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Résumé

Le développement de résistances des micro-organismes pathogénes aux antibiotiques a
conduit a la recherche de solutions alternatives. Les polymeres, tels que le polyéthyléne
glycol, offrent un potentiel prometteur gréce a leurs propriétés adaptables. Cette étude
examine l'efficacité de conjugués PEG2000-Antibiotiques (Chloramphénicol-PEG2000,
Rifamycine-PEG2000, Néomycine-PEG2000) contre des bactéries, ainsi que celle du
Tioconazole-PEG2000 contre des levures. Les résultats indiquent que les conjugués Chl-PEG,
Rifa-PEG, et Neo-PEG présentent une activité antimicrobienne prometteuse contre les
souches bactériennes Escherichia coli et Staphylococcus aureus. Les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) de ces conjugués étaient comparables ou inférieures a celles
obtenues par les antibiotiques seuls, grace a la formation de liaisons hydrogéne suffisantes
pour un effet bénéfique. En revanche, la combinaison Tio-PEG n'a montré aucun effet contre

les deux souches de Candida albicans, chaque molécule agissant de maniere autonome.

Mots clés : Micro-organismes pathogenes, polyéthylene glycol, antibiotiques, combinaison.
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Abstract

The development of resistance in pathogenic microorganisms to antibiotics has led to
the search for alternative solutions. Polymers, such as polyethylene glycol, offer promising
potential due to their adaptable properties. This study examines the efficacy of PEG2000-
antibiotic  conjugates  (Chloramphenicol-PEG2000, Rifamycin-PEG2000, Neomycin-
PEG2000) against bacteria, as well as Tioconazole-PEG2000 against yeasts. The results
indicate that Chl-PEG, Rifa-PEG, and Neo-PEG conjugates exhibit promising antimicrobial
activity against the bacterial strains Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The
minimum inhibitory concentrations (MICs) of these conjugates were comparable to or lower
than those obtained with free antibiotics, due to sufficient hydrogen bond formation for a
beneficial effect. In contrast, the Tio-PEG combination showed no effect against the two

strains of Candida albicans, with each molecule acting independently.

Keywords: Pathogenic microorganisms, polyethylene glycol, antibiotics, combination
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1 Introduction

Les infections bactériennes sont aujourd'hui causées par divers microorganismes responsables
des maladies infectieuses les plus graves et des épidemies les plus répandues dans le monde.
Parmi ces microorganismes, on retrouve la famille des entérobactéries (Enterobacteriaceae),
qui inclut des bactéries Gram-négatives telles qu'Escherichia coli. Cette bactérie est a la fois
une commensale, constituant environ 80 % de la flore intestinale aérobie chez I'homme, et une
entéro-pathogéne pouvant provoquer des maladies de gravité variable, notamment des
infections urinaires (Kaper et al., 2005). D'autres pathogenes comme Staphylococcus aureus,
une bactérie Gram-positive, non encapsulée, non sporulée et immobile, colonisent la cavité
nasale, le tube digestif et la flore cutanée (Bianchi et al., 2013).

Les infections fongiques, ou mycoses, forment également un ensemble varié de maladies
provoquées par des champignons (Brown et al., 2012). Candida albicans, par exemple, est
fréguemment responsable de la candidose, une infection courante chez I'hnomme, se
manifestant par des infections génitales, buccales (muguet) ou systémiques, notamment chez
les personnes immunodéprimées (Mayer et al., 2013).

La prise en charge de ces infections, qu'elles soient bactériennes ou fongiques, dépend de leur
intensité et de leur localisation, nécessitant I'emploi d'agents antimicrobiens spécifiques
(Pappas et al., 2018). Depuis leur découverte au début du XXe siécle, les antibiotiques ont
marqué de grandes avancées thérapeutiques. Leur efficacité dans le contrble des bactéries
pathogenes a contribué a I'éradication de nombreuses maladies infectieuses. Cependant,
l'usage abusif et irrationnel de certains antibiotiques a entrainé I'émergence de bactéries
résistantes, créant une véritable crise sanitaire. Ces bactéries résistantes limitent la gamme
d'antibiotiques disponibles, conduisant a des impasses thérapeutiques (Pulcini et al., 2010).
Les antibiotiques peuvent agir sur la synthese du peptidoglycane, sur la membrane
cytoplasmique, sur le métabolisme intermédiaire, sur la synthése des protéines ou encore sur
la synthese des acides nucléiques. Malheureusement, on assiste aujourd'hui a I'emergence de
résistances bactériennes. Les mécanismes de reésistance incluent la réduction de la
perméabilité membranaire, la production d'enzymes inactivant les antibiotiques, et la
modification de la cible de liaison des antibiotiques (Pulcini et al., 2010).

L'évolution constante des microorganismes pathogénes et leur capacité a développer des
mécanismes de résistance posent un défi majeur pour la santé publiqgue mondiale,
compromettant I'efficacité des traitements existants et augmentant la morbidité, la mortalité et

les colts de santé associés aux infections (Bourgeois, 1999).
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Dans ce contexte, la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques est cruciale. Parmi les
approches explorées, l'utilisation de conjugués antibiotique-polymere comme une stratégie
prometteuse pour lutter contre les infections résistantes. Ces conjugués combinent les
propriétés antimicrobiennes des antibiotiques avec les avantages des polymeres, tels que le
polyéthyléne glycol (PEG), améliorant la solubilité, la biodisponibilité et la distribution
tissulaire des médicaments, tout en réduisant leur toxicité (Thomson, 1997).

Les conjugués antibiotique-polymeére ont également le potentiel de surmonter les mécanismes
de résistance bactérienne en contournant les pompes d'efflux et en améliorant la pénétration
dans les biofilms bactériens. Ils peuvent prolonger la durée d'action des antibiotiques,
réduisant ainsi la fréquence d'administration et améliorant I'observance thérapeutique
(Salicyles, AINS).

Cependant, des défis importants subsistent pour maximiser I'efficacité de ces conjugués
(Biyiti et al., 2004). Comprendre en détail leur activité antimicrobienne et leur comportement
a I'échelle atomique est crucial pour optimiser leur conception, leur formulation et leur
application clinique. Ainsi, la question centrale de cette étude est la suivante : Comment
I'évaluation in vitro de l'activité antimicrobienne et I'analyse a I'échelle atomique des divers
conjugués antibiotique-polymeére peuvent-elles contribuer a optimiser I'efficacité des
traitements antimicrobiens contre les infections résistantes ?

Pour répondre a cette problématique, cette recherche propose une approche
multidimensionnelle. Une évaluation in vitro approfondie de l'activité antimicrobienne des
conjugués sera menée pour déterminer leur efficacité contre une variété de souches
bactériennes, y compris celles résistantes aux antibiotiques conventionnels. En paralléle, une
analyse a I'échelle atomique sera entreprise pour comprendre les interactions moléculaires
entre les conjugués et les micro-organismes.

En intégrant ces données, cette étude visera a formuler des recommandations précises pour
optimiser l'efficacité des traitements antimicrobiens. En ajustant les propriétés
physicochimiques des conjugués et en ciblant spécifiquement les mécanismes de résistance
bactérienne, il sera possible de développer des stratégies thérapeutiques innovantes pour lutter
contre les infections résistantes.

En résumé, cette étude aspire a enrichir I'arsenal thérapeutique contre les infections résistantes
en exploitant le potentiel des conjugués antibiotique-polymeére. En combinant une évaluation

in vitro approfondie et une analyse a I'échelle atomique, elle vise a ouvrir de nouvelles
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perspectives dans la lutte contre les infections résistantes, améliorant ainsi la santé et le bien-

étre des patients.
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2 Matériels et Méthodes

2.1 Objectif du Travail

L'objectif principal de cette étude est d'évaluer in vitro I'activité antimicrobienne de trois

antibiotiques et d'un antifongique, tant individuellement qu'en combinaison avec le

polyéthyléne glycol 2000 (PEG 2000), contre deux souches bactériennes (Escherichia coli et

Staphylococcus aureus) et deux souches de Candida albicans. Ces évaluations visent a

comparer l'efficacité des agents antimicrobiens libres par rapport a leurs conjugués avec le

PEG 2000, en analysant les zones d'inhibition et les concentrations minimales inhibitrices

(CMI).
2.2 Date et Lieu de Travail

Le travail a été réalisé au laboratoire de microbiologie de la Faculté des Sciences de la

Nature et de la Vie de I'Université Ibn Khaldoun-Tiaret, durant la période du 18 février 2024

au 20 mars 2024.

2.3 Matériels et Produits Utilisés

L’ensemble des produits, verreries et appareillages utilisés dans notre travail expérimental
sont cités dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Matériel, produits chimiques et milieux de cultures utilisés

Matériels et appareillages Produits chimiques et milieux Autres
de culture

-Agitateur magnétique -Polyéthylene glycol 2000 -Tubes a essais
-Thermometres (Stuart) + (Kira) -Chloramphénicol -Microplaques a 96 puits
-Autoclave (wolf) -Rifamycine -Boites de Petri
-Bain-Marie -Néomycine -Ecouvillons
-Balance magnétique (Kernew) -Tioconazole -Eau physiologique
-Incubateur a 37°C (Nuve) - BHI Bouillon -Eau distillée
-Micropipettes - Sabouraud bouillon - DMSO
-Bec Bunsen - Gélose nutritive
-Vortex (Vibrofix électronique VF1) -Gélose Sabouraud
-Spectrophotometre UV-Visible (Jenway
7305).
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2.3.1 Matériels biologiques

Pour réaliser ce travail, deux souches bactériennes et deux souches fongiques de
référence ont été sélectionnées (Tableau 2). Les souches ont été conservees a -20 °C dans un
milieu composé de 50 % de glycérol et de 50 % de bouillon BHI (Brain Heart Infusion). Pour
leur réactivation, elles ont été repiquées sur des milieux sélectifs, puis examinées

macroscopiquement et macroscopiquement pour verifier leur pureté.

Tableau 2: Milieux utilisés pour le repiquage des souches testées.

Espéeces microbiennes Référence | Type de Gram Milieux de culture
Staphylococcus aureus | ATCC43300 | Positif Chapman
Escherichia coli ATCC8739 Négatif Mac Conkey
Candida albicans (M3) | ATCC10237 | Positif Sabouraud-Chloramphénicol-
actidione
Candida albicans (CA) | ATCC10231
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2.4 Protocole expérimental

Le protocole expérimental suivi dans cette étude est illustré dans le schéma suivant :

Evaluation de I’activité antimicrobienne Souches microbiennes

C. albicans E. coli S. aureus
| i |
l l Revivification

Préparation des Combinaisons Préparation des agents Observation Observation
des agents avec le PEG antimicrobiens macroscopique microscopique

| |

Neomycine -PEG —

Préparation des cultures jeunes

Rifamycine -PEG
— v l

— Détermination de la CMI
Chloramphenicol-PEG — Standardisation

!

Antibiogramme

Tioconazole -PEG

Figure 1: Schéma du protocole expérimental.
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2.5 Evaluation de I’activité antimicrobienne

Les meéthodes utilisées pour évaluer la sensibilité des bactéries aux antibiotiques et aux
antifongiques se divisent en deux catégories : directes et indirectes. Les méthodes directes,
telles que la micro-dilution en milieu liquide, mesurent la concentration minimale inhibitrice
de chaque antibiotique. En revanche, les méthodes indirectes évaluent la sensibilité et la
résistance des souches bactériennes en fonction de certains parameétres, comme le diamétre de
la zone d’inhibition autour des disques imprégnés d'antibiotique. Parmi ces méthodes

indirectes figure la diffusion en gélose (Thabaut & Durosoir, 1979).

2.5.1 Préparation de I’inoculum

A partir des cultures jeunes obtenues aprés 18 heures d’incubation, 2 & 3 colonies ont
été prélevées a l'aide d'une anse de platine stérile et suspendues dans 9 ml d'eau
physiologique. Ensuite, elles ont été agitées avec un vortex. Les solutions ont été ajustées
jusqu’a obtenir une charge microbienne de 10 UFC/mI, mesurée dans un spectrophotométre a
une longueur d’onde de 525 nm pour les solutions bactériennes, correspondant a une densité
optique entre 0,08 et 0,14, et a une longueur d’onde de 630 nm pour les solutions fongiques,

correspondant a une densité optique de 0.15 (Mendoza-Juache et al., 2017).

2.5.2 L’antibiogramme

L'antibiogramme est un test essentiel pour évaluer le niveau de résistance et de
sensibilité des micro-organismes pathogenes a divers agents antimicrobiens (Marcel, 2005).
Dans cette etude, la sensibilité des isolats de levures et de bactéries aux agents antimicrobiens
a été évaluée par la méthode de diffusion sur disque, conformément aux directives du CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute). Les antibiotiques utilisés pour ce test sont le
Chloramphénicol (30 ug), la Néomycine (20 ug), la Rifamycine (20 pg) et un antifongique, le
Tioconazole (10 ug).

Pour préparer les milieux de culture, la gélose Mueller-Hinton pour les bactéries et la gélose
Sabouraud pour les champignons ont été liquéfiées a 95 °C pendant 10 minutes, puis versées
dans des boites de Pétri de 90 mm de diamétre, a raison de 10 ml par boite, et laissées a
solidifier. A partir de cultures jeunes standardisées (10® UFC/ml), les boites ont été
ensemencées par écouvillonnage, puis laissées a sécher pendant 20 minutes. Ensuite, des
disques d’antibiotiques ont été placés sur la surface de la gélose a 1’aide d’une pince

métallique stérile. Les boites ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures.
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Pour évaluer la sensibilité, I'intermédiaire ou la résistance des isolats vis-a-vis des agents
testés, les diameétres des zones d'inhibition ont été mesures et comparés aux valeurs seuils des
zones interprétatives standardisées, conformément aux directives CLSI M44-A2 et ROSCO

Diagnostica (Rosco, 2011).

2.6 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Differentes fractions molaires de 100/0 %, 50/50 %, 30/70 % et 70/30 % ont été préparées
pour les conjugués (PEG-antibiotique) et (PEG-antifongique) afin d'évaluer leur activité
antimicrobienne. Le tableau 3 présente les diverses combinaisons pour chaque fraction
molaire entre le PEG et les agents antimicrobiens pour une solution mére de 1 mg/ml.

La méthode de microdilution décrite par Seddiki et al. (2015) a été employée pour ce test.
Cette méthode utilise des microplaques en polystyréne a 96 puits. Les microplaques ont été
divisées en 4 sections pour les 4 fractions molaires (0/100 %, 70/30 %, 50/50 %, 30/70 %),
chaque fraction étant répétée deux fois. Une solution de chaque combinaison a différentes
fractions molaires a été distribuée dans le premier puits de chaque rangée de la plaque.
Ensuite, 100 pl de bouillon BHI ont été ajoutés a tous les puits, suivis d'une dilution 1/2 de
puits en puits, allant du premier au dixiéme puits, créant ainsi une gamme de 10
concentrations de 128 a 0,125 pg/ml. Les onziéme et douziéme puits servent de témoins
négatif et positif.

Ensuite, 100 pl de la suspension microbienne (composée de 10 pl de la suspension
standardisée a 10° UFC et 90 pl de bouillon BHI) ont été ajoutés. Les microplaques ont été
soigneusement scellées et incubées a 37°C pendant 22 heures. Apres l'incubation, 40 pl de
chlorure de triphényltétrazolium (TTC) (2 mg/ml) ont été ajoutés a tous les puits. Les plagques
ont été ré-incubées a température ambiante dans I'obscurité pendant 2 heures. Un changement
de couleur vers le rouge du TTC indique une croissance bactérienne (Lakhdar et al., 2017).
La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration d'antibiotique qui

inhibe la croissance visible d'un inoculum bactérien standardisé en 18 h.
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Tableau 3: Tableau représentant les différentes combinaisons pour chaque fraction molaire

entre le PEG et les agents antimicrobiens.

Chloramphenicol Néomycine Rifamycine Tioconazole
Fraction VF VF
. PEG | ATB PEG | ATB PEG | ATB | VF (ml) | PEG | ATF | VF (ml)
Molaire (%0) (ml) (ml)
100/0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1
70/30 3.6 14 5 29 | 21 5 2.7 2.3 5 34 | 16 5
50/50 8.6 14 10 38 | 1.2 5 3.7 1.3 5 84 | 16 10
30/70 15.0 1.0 16 88 | 1.2 10 8.7 1.3 10 138 | 1.2 15

PEG : Polyéthyléne glycol 2000, ATB : antibiotique ; ATF : antifongique ; VF : Volume final.
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3 Résultats et discussion

3.1 Vérification de la pureté des souches

Les figures 4 et 5 présentent les observations macroscopiques et microscopiques des souches
d'E. coli, de S. aureus et de C. albicans apres leur repiquage sur des milieux de culture
appropriés. Les caractéristiques morphologiques des colonies observées correspondent aux
descriptions trouvées dans la littérature scientifique, confirmant ainsi la pureté de chaque

souche.

3.1.1 Observations macroscopiques
Les colonies d'E. coli apparaissent typiquement lisses et de couleur rose, tandis que celles de

S. aureus sont rondes, opaques et de couleur dorée. Les colonies de C. albicans se distinguent

par leur aspect crémeux et blanc.

Figure 2: Observation macroscopique des souches microbiennes utilisées.

3.1.2 Observations microscopiques

Les examens au microscope révelent la morphologie cellulaire spécifique de chaque
microorganisme. Les cellules d'E. coli se présentent sous forme de bacilles droits a Gram
négatif, S. aureus apparait en cocci disposés en amas caractéristiques a Gram positif, et C.
albicans montre des cellules levuriformes ovales, parfois avec la présence de pseudohyphes.
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Figure 3 : Observation microscopique des souches microbiennes utilisées (Gx100).

3.2 Détermination des diamétres des zones d'inhibition

Le Tableau 4 présente les résultats du test de sensibilité des souches bactériennes et des
deux souches de C. albicans aux agents antimicrobiens. Selon les résultats obtenus, S. aureus
s'avere étre la souche la plus sensible aux antibiotiques, avec des zones d'inhibition de 33 mm
pour la Rifamycine et 31 mm pour le Chloramphénicol. E. coli suit avec des zones de 13 mm
et 22 mm respectivement. La Néomycine a montré une sensibilité similaire pour les deux
souches, avec une zone d'inhibition de 12 mm pour S. aureus et de 16 mm pour E. coli.
Parallelement, une sensibilité intermédiaire des souches fongiques a I'antifongique
Tioconazole a été observée, avec des zones d'inhibition de 14,3 mm pour la souche M3, suivie

par une zone de 13,3 mm pour la souche CA.

Tableau 4: Test de sensibilité des agents antimicrobiens vis-a-vis les souches testées.

Agents DZI (mm)
antimicrobiens
E. coli S. aureus C. albicans (M3) | C. albicans(CA)

Chloramphénicol 22+0,3 31+0,2 - -
Rifamycine 13+0,2 33+0,1 - -
Néomycine 16 +0,1 12+0,1 - -
Tioconazole - - 14,3 +0,6 13,3+0,6
PEG 2000 0 0 0 0
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3.3 Détermination de la CMI

Le Tableau 5 présente les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des
antibiotiques Chlorampheénicol (CHL), Rifamycine (RIF) et Néomycine (NEO), seuls et en
combinaison avec le PEG2000, vis-a-vis des bactéries E. coli et S. aureus. Pour le CHL, la
CMI est de 4 pg/ml pour les deux espéces bactériennes. Une combinaison bénéfique a été
observée entre le PEG 2000 et le Chloramphénicol (CHL-PEG2000 a la fraction molaire
70/30) chez S. aureus, avec une CMI similaire a celle obtenue pour 1’antibiotique seul.
Cependant, cette combinaison s'est révélée indifférente chez E. coli, avec une CMI de 8
pg/ml.

Pour le RIF, la CMI est de 8 pug/ml. La combinaison avec le PEG 2000 (RIF-PEG2000) a
montré une CMI similaire a celle de I'antibiotique seul pour E. coli a la fraction molaire
70/30, ce qui rend cette combinaison bénéfique. Pour les autres proportions, des valeurs de
CMI plus élevées ont été enregistrées pour les deux antibiotiques.

La NEO présente une CMI de 4 pg/ml sur E. coli et de 2 pg/ml sur S. aureus (Figure 6). Pour
la combinaison NEO-PEG2000, quelle que soit la fraction molaire (70/30, 50/50, 30/70), les
valeurs de CMI étaient supérieures a celles de l'antibiotique seul pour les deux souches
bactériennes.

Tableau 5 : CMIs des antibiotiques individuels et en combinaison avec le PEG2000.

Combinaisons CMI (ug/ml)
Fraction molaire (%) | E.coli | Interprétation | S.aureus | Interprétation
Chloramphénicol/ 100/0 4 4
PEG
70/30 8 4
Négatif Positif
50/50 32 8
30/70 32 16
Rifamycine/PEG 100/0 8 8
70/30 8 Positif 16 Négatif
50/50 16 16
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30/70 34 32
Néomycine/PEG 100/0 4 2
70/30 8 4
Négatif Négatif
50/50 16 8
30/70 32 16

Le Tableau 6 illustre les concentrations minimales inhibitrices (CMI) du Tioconazole contre

deux souches de C. albicans, M3 et CA, ainsi que leurs CMIs en combinaison avec le

PEG2000. La souche CA a montré une CMI de 8 pg/ml, tandis que la souche M3 a présenté

une CMI de 16 pg/ml. Pour toutes les combinaisons du Tioconazole avec le PEG2000, des

CMls plus élevées ont été observées par rapport a lI'antifongique seul pour les deux souches,

indiquant une diminution de l'efficacité de I'antifongique lorsqu'il est combiné avec le

PEG2000.
Tableau 6 : CMIs de I'antifongique individuel et en combinaison avec le PEG2000 sur C.
albicans.
Combinaisons CMI (ug/ml)
Fraction
molaire M3 Interprétation CA Interprétation
(%)
Tioconazole/PEG 100/0 16 8
70/30 64 32
Négatif Négatif
50/50 128 64
30/70 250 128
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Figure 4 : Test de microdilution aprés 24h d’incubation et traitement avec le TTC.
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3.4 Analyse par dynamique moléculaire des interactions entre les antifongiques et le
PEG2000 ainsi que les antibiotiques et le PEG2000

Afin de mieux comprendre les interactions physiques au niveau atomigque des combinaisons
(Chl-PEG), (Rifa-PEG), (Neo-PEG) et (Tio-PEG), une étude de dynamique moléculaire a été
réalisée en utilisant le champ de force PCFF (Polymer Consistent Force Field). L'objectif était
d'analyser la structure finale et de décrire les diverses interactions.

Les résultats montrent les effets synergiques de différentes combinaisons de molécules dans
un systeme moléculaire simulé, évalués en termes du nombre de liaisons hydrogéne formées
par molécule. La combinaison Chloramphenicol-PEG, présentée dans la figure 7, établit deux
fortes liaisons hydrogéniques. Cela suggére que I'association du PEG avec les molécules de
Chloramphenicol génére un effet synergique quantifiable

En revanche, la combinaison Rifamycine-PEG, qui génére 4 liaisons hydrogéne comme
illustré dans la figure 8, montre un effet synergique notable. Cette observation suggére que
ces molécules interagissent de maniére a augmenter considérablement le nombre de liaisons
hydrogene, ce qui pourrait renforcer leur activité ou leur stabilite.

De méme, la combinaison Néomycine-PEG produit 8 faibles liaisons hydrogene (figure 9),
indiquant un effet synergique qui pourrait améliorer leur efficacité ou leurs propriétés dans le
systeme.

Lorsque les molécules se combinent pour former ces associations, cela entraine une
augmentation tant de la taille que du poids moléculaire généré. Autrement dit, ces interactions
entre molécules conduisent a la formation d'une entité plus grande et plus lourde que les
molécules individuelles avant leur interaction, en plus d'améliorer la solubilité hydrosoluble
du PEG2000. Ainsi, la performance accrue observée des nouvelles molécules (Rifamycine-
PEG) , (Néomycine-PEG), (Chloramphénicol-PEG) sur nos souches analysées est justifiée.
Parallelement, la figure 10 montre qu'aucune liaison hydrogene n'est formée dans la
combinaison de l'antifongique Tioconazole avec le PEG2000, indiquant I'absence d'effet
synergique. Dans cette configuration, les molécules agissent de maniere indépendante sans
interaction synergique notable.

En résume, les résultats démontrent que les effets synergiques dans ce systéme dépendent
fortement des interactions spécifiques entre les molécules impliquées, notamment les liaisons
hydrogene. Les combinaisons de PEG avec la Rifamycine, la Néomycine et le

Chloramphénicol montrent des effets synergiques prometteurs, exploitables potentiellement
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en chimie et en pharmacologie, tandis que d'autres combinaisons comme avec le Tioconazole

ne montrent pas d'effet synergique significatif dans cette étude simulée.

Figure 6: Nombre de Liaisons Hydrogéene entre Molécules de Rifamycineet PEG 2000
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Figure 8: Nombre de Liaisons Hydrogene entre Molécules de Tioconazole et PEG 2000.
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Tableau7: Nombre de Liaisons Hydrogene Créées par Différentes Molécules

Antimicrobiennes avec le Polyéthylene Glycol 2000.

sy§temg Boite de simulation Nombre,de liaisons hydrogene
moléculaire crees par molécule
4 chaines PEG +2molécules
1 - 2
Chloramphénicol
4 chaines PEG +2 molécules
2 . ) 4
Rifamycine
4 chaines PEG +2 molécules
3 . X 8
Néomycine
4 4 chaines PEG +2 molécules 0

Tioconazole

Tableau 8: Nombre de Molécules Antimicrobiennes Fixées sur Chaque Chaine de
Polyéthylene Glycol 2000 : Résultats des Simulations de Dynamique Moléculaire.

Nombre de .
. . o Effet synergique
systeme . . . molécules fixées .-
. ; Boite de simulation ) (\Validé
moléculaire par chaine de expérimentalement)
PEG2000 P
1 1 chaine PEG +20 r_nolecules 9 Effet remarquable
Chloramphenicol
5 1 chaine P_EG +2(_J molécules 7 Effet remarquable
Rifamycine
3 1 chaine PI,EG +ZQ molécules 10 Effet indifférent
Néomycine
4 1 chaine P_EG +20 molécules 0 Aucun effet combing
Tioconazole

La force de la liaison hydrogene dépend de I'électronégativité des atomes; le Tableau 9 classe

les liaisons hydrogéne relevées entre nos combinaisons comme fortes ou faibles en fonction

de 1'énergie de la liaison, qui varie respectivement de 40 a 15 kcal mol—1. Cette analyse nous

permettra de juger si les molécules antimicrobiennes établissent des liaisons physiques fortes

avec notre polymeére (PEG), ce qui déterminera si la molécule antimicrobienne se fixe

efficacement sur le polymere ou pas.
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Tableau 9: Propriétés des liaisons d’hydrogenes établies entre les différentes molécules
antimicrobiennes et le PEG 2000.

Composé chimique Type de liaison Energie de Caractérisation
d’hydrogéne liaison
(kJ.mol™)

Chloramphenicol... PEG2000 O=NO...HCO 40 Modérément forte a forte
O=CN...HCO 25 Modérée a forte
CCN...HCO 12 Faible & modérée
CO...HC 20 Modérée a forte

Néomycine...PEG2000 OH...0C 20 Modérée a forte
NCH...OC 15 Faible & modérée
NH...OC 15 Faible & modérée
HCO...HCH 20 Modérée a forte

Rifamycine...PEG2000 NCO....HCH 20 Modérée a forte
CH...OC 15 Faible & modérée

Tioconazole...PEG2000 Aucune - -
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4 Discussion

Pour évaluer I'activité antimicrobienne des agents thérapeutiques Chloramphénicol,
Rifamycine, Néomycine ainsi que du médicament antifongique Tioconazole vis-a-vis des
souches microbiennes E. coli, S. aureus et C. albicans, un test d'antibiogramme par diffusion
en disque a été réalisé. Ce test a permis de déterminer la susceptibilité des souches
microbiennes aux agents antimicrobiens testés en évaluant visuellement les zones d'inhibition
de la croissance bactérienne autour des disques imprégnés de ces substances. Les résultats ont
montré une sensibilité de toutes les souches microbiennes étudiées aux agents antimicrobiens
testés. En particulier, la souche de S. aureus a manifesté une sensibilité au Chl et a la Rif,
avec des diameétres d'inhibition compris entre 31 et 33 mm. De méme, la Néo a démontré une
sensibilité similaire envers les deux souches bactériennes. En revanche, les souches fongiques
de C. albicans (CA et M3) ont montré une réponse intermédiaire a I'antifongique tioconazole,
avec des diametres d'inhibition oscillant entre 13 et 14 mm. Alhussaini (2013) a observé une
gamme d'efficacité du tioconazole contre différentes souches de C. albicans, avec des zones
d'inhibition mesurant de 0 & 35 mm, certaines souches montrant une sensibilité résistante,
intermédiaire ou susceptible.

Une enquéte a été menée impliquant 15 laboratoires spécialisés en bactériologie, évaluant la
sensibilité antimicrobienne de cultures de S. aureus et E. coli par la méthode de diffusion sur
disque, conforme aux protocoles standardisés de chaque laboratoire. Jusqu'a 28 agents
antimicrobiens différents ont été testés, incluant le Chloramphénicol et la Néomycine avec des
diametres d'inhibition moyens de 3 mm et de 2 mm, respectivement (Whithear et al., 1985).
Des calculs de Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) ont été réalises en utilisant la
méthode de microdilution en milieu liquide. Les résultats ont démontré I'efficacité de chaque
antibiotique et antifongique testé contre les deux souches bactériennes et les souches
levuriennes. L'antibiotique Chl a montré une CMI de 4 pg/ml contre les deux souches
bactériennes E. coli et S. aureus, tandis que la Rif a présenté une CMI de 8 pg/ml contre ces
mémes bactéries. Pour la Néomycine, la CMI était de 4 pg/ml contre E. coli et de 2 pg/ml
contre S. aureus. Quant a l'antifongique Tioconazole, sa CMI était de 16 pg/ml contre la
souche M3 et de 8 pg/ml contre la souche CA. Ces résultats soulignent la capacité des
substances testées a inhiber la croissance des micro-organismes évalués, mettant en lumiére
leur potentiel dans le cadre de thérapies antimicrobiennes.

Une étude a été menée pour investiguer le profil de sensibilité et de résistance des isolats de

20



Résultats Discussion

S. aureus a divers antibiotiques, y compris la Néomycine. Cinquante isolats bactériens ont été
collectés a partir d'échantillons variés soumis au laboratoire chimique de I'Institut Pakistanais
des Sciences Médicales a Islamabad (PIMS). Parmi ces isolats, 19 (soit 63 %) ont été
identifiés comme résistants a la Néomycine, présentant des CMI de Néo de 2 pg/ml (Safama
et al., 2005).

L'objectif de cette étude était d'évaluer expérimentalement l'activité antimicrobienne et
d'analyser a I'échelle atomique les nouvelles combinaisons d'antibiotiques et d'antifongiques
en utilisant un polymere hydrophile de poids moléculaire de 2000 g/mol. En combinant PEG-
CHL, des CMIs de 4 pg/ml ont été observés contre la bactérie S. aureus, tandis que la
conjugaison PEG-Rifa a montré des CMIs de 8 pg/ml contre E. coli a la fraction molaire
70/30. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus avec les antibiotiques individuels,
suggérant un effet bénéfique entre les deux molécules. Les résultats montrent que la CMI de
la conjugaison PEG-Néo est plus élevée que celle de la Néo seule pour toutes les fractions
molaires testées contre E. coli et S. aureus, suggérant un effet indifférent qui ne parvient pas a
inhiber efficacement ces bactéries. Une situation similaire est observée avec C. albicans, ce
qui est attribué a une incompatibilité avec le PEG2000. Cela indique que le PEG2000 a un
effet sur les antimicrobiens, attribuable & leur mécanisme d'action. Il est souvent utilisé
comme vecteur ou support pour les médicaments, y compris les antibiotiques afin d'améliorer
leur solubilité dans les solutions aqueuses, ce qui facilite leur administration et leur répartition
dans le corps (Gref et al., 1994). Grace a leur stabilité et a leur biodisponibilité, les
antibiotiques sont protégés contre la dégradation chimique ou enzymatique, ce qui prolonge
leur durée d'action dans le corps (Muzykantov, 2000).

Pour mieux comprendre comment les molécules interagissent au niveau atomique, une
simulation de dynamique moléculaire a été réalisee pour confirmer les résultats
expérimentaux. Les données obtenues révelent la nature et le nombre de liaisons hydrogéne
formées entre les molécules antimicrobiennes et le PEG2000, ce qui permet de juger de la
fixation des molécules sur la chaine du polymere. La force de la liaison hydrogéne dépend de
I'électronégativité des atomes et de I'énergie de la liaison, classée comme forte, modérée ou
faible, avec une énergie variant respectivement de 40 a 15 kcal/mol.

Pour le Chloramphénicol et le PEG2000, les simulations montrent I'existence de deux liaisons
hydrogéne fortes. Plus précisément, la liaison O=NO...HCO avec une énergie de 40 kcal/mol
est considérée comme modérément forte a forte, tandis que la liaison O=CN...HCO avec une

énergie de 25 kcal/mol est modérée a forte. Cela indique une fixation efficace de deux
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molécules de Chloramphénicol sur la chaine de PEG2000, confirmant un effet combiné
efficace de cette combinaison sur S. aureus. En revanche, I'effet indifférent observé sur la
souche E. coli peut étre attribué au nombre insuffisant de molécules fixées sur la chaine pour
lutter efficacement contre cette espéce.

Pour la combinaison Néomycine et PEG2000, les calculs montrent la formation de huit
liaisons hydrogéne, avec dix molécules de Néomycine fixées par chaine de PEG2000. Les
types de liaisons identifiées incluent CCN...HCO (12 kcal/mol, faible a modérée), CO...HC
(20 kcal/mol, modérée a forte), OH...OC (20 kcal/mol, modérée a forte), NCH...OC (15
kcal/mol, faible a modérée) et NH...OC (15 kcal/mol, faible a modérée). Malgré le nombre
élevé de liaisons, ces énergies indiquent une fixation relativement modérée, ce qui peut
expliquer I'absence d'un effet synergique observe in vitro.

La combinaison Rifamycine et PEG2000 révele quatre liaisons hydrogene, avec sept
molécules de Rifamycine fixées par chaine de PEG2000. Les liaisons identifiées incluent
HCO...HCH (20 kcal/mol, modérée a forte), NCO...HCH (20 kcal/mol, modérée a forte) et
CH...OC (15 kcal/mol, faible a modérée). Ces résultats confirment expérimentalement un
effet combiné bénéfique entre ces deux molécules, suggérant que les interactions hydrogéne
modérées a fortes contribuent a une efficacité antimicrobienne accrue de cette combinaison,
notamment sur la souche E. coli.

Enfin, la combinaison Tioconazole et PEG2000 n'a démontré aucune liaison hydrogéne avec
le PEG2000 et aucune fixation de molécules par chaine de PEG2000 n'a été observée. Cela
confirme I'absence d'effet combiné entre le Tioconazole et le PEG2000, comme indiqué par
les résultats in vitro, ou aucune interaction synergique notable n'a été observée. Ces résultats
soulignent I'importance des interactions moléculaires spécifiques dans la conception de
formulations antimicrobiennes optimisées. Les liaisons hydrogene, en fonction de leur
énergie, jouent un réle crucial dans la fixation des molécules antimicrobiennes sur les chaines

de polymere, influencant ainsi leur efficacité
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5 Conclusion

La résistance émergente aux antibiotiques et aux antifongiques représente un défi
majeur dans le domaine de la santé publique a I'échelle mondiale. Ce phénomeéne, exacerbé
par une utilisation prolifique et inadéquate de ces agents thérapeutiques, compromet la
viabilité des traitements conventionnels et génére une instabilité dans la gestion des infections
bactériennes et fongiques. Dans cette optique, la communauté scientifique a intensifié ses
efforts de recherche pour identifier des solutions pérennes. Ces approches novatrices
englobent la découverte de nouveaux agents antimicrobiens ainsi que lI'adoption de politiques
de prescription plus éclairées.

Dans le cadre de nos investigations, le choix du polyéthylene glycol (PEG) de masse molaire
2000 découle de son efficacité avérée en synergie avec les agents antimicrobiens. Nous avons
procédé a son association avec plusieurs antibiotiques, notamment la Néomycine, la
Rifampicine et le Chloramphénicol, ainsi qu'avec I'antifongique Tioconazole. Notre objectif
primordial réside dans la conception de nouvelles formulations de PEG 2000 combinées & ces
agents antimicrobiens, dans le dessein d'évaluer leur potentiel thérapeutique par le biais de
tests in vitro ciblant E. coli, S. aureus et C. albicans. Ces recherches visent a explorer de
nouvelles stratégies de lutte contre les infections bactériennes et fongiques en exploitant les
propriétés synergiques du PEG 2000 avec les antimicrobiens, ouvrant ainsi la voie a des
avancées significatives dans le domaine de la thérapeutique antimicrobienne.

Dans l'optique d'approfondir notre compréhension des interactions physiques au niveau
atomique entre ces combinaisons, nous avons initié une étude computationnelle. Cette étude
repose sur l'utilisation de la dynamique moléculaire, un outil puissant permettant de simuler le
mouvement des molécules dans des systéemes chimiques complexes. Nous avons
spécifiqguement utilisé le champ de force PCFF (Polymer Consistent Force Field), reconnu
pour sa capacité a modéliser de maniére précise les interactions entre les atomes constitutifs
des polyméres. Cette approche nous permet d'explorer en détail les structures et les
dynamiques moléculaires des complexes formés par le polyéthylene glycol 2000 et les agents
antimicrobiens, offrant ainsi des perspectives novatrices pour une meilleure conception et
optimisation de ces formulations.

Nous avons observé une diversité remarquable dans le nombre de liaisons formées entre le
Chloramphénicol et le PEG, ainsi qu'entre la Rifampicine et le PEG, souvent excédant trois
liaisons. En contraste, entre la Néomycine et le PEG, ainsi qu'entre le Tioconazole et le PEG,

une occurrence réduite, voire I'absence totale, de liaisons d'hydrogéne a été observée. Ces
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résultats soulignent de maniere significative l'influence déterminante des interactions
moléculaires spécifiques sur I'efficacité des formulations en question, mettant en lumiere la
nécessité d'une compréhension approfondie de ces phénomeénes pour une conception optimale
des agents thérapeutiques.

Notre recherche confirme que la collaboration entre Rifa-PEG et Chl-PEG engendre une
synergie notable entre ces deux molécules, ce qui résulte en une efficacité augmentée, avec la
proportion 70/30% de celle de I'antibiotique en monothérapie. Les simulations de dynamique
moléculaire ont permis de visualiser de maniere detaillée les interactions atomiques, y
compris les liaisons hydrogéne. Ces interactions moléculaires spécifiques contribuent
significativement a renforcer I'efficacité de la nouvelle entité moléculaire contre les souches
microbiennes étudiées. Ces constats soulignent l'importance capitale des interactions
moléculaires dans la conception optimale des formulations antimicrobiennes, offrant ainsi des
perspectives prometteuses pour le développement de thérapies plus efficaces contre les
infections.

Cependant, l'association entre Neo-PEG et Tio-PEG n'a pas révelé de synergie, ce qui indique
que chaque molécule agit de maniére autonome, sans interaction significative entre elles. Ce
résultat constitue une avancée significative et ouvre de nouvelles perspectives pour la
conception de conjugués prometteurs, visant a combattre une variété de souches pathogénes.
En développant des médicaments antibactériens plus efficaces, cette approche cherche a
réduire la toxicité et les effets indésirables associés a ces traitements. Ces découvertes
soulignent I'importance cruciale des interactions moléculaires spécifiques impliquant a la fois
les antifongiques, les antibiotiques et les polymeres. Cette démarche vise a élaborer des
stratégies plus performantes dans la lutte contre ces infections, en se concentrant sur le

développement de thérapies ciblées et de traitements antimicrobiens mieux adaptés.
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7 Les Annexes

Annexel:Equipement de laboratoire

Incubateur Bain marie Agitateur Vortex

Microscope Autoclave Spectrophotometre | Balance magnétique
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Annexe2:Produits utilisés

Néomycine

Rifamycine

Tioconazole

Gélose sabouraud

BHI
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Annexes 3:compositions des milieux de culture.

Milieu de culture Compositions
Mc Conckey Tryptone pancréatique de gélatine............... 17,09
Tryptone. .. .o, 150g
Peptonepepsique de viande...................... 1509
LaCtOSe.......vieiiii e 10,09
Selsbiliaires.........cooooiii 1,59
Chlorure de sodium................ooeviiiiinn. 5,09
Rougeneutre.........ccoovviiiiiiiiiiiieenen, 30mg
Cristal violet................cooiiii 1,0mg
AQAr. .. e 13,59
Chapman Peptone........coooviiiiiii 119
extraitde baeuf.............oooiii 19
chlorure de sodium.....................cooeiiiini. 7549
D-mannitol................ooooii 109
rouge de phénol...................o 25 mg
AGAT. .o, 15¢
Gélose nutritive TIYPLONE. ..o 5,09
Extraitde viande..................ooooiiiil, 1,09
Extraitde levure................oooiiiiiiinn. 2,09
Chlorurede sodium..................cooooienl. 5,09
AGAr. .. 12,09
Gélose Muller-Hinton Hydrolysat acide de caséine (peptone)............ 1759
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Extraitde viande................ocooiiiiiiiin.. 2009
AMIdON. ..., 159
Calcium........oooii 20a25mg
Magnésium............cooeeviiiiiinininnn, 104 12,5mg
AGar. . 15,09
Eaudistillée.............oooiiii, gsp1lL
Hydrolysat acide de caséine (peptone)........... 1759
Extraitde viande................ocooiiiiiiiinnn, 209
Milieu Yeast Peptone dextrose | Peptone........oi 20g
GlUCOSE (AEXLIOSE)....ecvvevieireeie et 20g
Extrait de leVUure........cccoovevi e 10g
L'eau distillée Stérile...........ccoovvriiiiiienninnienn. 1000ml
Milieu Sabouraud PEPIONE. ..o 10¢g
GIUCOSE. ...t 40 g
AQAr AQar.....ccocvieiiiieiiiee e 159
ACHIONE. ... 05¢g
Chloramphenicol...........ccoovviiiieiiieee 059
L'eau distillée stérile............cccoviniinnnn, 1000 ml
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Annexe 4: Le test d’antibiogramme qui a été réalisé au laboratoire.

Annexe 5 : Test de microdilution sur microplaques.
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Annexe 6 : Les structures chimiques des agents antimicrobiens
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Annexe 7 : protocoles expérimentaux
Protocol expérimental de la conjugaison (Tioconazole-PEG2000)

On va commencer par la concentration initiale C, = 1 mg/ml.
Ona:

my +m
%=1mg/ml=>mA+mB=1xV

Tel que mac’est la masse de 1’antibiotique (Tioconazole dans notre cas) en mg
Mgc’est la masse du PEG-2000 en mg
Pour realiser un volume de 5 ml de la solution finale notre équation devient alors :

mA+mB=1X5=5mg—>(1)
Maintenant par définition de la fraction molaire :

n
XA = A = Ny =XA(HA+HB)
HA+HB

Na : le nombre de moles de I’ATB (moles).
ng : le nombre de moles PEG-2000 (moles).
ny — (X, Xny) =X, Xng

ny — (Xp X ny) _

1
X, na(—

Xa
Maintenant passons des nombres de moles vers les masses :

Soit notre antifongique est le Tioconazole de masse molaire : Ma = 387,7g/mol
Pour le PEG sa masse molaire :Mg = 2000 g/mol.

mg my /1 Mg/ 1
—=—(——1)=>mB=mAx—(——l)
Mg My \Xy Mp \Xp

nB: _1)

On definit W = %(i— 1)

A \Xa
Ce qui revient a dire ma = mgxW
Revenant maintenant a notre équation (1) :
my+myXW=5=mu(1+W)=5

5
my = ——
AT1+wW
Ma = ——
Donccnﬁn:{ AT 1w

mg =5—m,
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Protocol expérimental de la conjugaison (Chloramphénicol-PEG2000)

On va commencer par la concentration initiale Cp = 1 mg/ml.
On a:

ma +mB
\'%

=1Img/ml=my+mg=1xV

Tel que mac’est la masse de 1’antibiotique (Chloramphenicol dans notre cas) en mg
Mgc’est la masse du PEG-2000 en mg
Pour realiser un volume de 5 ml de la solution finale notre équation devient alors :

my+mg=1%x5=5mg- (1)

Maintenant par définition de la fraction molaire :
Np

XAZ =>HA=XA(HA+HB)

Ny + ng
Na : le nombre de moles de I’ATB (moles).
ng : le nombre de moles PEG-2000 (moles).
ny — (Xa Xny) =X, Xng
ny — (Xa Xny)

1
ng=——2" A (-1
B XA AXA

Maintenant passons des nombres de moles vers les masses :
Soit notre antifongique est le Chloramphénicol de masse molaire : Ma = 323,13g/mol
Pour le PEG sa masse molaire : Mg = 2000 g/mol.

Mp my 1 MB 1
—=—(——1)=>mBzmA><—(——l)
MB MA XA MA XA

On definit W = =2(-=—1)
A A
Ce qui revient a dire ma = mgxW
Revenant maintenant a notre équation (1) :
my+myXW=5=muy(1+W)=5

5
my = —
Donc en fin : { AT 1w

mg =5-—m,
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Protocol expérimental de la conjugaison (Rifamycine SV sodium salt PEG2000) :

On va commencer par la concentration initiale C, = 1 mg/ml.
On a:

ma + mpg
Vv
Tel que mac’est la masse de 1’antibiotique (Rifamycine SV sodium salt dans notre cas) en mg

Mgc’est la masse du PEG-2000 en mg
Pour realiser un volume de 5 ml de la solution finale notre équation devient alors :

=1mg/ml=my+mg=1xV

Maintenant par définition de la fraction molaire :
n

XA = A

np + ng

== Ny = XA(nA + HB)

Na : le nombre de moles de I’ATB (moles).
ng : le nombre de moles PEG-2000 (moles).
np — (Xa Xny) =X, Xng

N = s (ii X 0) = nﬁ(%_ 1)
Maintenant passons des nombres de moles vers les masses :
Soit notre antifongique est le Rifamycine SV sodium salt de masse molaire : Ma = 720,8
g/mol
Pour le PEG sa masse molaire :Mg = 2000 g/mol

mB_mA(l 1): _ ><MB(l 1)
Mg M, \X, A S VR VR

On definit W = %(i— 1)

A \Xa

Ce qui revient a dire ma = mgxW
Revenant maintenant a notre équation (1) :

my+my XW=5 =my(1+W)=5

5

m =
Donc en fin : { AT 1aw

mg =5-—m,
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Protocol expérimental de la conjugaison (Néomycine (sulfate)-PEG2000) :

On va commencer par la concentration initiale C, = 1 mg/ml.
On a:

mA‘l'mB
V

=1lmg/ml=my+mg=1xV

Tel que ma c’est la masse de I’antibiotique (Néomycine (sulfate) dans notre cas) en mg
Mgc’est la masse du PEG-2000 en mg
Pour realiser un volume de 5 ml de la solution finale notre équation devient alors :

mA+mB=1X5=5mg—>(1)

Maintenant par définition de la fraction molaire :
n
XA = A = Ny ZXA(HA+HB)
na + ng

Na : le nombre de moles de I’ATB (moles).
ng : le nombre de moles PEG-2000 (moles)
ny — (Xa X1ny) =Xs Xnp

Maintenant passons des nombres de moles vers les masses :
Soit notre antifongique est le Neomycin (sulfate) de masse molaire : Ma = 630,76g/mol
Pour le PEG sa masse molaire :Mg = 2000 g/mol.

mg muy/1 Mg/ 1
—=—(——1)=>mB=mA><—(——1)
Mg  Mjp \Xa Ma \Xa

On definit W = %(i— 1)

A \Xa
Ce qui revient a dire mg = maxW
Revenant maintenant a notre équation (1) :
ma+myXW=5 =mu(1+W)=5

5
1+W

mpy =

5
m, = —
Daonc en fin : { AT 1aw

mg =5—m,
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