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Introduction Générale

L’hopital est un lieu de soin, mais également un lieu ou on peut contracter des maladies
infectieuses (Diakaria, 2002). La contamination contractée a 1’hdpital est a 1’origine des
infections, dites nosocomiales. Cette derniere constitue un sérieux probléeme de santé publique
avec des conséquences considérables tant sur le plan individuel que sur le plan économique (EI
Rhazi et al., 2007). Les bactéries peuvent étre transmises par contact direct ou par
I’environnement de I’hopital (air, eau, aliments, matériels). La plupart des bactéries
responsables de ces infections nosocomiales sont des bactéries multirésistantes (Bekkari et al.,
2016). L'acquisition de la résistance bactérienne aux agents antimicrobiens, en particulier aux
antibiotiques, est due a la surconsommation d'ATB en pratique médicale humaine, que ce soit
en milieu hospitalier ou en communautaire. L’utilisation des désinfectants avec des
concentrations subinhibitrices est aussi a 1’origine d’une résistance bactérienne contre un
ensemble des produits désinfectants (Joly, 1996).

Devant ce probleme mondial qui augmente considérablement et qui constitue une menace
majeure pour la santé publique, il est nécessaire de trouver de nouvelles molécules
antimicrobiennes qui peuvent étre la base de nouveaux antibiotiques ou désinfectants. En effet,
la syntheése chimique de nouvelles molécules antibactériennes s’avere indispensable pour lutter
contre les phénomenes de la résistance bactérienne. Durant ces derniéres années, de nombreuses
équipes de chercheurs se sont intéressées a la synthése et 1’étude de nouveaux composés
hétérocycliques. Les tétrazoles constituent une classe importante de ces composés qui ont regu
beaucoup d’intéréts par leurs diverses activités biologiques en particulier : DPactivité
antibactérienne (Salahuddin, 2009 ; Mosaad, 2009 ; Mohite, 2011 ; Boukhssas et al., 2017 ).
Les composés contenant un cycle tétrazole ont été synthétisés pour la premiére fois en 1885 par
J. A. Bladin a I'Université d'Uppsala (Suede) (Bladin, 1885).

C’est dans ce cadre que s’inscrit le présent travail qui a pour objectif I’étude de I’effet
antibactérien de deux produits chimiques synthétiques, dérivés de tétrazoles sur la croissance

des souches de références ATCC et sur des souches isolées de I’environnement hospitalier.
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I. Généralité sur les tétrazoles
1. Définitions des tétrazoles
Les tétrazoles correspondent a une classe de composés hétérocycliques organiques
constitués d’un cycle de cinq atomes ; quatre atomes d'azote et un atome de carbone (plus
I'nydrogéne). Le plus simple est le CN4H2 qui est un solide cristallin blanc a jaune péle avec
une odeur caractéristique faible, soluble dans I'eau et I'alcool. Il est de nature acide en raison de
la présence de quatre atomes d'azote. La figure 1 représente la structure et la numérotation d’un

tétrazole simple appelé aussi 1-H Tétrazole ou Tétrazacyclopentadiene (Joule, 2000).
4 N——N 3
| | I
) I\ N = N 2
1
H

1H-tetrazole

Figure 1 : Tétrazole simple : 1-H Tétrazole

Les tétrazoles sont des bioisostéres de 1’acide carboxylique. Comme ce dernier, ils sont
ionisés a pH physiologique et exhibent une structure plane ce qui rend I’anion tétrazolate plus
stable (Herr, 2002). Les bioisosteres sont utilisés en conception de médicament afin d'accroitre
I'effet biologique ou physiologique recherché ou de réduire la toxicité du composé parent sans
altérer significativement sa structure chimique (Brown, 2012). En effet, Hansch et Leo (1995)
ont montré que les tétrazoles anioniques sont dix fois plus lipophiles que leurs carboxylates
correspondants malgré leurs acidités similaires (Figure 2). Ce caractere lipophile est un facteur

important permettant aux molécules de traverser les membranes cellulaires (Herr, 2002).

"
R R N N
D G U I
\ i
OH O N—N “N—N
Acide carboxylique  Carboxylate Tétrazole Tétrazolate

Figure 2 : Comparaison entre le tétrazole et ’acide carboxylique

2. Propriétés physico- chimiques des tétrazoles
2.1. Aromaticité
La réactivité des tétrazoles 5-substitués, leur permet d’étre classés parmi les composés

aromatiques (Butler, 1984). Bien que le noyau tétrazole differe notablement de la structure
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des autres azoles, son aromaticité est tres élevée. De plus, certaines formes de I'anneau tétrazole

surpassent I'aromaticité des di- et triazoles (Bean, 1998).

2.2.Acidité
Les tétrazoles 5-substitués ont une acidité comparable a celle des acides carboxyliques
(Butler, 1984). Le remplacement isostérique du groupe —CO2H par un tétrazole réduit
I'irritation gastrique tout en conservant l'activité anti-inflammatoire non-stéroidienne. Les
substituants en C-5 ont des effets semblables que ceux des acides carboxyliques, alors que les
5-aryl-tétrazoles sont des acides plus forts. En effet, L'augmentation de I'acidité est attribuée a
une stabilisation par résonance accrue dans les anions-5-phényltétrazole par rapport au benzoate
(Butler, 1984).
2.3. Solubilité
L’acétate d’Ethyle et le DMSO sont généralement les solvants organiques polaires
solubilisant les tétrazoles 5-substitués. Dans les conditions basiques, les tétrazoles 5-substitués
peuvent aisément étre extraits dans la phase aqueuse sous forme de sel (Benson, 1947).
2.4.Autres propriétés des Tétrazoles
Les tétrazoles sont tres réactifs du fait de la présence des doublets libres non-liants des
différents azotes du noyau. La disponibilité des électrons m, leur permet d'étre attaqués par
divers réactifs électrophiles (Butler, 1984 ; Ostrovskii, 2000). De plus, ils peuvent exister sous

deux tautomeres lorsqu’ils contiennent une liaison NH libre (figure 2) (Amigoni et al., 2004).

R R

A A

HN N —= N NH
\ \ _
N—N N—N

Figure 3 : Les deux formes tautomiriques de tétrazoles 5-substitués

L’avantage majeur des tétrazoles est leurs résistances a plusieurs processus biologiques
de dégradation.
3. Application des tétrazoles
3.1.  Activités biologiques des tétrazoles
Le tétrazole non substitué ne présente pas d'activité pharmacologique, par contre le
tétrazole substitue et ses dérives sont présents dans de nombreux composés hétérocycliques

bioactifs qui présentent un grand intérét en raison de leurs diverses applications (Mohite, 2011).
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a. Activité antibactérienne
Mosaad Sayed Mohamed et al., (2009) ont rapporté la synthése de N-(3-cyano-1-(3-
méthylphényl) -4,5-diphényl-1H-pyrrol-2-yl) -acétamides (Figure4 5c) et 2-amino-1-
(4méthoxyphényl) -4,5-diphényl-3-tétrazolo-1H-pyrroles (Figure4 5d). Ces deux composes ont
montré une activité antimicrobienne puissante (Figure 4a). Une autre étude réalisée par
Salahuddin, en 2009, montre que les benzo-thiéno [2, 3-d] pyrimidines, qui contiennent un
cycle de tétrazole, sont plus actives contre les bactéries telles que Bacillus subtilis, Bacillus

pumilis, Escherichia coli et Staphylococcus aureus (Figure 4b).

[ e 3 : ~N > R I - \N/
7~ H

a: B 17 =N

<s 3 CH » N N S'/“‘\N

Sa.b.c a d: 4-COCHI

Figure 4 : Structure de deux tétrazole antibactériens

b. Activité antifongique
Une étude réalisée par Matysiak et al. (2003), montre que les tétrazoles sont plus actifs
contre Candida albicans ATCC 1023 (Figure 5).

C(=S)CH,(OH),

Figure 5 : structure de tétrazole antifongique

c. Activité antivirale
En 2005, Chang et al., ont remarqué que 1’addition de groupement tétrazolique au pyridyl-
imidazolidinone améliore considérablement [l'activité anti-EV71 (Entérovirus 71), ainsi
qu’aucune toxicité cellulaire apparente n'a été observée pour ce composé (figure 6a).
Les travaux de Walker (2006) ont conduit & un nouveau chemotype a base de tri-cétoacide
qui inhibe sélectivement la réaction de transfert de brin de I'intégrase du VVIH, enzyme exprimée

par le VIH, et qui représente une cible validée pour la thérapie (figure 6b).



https://pubs.acs.org/author/Chang%2C+Chih-Shiang
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Figure 6 : Structure des tétrazoles Anti-EV71 (a) et anti-VIH (b).

d. Activité anti-cancéreuse
Dans le but d’évaluer I’activité anticancéreuse de certains dérivés de tétrazoles, différents
dérivés contenant de I'isoxazole ont été synthétisés par 1’équipe de Bhaskar (2010). Les résultats
ont montré que le composé (1-[5-(2-chloro phényl) isoxazol-3-yl]-5-phényl-1H-tétrazole) est
plus efficace et actif avec une influence sélective sur les lignées cellulaires du cancer de l'ovaire,

en particulier sur SK-OV-3 avec un pourcentage de croissance de 34,94%.

Figure 7 : Structure de tétrazole anticancéreux.

3.2.  Applications pharmaceutique de tétrazoles et leurs dérivés
Les tétrazoles et leurs dérivés occupent une place importante dans le marché des
médicaments (Kleemann, 1999). Exemples des médicaments a base des tétrazoles ou leurs
dérivés :
e Pentetrazol (Figure 8a) : 6,7,8,9-Tétrahydro-5H-tétrazolo[1,5-a]azépine ; Analgésique,
stimulant circulatoire.
e Candesartan cilexetil (Figure 8b) : Cyclohexyl [3-[2-ethoxy-3-[[4-[2-(5H-tétrazol-5-yl)
phényl]phényllméthyl]benzimidazol-4-yl]-1-méthyl-3-oxo-propyl] carbonate; Bloqueur de

I'angiotensine 11.

Rapport- gratuit.com
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e Ceftezole (Figure 8c) : Sodium ; 8-oxo-7-[[2-(tétrazol-1-yl)acétyl]lamino]-3(1,3,4thiadiazol
-2-ylsulfanylmethyl)-5-thia-1-azabicyclo[4.2.0]oct-2-ene-2-carboxylate; Antibiotique de la
famille des céphalosporines.

- ’ N~
r '\Y 0 N NH ¢ N
\ r -0 NS NN
N N 0 N=0 ) {
" © HC / s \__ ) ¥ o
N A I ) /
/Y ~ \ N / HN_ =
N \.\ )/, ,\‘_ T
N \N'/ 0 =N A _ 8 5
 \U O | 11 P
“CH, CO;'Na"  N-y
a
b C

Figure 8 : Structure des tétrazoles présents dans les médicaments.

3.3.  Autres applications des tétrazoles et leurs dérivés
Les tétrazoles ont d’autres fonctionnalités et applications soit en synthéses chimiques
comme des réactifs de départ pour la désoxygenation des phénols (Cubero et al., 1998) et la
préparation des nitrilimines (Singh et al., 1984), Soit en agriculture comme régulateurs de
croissance des plantes ou comme des herbicides actifs (Roy et Lahiri, 1985 ; Reidalova et al.,
1988 ).
4. Synthése des tétrazoles
4.1. Syntheése des tétrazoles a partir des nitriles et d’azide de sodium
Les tétrazoles sont généralement préparés par la réaction d'une source d'acide
hydrazoique avec un nitrile, dans un solvant inerte a des températures élevées. La cycloaddition
1,3-dipolaire, mettant en jeu un azoture, est I’une des meilleures méthodes de formation de
tétrazoles. Une série d’aryl-tétrazole est obtenue en faisant réagir divers aryl-nitriles avec
I’azoture de sodium en présence de FeCls-SiO2 comme catalyseur et le DMF comme solvant
(Figure 9) (Mahmoud et al, 2009).

N CN R/ n
' \ \ e N
DMF, 120 °C
P — N—N

Figure 9 : Préparation de tétrazole a partir de nitrile et I’azoture de sodium.
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Yoneyama et al., (2013) ont développé une méthode efficace et accélérée qui permet la
conversion des difféerents nitriles inactifs aux tétrazoles 5-substitués correspondants sous

irradiation par micro-ondes dans le DMF (Figure 10).

DMF, Micro-ondes

R H
| , Et;N.HCI (3 éq.) ).
R—C=N + NaN;(3éq.) : @, N
N. N
130°C N

Figure 10 : Préparation de tétrazole a partir de nitrile et 1’azoture de sodium sous irradiation.

4.2. Synthése des tétrazoles a partir d’oxime.
Un protocole simple et efficace a été développé par Patil (2012) pour synthétiser le 1H-
tétrazoles 5-substitués en réagissant divers oximes et de I'azoture de sodium (NaNs) en utilisant

I'acétate de cuivre comme catalyseur dans le DMF (Figure 11).

N—
N/
/N\OH "

DMF, 120 C
+ NaN 3 —
Cu(OAC),

Figure 11 : Préparation de tétrazole a partir d’oxime

4.3.  Synthése des tétrazoles en présence d’acide de Lewis

En 1958, une étude de synthése de tétrazole, en présence d'acides de Lewis a été réalisée
par Finnegan (1958). Le mécanisme proposé implique une attaque nucléophile de I'ion azoture
sur le carbone du groupe nitrile, suivie par la fermeture du cycle. L utilisation de I’acide de
Lewis (BF3) augmente ou favorise la charge 8" sur le nitrile du carbone, ce qui augmente la

vitesse de la réaction (Figure 12).

HN""--N

e

Figure 12 : Préparation de tétrazole en présence d'acide de Lewis.

4.4. Synthése des tétrazoles par la Méthode de Sharpless : Approche du (click
chemistry)

La «Click Chemistry » est une approche adaptable, faisant appel a des réactions pratiques

et fiables avec des réactifs disponibles. Dans plusieurs cas, I'eau est le solvant idéal de réaction,

donnant les meilleurs rendements et les plus élevés (Lewis, 2002). Ce terme a été introduit par
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Kolb et al., en 2001. L'un des exemples utilisant cette approche, étant la formation du 1,2,3-
triazole a partir d’azides et des acétyléniques catalysee par le cuivre(l).
4.5.  Synthése des tétrazoles sans solvant.

Une nouvelle méthode de synthése de 1H-tétrazoles 5-substitués a été développee par
Shahnaz Rostamizadeh et al. (2009). C’est une réaction entre le nitrile et 'azoture de sodium
en présence du chlorure de zinc (ZnClz) comme catalyseur. Les avantages de cette méthode par
rapport aux autres méthodes rapportées dans la littérature sont : Des temps de réactions plus
courts, catalyseur peu couteux et respectueux de 1’environnement, I’utilisation de produits

commerciaux disponibles, Absence de solvant et donne des rendements élevés (Figure 13).

N
// T~NH
ZnCl, R—C I
sans solvant

R —Cc=——n + NaN; \
85-120°C/ 5-24h NH;?N

69-92 %

Figure 13 : Préparation de tétrazole en présence de chlorure de zinc (ZnCl;) sans solvant.

D’autres méthodes utilisent le Fluorure de tétrabutylammonium (TBAF) comme
catalyseur pour la réaction de cycloaddition [3+2] du nitrile organique et I’azide en absence
du solvant. Cette méthode a de bon rendement allant de 80 a 97% (Figure 14) (Amantini et
al., 2004).

CN

NHH"“N
'I'MSNJ—'I'BAI-'_3H30 o
50-120°C/ 1-48%/ \ ||
N__,..--N

82-97 %
Figure 14 : Préparation de tétrazoles par I’azoture de triméthylsilyle sans solvant.
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Il.  Généralités sur la microflore de I’environnement hospitalier
De nombreux micro-organismes, notamment les bactéries, colonisent 1’environnement
hospitalier. Ce dernier contient les bactéries commensales constituant la flore normale des
patients. Cette flore joue un réle dans la protection contre les microorganismes. En plus,
I’environnement hospitalier contient aussi des bactéries pathogenes multirésistantes

responsables des infections nosocomiales.

2.1. Escherichia coli
C’est en 1885 que la bactérie Escherichia coli est décrite pour la premiere fois
dans des selles de nourrissons, par I’ Allemand Theodor Escherich. Toutefois, son nom actuel

lui est donné en 1919 par Castellani et Chambers (Castellani, 1919).

Escherichia coli ou colibacille est une entérobactérie a Gram négatif, mesurant 2 a 4 um
de longueur sur 0,4 4 0,6 um de largeur, fine, allongée a extrémités arrondies et mobile grace a
une ciliature péritriche.

Les principaux caractéres qui distinguent E. coli des autres entérobactéries sont : la
fermentation du lactose, la production d’une (-galactosidase, la production d’indole a partir
du tryptophane, 1’absence d’uréase et 1’absence d’utilisation du citrate (Simmons) comme
source d’énergie et de carbone. Concernant 1’habitat, on trouve Escherichia coli en abondance
dans la flore commensale, en particulier dans le tube digestif. Par ailleurs, elle est trés répondue

dans I’environnement : eau, sols, et dans les aliments (Baraduc et al., 2000).

Escherichia coli pousse facilement sur les milieux ordinaires en 24h a 37°C en aérobiose
et en anaérobiose. Ces exigences nutritionnelles sont en général réduites et la bactérie se
multiplie en milieu synthétique avec le glucose comme source de carbone simple. (Farmer et
al., 2007). Sur milieu gélosé les colonies sont lisses, brillantes, de structure homogeéne. E. coli

posséde une catalase mais dépourvu d’oxydase (Le Minor et al., 1990).

Bien que la majorité des souches de E. coli soient commensales banales, certaines d’entre
elles sont pathogenes et a 1’origine de pathologies intestinales (Levine, 1987) ou extra-
intestinales (Pohl, 1993). Chez I’homme, la colonisation par E. coli est précoce, et peut étre
responsable d’un nombre varié¢ de pathologie. Toutefois, trois types de syndromes majeurs
résultent de I’infection par des souches E. coli pathogénes : infections urinaires (impliqué dans
80 % des infections urinaires), les infections digestives (diarrhées, infections hépatobiliaires et

autres), et les méningites néonatales et septicémies (Jaureguy. 2009).
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2.2.Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est anciennement appelé bacille pyocyanique du fait de sa
capacité a donner un pigment de couleur bleu-vert qui donne a la colonie sa couleur
caractéristique. C’est une bactérie ubiquitaire dans I'environnement. C’est un bacille a Gram
négatif, aérobie strict non sporulé, en forme de batonnet ces bacilles sont tres mobiles gréace a
des flagelles polaires uniques. Il est capable de pousser jusqu'a une température de 42°C. Il
sécréte un certain nombre de composés qui vont augmenter sa virulence et sa pathogénicité
Sunil, 2010) notamment :

e Des enzymes extracellulaires qui peuvent détruire I'intégrité des tissus de I'nte en dégradant
des protéines telles que I'élastine, le collagéne et les transférines (Wan et al., 2010).

e Lapyocyanine, un pigment soluble bleu-vert, est une toxine de faible poids moléculaire qui
peut facilement traverser les membranes biologiques et affectée différentes fonctions dans
la cellule hote, telles que 1'inhibition de la respiration cellulaire, de la fonction ciliaire ou de
la croissance des cellules épidermiques (Mekuskiene, 2003). Le Pseudomonas est
pathogeéne, tres résistant et responsable d’infections nosocomiales telles que : la pneumonie,
les infections urinaires, les infections d'appareil respiratoire et les infections des brilures
graves (Mickevicius et al., 2009). C’est 'une des bactéries les plus difficiles a traiter
cliniquement et trés résistantes aux antibiotiques.

2.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une bactérie de type cocci Gram positif, non capsulée, trés
résistante dans le milieu extérieur et peu exigeante en culture. C'est un germe ubiquitaire et
commensal présent en faible quantité dans le tube digestif et parfois au niveau de la fosse
nasale d'individus sains, a la surface de la peau (mains) ou dans les zones humides (aisselles,
périnée). La plupart des souches de S. aureus élaborent un pigment qui donne une couleur
jaune-orangé aux colonies, d'ou le nom de staphylocoque doré. Cette derniére est
connue pour provoquer des infections de la peau : furoncles, folliculites, panaris, impétigo.
Elles peuvent aussi atteindre les yeux (conjonctivites), les oreilles (otites) ou les voies

respiratoires (pneumonies, pleurésies).

Les Staphylocoques partagent avec la bactérie Escherichia coli le premier rang des
germes responsables d'infections nosocomiales et des toxi-infections alimentaires
(Ishankhodzhaeva, 2001).
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2.4. Streptococcus spp

Les streptocoques sont des bactéries a Gram positif sphéeriques de 0,5 a 1 um de diameétre,
non mobiles, non sporulés. Ces derniéres forment, en milieux liquide, des chainettes
caractéristiques. Ce sont des germes aéro-anaerobies facultatifs qui proliferent sur des milieux
riches. Ce sont des bactéries fragiles, généralement parasites des mugueuses en particulier
buccales, digestives et rhinopharyngées.

Les streptocoques sont classés selon leur hémolyse, en trois classes : les a-hymolytiques,
B-hymolytiques et les y-hymolytiques, et pour certaines espéces selon la présence d’antigéne
spécifique de leur paroi. L’hémolyse est due a des enzymes appelées « hémolysines » capables
de lyser les érythrocytes présents dans la gélose au sang. Les streptocoques B-hémolytiques sont
groupés selon les antigénes polysaccharidiques, qu’ils possédent sur leur paroi, appelés les
groupes sérologiques de Lancefield. On distingue 18 groupes sérotypiques (A=>H et K=>T).

Parmi les groupes de streptocoques B-hémolytiques les especes suivantes sont les plus
pathogenes : A : Streptococcus pyogenes, B : Streptococcus agalactiae, C ou G : Streptococcus
dysgalactiae. Les Streptococcus pneumoniae sont a l'origine de nombreuses pneumonies
mortelles, ou des méningites. Les Streptococcus pyogenes causent des angines, abces, scarlatine
ou fasciite nécrosante, et peuvent aussi evoluer si I'infection est mal traitée. Certaines souches
de Streptococcus pneumoniae deviennent de plus en plus résistantes a 1’action de la pénicilline.
Cette résistance est maintenant répandue et augmente rapidement partout dans le monde
(Appelbaum, 1992).

2.5. Bacillus subtilis

C’est un Bacille a Gram positif, mobile par des cils péritriches, capsulé, en forme de
batonnets de 2um de diamétre et dont la longueur peut atteindre 7um, formant des spores
ellipsoidales ou cylindriques en position centrale, paracentrale ou subterminales dans le corps
bactérien. Les colonies sont larges (2 a 4 mm), leur morphologie est variable entre les
differentes souches et parfois dans la méme souche ce qui donne un aspect de culture mixte. Il
est capable de pousser en milieux salés simples en présence d’ammonium, urée ou acides
aminés tel 1’arginine, glutamine, glutamate, asparagine ou 1’aspartate comme source d’azote,
de glucose ou autres sucres simples comme source de carbone, et de phosphate comme source
de phosphore (Piggot, 2009). C’est une bactérie aérobie pouvant se développer en anaérobiose
par fermentation en présence de nitrate comme accepteur final d’électrons (Nakano et al.,
1997).

Les bacillus peuvent provoquer I’activation de virulence chez les espéces pathogeénes, ou

la formation de biofilms.
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L’infection a B. subtilis survient surtout en milieu hospitalier chez certains patients

immunodéprimés ou dans des cas de septicémie récurrente a B. subtilis (Oggioni, 1998).

IIl.  Résistance aux antibiotiques et aux désinfectants

La sélection de bactéries résistantes aux antibiotiques est due a 1’usage généralisé des
antibiotiques et a la forte adaptabilité des souches bactériennes a cause des mutations
chromosomiques en selectionnant des mutants résistants au sein d’une population bactérienne
ou par transfert des genes de résistances (Goossens et al., 2006) qui peut s’effectuer au sein
d’une méme espéce ou d’une espéce bactérienne a I’autre (Noble et al., 1992 ; Alekshun et
Levy, 2007).

Les bactéries ont développé plusieurs mécanismes de résistance pour échapper a I’action

létale des antibiotiques notamment :

v la modification de la perméabilité qui ne se rencontre que chez les bactéries Gram négatif.

v" Modification de I’antibiotique, c’est le cas d’E. coli résistante a I’ampicilline par 1’expression
de TEM-1 B- lactamase modifiant I’ampicilline (Rice et al., 2003).

v Modification de la cible, c’est le cas des Staphylococcus résistant a la méticilline (SARM) par
modification des PLPs (Protéines Liant les Pénicillines), La modification des PLPs semble
étre le mécanisme principal de résistance aux B-lactamines chez les bactéries Gram positif
(Walsh, 2003).

v' Augmentation du flux de sortie (systémes d’efflux), C’est le cas de la résistance aux
tétracyclines (antibiotique agissant sur la sous-unité 30S des ribosomes) qui est due a la sortie
active de l'antibiotique a travers la membrane plasmique (Markham et Neyfakh, 2001).

La résistance des bactéries aux désinfectants était principalement liée a la composition de
la membrane cytoplasmique qui est a la fois un obstacle physique et chimique. Cette résistance
varie donc selon le type de bactérie. La fréquence des résistances acquises aux désinfectants est
nettement moins importante que la résistance aux antibiotiques (Russel, 1997). Cette forme de
résistance risque de se developper tout particulierement lorsque les organismes sont exposés
fréeqguemment a des concentrations inférieures ou proches de la concentration recommandée.

Les bactéries résistent aux désinfectants par plusieurs mécanismes :

v Production de nouvelles enzymes résistantes.

v Changement dans la structure interne de la cellule.

v" Modification de la perméabilité de la membrane cytoplasmique.
v

Modification de la structure de la paroi cellulaire.
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Une étude realisé par Joly en 1996 a montré que les bactéries Staphylococcus aureus,
Staphylococcus ssp., Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae sont résistantes a I’ammonium
quaternaire. Alors que Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Escherichia coli et

Staphylococcus aureus sont résistantes a 1’action des phénols (Joly, 1996).

Il est donc essentiel de respecter exactement les conditions d'utilisation des produits de
désinfection (Concentrations et mode d'emploi) afin déviter I'émergence des souches

résistantes.
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I.  Présentation de I’étude
Cette étude a été réalisée au sein de Laboratoire de Biotechnologie a la Faculté des
Sciences Dhar El Mahraz de Fés entre le 20 Janvier et le 30 Mai 2018. Elle a été consacree a
I’évaluation de I’activité antibactérienne de deux molécules chimiques synthétiques dérivées de
tétrazoles.
Il.  Matériels
Nous avons mené notre étude sur différents types de souches bactériennes.
e Des souches de Références ATCC :
v' Esherichia coli ATCC 25922 (E. coli R),
v’ Staphylococcus aureus ATCC 29213 (S. aureus R),
v Bacillus subtilis ATCC 3366 (B. subtilis R),
v Pseudomenas aeruginosa ATCC 27853 (P. aeruginosa R)

e Des souches isolées de 1’environnement Hospitalier (service de soins intensifs) d’un
hopital public a vocation provinciale de la ville de Fés, les souches ont été identifiees
par notre équipe (Bekkari et al., 2016) :

v’ Esherichia coli (E. coli H)
v’ Staphylococcus aureus (S. aureus H).

e Des souches isolées, des Aliments destinés aux patients au CHU Hassan II, purifiées et
conserveées a -80°C au sein du Laboratoire de la Faculté de Médecine et de Pharmacie
de Fés:

v’ Esherichia coli (E. coli A)

v’ Staphylococcus aureus (S. aureus A)

v Pseudomenas aeruginosa (P. aeruginosa A)
v’ Streptococcus spp (Streptococcus A)

«» Dérivés de tétrazoles

Nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’activité antibactérienne de deux produits
chimiques dérivés de tétrazoles synthétisés au sein du laboratoire de chimie organique a la

faculté des sciences Dhar El Mahraz a Fes.
Nature et synthese des produits chimiques testés

Les deux composés organiques synthétisés sont le tétrazole substitué en position 5 par un
groupement électroattracteur le (5-(thiophén-2-yl)-1H-tetrazole) (TET) denommé SB13 et
I’oxime de thiophéne 2-carbaldehyde dénommé SB9 (Alami et al., 1996). Le schéma

réactionnel suivant résume les étapes de cette synthése (Figure 15).
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N
/ \ 0 HCl, NH,-OH . @ SOH 1) p-TsOH/Toluene .~ S HN/’I\]

S . Pyridine 2) NaN,/DMF/120°C

Thienyl-2-carbaldehyde OXM(SB 9) TET (SB 13)
Figure 15 : Etapes de synthese des produits OXM (SB9) et TET (SB13)

I11. Evaluation de Pactivité antibactérienne des dérivés des tétrazoles

L’évaluation de D’activité antibactérienne d’une molécule synthétique chimique est
réalisée en deux tests :

% Méthode qualitative : C’est un test qui permet la mise en évidence de I’activité
antibactérienne.

% Méthode quantitative : C’est un test qui permet de déterminer la concentration minimale
inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) pouvant inhiber la
croissance des bactéries testées.
3.1.Methode de diffusion en milieu solide : Antibiogramme

L’antibiogramme ou la méthode de diffusion est I’une des plus anciennes approches de
détermination de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques et demeure 1’une des méthodes
les plus utilisées en routine dans les laboratoires d’analyse médicale. Il est recommandé par le
comité Européenne des tests de susceptibilité antibactérienne (EUCAST, 2015) et le comité

national des standards cliniques de laboratoire (CLSI, 2012).

3.1.1.Principe
Cette méthode consiste a déposer un disque imbibé de 1’agent antibactérien dans une boite
de pétri préalablement ensemencée par une espéce bactérienne. La diffusion de 1’agent
antibactérien dans la gélose crée un halo d’inhibition de croissance de la bactérie autour du
disque. La sensibilité des souches bactériennes aux produits testés pourrait étre classée en trois

profils selon le diamétre d’halo d’inhibition (Demirbas, 2004) :

v' Hautement active : zone d’inhibition > 12mm
v Modérément active : zone d’inhibition de 6-11 mm

v" Faiblement active : zone d’inhibition de <5 mm

Rapport- gratuii.com ﬁ'}}
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Disque
nibibé Tapis bactérien

Incubation

Inoculum pendant 24 heures

bactérien

Boite de Pétri
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Figure 16 : Principe de la méthode de diffusion sur disque : Antibiogramme

3.1.2. Protocol expérimental
L’activité antibactérienne par diffusion sur disques des produits chimiques synthétiques
testés, SB9 et SB 13, a été réalisée selon le Protocol recommandé par ’EUCAST et CLS],
avec quelques modifications (EUCAST, 2015 ; CLSI, 2012).

a. Préparation des solutions mere des dérivés de tétrazoles

Une quantité de 15 mg des produits chimiques, SB9 et SB 13, a été solubilisée dans 60yl

de DMSO pour obtenir une concentration finale de 250mg/ml.
b. Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture bactérienne pure de 24 heures sur milieu LB (Annexe 1), 3 a 4
colonies ont été prélevées a 1’aide d’une anse puis transférées dans Sml du milieu LB afin de
préparer une suspension bactérienne. Cette derniere a été homogénéisée. La turbidité de la
suspension bactérienne a été ajustée a une DO=0,1 a 600 nm, équivalent a celle du standard
McFarland 0.5 et qui correspond un inoculum d’une charge bactérienne de 108 UFC/ml (CLSI,
2012) (Annexe 2).

c. Inoculation des boites

L’inoculation a été réalisée par la méthode d’écouvillonnage sur des boites contenant le
milieu LB. Un écouvillon en coton stérile a été plongé dans la suspension bactérienne. L’excés
de liquide a été ¢liminé en tournant 1’écouvillon sur les parois du tube.

d. Dépdt des disques

Les disques de papier Whatman, N°1 de 6 mm de diamétre, préalablement stérilisés
(prépareés et autoclavés pendant 20 minutes a 121°C) ont été déposes a la surface de gélose
ensemencée avec les souches bactériennes a testées. 10ul des solutions de SB 9 ou SB 13 ont
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¢été déposés sur les disques. 10ul d’ Ampicilline (100 pg/ml) ont été deposes sur des disques
utilisés comme témoins positifs. Le témoin négatif est un disque contenant 10ul de DMSO. Les
boites sont incubées a 37 °C pendant 24 heures. Chaque essai a été réalise en deux répétitions.

Apres 24 heures d’incubation, le produit doté d’une activité antibactérienne forme un
halo d’inhibition autour du disque. Les diamétres d’inhibition ont ét¢ mesurés en (mm). Le

Diametre de disque est exclu.

3.2.Détermination des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides
L'action de 1’agent antibactérien sur une souche bactérienne peut étre caractérisée sa

concentration minimale inhibitrice (CMI) et sa concentration minimale bactéricide (CMB).
3.2.1.Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI en milieu liquide

La CMI est définie selon le Comité de 1I’Antibiogramme de la Société Francgaise de
Microbiologie (CA-SFM) comme étant la plus faible concentration qui entraine 1’inhibition de
la croissance bactérienne visible (EUCAST, 2015).

a. Principe

La détermination de la CMI a été réalisée par la préparation d’une série de dilutions de %
de I’agent antimicrobien a tester sur milieu liquide (microdilution ou macrodilution). La CMI
est la plus faible concentration de 1’agent antibactérien présent dans le tube, le puit ou la boite
qui ne présente aucune croissance bactérienne visible (CLSI, 2012).

b. Protocol expérimental

b.1) Préparation des solutions mére des produits chimiques

Une quantité de 15 mg de produit SB 9 ou SB 13 a été solubilisés dans 0.5ml du milieu
LB auquel additionné a 0.2 ml de DMSO, 2.3 ml du milieu LB ont été ajoutés pour avoir une
concentration finale de 5 mg/ml.

Au cours de ce travail la CMI a été déterminée par la méthode de dilution en milieu liquide
par macrodilution et microdilution

b.2) Méthode de dilution en milieu liquide : Macrodilution

La méthode de macrodilution consiste a préparer des séries de dilution dans des tubes
a essai avec un volume final de 1ml (CLSI, 2012). La détermination de la CMI des produits
chimiques synthétiques SB9 et SB13 par macrodilution est réalisée selon le protocole
recommandé par CLSI (CLSI ,2012 ; Sudhakar Babu et al., 2012 ), avec quelques

modifications.
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i. Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture bactérienne pure de 24 heures sur milieu LB des souches testées,
une préculture de 3-4 heures a été réalisée en prélevant 3 a 4 colonies a I’aide d’une anse puis
transférées dans 5ml du milieu LB afin de préparer une suspension bactérienne. La turbidité de
cette derniére a été ajustée a une DO=0,1 a 600 nm, équivalent a celle du standard McFarland
0.5 et qui correspond a un inoculum d’une charge bactérienne de 102 UFC/ml. Ensuite, 5ml de
I’inoculum des souches testées ont été préparés en ajoutant 4,950 ml de milieu LB et 50ul de la
suspension bactérienne afin de diluer la charge bactérienne de 1/100 pour avoir une
concentration finale de 10 UFC/ml.

ii. Préparation de la série de dilution des produits SB9 et SB13

250p1 du milieu LB ont été distribués dans des tubes a essai stériles. Ensuite 500p1 des
solutions mere de SB9 ou SB13 ont été ajoutés dans le premier tube. Aprés agitation, une série
de dilution en cascade a été réalisee par ajout de 250ul de la solution du premier tube au
deuxiéme et ainsi de suite jusqu’au dernier tube ou 250 ul ont été éliminés pour avoir le méme
volume dans tous les tubes. Les concentrations obtenues vont de 2.5 mg/ml & 0,07 mg/ml pour
les deux produits SB 9 et SB 13.

250ul de I’inoculum bactérien, a été ajouté dans les tubes contenant la série de dilution.
Le volume final dans les tubes est de 0.5ml, et la charge bactérienne est de 5x10° UFC/ml. Les
concentrations finales des produits testés varient de 2.5 mg/ml a 0,07 mg/ml pour SB 9 et SB13.

Un tube témoin négatif a été réalisé, il contient ’inoculum bactérien a 5x10° UFC/ml.
Tous les tubes ont été incubés a 37°C pendant 24 heures.

La CMI correspond au tube contenant la plus faible concentration du produit testé qui n’a

montré aucune croissance bactérienne visible.

b.3) Méthode de dilution en milieu liquide : Microdilution
La méthode de microdilution consiste a préparer des séries de dilution dans une
microplaque de polypropyléne a 96 puits. La détermination de la CMI par microdilution a été
réalisée selon le protocole recommandé par CLSI (CLSI, 2012 ; Hellal et al., 2015).
I. Préparation de ’inoculum
La préparation de I’inoculum a été réalisée comme décrit ci-dessus pour la macrodilution
sauf au lieu de préparer Sml de I’inoculum nous avons préparé 2 ml (Cf. matériel et méthodes,

III- 3.2- b.2)- i. Préparation de I’inoculum).

ii. Préparation de la série de dilution des produits SB9 et SB13
100p] du milieu LB ont été distribués dans tous les puits a I’exception de ceux de la

premiére ligne. Puis, 200ul des solutions mere des produits SB9 ou SB13 ont été ajoutés dans
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la premiere ligne. La réalisation des séries de dilution a été faite en prélevant 100ul du premier
puit de la premicre colonne et en I’ajoutant dans le deuxiéme puit appartenant a la
méme colonne, et ainsi de suite jusqu’a I’avant dernier puit. Les mémes étapes ont été
répétées pour les autres colonnes. Les puits ont été inoculés par 100ul de la suspension
bactérienne avec une concentration de 10 UFC/ml. Les puits de la derniére ligne de la
microplaque ne contiennent que 1’inoculum (témoin).

La microplaque a été incubée a 37°C pendant 24 heures. La CMI correspond au puit,
contenant la plus faible concentration du produit testé, qui n’a montré aucune croissance
bactérienne visible.

3.2.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide CMB en milieu

solide

La CMB correspond a la plus faible concentration du produit testé capable de tuer 99.9%
des bactéries et de ne laisser pousser que 0,01% (Delarras, 1998).

% Protocol

A partir des tubes et des puits utilisés pour la détermination de la CMI, 5ul de chaque
tube ou puit ont été déposes sur milieu LB, puis étalés par stries et incubés a 37 °C pendant 24
heures. La CMB a été considérée comme étant la plus faible concentration, en produit testé,
ayant montré une absence de croissance (Hellal et al., 2015).

Le calcul du ratio CMB/CMI permet d’évaluer si un agent antibactérien a un effet
bactéricide (CMB/CMI< 4) ou bactériostatique (CMB/CMI >4) (Berche et al., 1988; Gatsing
et al., 2009).

IV.  Analyse et traitement des données

Le calcul des moyennes et des écarts types a été élaboré a 1’aide du programme Excel.
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I. Evaluation de la sensibilité des bactéries aux produits chimiques par
diffusion sur disque.

Les dérivés de tétrazoles ont une grande importance comme agents antibactériens. Notre
étude a porté sur I’évaluation de I’activité antibactérienne des composés synthétiques SB 9 et
SB 13 vis-a-vis de quatre souches de référence ATCC (E.coli R, S.aureus R, B.subtilis R,
P.aeruginosa R) et sur six souches isolées a partir de I’environnement hospitalier (E.coli A,
E.coli H, S.aureus H, S.aureus A, P.aeruginosa A et Streptococcus spp A). La sensibilité de ces
souches est évaluée par la méethode de diffusion sur disque.

1.1.Mise en évidence de P’activité antibactérienne contre les souches ATCC

Le tableau 1 représente les résultats des diametres des auréoles d’inhibition de la
croissance des souches ATCC par les deux produits SB 9 et SB 13 (exprimés en mm).

Le produit SB 9 a une activité inhibitrice sur les bactéries a Gram négatif ; E.coli R et
P.aeruginosa R avec un diamétre d’halo d’inhibition de 9 et 12 mm respectivement et a une
activité inhibitrice faible sur les Gram positif S.aureus R et B.subtilis R (2 mm) (Tableau 1).

Ces résultats corroborent avec les travaux de Dhayanithi et al. (2010) sur des dérivés de
tétrazoles, contenant le groupement pipérazine, qui montrent une activité inhibitrice sur E.coli
(8-10 mm) et sur P.aeruginosa (7-12 mm).

Le produit SB 13 est tres actif sur P.aeruginosa R (12.5 mm), modérément actif sur
S.aureus R (7.5 mm) et B.subtilis R (6.5 mm) et faiblement actif sur E.coli R (4.5 mm) (Tableau
1).

Des résultats similaires sont obtenus par de nombreux travaux notamment ceux réalisés
par B. Mohite (2010) avec des 5-phényl-tétrazoles et Kategaonkar et al., (2010) avec des
tétrazoles[1, 5-a] quinolines. En effet, Ces composés ont provoqué une inhibition des souches
E.coli, S.aureus et B.subtilis avec des diamétres d’inhibition de 5, 7 et 6-9 mm respectivement.
Des dérivés des tétrazoles substitués par le groupement benzyl ont une activité inhibitrice sur
P.aeruginosa avec un halo d’inhibition de 13 mm (Dhayanithi et al., 2011). Les effets de nos
produits sur P.aeruginosa sont prometteurs par rapport a celles obtenus par Yildirir et al.,
(2009) avec des phénylsélanyl-1-(toluene-4-sulfonyl)-1H-tétrazole auxquelles P.aeruginosa

s’est révélée résistante.
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Tableau 1 : Diamétres des halos d'inhibition (en mm) du SB 9 et SB 13 contre les souches ATCC.

Souches ATCC SB9 SB13 Ampicilline*
E.coliR 9+1.4 4.5+0.7 23,51
S.aureus R 240 7,5+0.3 21+0.7
B.subtilis R 210 6,5+0.3 42+1.4
P.aeruginosa R 12+2.8 12,5+1.1 23,51

*Témoin positif : Ampicilline (100ug/ml)
1.2.Mise en évidence de I’activité antibactérienne contre les souches d’origine
hospitaliere.
Le tableau 2 représente les résultats des diamétres des auréoles d’inhibition de SB 9 et

SB 13 sur les souches d’origine hospitaliere.

Le test de sensibilité au produit SB9 des différentes souches d’origine hospitalier, a
montré une forte activité inhibitrice sur E.coli H et P.aeruginosa A (14.5 et 14 mm
respectivement) et une activité modérée sur S.aureus A et Streptococcus spp A (7 et 6.5 mm
respectivement). Par-contre les souches bactériennes E.coli A et S.aureus H se sont montré

résistantes (4.5 mm).

Le produit SB 13 a une forte activité inhibitrice sur S.aureus H (8.5mm) et une activité
inhibitrice modérée sur E.coli H et S.aureus A (7mm). Cependant, cette activité inhibitrice est
faible sur E.coli A, P.aeruginosa A et Streptococcus A avec des diamétres d’inhibition de 5, 4.5
et 5.5 mm respectivement (Tableau 2).

Tableau 2 : Diamétres des halos d'inhibition (en mm) du SB 9 et SB 13 contre les souches d’origine

hospitaliére.
Souches d’origine SB9 SB13 Ampicilline*
Hospitaliére
E.coli A 4.5+0.71 5+0 6+1.4
E.coliH 14,5+0.71 7+1.41 14.5+0.71
S.aureus H 4.5+0.71 8,5+0.71 25.5+1
S.aureus A 6,5+0.71 70 26+0.71
P.aeruginosa A 14+1.41 4.5+0.71 5+0
Streptococcus A 7+0 5,5+0.71 11+0

*Témoin positif : Ampicilline (100pg/ml).
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Figure 17 : Expression de I’activité des deux produits SB 9 et SB 13 sur des souches bactériennes
testées.

A notre connaissance, il n’existe pas beaucoup de travaux déja réalisés sur 1’activité
antimicrobienne des dérivés de tétrazoles sur les souches d’origine hospitalier sauf une étude
qui a été réalisé par Morjan et al.,(2015) sur des dérivés 5-oxo et 5-thio-tétrazoles 1,4-
disubstitués. Les résultats de cette étude montrent que certains dérives 5-oxo-tétrazoles ont des
activites sur les souches E.coli, Streptococcus spp et S.aureus avec des halos d’inhibition de 5
mm, 5-6mm et 6mm respectivement. Ces dérivés 5-oxo-tétrazoles sont non actifs sur
P.aeruginosa, alors que d’autres dérivés 5-thio tétrazoles sont tres actifs sur P.aeruginosa,
S.aureus, E.coli et Streptococcus spp.

Toutes les souches de références sont trés sensibles a I’ampicilline avec des halos
d’inhibitions compris entre 23.5mm et 42 mm. Par contre E.coli A et P.aeruginosa A ont eté
révélées plus résistantes a I’ampicilline avec des diametres d’inhibitions <6mm.

Cette divergence dans les résultats explique le rble que peuvent jouer les facteurs
environnementaux sur l’acquisition de la résistance par les bactéries contre un agent
antibactérien que ce soit antibiotique ou composé tétrazolique. Ainsi que le rble des
substituants ou les radicaux liés au cycle tétrazole sur I’activité antibactérienne et qui peuvent
modifier les propriétés chimiques des dérivés des tétrazoles (hydrophobicité...), en influengant

sur le mode d’action.
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II. Détermination des concentrations minimales inhibitrice CMI

Les tableaux 3, 4,5 et 6 représentent les concentrations minimales inhibitrices des produits
dérivés de tétrazoles SB 9 et SB 13 contre les souches de références ATCC (E.coli R, S.aureus
R, B.subtilis R et P.aeruginosa R) et les souches isolées a partir d’environnement hospitalier
(E.coli A, E.coli H, S.aureus A, S.aureus H, P.aeruginosa A et Streptococcus spp A). La CMI
correspond a la plus faible concentration n’ayant montré aucune croissance bactérienne visible.

2.1.Concentrations minimales inhibitrice contre les souches de références ATCC.

Les tableaux 3 et 4 montrent que SB 9 et SB 13 ont une activité antibactérienne sur les
souches ATCC et confirment les résultats de test qualitatif. En effet, SB 9 inhibe la croissance
de la souche P.aeruginosa R a une CMI de 0.62 mg/ml, la souche E.coli R a une CMI de
1.25mg/ml et des souches S.aureus R et B.subtilis R a une CMI de 2.5mg/ml (Tableau3).

Tableau 3 : Concentrations minimales inhibitrices (mg/ml) du SB9 sur les souches ATCC.

Concentration 25 1.25 0.625 0.31 0.15 0.07 Témoin
Souches /ml)
E.coliR - - T + + + +
S.aureus R - + + + + + +
B.subtilis R - + + + + + +
P.aeruginosa R - - - + + + +

Quant au produit SB13, il inhibe la croissance de toutes les souches ATCC avec une
CMI de 1.25mg/ml a I’exception de P.aeruginosa A qui est inhibé a une CMI de 0.62mg/ml
(Tableau 4).

Tableau 4 : Concentrations minimales inhibitrices (mg/ml) du SB 13 sur les souches ATCC.

Concentration 25 1.25 0.625 0.31 0.15 0.07 Témoin
Souches mg/m)
E.coliR - - -+ + + + +
S.aureus R - - + + + + +
B.subtilis R - - + + + + +
P.aeruginosa R - - - + + + +

Dans la littérature, les résultats des CMI des dérivés de tétrazoles sont tres variables, elles

sont de I’ordre de pg a I’ordre de mg. En effet, les études de Dhayanithi et al. (2010) réalisées
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sur des dérivés de tétrazoles, montrent que les souches E. coli et S. aureus ont été inhibées avec
une CMI de 6.25 mg/ml et P.aeruginosa a été inhibé avec une CMI de 50mg/ml. Dans une
deuxieme étude réalisée avec d’autres dérivés des tétrazoles, les mémes auteurs ont trouvé que
ces produits inhibent les souches S. aureus, E. coli et P. aeruginosa avec une CMI de ’ordre
de 12.5 mg/ml (Dhayanithi et al., 2011). D’autres études ont montré que les valeurs de CMI
des dérivés de tétrazoles sur E.coli, B. subtilis, S.aureus et P. aeruginosa varient entre 10pg/ml
et 250ug/ml (Mulwad et al., 2008 ; Rostom et al., 2009 ; Kategaonkar et al., 2010 ; Ramiz
et al. 2011).

2.2.Concentrations minimales inhibitrices contre les souches d’origine hospitaliére.

Les résultats du tableau 5 montrent que SB9 est doté d’une activité inhibitrice contre les
souches testées. Les souches E.coli H et P.aeruginosa A ont été révélées plus sensibles (CMI =
1.25mg/ml) que E.coli A, S. aureus A, S.aureus H et Streptococcus spp A (CMI = 2,5mg/ml)
(Tableaus).

Tableau 5 : Concentrations minimales inhibitrices (mg/ml) du SB 9 sur les souches d’origine

hospitaliére.
Concentration 25 1.25 0.625 0.31 0.15 0.07 Témoin
mg/ml)
Souches
E.coli A - + + + + + +
E.coliH - - + + + + +
S.aureus A - + + + + + +
S.aureus H - + + + + + +
P.aeruginosa A - - + + + + +
Streptococcus spp A - + + + + + +

Les valeurs de CMI obtenues avec SB 13 indiquent que ce produit a un effet inhibiteur
plus important que celui obtenu avec SB 9. En effet, toutes les souches ont été inhibées avec
une concentration de 1.25 mg/ml a ’exception de la souche E.coli qui a été révélée moins

sensible vis-a-vis de SB 13 avec une CMI de I’ordre de 2.5 mg/ml (Tableau 6).
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Tableau 6 : Concentrations minimales inhibitrices (mg/ml) du SB 13 contre les souches d’origine

hospitaliére.
Concentration 2.5 1.25 0.625 0.31 0.15 0.07 Témoin
Souches mg/mi)
E.coli A = + + + + + +
E.coliH - - + + + + +
S.aureus A - - + + + + +
S.aureus H - - + + + + +
P.aeruginosa A - - + + + + +

Streptococcus spp A

1
1
+

+ + + +

Les travaux de Morjan et al. (2015) ont montré que les dérivés 5-oxo et 5-thio-tétrazoles
1,4-disubstitués inhibent la croissance des souches isolées de I’environnement hospitalier ;

S.aureus et E.coli avec une CMI de 0.2 mg/ml et 0.6 mg/ml respectivement.

% Comparaison des effets des produits chimiques dérivés de tétrazoles sur les
différentes souches testées (Tableau 7 et Figure 18)

Tableau 7 : Comparaison des CMI de SB 9 et SB 13 sur les souches testées.

Souches bactériennes CMI du SB 9 (mg/ml) CMI du SB 13 (mg/ml)
E.coliR 1.25 1.25
P.aeruginosa R 0.62 0.62
S.aureus R 2.5 1.25
B.subtilis R 2.5 1.25
E.coli A 25 2.5
E.coliH 1.25 1.25
P.aeruginosa A 1.25 1.25
S.aureus A 2.5 1.25
S.aureus H 2.5 1.25
Streptococcus spp A 2.5 1.25

Les deux produits SB 9 et SB 13 ont la méme CMI sur les souches a Gram négatif (E.coli
et P.aeruginosa). Par rapport a SB 9, le produit SB 13 est plus actif sur les souches a Gram

positif (S.aureus, B.subtilis et Streptococcus spp).

Rapport- gratuii.com {1}
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Figure 18 : Expression des CMlIs en milieu liquide (Macrodilution) : A : CMI de SB 9 sur E.coli A,
B : CMI de SB 13 sur E.coli H, C : CMI de SB 13 sur P.aeruginosa A, D : CMI de SB 9 sur S.aureus A, E : CMI de SB 13

sur S.aureus H, F : CMI de SB 13 sur Streptocuccus spp A.

I11. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

La concentration minimale bactéricide des deux produits SB 9 et SB 13, qui correspond
a la plus faible concentration de ces produits ayant montré un nombre maximum de 5 colonies
sur boite, a été determinée. Les tableaux 8, 9, 10 et 11 représentent les résultats des CMB

obtenus sur les souches ATCC et les souches d’origine hospitaliére.
3.1.Concentrations minimales bactéricides contre les souches de références ATCC.

La CMB du produit SB 9 est de 2.5 mg/ml sur les deux souches E.coli R, P.aeruginosa
R, elle est par contre supérieure a 2,5 mg/ml pour les souches S.aureus R et B. subtilis R
(Tableau 8).

Tableau 8 : Concentrations minimales bactéricides (mg/ml) du SB9 sur les souches ATCC.

centration (mg/ml) 2,5 1,25 0,625
Souches

E.coliR - + +
S.aureus R + + +
B.subtilis R + + +
P.aeruginosa R - + +

Le tableau 9 montre que la concentration minimale bactéricide de SB 13 est de 2.5 mg/ml
pour toutes les souches ATTC.

29



MST-Biotechnologie Microbienne FSTF Laboratoire de Biotechnologie FSDM

Tableau 9 : Concentrations minimales bactéricides (mg/ml) du produit SB 13 sur les souches ATCC.

ncentration en (mg/ml) 2,5 1,25 0,625
Souches

E.coli R - + +
S.aureus R - + +
B.subtilis R - + +
P.aeruginosa R - + +

Les travaux de Rao et al. (2012) ont montré que les CMB de certains dérives de tétrazoles
varient entre 0,5 a 1 mg/ml contre les souches S. aureus et B. subtilis. Alors que la CMB contre

E.coli est de I’ordre de 6,25mg/ml.

SB 9 a un effet bactéricide sur E.coli R et P.aeruginosa R, alors que SB 13 a un effet
bactéricide sur toutes les souches ATCC testées (CMB/CMI < 4).

3.2.Concentrations minimales bactéricides contre les souches d’origine hospitaliére.

La CMB du SB 9 est de 2.5 mg/ml sur la souche de P.aeruginosa A et Streptococcus spp
A. Alors que les autres souches sont résistantes au produit SB 9 et la CMB est supérieure a 2.5
mg/ml (Tableau 10).

Tableau 10 : Concentrations minimales bactéricides (mg/ml) du SB9 sur les souches d’origine

hospitaliére.
\W 2,5 1,25 0,625 0,31 0.15
Souches
E.coli A + I + + +
E.coli H + + + + +
S.aureus A + it + + +
S.aureus H + + + + +
P.aeruginosa A - + + + +
Streptococcus spp A - + + + +

Le produit SB 13 a une CMB de 2.5 mg/ml sur les deux souches d’E.coli, ainsi que sur
P.aeruginosa A. La CMB de SB13 sur les souches S.aureus A, S.aureus H et Streptococcus spp
A est de 1.25 mg/ml (Tableau 11).
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Tableau 11 : Concentrations minimales bactéricides (mg/ml) du SB13 sur les souches d’origine

hospitaliére.
oncentration (mg/ml) 2,5 1,25 0,625 0,31 0.15
E.coli A - -+ + + +
E.coli H - + + + +
S.aureus A 5 - + + +
S.aureus H - - + + +
P.aeruginosa A - + + + +
Streptococcus spp A - - + + +

Le produit SB 9 a un effet bactéricide sur P.aeruginosa A et Streptococcus ssp A, alors
que SB 13 a un effet bactéricide sur toutes les souches d’origine hospitaliéres testées
(CMB/CMI < 4).
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Ce travail s’inscrit dans le cadre des travaux de recherche du Laboratoire de
Biotechnologie en collaboration avec le Laboratoire de Chimie Organique (Faculté des
Sciences Dhar El Mahraz) dont I’'un des objectifs majeurs est la recherche de nouvelles
molécules bioactives. Nous avons pour cela testé ’effet antibactérien de deux dérivés de
tétrazoles SB 9 et SB 13 contre des souches isolées du milieu hospitalier et des souches de
références.

Une évaluation de ’activité antibactérienne des souches testées aux SB 9 et SB 13 a été
réalisée par la méthode de diffusion sur disque. Les concentrations minimales inhibitrices ont
été déterminées par deux méthodes : la méthode de macrodilution et de microdilution en milieu
liquide.

Le produit SB 9 s’est révélé plus actif sur les souches E.coli R (9 mm), P.aeruginosa R
(12 mm) et E.coli H (14.5mm). Ce produit a présenté une forte activité inhibitrice sur
P.aeruginosa A avec un halo d’inhibition de 14 mm qui est supérieur a celui obtenu par
I’ampicilline (5 mm). En effet, ce produit inhibe toutes les souches avec une CMI allant de
1.25mg/ml a 2.5mg/ml a 1’exception de P.aeruginosa R (CMI= 0.62mg/ml). Le produit SB 13

est plus actif sur P.aeruginosa R (12.5mm) et S.aureus H (8.5mm).

Les valeurs de CMI montrent que SB 13 est plus actif que SB 9. En effet, SB 13 inhibe
toutes les souches avec une CMI de 1.25mg/ml a I’exception de P.aeruginosa R
(CMI1=0.62mg/ml) et E.coli A (CMI = 2.5mg/ml).

Les résultats de CMB des produits testés ont montré que le produit SB 9 a un effet
bactéricide contre E.coli R, les deux souches de P.aeruginosa et Streptococcus spp A. Alors que
SB 13 a un effet bactéricide sur toutes les souches testées.

On peut conclure que les deux produits ont une activité intéressante sur les souches
d’origine hospitaliere en particulier E.coli H, S.aureus H, Streptococcus spp A et P.aeruginosa
A.

Ce travail constitue une approche dans la conception de composés des dérivés de
tétrazoles pouvant servir comme alternative aux antibiotiques et aux désinfectants. Il reste a
évaluer la toxicité de ces molécules synthétiques afin de confirmer leurs usages en
pharmacologie pour une éventuelle utilisation thérapeutique et hygiénique. En plus, il serait
intéressant d’étudier I’effet de la combinaison avec d’autres molécules actifs afin d’augmenter
leurs spectre d’activité, ou tester leurs effets sur les cultures cellulaires. Enfin, il serait important
d’élargir les travaux sur ces deriveés et leurs activités biologiques et pharmacologiques

intéressantes telles que ’activité antifongique, inflammatoire, antivirale et anticanceéreuse.
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Annexes

Annexe 1 : Composition du milieu Luria-Bertani (LB)

Milieu LB liquide

e Peptone 10g

e Extrait de levure 5¢

e NaCl 10g

e Eau distillée 1000ml

Milieu LB Solide

e Peptone 10g

e Extrait de levure 5¢

e NaCl 10g

e Agar 159

e FEaudistillée 1000ml

Annexe 2 : Protocol de préparation du standard McFarland 0.5

Le standard McFarland 0.5 est préparé par ajout d’une solution de BaClz a 0.048 mol/I et
H25040.18 mol/l.

e Préparation d’une solution de BaCl, a 0.048 mol/l (1.175% p/v BaCl,. 2H,0)

Préparation de 10 ml de BaCl. par solubilisation de 0.1175 g de BaCl, 2H.O dans 10 ml

d’eau distillée.

e Préparation d’une solution de 100 ml de H2SO40.18 mol/l (1% v/v) dans 100 ml d’eau
distillée.

e Préparation du McFarland 0.5
-Ajout de 0.5 ml de la solution de BaClz a 99.5 ml d’une solution de 0.18 mol/l H2SO4
et agiter vigoureusement
-La densité optique de la solution obtenue doit &tre comprise entre 0.08 et 0.13 a
625nm.
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