (CHz)a
1456 1460.8 § (CHz)a+ & (CHy)s
1403 1417.4 vw (CH2)a
1352 1371.1 vw (CH2)s
1324 - 1w (CHz)a




1301 - 5(C-OH)

1298 1294.9 1t (CHp)a+ yt (CHo)s
1249 1234.1 1 (CH2a

1112 1130.99 v (C-0-C)a

1109 1101.1 v (C-O-C)a

950 992.1 v (CHp)a+ va(C-0-C)
885 871.6 v(C-C-0)

836 820.5 v (CHpa

558 567.0 v (CHpa

527 551.6 5 (CHo)a

e v pour le mode d' éongation (stretching).
e pour le mode déformation (bending).
e v, pour le mode baancement (rocking).
e yw pour le mode agitation (wagging).
e y¢pour le modetorsion (twisting).
N.B : Le signe (s) représente une vibration symétrique par contre le signe (a) représente une
vibration asymétrique.
|1.2.Détermination in vitro dela CM1 del’antibiotique sur les souches

bactériennes:

[1.2.1: Pour soucheE .C:

Apres 24h d'incubation, et comme le montre la figure n°09, on a observé que les tubes
numérotés de 1 et jusqu’a 4 sont visuellement claire, par contre les tubes numérotés de 5 et
jusqu’a 10 présente une turbidité due a la croissance de la bactérie E.C. Cependant, Pour les
tubes claires signifie que il 'y a une inhibition de la croissance de la bactérie E.C qui se
traduit par un effet bactériostatique. Apres I’ évaluation de ces résultats, on peut dire que la
CMI de notre AB vis-avis E.C est situé au tube qui porte la dilution 10 (soit une
concentration de (4pg/ml). On rappelle qu’il n’y a pas un effet d’inhibition pour des

concentrations inférieuresalaCM|.




Figuren® 09 : Détermination delaCMI del’ AB visavisE.C.

[1.2.3. Pour souche SA :
En ce qui concerne la deuxieme souche (SA) présenté dans la Figure n°10, Aprés 24h

d’incubation, on observe la présence de tubes claires portant les numéros de 1 et jusgu’'a 8,

tandis que les tubes numéroté 9 et 10 sont troubles ce qui signifie qu'il y’a eu une croissance

bactériennes dans ces deux tubes.

Figuren®10: Déermination delaCMI del’ AB vis avis staphylococcus aureus.



Les tubes clairs signifient qu’une inhibition importante d’ AB sur SA comparativement a son
effet sur EC. En revanche, lestubes trouble notamment le 9™ et 10°™ tube ce qui signifieil
y' a une croissance bactérienne. Sur la base de notre observation, la CMI est celle du tube
correspondant aladilution 10 soit la concentration de (0.0004pg/ml).

[1.2.4 : Discussion

Les tubes clairs de EC et SA a cause de I'effet bactéricides d’aminosides qui sont des
antibiotiques bactéricides « gentamicines » d action rapide qui inhibent la synthése protéque
des bactéries.

La premiére éape du mode d’ action consiste en la pénétration intracellulaire viala membrane
externe des bactéries a Gram negatif e¢ Gram positif. Ce passage intracellulaire est un
transport actif dépendant d’ un gradient é ectrochimique nécessitant de I’ oxygéne.

La seconde étape du mode d’ action est I’inhibition de la synthése protéique par laquelle la
gentamycine se fixe principalement sur la sous-unité 30s du ribosome. Cette fixation est a
I’ origine de nombreuses erreurs dans les proténes synthétisées dont |’ accumulation entraine
une désorganisation et une altération de la membrane cytoplasmique qui provoquent la mort
de la bactérie hote.

|1.4. Détermination dela CMB pour les deux souches bactérienne:

1.4.1: Pour EC:

La figure n°11 montre la croissance sur support solide aprés incubation de 24h du tube
correspondant & la dilution 10 (soit d’ une concentration de 0,4mg/ml). On observe que la
croissance bactérienne dans la boite de pétri nous informe que notre AB a un effet
bactériostatique sur la bactérie plus que effet bactéricide car la fixation irréversible sur le
ribosome est responsable de |’ effet post-antibiotique prolongé qui se définit comme étant la

poursuite de I’ action de I" antibiotique malgré la faible quantité restante dans I’ organisme.
s

. A

Figuren©1l : Déermination laCMB del’ AB visavis EC.



[1.4.2: Pour SA:

Pour la deuxiéme souche SA (voir figure n°12), On remarque pratiquement e méme résultat
gue celui obtenu sur EC. La croissance bactérienne obtenu a partir du tube correspondant ala
dilution 107 (soit d'une concentration 0,4 mg/ml) montre que I’ABG & un effet important

d’inhibition mais un faible effet pour tuer toute la bactérie.

&

Figure n°12: Détermination laCMB del’ ABG visavis SA.
11.5. Détermination in vitro dela CMI du PEG sur les souches bactériennes :
[1.5.1. Estimation préliminairedel’ effet du PEG sur les souches bactériennes par la
méthode de diffusion:
Le test préliminaire dans un milieu solide nous a parmi d avoir une idée sur I’ efficacité du
PEG-3400 pour inhiber la croissance des deux souches étudiées. Apres 24h d'incubation,
Nous avons observé des petites zones d'inhibitions pour les deux bactéries E.C et SA qui
montre un effet mineur de PEG sur ces souches, et on & observer aussi que |’ effet d'inhibition

sur E.C est relativement meilleur que sur S.4. figure n°11.

Figure n°13 : Test préliminaire par la méthode de diffusion du PEG vis a vis la croissance

bactérienne, (a) E.C, (b) SA.



[1.5.2 Déermination in-vitro de I’ activité antibactérienne du PEG sur les souches
bactériennes:

11.5.3. Pour E.C/ SA

L’ évauation de I'effet du PEG-3400 en milieu liquide sur les deux souches bactériennes,
objet de notre étude, montre qu’ apres 24h d’incubation, tous les tubes présentent une turbidité
visibleal’ ceil nu pour nos deux souches, sauf pour tube n° 1 de la souche SA qui est clair car
I” agent osmotique a favorise la rétention d’ eau (diminution de I’ activité d’ eau) dans SA (voir
figure n°14/15). Ceci peut étre expliqué par l'incapacité de notre polymére d'inhiber les
souches bactériennes de facons efficace, ce qui confirme déa les résultats déa trouver sur
support solide. Dans ces circonstances, la détermination de la CMI et par conséquent la CMB
S avéreimpossible.

cmi tube 2

Figuren® 15 : Déermination dela CMI du PEG visavis EC.



L es résultats obtenus nous ont permis d avoir une idée sur |’ activité antibactérienne du PEG-
3400 sur les souches choisies, et de pensé a développer un protocole auxiliaire traitant I’ effet
synergique entre ce polymére et notre antibiotique (PEG /ABG).

[1.6. Evaluation del’ effet synergique du composé (AB/PEG-3400) :

11.6.1.. L'estimation de |’ effet antibactérien du conjugué (PEG-3400/ABG)

L’ estimation de I’ effet antibactérien du conjugué (PEG-3400/ABG) a différentes fractions
molaires a révélé qu'apres incubation de 24h, nous avons observé des tubes a essais
totalement clairs et ceci pour les deux souches étudiées. Ceci signifie I’existence d' un effet

bactériostatique totale des bactéries comme lamontre la figure n°16.

Figuren©16: Evauation del’ effet synergique (PEG/antibiotique) sur milieu liquide pour les
deux souches bactériennes, (a)SA, (b) EC.

11.6.2.: I’'examen en milieu solide des souches bactériennes sous |’ effet du conjugué (PEG-
3400/ABG)

Apres 24h d'incubation, |’examen en milieu solide des souches bactériennes sous |’ effet du
conjugué (PEG-3400/ABG) avec différentes fractions molaire, a révélé que tous les boites de
pétries sont claires (aucune croissance bactérienne et ceci a éé remarquée pour les deux
souches EC et SA comme I'indique les figures n°17 et n°18. Ces résultats sont tres
prometteuses et montre I'existence d'un effet bactéricide total pour les deux souches

bactériennes et pour les différentes proportions.



Figuren°17 : Evaluation de I’ effet synergique du conjugué (PEG/antibiotique) sur milieu
solide vis-a-vis EC.

Figuren°18: Evauation de I’ effet synergique du conjugué (PEG/antibiotique) sur milieu
solide vis-&-vis SA.

[1.7- Spectrophotométries:
Pour chague test en milieu liquides, tous les tubes & essais ont été soumis a I’ examen par le
spectrophotométre UV-vis pour une longueur d’ onde de 625nm, et ceci afin de déterminer la
DO de chaque tube et avoir une idée sur la charge bactérienne dans chaque milieu (voir la
figure n°19).
11.7.1- PEG-3400:
L’ évolution de la densité optique des tubes a essais de la solution du PEG-3400 en fonction de

leurs concentrations pour les deux souches E.C et SA est indiqué dans la figure n°19.



1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
b
204 | = DO(STAPHE) ° SN e i
~e  DO(e.COLI) A
1,5 B
—~ [ ) ® @ .
w . _
L o ® ®
o n
I<£ 1,01 \\\ ~ i
0 \ / \
5 | (I [ \ 1//-\-
o ® ‘ \\ f“"
0,51 -
0.0 ] o
1 T T T T 1 T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

CONCENTRATIONS( mg/ml)

Figure n°19: Evolution de la densité optique (absorbance) en fonction de la concentration des
deux souches E.C et SA soumises au (PEG 3400). (625nm)

[1.7.2 - Pour les dilutions d antibiotique :

L’ évolution de la densité optique des tubes a essais de la solution de I’ ABG en fonction de

leurs concentrations pour les deux souches E.C et SA est indiqué dans lafigure n°20.
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Figuren®20 : Evolution de la densité optique (absorbance) en fonction de la concentration

des deux souches E.C et SA soumises aux dilutions AB.



11.7.3 Pour I’ effet synergique PEG/ABG :
L’ évolution de la densité optique des tubes a essais des solutions du conjugué PEG-
3400/ABG en fonction de leurs fractions molaires pour les deux souches E.C et SA est

indiqué danslafigure n°21.
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Figure n°21: Evolution de la densité optique (absorbance) en fonction de la concentration des
deux souches E.C et SA soumises al’ effet des conjugués (PEG 3400/ABG).

La spectrophotométrie est utilisée pour quantifier le nombre des germes en suspension (E.C/
SA) présente dans chague solution. Lorsgue les germes sont dans une suspension traversée
par un faisceau lumineux monochromatique, la quantité de lumiere absorbée par la suspension
est proportionnelle a la concentration des germes. La relation entre absorbance et
concentration en germes est linéaire dans une gamme de concentrations couvrant environ un
ordre de grande En partant d'une suspension bactérienne de concentration connue (parlent de
la solution mere),

Une gamme de dilution est réalisée et |'absorbance de chaque suspension est mesurée avec un
spectrophotométre.

Donc ¢’ est une méthode quantitative de confirmation d’ effet du PEG et ABG sur nos germes

bactériens (E.C / SA) dans chaque expérience précédente.



CONCLUSION



Conclusion

A forte utilisation des antibiotiques dans le monde, I’ apparition de bactéries résistantes a
I"antibiotique est devenue un phénomeéne globa et préoccupant. Pour éviter le pire, la
communauté internationale, doivent trouver des composes alternatifs biodégradable comme
pour notre cas le PEG-3400.

Donc, ce travail s'inscrit dans le cadre du développement des alternatifs des antibiotiques,
pour cela on a utilisé un polymeére qui est le PEG-3400 dont nous I’ avons caractérisé par
spectroscopie infrarouge te Raman.

Les résultats de caractérisation spectroscopique ont montré gue notre produit est bien pur.
L’ évaluation de I’ activité antibactérienne de I’ antibiotique (gentamicine) et du polyéthyléne
glycol (PEG-3400), réalisé dans ce présent travail, a éé évaluée par la méthode de dilution en
bouillon (Broth dilution method). Cette technique a révélé une CMI de la gentamicine de
I’ordre de (4ug/ml) sur EC et (0.0004pug/ml) sur SA, ainsi une CMB de I’ ordre de (0.4mg/ml)
pour EC et SA.

L’ évaluation de I’ effet du PEG-3400 sur les deux souches étudiées arévélée qu'il y’'aun effet
d’inhibition tres minime, ce qui rend la détermination de la CMI et par conséquent la CMB
impossible.

L’ évaluation de I’ effet synergique (antibiotique/polymere) a différentes fractions molaires, a
savoir 100/0, 80/20, 60/40, 40/60, 20/80, et a une concentration celle de la CMB trouvée pour
la gentamicine (0,4mg/ml) a dévoilée que toutes les proportions ont inhibées totalement les
deux souches bactériennes, ce qui revient a dire, que nous avons diminué la présence de la
gentamicine de 80% pour la proportion (20/80). Ce résultat est trés innovant, et ouvre une
voie vers laréalisation des conjugués efficaces contre les différentes souches pathogeénes.

Il est a signaler que certains points non traités dans notre éude et qui mériteraient d’ étre
étudiés, on peut citer quelquesun :

% Tout d abord, il serait intéressant d’ utiliser plusieurs types de PEG, comme PEG-200,
PEG-400 et PEG-1000 pour voir I’ effet du poids moléculaire sur lutte bactérienne.

« 1l serait utile d éudier aussi les mécanismes d’ action du conjugué (ABG/PEG-3400)
pour comprendre mieux ce qui Se passe au hiveau microscopique dans la lutte
bactérienne.

% S'intéresser aux testsin-vivo du conjugué (ABG/PEG-3400) surtout celle de la

% Etudier |’ effet synergique entre notre polymere et d' autres types d’ antibiotiques.
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Annexes

AnnexeN° 1

Classification des différentes souches bactériennes testées Escherichia coli, Staphylpccocus

aureus

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Divison Proteobacteria

Espéce E.C

Régne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae

Division Firmicutes
Espéce  Staphylpccocus aureus

Régne Bacteria

Classe Bacilli
Ordre Beacillales
Famille Staphylococcaceae

22



Annexes

Annexen® 02

Composition gélose Mudller-Hinton (MH)

Hydrolysat acide de caséine (peptone) 1759
Extrait de viande 2,09
Amidon 159
Calcium 20425 mg
Magnésium 10a12,5mg
Agar 15049
pH=7,4+/-0,2

Eau distillée gspl

N.B : Pour le MH en bouillon ¢’ est laméme composition, juste il contient pas de |’ agar.



Annexes

Annexe N° 03

PEG 3400 :

H H
S o S

Formule PEG 3400

Catégories apparentées :

e mol wt average M, 3,400
e reaction suitability

reagent type: cross-linking reagent
reactivity: thiol reactive

e mp
58-65 °C

e Q-end
thiol

e oa-end
thiol

e polymer architecture

shape: linear
functionality: homobifunctional

e storagetemp.



Résumé:

L'accroissement rapide de I'apparition de résistances contre les antibiotiques utilisés dans le
traitement des infections bactériennes est une menace grave pour la santé publique. Ce
phénomene nuis a l'efficacité des traitements ce qui a pour effet d'aggraver les symptdmes et
d'augmenter les risques de mortalité liées a ces infections. Notre travail a pour objectif
d’ evaluer I’ effet antibactérien du polyéthylene glycol (PEG), qui est une macromolécule issue
de la polymérisation d'unités d'oxyde d'éthyléne. Aprés une caractérisation du polymere par
spectroscopie infrarouge et Raman; son activité antibactérienne a été testée sur deux souches
bactériennes une de Gram positif (Staphylococus aureus) et Gram négatif (Escherichia cali).
Différentes concentrations du PEG ont été préparées (de 0,002 g/ml a2 g/ml) pour déterminer
la CMI et CMB. Un antibiotique a été utilisé comme témoin positif et aussi il a été associé
avec le PEG dfin d'investiguer leur effet synergétique. Les résultats ont montré que la quasi-
totalité des modes de vibrations prédit théoriquement sont présents dans les deux spectres
(expérimentale et calculé). Lalecture des cultures arévél é des petites zones d’ inhibitions pour
les deux bactéries E.C et SA indiquant un effet non remarquable de PEG sur ces souches. Par
contre, I effet synergétique de la combinaison a montré un pouvoir bactéricide total sur les

deux souches et pour les différentes proportions testées.

Mots clés: Polyéthylene glycol, effet antibactérien, effet synergétique, Escherichia coli,

Saphylococus aureus
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Abstract

The rapid increase in the emergence of resistance to antibiotics used in the treatment of
bacterial infections is a serious threat to public heath. This phenomenon is detrimental to the
effectiveness of treatments, which has the effect of worsening the symptoms and increasing
the risk of mortality associated with these infections. Our work aims to assess the antibacterial
effect of polyethylene glycol (PEG), which is a macromolecule produced by the
polymerization of ethylene oxide units. After characterization of the polymer by infrared
spectroscopy and Raman; its antibacterial activity was tested on two bacterial strains, one of
Gram positive (Staphylococus aureus) and Gram negative (Escherichia coli). Different
concentrations of PEG were prepared (from 0.002 g/ ml to 2 g / ml) to determine MIC and
CMB. An antibiotic was used as a positive control and also it was combined with PEG to
investigate their synergistic effect. The results showed that amost al of the theoreticaly
predicted vibration modes are present in both spectra (experimental and calculated). Reading
the cultures revealed small areas of inhibition for both E. coli and S.A bacteria indicating an
unremarkable effect of PEG on these strains. On the other hand, the synergistic effect of the
combination showed a total bactericidal power on the two strains and for the different
proportions tested.

Key words. Polyethylene glycol, antibacterial effect, synergistic effect, Escherichia coli,
Staphylococus aureus



