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Introduction

Les champignons pathogeénes sont responsables d’infections généralisées et représentent
actuellement une Véritable menace de santé mondiale, avec deux millions de cas déclarées
potentiellement mortels chaque année (Petosa et al., 2018). Bien qu’on dispose aujourd’hui
de médicaments antifongiques, les mycoses systémiques restent tres difficiles a contrdler en
raison du nombre limité de principes réellement efficaces, de leur toxicité et du leur colt trés

¢levé associé a 'émergence des souches résistantes (Prescott et al., 2013 ; Rex et al., 1995).

Les plantes cultivées constituent une autre cible des champignons pathogenes, lls sont a
lorigne de pertes de rendement, une dévalorisation de la qualit¢ des récoltes et sont
susceptibles de générer des toxines. La FAO estime qu’entre 20 et 40% de la production
agricole mondiale est détruite chaque annee par les parasites, I'équivalent de220 milliards de
dollars par an. L’emploie de produits chimiques forme a I’heure présente la technique la plus
utilisée pour combattre les moisissures nuisibles (Magan et Olsen, 2004). D’autre part,
I'utilisation inconsidéré et excessif de ces produits a aboutis a la contamination de Ia
biosphére et de la chaine alimentaire, une éradication des especes non cibles telles que la

faune auxiliaire et I'apparition des microorganismes résistants (Khelil, 1977).

Face a ces différents obstacles d’ordre financier, résistance et toxicité que présente
I'emploi des antifongiques actuellement disponibles, il est indispensable de rechercher de

nouvelles molécules a la fois efficaces, non toxiques et moins codteuses.

Le polyéthylene glycol est I'un des polyméres les plus couramment utilisés dans les
communautés biotechniques et biomédicales grace a ses caractéres hydrosolubles, non
toxiques et biodégradables. L'activit¢ antimicrobienne de cette molécule est I'une des
propriétés qui ont été insuffisamment étudiée. Cependant, un effet antibactérien a été signalé
dans quelques études (Larry, 2005, Hench, Julian R. Jones (eds.); Nalawade et al., 2015 ;
Carreira et al., 2007).

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travaill dont le but est d’étudier Ieffet
antifongique du polyéthylene glycol et d’explorer son spectre d’action sur différentes souches
fongiques pathogénes. Au meilleur de nos connaissances et recherche documentaire, aucune
¢tude a ce jour a mis laccent sur I’élaboration de nouvelles alternatives aux antifongiques

usuels a base du polyéthylene glycol.
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La premiere partie de notre travail est consacrée a la description de données
bibliographiques relatives aux champignons pathogénes «le Fusarium » et «le Candida » et
finalement au polymere étudié dans ce travail «le polyéthylene glycol». La seconde partie

est consacrée a I'étude expérimentale, elle est basée sur les étapes suivantes :

v’ Caractérisation par spectroscopie infrarouge (FTIR) du polyéthylene glycol.

v Identification morphologique, macroscopique et microscopique des souches utilisées.

v Evaluation in-vitro du potentiel antifongique du PEG.

La troisieme partie renferme la présentation, la comparaison et la discussion des
résultats obtenues.

Enfin, ce travail est cléturé par une conclusion générale et la mise en évidence des
perspectives de recherche.



Partie |

Etude bibliographique



Chapitre I Chanpignons pathogénes

I.1. Champignons phytopathogénes

Les champignons phytopathogénes sont des eucaryotes hétérotrophes susceptibles de
provoquer des maladies sur les plantes cultivées et des altérations sur les récoltes, réduisant
ainsi leur qualitt par la présence de mycotoxines, ce qui cause des pertes financieres
importantes. Le genre Fusarium figure parmi les champignons phytopathogenes les plus

fréquents (Regnault-Roger et al., 2005)
I.1.1. Description du genre Fusarium

Le Fusarium est un genre de moisissures appartenant a la division des ascomyceétes, il
tire son nom du latin «fusus» en raison de la forme en fuseau de ses spores, il comprend

environ 65 espéces (Smabhi, 2008).

Ce champignon possede une structure filamenteuse avec des cloisons transversales
disposées régulicrement a I'intérieure des hyphes a Pextrémit¢ desquels apparaissent par
reproduction asexuée les chlamydospores. Toutefois la production d’ascospores peut avoir

lieu par reproduction sexuée (Leclerc et al., 1983).

Il produit des métabolites secondaires mycotoxinogénes dangereuses pour 'Homme et
le bétail, ces fusariotoxines sont réparties en trois grandes familles : les trichothécenes (TCT),

la zéaralénone et ses dérivés (ZEN) et les fumonisines de type B (FB) (Gonzalez et al., 1999).
1.1.2. Pathogénicité du genre Fusarium

La fusariose désigne la maladie causée par Fusarium, un contaminant cosmopolite,
rencontré dans le sol, I'air et 'eau. Le parasite fréquent des céréales, fruits, riz, canne a sucre
et du coton (Guillaume, 2006).

Selon Blancard et al. (2003), le développement de cette maladie dans les plantes passe

généralement par les étapes suivantes :

v Sources de I’inoculum : Ce champignon est maintenu dans le sol grace aux
débris végétaux et a ses chlamydospores aux parois épaisses et résistantes. Son aptitude a la
vie saprophytique favorise sa colonisation et sa survie sur divers composés organiques.

v Pénétration, invasion : apres germination de ses chlamydospores, le Fusarium

pénetre dans les organes végétaux soit par lintermédiaire de blessures naturelles, soit via
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diverses altérations. Une fois dans la plante, il gagne les vaisseaux et les envahit de son
mycélium.

v Sporulation, dissémination : Le champignon produit des chlamydospores et
des microconidies dans les vaisseaux et sur les tissues colonisées. La dissémination peut
certainement avoir lieu par le matériel agricole souille, par la terre contaminée et par les
débris végétaux. Les poussieres de sol contenant les chlamydospores sont aisément

disséminées par les courants d’air ainsi que par les éclaboussures d’eau.

Figure n°1: Symptomes causés par Fusarium spp. a) Jaunissement et flétrissement des feuilles
basses. b) Brunissement des vaisseaux des parties basses de la tige. ¢) Systéme racinaire réduit et
pourri (Blancard, 2009).

1.1.3. Fongicides agricoles

Les fongicides forment une voie de lutte opérationnelle contre les maladies dominantes
des plantes cultivées, on note des fongicides de surfaces qui ont un effet préventif, et des
produits curatifs susceptibles de bloquer les champignons durant leur période d’incubation. La
dispersion des fongicides peut se faire d’une face du limbe foliaire a 1’autre (translaminaire),
dans le xyleme (apoplastique), dans le phloéme (symplastique) soit dans les deux
(ambimobile) (Regnault-Roger et al., 2005)

Les Fongicides assurent leur action par différents mécanismes, ils peuvent influencer les
processus respiratoires (les strobilurines), ou bien inhiber la biosynthese de stérols

(fénarimol), il on a aussi des fongicides anti-microtubules (carbendazime) (Leroux, 2003a).
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Le spectre d’action d’un fongicide correspond aux champignons phytopathogénes
susceptibles d’étre contrdlés, les especes peu ou pas sensibles sont naturellement résistantes,
tant que la résistance acquise impligue un changement génétiqgue chez une espéce sensible

entrainant une réduction d’activit¢é du fongicide (Leroux, 2003b).
1.2. Champignons pathogénes humains

Les champignons peuvent étre responsables des mycoses superficielles ou profondes
chez 'Homme le plus souvent opportunistes. On compte aujourd’hui plus de 400 especes
fongiques incriminées en pathologies humaines dont les levures du genre Candida sont les
plus fréquemment rencontrées, elles représentent pres de 83% de toutes les levures isolées
chez lHomme (ANOFEL, 2014 ; Koing, 1995).

1.2.1. Description du genre Candida

Le Candida est un champignon levurien pathogene aérobie, membre de la flore
normale du tractus digestif, de lappareil respiratoire, du vagin et de la bouche, qui peut

provoquer chez 'Homme et Panimal des maladies dénommées globalement candidoses.

(Larpent, 1990 ; Larpent, 1997 ; Prescot et al., 2003).

Sur le plan taxonomique, le genre Candida est classé parmi les Ascomycetes, il
comprend plus de 200 especes de levures non pigmentées, non capsulées donnant des colonies
blanches, crémeuses, lisses ou plus moins rugueuses, sur gélose Sabouraud apres 24-48h
d’incubation a 37°C (Krick et al.,2008; Bourouda, 2010; Koing, 1995; Agbo-Godeau et
Guedj, 2005; Anane et Khalfallah, 2006).

Sur le plan microscopique, ces levures présentent trois formes, La forme vegétative
(blastospore), la forme de pseudo mycélium (cellules allongée) et la forme d’un mycélium

vrai (champignon filamenteux) (Lagane, 2007).

Chez cette levure la reproduction est faite de facon asexuée par bourgeonnements
multilatéraux d’une cellule mere (Graser et al., 1996).

1.2.2. Pathogénicité du genre Candida

La candidose est une mycose due a des champignons dimorphes du genre Candida, on
incrimine plus de 20 especes de Candida capables d’infecter les humains, plus

particuliecrement C. albicans et C. glabrata. Contrairement aux autres champignons
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pathogenes, ces deux organismes représentent une partie du microbiote normal du corps. Chez
les individus sains, ils ne provoquent pas de maladies parce que leur déeveloppement est inhibé
par d’autres microbiotes et par les mécanismes de résistance de I’hote. Mais, si I'équilibre du
microbiote normal et de I'immunocompétence est perturbé, ces champignons peuvent se

multiplier rapidement et provoquer une candidose.

La plupart des infections affectent la peau ou les muqueuses ceci résulte du fait que ce
sont des aérobies stricts et que ces surfaces présentent des conditions de développement
adéquates. Ils atteignent généralement la peau lorsqu’elle est endommagée ou trés humide
(Willey et al., 2018).

Au niveau clinique, les candidoses sont classées en deux groupes, les candidoses
superficielles (qui sont a lorigine de Iésions cutanéomuqueuses inflammatoires) et les
candidoses profondes (ou systémiques définies par la présence d’un Candida dans le sang
détecté par une hémoculture positive) (ANOFEL, 2014).

Figure n° 2 : Candidose buccale (muguet) (ANOFEL, 2014)
1.2.3. Traitement conventionnelle

Les candidoses sont généralement traitées par des médicaments antifongiques, ces
composes sont regroupés en 4 classes principales (échinocandines, polyénes, azolés, 5-
fluorocytosine) qui agissent soit au niveau de la paroi fongique, soit sur la membrane
fongique ou soit au niveau de lacide nucléique exercant un effet toxique sur les mycétes
causant I'infection (Aoun, 2014 ; CNPM, 2019).

Le fluconazole est un antifongique hydrosoluble qui a été largement utilisé pour traiter
un large éventail d'infections a Candida, il appartient a la classe des azolés, le mécanisme

d'action de ces composés réside essentiellement dans linterférence avec la biosynthése de
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I'ergostérol, un composant majeur de la membrane fongique (I'équivalent du cholestérol dans
la cellule de mammifere), cette interférence provoque des anomalies de permeabilite

membranaire (Bryskier, 2005).
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I1.1. Présentation du polyéthyléne glycol

Le polyéthylene glycol (ou PEG), est un polymere synthétique largement utilisé gréce a
ses propriétés hydrosolubles et biocompatibles, il s’agit d’un polyéther neutre linéaire ou
ramifié avec de nombreux poids moléculaires (de quelques centaines jusqu’a 20 000g/mol),
fabriqué a partir de monoméres d’éthylene glycol (C,H40) (Larry, 2005, Hench, Julian R.

Jones (eds.) ; Harris, 1992).
o) H
H'{ w}o/
n

Figure n°3 : Représentation schématique de la structure du PEG (Aoun, 2014)
11.2. Propriétés du PEG

Les PEG possédent une variété de propriétés pertinentes, parmi ces propriétés (Harris,
1992 ; Kawai, 2005 ; Hermanson, 2008) :

e Soluble a la fois dans I'eau et dans de nombreux solvants organigues.
e Non toxique ; Approuvé par la FDA et bio éliminable par filtration rénale.
e Hémato compatible et faiblement immunogene.

e Non polluant et dégradable par plusieurs microorganismes.

Lorsque le PEG est attaché a d’autres molécules, il n’influence pas leur activité et

permet :
e D’améliorer leur solubilité.
e De réduire leur immunogeénicité et antigénicité.
e De protéger les peptides et les protéines de la dégradation protéolytique.

e De déplacer les molécules a travers les membranes cellulaires, en facilitant

I’endocytose.
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I1.3. Domaines d’application du PEG

Les PEG sont aujourd’hui utilisés dans de nombreux secteurs industriels, leurs
caractéeres physicochimiques et biologiques sont rapidement révélgs intéressants pour la
fabrication de produits alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques ou encore de textile, de
cuir, pour la préservation du bois, etc. (Nina Balés, 2014). Le tableau suivant présente les

principales applications des PEG :
Tableau n° 01 : Quelques applications industrielles du PEG

Domaine/Secteur  Applications utiles

Alimentaire Additif  alimentaire  (E1521/SIN1521) ;  Antimoussant, Support,
Emulsifiant, Agent d’enrobage, Epaississant (Codex Alimentarius,
adopté 1995, derniere révision 2019)

Médicale Conservation d’organes ; assurer la pression oncotique, effet

immunoprotecteur (Badet et al, 2006)

Biomédicale/ Précipitation des protéines, des virus et des acides nucléiques
Biotechnique (Zalipsky& Harris, 1997)
Pharmaceutique -Excipient pharmaceutique : Solubilité¢ améliorée du Principe Actif,

libération contrdlée, protection de la dégradation en milieu
biologique et longévité dans la circulation sanguine (Zalipsky &
Harris, 1997)
-Principe actif: laxatif osmotique (Macrogol) (Dumont, A. et al.,
2010)

Cosmeétique Gélifiant, Epaississant, Emulsifiant, Humectant, Facilite I’absorption
des composés du produit par la peau (Virginie Gerber, 2013)

I1.4. Intérét du PEG en microbiologie

Les PEG recoivent actuellement une attention particuliere dans le domaine de la

microbiologie, ils font I'objet de nombreuses études dont certaines ont prouvé que :

e Lec PEG empéche I'adhésion bactérienne ce qui permet son utilisation comme polymére de
revétement des implants afin de prévenir leur infection (Sarita, 2019).

e Le PEG est un agent bactéricide puissant qui peut étre utilisé en association avec les
antibiotiques pour réduire les concentrations administrées et limiter la prévalence de

I'antibiorésistance (Nalawade et al., 2015).
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e L’encapsulation des antifongiques par le PEG a permis d’amgliorer leur solubilité, de les
protéger de la dégradation enzymatique et phagocytaire, par conséquent, moins de
médicament sera nécessaire pour avoir la méme efficacite (Aoun, 2014).

e Le PEG est également utilise dans la transformation des protoplastes fongiques pour

I'obtention d’hybrides somatiques (Liu & Friesen, 2012).
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I11.1. Objectifs du travalil

L’objectif principal de cette étude consiste a estimer Tactivité antifongique du
polyéthylene glycol (PEG) a I'égard de souches fongiques pathogénes et déterminer la
concentration minimale inhibitrice  (CMI) et/ou de la concentration minimale fongicide
(CMF) des souches qui ont montré une certaine sensibilité. Pour répondre a cet objectif

genéral nous allons :

> Comparer Dactivité¢ antifongique in-vitro du PEG a celle d’un fongicide classique
(trifloxystrobine 50%) sur quatre souches fongiques phytopathogénes soient le F. oxysporum,
F. solani, F. redolens, F. equiseti et déterminer I'effet de I’association PEG-fongicide a

I’égard de ces souches.

> Comparer I'effet antifongique in-vitro du PEG a celui d’un médicament antifongique
de référence (fluconazole (FCA)) sur Candida sp. et étudier I'effet de I’association PEG-FCA

al’égard de cette souche.
I11.2. Lieu et période du travail

Ce travail est réalisé au niveau du laboratoire de la Microbiologie de la faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie a I'universit¢ Ibn Khaldoun, Tiaret. L’étude s’est étalée du
08/03/2020 jusqu’au 12/03/2020, et s’est arrétée a cause de la pandémie Covid-19.

111.3. Matériel
111.3.1 Matériel biologique

Les souches de Fusarium appartiennent a la mycotheque du Laboratoire de
Microbiologie Appliquée, Université Ahmed Ben Bella, Oran 1. Elles étaient utilisées pour
déterminer le potentiel antifongique du PEG sur les moisissures nuisibles et étudier leffet de
la combinaison PEG-Fongicide. Les informations sur lorigine de chaque souche sont

représentées dans le Tableau n° 02, leur observation et description dans le Tableau n° 03.

Une souche de Candida sp. d’origine clinique a ¢ét¢ obtenue auprés de laboratoire
d’analyses médicales de Dr. BOUZIANE (Tiaret), cette souche est issue d’un prélevement
vaginal, elle était utilisée comme souche cible pour évaluer Iactivité¢ antifongique du PEG et
¢tudier leffet de son association avec le FCA. Cette souche est entretenue par repiquages

successifs et conservée a +4°C (Figure n° 04).
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Nous avons choisi de travailler sur des souches de moisissures phytopathogenes et une

souche levurienne pathogéne humaine pour donner une idée sur le spectre d’activité

antifongique de notre produit.

Tableau n° 02 : Code, espece et numéro d’accession des souches utilisées.

Code Espéce GenBankAccession n°
WY2 Fusarium solani MG973089
WY6 Fusarium redolens MG973092
WY18 Fusarium oxysporum MG973096
WY19 Fusarium equiseti MG017437

Tableau n° 03 : Observations et description des caracteres macroscopiques des souches

utilisées.

Souches fusariennes

Aspect

Fusarium oxysporum

Un mycélium aérien
blanc, peu dense,
floconneux. Revers
incolore violet au

centre

Fusarium equiseti

moyenne, mycélium

aérien avec des amas

créme a brun jaunatre

Revers couleur péche

sombre.

Un thalle a croissance

floconneux de couleur

évoluant vers le brun
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Fusarium solani

Un mycélium aérien
plus ou moins diffus
ou dense et floconneux
avec un thalle blanc.

Revers brun.

Fusarium redolens

une decoloration pale,
a beige de la gélose
avec un mycélium
aerien relativement

plat, velu (brin).

Figure n° 4 : Photographie de la souche Candida sp. utilisée dans notre étude.

111.3.2. Milieux de culture

Deux milieux ont été utilisés durant cette étude ; le milieu PDA est utilisé pour la

culture et les tests antifongiques des souches de Fusarium ; et le milieu Sabouraud est utilisé

pour la souche de Candida (Annexe 1).

111.3.3. Produits et appareillage

e Polyéthylene glycol (PEG): afin de réaliser cette étude, deux poids moléculaires de
polyéthylene glycols (PEG3400 et PEG20000) de pureté 99.999% provenant de chez
Sigma-Aldrich ont été utilisés.

e Médicament antifongique : fluiconazole a 150mg, commercialisé en pharmacies.
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Fongicide : le fongicide utilisé est commercialisé sous le nom Flinttrifloxystrobine 50%.

(Annexe 2).

Figure n° 05 : Photographies des produits utilisées durant notre étude.

Les autres produits, les verreries ainsi que les appareils sont mentionné dans le tableau IV.

Tableau n°04 : Appareillage, verrerie et produits utilisées.

Appareillages Produits Autres
- Microscope optique «OPTIKA» - Bleu de méthylene - Bec Bunsen
- Vortex « TECHNO KARTELL» - Eau distillée stérile - Boites de Petri
- Incubateur <MEMMERT - Hypochlorite de - Ance de platine
854 SCHWABACH WGERMANY>» = sodium (Eau de javel) - Pince de platine
- Autoclave «WOLF - Eau physiologique - Pissettes
WESKZEUGVORRICHLUNGSUN - Portoir de tube a
7340 GEISLINGEN» essais
- Agitateur «IKAMAG» - Tubes a essali
- Bain marie <MEMMERT» - Flacons
- Balance magnétique -Béchers
«KERN 440-45N » - Eprouvettes
- Four Pasteur «<HERAEUS» - Pipette Pasteur
-Micropipette «kEASY+40 Labbox » - Ruban adhésif
- Balance de précision - Pied a coulisse

- Spectrométre FTIR
- Lame de Malassez
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111.4. Méthodes

111.4.1. Protocole expérimental

Polyéthylene glycol

l

Caracterisation du polymere
Infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

!

Préparation des solutions meres

}

Souches flongiques

3

Tests de
confirmation des
souches

-Macroscopique
-Microscopigue

Fongicide

PEG-Fongicide

N

PEG

v

Fluconazole PEG +Fluconazole Repiquage
Standardisation
De Candida sp

Détermination in vitro du potentiel antifongique du PEG

Iy

A 4

Fusariumspp

A 4

Meéthode de dilution en milieu solide

Fongicide

PEG

PEG+fongicide

Mesure du diamétre des zones de
croissance mycélienne

l

Calcul des taux d’mhibition

l

Etude statistique

|

Candida sp

Y

Meéthode de diffusion en milieu solide

!

Fluconazole

PEG

PEG +fluconazole

v

Détermination des zones d’mnhibition

v

Analyse quantitative

l

Meéthode de dilution en milieu solide

v

Détermination des CMI/CMF

A

Figure n°06 : Schéma du protocole expérimental
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111.4.2 Caractérisation par spectroscopie infrarouge FTIR du PEG 20000
e Principe
La spectroscopie par transmission infrarouge a transformée de Fourier (FTIR), est une
méthode traditionnellement utilisées pour les analyses qualitatives comme [lidentification des
polymeres. Cependant, la FTIR peut se révéler un outil quantitatif tres utile (Bergeron, Carl.,
2011).). Elle est considérée comme la meilleure méthode de spectroscopie infrarouge. Le
principe est d’exposer I'échantillon & une gamme de rayonnements électromagnétiques de IR
moyen. Lorsque le rayonnement IR passe a travers un échantillon, une partie du rayonnement
est absorbée par l'échantillon et une partie passe (est transmise). Le signal résultant au niveau
du détecteur est un spectre représentant une «empreinte digitale» moléculaire de
I'échantillon. L'utilité¢ de la spectroscopie infrarouge vient du fait que différentes structures
chimiques  (molécules) produisent différentes empreintes spectrales (Thermo Fisher
scientific, 2013).

ECHANTILLON
DETECTEUR

[y — IINTERFEROMETRE

GLOBAR
(source IR)

ORDINATEUR

Figure n°07 : Schéma de principe d’un spectrométre infrarouge a transformée de Fourier
(Essendoubi, 2007)

e Description du protocole
-Préparation de I’échantillon en pastille de KBr : échantillon du PEG en poudre est incorporé
a un support qui n'absorbe pas dans 'R moyen, ici le bromure de potassium (KBr) est utilisé.
Un mélange homogéne a environ 1% de poudre PEG/poudre KBr est préparé puis finement
broyé. Il est déposé dans un moule puis soumis a une tres forte pression dans une presse
hydraulique. 1l est ensuite extrait du moule sous la forme d'une pastille.
-Acquisition des spectres d'absorption FTIR: le porte-échantillon contenant la pastille
KBIr/PEG est placé dans le compartiment de mesure du spectrophotometre sur le trajet du

faisceau incident. Le signal enregistré par le détecteur prend en compte, non seulement
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l'absorption du rayonnement IR par le produit a étudier, mais aussi par lair présent dans le
compartiment de mesure et éventuellement par le KBr s'il n'est pas completement anhydre. Il
faut donc enregistrer un spectre de bruit de fond de lair (éventuellement d'une pastille de KBr
pure), qui sera ensuite soustrait du spectre obtenu avec la pastille contenant I'échantillon. Cela

permet de se débarrasser des absorptions parasites (Auclair Jean Jacques, 2019).

e Lecture
La transformée de Fourier convertit la sortie du détecteur en un spectre interprétable
avec des motifS qui fournissent des mformations structurelles. La lecture s’effectue par la
comparaison du spectre infrarouge de transmittance (FTIR) obtenu expérimentalement de

I’échantillon PEG-20000 avec le spectre théorique trouvé dans une banque de données.

111.4.3 Détermination in-vitro de Dactivité antifongique du PEG sur les souches
fusariennes
» Principe

Le test de l'infuence du PEG comparativement au fongicide, ainsi que celui de la
combinaison PEG-fongicide sur les souches de Fusarium spp. a été réalisé in-vitro par la
méthode de dilution en milieu solide. Cette technique consiste a incorporer le composé
antimicrobien aux différentes concentrations dans un milieu gélosé (PDA). L’activité
antifongique est révélée par la réduction des diamétres de la croissance mycélienne par
rapport au témoin sans aucune addition. Ces diamétres vont permettre le calcul du taux
d’inhibition (Ic%). La détermination du taux d’inhibition de la croissance mycélienne de
chaque souche fongique permet de définir, pour chaque substance a tester, la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale fongicide (CMF). Cette derniere
correspond a la plus petite concentration a partir de laquelle aucune croissance mycélienne
n’est observée dans les nouvelles boites de Pétri ou les explants ont ét¢ réensemencées

(Orsotet al., 2016 ; Karkachi, 2013).

111.4.3.1 Préparation des souches mycéliennes, confirmation de la pureté, repiguage
» Confirmation de la pureté des souches mycéliennes
Pour la confirmation de l'identit¢ de nos souches fongiques, qui sont déja identifi¢es et
référencées, une observation de laspect macroscopique des colonies sur milieux de culture et

une observation microscopique ont été réalisées.
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-Etude des caractéres macroscopigue

Les caractéres macroscopiques sont étudiés par préference sur un milieu PDA car les
milieux trop riches en sucre et en peptone entrainent des phénomenes de pléomorphisme, les
colonies peuvent perdre leur aspect caractéristique et ne pas sporuler (Guiraud, 1998). Les
caractéres culturaux ainsi etudiés sont :
-La vitesse de croissance ;
-La couleur des colonies et la variation des couleurs en fonction du temps ;
-La structure du thalle ;
-La couleur de I’envers des colonies, la couleur et changement de couleur du milieu ;
-La présence de gouttes de transpiration sur le mycélium aérien (exsudat) et les odeurs.

-Etude des caractéres microscopiques

L’observation microscopique s’effectue par la technique du drapeau (technique de
scotch). Cette technique consiste a adhérer a Tl'aide d'un bout de scotch une fraction
mycélienne a partir d’une culture jeune et de la coller sur une lame contenant quelques gouttes

de bleue de méthylene (Chabasse et al, 2002).

Dépét du ruban sur la lame /

= ]

!

Dép6t d'une 2éme goutte de bleu Dépot de la lamelle

Figure n° 08 : lllustration de la technique du drapeau (Scotch).
Les observations microscopiques sont effectuées aux grossissements x40, x100. Elles doivent
permettre de décrire :
-Hyphes cloisonnés ou non ;
-Mycélium diffus, épais, coloré, incolore ;
-Présence et type de spores sexuelles : oospore, zygospore, ascospores et basidiospores ;
-Présence de spores asexuees : type et apparence ;

-Agencement des conidiophores et sporangiophores.
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Remarque : Cette étape n’a pas été réalisée a cause de la pandémiec Covid-19, qui
nous a obligées de quitter le laboratoire et de se baser sur des observations microscopiques

des mémes souches appartenant a notre Co-promoteur le Dr. Yezli (Figure n°09)

(e)

Figure N° 09 : Observations microscopiques du mycélium et des différentes conidies
produites par les espéeces de Fusarium. (a) mycélium cloisonné, macroconidies et
microconidies ; (b) chlamydospores intercalaires en file ; (c) macroconidies a trois cloisons ;
(d) microconidiesbicellulaires ; (e) microconidies unicellulaires regroupées en fausse téte,
produites par une monophialide reposant sur un microconidiophore. M : macroconidie ; m:
microconidie ; cp : conidiophore ; ch : chlamydospore ; my : mycélium (Yezli, 2017).

» Repiquage
Un simple repiquage est réalisé sur milieu PDA en suivant la méthode de cylindres d’agar.
L’incubation est faite a 28°C pendant 15 jours.
111.4.3.2 Préparation des solutions meres

» Solution du PEG
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Afin de tester Pactivité antifongique du PEG, une solution mére a 5.10% ppm était préparée en
dissociant 750mg de la poudre du PEG 3400 g/mol dans 15 ml d’ecau distillée stérile, du
méme pour PEG 20 000 g/mol, a partir de ces solutions les prélevements seront réalisés pour
I'incorporation du PEG dans le milieu PDA.

» Solution du fongicide
Pour la préparation des témoins positifs, 750 mg du fongicide était dissoute dans 15ml d’eau
distillée stérile, afin d’obtenir une solution a 5.10*ppm.

» Solution PEG-Fongicide
Pour évaluer l'effet de T'association PEG-fongicide, Un volume de 2ml de la solution du
fongicide est mélangé avec 2ml de chacune des solutions du PEG (3400 et 20000), la
concentration finale du mélange est de 5.10*ppm.
111.4.3.3 Conditions expérimentales

Les milieux de culture PDA (Potato Dextrose Agar) ont été stérilisés a I'autoclave a
une tempeérature de 121 °C, sous une pression de 1 bar pendant 15 minutes. Apres
refroidissement du milieu, a environ 45 °C, des volumes de 20, 40, 80 et 160 pl des solutions
meres ont été incorporés au milieu PDA contenue dans des tubes de 20ml pour obtenir les
concentrations de 50, 100, 200 et 400 ppm. Les milieux PDA additionnés de différentes
solutions a tester ont été homogenéisés et verses dans des boites de Pétri de 90 mm de
diametre puis laissés solidifier.

A Taide d’une pipette pasteur stérile, des rondelles mycéliennes de 6 mm de diamétre
ont été prélevées de la marge des colonies et déposées au centre géométrique des boites de
Petri préalablement préparées, ces boites ont été ensuite scellees avec du film adhesif et mises
en incubation a I'étuve a la température de 28 °C, Un témoin sans fongicide a été réalisé dans
les mémes conditions de culture. Les essais ont été répétés trois fois pour chaque
concentration et pour chaque souche fongique.

La mesure de la croissance radiale moyenne du mycélium a été réalisée tous les trois
jours, jusqu’au recouvrement total de la surface du milieu de culture dans la boite de Pétri
témoin, soit quinze jours aprés la mise en culture. Les mesures de la croissance radiale du
mycélium ont été effectuées selon deux droites perpendiculaires tracées au bas de chaque
boite de Pétri et qui se coupent en un point au milieu du disque mycélien. L’effet des
fongicides sur la croissance du champignon a ¢t¢ déterminé a partir du taux d’mhibition (Ic)
de la croissance mycélienne calculé par la formule suivante (Equation I11.1) (Karkachi,
2013 ; Hmouni et al., 1996) :
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Ie (%) = 2229 % 100 (Equation 111.1)

D
Ic: taux d‘inhibition.
DO : diamétre de la croissance mycelienne dans les boites du témoin négatif (sans fongicide).

Dc : diamétre de la croissance du champignon a une concentration (c) du fongicide.

Figure N°10 : Méthode de mesure des zones de croissance mycélienne.

111.4.3.4. Etude statistique

A partir de I'équation de régression linéaire, entre les logarithmes décimaux des
concentrations des fongicides et les pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne,
transformés en valeurs, les concentrations réduisant 50 % (CI150) et 95% (CI95) de la

croissance mycélienne ont été déterminées. (Karkachi, 2013)

111.4.3.5 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la
concentration minimale fongicide (CMF)

La détermination du taux d’inhibition de la croissance mycélienne de chaque souche
fongique a permis de définir, pour chaque agent a tester, la concentration minimale inhibitrice
(CMI) et la concentration minimale fongicide (CMF). La CMI correspond & la concentration
qui donne 100% d’mhibition. Elle peut étre déterminée graphiquement a I'issue de I'étude
statistique dans le cas ou aucune concentration testée n’a donné un taux d’inhibition égale a
100%. La CMF correspond a la plus petite concentration a partir de laquelle aucune reprise
de croissance mycélienne n’est observée dans les nouvelles boites de Pétri ou les explants ont

été réensemencées apres avoir déterminé la CMI (Isidore et al., 2019)

111.4.4 Détermination in-vitro de I’activité antifongique du PEG sur la souche Candida sp
e Principe
Le pouvoir antifongique du PEG, du fluconazole (FCA) et de la combinaison PEG-

FCA a été déterminé qualitativement selon la méthode de diffusion par puits. Le principe est
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basé¢ sur la migration de I'agent antimicrobien par diffusion dans la gélose, la présence d’une
activit¢ hibitrice se manifeste par I'apparition d’une auréole claire autour des puits. La
lecture des résultats s’effectue par mesure des diamétres des zones d’inhibition. Cette
méthode permet d’avoir une idée prélimmaire sur la capacité d’une substance a mhiber la
croissance microbienne (Srifi et al., 2013 ; Abdallah et al., 2019 ; Khebichat, 2013)
111.4.4.1 Préparation de I’inoculum, identification, repiquage et standardisation
e I|dentification

Afin de confirmer I'identit¢ de notre souche ; une identification macroscopique basée
sur I'aspect de colonies et une identification microscopique a I’état fixée ont été réalisées.

L’examen macroscopique permet d’observer la taille, la forme, la couleur et Iaspect
des colonies. Les cultures sont réalisées sur milieu Sabouraud, les levures du genre Candida
poussent a 25-30°C voir 37°C apres 24-48h donnant des colonies blanches et crémeuses de 1-
3 mm de diametre. Suivant ’'espéce en question, leur texture peut étre pateuse, lisse, brillante,
seche, ridée ou terne (ANOFEL, 2019; Najah, 2012; Bourouda, 2010)

L’observation microscopique est réalisée a I'état fixée en faisant couler une solution
de bleu de méthylene sur un frottis correctement fixé. Le temps de contact est de 1 minute. La

lame est ensuite rincée a I'eau, séchée puis observée a I'immersion (Denis et al., 2016).

Figure n°11 : Frottis de Candida sp. fixé et coloré au bleu de méthylene.

Le Candida sp. présente 3 formes microscopiques ; La forme végétative (blastospore),
la forme de pseudo mycélium (cellules allongee) et la forme d’un mycélium vrai (champignon
filamenteux) (Lagane, 2007). Sur le milieu Sabouraud (milieu riche), on n'‘observe que des

formes levures (blastospores) (Cardinale, 2001).
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e Repiquage
La souche a été conservée a +4°C au laboratoire de la faculté. A T’utilisation la souche
a été ensemencée sur milieu Sabouraud par la méthode des stries de maniere a obtenir des
colonies isolées, puis incubée a 28°C pendant 48h, I'inoculum est préparé a partir de cette
culture jeune (Srifi, A., et al., 2013).

e Standardisation
L’inoculum est préparé par mise en suspension dans du sérum physiologique (annexe 4)
stérile de I'’équivalent de Scolonies bien isolées de 1mm de diamétre. Aprés homogénéisation
de la suspension au vortex, la détermination de la concentration de notre suspension est

réalisée par comptage direct a la cellule de Malassez (Figure N°12).
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Figure N°12 : Cellule de Malassez (EIMansouri et Moutaj, 2013)

Une cellule de Malassez est une lame spéciale quadrille qui permet le comptage de
differents types de cellules. Pour réaliser le remplissage de la cellule, il faut :
- Humidifier les glissieres latérales sur lesquelles va reposer la lamelle ;
- Déposer la lamelle sur les rebords, celle-ci doit adhérer par un "effet ventouse" ;
- Placer lextrémité de la pipette contre la lamelle et délivrer par capillarit¢ le liquide en
évitant tout débordement vers les rigoles.
La cellule est composée de 100 rectangles et le comptage est réalisé sur 10 rectangles, le
volume total de la lame est de 1 mm®. La concentration microbienne est calculée selon la

formule suivante (Equation 111.2) (EI Mansouri et Moutaj, 2013):

Nobmre de cellules dans 10 réctangles

C (en cellule/ml) = X 100 (Equation 111.2)

"~ 10 x volume total de la cellule en ml (10-3)

L’inoculum de Candida doit correspondre a une concentration de 1.5 jusqu’a 2 .10°
UFC/ml, cette concentration est ajustée soit par addition de sérum physiologique soit par ajout
de colonies supplémentaires (Srifi. et al., 2013).
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111.4.4.2 Préparations des solutions meres

e Solution du PEG
Les solutions du PEG (3400 et 20000g/mol) a une concentration de 50mg/ml préalablement
préparées ont été utilisées pour tester in-vitro I'effet du PEG sur Candida sp.

e Préparation du témoin positif
Un témoin positif a été réalisé pour prouver la sensibilité de notre souche fongique et pour
pouvoir effectuer une étude comparative entre l'activité du PEG et celle d’un antifongique
classique. Pour cela on a dissocié une gélule de fluconazole dans un volume d’eau distillée de
maniere a obtenir une solution a 50mg/ml du médicament.

e Mélange PEG-FCA
Afin de déterminer Peffet de Passociation PEG-fluconazole, une solution a 50mg/ml du
mélange était préparée.
111.4.4.3 Conditions expérimentales

Dans des boites de Pétri de 90mm de diamétre, 20 ml du milieu Sabouraud a I'état

liquide est coulé aseptiquement, et laissé refroidir a température ambiante pendant 24 heures
pour une meilleure solidification du milieu. L’ensemencement par inondation est fait & partir
de la suspension lévurienne préalablement préparée. Aprés avoir rejeté I'excés de liquide, la
boite de pétri est maintenue inclinée a 45°, et le liquide de I'inoculum collecté est aspiré¢ a la
micropipette. Un séchage pendant 30 minutes a 37° dans Iétuve, avec la boite ouverte (ou
semi-ouverte) est nécessaire avant la création des puits dans la gélose. Dans chaque boite de
Pétri, Un puits de 6 mm de diamétre est créé au centre de la boite a I'aide d’une pipette
pasteur stérile. Ces derniers ont été remplis a I'aide d’une micropipette avec 20 [ de chaque
solution mere. Dans les boites témoins, les puits sont remplis par 20 pl de solvant seul (eau
distillee). Les essais sont réalisés en triple. Le produit antifongique, le PEG et la combinaison
PEG-FCA sont laissés a pré diffuser 30 minutes a température ambiante, puis placés a I'étuve
a 28 °C pendant 48 heures. Aprés I'incubation, les diamétres des zones d’mhibition, ont été

mesurés avec précision a I'aide d’un pied a coulisse. (Srifi et al., 2013).
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1. Couler le milieu Sabouraud

i ——» Laisser refroidir a température ambiante pendant 24h

Ajuster la taille de I'inoculum a 1.5-2 x 10° UFC/ml

3. Ensemencement par inondation

Inonder avec 5ml de Laisser absorber 30s

—_— . . N \
puis rejeter I'exces

. L, ——— Sécher al’étuve 30min
la suspension préparée

4. Tester ’effet antifongique

Créer des puits de Remplir les puits Mesurer les diamétres des

—_—
6mm de diamétre avec 204 des zones d’inhibition
solutions a tester

l -

Lecture

Fait incuber les
boites a 28°C
pendant 48h

Figure N°13: lllustration de la méthode de diffusion par puits suivie

111.4.4.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
e Principe

L’activit¢ antifongique du PEG, FCA et de la combinaison PEG-FCA sur Candida sp
a été évaluée quantitativement par determination des concentrations minimales inhibitrices
(CMIs) en suivant la méthode de dilution en milieu solide. L'agent antimicrobien est
incorporé dans la gélose aux differentes concentrations. La CMI est définie comme la plus
petite concentration de la substance antimicrobienne testée pour laquelle aucune croissance
n’est visible comparativement au témoin négatif (Klan¢énik et al., 2010 ; NCCLS, 1999 ;
Khebichat, 2013).
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¢ Mode opératoire
L’incorporation des différentes solutions meres au milieu Sabouraud se fait selon la méthode
de référence décrite par la NCCLS en suivant les étapes ci-dessous :
-Préparer une série de dilution des solutions de FCA, PEG, PEG-FCA (31.2mg/ml,

62.5mg/ml, 125mg/ml 250mg/ml, 500mg/ml).

| 4ml

4ml 4ml 4ml
\/ \l/ \l/ \l/
SM 4ml | | 4ml || 4ml | _[4m]l ||

d’ED d’ED, d’ED| |d’ED
N N R N

> D=1/
Solution mere : 500mg/ml | 250mg/mll 125mg/ml | 62.5mg/ml | 31.2mg/ml

Figure N°14 : lllustration de la réparation des solutions a tester avec des dilutions en cascade.

-Ajouter 2ml de chaque solution a tester & 18ml du milieu Sabouraud maintenu en surfusion
afin d’atteindre les concentrations de 3.12mg/ml, 6.25mg/ml, 12.5mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml
du FCA, PEG, PEG-FCA dans le milieu, homogénéiser immédiatement le mélange et verser
dans les boites de Pétri de 90mm de diametre. Laisser refroidir. Répéter I'essai 3 fois.
-Déposer sur la surface des boites de Pétri des spots de 2ul de I'moculum de Candida sp
standardisé & 10° cellules/ml.

-Incuber les boites préparées pendant 24h a 37°C (NCCLS, 1999 ; Khebichat, 2013 ;
Carreira et al., 2007).

e |Lecture

La CMI est définie a partir de la premiere bolte de la gamme dépourvue de croissance
microbienne (NCCLS, 1999 ; Khebichat, 2013).
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o Effet de I’association PEG-FCA
Selon ElI Alama et al., (2017), Une synergie entre I'antifongique et le PEG est
détectée par la présence d’une croissance fongique dans les boites du PEG et de
I'antifongique, et I'absence de croissance dans les boites contenant le mélange des deux
substances a la méme concentration ou a des concentration plus faibles que les deux
substances séparées. Cette derniere peut étre evaluée en calculant un facteur appelé «facteur
de I'Index de la Concentration Inhibitrice» ou «FICI ». Ce facteur est calculé par la formule

suivante (Equation 111.3):

_CMI de ' antifongique dans le mé!ange_l_ CMI du PEG dans le mélange

FICI = Equation
CMI de I' antifongique seul CMI du PEG seul (Eq

11.3)

La synergie est considérée comme positive (présence de synergie) si FICI < 1 et

négative (absence de synergie) si FICI> 1.
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IV.1. Caractérisation par spectroscopie infrarouge FTIR du PEG 20000

La caractérisation par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) des
bandes d’absorptions infrarouges de mnotre homopolymére PEG (PM=20000 g.mol?) est
obtenu par un spectrophotométre Nicolet OMNIC FTIR en utilisant des pastilles en KBr
enregistré sur la région entre 400 et 4000 cm™. Le spectre obtenu est représenté sur la figure
(N°16). Un calcul de modélisation moléculaire est effectué sur une chaine de 100 monoméres
(Figure N°15) pour prédire les différents modes de vibration expérimentales, dont le spectre
est représenté sur la méme figure (N°16). Le modéle théorique utilisé est basé sur la
mécanique moléculaire en utilisant le champ de forces PCFF (Polymer Consistent Force field)
en les combinant avec les relations de Kramers-Kronig (King, 2002) et les relations de
Pankove (Pankove & Kiewit, 1972) selon le modele décrit sur la littérature (Soldera &
Monterrat, 2002).

On peut constater quune bonne concordance est enregistrée entre leS deux spectres
(expérimentale et théorique). Cela atteste que le modele utilisé pour le calcul est trés adapté
pour prédire les spectres FTIR des polyméres. La comparaison des deux spectres
(expérimentale et calculé) révele que la quasi-totalitt des modes de vibrations prédit
théoriquement sont présents expérimentalement a Iexception du mode trés faible 1965 cmt
qui est présent seulement expérimentalement.

Les positions et les attributions des différentes bandes d’absorption en termes de modes
de vibration du spectre du PEG sont données dans le Tableau n°4. Plusieurs études nous ont
permis de faire lattribution des bandes du PEG (Bergeron, Perrier, Potier, & Delmas,
2012; Li, Hsu, & Science, 1984; Puci¢ & Jurkin, 2012; Yoshihara, Tadokoro, &
Murahashi, 1964).

Figure N°15 : chaine de polymére PEG a 100 monomeéres modélisé

29



Chapitre IV

Résultats & Discussion

2.0 —

1.5 4

1.0 -

3531

0.5 1

TRANSMITTANCE

0.0 +

2959
2915

1201

(2]
«Q
Q
N

—— FTIR calculédu PEG

— FTIR expérimenle PEG-20000

1104

4000 3500

3000 2500 2000 1500 1000 500

NOMBRE D'ONDES (cm™)

Figure N°16 : Spectre infrarouge (FTIR) expérimentale et theorique de transmittance d'un

échantillon de PEG-20000 pur.

Tableau n°05 : Attribution des bandes d’absorption infrarouge du spectre du PEG

(PM=20000 g.mol'™")
Fréquences (cm™)
experimentales
3372
2883
1965
1640
1474
1454
1408
1353
1324
1298
1250
1104
1040
950

Fréquences (cm™)
calculées
3531
2959/2915

1647
1495
1432
1403
1347
1318
1292
1201
1100
1070
980

Attributions

v(0-H)
va(CHy) out of plane
yr (CH2)s + vs (C-0O-C)
da (CH2)
da (CH2)
da (CH2) + 85 (CH2)
Yw (C H2)a
Yw (C H2)s
Yw (C Hz)a
vt (CH2)a+ yt (CH2)s
1t (CH2)a
va(C-0O-C)
vs (CH2) + va (C-0-C)
yr (CH2)a+ va (C-O-C)

30




Chapitre IV Résultats & Discussion

886 875 1r (CH2)a
831 810 1r (CH2)a
524 738 3a(CHy)

» v pour le mode élongation (stretching)
» 3 pour le mode déformation (bending)
» yrpour le mode balancement (rocking)
» ywpour le mode agitation (wagging)
>  ytpour le mode torsion (twisting)

Le signe (s) représente une vibration symétrique par contre le signe (a) représente une
vibration asymeétrique.
IV.2. Détermination in-vitro de Dactivité antifongique du PEG sur les souches

fusariennes

» Aprés 1 et 4 jours d’incubation, les résultats de I’observation de la souche Fusarium
redolens ont montré une réduction importante de la zone de croissance mycélienne dans

la boite contenant le PEG en solution par rapport au fongicide et a la combinaison PEG-

Fongicide a une concentration de 400ppm (0.4mg/ml) ainsi qu’au témoin sans aucun
agent (figure N°17).

Jr1

Jr4

Figure N°17 : Croissance in-vitro de la souche Fusarium redolens en fonction de I’agent
incorporé dans le milieu PDA apres 1, 4 jours d’incubation a 28°C

T: témoin (sans aucun agent), a:PEG seul a 400ppm, b: fongicide seul a 400ppm
c : combinaison PEG-Fongicide a 400ppm

> Aprés les 4 jours d’incubation, nous avons mesuré¢ les diamétres de la croissance

mycélienne de la souche F. redolens sur les diverses solutions testées a une concentration
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de 400ppm, les taux d’inhibition sont également calculés dont les résultats obtenus sont
regroupés dans le tableau ci-dessous :

Tableau n°06 : Zones de croissance de la souche Fusarium redolens avec les taux
d’inhibition en absence et présence du PEG, du fongicide etde la combinaison PEG-

Fongicide.
) o PEG-
Agent Témoin PEG Fongicide o
Fongicide
Zones de croissance 39 12 29 22
mycélienne (mm)
Taux d’inhibition (%0) - 69.23 25.64 43.58

L’essai préliminaire réalis¢ indique que le PEG posséde un meilleur effet mhibiteur
contre la souche de Fusarium redolens comparativement au fongicide, ainsi qu’a la
combinaison PEG-Fongicide avec un taux d’inhibition de 69.23% pour le PEG contre 25.64%
pour le fongicide et 43.58% pour la combinaison PEG-Fongicide. Toutefois la combinaison

PEG-fongicide a montré un effet antifongique supérieur a celui du fongicide seul.

Les résultats obtenus nous ont permis d’avoir une idée préliminaire que le PEG
présente un effet antifongique comparable voir supérieur a celui du fongicide et qu’il améliore
¢galement lefficacit¢ du fongicide. Cela pourrait étre dii a une synergie d’action entre les
deux composés. Toutefois la probabilit¢ d’erreur est tres importante car un seul essai a été

réalisé.
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V.3 Détermination in-vitro de Pactivité antifongique du PEG sur la souche Candida sp
1V.3.1 Préparation de I’inoculum, identification :

» L’aspect macroscopique des colonies de Candida sp. d’une culture de 24 et de 48 heures
sur gélose Sabouraud a 37°C a démontré des colonies blanches, crémeuses et lisses.

> L’observation microscopique de Candida sp a I'état fixée avec une simple coloration au
bleu de méthylene a demontré des cellules ovoides (blastospores) (Figure n°18).

Figure N°18 : Observation microscopique de Candida sp aux objectifs (x40) et(x100)
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IV.4. Discussion générale

Les champignons pathogénes représentent une Véritable menace pour la santé humaine,
pour lagriculture et Palimentation. Ils contribuent considérablement a la morbidité et a la
mortalitt humaine mais aussi aux pertes de rendement et a la dépréciation de la qualité¢ des
récoltes. Bien qu'on dispose aujourd’hui de plusieurs familles chimiques fongitoxiques en
médecine humaine ainsi qu’en protection des cultures, le contrOle des maladies fongiques
reste extrémement difficile, d’une part du fait de la toxicit¢ des molécules réellement efficaces
et du leur colt élevé et d’autre part lié a I’émergence des souches résistantes aux
antifongiques usuels. De cette facon, il est important que de nouvelles substances
antifongiques plus efficaces, non toxiques et moins colteuses soient développées (Prescott et
al, 2013 ; Rex et al, 1995 ; Khelil, 1977).

En fait, les difficultés resultant du développement de nouveaux composés antifongiques
ne doivent pas étre sous-estimees. Ces difficultés concernent les champignons eux-mémes et
le territoire quiils envahissent. La présence d'une épaisse paroi cellulaire de polysaccharide
dans les micromycetes empéche la pénétration intracellulaire d'un certain nombre de
molécules. La structure déja évoluée de la cellule fongique (eucaryote), explique également la
toxicité d'un certain nombre d'agents antifongiques pour l'organisme héte. De plus, la majorité
des champignons ne sont pas des parasites obligatoires mais des organismes opportunistes
(Bryskier, 2005).

Ces différents obstacles posent un probleme critigue aux professionnels de la santé. En
réponse a ce défi, diverses stratégies sont exploitées pour le développement d'agents
antimicrobiens efficaces. La nanotechnologie est devenue une stratégie intéressante pour
améliorer lefficacité des médicaments antifongiques classiques et amgéliorer les résultats
cliniques en diminuant I'émergence de la résistance aux médicaments, en réduisant les doses
et en évitant la toxicité pour I'hOte avec des résultats prometteurs in-vitro et in-vivo (Souza&

Amaral, 2017 ; Lakshminarayanan et al., 2018).

Les nanoparticules polymériques sont préparées a partir de divers polymeres d’origine
naturels ou synthétiques ou une combinaison des deux a la fois. Ces polymeres présentent un
ensemble de propriétés ideales telles que : la solubilit¢ dans I'eau et dans divers solvants
organiques, une toxicitté minimale, une diminution de [I'émergence de résistants aux

médicaments et une production a faible colt (Lakshminarayanan et al., 2018).
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Dans une approche tres intéressante, Aoun, a ¢étudié Iefficacité antimycosique de
quelques principes actifs (PA) couramment utilises en clinique soit le voriconazole (VRZ) et
I'amphotéricine B (AMB) enrobés dans des nanoparticules polymériques (NP) de PEG-g-
PLA (un copolymere composé du PEG et du polylactide) comparativement a celle des
formulations classiques. Les résultats ont montré que les valeurs de CMI50 de VRZ/NP sur la
plupart des souches de Candida spp testées sont 9 fois plus faibles que pour le variconazole
seul, ainsi pour les valeurs de CMI50 de la formulation NP/AMB sont 2 fois plus faible que
les valeurs du principe actif (PA) en solution et les valeurs de CMI50 d’AMB a I’égard des
souches d’Aspergillus fumigatussont 3 fois plus faibles que pour TI'AMB en
solution.Cependant les NP vides (sans PA) ne présentent pas de toxicité importante sur les
souches analysées. Toutefois, la viabilité cellulaire n’est pas a 100%. Ces résultats sont en
accord avec ceux trouvés par Peng et al, qui ont également etudié l'efficacité du
variconazole libre par rapport aux NP PLGA chargés de variconazolein-vitro sur une souche
de Candida albicans et in-vivo sur des souris infectées. Leurs résultats ont démontré sur une
période de 7 jours, la formulation de PLGA avait une meilleure efficacité que le variconazole
libre a la fois in-vitro et in-vivo (Aoun, 2014 ; Peng et al., 2008).

D’autre part, leffet antifongique de [I'hydrogel contenant les nanoparticules de
fluconazole revétues du PEG sous forme de FCA-PEG-NP a été testé in-vitro par Abdellatif
et al., (2019), lactivité¢ antifongique résultante était significativement plus élevée que celle de
I’hydrogel pur contenant du médicament seul. Cette activité antifongique plus elevée de la
formulation d'hydrogel FCA pourrait étre attribuée a la plus grande solubilité dans l'eau du
médicament sous forme de nanoparticules et au pouvoir pénétrant des molecules de PEG qui
ont recouvert les nanoparticules de fluconazole, et donc, une diffusion plus élevée dans la
paroi fongique (Abdellatif et al., 2019).

Par contre les nanoparticules contenant du kétoconazole ou du clotrimazole ont présenté
une valeur tres élevée de CMI. Ce qui permet leur utilisation que pour une thérapie topique

car Padministration systémique peut présenter une certaine toxicit¢ (Cassano et al., 2016).

La formulation développée par Tang et al., (2014), dans laquelle, TAMB a été
encapsulé dans les NP de PLGA en association avec g-caprolactone. Dans cette combinaison,
les auteurs ont rapporté le méme effet fongicide sur C. albicans comme pour le médicament
libre (Tang et al., 2014 ). La formulation proposée était moins toxique et causait une

mortalité plus faible que 'AMB libre, prouvant le potentiel des nanoparticules polymériques a
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protéger contre la cytotoxicité en préservant la méme efficacité fongicide (Amaral et al.,
2009).

L'efficacité accrue des molécules antimicrobiennes attachées aux NP est soutenue par
les travaux de Radwanet al., (2017), qui ont étudié des nouvelles formulations de
nanoparticules (NP) de copolymére d'acide poly(lactique) poly(glycoliqgue) (PLGA-PEG)
PEGyle d'AMB in-vitro sur une souche de C.albicans et in-vivo sur un groupe de rats. Les
résultats ont montré que la CMI d'AMB chargée dans les NPs PLGA-PEG contre C. albicans
a eté réduite de deux a trois fois par rapport a AMB libre, ces formulations ont montré
également une toxicitt minimale et une meilleure efficacité par rapport & I'amphotéricine B
(Fungizone®). Ceci était en bonne corrélation avec les résultats trouvés par le groupe Amaral
et al., (2009), qui ont développé une formulation nanostructurée pour lamphotéricine B au
sein du PLGA fonctionnalisé avec de lacide dimercaptosuccinique (DMSA). Dans cette
étude, les auteurs ont noté que ladministration intrapéritonéale de la formulation était capable
de provoquer le méme effet thérapeutigue dans le modéle murin infecté par la levure
Paracoccidioidesbrasiliensis par rapport au désoxycholate de sodium Amphotéricine B.
Cependant, le grand avantage de cette formulation de nanoparticules polymériques de
lamphotéricine B, qu'elle était donnée aux animaux chaque 3jours, contrairement a la
formulation conventionnelle qu’elle était administrée quotidiennement (Amaral et al., 2009
2010). Des études supplémentaires menées par le méme groupe de recherche ont montré que
les nanoparticules d'amphotéricme B PLGA étaient également comparables a I’Amphotéricine
B (Ambisome®) dans le traitement de la paracoccidioidomycose murine. De plus, les deux
études n'ont signalé aucun effet secondaire indésirable chez les animaux a la dose utilisee
(Souza et al., 2015).

Compte tenu des données de littérature disponible actuellement, nous pouvons dire que
I'effet de véhiculer les principes actifs antifongiques dans les nanoparticules polymériques a
prouvé son efficacité. Cependant, I'effet antimicrobien de ces polyméres ou les soi-disant
« excipients » en pharmaceutique est sous-étudié et les études menées jusqua présent sont

limitées a quelques espéces de bactéries et de Candida spp.

Dans ce contexte, I'activit¢ antimicrobienne du polyéthyléne glycol comparativement au
ciprofloxacine, au métronidazole et aux Véhicules natrosol avec différentes associations et
concentrations a été évalué in-vitro contre vingt-trois souches microbiennes comprenant deux

souches lévuriennes de Candida albicans et Candida tropicalis. Les résultats ont montré que
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le véhicule polyéthylene glycol était capable d'éliminer 100% des micro-organismes testés
avec une CMI de 40%. Les associations ciprofloxacine / polyéthylene glycol et
métronidazole / polyéthylene glycol était plus efficaces que les antibiotiques seuls pour
réduire les bactéries et les levures testées. Un autre avantage de l'association ciprofloxacine /
polyéthylene glycol était [laction efficace sur des levures résistantes aux formulations
traditionnelles. Cela suggére que laction antimicrobienne démontrée a été exercée par le
polymére. Les auteurs ont contribué cette action a la propriété hydrophile du polyéthylene
glycol, en élimmant I'eau des milieux de culture, ce qui aboutit & une diminution de Pactivité
d’eau (Ay) empéchant ainsi tout développement microbien (Carreira et al., 2007). De ce fait,
I'effet mhibiteur du PEG a I’égard de Fusarium redolens pourrait étre attribué a la propriété
hydrophile du PEG.

Une autre étude menée par Liu et al. (2015) sur Teffet des polyméres de nylon-3 a
I'égard de Candida sp. Les résultats ont révélé une activité forte et sélective du nylon-3 contre
les souches de C. albicans résistantes aux médicaments dans les biofilms, comme en
témoignent l'inhibition de la formation de biofilms et la destruction de C. albicans dans les
biofilms matures. Le meilleur polymere de nylon-3 (poly- BNM) posséde un effet supérieur au
fluconazole. Ce polymere est légérement moins efficace que lamphotéricine B (AMB) pour
deux souches testees, mais le polymere présente un effet supérieur chez une souche résistante
a TAMB (Liu et al., 2015). Des études complémentaires menées par le méme groupe ont
montré que de nouveaux copolymeéres binaires contenant la sous-unité hydrophobe TM
(tétraméthyle) couplée a [lunité cationijue MM (monométhyle) (MM-TM) présentent une
bonne activit¢ contre Candida spp.et une excellente activité contre Cryptococcus spp. en tant
qu'agent autonome. Le polymére MM-TM présente une forte activité synergique avec les
médicaments azolés contre C. albicans et A. fumigatus, méme contre certaines souches

résistantes aux azolés (Rank et al., 2017).

La recherche sur d'autres micro-organismes a également soutenu les avantages des
polyméres. L’étude citée précédemment menée par le groupe Carreira et al., (2007), a
prouve que le PEG a inhibe la croissance de toutes les souches testées incriminant les
espéces bactériennes de Staphylococcus spp., Escherichia spp., Pseudomonas spp., Klebsiella
sp. En 2017, une autre étude in-vitro portée chez quatre souches bactériennes a montré que le
polyéthylene glycol présente une activit¢ bactéricide a I'égard des souches de S. mutans et
d’E.coli (Carreira et al., 2007 ; Nalawade et al., 2015).
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Chapitre IV Résultats & Discussion

Remarque : L’étude expérimentale s’est arrétée le cinquiéme jour en raison de la fermeture
des laboratoires suite a la pandémie du Coronavirus. C’est pour cela nous avons été obligées
de réaliser une synthése bibliographique des études antérieurs pouvant avoir lien avec notre
theme. Toutefois, il est important de noter que peu d’études ont été portées sur le

développement de nouveaux agents antifongiques a base de polymeres non toxiques.
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Conclusion

L’évaluation de Tactivité antifongique du polyéthylene glycol (PEG) est inclie dans le
développement de la recherche. La création de nouvelles solutions et des outils, a fin de
protéger 'Homme et la production, face a la menace des maladies causées par les
champignons pathogénes. Dans la partie réalisée de ce travail, la caractérisation du
polyéthléne glycol 20000 g.mol* a été réalisée par spectroscopie infra rouge a transformer de
Fourier (FTIR). La comparaison des deux spectres (expérimentale et théorique) révele que la

quasi-totalité des modes de vibrations prédit théoriquement sont présents.

Ensuite, l'effet du PEG, du fongicide et de la combinaison PEG-fongicide a été
déterminé in vitro a I'égard de Fusarium spp. par la méthode de dilution en milieu solide.
Cette ¢étude prélimmaire a révélé que le taux d’inhibition de la croissance mycélienne obtenu
avec le PEG est supérieur a celui du fongicide et de la combinaison PEG-Fongicide. D’apres
ces résultats, nous suggérons que le PEG possede un meilleur effet inhibiteur contre Fusarium

spp., comparativement au fongicide seul ainsi qu’a la combinaison PEG-fongicide.

Malheureusement notre travail s’est arrété suite a la pandémie Covid-19 avant
d’accomplir les autres expériences, mais selon l'essai préliminaire réalisé et les données de
littérature actuellement disponibles, nous pouvons suggerer que le PEG possede un effet

antifongique intéressant.

Ce travail est donc une premiére approche sur lactivité antifongique du polyéthyléne
glycol qui est peu étudié malgré ces propriétés biodégradables, biocompatibles et non
toxiques. A cet effet, ce travail s’inscrit dans la recherche et le développement des substances

biologiquement actives, possédant I'effet antifongique souhaitable
Comme complément a la présente étude, les points suivants nous semblent pertinents :

» Elargr I'étude sur d’autres champignons responsables de maladies.

» Utiliser une combinaison avec d’autres antifongiques.

» Réaliser des tests in-vivo pour prouver I'efficacit¢ du PEG.

» Etudier les mécanismes par lesquels le PEG exerce son effet antifongigue.

> Etudier I'effet synergique entre le polymére et les antifongiques.
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Annexe N°1

COMPOSITION DU MILIEU PDA (pH 6,5)

Pomme deterre...........ovvvvinininiiininn.. 200 g
Dextrose/ saccharose........................... 20 g
AGar agar............ooiii 20g
Eau DiStllée. .......vveeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiis 1000 ml
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Annexe n° 02

COMPOSITION DU MILIEU SNA (SynthetisherNahrstoffarmer Agar) (GERLACH,

NIRENBERG, 1982)

K,HPO, : 108
KNO, : 10g
MgS0,: 0.7g
H,O : 05g
KCl : 052
Glucose : 02g
Saccharose : 02g
Agar: 200¢g
H,0 distillée ou osmosée : 1000 ml
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Annexe N° 3

Description du Tiflooxystrobine

Triflooxystrobine est un fongicide de la famille des strobilirines, ces molécules organique
de synthese sont des analogues structuraux de substances naturelles (strobilurine A) produites par
divers champignons lignicoles, Ces strobilurines sont efficaces sur de nombreux basidiomycetes,
ascomycetes et oomycetes, classé parmi les fongicides affectant les processus respiratoires plus
précisément il inhibe le complexe mitochondrial 1ll, et forme une excellente action préventive
avec des doses d’utilisation (50 a 250g. Ha).présentent des transferts translaminaires ou étre

redistribuées a I'extérieur en phases vapeur.

Trifloxystrobine
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Annexe N° 4

COMPOSITION ET PREPARATION DE L’EAU PHYSIOLOGIQUE A 8,5%o

NaCl 858

Eau distillee 1000 ml

Dissoudre complétement le NaCl dans I'eau distillée. Stériliser dans I'autoclave
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Abstract

The purpose of this study is to assess the antifungal activity of polyethylene glycol (PEG-
3400 and 20,000 g.mol™) on pathogenic fungi Candida sp. and Fusarium spp. First, the
characterization of the polymer was carried out by infrared spectroscopy to transform Fourier
(FTIR). The comparison of the two spectra (experimental and calculated) reveals that almost

all of the theoretically predicted vibrational normal modes are present.

The evaluation of the antifungal activity of PEG on Fusarium spp. was carried out by the
solid dilution technique. Only one preliminary test is carried out including a solution of PEG,
the fungicide and the PEG-fungicide combination, all at a concentration 400 ppm (0.4 mg /
ml), This preliminary study revealed that inhibition rate of mycelial growth of this strain was
69% for PEG-3400; 25.64% for the fungicide; and 43.58% for the PEG-Fungicide

combination at a concentration of 400 ppm.

The agar diffusion method is chosen for the evaluation of the antifungal activity of PEG
against the Candida sp. Species, compared to that of fluconazole and the PEG-fluconazole
combination. Unfortunately, our work was stopped following the pandemic before performing
the other experiments, but according to the studies that were reported in the general

discussion, the PEG has a considerable antifungal effect.

Key words: PEG, Fusarium, Candida, antifungal, fungicides, synergistic effect

Résumé

La présente étude a pour but d’évaluer Iactivité antifongique du polyéthyléne glycol
(PEG-3400 et 20000 g.mol) a I'égard de souches fongiques pathogénes de Candida sp. et de
Fusarium spp. En premier lieu la caractérisation du polymére a été réalisée par la
spectroscopie infra rouge a transformer de Fourier (FTIR). La comparaison des deux spectres
(expérimentale et calculé) révele que la quasi-totalitt des modes de vibrations prédit

théoriqguement sont présents.

L’évaluation de Pactivit¢ antifongique du PEG, sur les souches de Fusarium spp., a été

réalisée par la technique de dilution en milieu solide. Un seul essai préliminaire a été réalisé



dont une solution de PEG, du fongicide et de la combinaison PEG-fongicide, tous a une
concentration 400 ppm (0.4 mg/ml), Cette étude préliminaire a révélé que le taux d’inhibition
de la croissance mycélienne de cette souche était de 69 % pour le PEG-3400 ; 25.64 % pour le
fongicide ; et 43.58% pour la combinaison PEG-Fongicide a une concentration de 400 ppm.

La méthode de de diffusion sur gélose a ét€¢ choisie pour I’évaluation de Tactivité
antifongique du PEG contre I'espéce de Candida sp., comparée a celle du fluconazole et a la
combinaison PEG-fluconazole, Malheureusement notre travail s’est arrété suite a la pandémie
Covid-19 avant d’accomplir les autres expériences, mais d’aprés les données bibliographiques

disponibles, le PEG posséde un effet antifongique considérable.

Mots clés : PEG, Fusarium, Candida, antifongique, fongicides, effet synergique
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